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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Der kleinen GTPase Ran kommt in interphasischen Zellen eine zentrale Rolle
beim Transport von Molekulen durch die Kernmembran zu. In héheren eukary-
ontischen Zellen zerfallt wahrend der Prometaphase der Mitose die Kern-
membran. Es konnte neuerdings gezeigt werden, da® Ran auch in mitotischen
Zellen eine wichtige regulatorische Funktion, namlich bei der Ausbildung von
Spindeln sowie in der Telophase bei der Neubildung der Kernmembran, Uber-
nimmt. Ob Ran auch in einfachen Eukaryonten weiter direkte Funktionen ausubt,
ist bislang unklar.

Um neue Bindungspartner von Ran in der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae
zu identifizieren, wurde eine Zwei-Hybrid-Durchmusterung des Hefegenoms
unter Verwendung des Hefehomologen von Ran, Gsp1p, als Beute durchgefuhrt.
Dabei konnte ein bislang uncharakterisiertes Protein (Yrb30p), kodiert durch den
ORF YGL164C, als neues mit Ran interagierendes Protein identifiziert werden.
Dieses nichtessentielle Protein interagiert spezifisch mit der GTP-gebundenen
Form von Ran, weist jedoch keinerlei Sequenzahnlichkeiten mit anderen
RanGTP-bindenden Proteinen auf. Es konkurriert mit dem Ran-bindenden
Protein Hefe-RanBP1 (Yrb1p) um die Bindung an RanGTP und besitzt wie Yrb1p
die Fahigkeit mit RanGTP und einigen Karyopherinen trimere Komplexe zu
bilden. Im Gegensatz zu Yrb1p, welches als Koaktivator der RanGAP1(Rna1)-
vermittelten GTP-Hydrolyse von Ran fungiert, inhibiert Yrb30p die Hydrolyse und
ist in dieser Hinsicht den Karyopherinen ahnlich. Obwohl das Protein unter
Normalbedingungen im Zytoplasma lokalisiert, konnte eine funktionelle nukleare
Export-Sequenz (NES) im C-Terminus von Yrb30p nachgewiesen werden. Die
Lokalisation verschiedener Mutanten weist darauf hin, da® Yrb30p zwischen
Kern und Zytoplasma hin- und herpendelt und neben einem Xpo1-abhangigen
Export noch ein alternativer Exportweg existiert.

Weder die Uberproduktion des Proteins noch die Deletion des YRB30 ORFs fiihrt
alleine bzw. in Kombination mit verschiedenen Mutanten des RanGTPase-Zyklus
zu einem erkennbaren Wachstumsdefekt. Diese Resultate sowie die Tatsache,
dald Homologe nur in anderen Pilzen identifiziert werden konnten, deuten darauf
hin, dafld Yrb30p ein Modulator des RanGTPase-Zyklus ist, der moglicherweise
auf das Pilzreich beschrankt ist.
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1 Einleitung

1.1 Die Kompartimentalisierung eukaryontischer Zellen
erfordert einen aktiven Transport

Die meisten biochemischen Prozesse prokaryontischer Zellen laufen in einem
einzigen zellularen Kompartiment ab. Eukaryontische Zellen dagegen zeich-
nen sich durch eine ausgesprochene Kompartimentalisierung aus. So teilt die
Kernmembran die Zelle in ein nukledres Kompartiment fur die Lagerung und
Transkription der Erbinformation, sowie ein zytoplasmatisches Kompartiment
fur deren Translation. Durch diese Kompartimentalisierung kbnnen meta-
bolische Prozesse weitaus besser reguliert werden, jedoch erfordert deren
Aufrechterhaltung einen effektiven Stoffaustausch zwischen Kern und Zyto-
plasma. Verschiedene Transportsubstrate, wie z. B. Boten-RNAs (mRNAS),
Transfer-RNAs (tRNAs), ribosomale Untereinheiten und snRNA missen aus
dem Kern ins Zytoplasma transportiert werden. Umgekehrt miussen viele
Proteine mit einer Funktion im Kern aus dem Zytoplasma in den Kern
importiert werden. Einige Proteine wandern zwischen Kern und Zytoplasma
hin und her. Dieser 'Shuttling’-Mechanismus wird manchmal zur Regulation in
Form von Sequestrierung des betreffenden Proteins im Zytoplasma oder
Nukleoplasma genutzt. Alle Transportprozesse finden ausschlief3lich durch
Kernporenkomplexe (NPCs, nuclear pore complexes) statt, die in die den

Kern umhullende Doppelmembran eingebettet sind.

1.2 Struktur der Kernporen

Kernporen sind makromolekulare Komplexe, die aus vielen verschiedenen
Kernporenproteinen, den sogenannten Nukleoporinen (NUPs) aufgebaut sind.
In der Hefe S. cerevisiae sind diese Komplexe aus etwa 30 Nukleoporinen
aufgebaut und besitzen ein Molekulargewicht von ca. 60 MDa. In hdheren
Eukaryonten bilden ebenfalls etwa. 30 Proteine einen ca. 120 MDa grof3en
Kernporenkomplex (Cronshaw et al., 2002). Die Struktur von Kernporen
wurde mittels Elektronenmikroskopie (EM) bis zu einer Aufldsung von 25
Angstrom ermittelt (Abb. 1A).
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Abb. 1: Struktureller Aufbau des Kernporenkomplexes und
Lokalisation der Nukleoporine im Kernporenkomplex

(A) Schematischer Aufbau und elektronenmikroskopische Aufnahmen
verschiedener Stadien der Biogenese von Vertebraten-Kernporen (Allen
et al., 2000) (B) Dargestellt ist die Lokalisierung der Nukleoporine der
Hefe S. cerevisiae innerhalb der Struktur der Kernpore (Rout et al.,
2000). Erlauterungen siehe Text.
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Kernporen besitzen eine achtfache Rotationssymmetrie um einen zentralen
Kanal. Der zentrale Kanal besteht aus dem Speichenring, welcher auf der
zytoplasmatischen Seite mit einem Ring verbunden ist, von dem acht in das
Zytoplasma hineinreichende Fibrillen ausgehen. Eine ahnliche Ringstruktur
existiert auf nuklearer Seite, diese geht jedoch in eine den Kanal verengende
korbahnliche Struktur Gber. Es gibt Hinweise, dal} die Kernpore mit nuklearen
Filamenten (Galy et al., 2000; Kosova et al., 2000) und dem zytoplas-
matischen Zytoskelett verbunden ist (Yan et al., 1997), was fur den Transport
von Transportsubstraten zur Kernpore bzw. von ihr weg von Bedeutung sein
kann.

Interessanterweise besitzen Kernporen aus Hefe und Vertebraten nicht nur
die gleiche Grundstruktur, sondern sind — von wenigen Ausnahmen
abgesehen — auch aus den gleichen Subkomplexen aufgebaut (Vasu und
Forbes, 2001), was fur evolutionar konservierte Transportmechanismen
spricht.

Durch genetische Analysen (Fabre und Hurt, 1997) und biochemische Auf-
reinigungen von Kernporenkomplexen (Siniossoglou et al., 1996; Rout und
Aitchison, 2001) konnten die 30 Nukleoporine der Hefe S. cerevisiae identi-
fiziert werden. Neben rein strukturellen Aufgaben Uben Nukleoporine auch
direkte Funktionen bei der Translokation der Transportsubstrate aus. Viele
Nukleoporine besitzen Wiederholungen (Repeats) bestimmter hydrophober
Aminosaurereste (FXFG-, GLFG- und FG-Repeats). Es wurde gezeigt, dal®
diese Domanen Transportfaktoren als Bindungsstelle dienen (Bayliss et al.,
2000; Quimby et al., 2001; Rout und Aitchison, 2001) (siehe auch nachstes
Kapitel).

Eine Lokalisation der Nukleoporine (siehe Abb. 1B, (Rout et al., 2000))
ergab im wesentlichen eine symmetrische Verteilung der meisten Nukleo-
porine bezuglich der Kernmembran-Ebene, trotz der unterschiedlichen
Morphologie der zytoplasmatischen und der nuklearen Seite der Pore. Die
asymmetrische Verteilung bestimmter Nukleoporine kdonnte beim gerich-
teten Transport eine Rolle spielen (Denning et al., 2001).

Durch den ca. 9 nm grofRen inneren Kanal der Kernporenkomplexe konnen

Molekule bis zu einem Molekulargewicht von ca. 60 kDa passiv hindurch
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diffundieren. Um jedoch die erforderliche Effizienz des Transports (bis zu
1000 Transportsubstraten pro Sekunde pro Kernpore; (Ribbeck und Gorlich,
2001)). zu gewabhrleisten, werden oft auch solche Substrate, die theoretisch
klein genug waren um passiv die Kernpore zu durchdringen, aktiv unter
Energieverbrauch durch die Pore transportiert (Rout et al., 1997; Schlenstedt
et al., 1997). Bei grosseren Substraten, wie z. B. ribosomalen Untereinheiten,
nimmt man an, dass sich die Kernpore beim Transportvorgang 6ffnet, so dal®
Molekule bis zu einem Durchmesser von 25 nm hindurch transportiert werden
konnen (Feldherr et al., 1984).

1.3 Die Familie der Karyopherine und ihre Rolle als Rezep-
toren eines aktiven, gerichteten Kerntransports

Proteine und andere Makromolekule werden durch nukleare Lokalisierungs-
sequenzen (NLS) bzw. nukleare Exportsignale (NES) Uber die Kernmembran
in das entsprechende Kompartiment gelenkt. Verantwortlich far die
Erkennung dieser Signalsequenzen und den gerichteten Transport ist die
Proteinfamilie der Karyopherine. Je nach Transportrichtung unterscheidet
man zwischen Importinen und Exportinen (siehe auch Abb. 2). Die Bindung
der Karyopherine an ihr Substrat erfolgt entweder direkt oder indirekt Uber
Adaptoren. Ein viel studierter Adaptor ist a-Karyopherin (Importin-a), der
Rezeptor fur das klassische nukledre Lokalisations-Signal, das sich durch
eine Anhaufung von basischen Aminosaureresten auszeichnet. Importin-a
bindet dabei mit seiner N-terminalen Importin-p-bindenden (IBB)-Domane an
Importin-p (Gorlich et al., 1995; Weis et al., 1995), was zur Bildung von
heterotrimeren Importkomplexen fuhrt. Ein weiteres Beispiel fur einen Adaptor
far Importin p ist Snurportin, das reife Spleiss U snRNPs im Zytoplasma
erkennt (Huber et al., 1998; Huber et al., 2002).

In S. cerevisiae umfasst die Familie der Karyopherine 14 Mitglieder (siehe
Tabelle 1) (Adam, 1999). Dabei dienen 10 als Importrezeptoren (Importine), 3
als Exportrezeptoren (Exportine) und ein Karyopherin (Msn5p/Kap142p) kann
sowohl als Import-, als auch als Exportrezeptor fungieren (Yoshida und

Blobel, 2001). Interessanterweise sind nur 4 dieser Karyopherine essentiell
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(Kap95p, Pse1p, Csel1p, Xpo1p). Der Mensch besitzt mehr als 20 verschie-
dene pB-Karyopherine (Mattaj und Englmeier, 1998; Gaorlich und Kutay, 1999;
Mingot et al., 2001).

Tabelle 1:  Ubersicht liber die Transportrezeptoren der Importin-g-
Famile der Hefe Saccharomyces cerevisiae

Importin alternativer Substrat
Name
Kap95 Rsl1p / Impp NLS enthaltene Proteine (vermittelt ber
Impa als Adaptor an Kap95)
Kap104 Transportin mMRNA bindende Proteine
Nab2p, Hrp1p, Nab4p
Kap108 Sxm1p Lhp1p, Rpl11p, Rpl31p
Kap111p Mtr10p Npl3p
Kap114p HRC1004p TATA-bindende Proteine
Tbp1p
Kap119p NmdSp Hog1p, TFIIS (evtl. am Export der
grolen ribosomalen Untereinheit
beteiligt)
Kap120p Lph2p bislang unbekannt (evtl. am Export der
grolen ribosomalen Untereinheit
beteiligt)
Kap121p Pselp ribosomale Proteine, Pho4dp, Yrailp,
Yra2p, Spo12p, Yapip, Ste12p
Kap122p Pdrép Toa1p-Toa2p-Komplex
Kap123p Yrb4p ribosomale Proteine
Kap142p Msn5p trimeres Replikationsprotein A (RPA
Exportin alternativer Substrat
Name

Kap124 Xpo1p, Crm1p, | NES enthaltene Proteine
Exportin 1
Cselp Srp1 (Importin o)
Los1p tRNA

Kap142p Msn5p phosphoryliertes Pho4p und Farip,
Ste5p, Mig1p, Msn2p

nach Gorlich und Kutay (1999), aktualisiert nach Blondel et al. (1999), Mahanty et al. (1999), Titov und Blobel (1999),
Yoshida und Blobel (2001), Leslie et al. (2002)

Der scheinbare Widerspruch, daf nicht-essentielle Transportfaktoren essen-
tielle Substrate transportieren, ladt sich dadurch erklaren, daf} ein essentielles
Substrat von mehr als einem (nichtessentiellen) Karyopherin transportiert
werden kann (Rout et al., 1997; Morehouse et al., 1999; Pemberton et al.,
1999; Titov und Blobel, 1999).
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Neben der spezifischen Affinitat fur ihr jeweiliges Substrat besitzen die Karyo-
pherine auch eine deutliche Affinitat fur die hydrophoben Repeats von
Nukleoporinen. Diese Affinitat ist die Voraussetzung dafur, da® die Karyo-
pherine standig zwischen Zytoplasma und Kern hin- und herwandern (Hurt,
1996; Askjaer et al., 1999; Seedorf et al., 1999).

So wurde postuliert, daly Nukleoporenkomplexe nicht einfach starre Kanale
sind, sondern selektiv mit Transportrezeptoren aufgrund deren stark hydro-
phoben Oberflache interagieren (Ribbeck und Goérlich, 2002). Gegenwartig
werden in der Literatur unterschiedliche Modelle fur diese Selektivitat fur
Transportrezeptoren (einschliellich NTF2) diskutiert. So wird zum einen eine
Anhaufung von FG-Repeats im Innern des Kernporenkomplexes dafur
verantwortlich gemacht (Ribbeck und Gorlich, 2001). Ein sequenzielles
Binden und Ablésen der Transportkomplexe an verschiedene Nukleoporine
entlang der Pore aufgrund eines zunehmenden Affinitatsgradienten konnte
neben dem Ran-Gradienten (siehe Kapitel 1.4) die Direktionalitat des
Transportprozesses bestimmen (Ben-Efraim und Gerace, 2001). Rout et al.
postuliert ein Einfangen und eine anschlieRende DurchschleuRung von
Transportrezeptoren durch Filamente sowie ein Entfernen von inerten
Molekulen durch diese Filamente (Rout et al., 2000), wahrend Macara von
einem Netzwerk FG-Repeats enthaltender Filamente ausgeht, die den aktiven
Transport von Transportrezeptoren erleichtern (Macara, 2001).

Experimente in zellfreien Systemen haben gezeigt, dal3 diese Affinitat von
Karyopherinen zu Nukleoporinen die Ausbildung einer Kernmembran in Zell-
extrakten induzieren kann, was besonders im Zusammenhang mit der durch
Importin  vermittelten regulatorischen Rolle von Ran bei der Neubildung der
Kernmembran in der Telophase (siehe Kapitel 1.11.3) interessant ist (Zhang
et al., 2002).

Vor kurzem wurde Importinen eine zusatzliche, sehr interessante Funktion
zugeschrieben, namlich als zytoplasmatisches Chaperon, das die Aggregation
stark basischer Proteine (wie z. B. ribosomale Proteine oder Histone) mit
zytoplasmatischen Polyanionen wie z. B. RNA verhindert (Jakel et al., 2002).
Die Importine binden an die basischen Sequenzbereiche, halten die Proteine

im Zytoplasma l6slich und ermoglichen gleichzeitig deren Import in den Kern.
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Das gemeinsame Kennzeichen der -Karyopherine ist eine etwa 150 Amino-
sauren umfassende, relativ konservierte N-terminale RanGTP-Bindungs-
Domane (Gorlich und Kutay, 1999). Die weniger konservierte C-terminale
Domane dient zur Interaktion mit den Transportsubstraten und den Nukleo-
porinen. Die Kristallstruktur zweier Importrezeptoren weist eine konservierte
Struktur auf, in der die innere Seite des Bogens an RanGTP bzw. das
Substrat bindet, wahrend die auliere Seite mit den Repeats der Nukleoporine
interagiert (Bayliss et al., 2000). Die RanGTP-Bindung spielt eine entschei-
dende Bedeutung fur die Direktionalitat des Kerntransports, indem sie die
Bindung bzw. Ablésung des Transportsubstrates und der Nukleoporine vom

Karyopherin moduliert (siehe Abb.2).

1.4 Der GTPase-Zyklus und die Rolle von Ran beim nukleo-
zytoplasmatischen Transport

Ein zentraler 16slicher Faktor des nukleozytoplasmatischen Transports ist die
zur Superfamilie der Ras-ahnlichen kleinen GTP-bindenden Proteine (G-
Proteine) gehdrende kleine, vorwiegend nukleare Ras-ahnliche Guanosin-
triphosphatase (GTPase) Ran (Azuma und Dasso, 2000) (Gsp1p/Gsp2p in S.
cerevisiae, siehe auch Kapitel 1.11).

Unterschiedliche Bindungspartner der GTP- bzw. GDP-gebundenen Form von
Ran ermdglichen eine regulatorische Rolle dieses Proteins. Da Ran selbst nur
eine sehr niedrige intrinsische Nukleotidhydrolyse- und Austauschaktivitat
besitzt, benodtigt das Durchlaufen eines RanGTPase-Zyklus zusatzliche
Hilfsenzyme, die eine schnelle und effektive Steuerung gewahrleisten.

Der Ran-Guanin-Nukleotid-Austausch-Faktor RanGEF (RCC1 — regulator of
chromosome condensation, Prp20p in S. cerevisiae) ist ein ausschlieBlich
nukleares Protein, welches an Chromatin bindet. Der RanGEF wandelt die
GDP-gebundene Form in die GTP-gebundene Form um (Bischoff und
Ponstingl, 1991).Es konnte gezeigt werden, da® RCC1 vorwiegend durch die
Histone H2A und H2B an die DNA gebunden vorliegt (Nemergut et al., 2001).
Zusatzlich hierzu wurde jedoch auch ein geringerer Anteil mit Lokalisation am

Nukleoporenkomplex nachgewiesen (Fontoura et al., 2000).
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Im Gegensatz hierzu befindet sich das Ran-spezifische GTPase-aktivierende
Protein RanGAP (RanGAP1, Rna1 in S. cerevisiae) praktisch ausschlie3lich
im Zytoplasma (Matunis et al., 1996), geringe Mengen wurden jedoch auch im
Kern nachgewiesen (Traglia et al., 1996; Feng et al., 1999). RanGAP aktiviert
die Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP (Bischoff et al., 1994) und wird dabei
durch das zytoplasmatische RanGTP-bindende Protein RanBP1 (Yrb1 in S.
cerevisiae, yeast Ran-binding protein 1) unterstutzt (Bischoff und Ponstingl,
1995; Schlenstedt et al., 1995).

Aufgrund der unterschiedlichen zellularen Verteilung dieser Enzyme kommt
es zu einer kompartimentellen Trennung von GTP-Hydrolyse und Guanin-
Nukleotid-Austausch. Daher liegt Ran im Zytoplasma Uberwiegend als
RanGDP, im Kern jedoch in der GTP-gebundenen Form vor. Diese asym-
metrische Verteilung der GTP- bzw. GDP-gebundenen Form von Ran uber
die Kernmembran hinweg erfordert zum Durchlaufen eines GTPase-Zyklus
ein Pendeln von Ran zwischen Kern und Zytoplasma und ermdglicht dadurch
Uberhaupt erst einen gerichteten Transport. Der Ran-Gradient aufgrund der
unterschiedlichen subzellularen Lokalisation der Regulatoren ist daher ein
wichtiges Unterscheidungsmerkmal der beiden Kompartimente und dient der

Zelle als Marker fur eine nukleare bzw. zytoplasmatische ldentitat.

Nukleozytoplasmatischer Transport wird ermoglicht aufgrund des unter-
schiedlichen Bindungsverhaltens der GTP- bzw. GDP-gebundenen Form. So
bilden sich trimere Exportkomplexe aus Exportin, Ran und Substrat (Cargo)
nur in Gegenwart von Ran-GTP, also ausschlieBlich im Zellkern. Nach
Transport des Komplexes ins Zytoplasma wird RanGTP durch RanGAP und
den Koaktivator RanBP1 (Yrb1p) hydrolyiert zu RanGDP, wodurch der trimere
Exportkomplex in seine Einzelkomponenten zerfallt. Das freie Exportin wird
dann alleine wieder in den Kern reimportiert. Msn5, das auch als Importr-
ezeptor fungieren kann, wird zum Teil auch substratgebunden zurlck in den

Kern gebracht.

Importkomplexe aus Importrezeptor (Importin ) und Substrat bilden sich
hingegen nur in Abwesenheit von RanGTP, also im Zytoplasma. Nach Trans-

port des Komplexes in den Zellkern bindet RanGTP an den Importrezeptor
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und bewirkt die Dissoziation des Komplexes d.h. Freisetzung des Substrates.
B-Importine werden dann, moglicherweise gebunden an RanGTP, wieder in
das Zytoplasma zurlck gebracht. Importin-a. bendtigt das Exportin CAS
(Csel1p in S. cerevisiae) und RanGTP, um ins Zytoplasma zurtickzukehren
(Kutay et al., 1997).

Zur Aufrechterhaltung des Transports vom Kern ins Zytoplasma ist es
erforderlich, dald mitexportiertes Ran (RanGTP) wieder in den Kern re-
importiert wird. Diese Aufgabe erfullt der Nukleare Transportfaktor 2 (Ntf2).
Neben den Hauptregulatoren des Ran-Zyklus - RanGEF, RanGAP, RanBP1
(Yrb1p), Ntf2 und den Karyopherinen - kdnnen jedoch auch andere Faktoren
teilweise regulatorische Funktionen Ubernehmen. So wurde z.B. gezeigt, dal}
zur Dissoziation der Importkomplexe mRNA bindener Proteine wie Npl3p,
Nab2p und Hrp1p neben RanGTP auch RNA bendtigt wird (Senger et al.,
1998; Lee und Aitchison, 1999).

Ebenso wird Tbp1p — ein Transkriptionsfaktor (TATA-Box-bindendes Protein)-
erst durch Anwesenheit TATA-Box enthaltender DNA von seinem Importin
(Kap114p) losgelost (Pemberton et al., 1999).

So ist zu vermuten, dall auch noch andere Import- und Export-Substrate nicht
direkt nach aktivem Transport durch die Kernpore dissoziieren, sondern bis zu
ihrem Bestimmungsort als stabiler Komplex transportiert werden.

Ahnliche Mechanismen sind grundsatzlich auch fiir den nukledren Export
denkbar, d.h. dall RanGAP Kofaktoren fur die Dissoziation von Export-
komplexen bendtigt. Ein solcher Kofaktor, allerdings ein ziemlich ubiquitarer,
ist RanBP1 (siehe Kapitel 1.10.1).
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Abb. 2: Nukleozytoplasmatischer Transport

Substrat

Modell des gerichteten aktiven Transports durch die Kernmembran
(modifiziert nach Goérlich und Kutay, 1999). Dargestellt ist der Import und
Export von Transportsubstraten sowie die Ruckfiihrung der beteiligten
Karyopherine in ihr jeweiliges Ausgangskompartiment. Ran wird durch
den nukledren Transportfaktor 2 (NTF2) zurilick in den Kern transportiert.
Proteine mit einer klassischen NLS bendétigen als Importrezeptor sowohl

Importin a als auch Importin . Fur ndhere Erlauterungen siehe Text.
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1.5 Energetik des gerichteten Transports

Da nukleozytoplasmatischer Transport auch entgegen eines Konzentrations-
gradienten stattfindet, wird Energie fiir den Transport benétigt. Ubereinstim-
mend mit dieser Annahme konnte durch in vivo sowie in vitro Importstudien
gezeigt werden, dald sowohl Nukleotide bendtigt werden, als auch die GTP
Hydrolyse von Ran fur den Import NLS-haltiger Proteine funktionell sein mufl}
(Yaseen und Blobel, 1999a).

Der Prozeld der Translokation selbst bendtigt jedoch entgegen friheren
Vermutungen keine Energie (Adam, 1999; Englmeier et al., 1999; Ribbeck
und Gorlich, 2001). Allerdings wird sowohl fur den Export von Proteinen durch
Exportrezeptoren als auch fir das Recycling der Importfaktoren je ein
RanGTP-Molekul aus dem Kern ins Zytoplasma transportiert und dort im
einzig belegbaren energieverbrauchenden Schritt des Ran-Zyklus, der
Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP, hydrolysiert. Ohne Hydrolyse von GTP
findet nur eine Runde des Imports bzw. Exports statt, ohne Ruckfuhrung von
Ran in den Kern kommt der Transport langfristig zum Erliegen. Damit es nicht
zu einer solchen Depletion von nukledrem Ran kommt, muss der Rucktrans-
port des Importrezeptors von Ran Ran-unabhangig erfolgen (nicht im
Komplex mit RanGTP wie die Karyopherine). Diese Funktion Ubernimmt der
nukleare Transportfaktor 2 (NTF2, p10, siehe Kapitel 1.11.5)). So wurde
gezeigt, dald NTF2 sowohl in permeabilisierten Zell-Systemen (Ribbeck et al.,
1998; Steggerda et al., 2000), als auch in vivo (Quimby et al., 2000) als
Importrezeptor fur Ran wirkt.

Oft ist es fur den Transport von z. B. groRen mRNPs durch die Kernpore
erforderlich, dal® diese erst unter ATP oder GTP Verbrauch von Helikasen wie
z. B. Dbp5p entwunden werden (Gorlich und Kutay, 1999; Schmitt et al.,
1999). Auch fir den Export der groRen ribosomalen Untereinheiten wird

vermutlich zusatzliche Energie bendtigt.
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1.6 Export von tRNA

Das Hefeprotein Los1p und sein Ortholog in hdheren Eukaryonten Exportin-t
gehodren zur Importin-p-Proteinfamilie und vermitteln den Export von tRNA
(Arts et al., 1998a; Hellmuth et al., 1998; Kutay et al., 1998) aus dem Kern.
Dabei bindet das Exportin im Komplex mit RanGTP direkt an tRNA. Der
trimere Komplex wird durch Interaktion mit Nukleoporinen exportiert und im
Zytoplasma durch Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP in seine Einzel-
komponenten dissoziiert. Allerdings findet Export der RNA nur statt, wenn die
tRNA die notwendigen Prozessierungen im Kern, wie Ausbildung der
korrekten Tertiarstruktur (Tobian et al., 1985), Modifizierung ihrer Enden und
bestimmter Basen und Anhangen eines 3’-CCA-Endes durchlaufen hat.
Exportin-t bindet zwar auch ungesplei3te tRNA, deren Export wird jedoch,
vermutlich aufgrund Interaktion mit anderen im Kern lokalisierten Proteinen,
verhindert (Arts et al., 1998b; Lipowski et al., 1999).

Da Los1p nicht essentiell ist (Hurt et al., 1987), mul® noch ein anderer tRNA
Exportweg existieren. Grosshans et al. (2000) konnten zeigen, dal} die
Disruption von LOS1 nur zu einem geringen Exportdefekt intronloser tRNA
fuhrt. Interessanterweise fihren Mutationen im Translationsfaktor EF1-A zur
Akkumulation aller tRNAs im Kern, wohingegen Stérung der Translation, z. B.
durch Zugabe von Cycloheximid, zu keiner Akkumulation von tRNA fuhrt. Dies
lalkt vermuten, da® EF1A an einem Los1p unabhangigen tRNA-Exportweg
beteiligt ist. Wie gezeigt werden konnte, ist fir dessen Funktionalitat eine
Aminoacylierung der zu exportierenen tRNA notwendig (Lund und Dahlberg,
1998; Sarkar et al., 1999; Grosshans et al., 2000a; Grosshans et al., 2000b).

1.7 Export von mRNA

mMmRNA wird assoziiert mit hnRNP-Proteinen (Proteinen des heterogenen
nuklearen Ribonukleoprotein-Partikels) als sogenannter mRNA enthaltender
Ribonuleoprotein-Komplex (mMRNP) exportiert. Bereits wahrend der Transkrip-
tion binden eine Vielzahl von Proteinen an die Vorlaufer-mRNA. Einige davon
sind auch bei der Prozessierung der RNA beteiligt. So wird der Export

ungepleilter mMRNA verhindert, damit im Zytoplasma keine aberanten
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Proteine synthetisiert werden (Legrain und Rosbash, 1989). Der Export von
mRNA wird hingegen durch die 3’-Polyadenylierung sowie das Anhangen
einer 5-m’G-Kappe stimuliert (Izaurralde et al., 1992). Manche hnRNP-
Proteine sind nur fur die korrekte Prozessierung der mRNA erforderlich und
werden vor dem Export von der mRNA wieder abgelost. Einige hnRNP-
Proteine (wie z. B. hnRNP A1 bzw. Npl3p) pendeln jedoch zwischen Kern und
Zytoplasma hin und her und man nimmt an, daf® sie zusammen mit mRNA
den mRNP-Exportkomplex bilden. Ob diese Proteine auch eine aktive
Funktion beim Export ausuben, ist jedoch noch unklar.

Mittels Durchmusterung einer Kollektion temperatursensitiver Hefemutanten
auf Defekte im mRNA-Export konnten einige fur den mRNA-Export essentielle
Proteine identifiziert werden. Die identifizierten Gene kodieren fir Nukleo-
porine, hnRNP-Proteine (bzw. RNA modifizierende Proteine) sowie fur
Karyopherine und andere Faktoren des Ran-Zyklus.

Genetische Screens ausgehend von der Exportmutante nup85AN/rat9
(ribonucleic acid trafficking) fuhrten dann zur ldentifizierung von Mex67p
(Segref et al., 1997) und dessen Bindungspartner Mtr2p (Kadowaki et al.,
1994; Santos-Rosa et al., 1998). Der Komplex dieser beiden Proteine spielt
eine zentrale Rolle im Export von mRNA in S. cerevisiae. Neben der Bindung
an mRNA interagiert der Komplex auch direkt mit der Kernpore (Santos-Rosa
et al., 1998; Strasser et al., 2000). In Vertebraten wird die Rolle von Mex67p
von TAP Ubernommen, NXT1 (p15) entspricht funktionell Mtr2 (Katahira et al.,
1999).

Weder fur Mex67p noch fur Mtr2p konnte bisher eine Interaktion mit Ran
nachgewiesen werden. Der Einflul des Ran-Zyklus in diesem Prozess ist
umstritten. Vermutlich spielt Ran indirekt eine Rolle, da ein funktionierendes
RanGTPase-System, fur den aktiven Import von Proteinen, die an der
korrekten Reifung der mRNA sowie deren Export beteiligt sind, fir den Export

von mRNA absolut notwendig ist.
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1.8 Export von rRNA

Der Export von rRNA ahnelt in gewisser Weise dem Export von mRNA.
Dieser ist jedoch in direkter Weise von Ran abhangig. Ribosomale RNA der
beiden ribosomalen Untereinheiten assembliert zuerst im Nukleolus mit ca. 80
verschiedenen ribosomalen und vielen nichtribosomalen Proteinen. Anschlie-
Rend erfolgen viele RNA-Prozessierungsschritte, wahrend derer sich die
Zusammensetzung und Lokalisation des Vorlaufer-RNP-Komplexes
(Vorlaufer-Ribonukleoproteinpartikel) standig andert. So wandert dieser
Komplex durch bislang unbekannte Mechanismen vom Nukleolus durch den
Zellkern zur Kernpore und reift auf seinem Weg. Der Export der unter-
schiedlich prozessierten 40S und 60S ribosomalen Untereinheiten erfolgt
dann vermutlich getrennt (Warner, 1990). In Studien wurde als visueller
Marker fur die 60S-Untereinheit ein e GFP-Fusionsprotein des ribosomalen
Proteins RPL25p herangezogen und auf diese Weise der ribosomale Export
der grofden Untereinheit verfolgt (Hurt et al., 1999; Gadal et al., 2001b). Der
Export der kleinen Untereinheit wurde verfolgt, indem ein in situ Hybridi-
sierungsverfahren gegen die 5° ITS (Interne transkriptierte Spacerregion) der
18S rRNA angewendet wurde (Moy und Silver, 1999). Die Analyse des
Exports beider Untereinheiten zeigte, dal} durch einen gestérten Ran-Zyklus
ebenso wie durch Mutationen in bestimmten Nucleoporinen, der Export von
rRNA beeintrachtigt wird (Hurt et al., 1999; Moy und Silver, 1999), der Export
von rRNA also durch Ran gesteuert werden kann.

Die Identifizierung und Charakterisierung von Proteinen (Rix-Faktoren;
Ribosomen Export), die bei der Biogenese, dem intranuklearen Transport
und/oder dem Export der gro3en Untereinheit beteiligt sind, brachte viele
neue Erkenntnisse (Gadal et al., 2001a; Gadal et al., 2001b; Milkereit et al.,
2001). Einer der hierdurch identifizierten Rix-Faktoren ist Rix5p, welches mit
Rpl10p identisch ist. Dieses Protein interagiert mit dem essentiellen Protein
Nmd3p und dieses wiederum Uber NES-Sequenzen mit dem Exportfaktor
Xpo1p (Ho et al., 2000; Gadal et al., 2001b). Man vermutet daher, dal} der
Export der ribosomalen 60S Untereinheit Uber einen klassischen Export-
komplex aus Xpo1p-RanGTP-Nmd3p vermittelt wird. Da der 60S-Partikel

jedoch sehr grol} ist, bleibt nicht auszuschlie3en, dal® noch andere Faktoren,
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wie z.B. Energie liefernde ATP- oder GTPasen, fur die Translokation der

grol3en Untereinheit erforderlich sind.

1.9 Ran-unabhangige Kerntransportprozesse

So wie der mRNA-Export in vitro unabhangig von Ran ist, kann auch
Karyopherin-vermittelter Kerntransport, zumindest im in vitro-System,
unabhangig von Ran sein (Takizawa et al., 1999; Hetzer und Mattaj, 2000;
Clouse et al., 2001). In diesen Fallen mussen als Alternative zum RanGTP-
vermittelten Mechanismus alternative Mechanismen ausgebildet sein, um die
Bildung und Dissoziation von Import und Exportkomplexen zu gewahrleisten.
So ist z.B. zur Dissoziation eines Transportkomplexes eine direkte Modi-
fikation des Substrates im jeweiligen Zielkompartment denkbar.

So konnte fur den Import des Cyclins B1-Cdc2 in in vitro Studien gezeigt
werden, dald der Import dieses Proteins zwar den Importrezeptor Importin 3
bendtigt, nicht jedoch Ran. Im Gegensatz zum klassischen durch Importin
vermittelten Import NLS-haltiger Proteine, wird Ran nach erfolgter Trans-
lokation also nicht fur die Ablésung von Cyclin B1-Cdc2 von Importin § im
Kern bendtigt. In Ubereinstimmung hiermit inhibiert die hydrolysedefiziente
RanQ69L-Mutante aufgrund Dissoziation der Importkomplexe im Zytoplasma
nur den Import NLS-haltiger Proteine, nicht jedoch den Import von Cyclin B1-
Cdc2 (Takizawa et al., 1999).

1.10 Ran - seine bisher bekannten Bindungspartner und
deren zellulare Funktion

Wahrend beim Menschen, der Hefe S. pombe und in vielen anderen
Organismen das essentielle Ran von einem einzigen Gen codiert wird,
existieren in anderen, wie z. B. der Hefe S. cerevisiae oder in Tomaten, zwei
bzw. mehrere Ran-verwandte Gene, die jedoch eine sehr hohe Homologie
untereinander aufweisen (GSP1 bzw. GSP2 in S. cerevisiae mit 98 %

Sequenzidentitat). In S. cerevisiae ist nur GSP1 essentiell. Funktionelle
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Unterschiede von GSP1 und dem fast identischen GSP2 sind bislang
unbekannt (Belhumeur et al., 1993; Moore und Blobel, 1993).

Als molekularer Schalter (GTP- bzw. GDP-gebunden) kann diese kleine
GTPase zentrale zellulare Funktionen regulieren. Die Grundlage fur diese
regulatorische Funktion ist die unterschiedliche Konformation der GTP- bzw.
GDP-gebundenen Form von Ran, die eine ahnliche Grundstruktur wie andere

Mitglieder der Ras-Superfamilie aufweist (siehe auch Abb. 3).

Abb. 3: Rontgenstruktur
von Ran in der GDP bzw.
GTP-gebundenen Form

Dargestellt sind die Konfor-
mationen von Ran in seinen
beiden Nukleotid-gebundenen
Formen. Die unterschiedlich
ausgerichteten Sequenz-
R bereiche "Switch 1”7, "Switch 1I,
as-GppNHp . . .
%= sowie der C-Terminus sind
' speziell gekennzeichnet.

(aus: (Vetter et al., 1999))

Beim Vergleich der Konformationen der Nukleotid-gebundenen Formen fallen
zwei hochflexible Regionen auf, die nahen Kontakt zum y-Phosphat des GTP
besitzten. Diese als "Switch |” bzw. "Switch 11" bezeichneten Regionen
andern ihre Ausrichtung je nach Art des gebundenen Nukleotids (Vetter et al.,
1999). Die Ausrichtung der sogenannten "Switch 1”- Region legt fest, ob es
zur Interaktion von Effektoren mit Ran kommt. So verhindert z.B. die Ausrich-
tung der "Switch 1”-Region in der GTP-gebundenen Form sterisch die Inter-
aktion mit NTF2. Hingegen ist fir die RanGAP-vermittelte Hydrolyse von
RanGTP die korrekte Ausrichtung bestimmter Aminosaurereste essentiell
(insbesondere eines katalytischen Glutamin-Restes: Q69 in Ran), die sich in
der "Switch II"-Region befinden.

Ein Uberblick iber bisher bekannte Ran-bindende Proteine ist in der folgen-
den Tabelle dargestellt. Nahere Einzelheiten hierzu finden sich in den nach-

stehenden Kapiteln.
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Tabelle 2: Bekannte Ran-bindende Proteine, deren Bindungs-
spezifitat, Lokalisation und zellulare Funktion

Protein / Bindungs- Experi- Lokalisation unter Funktion
Proteinklasse spezifitat menteller Wildtypbedingungen
Beweis’
Karyopherine RanGTP in vitro Kern, Zytoplasma, Export von RanGTP und
Bindung Kernpore Substrat als trimerer Export-
komplex, Import von Substrat
siehe Kapitel 1.3
RanBP1-Familie: in vitro
Bindung Aktivierung der GTP-
* RanBP1; * RanGTP » Zytoplasma Hydrolyse (RanBP1),
* RanBP2 (Nup358); * RanGTP, « zytoplasmatische Seite | Struktureller Bestandteil des
RanGDP der Kernpore Kernporenkomplexes bzw.
* RanBP3 (Yrb2p) * RanGTP * Kern Beteiligung beim Export von
* Nup50  (Nup2p) * RanGTP * Kern Proteinen
RanGAP (Rna1p) RanGTP in vitro Zytoplasma RanGAP
Bindung + Kernpore
RCC1 (Prp20p) RanGDP, in vitro Kern RanGEF
RanGTP, Bindung + Kernpore
nukleotid-
freies Ran
NTF2 RanGDP in vitro Kernpore Import von RanGDP
Bindung
NXT1/p15 RanGTP in vitro Kern Export
Bindung + Kernpore
Nup358/RanBP2; RanGDP in vitro zytoplasmatische Strukturelle Bestandteile des
Nup153 Bindung (Nup358) bzw. nukleare Kernporenkomplexes
(Nup153) Seite der
Kernpore
Mog1 (Mog1p) RanGDP, in vitro Kern Nukleotid-Austausch von Ran
RanGTP, Bindung bzw. Ablésung von RanGDP
nukleotid- von seinem Import-Rezeptor
freies Ran NTF2
Dis3 (Dis3p) RanGDP in vitro Kern Prozessierung und Abbau von
RanGTP, Bindung RNA im Kern
nukleotid-
freies Ran
RanBPM RanGTP Zwei- Zentrosome Mitose
Hybrid
Inter-
aktion

nach: (Kunzler und Hurt, 2001) und (Macara,

2001) sowie (Oki und Nishimoto, 2000; Steggerda und Paschal, 2000)

1.10.1 RanBP1, RanBP2/Nup358, RanBP3/Yrb2p, Nup50/Nup2p

Zur RanBP1-Familie gehoren die Proteine RanBP1, RanBP2/Nup358 (siehe
1.10.6), RanBP3 (bzw. Yrb2p) sowie Nup50 (bzw. Nup2p), die alle eine mit

der "Switch |- Region von Ran interagierende, konservierte Ran-Bindungs-

Domaéane aufweisen.

Sowohl das menschliche RanBP1, als auch das S. cerevisiae Homologe

Yrb1p pendeln zwischen Kern und Zytoplasma, lokalisieren unter Wildtyp-

Bedingungen aber ausschlieldlich im Zytoplasma (Kunzler et al., 2000; Plafker

und Macara, 2000). In beiden Fallen ist der Export von Crm1 abhangig.

Wahrend RanBP1 jedoch eine Leucin-reiche NES im C-Terminus besitzt,



Einleitung

19

deren Export durch Leptomycin-B blockiert werden kann, bendtigt Yrb1p
praktisch die gesamte Ran-Bindedomane um exportiert zu werden und sein
Export kann auch nicht durch Leptomycin-B inhibiert werden. Der Grund fur
diese Unterschiedlichkeit ist ebenso unklar, wie die genaue Funktion von
RanBP1 bzw. Yrb1p im Kern (vgl. mégliche Funktion im Komplex mit Mog1,
Kapitel 1.10.7). Die Hauptfunktion dieser Proteine scheint jedoch bei der
Dissoziation von Exportkomplexen und Rackfuhrung von Importrezeptoren ins
Zytoplasma zu liegen. So konnte eine koaktivierende Funktion von RanBP1
bei der Hydrolyse und eine inhibitorische Funktion beim Nukleotidaustausch
von Ran nachgewiesen werden (Bischoff et al., 1995). Die inhibitorische
Wirkung von Komplexen zwischen Karyopherinen und RanGTP auf die
RanGAP-vermittelte Hydrolyse wird durch RanBP1/Yrb1p aufgehoben
(Bischoff und Gorlich, 1997; Floer et al., 1997; Lounsbury und Macara, 1997).
Dadurch ist Uberhaupt erst gewahrleistet, da® Exportkomplexe ihre Substrate
im Zytoplasma freisetzen kdnnen. Da die Transportrezeptoren selbst den
Kern im Komplex mit RanGTP verlassen, ist somit auch das Recyceln der
Karyopherine garantiert.

Nachdem entdeckt wurde, dald die Expression von RanBP1 in Saugerzellen
wahrend des Zellzyklus unterschiedlich ist, namlich zunehmende Expression
von der S-Phase zur M-Phase und plétzlicher Verminderung der Expression
am Ende der Telophase (Guarguaglini et al., 2000), wurde spekuliert, ob dies
moglicherweise im Zusammenhang mit der Rolle von Ran wahrend der
Mitose (siehe 1.11.2 und 1.11.3) steht. Bisher ist keine vergleichbare Zell-
zyklus-Regulation der Expression des Hefehomologen Yrb1p bekannt. Der
Grund hierfur ist moglicherweise, dall Hefe im Gegensatz zu Saugerzellen
eine geschlossene Mitose durchlauft, in der die Kernmembran intakt bleibt
(Baumer et al., 2000).

Die Affinitat der zur RanBP1-Familie gehdrenden Proteine Yrb2p und Nup2p
zu RanGTP ist sehr gering (> 5 uM) (Mueller et al., 1998; Gorlich und Kutay,
1999). Wie einige Nukleoporine (siehe 1.2) besitzen beide Proteine FXFG-
Repeats, die an Transportrezeptoren binden. So konnte auch eine Beteiligung
dieser Proteine beim Cse1p- und Crm1p-abhangigen Export nachgewiesen
werden. |lhre genaue Einflunahme ist jedoch noch unbekannt (Booth et al.,
1999; Hood et al., 2000; Solsbacher et al., 2000). Lindsay et al. konnten aller-
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dings nachweisen, dal RanBP3 beim Crm1-abhangigen Transport die
Affinitat des Substrates fir den Rezeptor erhoht und dadurch den Export
erleichtert (Lindsay et al., 2001).

1.10.2 RanGAP1 (Rna1p)

RanGAP bindet an RanGTP (Kp = 430 nM, (Klebe et al., 1995)) und vermittelt
die Hydrolyse zu RanGDP, welches RanGAP1 in hdheren Eukaryonten und
Rna1p bzw. rna1 in Hefe genannt wird. Dieses Enzym besitzt eine halbmond-
formige Struktur, die aus 11 Leucin-reichen sich wiederholenden Sequenz-
bereichen besteht (LRR-Motif) (siehe Abb. 4).

RanGAP

Abb. 4: Struktur
von RanGAP1

Erlautererungen siehe
Text

Argrl4

C

Jede sich wiederholende Sequenz bildet eine a-Helix und ein B-Faltblatt,
wobei die a-Helices auf der konvexen Seite des Halbmondes angeordnet sind
(Hillig et al., 1999; Seewald et al., 2002). Diesen Sequenzwiederholungen
schlie®t sich eine aus ca. 40 vorwiegend sauren Aminosauren bestehende
Region an. Die darauf folgende C-terminale Domane besteht in S. cerevisiae
bzw. S. pombe nur aus 12 bzw. 15 Aminosauren, wahrend die homologen
Proteine von Mausen und Menschen eine 191 bzw. 189 Aminosauren lange
C-terminale Domane besitzen.

Viele GAPs wie z. B. RasGAP und RhoGAP erlangen ihre katalytische
Aktivitat durch einen gemeinsamen Mechanismus, den sogenannten "Arginin-
Finger’-Mechanismus, bei dem der katalytische Ubergangszustand durch

einen Arginin-Rest in der Nukleotid-Bindungstasche der GTPase stabilisiert
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wird (Scheffzek et al., 1998). Daher ging man bisher davon aus, da RanGAP
Uber den gleichen Mechanismus aktiviert wird (Macara, 2001). Auch konser-
vierte Arginin-Reste in RanGAP-Homologen sprachen flir diese Theorie.
Durch Aufklarung der dreidimensionalen Rontgenstruktur des Ran-RanBP1-
RanGAP-Komplexes im Grund- und Ubergangszustand konnte dies jedoch
widerlegt werden (Seewald et al., 2002). Statt dessen spielt die korrekte
Position des katalytisch aktiven Glutamin-Restes eine wichtige Rolle.
RanGAP lokalisiert ausschliel3lich im Zytosol. Die deutlich langere C-
terminale Domane von RanGAP1 in hdheren Eukaryonten wird, im Gegensatz
zu den Homologen in Hefe, durch das kleine 8kDa-grofe Ubiquitin-verwandte
Polypeptid SUMO-1 posttranslational modifiziert (Matunis et al., 1996;
Mahajan et al., 1997).

Nach neuesten Erkenntnissen stellt Nup358/RanBP2, welches ein struk-
tureller Bestandteil der zytoplasmatischen Filamente von Kernporen-
komplexen in Saugern ist, die SUMO1-Ligase fur RanGAP dar (Pischler et al.,
2002). In Ubereinstimmung hiermit konnte in Sdugerzellen auch Kernporen-
assoziiertes RanGAP1 nachgewiesen werden (Matunis et al., 1996; Mahajan
et al., 1997). Aullerdem liel3 sich in hoheren Eukaryonten sumoyliertes
RanGAP1 an der Spindel nachweisen (Joseph et al., 2002).

Obwohl Rna1p nicht modifiziert werden kann, wird auch in Hefe von Kern-
poren-assoziiertem RanGAP berichtet (Allen et al., 2001). Interessanterweise
vermutet man aufgrund einer nachgewiesenen funktionellen NES in Rna1p,
dall sowohl RanGAP1, als auch Rna1p zwischen dem Kern und dem Zyto-
plasma hin und her wandern (Matunis et al., 1998; Feng et al., 1999). Die
nachgewiesene Interaktion mit Nup42p (Allen et al., 2001) kdnnte somit auch
durch einen Kernporen-assoziierten Crm1p-Export-Komplex erklart werden.
Unklar bleibt, weshalb RanGAP modglicherweise zwischen Kern und Zyto-
plasma pendelt. Aus unterschiedlichen Grinden bestehen begrindete Zweifel
an diesem Pendelmechanismus: Zum Einen ware durch nukledres RanGAP
die Aufrechterhaltung des Ran-Gradient interphasischer Zellen gefahrdet,
zum Anderen liegt die nachgewiesene NES in der wenig zuganglichen
konkaven Seite der Halbmond-Struktur von RanGAP, wodurch eine Funktio-
nalitat der NES im Gesamtprotein in Frage gestellt werden muf3 (Macara,
2001).
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1.10.3 RCC1 (Prp20p)

RCC1 (fur “regulator of chromosome condensation 1“) vermittelt den Nukleo-
tid-Austausch von RanGDP zu RanGTP (Affinitat zu RanGTP und RanGDP
ca. 900 nM) (Klebe et al., 1995). Das homologe Protein in Hefe wird Prp20
genannt. Dieses Protein lokalisiert ausschlief3lich im Kern und scheint an
Chromatin assoziiert zu sein (Seki et al., 1996). Mittlerweile konnte gezeigt
werden, dafy RCC1 an die Histone H2A und H2B bindet und auf diese Weise
an DNA gekoppelt ist (Nemergut et al., 2001). Da sich an dieser Lokalisation
wahrend des Durchlaufens der Mitose nichts andert, kommt der daraus
resultierenden lokalen Konzentration von RanGTP um die Chromosomen im
Zellzyklus eine wichtige Funktion als Marker zu (siehe 3.12). Allerdings
konnte RCC1 durch Immunoelektronen-Mikroskopie und Studien zur Bestim-
mung der Nukleotid-Austausch-Aktivitat in geringeren Mengen auch auf
beiden Seiten des Kernporenkomplexes nachgewiesen werden (Fontoura et
al., 2000).
RCCh

Abb. 5: Kristallstruktur von RCC1

Die Propellerstruktur von RCC1 st
aus sieben sich wiederholenden
Sequenzbereichen aufgebaut.

Die Rontgenstruktur von RCC1 weist charakteristische, sich wiederholende
Sequenzbereiche auf, die sich in einer siebenfachen p-Propeller-Struktur
widerspiegeln. Die Struktur ahnelt der Struktur von p-Untereinheiten hetero-
timerer G Proteine (Renault et al., 2001). Die "Switch II"-Region von Ran,
eine der beiden flexiblen Abschnitte der konservierten Nukleotid-Bindungs-
domane von Ran, nimmt je nach Art des gebundenen Nukleotids (GTP bzw.

GDP) stark unterschiedliche Konformationen ein (Bourne et al., 1991). Die
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Kristallstruktur des RCC1-Ran Komplexes zeigt, da® Ran mit dieser "Switch
[I"-Region an eines der Propellerblatter von RCC1 bindet (Renault et al.,
2001).

1.10.4 NTF2

NTF2 (Nuclear Transport Factor 2) ist ein 15 kDa Protein, welches von Hefe
bis zu hoheren Eukaryonten konserviert ist (Paschal und Gerace, 1995;
Corbett und Silver, 1996). Es wurde zuerst als ein Protein beschrieben,
welches den Import NLS-enthaltener Protein stimuliert (Moore und Blobel,
1994; Paschal und Gerace, 1995).

NTF2 bindet spezifisch die GDP gebundene Form von Ran (Kp = 25 nM,
(Smith et al., 1998)), die die vorherrschende Form von Ran im Zytoplasma
darstellt (Nehrbass und Blobel, 1996; Paschal et al., 1996; Clarkson et al.,
1997). Dabei interagiert NTF2 vorwiegend mit der "Switch-11"-Region von
RanGDP (Stewart et al., 1998). Zusatzlich wird die Bindung von NTF2 an
RanGTP durch die "Switch-1"-Region von Ran sterisch verhindert (siehe
1.10).

NTF2 bindet auch direkt an FxFG-enthaltene Kernporen-Proteine (Paschal
und Gerace, 1995; Clarkson et al., 1997) wie z. B. Nsp1 in Hefe bzw. p62 in
Saugerzellen und vermittelt die Translokation von Ran durch die Kernpore
(Ribbeck et al., 1998; Smith et al., 1998). Ging man anfanglich davon aus,
dall durch die Bindung von NTF2 an RanGDP die Bindung von NTF2 an
Nukleoporine erleichtert wird (Ribbeck et al., 1998), so konnte mittlerweile
gezeigt werden, dal’ durch die Bindung von Ran die Affinitat von NTF2 an die
Kernporen-Proteine (Bindungskonstante etwa 1 yM) nicht verandert wird,
ebenso nicht umgekehrt die Affinitat von NTF2 an RanGDP durch die Bindung
an Nukleoporine. Dies macht Sinn, da dadurch ein Ran-unabhangiger Export
von NTF2 ermdglicht wird. Trotzdem reichert sich NTF2, wie man vermutet
aufgrund Kernporen-assoziiertem Ran, an der Kernmembran an (Chaillan-
Huntington et al., 2000), so dall NTF2 unter Wildtypbedingungen an den
Kernporen lokalisiert (Steggerda et al., 2000).
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NTF2 bildet Homodimere, wobei jede Kette unabhangige Bindungsstellen fur
RanGDP und Kernporen-Proteine (Nukleoporine) mit FxFG-Sequenz-Wieder-
holungen besitzt. Da die Dissoziationskonstante des NTF2-Dimers im mikro-
molaren Bereich liegt (ahnlich der zellularen NTF2-Konzentration), ist ein
betrachtlicher Teil des zellularen NTF2 als Monomer vorhanden (Chaillan-
Huntington et al., 2001). Durch die Dimerisierung von NTF2 ist eine hdohere
thermische Stabilitat des Proteins vorhanden. Die Dimerisierung ist auch fur
die eigentliche Funktion von NTF2 beim Import von RanGDP in den Kern
wichtig, da gezeigt werden konnte, dal monomeres NTF2 sowohl RanGDP,
als auch Kernporen-Proteine wesentlich schlechter bindet. Andererseits
wurde eine mogliche Dissoziation des NTF2-Dimers die Ablésung von
RanGDP und den Austausch des Nukleotids nach Translokation in den Kern
erleichtern (Chaillan-Huntington et al., 2001).

Ran kann aufgrund seiner geringen Grof3e (24 kDa) passiv durch die Kern-
poren hindurch diffundieren. Dies geschieht zwar sehr langsam, jedoch
konnte gezeigt werden, daR eine Uberexpression von Ran das normalerweise
essentielle NTF2 ersetzen kann, so dal} die passive Diffusion durchaus als
relevant zu betrachten ist (Paschal et al., 1997). Umgekehrt wurde jedoch
auch gezeigt, daB eine Uberexpression von NTF2 den Wachstumsdefekt
verschiedener gsp1-Mutanten supprimieren kann.

Dies zeigt, dal® durch das von NTF2 unterstutzte Recyclen von Ran die
Effizienz des Ran-Zyklus gewahrleistet ist (Oki und Nishimoto, 1998).

Der Import-Defekt einer mog1A-Mutante kann ebenfalls durch Uberexpression
von NTF2 supprimiert werden, was darauf hindeutet, da® NTF2 und Mog1p

ahnliche Funktionen ausiben.
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1.10.5 NXT1/p15

Nxt1, auch p15 genannt, wurde erstmals als Kofaktor des mRNA-Exports
beschrieben. So konnte gezeigt werden, dald NXT1 mit TAP (Mex67 in Hefe,
23% Sequenzidentitat), einem essentiellen mRNA Exportfaktor aus Sauger-
zellen coimmunprazipitiert werden kann (Katahira et al., 1999). Wahrend in
Hefe Mex67p mit Mtr2p interagiert und durch diese Interaktion das Andocken
des mRNA-Exportkomplexes an die Kernpore zustande kommt (Santos-Rosa
et al., 1998; Strasser et al., 2000), bindet TAP an NXT1 und bildet einen dem
Mex67p-Mtr2p-Komplex vermutlich strukturell ahnlichen Komplex. NXT1 ist
zwar funktionell mit Mtr2 verwandt (Koexpression von NXT1 und TAP
komplementiert einen mex67 mtr2 Disruptionsstamm (Katahira et al., 1999)),
weist jedoch keinerlei Sequenzhomologie auf. Hingegen deutet eine 26%-ige
Sequenzidentitat von NXT1 mit NTF2 auf eine Verwandtschaft dieser beiden
Proteine hin.

So bildet interessanterweise NXT1 ein Heterodimer mit einer NTF2-ahnlichen
Domane von TAP (Strasser et al., 2000; Suyama et al., 2000), die ahnlich der
wichtigen Rolle der Homodimerisierung von NTF2 fur den Import von
RanGDP in den Kern, fur die Bindung an Nukleoporine wahrend des Exports
von mRNA erforderlich ist (Chaillan-Huntington et al., 2001). Auch
ungespleildte RNA mit Introns kann durch TAP vermittelt und stimuliert durch
NXT1 auf einem CRM1-unabhangigen Weg exportiert werden, was im Falle
einer Infektion mit Retroviren eine wichtige Rolle spielt (Guzik et al., 2001).
Die Aktivierung des Exports durch NXT1 beschrankt sich jedoch nicht nur auf
mRNA. Auch andere Exportwege werden durch dieses Protein beeinfludt, so
dall NXT1 mdglicherweise ein allgemeiner Export-Faktor darstellt (Black et
al., 1999; Ossareh-Nazari et al., 2000). So erleichtert NXT1 beim Crm1-
abhangigen Protein-Export das Abldsen des Export-Komplexes im Zyto-
plasma von der Kernpore (Black et al., 2001), was dafur spricht, dals NXT1 zu
einem spaten Zeitpunkt beim Translokations-Prozess beteiligt ist. Die genaue

Funktion von NXT1 ist jedoch unklar.
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In Sdugerzellen lokalisiert NXT1 unter Wildtypbedingungen im Kern und am
Kernporen-Komplex, wandert jedoch auch zwischen dem Kern und dem
Zytoplasma hin und her (Black et al., 1999).

Im Gegensatz zu NTF2 scheint NXT1 (NTF2-related nuclear export protein)
nicht RanGDP, sondern ausschlieBlich die GTP gebundene Form von Ran zu
binden (Black et al., 1999). Zur Ausubung seiner Funktion beim RNA Export
scheint die Bindung an GTP-gebundenes Ran wichtig zu sein (Ossareh-
Nazari et al., 2000). Auch eine direkte Interaktion von NXT1 mit Crm1 wurde
publiziert (Black et al., 2001).

Ob NXT1 jedoch wirklich an RanGTP bindet, ist kontrovers, da dies bis jetzt
nur in einem Labor gezeigt werden konnte (Katahira et al., 1999; Herold et al.,
2000). Die Bestimmung der Rontgen-Kristallstruktur des TAP-NXT1-Dimers
offenbarte, daf® strukturelle Unterschiede im Vergleich zum NTF2-Homodimer
das TAP-NXT1-Heterodimer von einer Ran-Bindung — sowohl in der GDP- als
auch GTP-gebundenen Form — abhalt (Fribourg et al., 2001).

1.10.6 Nup358/RanBP2, Nup153

Nup358/RanBP2 und Nup153 sind Komponenten des Kernporenkomplexes
und binden an RanGDP. Daher sind sie moglicherweise verantwortlich fur die
beim Import erfolgte Bindung von RanGDP an die Kernpore (Gorlich et al.,
1996). Singh et al. konnte zeigen, dal ein sogenanntes Zink-Finger Motif, das
beide Nukleoporine aufweisen, sowohl fur die Interaktion mit RanGDP, dem
Exportrezeptor Crm1 (Singh et al., 1999), aber auch mit DNA (Sukegawa und
Blobel, 1993) verantwortlich ist. Das rieRige Nup358 enthalt in seiner
Sequenz auch vier zur Ran-Binde-Domane von RanBP1 homologe
Sequenzabschnitte, die in vitro sowohl an RanGTP als auch an RanGDP
binden (Yaseen und Blobel, 1999b).

Aufgrund dieser EinfluBnahme der Nukleoporine sowohl im Import als auch im
Export wurde postuliert, dal® diese Proteine den RanGTPase-Zyklus fein-
regulieren (Kehlenbach et al., 1999; Singh et al., 1999) und ihre RanGTP-
bindenden Domanen eine ahnliche Rolle wie das zytoplasmatische RanBP1

ubernehmen. Yaseen und Blobel konnten tatsachlich zeigen, dal® die Ran-
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Binde-Domanen von RanBP2 sowohl den Initiations-Schritt, als auch den
beendenen Schritt der Translokation steuern (Yaseen und Blobel, 1999).
Diese beiden Nukleoporine sind auf unterschiedlichen Seiten der Kernpore
lokalisiert. Nup358/RanBP2 befindet sich an den zytoplasmatischen Filamen-
ten der Kernpore und dient als Anker fur sumoyliertes RanGAP1 (siehe
1.10.2). Nup153 lokalisiert hingegen am Kernkorb des Kernporenkomplexes.

Moglicherweise haben die Ran-Binde-Domanen wahrend der Mitose noch
zusatzliche Funktionen. Nachdem gezeigt werden konnte, dal® diese beiden
Nukleoporine zu den ersten Nukleoporinen gehoren, die in die neugebildete
Kernmembran eingebettet werden, wurde eine Rolle dieser Ran-bindenden
Proteine bei der Neuformung der Kernmembran postuliert (Bodoor et al.,
1999; Haraguchi et al., 2000). Moglicherweise spielt dabei auch die Tatsache
eine Rolle, dal} die Ran-Binde-Domane von RanBP2, die mit der "Switch |"-
Region von Ran direkt interagiert, die gleiche Topology wie Pleckstrin-
homologe (PH) Domanen aufweist (Vetter et al., 1999), welche an Lipide des

Phosphoinositol-Weges binden.

1.10.7 Mog1

Mog1 wurde als Multi-Copy-Suppressor von konditionalen Allelen
(temperatur-sensitiven Mutationen) von GSP1 identifiziert (Oki und Nishimoto,
1998). Dieses Protein ist evolutionar konserviert (Marfatia et al., 2001;
Tatebayashi et al., 2001). Es bindet, wenn auch unterschiedlich stark, an
beide Nukleotid-gebundenen Formen von Ran.

Dem 24 kDa Hefe-Mog1 entspricht ein humanes 28 kDa Mog1-Protein. Unter
Normalbedingungen lokalisiert Mog1 vorwiegend im Kern (Oki und Nishimoto,
1998; Marfatia et al., 2001). Wahrend Mog1 in S. cerevisiae nicht essentiell
ist, ist ein S. pombe mog1-Disruptionsstamm nicht lebensfahig. Eine
Uberexpression des Ran-Homologen kann jedoch den lethalen Phanotyp
supprimieren (Tatebayashi et al., 2001), was dafur spricht, da® Mog1 am
Ran-Zyklus beteiligt ist. Zudem fuhrt sowohl eine temperatur-sensitive
Mutation MOG1-Homologen in S.pombe (Tatebayashi et al., 2001) als auch

eine Disruption des Gens in S. cerevisiae (Oki und Nishimoto, 1998) zu
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einem Defekt im Kern-Import, welcher durch Uberexpression von NTF2
wieder aufgehoben werden kann. In S. pombe fuhrt die Mutation — im
Gegensatz zur Deletion in S. cerevisiae - zusatzlich zu einer Akkumulation
von poly(A)"RNA (Tatebayashi et al., 2001).

Die genetische Interaktion mit NTF2 lafdt auf eine Rolle von Mog1 bei der
Lokalisation von Ran schlielen. Und tatsachlich mislokalisiert Ran im Mog1-
Disruptionsstamm ins Zytoplasma (Stochaj et al., 2000). Daher wurde eine
Rolle bei der Ablosung von RanGDP von NTF2 nach erfolgtem Import und
anschlielendem GDP-GTP Austausch durch RCC1 postuliert.
Merkwurdigerweise inhibiert jedoch Mog1 den Austausch von GDP zu GTP
auf Ran. Statt dessen wirkt Mog1 als Nukleotid-Austausch-Faktor fur die
umgekehrte Reaktion, den Austausch von GTP zu GDP, wobei die Nukleotid-
ungebundene Form durch Mog1p stabilisiert wird. Diese Reaktion ist
physiologisch jedoch nicht relevant (Oki und Nishimoto, 2000; Steggerda und
Paschal, 2000).

Von der inhibitorischen Wirkung auf RCC1 abgesehen, ist die genaue
Funktion von Mog1p im Ran-Zyklus daher noch unklar. Die Funktion scheint
jedoch evolutionar konserviert zu sein, da der Knockout in S. pombe sowohl
durch die entsprechenden Homologen der Backerhefe bzw. des Frosch-
Homologen komplementiert werden kann (Nicolas et al., 2001).
Interessanterweise wurde festgestellt, da® RanBP1 die inhibitorische Wirkung
von Mog1 auf den Nukleotid-Austausch verringern kann und damit als
Koaktivator fur den RCC1-vermittelten Austauch von GDP zu GTP fungiert,
ahnlich seiner bekannten Funktion als Koaktivator der RanGAP-vermittelten
GTP-Hydrolyse im Zytoplasma (Nicolas et al., 2001). Dabei bildet RanBP1
(Yrb1) mit Mog1 und RanGTP einen trimeren Komplex, in der die GTP-
gebundene Form von Ran stabilisiert wird. In Ubereinstimmung mit diesem
Modell der Koaktivation des Nukleotid-Austauschs durch RanBP1 sind
Mutationen in YRB1 bzw. PRP20 im langsam wachsenden, aber
lebensfahigen Mog1-Deletionsstamm bei entsprechender restriktiver
Temperatur nicht mehr lebensfahig (M. Kunzler, personliche Mitteilung).

Da RanBP1 genauso wie Mog1 zwischen dem Kern und dem Zytoplasma hin
und her wandert (Kunzler et al., 2000), ist Mog1p moglicherweise mitsamt

RanBP1 noch in einen anderen zytoplasmatischen unbekannten Prozess
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involviert . Dies wurde auch erklaren, weshalb RanBP1 (Yrb1) zwischen dem

Kern und dem Zytoplasma hin und her wandert.

1.10.8 Dis3

Dis3p wurde in einer Durchmusterung des Genoms mittels Zwei-Hybrid-
Technik identifiziert, bei der neue Bindungspartner von menschlichem Ran
gesucht wurden (Noguchi et al., 1996). Dieses essentielle Protein ist evolu-
tionar von Hefe bis hin zum Menschen konserviert und bindet sowohl
RanGDP, RanGTP, als auch die nukleotidfreie Form von Ran. Es ahnelt
damit dem ebenfalls nuklearem Mog1p. Im Gegensatz zu Mog1p stimuliert es
jedoch die GDP—GTP Austausch-Aktivitat von RCC1 und bildet einen nach-
weisbaren Komplex mit Ran und RCC1 (Noguchi et al., 1996).

Einen modglichen Hinweis auf die zugrunde liegende Funktion von Dis3
erbrachte die Entdeckung, dal® Dis3p mit Rrp44p, einer Komponente des
nukleolaren Exosom-Komplexes, identisch ist (Mitchell et al., 1997). Dis3p
selbst besitzt 3°-5'-Exoribonukleaseaktivitat. Mutationen in D/IS3 von S.
cerevisiae fuhren daher zu einer Akkumulation von RNAs als Folge von
Prozessierungsdefekten (Gadal et al., 2001b; Grosshans et al., 2001).
Karzlich wurde postuliert, daly Ran die Bildung und Dissoziation des Exosom-

Komplexes uber Dis3p reguliert (Suzuki et al., 2001).

1.10.9 RanBPM

RanBPM wurde von Nakamura et al. in einer Zwei-Hybrid-Analyse unter
Verwendung von Ran als Beute identifiziert. Obwohl sie im Zwei-Hybrid-
System eine spezifische Interaktion mit der GTP-gebundenen Form von Ran
nachweisen konnten, fehlt bis heute ein in vitro-Beweis dieser Bindung.

Dieses 55 kDa-Protein lokalisiert an Zentrosome und fiihrt bei Uberexpression
zu einer ektopischen Bildung von Mikrotubuli. Man kann daher spekulieren,
dald RanBPM ein Effektor von Ran bei der Bildung von Mikrotubuli-Astern ist
(siehe auch 1.11.2). Der C-terminale Teil des S. cerevisiae ORFs YGL227w

ist mit der Sequenz von RanBPM zu 30 % identisch, jedoch konnte noch kein
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experimenteller Beweis der Homologie nachgewiesen werden (Nakamura et
al., 1998).

1.11 Regulation unterschiedlicher zellularer Prozesse durch
Ran

Ran spielt bei einer ganzen Reihe zellularer Prozesse eine wichtige Rolle.
Ran-Mutanten zeigen nicht nur Defekte im nukleozytoplasmatischen
Transport, sondern auch in der Organisation von Chromatin und Zellkern,
Struktur des Nukleolus, bei der DNA-Replikation und Chromosomen-
Segregation, beim RNA-Metabolismus, dem Ablauf des Zellzyklus, der
Bildung von Mikrotubuli sowie in Hefe bei der Konjugation. Dies deutet darauf
hin, dal3 Ran moglicherweise auch direkt an der Steuerung dieser Prozesse
beteiligt ist und nicht nur ausschlieRlich aufgrund seiner Funktion im nukleo-
zytoplasmatischen Transport. Diese Prozesse voneinander zu trennen ist
schwierig, jedoch wurde in den letzten Jahren hierzu viel geforscht. Im

Folgenden werden die daraus gewonnenen Ergebnisse kurz vorgestellt.

1.11.1 Allgemeine Betrachtungen

Wahrend der Interphase ist das RanGTPase-aktivierende Enzym RanGAP
ausschlieBlich im Zytoplasma und an zytoplasmatischen Filamenten des
Kernporenkomplexes lokalisiert, wahrend der Nukleotid Austausch-Faktor
RanGEF sich im Kern befindet. Dadurch Uberwiegt im Kern RanGTP,
wahrend im Zytoplasma vorwiegend RanGDP vorkommt.

Ein Durchlaufen eines GTPase Zyklus erfordert daher das Hin- und Herwan-

dern von Ran zwischen dem Kern und dem Zytoplasma (Abb.6).
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In hdheren Eukaryonten zerfallt jedoch in der Prometaphase die Kern-
membran, wodurch sich auch der Ort der Hydrolyse bzw. des Nukleotid-
Austauschs prinzipiell andern kann.

Nach bisherigen Erkenntnissen bleibt RCC1 wahrend der gesamten Mitose
Chromosomen-assoziiert (Ohtsubo et al., 1989; Bischoff und Postingl, 1991;
Bilbao-Cortés et al., 2002; Moore et al., 2002), so dal der Nukleotid-Austauch
von RanGDP in mitotischen Zellen zumindest Uberwiegend an kondensierten
Chromosomen stattfindet. Die Interaktion mit Ran begunstigt vermutlich sogar
die Assoziation von RCC1 an Chromatin (Moore et al., 2002).

Bezlglich der Lokalisation von RanGAP gibt es noch gewisse Unsicherheiten.
Ein groRer Anteil scheint an der noch verbliebenen Kernmembran gebunden
zu sein. Mdoglicherweise spielt dann jedoch auch noch die Tatsache eine
Rolle, dall sumoyliertes RanGAP1 (dessen funktionelle Bedeutung bislang
weitgehend unverstanden ist und das bereits in der Interphase an das Kern-
porenprotein RanBP2 bindet), in mitotischen Zellen mit RanBP2 an den
Spindeln und zwar vorwiegend in der Nahe der Kinetochoren lokalisiert
(Joseph et al., 2002). Allerdings konnte diese Lokalisation in Drosophila
Embryonen nicht bestatigt werden (Trieselmann und Wilde, 2002).

Aufgrund der mitotischen Lokalisation von RCC1 und RanGAP geht man
davon aus, dall RanGTP an bzw. in der Nahe von Chromatin auch in vivo
wahrend der Mitose gebildet wird. Nachdem bereits friher nachgewiesen

wurde, daf® RCC1 auch in mitotischen Zellextrakten aktiv ist und somit in der
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Lage ist RanGTP zu bilden (Carazo-Salas et al., 1999; Nachury et al., 2001),
konnte eine kurzlich veroffentlichte Studie belegen, dal dies wahrend der
Mitose tatsachlich in der Nahe von Chromatin geschieht, so da® auch in
mitotischen Zellen sich die héchste RanGTP-Konzentration um Chromatin
herum befindet (Kalab et al., 2002).

1.11.2 In der Metaphase stimuliert Ran die Ausbildung von Mikro-
tubuli und Spindein

Durch Verwendung eines Xenopus Ei-Extraktes als zellfreies und dadurch
vom nukleozytoplasmatischen Transport unabhangigen Systems, wurde im
Jahr 1999 ein Weg zur Unterscheidung direkter und indirekter Einflisse von
Ran auf andere zellulare Prozesse gefunden. Mehrere Arbeitsgruppen
konnten zeigen, daR durch Anderung des RanGTP/RanGDP-Gleichgewichtes
Spindeln zerstort wurden (Carazo-Salas et al., 1999; Kalab et al., 1999).
Aufgrund der Anwesenheit von RanGAP im Ei-Extrakt liegt Ran mit einer
Konzentration von 1-2 ym vorwiegend in der GDP-gebundenen Form vor.
Untersuchungen zeigten, daf® durch Zugabe des Austausch-Faktors RCC1
bzw. durch Verwendung von hydrolysedefizienten Ran-Mutanten, die dadurch
hervorgerufene hohe Konzentration an RanGTP zu einer Ausbildung von
Astern fuhrte. Umgekehrt verhindert eine Ran-Mutante, die defekt bzgl.
Bindung des Nukleotids ist und mit RCC1 einen stabilen Komploex bildet,
ebenso wie die Zugabe von RanGAP und RanBP1 die korrekte Positionierung
der Chromosomen an die Spindle der Metaphase.

RanGTP alleine ist jedoch nicht fahig gereinigte Tubulin-Untereinheiten zur
Ausbildung von Mikrotubuli zu bringen. Anscheinend werden noch andere
Faktoren bendtigt. Diese Faktoren und der Mechanismus der Formung von
Astern konnte im Jahr 2001 von drei Gruppen unabhangig aufgeklart werden.
RanGTP fuhrt zu einer Freisetzung von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen
(n@mlich TPX2 und NuMA, die beide zusammen mit Dynein bei der Konzen-
tration von Spindelpolen beteiligt sind) von Importin-a/Importin-g (siehe Abb.
7) (Gruss et al., 2001; Nachury et al., 2001; Wiese et al., 2001).
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Die Freisetzung von TPX2 und NuMA bewirkt die Bildung von Spindeln,
umgekehrt verliert ein Xenopus Ei-Extrakt durch Ausfallung von TPX2 (und
vermutlich auch NuMA) die Fahigkeit, Spindeln auszubilden (Hetzer et al.,
2002).

‘ Chromatin ’
Mukleot d-Austausch

Ran

GTP GTP

(o Ran

' GTP

GTP i .

&P CA9)
. . ’
P B / (rn 9

% TPX2 aktiv Ausbildung
TPX2 inaktiv TRX2 inaktiv won Spindeln

maglich

Abb. 7: Die mitotische Rolle von Ran bei der Ausbildung von
Spindeln.

TPX2, ein essentieller Faktor fir die Formung von Spindeln, ist
normalerweise im Komplex mit Importin-a und Importin-. Dadurch ist
keine Spindelausbildung mdéglich. Chromatin-assoziiertes RCC1 bildet
RanGTP, welches zusammen mit dem Export-Rezeptor CAS zur
Freisetzung von TPX2 und dadurch zur Ausbildung von Spindeln fihrt.
(aus: (Kuersten et al., 2001))

Daher ahnelt die Funktion von Ran in der Metaphase der Funktion von
RanGTP im nukleozytoplasmatischen Transport. Beide Male fuhrt die
Bindung von RanGTP an Importin-f3 zur Ablésung des Substrates.

Aufgrund der Bindung von RCC1 an Chromatin besteht ein Ran-Gradient, der
dafur sorgt, daf® nur in unmittelbarer Nahe zu Chromatin TPX2 und NuMA
losgel6st von den Importinen vorliegen. Dadurch wird ungeordnete Mikro-
tubuli-Polymerisation verhindert. In interphasischen Zellen werden diese
Proteine — vermutlich aus gleichem Grund — vom zytoplasmatischen Tubulin

ferngehalten und in den Kern gebracht (Dasso, 2001).
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Gradient

Der mitotische Ran-Gradient reguliert die
Ausbildung von Spindeln durch lokale
Abldsung der Mikrotubuli-assoziierten
Proteine NUMA und TPX2 von Importin-
f in der Nahe von Chromatin (aus:
(Weis, 2002))

o

Mitose

Diese mitotische Funktion von Ran scheint unter Sdugerzellen konserviert zu
sein (Guarguaglini et al., 2000). Auch in S. pombe gibt es Hinweise, dall Ran
in der Integration von Spindel-Mikrotubuli eine Rolle spielt, die unabhangig
von seiner Funktion im nukleozytoplasmatischen Transport ist. So wurde eine
Ran-Mutante identifiziert, die normalen zytoplasmatischen Transport ermog-
licht, jedoch das aus Mikrotubuli bestehende Zytoskelett schadigt, was zu
Chromosomen-Missegregation und abnormaler Zellform fahrt. Verstarkt
werden diese Effekte noch durch Spindel-destabilisierende Einflusse (Muta-
tionen bzw. Mikrotubuli destabilisierende Substanzen), was fur eine stabili-
sierende Rolle von Ran auf Spindel-Miktrotubuli spricht (Fleig et al., 2000). Es
gibt jedoch keinen Beweis, dald der Ran-Gradient in den eine geschlossene
Mitose durchlaufenden Hefen S. pombe oder S. cerevisiae wahrend der
Mitose verandert wird. Rnal1p bleibt zytoplasmatisch, Prp20p bleibt
Chromatin-assoziiert (Sazer und Dasso, 2000). Ein nuklearer Ran-Gradient ist
daher vermutlich nicht zu generieren. Zudem konnten keine homologen
Proteine zu TPX2 und NuMA in Hefen identifiziert werden (Wittmann et al.,
2000).
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1.11.3 In der Telophase reguliert Ran die Ausbildung der Kern-
membran

Am Ende der Mitose mul® die Kernmembran um Chromatin herum neu
gebildet werden, Kernporenkomplexe mussen assembliert werden und
nukleozytoplasmatischer Transport neu in Gang kommen. Nach Dekonden-
sation des Chromatin binden Membranvesikel an Chromatin, fusionieren
miteinander und bilden eine Doppelmembran aus. Nach und nach formen sich
Kernporenkomplexe und das Kernvolumen wachst. Durch Verwendung von
Xenopus Ei-Extrakt, dessen Chromatin zuvor dekondensiert wurde, konnte
gezeigt werden, dal® Ran fur die Ausbildung einer Kernmembran bendtigt wird
(Hetzer et al., 2000; Zhang und Clarke, 2001). Ran-Mutanten, die entweder
die Hydrolyse (RanQ69L) bzw. die Nukleotid-Bindung (RanT24N) inhibieren,
sind nicht zur Fusionierung von Membranvesikeln fahig (Hetzer et al., 2000).
Dies zeigt, dal® im Gegensatz zur Funktion von Ran bei der Ausbildung von
Spindeln, fur die Neuformung einer Kernmembran sowohl eine funktionelle
GTP-Hydrolyse, als auch ein funktioneller Nukleotid-Austausch benotigt
werden. Die Entfernung von RCC1 bzw. RanGAP1 aus dem Extrakt verhin-

dert ebenfalls die Ausbildung einer Kernmembran.

RanGAP_ RanBP1

Ran- p

Ausbildung der

—
In vivo /}i‘(‘) Kernmembran
 — MNukleoporine zu
E Kernporen
assembliert

Telophase Interphase

Abb. 9: Ran kontrolliert die Ausbildung einer Kernmembran
in der Telophase

Hohe lokale RanGTP-Konzentrationen ermdglichen die Fusionierung
von Membran-Vesikeln. Zur korrekten Ausbildung einer Kernmembran
sind sowohl RanGTP-Hydrolyse, als auch Nukleotidaustausch-
Reaktionen von Ran nétig. (nachVasu et al., 2001)
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Es wurde jedoch beobachtet, dal® die Proteinkonzentration des die Hydrolyse
durch RanGAP stimulierenden Proteins RanBP1 wahrend der Telophase
stark (Guarguaglini et al., 2000) absinkt, wodurch die Geschwindigkeit der
Hydrolyse gesenkt wird. Noch nicht geklart ist die Bedeutung dieses Phano-
mens.

Der genaue Mechanismus der Membranfusionierung ist noch nicht im Detail
aufgeklart, da die beeinflussenden Effektoren bislang weitgehend unbekannt
sind. Man vermutet jedoch, dal} als erster Schritt die hdhere lokale Konzen-
tration von RanGTP in der Nahe des Chromatins Membranvesikel anzieht.
Anschlie3end fusionieren diese Vesikel und bilden ein rohrenférmiges Netz-
werk auf der Chromatin-Oberflache. Durch weiteres Fusionieren von
Membranvesikeln bildet sich eine geschlossene Doppelmembran aus. Erst
dann werden Untereinheiten der Kernpore und integrierte Membranproteine
des Porenkomplexes assembliert und bilden individuelle Kernporenkomplexe.
AbschlielRend werden nukleare Komponenten wie Lamina importiert und die
Kernmembran vergroRert (Hetzer et al., 2001; Hetzer et al., 2002).
Interessanterweise konnte gezeigt werden, daf eine mit Importin § beladene
inerte Matrix in Xenopus Ei-Extrakten die Bildung einer Kernmembran um die
Matrix herum auslost. Das gleiche gilt, wenn statt dem Gesamtprotein nur
jene Fragmente von Importin § benutzt werden, die an Nukleoporine binden.
Dies widerspricht der beobachteten Ausbildung einer Kernmembran um
Chromatin. Zum einen konnten vor der Fusion der Membranvesikel keine
Nukleoporine in der um Chromatin herum ausgebildeten Membranfraktion
nachgewiesen werden (Hetzer et al., 2001). Aullerdem konnte durch
Verwendung des Metall-Chelators BAPTA die Bildung von Kernporen-
komplexen verhindert werden, ohne dal® die Neubildung der Kernmembran
gestort war (Macaulay und Forbes, 1996).

Dies zeigt, dal} diese bisher noch wenig verstandenen Prozesse noch inten-

siver weiterer Erforschung bedurfen.
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1.11.4 Indirekte Beeinflussung anderer zellularer Prozesse durch
Ran

Im Gegensatz zu hdheren Eukaryonten durchlaufen Hefen und Pilze sowie
einige Schleimpilze eine sogenannte geschlossene Mitose, das heil’t die
Kernmembran bleibt wahrend des gesamten Zellzyklus erhalten. Daher ist es
nach wie vor ungeklart, ob Hefe-Ran noch andere direkte Funktionen ausubt.
Durch eine gezielte Lokalisation von Substraten, die an verschiedenen Zell-
prozessen beteiligt sind, kann Ran jedoch indirekt Einflu® auf diese Prozesse
nehmen.

Als Beispiel sei auf die wichtige Rolle der Proteine Far1p und Cdc24p beim
Zellzyklus und der Konjugation von Hefen hingewiesen. Far1p pendelt
zwischen Kern und Zytoplasma, akkumuliert aber in Abwesenheit von
Pheromon an sein Substrat Cdc24p gebunden im Kern, da der Import von
Far1p effektiver ist, als der Export. Nach Pheromon-Zugabe wird jedoch der
Export von Far1p durch Msn5p stark beschleunigt, so dal} Far1p im Komplex
mit Cdc24p ins Zytoplasma exportiert und dort entlang eines Pheromon-
Gradienten an die Spitze der Konjugations-Ausstulpung transportiert wird.
Dort wirkt Cdc24p dann als GDP/GTP-Nukleotid-Austauschfaktor fir den
Regulator des Actin-Zytoskeletts Cdc42p und richtet dadurch das Zytoskelett
wahrend des polarisierten Zellwachstums korrekt aus (Butty et al., 1998,;
Blondel et al., 1999). Die zentrale Rolle des Ran-abhangigen Exports bei der

Regulation dieses zellularen Prozesses wird hier sehr deutlich.
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2 Ziel der Arbeit

Die Kompartimentalisierung eukaryontischer Zellen erfordert, dal® Transport-
maschinerien existieren, die dem jeweiligen Organell die erforderlichen
Substanzen zufuhrt. Aufgrund der Trennung von Transkription und
Translation durch die Kernmembran mussen daher Proteine und RNAs in den
Kern importiert bzw. aus dem Kern exportiert werden. Bei diesem nucleozyto-
plasmatischen Transport, der durch die Kernporen (NPCs, nuclear pore
complexes) stattfindet, spielt die nukleare Ras-ahnliche GTPase Ran eine
zentrale Rolle. Zu Beginn der Arbeit war bekannt, da® Mutationen in Ran
neben dem nucleozytoplasmatischen Transport noch viele andere zellulare
Prozesse beeinflult, wie z.B. den Ablauf des Zellzyklus, die Organisation von
Chromatin und dem Zellkern, die Struktur des Nukleolus, die DNA-Replika-
tion, die Chromosomensegregation, den RNA-Metabolismus, die Organisation
von Mikrotubuli und die Konjugation bei Hefe. Es war hingegen unklar, ob die
Vielfalt an Prozessen, an denen Ran beteiligt ist, eine indirekte Folge seiner
primaren Rolle im nukleozytoplasmatischen Transport ist, oder tatsachlich
eine funktionelle Diversitat dieses regulatorischen Proteins widerspiegelt.

Ziel dieser Arbeit war es, dieser Frage nachzugehen und neue Ran-inter-
agierende Proteine in der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae zu identifi-
zieren und zu charakterisieren, um tiefere Einblicke in die Ran-Funktionen zu

erhalten.
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3 Material und Methoden

3.1  Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Allgemeine Methoden zur DNA-Manipulation

Molekularbiologische Methoden zur Manipulation von DNA wie Restriktions-
verdau, Ligation von DNA-Fragmenten, Auftrennung und Analyse von DNA
mittels Gelelektrophorese, Plasmidtransformation in E. coli, Herstellung
elektrokompetenter bzw. Kalzium-kompetenter E. coli Zellen sowie Kulti-
vierung bakterieller Zellen wurden nach Sambrook und Russel (2001)
durchgefuhrt. Zu Klonierungszwecken wurde der E. coli Stamm DH5a
verwendet (F(_80d_(/acZ)M15) recA1 endA1 gyrA96 thi1 hsdR17 (r-my+)
SupE44 relA1 deoR _(lacZYA-argF) U169). Die Isolierung von DNA aus
Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des Qiaquick Gel Extraktions Kits
(QIAGEN). Die Praparation von Plasmiden aus E. coli wurde im kleinen
Malstab nach der CTAB-Methode nach Sambrook und Russel (2001) durch-
gefuhrt bzw. unter Verwendung des Wizard Miniprep Kits (PROMEGA), zur
Aufreinigung groRerer DNA-Mengen wurde der Plasmid Midi Kit bzw. Plasmid
Maxi Kit (MACHEREY-NAGEL) nach Angaben des Herstellers benutzt.
Restriktionsenzyme wurden von MBI Fermentas bezogen. Die fur praparative
PCR-Reaktionen verwendete Vent-DNA-Polymerase stammt von der Firma
N EW ENGLAND BIlOLABS, ebenso die flur analytische PCR-Reaktionen
verwendete Tag-DNA-Polymerase und die T4-DNA-Ligase. Zur Hydrolyse
von 5-Phosphat-Resten von DNA wurde ,Calf intestine alkaline phosphatase”
der Firma RocHE DIAGNOSTICS eingesetzt, Oligonukleotide wurden von der
Firma THERMOHYBAID bezogen und Sequenzierungen wurden von der Firma
MWG durchgefuhrt.
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3.1.2 Verwendete Plasmide

Die folgenden in dieser Arbeit verwendeten Plasmide wurden nicht selbst
hergestellt:

pNOPPATA1L-GSP1wt, pPNOPPATA1L-GSP1G21V, pGALPATG1L-GSP1wt,
pNOPPATA1L, pRS314-YRB1-GFP, pNOPGFP2L (Hellmuth et al., 1998);
pNOPGFP2L-GCD11 (Hellmuth, unveroffentlicht); pNOPPATA1L-Gsp1-1
(Lau, unverdffentlicht); pRS315-NMD3-eGFP, YEplac195ADE2-L25NLS-GFP
(Gadal et al., 2001b); pRS315-NMD3ANES1/2-eGFP (Gerstberger,
unveroffentlicht); pGEX4T3-YRB1, pLDB450-wt (pTrcHisA-GSP1wt),
YEplac112-yAP1-GFP, pMK263 (pPRSETA-RNA1), pGALPATG1L (Kinzler et
al.,, 2000); pMK104 (pRSETA-YRB1), pRS314-yrb1-51, pRS314-yrb1-52
(Kunzler et al., 2001); YEp352GAL-Gsp1(G21V), pPPROEX1-KAP95 (Kinzler,
unveroffentlicht); pET9d-His6-TB-XPO1, pHT4467A ((Baller, 2001); pRS315-
pNOP-GFP-BUB3 (Bailer, unveroffentlicht); pUN100-SEC13-GFP
(Siniossoglou et al., 2000); pPS1739 (HOG1-GFP, (Ferrigno et al., 1998));
pMK286 (pRS314-SRP1-eGFP; (Kunzler und Hurt, 1998); pRS426-NLS-NES-
2xGFP (modifiziert nach Stade et al., 1997); YEp13-SPO7-GFP (Siniossoglou
et al., 1998); pGAD-GFP (P. Silver,); pNOPGFPA1A-GSP1 (Lau et al., 2000);
pGEX-2TK-KAP95 (Enenkel et al., 1995); pET9d-GST-TEV-MAD (Stier,
Heidelberg); pRS314-L25p-NLS 25-GFP-ARC1 (Galani, unveroffentlicht).

Die Konstruktion der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Plasmide ist im
Folgenden beschrieben.

Zur Konstruktion einer N-terminal an die DNA-Bindungsdomane des E. coli-
Proteins LexA fusionierten Version von Gsp1p wurden der gesamte ORF
mittels PCR amplifiziert, anschlieBend mit Stul und Pstl verdaut und in die
Smal-Pstl-Schnittstellen des Vektors pBTM116 (Bartel und Fields, 1995;
Vojtek und Hollenberg, 1995) ligiert (pBTM116-GSP1wt). pBTM116-
GSP1(G21V) und pBTM116-GSP1(T26N) wurden entsprechend kloniert, nur
dall GSP1(G21V) bzw. GSP1(T26) auf einem pNOPPATA1L-Vektor als
Matrizen fur die PCR dienten. Im Falle des entsprechenden Zwei-Hybrid-
Plasmids fur YRB30 wurde der vollstandige ORF YGL164C von genomischer
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DNA amplifiziert und als EcoRIl-BamHI-Fragment in die analogen
Schnittstellen des pBTM116-Vektors eingefuhrt (pBTM116-YRB30).

Die Klonierung einer N-terminalen Fusion von ProtA an Yrb30p erfolgte durch

Amplifizierung des 1.3 kb-ORFs von YRB30 und dessen Ligation in die Ncol-
BamHI-Schnittstellen des Galaktose induzierbaren Vektors pGALPATG1L
(PUN100-GAL1::ProtA-TEV::GAL4) mittels eingefihrter Ncol und BamHI-
Schnittstellen am 5’ und 3’ Ende des ORFs (pGALPATG1L-YRB30). Von
diesem Konstrukt wurde ein Ncol-BamHI-Fragment in den Vektor
pNOPPATA1L (pUN100-NOP1::ProtA-TEV::ADH1) subkloniert
(bNOPPATA1L-YRB30) .

Eine N-terminal an GFP fusionierte Version von Yrb30p wurde ausgehend

von letzerem Konstrukt durch Subklonierung des 1.4 kb-Pstl-Fragments in
pNOPGFP2L (pRS425-NOP1-GFP(S65T)) hergestellt (pNOPGFP2L-YRB30).

Zur Lokalisation von YRB30 im Leptomycin B (LMB)-sensitiven Hefestamm

mufte auf einen Vektor mit einem anderen Marker umkloniert werden. Hierfur
wurde das GFP-YRB30-Fragment unter Kontrolle des NOP1-Promotors als
Sacl-Kpnl-Fragment von pNOPGFP2L-YRB30 in die komplementaren
Schnittstellen des Vektors pRS424 bzw. pRS426 eingefuhrt (z. B. pRS426-
NOPGFP2-YRB30).

Zur Herstellung eines rekombinanten Proteins, das an GST fusioniert ist,
wurde aus dem Plasmid pET9d-GST-TEV-MAD2 (G. Stier) das MAD2-Gen
durch Verdau mit Ncol und Sacl herausgeschnitten und durch das
entsprechende YRB30-enthaltende Fragment aus pGALPATG1L-YRB30
ersetzt (pET9d-GST-TEV-YRB30). GST-Fusionsproteine des Yrb30p-
Homologen SPAC31A2.10 in S. pombe wurden als PCR-amplifizierte (von

genomischer S. pombe DNA) Ncol-Sacl-Fragmente in den gleichen Vektor
uberfuhrt (pET9d-GST-TEV-SPAC31A2.10). Das GST-Fusionsprotein des
Homologen SPCC584.03c wurde als PCR-amplifiziertes BamHI/Xhol-
Fragment in die entsprechenden Schnittstellen des Vektors pGEX4T3 kloniert
(pGEX4T3-SPCC584.03c(133-586)).

An Hisg-fusioniertes rekombinantes Protein wurde von einem Plasmid

exprimiert, welches durch Fusionierung des Ncol-BamHI-Fragmentes aus
dem entsprechenden pNOPPATA1L-Plasmid an die Sequenzabschnitte des
pET9d-His6-TB (pET9dt)-Vektors (Novagen) direkt anschliessend an die
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Erkennungssequenz fur den Verdau mit Thrombin konstruiert wurde (pET9d-
His6-TB-YRB30).

pGALPATG1L-GSP1 G21V wurde durch Subklonierung des Ncol-BamHI-
Fragmentes aus dem vorhandenen Konstrukt pNOPPATA1L-GSP1G21V

hergestellt.

Fusionen der zweiteiligen NLS des ribosomalen Proteins RPL25 (Leer et al.,
1984) (Schaap et al., 1991) unter Kontrolle der RPL25-Promoters an GFP-
YRB30 wurden durch Einfihren von YRB30 als Pstl-Fragment aus
pNOPGFP2L-YRB30 in das bereits vorhandene Plasmid pRS314-L25p-
NLS 25-GFP-ARC1 (K. Galani und E. Hurt, unverétffentlicht) zwischen der
GFP-Sequenz und der fur Arc1p codierenden Sequenz hergestellt. Durch das
vorhandene Stop-Codon von YRB30 wurde gewahrleistet, dal} kein Arc1p
translatiert wurde (pRS314-L25p-NLS, 25-GFP-YRB30STOP-ARC1).

Zur Konstruktion von pNOPGFP-SUB2-YRB30 wurde pNOPGFP2L-YRB30
mit Pstl und Sphl verdaut und das resultierende Pstl-Sphl Vektorfragment

zusammen mit dem YRB30 Pstl-Pstl-Fragment und einem Sphl-Nsil GFP-
SUB2-Fragment in einer Tripelligation aneinander gefugt. Letztgenanntes
Fragment wurde mittels PCR amplifiziert (als Matrize diente pNOPGFPA1L-
SUB2-Arc1 von K. Galani).

Konstrukte mit verklrzten oder mutierten Sequenzbereichen des YRB30-

Gens wurden mittels PCR auf analoge Weise hergestellt.

Zur Expression des unmarkierten YRB30 unter Kontrolle seines eigenen
authentischen Promoters und Terminators wurde die Sequenz 0.5 kb 3’ bis
0.5 kB 5" des ORFs von YRB30 durch PCR von genomischer DNA amplifiziert
und das entsprechende 2.3 kb grofe BamHI-Xbal-Fragment in dieselben
Restriktionssequenzen von Ycplac33 kloniert (Ycplac33-YRB30p-YRB30-
YRB30t). pRS314-YRB30p-YRB30-YRB30t wurde dann durch Subklonierung

des 2.3 kb grolRen Sacl-Xbal-Fragmentes in die Restriktionsstellen Sacl und

Spel des Vektors pRS314 hergestellt. Das gleiche genomische Fragment
wurde auch in die Sacl-Xbal-Schnittstellen des Plasmids pHT4467A kloniert
(pHT4467A-YRB30p-YRB30-YRB30t)
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Zur Uberpriifung der Funktionalitat der am C-terminalen Ende gelegenen NES
von Yrb30p wurden verschiedene durch PCR amplifizierte Sequenzbereiche
von YRB30 als BamHI-BamHI|-Fragmente in die Bcll-Schnittstelle des
vorhandenen Plasmids pRS315-NMD3ANES1/2-eGFP (Gerstberger)
amplifiziert (pRS315-NMD3ANES1/2-eGFP-YRB30). Um die korrekte

Orientierung des kurzen ungerichtet in diese Schnittstelle eingeflihrten

Fragmentes Uberprufen zu kénnen, wurde C-terminal vor die BamHI-

Schnittstelle eine Ncol-Schnittstelle eingefugt.

Zur Uberexpression wurde YRB30 von Multicopy-Plasmiden unter Kontrolle
eines GAL1-Promoters als Fusionsprotein mit ProtA (pGALPATG2L-YRB30)

bzw. unter Kontrolle des GAL 10-Promotors als Hisg-Fusionsprotein

(pEMBLyex4-His8-YRB30) exprimiert . Fur das erstgenannte Konstrukt wurde
zunachst durch Umklonierung des GAL1p-2xProtA-TEV-GAL4t Fragmentes
als Noftl-Hindlll-Fragment in die entsprechenden Schnittstellen des Vektors
pRS425 der Vektor pGALPATG2L erhalten. Der ORF von YRB30 wurde dann
als Ncol-BamHI-Fragment aus dem Plasmid pGALPATG1L-YRB30

eingefuhrt. Zur Expression des His8-Fusionsproteins wurde der durch PCR

hergestellte YRB30-ORF als BamHI-Xbal-Fragment in die entsprechenden
Schnittstellen des Vektors pEMBLyex4-Hisg unter Berucksichtigung des
korrekten Leserasters kloniert.

Die Expression von Hisg-Gsp1ADE (Hisg.Gsp1(1-212)) erfolgte vom Plasmid
pTrcHisA-Gsp1ADE, welches durch Einfugen eines PCR amplifizierten Nhel-

Hindlll-Fragments in die entsprechenden Erkennungssequenzen des
pTrcHisA-Vektors hergestellt wurde.

pNOPGFP2L-STE5 wurde durch Subklonierung des Pstl-Fragments aus
pNOPPATA1L-STE5 in pNOPGFP2L hergestellt. PNOPPATA1L-STES5 wurde
durch Einfuhrung des PCR amplifizierten STE5-Fragmentes (Matrize: Plasmid
YEp13-STES von V. L. MacKay) in die Ncol und BamHI| Schnittstellen von
pNOPPATA1L gewonnen.

Die Expression der Konstrukte wurde durch Immunoblot unter Verwendung
des anti-Yrb30p-Antiserums bzw. anti-ProtA, anti-GFP oder anti-GST-
Antikorper Uberpruft.
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3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Zur Expression rekombinanter Proteine in E. coli wurden BL21-Zellen (B, F-,
dcm, ompT, hsdS(rB-mB-), gall(DE3)) mit dem flir die Expression des
jeweiligen Proteins kodierenden Plasmid transformiert. Mit einer einzelnen
Kolonie wurde eine Ubernachtkultur in MM-Medium (siehe (Sambrook und
Russel, 2001)) und dem entspechenden Antibiotikum angeimpft und bei 37°C
inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde 1:100 in MM mit dem entsprechenden
Antibiotikum verdinnt und weiter bei 37°C in MM gezogen. Bei einer ODggo
von 0.7 wurde 1 ml der Kultur entnhommen, bevor sie mit 0,2 mM IPTG
induziert wurde. Die Kultur wurde weitere zwei bis drei Stunden bei 23°C
inkubiert, die ODggp erneut gemessen, eine dem ersten Aliquot entsprechende
Zellmenge entnommen, die restlichen Zellen pelletiert und bei -20°C
eingefroren. Beide entnommenen Aliquots wurden abzentrifugiert, in 100 ul 1x
Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970) resuspendiert und 3 min bei 95°C gekocht.
Die lysierten Zellen wurden 10 min bei 14.000 rpm in einer
Eppendorfzentrifuge abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefal Gberfihrt. Zur Uberpriifung der Proteinexpression wurden 10
ul von beiden Proteinextrakten durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch
Coomassie-Farbung oder Western-Blot unter Verwendung der

entsprechenden Antikdrper analysiert.

3.2.1.1 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen aus E. coli

Zur Aufreinigung der GST-Fusionsproteine aus E. coli wurde jeweils 1 | der
entsprechend transformierten BL21 bei einer ODggp von etwa 0,7-1 mit IPTG
induziert, die Zellen durch Zentrifugation abgeerntet und das mit H20
gewaschene Zellpellet bei -20°C eingefroren.

Das Zellpellet einer 1 | Kultur wurde in 20 ml "Universal buffer" (20 mM
HEPES, pH 7,0, 100 mM KOAc, 2 mM Mg(OAc)2, 0,1% Tween 20, 10%
Glycerin, 5 mM p-Mercaptoethanol, Complete EDTA-free protease inhibitor
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mix (ROCHE DIAGNOSTICS) resuspendiert und die Zellen durch Sonifizieren in
Eis lysiert. Die Zellbruchsticke wurden abzentrifugiert (1h, 100.000 g, 4°C)
und der I8sliche Uberstand fir 1 h bei 4°C mit 200 ul Glutathion-Sepharose
4B (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH AB), die zuvor mit 10 ml "Universal buffer"
gewaschen wurden, auf einem Drehrad inkubiert. Die GSH-Sepharose wurde
zu einer Saule (BIORAD) gegossen und mit 10 ml "Universal buffer"
gewaschen. AnschlielRend wurden die Proteine mit 400 ul "Universal buffer"
plus 10 mM GSH fur 15 min bei Raumtemperatur auf dem Drehrad eluiert.
Durch dieses Prozedere kdonnen GST-Fusionsproteine aus einem E. coli

Zelllysat sehr sauber aufgereinigt werden.

3.2.1.2 Aufreinigung von Hisg-Fusionsproteinen aus E. coli

Zur Aufreinigung von Hisg-Fusionsproteinen aus E. coli wurden BL21-Zellen,
die die entsprechenden Expressionskonstrukte (z. B. pET9d-YRB30)
enthielten in Minimalmedium mit entsprechendem zugesetztem Antibiotikum
bis zu einer ODggp von etwa 0,7 gezogen und mit 0.2 mM IPTG induziert. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation abgeerntet, das Zellpellet mit H,O
gewaschen und bei —20°C eingefroren.

Das Zellpellet einer 1 | Kultur wurde in 20 ml "Universal buffer", der zusatzlich
noch 5mM Imidazol enthielt, resuspendiert und die Zellen durch Sonifizieren
in Eis lysiert. Die Zellbruchstiucke wurden abzentrifugiert und der I0sliche
Uberstand fir 1 h bei 4°C mit 300 ul TALON-beads (CLONTECH), die zuvor mit
10 ml des gleichen Puffers gewaschen wurden, auf einem Drehrad inkubiert.
Das Inkubat wurde in eine Saule (BIORAD) gegossen, und 3 x mit je 10 ml
Puffer gewaschen. AnschlieBRend wurde das Fusionsprotein mit 400 l

"Universal buffer", der 100 mM Imidazol enthielt, eluiert .

3.2.1.3 Aufreinigung und Beladung von Hisg-Gsp1 aus E. coli

Zur Aufreinigung von His6-Gsp1 wurde das entsprechende Zellpellet nach
dem Abernten in 10 ml TSE-Puffer (50 mM Tris pH 8, 25% Sucrose, 1mM

EDTA, Complete EDTA-free protease inhibitor mix) resuspendiert, in diesem
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Puffer eingefroren und bei —70°C gelagert. Nach schnellem Auftauen im 37°C
warmen Wasserbad wurden 10 ml "Universal buffer" zugegeben und die
Zellen durch Sonifizierung aufgeschlossen. Anschlielend wurde 1% Triton X-
100, 1% Tween 20 und 5mM Imidazol zugegeben und 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Anschliellend wurde das Hisg-Fusionsprotein wie oben beschrieben
aufgereinigt. Direkt im Anschlul® wurde Gsp1 mit GTP beladen. Hierzu wurde
30 mM KP; (pH 7.5), 1 mM GTP und 10 mM EDTA (pH 8) zugegeben und bei
Raumtemperatur 1 h inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 mM
Mg(OAc), gestoppt, weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert und das beladene

Protein in flissigem Stickstoff schockgefroren.

3.2.2 Arbeiten mit S. cerevisiae

Plasmide sowie lineare DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der Lithium-Acetat-
Methode nach (Ito et al., 1983) in S. cerevisiae transformiert. Die Kreuzung
von Stammen (Konjugation zur Erzeugung von Diploiden, Sporulation,
Tetradenseperation und Tetradenanalyse) wurde wie in (Sherman, 1991)
beschrieben durchgefuhrt. Zur Praparation genomischer DNA aus Hefe wurde

der QlAamp DNA Mini Kit (QUIAGEN) nach Angaben des Herstellers benutzt.

3.2.2.1 Medien zur Hefeziichtung / Hefezilichtung

Alle Hefestamme wurden in Standardmedien nach (Sherman, 1991) gezogen.
Vollmedien enthielten 1% Hefe-Extrakt (DiFco), 2% Bacto-Pepton (DIFco)
und entweder 2% Glukose (YPD) oder 2% Galaktose (YPG). Tetraden
wurden auf YPD-Platten separiert, die 4 % Glukose enthielten.

Synthetische (S-) Medien enthielten 0,67% Hefe-Stickstoffgrundlage (Yeast
Nitrogen Base) ohne Aminosauren (Difco) , 2% Glukose (SD), 2% Galaktose
(SG) oder 2% Raffinose (SR) sowie 7% des entsprechenden CSM (complete
synthetic mix) (BIO101), welches die fir das Wachstum bendétigten
Aminosauren sowie Purin- und Pyrimidinbasen enthalt, auller jenen, die fur

die Selektion auxotropher Marker (z.B. leu, trp, ade etc.) noétig sind. Der pH
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wurde jeweils auf 5.5 eingestellt. Feste Medien enthielten zusatzlich 2%
Agar.

Zur Selektion Uracil-auxotropher Zellen wurde den entsprechenden
synthetischen Festmedien 0.1 % 5-FOA zugegeben (TORONTO RESEARCH
CHEMICALS). Kanamycin-resistente Zellen wurden auf Glukose-Vollmedium
(YPD), welches 200 ug/ml Geneticin (SIGMA) enthielt, selektioniert.

Das Wachstum der Zellen in FlUssigkultur wurde durch Messung der
optischen Dichte (OD) bei 600 nm verfolgt. Eine optische Dichte (ODggg) von

1,0 entspricht etwa 3x10’ Zellen/ml.

3.2.2.2 Verwendete Hefestamme

Die verwendeten Hefestdmme sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Verwendete Hefestamme

Name Genotyp Quelle

W303 MATalo. ura3-1 trp1-1 his3-11,15 leu2-3,112 R. S. Fuller
ade2-1 can1-100 GAL

RS453 MATalo. ura3-52 trp1-1 leu2-3 ade2-1 his3- (Wimmer et al., 1992)
11,15 can1-100

BY4741 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 MET15A0 ura3A0 EUROSCARF

Y04531 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 MET15A0 ura3A0 EUROSCARF

yrb30::KanMX4

GSP1 "Shuffle”-Stamm,
wt

MAT a leu2- ura3- LYS1 trp1- his3- ade2-
gsp1::HIS3 pRS316-GSP1

(Lau et al., 2000)

GSP1 "Shuffle”-Stamm,
rmai-1

MAT a leu2- ura3- LYS1 trp1- his3- ade2-
gsp1::HIS3 rna1-1 pRS316-GSP1

(Lau et al., 2000)

NMD3 "Shuffle” Stamm

MATa his3 leu2 Ilys2 wura3 TRP1
nmd3::kanMX4 (ARS/CEN URA3 NMD3)

(Gadal et al., 2001b)

CRM1T539C MATa ura3-1 trp1-1 his3-11,15 leu2-3,112 | (Neville und Rosbash, 1999)
(MNY8) ade2-1 can1-100 GAL+ xpo1::KAN pRS315-

CRM1T539C
RS453 Alos1 MAT a ade2-1 his3-11,15 ura3-52 leu2-3,112 K. Hellmuth

trp1-1 can1-100 los1::HIS3

cse1-2 (AJH54)

MATa ade2-101 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-
delta901 ura3-52 cse1::LEU2 pRS314-Cse1-2

(Schroeder et al., 1999)

T (sigma) MATa MATa his3::hisG leu2::hisG trp1::hisG ura3-52 H.-U. Mdsch

X (sigma) MATalpha MATa his3::hisG leu2::hisG trp1::hisG ura3-52 H.-U. Mdsch

L40Agald MATa his3-delta200 trp1-901 leu2-3,112 ade2 BD Clontech™/
lys2-801am gal4A LYS2::(lexAop)4-HIS3 P. Legrain

URA3::(lexAop)8-lacZ

Y187

MATo ura3-52 his3-200 ade2-101 trp1-901
leu2-3,112 met- gal4A gal80A URAS3::GAL1yas-
GAL1TATA-IaCZ

BD Clontech™/
P. Legrain

W303-1a prp20-1

MATa ade2-1 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1
ura3-1 can1-100 GAL+ prp20-1

M. Aebi/M. Kiinzler
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Name

Genotyp

Quelle

W303-1a rna1-1

MATa MATa ura3-1 trp1-1 his3-11,15 leu2-
3,112 ade2-1 can1-100 GAL rna1-1

A. Hopper/M. Kiinzler

FS-xpo1-1 MATa ade2-1 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 F. Stutz/M. Kiinzler
(MATa) ura3-1 can1-100 GAL+ xpo1::KAN pRS313-

xpo1-1
KW-xpo1-1 MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 (Stade et al., 1997)
(MATalpha) ura3-1 can1-100 GAL+ xpo1:LEU2 pRS313-

xpo1-1
KW-XPO1 MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 (Stade et al., 1997)
(MAT alpha) ura3-1 can1-100 GAL+ xpo1:LEU2 pRS313-

XPO1

XPO1 "Shuffle”

MATa ura3-1 trp1-1 his3-11,15 leu2-3,112
ade2-1 can1-100 GAL+ xpo1::KAN pRS316-
XPO1

(Kinzler et al., 2000)

YRB1 Shuffle Stamm

Mata ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1
ura3-1 can1-100 GAL+ yrb1::HIS3 YEP352-
YRB1

(Kinzler et al., 2001)

Ayrb2 MAT a YRB2::kanMX4 his3A1 leu2A0 lys2A0 | VON EUROSCARF-Stamm

ura3A0 Y21456 abstammend
Anup2 W303-1a nup2::HIS3 (Kiinzler et al., 2001)
FDJNOG7-06A(A) MAT a LYS2 mog1::kanMX4 ura3-52 his3A200 EUROSCARF
(AmogH1) leu2A1 trp1A63

W303-1a srp1-31

MATa ura3-1 trp1-1 his3-11,15 leu2-3,112
ade2-1 can1-100 GAL+ srp1-31

(Loeb et al., 1995)

mex67-5

MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1,
ura3-1 mex67::HIS3 pUN100-mex67-5

(Segref et al., 1997)

PSY967 kap123::HIS3

MATalpha his3A200,15 leu2A1,112 ura3-52
kap123::HIS3

(Seedorf und Silver, 1997)

Anup42

MATa ade?2 leu2 trp1 ura3 his3 nup42::KanMX

(Stutz et al., 1997)

PSY 1199 nmd5::HIS3

MATalpha ade2::hisG ade8A-100::KAN-R
ura3A leu2A HIS3A200 nmd5::HIS3

(Ferrigno et al., 1998)

PSY1200 sxm1::HIS3

MATa ura3-52 leu2A1 his3A200 trp1A63
sxm1::HIS3

(Seedorf und Silver, 1997)

RS453H pdr6::HIS3

MATalpha ade?2 leu2 trp1 ura3 his3 pdr6::HIS3

(Lau et al., 2000)

Inp1::LEU2 (CY4)

MATa wura3 lys2 ade2 trp1 his3 leu2
Ihp1::LEU2

(Yoo und Wolin, 1994)

nup188::HIS3-2C

MATalpha ade2 ura3
nup188:HIS3

leu2 trp1 his3

Santos-Rosa
(unverdéffentlicht)

YAB20 MATa ura3-1 trp1-1 his3-11,15 leu2-3,112 ade2- diese Arbeit
1 can1-100 GAL yrb30::HIS3

YAB21 MATo. ura3-1 trp1-1 his3-11,15 leu2-3,112 ade2- diese Arbeit
1 can1-100 GAL yrb30::HIS3

YAB22 MATalo ura3-1/ura3-1 trp1-1/ trp1-1 his3-11,15/ diese Arbeit
his3-11,15 leu2-3,112/ leu2-3,112 ade2-1/ ade2-
1 can1-100/ can1-100 GAL/ GAL yrb30::HIS3/
yrb30::HIS3

YAB15 W303-1a msn5::TRP1 diese Arbeit

RS453 MATala.  ura3-52 trp1-1 leu2-3 ade2-1 his3- diese Arbeit

YRB30GFP(S65T) 11,15 can1-100 YRB30-GFP::HIS3

RS453 YRB30-ProtA MATalo ura3-52 trp1-1 leu2-3 ade2-1 his3-11,15 diese Arbeit
can1-100 YRB30-ProtA:: TRP1

RS453 YRB30-CBD- MATalo.  ura3-52 trp1-1 leu2-3 ade2-1 his3- diese Arbeit

TEV-ProtA 11,15 can1-100 YRB30-CBD-TEV-ProtA:: TRP1
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Herstellung spezieller Stamme:

A.) Disruption von YRB30 in S. cerevisiae
(= YAB20, YAB21, YAB22, sigma Ayrb30 (MATa))
Zur Disruption des YRB30-Gens wurde zunachst das HIS3-Markergen vom

Vektor pRS313 durch PCR ampilifiziert. Durch die dabei verwendeten Primer
(5-GAAGGATTAACTTTAACTATTACCTAACACCAATATCTGAAGAGAgcag
attgtactgagagtgc-3’ und 5-ACAATTATAAAATTTGTCCAAGGCTGCACAGGA
TACGTAACCATC Cctccttactcatctgtgcgg-3’) wurde ein DNA-Fragment mit
langen Uberhangen erzeugt, die zur 5-UTR bzw. 3'-UTR-Region des YRB30-
ORF komplementar sind (Die zur 5’- bzw. 3’-UTR-Region homologe Sequenz
ist mit GroRbuchstaben, die an die HIS3-Sequenz bindende Sequenz mit
Kleinbuchstaben gekennzeichnet). Durch homologe Rekombination wurde
diese DNA gegen den ORF ausgetauscht. Auf diese Weise wurden
Disruptionen von YRB30 im W303 Stamm, sowie im sigma-Stamm
durchgefuhrt.

Die korrekte Disruption des YRB30-Gens durch den HIS3 Marker wurde
mittels PCR nachgewiesen (siehe Abb. 10). Hierzu wurde genomische DNA
des haploiden Ausgangsstammes W303-1a (bzw. sigma) bzw. des fur YRB30
disruptierten Stammes (beide Mating-types) als Matrize verwendet sowie
Primer, die innerhalb des HIS3-Gens hybridisieren (Kleinbuchstaben in Abb.
10A) und. 3’ vom YRBJ30-ORF (GroRRbuchstaben). Das erwartete 0.8 kb grofRe
Produkt konnte im Falle des disruptierten Stammes nachgewiesen werden,
nicht aber fur den Ausgangsstamm (siehe Abb. 10B)

Die hierbei eingesetzten Primer haben die folgende Sequenz:
(5’-ccagagcggtggtag-3’) und (5-GGAGAATGGAATGTCAATATCG-3’).

Zur weiteren Bestatigung des Knockouts wurden Hefeextrakte des
disruptierten Stammes und Yrb30p-exprimierender Kontrollstamme durch
einen Immunoblot unter Verwendung des oaYrb30p-Antikdrpers auf
Expression von Yrb30p getestet.

Die Disruptionen (Einzel- und Doppel-) der beiden YRB30-Homologen in S.
pombe wurde von Valerie Doye, (Institut Pasteur, Paris), die Disruption des
Homologen in Ashbya gossypii von Peter Philippsen (Biozentrum, Basel)
durchgefuhrt.



Material und Methoden 50
A - TSh Abb. 10: PCR zur
5. primer Bestatigung der Dis-
ruption von YRB30
—|5‘ UTR von YRB30 HIS3 ——>|3* UTR von YRB30 |_ durch den HIS3
M Marker

(A) Schema zum Nach-
weis der Disruption von
YRB30 mittels PCR (siehe

b 1.9kb Text). .
i .1 1555 (B) Das erwartete spezi-
fische PCR-Produkt von

2- W303-1a 0.9kb ca. 0.8 kb (siehe Pfeil-
yrb30::His3 spitze) konnte mit geno-

§ WA 0.4kb mischer DNA des
yrb30:HIS3 disruptierten Stammes

amplifiziert werden.

B.) YRB30-ProtA (>RS453 YRB30-ProtA)

Eine Integration der fur ProtA kodierenden Sequenz an das 3’ Ende des

YRB30-ORF wurde ebenfalls unter Ausnutzung der homologen
Rekombination erzielt. Hierfir wurde ProtA-TRP1 vom Plasmid pFA6a-ProtA-
TRP1 unter Verwendung der Primer (5-GCAATTCGACAATTGAAGAGACA
GAAAAAAAGTTAAAAAACCTAAAACT Tcggatceececgggttaattaa-3’) und (5°-TAT
ATACAATTATAAAATTTGTCCAAGGCTGCACAGGATACGTAACCATCgaatt
cgagctcgtttaaac-3’) amplifiziert, in den Hefestamm RS453a transformiert und

dadurch vor dem Stop-Codon von YRB30 ins Genom integriert.

C.) YRB30-GFP(=>RS453 YRB30-GFP(S65T))
Auf gleiche Weise wurde der YRB30-ORF C-terminal an eGFP-HIS3
fusioniert, wobei die gleichen Primer, jedoch das Plasmid pFA6a-GFP(S65T)-

His3MX6 verwendet wurde.

D.) YRB30-TAP (C-terminales TAP-tagging)

Zur Herstellung einer genomischen Fusion der YRB30-Sequenz an die
Calmodulin-Binddungsdomane-TEV-Erkennungssequenz-ProtA, wurde die
entsprechende Sequenz von Plasmid pBS1479 unter Verwendung der Primer
(5-ATAAGCAATTCGACAATTGAAGAGACAGAAAAAAAGTTAAAAAACCTA
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AAACTTTCCATGGAAAAGAGAAG-3’) und (5-CGGGCCGAGATTCGGATAA
ATTTTTCCATTCGTATACATATACATAGATATACGACTCACTATAGGG-3’)

amplifiziert und in den Stamm RS453 transformiert.

Alle genomischen Fusionen von YRB30 wurden durch Immunoblot Gberpruft.

3.2.2.3 Wachstumsanalyse von Hefezellen

Ubernacht-Flissigkulturen in Voll- bzw. Selektivmedium wurden auf eine
ODgoo von 0.5 (1.5x107 Zellen) in 1 ml Wasser verdiinnt und hiervon weitere
Verdunnungen (1:10, 1:100, 1:1.000 und 1:10.000) angesetzt. Auf
vorgetrocknete Festmedien wurden dann je 7 pl (Vollimedien) bzw. 10yl (syn-
thetische Medien) jeder Verdlinnung als Tropfen in einer Reihe aufgetragen.
Die Inkubation der Platten erfolgte, wo nicht anders angegeben, bei 23°C und

30°C fur mehrere Tage.

3.2.2.4 Test auf Defekte im invasiven Wachstum

Um zu Uberprafen, ob YRB30 notwendig fur haploides invasives Wachstum
von Hefe ist, wurde YRB30 im haploiden Sigma-Stamm disruptiert. Ein
Flachenausstrich des Ursprungstammes, des zu untersuchenden Stammes
sowie eines wt Laborstammes (z. B. W303-1a, der nicht zu invasivem
Wachstum fahig ist) wurde bei 30°C vier Tage auf YPD-Festmedium wachsen
lassen, die Platte vorsichtig unter einem Wasserstrahl grundlich abgewaschen
und erneut fur 1-2 Tage bei 30°C inkubiert. Bei invasivem Wachstum wachst
der Zellausstrich durch die in den Agar eingewachsenen Zellen schnell wieder

nach .
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3.2.2.5 Lokalisierung von Proteinen mithilfe der Fluoreszenz-Mikro-
skopie

Zur Bestimmung der zelluldren Lokalisation wurde das GFP-Protein
(GFP(S65T) oder eGFP) an den N- oder C-terminus der zu lokalisierenden
Proteine fusioniert.

Exponentiell wachsende Zellen wurden kurz abzentrifugiert, der Uberstand
weitgehend entfernt und die Zellen im restlichen Medium resuspendiert.
Deren Lokalisation wurde mittels eines ZEiss-Axioskop-Fluoreszenz-Mikro-
skops bestimmt, wobei fur Fluoreszenzaufnahmen der entsprechende Filter
verwendet wurde. Mit einer Xillix Microimmager CCD-Kamera wurden Fotos
aufgenommen und mit Hilfe der Computerprogramme Improvision (OPENLAB)
und Photoshop 4.01 (ADOBE) weiter bearbeitet.

Zur Lokalisation von Proteinen in Leptomycin B-sensitiven Stammen wurden

10 ml einer Ubernachtkultur mit einer ODgoo von etwa 0,6 abzentrifugiert und
in 1ml synthetischem Medium, welches auf den entsprechenden auxotrophen
Marker des enthaltenen Plasmids selektioniert, resuspendiert. Diese Zell-
suspension wurde in zwei gleich grolRe Ansatze geteilt, dem einen Ansatz
wurden 5pl (= 1:100) einer Losung von LMB (erhalten von Herrn Dr. M.
Yoshida, University of Tokyo, Tokyo, Japan) in EtOH (10 pg/ml), dem anderen
Ansatz zur Kontrolle das gleiche Volumen Ethanol zugesetzt. Die Lokalisation
wurde fur beide Ansatze nach 10 Minuten, 20, Minuten, 30 Minuten, 1h, 2h
und 3 h bestimmt.

Zur Lokalisation von Yrb30p bei Depletion von Xpo1p wurde ein durch ein
Galaktose-induziertes ProtA-XPO1 komplementierter xpo1::KAN® Disruptions-
stamm verwendet, der mit GFP-NLS,25-YRB30 auf einem Single-Copy
Plasmid transformiert wurde. Nach Wachstum der Transformanten in
Galaktose enthaltendem Medium wurden die Zellen vorsichtig (3000 rpm)
abzentrifugiert und in Glukose enthaltendes Medium uberfuhrt. Nach 18 h war

vollstandige Depletion von Xpo1p erreicht.
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3.2.2.6 In situ-Hybridisierung von poly(A)* RNA

Zur Analyse des mRNA-Exportes wurde die Lokalisierung von polyadeny-
lierter RNA in Hefezellen durch in situ-Hybridisierung mit CY3-markiertem
oligo-d(T) bestimmt (Santos-Rosa et al., 1998).

3.2.2.7 Aufreinigung von ProtA-Fusionsproteinen aus Hefe

Zur Reinigung von uberproduziertem Yrb30p aus Hefezellen wurden
Galaktose-induzierbare Konstrukte, pGALPATG1L) bzw. pGALPATG1L-
YRB30 in Ayrb30-Stamme transformiert. Nach Kultivierung der Zellen in SRC-
Leu-Medium bei 23°C bis zu einer ODggo zwischen 0,5 und 0,7 wurden die
Zellen durch Zugabe von gleichem Volumen YPG-Vollmedium induziert (2%
Galaktose-Endkonzentration) und anschliel3end 2 h bei 37°C weiter inkubiert,
bevor sie abgeerntet wurden.

Zur kontinuierlichen Expression von ProtA (p(NOPPATA1L) bzw. ProtA-Yrb30
(PNOPPATA1L-YRB30) wurden entsprechende Knockout-Stamme bei 30°C
bis zu einer ODggo zwischen 1,0 und 1,5 in SDC-Leu-Flissigmedium gezogen.
Die Zellen wurden jeweil abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen, und das
Zellpellet. wurde pro 1.000 ODggo Zellen in 100 ml 100 mM Tris-HCI, pH 9,4,
10 mM DTT resuspendiert und bei Raumtemperatur fur 7 min bei sanfter
Bewegung inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert und in 1,2 M Sorbitol,
20 mM KP;, pH 7,4 (100 ml pro 1000 ODeggo Zellen) resuspendiert. Pro g
Zellen wurden 2 mg Zymolase 100T (SEIKAGAKU) hinzugeflgt und fur 30 min
bei 30°C bei sehr sanfter Bewegung inkubiert. Die Entstehung von
Spharoplasten wurde durch Verdinnen von 50 ul der Spharoplasten-
suspension in 1 ml H,O oder 1 ml 1,2 M Sorbitol, 20 mM KP;, pH 7,4
uberpruft. Die HO-Losung sollte in kurzer Zeit klar werden, da die
spharoplastierten Hefen aufplatzen, wahrend die isotonische Losung mit 1,2
M Sorbitol trib bleibt. Die Spharoplasten wurden vorsichtig abzentifugiert, mit
1,2 M Sorbitol, 20 mM KP;, pH 7,4 sorgsam gewaschen und das Pellet bei

—20°C eingefroren.
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Zum Aufschlul® der Spharoplasten wurden diese in Lysepuffer (20 mM Tris-
HCI, pH 8,0, 150 mM KCI, 5 mM MgCl,, 1% Triton X-100, Proteaseinhibitoren;
10 ml pro 1 g Spharoplasten) resuspendiert und durch 10-maliges
Passagieren durch einen "Douncer" mechanisch lysiert. |lgG-Sepharose 6
Fast FLow (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH AB) (250 ul Bettvolumen/ 3 g
Zellen) wurden mit TST-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,05%
Tween 20) und AcOH (pH 3,4) gewaschen und anschlieRend mit dem Uber-
stand des abzentrifugierten Lysats (1h, 100.000 g, 4°C) etwa eine Stunde bei
4°C inkubiert. Die 1gG-Sepharose wurde anschliefend mit 10 Bettvolumen
TST-Puffer gewaschen. ProtA bzw. ProtA-Yrb30 wurde anschlielend durch
600 ul 0.5 M Essigsaure (pH 3,4) (= Saureeluat) bzw. durch 2-stundige
Inkubation mit ca. 5 yl TEV-Protease (GiBco BRL) in 250 ul Puffer (= TEV-
Eluat) eluiert.

ProtA-Gsp1(wt) bzw. ProtA-Gsp1(G21V) wurde im gsp1::HIS3 Knockout-
Stamm konstitutiv exprimiert (P(NOPPATA1L) und die Zellen wie im Falle des

kontinuierlich exprimierten ProtA-Yrb30 kultiviert und aufbereitet.

3.2.2.8 Aufreinigung von einem TAP-Fusionsprotein

Die Aufreinigung eines TAP-Fusionsproteins (Fusion eines Proteins mit
Calmodulin-Bindungssequenz-TEV-Erkennungssequenz-ProtA) von Yrb30p
erfolgte gemass (Rigaut et al., 1999). Zusammenfassend wird bei dieser
Methodik das aufzureinigende Protein zuerst Uber eine IgG-Sepharose aufge-
reinigt. Nach Abspaltung des ProtA durch Ausnutzung der TEV-Protease-
Schnittstelle zwischen den beiden Markern wird das Eluat in einem zweiten
Schritt Uber eine Calmodulin-Matrix von unspezifischen Kontaminanten
befreit.

Eine 2I-Kultur von YRB30-TAP-Zellen in YPD-Medium wurde in einem mit
Schikanen versehenen 5I-Erlenmeyerkolben bei 30°C auf einem Schuttler bis
zu einer ODgoo von 3.0-4.0 wachsen lassen. Nach Abzentrifugieren der Zellen
bei 4600 g wurde das gewaschene Zellpellet bei —80°C aufbewahrt. Der
Aufschlu® des in Lysepuffer (mit 1 mM DTT und Protease-Inhibitoren)

resuspendierten Zellpellets erfolgte in in einer Fritsch 'Pulverisette 6’ (AXON
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LABORTECHNIK GMBH, Kaiserslautern) aufgrund mechanischer Zerstérung der
Zellmembran durch kleine Glaskugelchen. Nach Abzentrifugieren des Zell-
homogenates bei 100.000 g fur 1 h bei 4°C wurden an der Oberflache
schwimmende Lipide entfernt und der klare Uberstand mit IgG-Sepharose 1h
bei 4°C inkubiert. Anschlielend wurden ungebundene Proteine entfernt, die
Matrix 3x mit je 5 ml Lysepuffer (mit DTT, aber ohne Protease-Inhibitoren)
vorsichtig gewaschen und gebundene Proteine durch Inkubation mit 5-10 pl
TEV-Protease in 300 ul Lysepuffer (+DTT) bei 16°C fur 2h eluiert. Zur
weiteren Reinigung des abzentrifugierten 'TEV-Eluats® wurden 250 ul
Calmodulin-Sepharose (STRATAGENE) mit 150 ul Kalzium-haltigem Lysepuffer
(+1 mM DTT, +4 mM CaCly) und 150 uL ‘TEV-Eluat' 1h bei 4°C inkubiert.
Nach Waschen der Sepharose mit 5 ml Lysepuffer (+ 1mm DTT, + 2 mM
CaCly) wurden gebundene Proteine durch Inkubation in Elutionspuffer (10 mM
Tris/HCI, pH 8.0; 5 mM EGTA) fur 15 min bei 37°C auf dem Thermoschuttler
eluiert und anschlielend abzentrifugiert.

Die eluierten Proteine wurden anschlieBend durch Zugabe von 10%
Trichloressigsaure (TCA) auf Eis ausgefallt (10 min) und abzentrifugiert. Nach
Waschen des Proteinniederschlags in 1 ml 10%-iger TCA wurden die
Proteine in 60 ul Probenpuffer gelost, mittels Ammoniak auf einen basischen
pH gebracht und vor Auftragung auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel 3 min. bei
95°C aufgekocht.

3.2.2.9 8. cerevisiae-Gesamtproteinextrakte

Zur Extraktion der Gesamtproteine von S. cerevisiae wurden 10 ODggo einer
logarithmisch wachsenden Hefekultur durch Zentrifugation abgeerntet,
Glasperlen (100 pl, 0,55 Durchmesser), 100 pyl Wasser und 100 pl 4x
Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970) zum Zellpellet zugegeben und die Zellen
durch zweimaliges 3-minutiges Erhitzen auf 95°C und vortexen lysiert. Der
Extrakt wurde kurz bei 14.000 rpm in einer Eppendorf-Zentrifuge abzentri-
fugiert und der Uberstand abgenommen. Fir Immunoblots wurden in der

Regel 8 ul des Uberstands eingesetzt.
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3.2.2.10 Synthetisch-letale Durchmusterung des Genoms mit der
Ayrb30-Mutante

Als synthetische Letalitat bezeichnet man den Zelltod aufgrund der Kombi-
nation zweier nicht letaler Mutationen bzw. Disruptionen. Die synthetisch-
letale Durchmusterung des Genoms unter Verwendung des yrb30-Dis-
ruptionsstammes wurde nach Doye und Hurt (Doye und Hurt, 1995)
durchgefuhrt.

Als Versuchsstamm diente ein Ayrb30 ade2 ade3 Stamm, der das pURAS3-
ADE3-YRB30-Plasmid pHT4467A-YRB30 enthalt. Durch den ADE3-Marker ist
somit eine farbliche Unterscheidung zwischen Mutanten, die das oben
genannte Plasmid verlieren kdnnen (rot-weil3-sektorierende Zellen) und
solchen Mutanten, die synthetisch letal mit der Ayrb30-Mutation sind, also nur
in Gegenwart des Plasmids Uberleben kdnnen (rote Kolonien), moglich. Um
den Zellen schneller die Moglichkeit des Plasmidverlusts zu geben, besal}
das verwendete ADE3-Plasmid zudem eine Deletion von 24 bp im CENG6-
Bereich (Baldler, 2001), wodurch eine bessere Unterscheidung von wirklichen
roten sl-Kandidaten und sektorierenden Zellen moglich wurde. Eine stationare
Kultur dieser Zellen wurde 1:10.000 verdunnt, je 200-400 ul auf YPD-Platten
aufgetragen und mit UV-Licht mutagenisiert (ca. 4 % Uberlebensrate). Die
Kolonien wurden auf eine rote, d.h. nicht-sektorierende Kolonien-Bildung und

auf das Unvermdgen auf 5-FOA-haltigen Platten zu wachsen Uberpruft.

3.2.2.11 Zwei-Hybrid-Screen mit unterschiedlichen Hefe-Ran-Mutanten

L40AGal4-Zellen, in denen das E. coli lacZ Gen unter Kontrolle von acht
LexA-Bindungsstellen (Bartel und Fields, 1995) steht, wurden mit den
Plasmiden pBTM116-GSP1(wt), pBTM116-GSP1G21V bzw. pBTM116-
GSP1T26N transformiert. 80 ODgoo dieser das Zielprotein ('bait’) enthaltenden
Zellen wurden anschlieffend mit Y187-Hefezellen vermischt, die mit der
FRYL-DNA-Bibliothek aus dem Labor von Pierre Legrain (Institute Pasteur,
Paris) transformiert waren (ca. 13 Millionen Hefetransformanten). Nach 4,5

stundiger Inkubation und Konjugation der Zellen bei 30°C auf insgesamt 5
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YPD-Platten, wurden die Platten mit insgesamt 30 ml SDC-Leu-His-Trp
abgewaschen.

Zur Ermittlung der Zahl der eingesetzten Zellen sowie der Konjugations-
Effizienz, wurde eine 1000-fache Verdinnung auf SDC-Leu-, SDC-Trp- bzw.
SDC-Leu-Trp-Platten ausplattiert. Die restlichen Zellen wurden auf ca. 90
SDC-Leu-Trp-His-Platten ausplattiert und drei Tage bei 30°C inkubiert.

Der Hefestamm L40AGal4 besitzt ein HIS3-Reportergen, welches die
Selektion positiv diploider Zellen in Abwesenheit von 3-Aminotriazol (3-AT)
ermoglicht. Nach Selektion moglicher Kandidaten auf SDC-his-Platten
(Expression des HIS3-Reportergens erforderlich) wurde auf Expression des
zweiten Reportergens (LacZ) getestet. Zur schnellen Identifizierung wurde
hier die Blaufarbung von LacZ-exprimierenden Zellen nach Inkubation mit X-
Gal direkt auf den Transformationsplatten durchgefuhrt. Jede der ca. 90
Transformationsplatten pro Screen wurde mit 10 ml einer ca. 45°C warmen
Agarlésung, bestehend aus 5 ml 0.5 M Natriumhydrogenphosphat-Puffer pH
7.5 mit 4.2 ml 1% Agar, 200 pl 2% (w/v) X-Gal in DMF, 100 % 10% SDS und
500 pl DMF vorsichtig Uberschichtet. Nach Festwerden des Agars wurden die
Platten mit der Uberschichtungs-Phase nach oben zeigend bei 30°C inkubiert.
Jeweils nach 30 Minuten, 1h, 2h, 4h, 6h sowie Uber Nacht wurden blau-
gefarbte Zellen (Positive) mithilfe eines Zahnstochers auf SDC-Leu-Trp-His-
Platten gesichert. Da die Uberschichtungsphase fiir die Zellen bei langerer
Inkubation toxisch ist, Uberlebten nicht alle Kandidaten diese Prozedur.

Die Zwei-Hybrid-Analyse unter Verwendung von Yrb30 als Beute (,bait)
wurde in Zusammenarbeit mit Micheline Fromont-Racine und Pierre Legrain

(Institut Pasteur, Paris) durchgeflhrt.
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3.3 Biochemische Methoden

Die Auftrennung von Proteinen mittels SDS-PAGE Gelelektrophorese,
Anfarbung von Protein-Banden mit Coomassie-Blau bzw. Silberfarbung sowie
Westernblot-Analyse wurden nach Sambrook und Russel (2001) durch-
gefuhrt.

3.3.1 In-vitro Bindungsstudien zur Bestimmung von Protein-
Protein-Interaktionen

In der Regel wurden fur Bindungsassays aufgereinigte und von der Affinitats-
matrix eluierte GST-Fusionsproteine erneut an GSH-Saulen gebunden, nur in
Ausnahmeféallen wurde bereits an Saulenmaterial gebundenes Protein
eingesetzt. Fur jede Bindungstudie wurden je 20ul mit "Universal buffer"
gewaschener GSH-Sepharose eingesetzt. Das an das Saulenmatrial zu
bindende jeweilige Protein wurde mindestens 1:15 mit "Universal buffer"
verdunnt far 1 h bei 4°C mit der GSH-Sepharose inkubiert. Anschliel’end
wurde kurz gewaschen und die aufgereinigten Proteine, deren Bindung
getestet werden sollte, in einem Gesamtvolumen von 200 ul zugegeben.
Nach 1h Inkubation bei 4°C wurden nichtgebundene Proteine abzentrifugiert
und mit Laemmli-Puffer versetzt (= Nichtgebundene Fraktion). Vor der Elution
gebundener Proteine wurde die GSH-Sepharose 3x mit je 500 pl "Universal
buffer" gewaschen. Das Saulenmaterial wurde mit 45ul "Universal buffer"
vorsichtig in Reaktionsgefalle Uberfuhrt, die gebundenen Proteine mit 1x
Laemmli-Puffer eluiert und durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung bzw.

Western-Blot mit den entsprechenden Antikorpern analysiert.

3.3.2 Bindungsstudien mit Hefeextrakt

FUr Bindungsstudien unter Verwendung von Hefeextrakt wurde der wt Stamm
W303-1a in Vollmedium bei 30°C bis zu einer ODggo von 1.5 wachsen lassen.
Die Zellen wurden abzentrifugiert und in "Universal buffer" durch vortexen mit
kleinen Glaskugelchen in einer Fritsch ‘Pulverisette 6° (Axon Labortechnik

GmbH, Kaiserslautern) aufgeschlossen. Endogenes Glutathion im ZellUber-
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stand wurde durch Gelchromatographie unter Verwendung von G25-fine-
Sepharose (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) entfernt.

Die Beladung der im Uberstand vorhandenen GTPasen mit GTPyS erfolgte
entsprechend der Beladung von Gsp1p mit GTP (siehe Kapitel 3.2.1.3).
GST-Yrb30p (ca. 15 pg) wurde mit 50 ul Glutathion-Sepharose in "Universal
buffer" 1h bei 4°C inkubiert, ungebundenes Protein durch Waschen entfernt
und die Matrix 1h bei 4°C mit ca. 800 ug Hefeextrakt inkubiert. Nach Waschen
(4x 500 pl) der Sepharose wurden gebundene Proteine durch Aufkochen in 1x
Laemmli-Puffer eluiert und durch SDS-PAGE und anschliefener Coomassie-

Farbung, sowie mittels Massenspektrometrie analysiert.

3.3.3 Detektion von Yrb30p innerhalb eines Saccharose-
Dichtegradienten

Zur Herstellung eines 10-50 %-iger Saccharose-Dichtegradienten wurden
10%-ige bzw. 50%-ige Sacchrose-Losungen in Puffer A (20 mM Hepes-KOH
(pH 7,5), 10 mM KCI, 1 mM EGTA, 5 mM MgCly) hergestellt und der Gradient
mithilfe des ProTeam LC Gradienten System (Isco) nach Angaben des
Herstellers erstellt. Dies ergab 10ml Gradientenldsung in fur den Swing-out
Rotor SW40 passenden BECKMAN Zentrifugenrohrchen.

Hefelysat des wt-Stammes BY4742 wurde erhalten, indem eine 500 ml Kultur
dieses Stammes bei 30°C bis zu einer OD600 von 0,5 wachsen lassen wurde.
AnschlieRend wurden 10 mg Cycloheximid zugegeben, fur 30 min inkubiert
und die Zellen abzentrifugiert. Das Hefepellet wurde mit 10 ml Puffer
gewaschen, in flussigem Stickstoff eingefroren und bei —20 °C gelagert. Die
Lyse erfolgte 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 Lysat wurde 10 min bei 24.000 g und
4°C zentrifugiert und 200 pl des Uberstandes auf einen Gradienten aufge-
tragen. Die Auftrennung der Zellkomponenten erfolgte in einer Ultrazentrifuge
(BECKMAN, Rotor SW40) bei 27000 rpm fur 16 h bei 4°C. AnschlieRend wurde
das UV-Profil (A=254 nm) des Gradienten mit dem ProTeam LC Gradienten
System (Isco) bestimmt und in 400 wl Volumen fraktioniert. Zur Sedimen-

tationsanalyse von Proteinen wurden die einzelnen Fraktionen mit TCA
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gefallt, durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Westernblot (aYrb30p)

analysiert.

3.3.4 Quantitative Messung des RanGEF-vermittelten Guanin-
nukleotid-Austauschs, der RanGAP-vermittelten GTP-
Hydrolyse sowie der intrinsischen GTP-Hydrolyseaktivitat

Die von Dr. Ralf Bischoff durchgefuhrten Aktivitatsmessungen des Nukleotid-
austausches bzw. der Hydrolyseaktivitat von Ran wurden wie in Deane et al.
beschrieben durchgefuhrt (Deane et al., 1997)

3.4 Immunologische Methoden

3.4.1 Erzeugung von a-Yrb30p Antikorpern

Um Antikorper gegen Yrb30p zu erhalten, wurde insgesamt ca. 1 mg
affinitats- gereinigtes His-Yrb30p (in Elutionspuffer, siehe 3.2.1.2) zur Injektion
von zwei Kaninchen an DR. J. PINEDA, ANTIKORPER-SERVICE (Berlin) geschickt.
Immunserum und Praimmunserum wurden mit Hilfe von Gesamt-
proteinextrakten von Yrb30p-exprimierenden Stammen (z.B. von Plasmiden
wie pBTM116-YRB30, pEMBLyex4-His8-YRB30) und verschiedenen GFP-

Yrb30p-exprimierenden Hefestammen getestet.

kDa | aYrb30p - W303-1a

1

2 - W303-1a yrb30::HIS3
I 3 - BY4741 yrb30:: KanMX4

4 - RS453a YRB30::ZZ

5

- W303-1a yrb30:: HIS3 / pNOPGFP1L-
— YRB30 (Einfachkopien-Plasmid)

50—t 6 - W303-1 a /pNOPGFP2L-YRB30
(Multikopien-Plasmid)

Western-Blot

— 7 - W303-1a yrb30::HIS3 / pRS314-L25p-
NLS; ,5-GFP-YRB30STOP-ARC1

8 - W303-1a yrb30::HIS3 /
pNOPGFP-SUB2-YRB30

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 11: Uberpriifung des Yrb30-Antikorpers

Der hergestellte Yrb30-Antikérper weist eine geringe Kreuzreaktivitat
auf und bestatigt die Expression verschiedener Konstrukte bzw. die
erfolgte Disruption von YRB30 in yrb30-Disruptionsstammen
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3.4.2 Immunoblot

Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (MiniProtean-System,
BioRAD) und mit Hilfe eines Semi-Dry Blotters (BIORAD bzw. PEQLAB) auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen. Die Membran wurde mit TPBS (1xPBS,
0.1% Tween 20) mit 5% Magermilchpulver gesattigt und tber Nacht mit dem
jeweiligen Antikorper im selben Medium inkubiert. Die eingesetzten Antikdrper

und Verduinnungen sind unten aufgelistet.

Erstantikorper eingesetzte Verdliinnung Zweitantikorper eingesetzte Verdliinnung
aGsp1p (Kaninchen) 1:5000 aKaninchen 1:2000

aYrb30p (Kaninchen) | 1:4000 aMaus 1:2000

aYrb1p (Kaninchen) 1:2000 aZiege 1:2000

aGFP(Maus) 1:1000

aGST (Ziege) 1:1000

aProtA 1:2000

Nach Waschen der Membran mit TPBS fur 3x 15 min wurde diese fur 1 h bei
Raumtemperatur mit dem entsprechenden Zweit-Antikorper in TPBS
inkubiert. Die Membran wurde anschlie3end 3x mit TPBS gewaschen und der
Blot mit dem ECL-Kit (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) entwickelt. Nach
Detektion der Signale in der Dunkelkammer, wurde die Membran kurz in PBS
gewaschen und anschlieRend die Signalbanden mit einer Mischung aus 5 ul
4-Chloro-1-naphtol Stocklésung (300 mg/ml Ethanol) in 500 ul Methanol, 5 ul
30% H20, und 4 ml 1xPBS angefarbt.
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4 Ergebnisse

4.1 Aufreinigung von ProtA-Gsp1p aus S. cerevisiae

Um Hinweise auf die Funktionen des Hefehomologen von Ran, Gsp1p, zu
erhalten, sind neue Bindungspartner dieses Proteins, deren zellulare Funktion
bekannt ist, sehr hilfreich. Zur Identifizierung von neuen Bindungspartnern
kann man einen biochemischen Ansatz wahlen, indem man das ent-
sprechende Fusionsprotein aus dem jeweiligen Organismus - in diesem Fall
aus Hefe - an einer Affinitatsmatrix aufreinigt. /n vivo existierende, stabile
Proteinkomplexe werden dabei relativ rein dargestellt und kdnnen als koreini-
gende Proteine mittels SDS-PAGE nachgewiesen werden. Diese Methode
wurde fur Gsp1p bereits vor Beginn dieser Arbeit angewendet (Schlenstedt et
al., 1995). Dabei konnte mittels Aufreinigung von GST-Gsp1p aus Hefe das
RanGTP-bindende Protein Yrb1p identifiziert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Fusionsprotein von Gsp1p und dem
ProtA-Epitop aufgereinigt, dessen volle Funktionalitdt durch Komplementation
eines gsp1-Disruptionsstammes gezeigt wurde (Lau et al., 2000). Bei dieser
Methode kann das an IgG-Sepharose gebundene ProtA-Gsp1p und an dieses
assoziierte Proteine mit einer Saurelésung (0.5 M Ammoniumacetatpuffer pH
3.4) eluiert werden. Alternativ kann man natives Gsp1p von der Affinitats-
matrix mit Hilfe der TEV-Protease eluieren, da zwischen dem ProtA-Epitop
und Gsp1p eine Schnittstelle der viralen TEV (Tobacco-Etch-Virus)-Protease
eingefuhrt wurde. Deren spezifische Erkennungssequenz (Glu-X-X-Tyr-X-
GIn3<Ser) ist in keinem Hefeprotein vorhanden, so dal} bei der Aufreinigung
aus Hefe keine unerwunschten Nebenprodukte auftauchen.

Da das aus Wildtyp-Zellen aufgereinigte ProtA-Fusionsprotein des Ran-
Hefehomologen durch das im Zelllysat befindliche RanGAP, Rna1p,
vorwiegend in seine GDP-gebundene Form hydrolysiert wird, wurde ProtA-
Gsp1p auch aus temperatur-sensitiven rnaf-1 Zellen isoliert. Um die GTP-

Hydrolyse in rna7-1 Zellen zu inhibieren, wurde die Zellkultur 2 Stunden lang
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bei nicht-permissiver Temperatur (37°C) inkubiert. Unter diesen Bedingungen
kann Ran vorwiegend in seiner GTP-gebundenen Form aufgereinigt werden.
Zur Aufreinigung von ProtA-Gsp1p wurden Hefestamme verwendet, in denen
das mit dem HIS3-Marker disruptierte GSP1 Gen durch ein plasmidkodiertes
ProtA-GSP1 Gen, welches unter Kontrolle des NOP17-Promotors steht,
komplementiert ist.

Mittels Coomassie- bzw. Silber-gefarbten Proteingelen wurde das TEV-Eluat

der Aufreinigung auf koreinigende Proteine untersucht (siehe Abb.12).

A :
kDa & }Karyo—
90 i pherine
50 [==
[ 4< Y1rblp
30 s <+ Gsplp
—— —

B e — “ aLoslp
- aCselp
s s okopvsp
-_— S oYrblp
| Uberstand H Eluat |
[RNA1 | [rnat-1 |[RNAL | [rnat-1 |

Abb. 12: Durch Aufreinigung von Gsp1p werden verschiedene
Karyopherine kogereinigt

(A) ProtA-TEV-Gsp1p wurde in einem gsp71::HIS3 Stamm
exprimiert und mittels 1gG-Sepharose affinitdtsgereinigt (S:
Uberstand, E: TEV-Eluat); Spur 1,10 — Proteinstandard; Spur 2,3 —
Uberstand der Wildtyp-Zellen bei Inkubation bei 23°C (Spur 2) bzw.
nach 2-stiindiger Inkubation bei 37°C (Spur3); Spur 4,5 — Eluat der
Wildtyp-Zellen bei Inkubation bei 23°C (Spur 4) bzw. nach 2-
stiindiger Inkubation bei 37°C (Spur5); Spur 6,7 — Uberstand der
rnai-1-Zellen bei Inkubation bei 23°C (Spur 6) bzw. nach 2-
stlindiger Inkubation bei 37°C (Spur7); Spur 8,9 — Eluat der rna1-1-
Zellen bei Inkubation bei 23°C (Spur 8) bzw. nach 2-stiindiger
Inkubation bei 37°C (Spur9).

(B) Der Uberstand und das TEV-Eluat der bei 37°C inkubierten
Zellen wurde durch Western-Blot Analyse mit a-Los1p, a-Cse1p, a-
Kap95p und a-Yrb1p Antikdrpern analysiert. Eine Anreicherung der
Karyopherine sowie Yrb1p konnte durch die Aufreinigung von
Gsp1p insbesondere in der rna1-1-Mutante erzielt werden.
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Einige koreinigende Banden wurden massenspektrometrisch analysiert. Es
konnten mehrere p-Karyopherine mit ProtA-Gsp1p aufgereinigt werden,
insbesondere von rna1-1 Zellen, was die vorherrschende Art des an Gsp1p
gebundenen Nukleotids widerspiegelt. Cse1p konnte im Eluat von rnat-1
Zellen am starksten angereichert werden. Sichtbare Mengen von Yrb1p
konnten nur mit Gsp1pGTP aufgereinigt werden. In gleicher Weise wurde
Gsp1p aus prp20-1 Zellen aufgereinigt (ohne Bild), wobei in diesem Fall keine
RanGTP-bindenden Proteine mit aufgereinigt werden konnten.

Zusammenfassend konnte mittels dieses biochemischen Ansatzes, aul3er der
Identifizierung eines weiteren p-Karyopherins (Pdr6p) durch Aufreinigung des
fast identischen Gsp2p (Lau et al., 2000), kein neues Ran-bindendes Protein

gefunden werden.

4.2 Durchmusterung des Hefegenoms nach neuen Ran-
bindenen Proteinen mittels der Zwei-Hybrid-Technik

Die Hefe-Zwei-Hybrid-Analyse wurde erstmals im Jahre 1989 beschrieben
(Fields und Song, 1989) und stellt eine Methode dar, um Protein-Protein-
Interaktionen in Hefe nachzuweisen. Bei dieser Methode werden die Test-
proteine an eine spezifische DNA-Bindungsdomane (z.B. LexAp-DNA-Binde-
domane) bzw. eine Transkriptionsaktivierungsdomane (z.B. Gal4p-
Aktivierungsdomane) fusioniert. Mittels einer NLS gelangen die Fusions-
proteine in den Zellkern (siehe Abb. 13A). Kommt es zu einer Interaktion der
Proteine, so aktiviert der 'upstream’ vom Reportergen (/acZ) an die spezifi-
sche DNA-Bindungsdomane gebundene Komplex die Transkription des
Reportergens (siehe Abb. 13B). Der Nachweis einer erfolgten Transkription
des Reportergens erfolgt Uber einen Farbassay, bei dem ein farbloses
Substrat (X-Gal) vom lacZ-Genprodukt p-Galaktosidase zu einem blau
gefarbten Produkt umgesetzt wird. Als zusatzliche Kontrolle wird ein Marker-
gen als Reporter eingesetzt (HIS3), das auf entsprechendem Drop-out-
Medium auf Interaktion des Reportergens mit dem zu untersuchenden Protein

selektioniert.
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/ DBD-GSP1 TAD-X \
ZHQ l

Marker1 Marker2

LexA-Operator HIS3
KerrM

Transkpritions-
Komplex
Transkription

| LexA-Operator 1

Abb. 13: Prinzip der Zwei-Hybrid-Analyse zur ldenti-
fikation von Bindungspartnern von Gsp1p

Reportergen |

(A) Nach Konjugation der verwendeten Stdamme enthalt der Kern
des diploiden Versuchstammes die angegebenen Plasmide (als
Kreise dargestellt) und chromosomalen DNA-Sequenz-
abschnitte.

(B) Kommt es zu einer Interaktion der Proteine, so erfolgt die
Transkription der Reportergene (Erlauterungen siehe Text).

DBD = DNA-Bindedomane, Yrb = Yeast Ran-binding protein,
TAD = Transaktivationsdomane, Marker = auxotropher Marker

Um mittels dieser Methode Interaktionen von Gsp1p sowohl in seiner GTP-,
als auch GDP-gebundenen Form zu erfassen, wurde die vollstandige
codierende Sequenz (ORF) des Wildtyp-Proteins ebenso wie auch die
Sequenz der G21V-Mutante und der T26N-Mutante von GSP1 an die DNA-
Bindungsdomane von LexA fusioniert. Bei der G21V-Mutante handelt es sich
um eine hydrolysedefiziente Mutante (Bischoff et al., 1994), so dal diese
Mutante die GTP-gebundene Form von Hefe-Ran reprasentiert. Die T26N-
Mutante wird hingegen als GDP-gebunden betrachtet (Dasso et al., 1994).

Diese Fusionsproteine wurden in L40Agal4-Zellen transformiert und die
Expression der Fusionsproteine mittels Westernblot Uberpruft. Aullerdem
wurde durch Vergleich der Wachstumsrate von Zellen, die nur den DNA-
Bindungsdomanen-Vektor enthielten bzw. die klonierten GSP7-Plasmide

sichergestellt, dal’ die exprimierten Proteine nicht toxisch fur die Zelle sind.
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Nach Konjugation dieser Zellen mit den Y187-Zellen, welche mit einer DNA-
Bibliothek (auf einem die Gal4-Aktivierungsdomane enthaltendem Plasmid,
'FRYL'-Bibliothek) transformiert waren, wurden diploide Zellen auf Selektiv-
medium, welches die Aminosaure Histidin nicht enthielt, auf transkriptionelle
Aktivitat dieses Reportergens getestet. Zur Bestatigung der Zwei-Hybrid-
Interaktion bzw. zum Ausschlul3 von falsch positiven Kolonien wurde
anschlieend durch Inkubation der Zellen mit X-Gal die jeweilige Aktivitat der
lacZ-Expression (Blaufarbung der Kolonien) gepruift. Die Plasmide der blau-
gefarbten Zellen wurden mittels PCR amplifiziert, die entsprechende DNA
sequenziert und mithilfe von Sequenz-Datenbanken die Kandidaten identi-
fiziert.

Unter den identifizierten Kandidaten (der sogenannten 'Beute ') befanden sich
bereits bekannte Ran-bindende Proteine wie Mitglieder der Karyopherin-
Familie, das Hefe-Homologe von RanBP1 (Yrb1p) sowie Mog1p (siehe
Tabelle 4).
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Tabelle 4: Mittels Zwei-Hybrid-Durchmusterung identifizierte

Kandidaten fiir eine Interaktion mit Hefe-Ran

Koder Kleinstes Beute Funktion
identifiziertes
Sequenz-
Fragment
(Nukleotide)
Gsp1 wt 1-860 KAP123%/ Karyopherin (Importin)
YRB4
Gsp1 wt 1-569 CSE1"/ Karyopherin (Exportin)
KAP109
Gsp1 wt 599-990 NUP42/ Nucleoporin
RIP1®
Gsp1 wt 1316-4383 NUP159° Nucleoporin
Gsp1 wt 518-889 SLZ1 Sporulation
Gsp1 wt 221-671 SHE1 Zellzyklus
Gsp1 wt 2969-3619 SEC3 Zell-Polaritat
Gsp1 wt 1-1512 FRS2 Proteinsynthese
Gsp1 wt 119-End YER139C unbekannt
Gsp1 wt 977-2102 YEL043W unbekannt
Gsp1 T26N 54-657 MOG1? Suppressor von Gsp1p-
Mutationen
Gsp1 T26N | 2793-3117 YPLO09C unbekannt
Gsp1 T26N 1157-2703 YBR225W unbekannt
Gsp1 G21V 76-606 YRB1? RanBP1
Gsp1 G21V 242-1323 YGL164C unbekannt
(= aa 81-440) | (YRB30)
A — Bereits bekannte Ran bindende Proteine
B — Diese Proteine binden vermutlich GUber Repeats an Hefe-Ran

4.3 Aufreinigung der potentiellen neuen Ran-bindenden
Proteine aus Hefe

Bei der Zwei-Hybrid-Analyse findet man haufig auch falsche positive Inter-
aktoren. Daher multe geklart werden, ob die beobachtete Interaktion in der
Zwei-Hybrid-Analyse real ist. Um auf biochemischem Weg eine Bindung an
Hefe-Ran (Gsp1p) zu bestatigen, wurden daher Fusionsproteine der Kandi-
daten mit ProtA unter Kontrolle eines NOP1 bzw. GAL1-Promoters hergestellt
und diese an IgG-Sepharose aus Hefe aufgereinigt. Eine Anreicherung von
Gsp1p im Eluat konnte jedoch in keinem Fall nachgewiesen werden. Einer
der Kandidaten, namlich Ygl164cp, interagierte in der Zwei-Hybrid-

Durchmusterung mit der hydrolysedefizienten G21V-Mutante, so dal} zu
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vermuten ist, dal} dieses Protein spezifisch an die GTP-gebundene Form von
Gsp1p bindet. Diese ist moglicherweise im Hefeextrakt unterreprasentiert, da
Gsp1pGTP durch das im Extrakt vorhandene die GTP-Hydrolyse vermittelnde
Enzym RanGAP (Rna1p) zu Gsp1pGDP hydrolysiert wird (siehe S. 30). Ein
maoglicher Komplex zwischen YGL164Cp und Gsp1pGTP sollte jedoch in der
temperatursensitiven Mutante rna1-1 stabilisiert werden. ProtA (als Kontrolle)
bzw. an ProtA fusioniertes Ygl164cp wurde deshalb sowohl im RNA1 Wildtyp-
Stamm, als auch in der hydrolysedefizienten rna1-1 Mutante aus Hefe
exprimiert. Die Expression der unter Kontrolle des GAL1-Promoters
stehenden Fusionen wurde dabei durch Zugabe von Galaktose induziert.
Nach deren Aufreinigung an IgG-Sepharose wurde durch Saurezugabe (0.5
M Ammoniumacetat pH 3.4) eluiert.

Tatsachlich konnte ein YGL164Cp-Gsp1pGTP-Komplex bei der Affinitats-
aufreinigung aus dem rna1-1 Stamm nachgewiesen werden. Im Gegensatz
hierzu fuhrte die Aufreinigung des Fusionsproteins im Wildtyp-Stamm bzw.
von Protein A alleine nicht zu einer Koreinigung von Hefe-Ran. Dies konnte
durch Verwendung eines Gsp1p-Antiserums bestatigt werden (Abb. 14).

Das bislang uncharakterisierte 50 kDa-Hefeprotein Ygl164cp wurde Yrb30p
(fur Yeast-Ran binding protein) genannt.

Eine in vivo-Interaktion der in der Zwei-Hybrid-Analyse identifizierten Proteine
mit Hefe-Ran konnte durch Inhibition der RanGTP-Hydrolyse also lediglich fur

Yrb30p nachgewiesen werden.
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Abb. 14:Gsp1p und Yrb30p binden in vivo aneinander

Der Uberstand sowie die Eluate der hier mit einem Stern markierten
aufgereinigten Proteine wurden mittels SDS-PAGE und Coomassie-
Farbung analysiert. Koreinigendes Gsp1p konnte nur mit ProtA-

Yrb30p in der hydrolysedefizienten Mutante rna1-1 nachgewiesen
werden.

Die entsprechende Aufreinigung von YGL164C unter Kontrolle des kontinu-

ierlich exprimierenden NOP1-Promoters fuhrte zu einem ahnlichen Ergebnis:

kDa

90 —

50 —

Immunoblot Abb. 15: Aufreinigung von
ProtA-Yrb30p aus dem wt (Spur
atspl 1,3) bzw. rnal-1 (Spur 2, 4)
Stamm
Durch einen Immunoblot unter
Verwendung des Gsp1p- Antikor-
pers wurden die Uberstande (Spur
1,2) und Saureeluate (Spur 3, 4)
der Aufreinigung analysiert. Durch
die Reaktion des Zweitantikdrpers
mit ProtA ist ProtA-Yrb30p ebenfalls
1 2 3 4 sichtbar.
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Auch der umgekehrte Ansatz - die Aufreinigung von Gsp1p und Koreinigung
von Yrb30p — wurde zur weiteren Bestatigung der gefundenen Interaktion
durchgefuhrt. Hierzu wurde N-terminal mit GFP fusioniertes Yrb30p zusam-
men mit einem ProtA-Fusionsprotein von Gsp1p kontinuierlich unter
Regulation des NOP1-Promoters exprimiert. Dabei wurde Gsp1p (wie in der
Zwei-Hybrid-Analyse) entweder in seiner Wildtyp-Form oder als GTP-gebun-
dene G21V-Mutante exprimiert. Die markierten Proteine wurden an IgG-
gekoppelter Sepharose aufgereinigt und in diesem Fall durch Inkubation mit
geringen Mengen TEV-Protease eluiert. Die Eluate wurden anschlieend
unter Verwendung eines Gsp1p- bzw. GFP-Antiserums analysiert. Es konnten
gleiche Mengen der beiden Formen von Gsp1p aufgereinigt werden. Tatsach-
lich konnte auf diese Weise Yrb30p mit Gsp1p kogereinigt werden, jedoch
effektiv nur im Falle der G21V Mutante (Abb. 16).

Abb. 16: GFP-Yrb30p kann mit ProtA-Gsp1(G21V)p
kogereinigt werden

Wildtyp Gsp1p bzw. die hydrolysedefiziente G21V-Mutante von Gsp1p
wurden als ProtA-Fusionsproteine aus Hefe aufgereinigt und mittels
proteolytischem Verdau mit der TEV-Protease eluiert. Durch
Immunoblots unter Verwendung des aGsp1p- bzw. aGFP-Antikdrpers
konnten die zu testenden Proteine nachgewiesen werden.

Dies bestatigt erneut, da® Yrb30p spezifisch die GTP-gebundene Form von
Ran bindet. Die GTP-gebundene Wildtyp(wt)-Form von Ran kann hingegen
durch im Lysat vorhandenes Rna1p (stimuliert duch Yrb1p) hydrolysiert

werden. Die beobachtete dinne Bande von Yrb30p im Eluat der wt-Form von
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Gsp1 reprasentiert daher vermutlich den wahrend der Aufreinigung noch
verbleibenden Anteil an GTP-gebundenem Ran.
Substéchiometrisches Yrb30p konnte erst durch eine kontinuierliche

Koexpression von Yrb30p mittels ProtA-Gsp1p kogereinigt werden.

4.4 In vitro-Bindungsstudien zum Test einer direkten Inter-
aktion der Kandidaten mit Gsp1p

Zur Klarung der Frage, ob die in vivo beobachtete Interaktion mit Gsp1p eine
direkte Bindung widerspiegelt, oder durch ein anderes im Hefeextrakt ent-
haltenes Protein vermittelt wird, wurden Bindungsstudien unter Verwendung
rekombinant hergestellter Proteine durchgefuhrt. Die hierzu notwendigen
Proteine wurden als GST- bzw. Hisg-Fusionsproteine rekombinant exprimiert

und an einer Affinitdtsmatrix sauber aufgereinigt.

441 Aufreinigung von GST-Yrb30p und His-Yrb30p
Yrb30p konnte sowohl fusioniert an GST als auch mit Hiss sauber und in

guten Ausbeuten aufgereinigt werden. Als Beispiel sei hier die Aufreinigung

des ca. 90 kDa grofden GST-Yrb30-Fusionsproteins dargestellt:

kDa vl nl H S P FT E
%0 = e - - — -
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Abb. 17: Expression und Aufreinigung von GST-Yrb30p

GST-Yrb30p wurde in E. coli exprimiert und an GSH-Sepharose
aufgereinigt (vl: Probe vor Induktion, nl: Probe nach Induktion, H:
Homogenat, S: Uberstand, P: Pellet, FT: DurchfluR, E: eluiertes
Protein). Der Gberwiegende Teil konnte als |8sliches Protein gut
aufgereinigt werden, ein Teil prazipitierte jedoch auch mit dem
abzentrifugierten Niederschlag.
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4.4.2 Yrb30p interagiert in vitro direkt und spezifisch mit
Gsp1pGTP

Hierzu wurde GST-Yrb30p an Glutathion-Sepharose gebunden und mit GTP-
bzw. GDP-beladenem Hisg-Gsp1p inkubiert. Als Negativkontrolle diente
rekombinant aufgereinigtes GST, als Positivkontrolle GST-Fusionen von
Vertretern der beiden Hauptklassen RanGTP-bindender Proteine, namlich
Yrb1p (RanBP1-Familie) bzw. Kap95p (Karyopherine). Eine deutliche Inter-
aktion konnte fur Yrb30p, ebenso wie fur die beiden RanGTP-bindenden
Proteine, nur mit RanGTP, nicht jedoch mit RanGDP nachgewiesen werden.
(Abb. 18).

Nachdem fur die anderen aus der Zwei-Hybrid-Analyse erhaltenen Kandi-
daten bereits in vivo keine Interaktion mit Gsp1p nachgewiesen werden
konnte, zeigten auch die rekombinant hergestellten Proteine dieser Kandi-
daten keine Bindung an RanGTP oder RanGDP (ohne Bild).

GST -Yrblp -Yrb30p -Kap95p
kDa GTP GDP GTP GDP GTP GDP GTP GDP His6 -Gsplp

; o e GST-Kap95p
100— L S wssse = —GST-Yrb30p

Gebundene e AR _' S -
% Fraktion gp_ ﬁ ﬁ S A : — GST-Yrblp
4 j : e :
@ I N e i wws - — Hisg-Gsplp
e —ast
Ungebundene e R ; .
Fraktion b e il (g Woih oo et wwww s — Hise -Gsplp

Abb. 18: Yrb30p bindet direkt und spezifisch an die GTP-
gebundene Form von Hefe-Ran

Die rekombinant hergestellten GST-Fusionsproteine von Yrb1, Yrb30
und Kap95 sowie GST alleine (als Negativkontrolle) wurden mit Hise-
Gsp1pGTP bzw. His-Gsp1pGDP (erhalten durch Vorinkubation von
Hisg-Gsp1pGTP mit rekombinantem Hisg-Rna1p) inkubiert. Die an
GST-Sepharose gebunden Fraktion sowie die ungebundene Fraktion
wurde durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert.
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Auch die GTP-gebundene Form von menschlichem Ran, die zu Gsp1p eine
sehr grofe Homologie aufweist, besall in einer auf gleiche Weise durch-
gefuhrten Bindungsstudie die Fahigkeit, an GST-Yrb30p zu binden, wahrend
die hydrolysierte Form keine Affinitat zu Yrb30p aufwies (Abb. 19).

ungebundene gebundene
Fraktion Fraktion

kDa
] Fﬁ;
GST-Yrh30 —» b S 100
50
S.p._RanGAP —» -
=
-
hRaN ™ | s daas =
) e
Coomassie
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1 2 3 4 hRan
Immunoblot R otk e ahRan

Abb. 19: Yrb30p interagiert auch spezifisch mit der GTP-
gebundenen Form von menschlichem Ran

An GSH-Sepharose gebundenes GST-Yrb30p wurde mit GTP-
(Spuren 1,3) bzw. GDP-beladenem (Spuren 2,4) hRan inkubiert.
Letzteres wurde durch Hydrolyse von hRanGTP mittels rna1 aus S.
pombe hergestellt. Dargestellt ist das Coomassie-gefarbte SDS-Gel
sowie der Immunoblot gegen hRan der ungebundenen sowie
gebundenen Fraktionen.
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4.5 Yrb30p interagiert nicht mit anderen GTPasen, auBer mit
Ran

Generell ist es nicht auszuschlieRen, dall Yrb30p grundsatzlich an vorhan-
dene GTP-gebundene Proteine, wie z.B. GTPasen, bindet. Um dies auszu-
schlieBen und die zellulare Relevanz dieser Interaktion zu zeigen, wurde
untersucht, ob Yrb30p spezifisch mit Gsp1p aus einem Hefeextrakt aufge-
reinigt werden kann. Hierzu wurde rekombinant hergestelltes GST-Yrb30p an
GSH-Sepharose gekoppelt und mit dem Idslichen Uberstand eines Hefe-
extraktes inkubiert. Die Bindung GTP-gebundener Proteine wirde jedoch
verhindert werden, wenn GTP durch im Extrakt vorhandene Enzyme standig
hydrolysiert werden kann. Um daher alle GTPasen im Uberstand eines Hefe-
extraktes stabil in ihrer GTP-gebundenen Form zu erhalten, wurden alle
GTPasen durch Vorinkubation des Extraktes mit dem nicht hydrolysierbaren
GTP-Analog GTPyS beladen (siehe Material und Methoden).

§ .. Hefe-Extrakt Coonﬁs..l_e —
9 +/- vorinkubiert poa B
o mit GTPyS
—— -z- -— — GST-
— Yrb30p
—
—
@ -
[l Yrb3o0p -
————
1 2 3 4 5

* = durch Massenspektrometrie nachgewiesen

Abb. 20: Endogenes GTPyS-beladenes Gsp1p kann
spezifisch aus einem Hefeextrakt mit Yrb30p koprazipitiert
werden

Dargestellt sind die Proben eines Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-
Gels des unbeladenen (Spur 1), sowie GTPyS-beladenen (Spur 2)
Hefeextrakts, sowie die an GST-Yrb30p gebundenen Fraktionen des
unbeladenen (Spur 3) bzw. beladenen (Spur 5) Hefeextrakts. In Spur
4 ist ein 10 kDa-Marker von 20-120kDa aufgetragen.
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Wie aus Abb. 20 hervorgeht, konnte Gsp1p spezifisch mit Yrb30p aus GTPyS
behandeltem Hefeextrakt aufgereinigt werden. Dies wurde durch eine
massenspektrometrische Analyse der angegebenen koreinigenden Protein-
bande bestatigt. Man kann aus diesem Experiment auf eine sehr hohe
spezifische Affinitat von Yrb30p fur Gsp1pGTP schliel3en (siehe auch Kapitel
4.8).

4.6 Bestimmung der Ran-Bindedomane (RBD) auf Yrb30p

Zur Eingrenzung des Sequenzabschnitts, der fur die Bindung von Yrb30p an
Gsp1p erforderlich ist, wurden verschiedene N- und C-terminal verkurzte
rekombinante GST-Fusionsproteine von Yrb30p hergestellt und in vitro auf
Bindung an Hisg-Gsp1GTP getestet (Abb. 21). C-terminal verkurzte
Deletionsmutanten waren nicht mehr in der Lage Gsp1pGTP zu binden,
wahrend die Gsp1p-Bindung einiger N-terminaler Deletionsmutanten keine
Beeintrachtigung erfuhr. Auf diese Weise konnte die Bindung des in der Zwei-
Hybrid-Analyse identifizierten Fragmentes von Yrb30p (aa 81-440) bestatigt
werden. Der zur Bindung erforderliche Sequenzbereich konnte auf3erdem
noch weiter auf Aminosaurereste 128-440 eingeschrankt werden.

Somit werden 313 Aminosauren, mehr als 2/3 des Gesamtproteins, zur
direkten Binding an Gsp1pGTP bendtigt.

Vergleicht man die Primarsequenzen der Ran-Bindedomanen von Yrb30p-
Homologen (siehe Kapitel 5.3) mit den Primarsequenzen der RBDs der
RanBP1-Proteinfamilie bzw. der Karyopherin-p-Familie, so kdnnen keinerlei
konservierte Primarsequenzbereiche festgestellt werden. Dies a3t vermuten,
dal® es sich bei der identifizierten Ran-Bindedomane um ein neues

Erkennungsmotiv der RanGTP-Bindung handelt.
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A RanGTP-Bindedoméne Yrb30p Bindung an
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Abb. 21: Bestimmung der Ran-Binde-Domane (RBD)

(A) Schematische Darstellung der verwendeten Yrb30p-Fragmente
zur Bestimmung der RBD.

(B) GST-Fusionsproteine verschiedener Yrb30p-Fragmente wurden
an GSH-Sepharose gekoppelt und mit Hise-Gsp1pGTP 1h bei 4°C
inkubiert. Die ungebundenen und gebundenen Fraktionen wurden
durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert. Ein
Westernblot unter Verwendung des Gsp1p-Antikorpers bestatigte
die Bindung an Gsp1p.

(* = identifiziertes Fragment aus Zwei-Hybrid-Durchmusterung, sR = Region saurer

Aminosauren, NES = Kernexport-Erkennungssequenz [nuclear export sequence])
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4.7 Charakterisierung der Bindungsstelle von Yrb30p auf
RanGTP

Die fehlende Homologie der Yrb30-RBD zu bisher bekannten RBDs deutet
auf eine neue Art der RanGTP-Bindung hin. Zur Bestatigung dieser
Vermutung wurde im Folgenden untersucht, ob Yrb30p bezuglich seines
Bindungsverhaltens zu Ran und seines Einflusses auf den RanGTPase-
Zyklus tatsachlich in keine der beiden Hauptklassen RanGTP-bindender
Proteine, der Karyopherine bzw. Mitglieder der RanBP1-Familie eingeordnet
werden kann.

Frihere Untersuchungen sowie mittlerweile geldoste Rontgenstrukturen von
RanBP1 bzw. Importin-f im Komplex mit RanGTP (Chook und Blobel, 1999;
Vetter et al., 1999; Seewald et al., 2002) haben gezeigt, daly Importin-f als
Vertreter der Karyopherine und RanBP1 als Vertreter der RanBP1-Familie an
unterschiedliche Oberflachen von RanGTP binden. Um eine Vorstellung des
von Yrb30p erkannten Epitops auf Gsp1p zu erhalten, wurden im Folgenden
Vertreter der zwei Hauptklassen RanGTP-bindender Proteine auf Kompetition

mit Yrb30p bzw. Ausbildung eines trimeren Komplexes getestet.

4.71 Yrb1p und Yrb30p konkurrieren um die Bindungsstelle auf
Ran

Zur Klarung der Frage, ob andere RanGTP-bindende Proteine eine identische
Bindungsstelle auf Gsp1p besitzen, wurde getestet, ob Yrb30p und Yrb1p (als
Vertreter der RanBP1-Proteinfamilie) um die Bindung an Gsp1pGTP konkur-
rieren. Hierzu wurde GST-Yrb30p an Glutathione-Sepharose gekoppelt und
mit einem Gemisch aus Hisg-Gsp1p und steigenden Konzentrationen von
Hiss-Yrb1p inkubiert. Wie aus Abb.22 ersichtlich, nimmt die Bindung von
Gsp1pGTP an Yrb30p mit zunehmenden Mengen an Yrb1p ab. Yrb1p ist also
in der Lage, Yrb30p von Gsp1pGTP zu verdrangen.

Diese Kompetition von Yrb1p und Yrb30p lalkt darauf schlielRen, dal} diese
Proteine eine uberlappende oder sogar identische Bindungsstelle auf
Gsp1pGTP besitzen.
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Abb. 22: Kompetition von Yrb1p und Yrb30p um die
Bindungsstelle auf Gsp1pGTP

An GSH-Sepharose gebundenes GST-Yrb30p wurde mit His-Gsp1p
und steigenden Konzentrationen an His-Yrb1p inkubiert. Die Analyse
der ungebundenen (oberes Gel) und gebundenen Fraktion (unteres
Gel) erfolgte Uber Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE und
Anfarbung der Proteinbanden mit Coomassie-Blue. Bei der mit "™
markierten Bande handelt es sich um eine Verunreinigung aus der

Praparation von Hisg-Gsp1p.
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4.7.2 Yrb30p kann trimere Komplexe mit Ran und Karyopherinen
bilden

Nachdem gezeigt werden konnte, dal} Yrb30p ahnlich an Ran bindet wie
Yrb1p, stellte sich die Frage, ob dieses neue RanGTP-bindende Protein auch
die Fahigkeit zur Ausbildung trimerer Komplexe mit den Karyopherinen
besitzt. Hierzu wurde an Glutathion-Sepharose gebundenes GST-Yrb30p mit
Hisg-Gsp1p in GTP- bzw. GDP-gebundener Form sowie Hisg-Xpo1p bzw.
Hiss-Kap95p (Importin-p) inkubiert. Genauso wie Yrb1p konnte Yrb30p
zusammen mit Gsp1pGTP sowohl mit dem Exportin Xpo1p (Abb. 23), als
auch mit dem Importin Kap95p (Abb. 24) trimere Komplexe bilden. Eine
direkte Bindung von Yrb30p an Xpo1p bzw. Kap95p in Abwesenheit von
Gsp1pGTP wurde hingegen nicht beobachtet.

Ub Bd Ub Bd
His, - é, B kDa
Xpo1p o e 1o
GST-—» | == sm
o £ 4 - 0
Yrb30p - ! -
Hisg- > | === -
Rnaip o () 50
o -
Hisg - pr— .
Gssw—» . ey - 30
GST-YrbSOpL + + + + N + +
] (0]
Hisg-Xpo1p 5 + + + + |5 4+ +
His,-Gsp1p = Gop GTP app aTP|>
Abb. 23: Yrb30p bildet einen trimeren Komplex mit
Gsp1pGTP und Xpo1p
Dargestellt sind die ungebundenen (Ub) und gebundenen (Bd)
Fraktionen einer Bindungsstudie in An- (A) bzw. Abwesenheit (B) von
Gsp1p.
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Abb. 24: Yrb30p formt in Gegenwart von Gsp1pGTP auch
mit Kap95p einen trimeren Komplex

Entsprechende Komplexe konnten in vitro auch mit dem Exportin Msn5p und
dem Importin Kap104p nachgewiesen werden..

Festzuhalten bleibt also das Ergebnis, da® Yrb30p mit Karyopherinen und
RanGTP trimere Komplexe bilden kann und somit eine andere Bindungs-
oberflache auf Gsp1p besitzt. Die bisherigen Ergebnisse zur Bestimmung der
Bindungsstelle von Yrb30p auf Gsp1p deuten also darauf hin, dal} Yrb30p in
seinen Bindungseigenschaften der RanBP1-Familie naher steht, als den

Karyopherinen.

4.7.3 Der trimere Komplex aus dem Exportin Xpo1p, Gsp1p und
Yrb30p unterscheidet sich von dem analogen Komplex mit
Yrb1p

Das C-terminale Ende der Sequenz von Ran weist einen extrem hohen Anteil
saurer Aminosauren auf. Interessanterweise sind diese nur wenigen Amino-
sauren fur die Funktionalitat von Ran essentiell. Die Rontgenstruktur von Ran
zeigt, dal’ in der GTP-gebundenen Form diese Aminosauren anders ausge-
richtet sind, als in der GDP-gebundenen Form (siehe Abb. 3). In der GDP-
gebundenen Form binden diese Aminsaurereste intramolekular an basische
Aminosauren (aa 139-142 von Ran) und stabilisieren so die GDP-gebundene
(Richards et al., 1995). Zudem wird die Bindung an Importin-g inhibiert (J.
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Kuhlmann, unveroéffentlichte Daten). In S. cerevisiae konnte gezeigt werden,
dal® die entsprechenden Aminosaurereste in Gsp1p (DEDDADL) zur
Ausbildung eines Yrb1p-Gsp1(GTP)-Xpo1p Komplexes erforderlich sind,
wahrend ein komplementarer Komplex mit Importin-f ahnlichen
Transportfaktoren bzw. klassischen NES-enthaltenden Proteinen diese
sauren Aminosauren nicht bendétigt (Maurer et al.,, 2001). Dieser
Sequenzbereich Ubernimmt also wichtige regulatorische Funktionen.

Durch entsprechende Bindungsstudien wurde festgestellt, dafld Yrb30p diese
sechs C-terminalen Aminosauren zur Ausbildung des Komplexes
bemerkenswerterweise nicht bendtigt (siehe Abb.25), siehe auch Diskussion).
Dies zeigt, dall Yrb30p und Yrb1p sich zwar in ihren Bindungseigenschaften
zu RanGTP ahneln, dal® es aber auch Unterschiede in der Art der Bindung
gibt.

GST-Yrb1p - - + + - - + +
GST-Yrb30p + + - - + +
Hisg-Xpo1p + + + + + + + +
His ;-Gsp1pGTP FL ADE FL ADE FL ADE FL ADE
kDa[
|
— s s = Hisg-Xpoip
100 G wws — GST-Yrb30p
- e - GST-Yrb1p
50
30 * .- S s S S s e — Hisg-Gspilp
1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 25: Yrb30p bildet einen trimeren Komplex mit Xpo1p
und Gsp1p , der sich von einem homologen Komplex mit
Yrb1p unterscheidet

GST-Yrb30p bzw. GST-Yrb1p wurden an GSH-Sepharose gebunden
und mit Hisg-Xpo1p sowie der GTP-gebundenen Form von Hisg-
Gsp1wt bzw. der C-terminal deletierten Form Hise-Gsp1ADE inkubiert.
Die ungebundenen Fraktionen (Spur 1-4) sowie die gebundenen
Fraktionen (Spur 5-8) wurden durch SDS-PAGE mit anschlieRender
Coomassie-Farbung analysiert.
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4.8 Beeinflussung des RanGTPase-Zyklus durch Yrb30p

Als RanGTP-bindendes Protein hat Yrb30p wahrscheinlich auch direkten
EinfluR auf den RanGTPase-Zyklus. Daher wurde in Zusammenarbeit mit Dr.
F. Ralf Bischoff (DKFZ,Heidelberg) untersucht, wie sich Yrb30p auf die
intrinsische GTPase-Aktivitat von Ran, auf den RCC1-vermittelten Nukleotid-
Austausch auf Ran, sowie auf die RanGAP-induzierte GTP-Hydrolyse von
RanGTP auswirkt.

Daher wurde radioaktiv markiertes Ran[y->’P]GTP (sowie als Kontrolle
Ran[a*?P]GDP) mit Yrb30p bei 25°C vorinkubiert und anschlieBend GDP
sowie EDTA (zur Messung der intrinsischen GTPase-Aktivitat) bzw. RCC1
(zur Messung des GTP-Austausches) zugegeben. Die verbliebene Ran-
gebundene Radioaktivitat wurde dann mittels eines Filterassays bestimmt
(Bischoff und Postingl, 1991). Wahrend die intrinsische GTPase-Aktivitat von
Ran nur geringfugig zunimmt (ohne Bild), inhibiert Yrb30p, genauso wie
andere RanGTP-bindende Proteine, den GTP-Austausch durch das nukleare
Enzym RCC1 (Abb. 26). Aus der Starke der Inhibition kann der Affinitats-
koeffizient von Yrb30p zu RanGTP ermittelt werden (50% Inhibition des
RCC1-vermittelten GTP-Austausches). Wahrend die Affinitatskonstante von
Yrb1p zu RanGTP zu 1-2 nM ermittelt wurde, liegt der Affinitatskoeffizient fur
Yrb30p zu RanGTP bei ca. 8-10 nm, was eine starke Interaktion dieser
Proteine widerspiegelt.

Die Messung der RanGAP-vermittelten Hydrolyse von RanGTP erfolgte durch
Inkubation der RanGTP-bindenden Proteine mit Rna1p und Zugabe von
radioaktiv markiertem RanGTP. Die verbliebene Ran-gebundene Radio-
aktivitdt der in gewissen Zeitabschnitten entnommenen Aliquote wurde
wiederum mittels Filterassay bestimmt. Durch das im Experiment zugesetzte
Rna1p (40 nM) war die Hydrolyse nach bereits 30 Sekunden fast vollstandig
abgeschlossen. Aufgrund der relativ hohen Rna1p-Konzentration konnte die
aktivierende Wirkung von Yrb1p auf die Rna1p-vermittelte RanGTP-Hydrolyse
in diesem Experiment nicht beobachtet werden. Interessanterweise wirkt

Yrb30p - im Gegensatz zu Yrb1p - als Guanosin-Dissoziations-Inhibitor (GDI)
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(Abb. 26). In Gegenwart aquimolarer Konzentrationen von Yrb1p wird der

inhibitorische Einflul3 von Yrb30p jedoch fast vollstandig zurickgedrangt.

A RCC1-vermittelter GTP-Austausch B RanGAP-induzierte Hydrolyse

100~

100~
75

O Puffer
1mM GST-Yrb30

A 1mM GST-Yrb1

~
(6]
'

50 |

)]
o

< 1mM GST-Yrb1 + 1mM GST-Yrb30

GTP-Austauschs

Gsp1p-gebundenem GTP

[0 GST-Yrb1p

N
)]
1

% Inhibition des RCC1-vermittelten
% Rna1p-induzierte Hydrolyse von

W GST-Yrb30p

0" 041 1 10 100 1000 o 1 2 3 4 5 8
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Abb. 26 EinfluB von Yrb30p auf den RanGTPase-Zyklus

(A) Inhibition des RCC1-vermittelten GTP-Nukleotidaustauschs durch
die RanGTP-bindenden Proteine Yrb1p und Yrb30p. Die Starke der
Inhibition ist ein MaR fur die Bindungsaffinitat. (B) Yrb30p inhibiert im
Gegensatz zu Yrb1p die RanGAP-induzierte Hydrolyse von
Gsp1pGTP. Nahere Erlauterungen siehe Text.

Zur Bestatigung dieser inhibitorischen Wirkung von Yrb30p auf die RanGAP-
vermittelte GTP-Hydrolyse wurden Bindungsexperimente mit rekombinanten
GST-Fusionsproteinen an GSH-Sepharose durchgefuhrt. Hierzu wurde GST-
Yrb30p bzw. GST-Yrb1p an GSH-Sepharose gebunden und mit Hise-
Gsp1pGTP inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden nach einem Wasch-
schritt in Puffer mit bzw. ohne 0.5 pl Hisg-Rna1p flir 12 Minuten bei 4°C
inkubiert. Wahrend im Fall von Yrb1p eine fast vollstandige Freisetzung von
Gsp1p durch erfolgte Hydrolyse beobachtet wurde, konnte Rna1p in Gegen-
wart von Yrb30p innerhalb dieser kurzen Zeit RanGTP nicht hydrolysieren
(Abb. 27), was in Ubereinstimmung mit dem vorangegangenen Experiment
ist. Physiologisch konnte diese Verlangsamung der RanGAP-vermittelten
Hydrolyse durch Yrb30p sehr interessant sein. Ein stabilisierender Einflul3 auf
einen Exportkomplex wirde eine sofortige Dissoziation des Komplexes in der
Nahe der Kernpore nach Eintritt ins Zytoplasma verhindern bzw.

hinauszdgern.
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Abb. 27: Stabilisierung der GTP-gebundenen Form von Gsp1p
durch Yrb30p (Erlauterungen siehe Text)

4.9 Lokalisation von Yrb30p

4.9.1 Unter Wildtypbedingungen lokalisiert Yrb30p ausschlieR-
lich im Zytoplasma

Um die zellulare Lokalisation von Yrb30p unter Normalbedingungen zu
bestimmen, wurden Fusionsproteine von Yrb30p mit dem Griun-fluoreszieren-
den Protein (GFP) hergestellt und in yrb30::HIS3-Zellen exprimiert. Da keine
Uberpriifung der Funktionalitat dieser Proteine méglich war (auBer durch die
bereits bestatigte Ran-Bindung, siehe Aufreinigung von ProtA-Gsp1p bei
Koexpression von GFP-Yrb30p), wurde Yrb30p sowohl N-terminal, als auch
C-terminal mit GFP fusioniert. Dabei wurden die Fusionsproteine meist von
Multikopie-Plasmiden (2u) exprimiert. Bei Expression des Fusionsproteins

unter Kontrolle des eigenen Promoters konnte nur ein schwaches GFP-Signal
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nachgewiesen werden. Daher wurde die Expression des GFP-Fusions-
proteins meist unter Kontrolle des starkeren und kontinuierlich exprimierenden
NOP1-Promoters gestellt. Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurde die Lokali-
sation dieser Fusionsproteine sowohl in einem Wildtyp, als auch in einem
yrb30 Disruptionsstamm bestimmt. In allen Fallen konnte eine homogene
zytoplasmatische Lokalisation von Yrb30p nachgewiesen werden. Der Kern
und die Vakuole bleiben hingegen von Yrb30p ausgespart (sieche Abb. 28).
Eine genomisch C-terminal mit GFP fusionierte Version von Yrb30p wies eine

identische Lokalisation auf.

GFP-Yrb30  Yrbl-GFP

Abb. 28: Lokalisation
von Yrb30p und Yrb1p
im Vergleich

Durch Fluoreszenzmikros-
kopie wurde die Lokalisation
von GFP-Yrb30p im W303-
1a yrb30::HIS3 Disruptions-
stamm bestimmt. Die Bestim-
mung der Lokalisation des
von einem Einfachkopien-
Plasmids exprimierten Yrb1-
GFPp erfolgte in einem
yrb1::H/S3 Disruptions-
stamm.

GFP

Nomarski

Untersucht man die Lokalisation von Hefe-Ran (Gsp1p) unter Wildtyp-
bedingungen, so findet man Ran vorwiegend im Kern. Der im Kern vorhan-
dene Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (RanGEF, Prp20p) wandelt dabei
RanGDP in RanGTP um. Deshalb wurde man erwarten, dald ein RanGTP-
bindendes Protein eine nukleare Lokalisation aufweist. Das mit der GTP-
gebundenen Form von Gsp1p interagierende Protein Yrb1p besitzt allerdings
wie Yrb30p eine ausschliel3lich zytoplasmatische Lokalisation (siehe Abb. 28).
Diese ist erklarbar durch die Funktion von Yrb1p, namlich die Aktivierung der
RanGAP-vermittelten Hydrolyse im Zytoplasma, die insbesondere bei der
Dissoziation von Export-Komplexen eine wichtige Rolle spielt. Allerdings

konnte gezeigt werden, dald Yrb1p kontinuierlich zwischen dem Zytoplasma



Ergebnisse

87

und dem Kern hin und her wandert und vermutlich im Komplex mit Gsp1pGTP
und Xpo1p aus dem Kern exportiert wird (Kunzler et al., 2000). Aufgrund
dieser Ergebnisse wurde im Folgenden Uberpruft, ob dies fur Yrb30p eben-

falls zutrifft.

4.9.2 Yrb30p wird durch Xpo1p vermittelt exportiert

Zur Uberpriifung eines moéglichen Pendelns von Yrb30p zwischen dem Kern
und dem Zytoplasma wurde die Lokalisation von GFP-Yrb30p in verschie-
denen Export-Mutanten bestimmt. Es konnte jedoch keinerlei Anderung der
ausschlieBlich zytoplasmatischen Lokalisation festgestellt werden (siehe
Abb.29).

csel-2 (2h 37°C)  =pol-1 Ch, 37°C)

Abb. 29: Lokalisation von GFP-Yrb30p in den Export-
Mutanten Alos1, Amsn5, cse1-2 und xpo1-1

GFP-
Y1030

Auch in den in der folgenden Tabelle aufgelisteten anderen Transport-
mutanten bzw. unter veranderten Bedingungen wurde keine Mislokalisation
von GFP-Yrb30p beobachtet (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Die Lokalisation von GFP-Yrb30p wurde in
verschiedenen Transportmutanten und unter unterschied-
lichen Wachstumsbedingungen untersucht

Mutante biologische Funktion
Ayrb30 ?
Ayrb30/Ayrb30 diploid ?
xpo1-1 Exportin (s. Tabelle 1)
xpo1-1/xpo1-1 diploid Exportin (s. Tabelle 1)
csel-2 Exportin (s. Tabelle 1)
Alos1 Exportin (s. Tabelle 1)
Amsn5 Exportin (s. Tabelle 1)
Apdr6 Importin (s. Tabelle 1)
Asxm1 Importin (s. Tabelle 1)
rnal-1 RanGAP
prp20-1 RanGEF
Amog1 Nukleotid-Austausch auf Ran,
Ablésung vonRanGDP von NTF2,
yrb1-51 GTPase-aktivierendes Protein
Arip1 Nukleoporin
Anup188 Nukleoporin
Wachstumsbedingung
bei Koexpression von Gsp1G21V
nach Aktivierung des Pheromon-Signalweges durch Zugabe von a-Faktor
wahrend der Sporulation

Als Beispiel sei hier die Lokalisation von GFP-Yrb30p im wt-Stamm bei
Koexpression der GTP-gebundenen Hydroyse-defizienten Gsp1G21V-
Mutante dargestellt (Abb. 30).

GFF Nomarski

GFPE-Yrb30p

Abb. 30: Lokalisation von GFP-Yrb30 bei Koexpression von
Gsp1pG21V

Zellen des W303-1a Stammes wurden mit den Plasmiden
pNOPGFP2L-YRB30 sowie YEp352GAL-GSP1(G21V) kotransformiert.
Zu einer in Raffinose-haltigem Medium exponentiell wachsenden Kultur
dieser Zellen wurde Galaktose (2%) zugegeben um die Expression von
Gsp1p(G21V) zu induzieren und die Lokalisation von GFP-Yrb30p nach
0 min sowie nach 2-stindiger Induktion bestimmt. Es konnte keinerlei
Anderung der zytoplasmatischen Lokalisation detektiert werden.
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Diese Ergebnisse liellen vermuten, da® Yrb30p das zytoplasmatische
Kompartiment nicht verlal3t. Ein moglicher Grund hierfur konnte eine Toxizitat
von Yrb30p innerhalb des nukledaren Kompartiments sein. Zur Uberpriifung
dieser These wurde Yrb30p mit einer externen NLS versehen, die Yrb30p in
den Kern bringen sollte. Hierbei wurde auf die NLS des ribosomalen Proteins
L25 zurtckgegriffen. Nachdem mithilfe eines Westernblots unter Verwendung
des GFP-Antikorpers bestatigt werden konnte, dal® die gewlnschten Fusions-
proteine exprimiert wurden und das erwartete Molekulargewicht aufwiesen
(ohne Bild), wurde deren Lokalisation im Wildtyp und yrb30-Disruptionsstamm
untersucht.

Als Kontrollplasmid diente ein Konstrukt, bei dem der ORF von YRB30 in
umgekehrter Orientierung in das Ausgangsplasmid einkloniert wurde. Da dies
zu einem Abbruch der Translation schon nach 4 Aminosauren fuhrt, entspricht
dieses Konstrukt praktisch einem NLS, 25-GFP-Fusionsprotein.

Wahrend das Produkt des Kontrollplasmids wie erwartet im Kern
akkumulierte, wies das Yrb30-Fusionsprotein mit der funktionellen NLS von
L25 Uberraschenderweise eine ausschliellich zytoplasmatische Lokalisation
auf, die sich nicht von der des GFP-Fusionsproteins ohne NLS unterschied
(Abb. 30). Auch der Austausch der NLS von L25 durch den ORF des essen-
tiellen nukledren Splicing-Faktors Sub2p zeigte keine Anderung dieser zellu-
laren Verteilung (ohne Bild).

Eine mdgliche Erklarung fur dieses Phanomen ist, dal3 Yrb30p im Zytoplasma
festgehalten wird und daher, trotz NLS, nicht in den Kern importiert werden
kann. Andererseits wurde ein Pendel-Mechanismus, bei dem das Protein
zwar importiert, unmittelbar danach allerdings sehr effizient aus dem Kern

wieder exportiert wirde, zum gleichen Ergebnis fihren.
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GFP Nomarski

GFP-
Yrb30p

NLS, ,--
GFPp

NLS, -
GFP-Yrb30p

Abb. 31: Die Fusion einer funktionellen NLS an Yrb30p andert
nicht dessen steady-state Lokalisation

Lokalisation von NLS| ,5-GFP-Yrb30p und GFP-Sub2p-Yrb30p im
Vergleich zu GFP-Yrb30p bzw. dem Kontrollprotein NLS »5-GFPp. yrb30
Zellen wurden bei 30°C in entsprechendem Selektivmedium gezogen.
Die Lokalisation der Fusionsproteine wurde mittels Fluoreszenzmikro-
skopie bestimmt.

Um zwischen diesen zwei Moglichkeiten unterscheiden zu kénnen, wurde die
Lokalisation dieses Fusionsproteins mit externer NLS in den entsprechenden

Export-Mutanten untersucht.
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Abb. 32: Die Lokalisation von NLS,25-Yrb30p bleibt in den
Export-Mutanten Alos1, cse1-2 und Amsn5 unverandert
zytoplasmatisch

Sowohl in der Alos1-Mutante, als auch in der Amsn5-Mutante wurde keine
Anderung des zytoplasmatischen Signals beobachtet, ebenso nicht in der
thermosensitiven cse7-2-Mutante nach zweistindiger Inkubation der Kultur
bei 37°C (Abb. 32).

Ein vollig anderes Ergebnis erhielt man aber in einem Stamm, der das
temperatur-sensitive xpo7-1 Allel besitzt und in dem bei nicht-permissiver
Temperatur Proteine mit einer klassischen, Leucin-reichen nuklearen Export-
Sequenz (NES) nicht mehr exportiert werden kdnnen. In diesem Stamm
konnte bei nicht-permissiver Temperatur eine klare nukleare Akkumulation
des L25-NLS-GFP-Yrb30p Fusionsproteins beobachtet werden (Abb. 33).
Dies lasst darauf schliessen, dal® zumindest das an eine NLS fusionierte
Yrb30p Protein zwischen Zellkern und Zellplasma hin- und herwandert und

Xpo1p fur den nuklearen Export von Yrb30p verantwortlich ist.
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23°C 37°C

Abb. 33: NLSL25-
Yrb30p akkumuliert in
der xpo1-1 Mutante
bei restriktiver Tem-
peratur

Exponentiell bei 23°C
gewachsene Zellen
wurden flar insgesamt
zwei Stunden bei 37°C
inkubiert. Bereits nach 15
Minuten war eine nukleére
Akkumulation des
Fusionsproteins feststell-
bar.

GFP

Nomarski

Xpo1:: KAN
pRS313-xpo1-1

In einem zweiten Experiment wurde die Expression des essentiellen Xpo1p
unter Kontrolle des regulierbaren GAL7-Promoters gestellt. Man konnte auch
hier bei einem Abschalten der Expression durch Zugabe von Glukose ein
nukleares GFP-Signal des NLS-Yrb30p-Fusionsproteins detektieren (Abb.
34).

DEX 3.5h DEX 18h

Abb. 34: Die
Verminderung
von Xpo1p fiihrt
zu einer Akku-
mulation von
NLS|_25-Yrb30p
im Kern

GFP

Nomarski

im Axpo1/GAL-XPO1 Stamm

Ein durch ein Galaktose-induziertes ProtA-XPO1 komplementierter
xpo1::KAN? Disruptionsstamm wurde mit GFP-NLS,,s-YRB30 auf einem
Single-Copy Plasmid transformiert. Nach Wachstum in Galaktose
enthaltendem Medium wurden die Zellen in Glukose enthaltendes Medium
Uberfiihrt. Nach 18 h war die Depletion von Xpo1p vollstandig
abgeschlossen, so dal® der Xpo1p-vermittelte Transportweg vollstandig
inhibiert war.
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Leptomycin B (LMB), ein Metabolit der Bakteriengattung Streptomyces, ist
eine Substanz, die mit CRM1 interagiert und die Erkennung und den Export
klassischer NES-Sequenzen verhindert (Fornerod et al., 1997; Askjaer et al.,
1998; Kudo et al., 1998), nicht jedoch den Export von Yrb1p, welches zwar
ebenfalls durch Xpo1p exportiert wird, jedoch keine klassische NES aufweist
(Kanzler et al., 2000). In der verwendeten LMB-sensitiven S. cerevisiae crm1-
Mutante (CRM1T539C) ist ein zentraler Threonin-Aminosaurerest zu einem
Cystein mutiert (Neville und Rosbash, 1999). LMB alkyliert diesen Cystein-
Rest selektiv und inaktiviert dadurch CRM1 (Kudo et al., 1999). Bereits nach
10-mindtiger Inkubation in Gegenwart von LMB konnte in dieser Mutante eine
starke nukleare Akkumulation des NLS-GFP-Yrb30-Fusionsproteins
nachgewiesen werden. Auch das NES-Protein Yap1p zeigte, wie zuvor
berichtet (Kunzler et al., 2000), bereits nach kurzer Zeit eine nukleare
Akkumulation (Abb. 35).

0 min 120 min

Yrb30p

GFP-

<
>
o
-
©

NomarsKki

Abb. 35: Der Export von GFP-NLS,25-YRB30p ist LMB-sensitiv

GFP-NLS|25-Yrb30 akkumuliert innerhalb kiirzester Zeit in einem LMB-
sensitiven Stamm nach Zugabe von LMB in das Medium im Kern. Als
Positivkontrolle diente das NES-Protein Yap1p.
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Es konnte jedoch nach LMB-Zugabe keine Anhaufung des GFP-
Fusionsproteins von Yrb30p ohne externe NLS beobachtet werden (ohne
Bild).

Die letztgenannten Ergebnisse belegen, dal} nukleares Yrb30p sich wie ein
klassisches NES-Protein verhalt und durch Xpo1p ins Zytoplasma

zuruckgebracht wird.

4.9.3 Die im C-Terminus lokalisierte NES von Yrb30p ist auch in
einem heterologen Kontext funktionell

Zur Eingrenzung der flr den Xpo1p-abhangigen Export erforderlichen NES
(nuclear export sequence) wurde die Sequenz von Yrb30p nach besonders
Leucin-reichen Regionen durchsucht. Dabei fiel besonders ein stark
konservierter Sequenzbereich innerhalb der C-terminalen Domane von
Yrb30p (aa 377-413) auf. Im Folgenden wurde uUberpruft, ob ein nukleares
Reporterprotein durch Anfusionierung der entsprechenden Sequenz ins
Zytoplasma dirigiert werden kann.

Hierzu wurde auf Nmd3p, ein essentielles Protein, welches zwischen dem
Kern und dem Zytoplasma hin und her wandert, zurickgegriffen. Dieses
Protein wird fur den Xpo1p-vermittelten Export von 60S ribosomalen
Untereinheiten aus dem Kern bendtigt. Im C-Terminus besitzt Nmd3p zwei
unabhangig voneinander funktionelle klassische Export-Sequenzen. Eine
Deletion dieser beiden NESs fuhrt zu einer nukledaren Akkumulation und zu
einem Funktionsverlust des Proteins. Die Fusion einer heterologen NES an
das C-terminale Ende des Nmd3pANES1/2-Proteins stellt jedoch die Funktion
wieder her (Ho et al., 2000; Gadal et al., 2001b).

Somit war die Moglichkeit gegeben, durch Fusion von Yrb30p-Sequenz-
abschnitten an Nmd3pANES1/2 , die Funktionalitat einer moglichen Export-
Erkennungssequenz sowohl Uber Wiederherstellung einer zytoplasmatischen
Lokalisation, als auch durch Aufhebung des Wachstumsdefekts der

NMD3ANES1/2-Mutante im nmd3-Disruptionsstamm zu belegen.
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Die Fusionsproteine mit Yrb30(341-440) und Yrb30 (377-440) waren sowohl
in der Lage, die nukleare Lokalisation der NMD3-Mutante ins Zytoplasma zu
verschieben (Abb. 35), als auch den Wachstumsdefekt der NMD3-NES-
Mutante aufzuheben (Abb.36).

GFP Nomarski

NMD3-
eGFP

NMD3ANES1/2-
eGFP

NMD3ANES1/2-
eGFP-
YRB30(341-440)

NMD3ANES1/2-
eGFP-
YRB30(377-440)

Abb. 36: Die Fusion von Yrb30p-Sequenzabschnitten fuhrt
zu einem Export der NMD3ANES1/2-Mutante
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nmd3ANES- nmd3ANES-
eGFP eGFP-
YRB30(341-440)
eGFP

‘ J/ YRB30(377-440)

Abb. 37: Der Austausch der Nmd3p-NES durch die Yrb30p-
NES komplementiert den Wachstumsdefekt der nmd3ANES-
Mutante.

Der nmd3-Disruptionsstamm wird sowohl durch Nmd3p-eGFP, als
auch durch Nmd3pANES1/2-eGFP-YRB30(341-440) und
Nmd3pANES1/2-eGFP-YRB30(377-440) komplementiert, nicht jedoch
durch Nmd3pANES1/2-eGFP.

Ein Vergleich bereits bekannter, von Xpo1p erkannten klassischen Export-
Signalsequenzen mit dem Leucin-reichen Sequenzabschnitt in der C-
terminalen Domane von Yrb30p und seinen Homologen (siehe Kapitel 5.3).
lalkt keine eindeutige Sequenzhomologie der erkannten Aminosaurereste
erkennen. Die Diversitat der bekannten NES-Sequenzen lalt jedoch den
Schluf zu, daB neben der optimalen Erkennungssequenz
(Lxz(F/I/LINVIM) X142, 3Lx(I/V/L) (Macara, 2001) auch andere &hnliche
Sequenzen, die jedoch einen hohen Anteil an hydrophoben Leucin- und
Isoleucin-Resten aufweisen mussen, gut erkannt werden. Im Folgenden sind

zwei mogliche Erkennungssequenzen der Yrb30p-Homologen angegeben.
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Tabelle 6: Vergleich bekannter NES-Sequenzen mit der Leucin-reichen
Sequenz der Yrb30-Homologen

PKI: Protein-Kinase Inhibitor, HIV1-REV: human immunodeficiency virus type 1 Rev protein; MAPKK: mitogen-
activated protein kinase kinase; MVM NS2:minute virus of mice NS2 protein; hcycB: human cyclin B1; NMD:
Nonsense mediated decay; S.C. Saccharomyces cerevisiae; A. G.: Ashbya gossypii, C. A.: Candida albicans; S. P.:

Saccharomyces pombe; N.C.: Neurospora crassa; *: Im Folgenden mutierte Aminosauren (s. Text)

PKI-NES A L Kus A G s D [

HIV1-REV P P E R BN T QN

MAPKK Q K Kpus E E psm E mn

MVM NS2 M T K KNSl G THSE T [

hcycB1 C Q AN s D V | 8

NMD3-1 Y E L F s Q E @S E E

NMD3-2 I D E L B D E W D E

S.C. Y Kl T S gkl Q S

A.G. Y RS T S s Q N magliche

CA.. Y REW C RBEW E E NES-

Sp2 v "M ‘S eoquena T

2'2'2 I\\(/I E :: 8 2 t 8 E (Yrb30p 384-393)
Y K i@ T S  L*
Y RS T S L mogliche
Y RS C R L NES-
Y REE C A L Erkennungs-

sequenz 2

I\Y/I S t g 2 t (Yrb30p 381-390)

Zur Verifikation einer Erkennungssequenz wurden die mit einem Stern
markierten Aminosauren zu Alanin mutiert. Die daraus hervorgegangenen
Mutanten YRB30(L388A,L391A) sowie YRB30(I385A,L388A,L391A) zeigten
eine unveranderte zytoplasmatische Lokalisation. Allerdings konnte durch
Uberprifung der NES-Aktivitdt der Mutanten durch Fusion des Sequenz-
bereichs (aa) 377-440 an NMD3ANES1/2 nachgewiesen werden, daf’ auch in
diesem NMD3-Kontext keine Beeintrachtigung der NES-Aktivitat durch diese
Mutationen erreicht werden konnte. Eine mogliche Erklarung hierfur konnte
sein, dal die restlichen meist hyrophoben Reste des Sequenzbereichs (aa)
377-414 fur die Erkennung durch Xpo1p ausreichen. Hierzu findet sich ein
ahnliches Beispiel bereits in der Literatur: Snurportin 1, welches zusammen
mit Importin f den Import von mszG-markierten U snRNPs vermittelt, wird
durch CRM1 (Xpo1p) exportiert. Dabei erkennt CRM1 nicht eine klassische
NES auf Snurportin 1, sondern bendtigt einen grolen Sequenzabschnitt zur

Interaktion (Paraskeva et al., 1999).
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Als weiteren Hinweis, dal} es sich bei dieser Sequenz tatsachlich um eine
funktionelle NES handelt, kann die Tatsache angesehen werden, dal} eine
Yrb30pANES-Mutante bereits unter Wildtypbedingungen nukleare Akku-
mulation aufweist (Abb. 38). Dies bedeutet allerdings auch, dal} die erwahnte
Mutante auf irgendeine Weise in das nukleoplasmatische Kompartiment
gelangt. Eine Diffusion dieses im Vergleich zum Wildtyp-Protein um ca. 7 kDa
kleinere Protein durch die Kernpore und anschlielende Akkumulation im Kern
kann mit dem bisher dargestellten Ergebnissen prinzipiell nicht vollkommen
ausgeschlossen werden. Moglicherweise findet jedoch auch ein aktiver Import
der Yrb30ANES-Mutante statt (siehe auch nachstes Kapitel).

Normalfluoreszenz-
Aufnahme

Konfokal-Aufnahmen

GFP-
Yrb30
(1-377)p

Abb. 38: Lokalisation von Yrb30(1-377)p im Wildtyp-
Stamm unter Standardbedingungen

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dafd Yrb30p im C-Terminus eine
Leucin-reiche Exporterkennungssequenz besitzt, die sowohl ausreichend als
auch notwendig fur den Xpo1p-abhangigen Export von NLS-Yrb30p ist.
Allerdings konnte — im Gegensatz zu Yrb1p — keine nukledre Akkumulation
des unfusionierten Gesamtproteins durch Inhibition des Xpo1p-abhangigen
Transports beobachtet werden. Eine madgliche Erklarung fir dieses
Phanomen ware ein alternativer Exportweg, etwa uber die RanGTP-

Bindungsdomane (siehe auch Diskussion).
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4.9.4 Eine N-terminal deletierte Yrb30p-Mutante pendelt zwischen
Kern und Zytoplasma hin und her

Untermauert wurde die These eines Uber die RanGTP-Bindung vermittelten
alternativen Transportweges fur das Yrb30p-Gesamtprotein durch ein
Experiment unter Verwendung einer N-terminal verkurzten Yrb30p-Mutante,
die nicht mehr in der Lage ist Gsp1p direkt zu binden (siehe Abb. 18). Diese
Mutante kann aufgrund ihrer NES-Sequenz im C-Terminus durch Xpo1p aus
dem Kern exportiert werden, der postulierte RanGTP-vermittelte alternative
Exportweg bleibt dieser Mutante jedoch verwehrt. Nach Inhibition des Xpo1p-
vermittelten Exportweges durch Zugabe von Leptomycin B andert sich die
zytoplasmatische Lokalisation dieses Proteins drastisch, so daf bereits nach

5 Minuten eine deutliche Akkumulation im Kern zu beobachten war (Abb.38b).

Diese schnelle Akkumulation deutet eindeutig auf einen aktiven Transport
dieses Proteins in den Kern hin, eine Diffussion in den Kern kann in diesem
Experiment (im Gegensatz zum vorangegangenen Versuch) ausgeschlossen
werden. Dies zeigt, dall Yrb30p eine funktionelle NLS in der C-terminalen
Halfte des Proteins besitzt. Unter der Annahme, da® die in Abb. 38
dargestellte Mutante (Yrb30ANES) aufgrund aktiven Imports im Kern
akkumuliert, ist eine NLS fur Yrb30p im Sequenzbereich der Aminosauren

252-377 zu postulieren.

0 min 10 min 30 min 60 min

GFP

GFP-
Yrb30
(252-440)p

Nomarski

Abb.38b: Yrb30(252-440)p akkumuliert nach Zugabe von
Leptomycin B im Kern

Zu exponentiell wachsenden Zellen wurden 100 ng/ml Leptomycin B
zugegeben, wodurch nach bereits wenigen Minuten eine starke
Akkumulation des GFP-Fusionsproteins unter dem
Fluoreszensmikroskoo beobachtet werden konnte.
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4.10 Die RanGTP-Bindung im Export-Komplex unterscheidet
sich von der direkten Ran-Bindung

Da die beobachtete schnelle Akkumulation der Yrb30p-Mutante Yrb30(252-
440)p nach Zugabe von Leptomycin B auf den blockierten Export dieses
Proteins zurtickzuflhren ist, sollte es moglich sein, diesen Export-Komplex in
vitro nachzuweisen. Dies ist insbesondere deshalb interessant, da diese
Mutante im Gegensatz zum Gesamtprotein nicht in der Lage ist, Gsp1p direkt
zu binden. Durch entsprechende Bindungsstudien konnte tatsachlich
nachgewiesen werden, dal® die Mutante Yrb30(252-440)p trotz fehlender
direkter RanGTP-Bindung in der Lage ist, den trimeren Exportkomplex mit
Xpo1p zu bilden, wahrend die Yrb30ANES-Mutante dies nicht kann (Abb. 39).
Die schwachere Gsp1p-Bande im trimeren Komplex mit Yrb30p(252-440) ist
durch die fehlende Bildung von dimeren Yrb30p-Gsp1pGTP-Komplexen zu
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Abb. 39: Die RBD-Mutante Yrb30(252-440) kann den
trimeren Export-Komplex bilden, nicht jedoch die NES-
Mutante Yrb30(1-377)
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4.11 Analyse genetischer Beziehungen von YRB30 mit
anderen Komponenten der Hefe

4.11.1 YRB30 ist nicht essentiell fur vegetatives Wachstum unter
verschiedenen Bedingungen und fiur verschiedene
Prozesse (inklusive nukleozytoplasmatischem Transport)

Um die Funktion dieses neuen Ran-bindenden Proteins zu bestimmen, wurde
zunachst das fur Yrb30p kodierende Gen im W303-Stamm disruptiert (siehe
Material und Methoden). Es zeigte sich, dall YRB30-disruptierte Zellen bei
16°C, 23°C, 30°C, 35°C und 37°C sowohl lebensfahig sind, als auch im
Vergleich zum YRB30-wt-Stamm keinerlei Wachstumsdefekt aufweisen
(siehe auch Abb. 41, Spur 1,2), . Ubereinstimmend hiermit zeigen auch die
Disruptionen der Yrb30-Homologen in A. gossypii und der beiden Yrb30-
Homologen in S. pombe (Abb. 40) keinerlei Wachstumsdefekt. Die
Lebensfahigkeit der YRB3O0-disruptierten Zellen deutet auf eine nicht-

essentielle Funktion von Yrb30p hin.

wi

SPCC584A
SPAC31A
SPCC584A/SPAC31A

YESS 36°C

Abb. 40: Wachstum der S. pombe Disruptions-Stamme bei 36°C

4.11.1.1 Verschiedene Transportfaktoren zeigen in Kombination mit der
Deletion von YRB30 keinen Wachstumsdefekt

Die Funktion von Ran im nukleozytoplasmatischen Transport ist die einzige
klar etablierte Funktion von Ran in Hefe. Um eine Transportfunktion von
Yrb30p nachzuweisen, wurde der yrb30-Disruptionsstamm (W303-1a
yrb30::HIS3) mit verschiedenen Transportmutanten gekreuzt (Tabelle 7) und
eventuelle Wachstumsdefekte der Doppelmutanten durch Verdlinnungsreihen

auf entsprechendem Festkulturmedium analysiert.



Ergebnisse

102

Tabelle 7: Verschiedene Transportmutanten zeigen in Kombination mit

der yrb30-Disruption keinen Wachstumsdefekt

Transportmutante Funktion

gsp1-1 (siehe Abb. 42) Ran

rnal-1 (siehe Abb. 41) RanGTPase-aktivierendes Protein (RanGAP)
prp20-1 Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor

yrb1-51, -52 Koaktivator der RanGA

Amog1 Ran-bindendes Protein

Akap123 Importin (s. Tabelle 1)

srp1-31 Adaptor an Importin

xpo1-1, -2, -3 Exportin (s.Tabelle 1)

Alos1 Exportin (s. Tabelle 1)

Amsn5 Exportin (s. Tabelle 1)

csel1-2 Exportin (s. Tabelle 1)

Anup?2 Nukleoporin, RanGTP-bindendes Protein
Ayrb2 Strukturelle Funktion, Beteiligung beim Export
Anup42 Nukleoporin

Als Beispiel sei die Wachstumsanalyse der Transportmutanten rna1-1 (Abb.

41) sowie gsp1-1 (Abb. 42) im yrb30-Disruptionsstamm dargestellt.

23°C 29°C 33°C

B e

1-W303-1a wt 2-W303-1a yrb30::HIS3
3-W303-larnal-1 4-W303-larnal-1 yrb30::HIS3

Abb. 41: Wachstumsanalyse der Sporen einer Kreuzung der
temperatursensitiven rna1-1 Transportmutante mit dem
yrb30-Disruptionstamm

Verdiinnungen einer bei 23°C gewachsenen Kultur der entsprechen-
den Stdmme wurden auf YPD-Festmedium aufgetropft und bei den
angegebenen Temperaturen fir 2 Tage inkubiert.

30°C 35°C

1-W303-1a wt 3-W303-1a yrb30::HIS3
2-W303-1a gsp1-1 4-W303-1a gsp1-1 yrb30::HIS3

Abb. 42: Die temperatursensitive gsp1-1-Mutante zeigt
keinen verstarkten Wachstumsdefekt im yrb30-Disruptions-
stamm.
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4.11.1.2 Die Uberexpression von Yrb30p supprimiert partiell die Toxizitét

der Gsp1pG21V-Mutante

Durch Uberexpression von Yrb30p konnte hingegen partiell die Toxizitat der
Gsp1pG21V-Mutante, die durch die fehlende GTP-Hydrolyse dieser Mutante
hervorgerufen ist, ahnlich wie im Fall von Yrb1p supprimiert werden (Abb. 43).

Dies bestatigt genetisch die identifizierte physikalische Interaktion von Yrb30p

und Gsp1p.

GAL-Gspl wt + 2u-GAL
GAL-Gspl G21V + 2u-GAL
GAL-Gspl wt + 2u-GAL-Yrbl

GAL-Gspl G21V + 2u-GAL-Yrbl

Dextrose

Galactose

von Galaktose-induzierbaren

Abb. 43: Suppression der Toxizitat von Gsp1 G21V
W303-1a Zellen wurden mit wt GSP1 bzw. der G21V-Mutante
sowie YRB30, YRB1 bzw. leerem Vektor, jeweils unter Kontrolle

Promotoren, kotransformiert.

Stationare Kulturen dieser Stdmme wurden verdinnt (s. Material
und Methoden) und auf Glukose(Dextrose)- bzw. Galaktose-
haltigem Selektivmedium aufgetropfelt. Zur Wachstumsanalyse
wurden die Zellen 3 Tage bei 30°C wachsen lassen.

Allerdings konnte durch Uberexpression von Yrb30p in verschiedenen

Transportmutanten kein weiterer Phanotyp detektiert werden.

Tabelle 8: Uberexpression von Yrb30p in verschiedenen

Transportmutanten
getestete Transportmutanten bei | Funktion
Uberexpression von Yrb30p
Akap123 Importin (s. Tabelle 1)
Anmd5 Importin (s. Tabelle 1)
Asxm1 Importin (s. Tabelle 1)
Alhp1 Importin (s. Tabelle 1)
Apdr6 Importin (s. Tabelle 1)
Alos1 Exportin (s. Tabelle 1)
Arip1 Nukleoporin
Anup188 Nukleoporin
prp20-1 Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor
rnal-1 RanGTPase-aktivierendes Protein
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4.11.1.3 Uberpriifung von Sensitivititen auf bestimmte Zellgifte bzw.
Wachstum unter speziellen Bedingungen

Um auf eine andere Weise Hinweise auf die biologische Funktion eines
gegebenen Proteins zu erhalten, kann man das Wachstumsverhalten eines
Wildtyp-Stammes im Vergleich zum Disruptionsstamm unter dem Einflul}
bestimmter Zellgifte bzw. spezieller Wachstumsbedingungen untersuchen.
Zur Bestimmung der zelluldren Funktion von Yrb30p wurden folgende

Wachstumsbedingungen getestet.

Tabelle 9: Untersuchung spezieller Wachstumsbedingungen

Wachstums- Bemerkung Bedingungen
bedingung (Wirkungsweise bzw. Test auf...)
Cycloheximid Resistenz gegenlber geringen Filter auf YPD-Medium mit
(siehe Abb. Mengen ist meist assoziiert mit 0.5-1.5 ug/ml Cyclo-
44) Proteinen der Protein-Synthese, des | heximid

Zell-Zyklus und der Zellwand.
Benomyl Mikrotubuli-Inhibitor YPD + 5-30 pg/ml
(siehe Abb.45)
Nocodazol Actin-Depolymerisator YPD + 15 ug/ml
Ethanol Defekte in der Protein-Stabilitat (evtl. | YPD

Verbindung zu Hitze-Schock- +1.5-6% EtOH

Proteinen)
Formamid allgemeiner Protein-Defekt YPD

+ 1.5-4.5% Formamid

Wasserstoff- Oxidativer Stress Filter auf YPD-Medium mit
peroxid 1.5 -6 ul 30% H,0,

Hochsalz NaCl

Defekt meist assoziiert mit Defekten
der Zellwand bzw. des Zytoskeletts

YPD + 1.2 M NaCl

(osmotischer Stress)

Hochsalz LiCl | s. o. YPD + 1.2 M LiCl
Calcofluor- Defekte in der Zellwand-Biosynthese | YPD (pH 6.5) + 20 pg/ml
weild Calcofluorweify

Sorbitol Zellwand- bzw. Zytoskelett-Defekte YPD + 1-1.5 M Sorbitol

geringe Ca**-

Abhangigkeit von Ca®*-lonen

YPD + 15 mM EGTA

Kontrollantwort
(induziert Histidin-Mangel)

Konzentration

cu® Abhangigkeit (der Expression bzw. YPD + 10-500uM CuSO,
Stabilitat) von Cu*-lonen

YPGal Defekt in der Galaktose- YPGal
Fermentation

YPRaff Defekt in der Raffinose-Fermentation | YPRaff

YPGlycerin Defekte bei der Zellatmung 3% Glycerin als alleinige

Kohlen-stoffquelle
3-AT Defekt in der Allgemeinen SDC-his

+10-50 mM 3-AT

(nach (Hampsey, 1997))
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Unter allen getesteten Wachstumsbedingungen konnte kein bzw.

verstarkter Defekt mit dem yrb30-Disruptionsstamm beobachtet werden.

kein

W303la W303-1a yrb30::HIS3

07 14 07 14

Abb. 44: Der yrb30-Disruptionsstamm zeigt keine erhohte
Sensitivitat gegeniliber dem Proteinsynthese-Inhibitor
Cycloheximid

0.05 ODggo einer stationaren Kultur des jeweiligen Stammes wurde
gleichmafig in 2ml der oberen Schicht von YPD-Festmedien
eingegossen. Nach Aushartung des Mediums wurden mit
Cycloheximid versetzte sterile Rundfilter auf die Mediumoberflache
aufgebracht und die Zellen bei 30°C wachsen lassen. Die Starke der
Inhibition des Wachstums ist am Radius des Bereichs nicht-
wachsender Zellen ablesbar.

ug/ml 0
W303-1a (§) QD w - 06
W303-1a 00 &> - @&

yrb30::HIS3

Abb. 45: Unter dem EinfluR des Mikrotubuli-Inhibitors
Benomyl verhalt sich der yrb30-Disruptionsstamm wie ein
wt-Stamm (siehe Wachstumsanalyse, Material und Methoden)

4.11.1.4 Uberpriifung Hefe-spezifischer Funktionen

Auch Defekte des Disruptionsstammes in Hefe-spezifschen Prozessen

wurden untersucht:

Tabelle 10: Uberpriifung Hefe-spezifischer Funktionen

Funktion Untersuchungsmethode

0.5h, 1h, 2h, 3h

Konjugation Konjugation auf YPD-Festmedien fir

auf Sporulationsmedium sowie in

unter dem Lichtmikroskop)

Sporulation Bestimmung der Sporulationseffizienz

Flussigkultur (Vergleich mit wt-Stamm

Invasives Wachstum (siehe Abb. 46)
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1-W303-1a

3-3, MAT a
4-3% yrb30::HIS3

A B

2-W303-1a yrb30::HIS3
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Abb. 46: Yrb30p wird nicht fiir invasives Wachstum bendétigt
Die auf YPD-Festmedium gleichmalig aufgewachsenen Zell-
ausstriche (A) des nichtinvasiven W303-1a Stammes und des invasiv
wachsenden =-Stammes sowie Disruptionen von YRB30 in diesen
Stdmmen wurden unter flieBendem Wasser vorsichtig abgewaschen
(B). Die bereits in den Agar hineingewachsenen Zellen konnten durch
weiteres Wachstum bei 30°C noch deutlicher nachgewiesen werden.

4.11.1.5 Uberpriifung von Transportdefekten in Ayrb30-Zellen mithilfe

verschiedener Reporterproteine

Eine Beteiligung von Yrb30p in verschiedenen zellularen Prozessen wurde

auch Uber eine durch Disruption von YRB30 verursachte Mislokalisation

verschiedener Reporterproteine Uberpruft (Tabelle 11).

Tabelle 11: Die Disruption von YRB30 fiuihrt nicht zu einer
Mislokalisation der angegebenen Reporterproteine

Reporterprotein

Funktion

Lokalisation

unter Wildtyp-

bedingungen

Bub3p 'Checkpoint’-Protein, Zell-Zyklus-Arrest | Nuk
Sec13p Komponente der COPII-Schicht endo- NPC-L (Nuk)
plasmatischer Vesikel
Gced11p Gamma-Untereinheit des Translations- | Zyt
Initiations-Faktors elF2
Hog1p Komponente des Signalswegs zur (Zyt)+Nuk
Antwort auf hohe Osmolaritat
Srp1p Karyopherin-alpha, als Adapter beim Nuk
(siehe Abb. 47) Import NLS-haltiger Proteine beteiligt
Rpl25p Ribosomales Protein, assembliert im Zyt
Kern mit 60S-Untereinheit des
Ribosoms
Mtr10p Karyopherin (Importin) Nuk
Yap1p Transkriptionsfaktor Zyt
NLS-NES-GFPp (synthetisches pendelndes Protein) Zyt + (Nuk)
Spo7p fur Mitose erforderliches Protein NPC-L
Yrb1p RanGAP-aktivierendes Protein Zyt
Stebp beteiligt beim Pheromon-Signalweg Zyt+Nuk
SV40NLS-GFP NLS-Reporterprotein Nuk
(pPGADGFP)
Mtr2p beim mRNA-Export beteiligtes Protein Nuk
Mex67p beim mRNA-Export beteiligtes Protein Nuk+NPC-L

Zyt = Zytoplasmatisch, Nuk = Nuklear, NPC-L = Lokalisation an Kernpore
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W303-1a Ayrb30::HIS3/
SRP1-GFP

W303-1a/SRP1-GFP

Abb. 47:

Die Lokalisation von
Srp1-GFPp bleibt im
yrb30-Disruptions-
stamm unverandert

Einige mRNA-Exportfaktoren, wie z.B. NpI3p, werden nach erfolgtem mRNA-
Export, gebunden an Importrezeptoren, als klassische Proteinimportkomplexe
in den Kern zurlck gebracht. Da dieser Re-Import Ran-abhangig ist, fihrt ein
defektes Ran-System zu einem mMRNA-Exportdefekt. Daher sollten
Mutationen nicht nur in direkt beim mRNA-Export beteiligten Komponenten,
sondern auch in indirekt beim Re-Import von mRNA-Exportfaktoren
involvierten Proteinen, zu einer Akkumulation von mRNA im Kern fuhren. Um
zu testen, ob Yrb30p eine direkte oder indirekte Rolle beim mRNA-Export
spielt, wurde daher die Lokalisation von polyadenylierter mRNA im Wildtyp-
Stamm mit der im yrb30-Disruptionsstamm verglichen (Abb. 48).

Die Tatsache, daf® auch im yrb30-Disruptionsstamm mRNA in gleicher Weise
ins Zytoplasma exportiert werden kann, deutet darauf hin, dal3 Yrb30p

keinerlei Einflul} auf die Lokalisation von mRNA ausubt.
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- . - -

Uberlagerung
poly(A)*
poly(A)*
/DNA

W303-1a

W303-1a
Ayrb30

Abb. 48: Der Export polyadenylierter mRNA ist im yrb30-
Disruptionsstamm nicht beeintrachtigt

Wildtyp und Ayrb30-Zellen wurden bei 30°C wachsen lassen und die
Lokalisierung der polyadenylierten-RNA mittels Oligo(dT)-in-situ-
Hybridisierung bestimmt. Als Positivkontrolle diente der einen
MmRNA-Exportdefekt aufweisende temperatursensitive mex67-5
Stamm, dessen bei 30°C gewachsene Kultur vor Bestimmung der
Lokalisation polyadenylierter mRNA 5 Minuten bei 37°C inkubiert
wurde. Die DNA wurde durch DAPI angefarbt. Eine Uberlagerung
der beiden Signale belegte, dalR der Export von mRNA ins
Zytoplasma in Ayrb30-Zellen voll funktionell ist.
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4.12 Durchmusterung des Genoms auf synthetisch letale
Beziehungen von YRB30 mit verschiedenen
Transportmutanten ('SL-Screen’)

Der Begriff Synthetische Lethalitdt bezeichnet den Zelltod aufgrund
Kombination zweier nicht-letaler Mutationen. Bender und Pringle entwickelten
hierzu 1991 eine Methode, um das Genom auf miteinander genetisch
interagierende Gene zu durchmustern (Bender und Pringle, 1991).

Unter Verwendung der yrb30-Deletionsmutante wurde eine solche genetische
Durchmusterung des Genoms, wie in Kapitel 3.2.2.10 beschrieben,
durchgefihrt. Dabei wurden 125.000 Transformanten analysiert. 26
Transformanten hatten die Fahigkeit zu sektorieren verloren und zeigten eine
rote Kolonienfarbe auf. Allerdings konnten alle 26 roten Kolonien das Plasmid
verlieren und somit auf FOA wachsen, so dal keine wirklichen mit Ayrb30

synthetisch lethalen Mutationen erzeugt werden konnten.

4.13 Durchmusterung des Hefegenoms nach weiteren
Bindungspartnern von Yrb30p mittels der Zwei-Hybrid-
Technik

Aufgrund der guten Resultate bei der Durchmusterung des Hefegenoms nach
neuen Ran-Interaktoren (Kapitel 4.2) wurde eine entsprechende Analyse in
Zusammenarbeit mit Micheline Fromont-Racine (Institute Pasteur, Paris) auch
mit Yrb30p als Beute durchgefuhrt. Obwohl sehr viele diploide
Transformanten auf Interaktion getestet werden konnten (58 Millionen), wurde
lediglich das Protein Xdj1p identifiziert.

Xdj1p ist homolog zum bakteriellen Chaperon Dnad. Die Tatsache, dafl}
dieses Protein in vielen Zwei-Hybrid-Analysen detektiert wurde, deutet darauf

hin, dal} es sich dabei um eine unspezifische Interaktion handelt.
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4.14 Biochemische Versuche zur Identifizierung von
Proteinen, die mit Yrb30p interagieren

Zur biochemischen Identifizierung von weiteren Bindungspartnern von Yrb30p
wurden verschiedene Ansatze gewahlt. Als einer dieser Ansatze wurde
Yrb30p als ProtA- (bzw. ProtA-CBD-) Fusionsprotein aus Hefe aufgereinigt
und koreinigende Proteinbanden massenspektrometrisch analysiert. Dabei
erfolgte die Elution der Fusionsproteine von der IgG-Affinitatsmatrix durch
proteolytische Abspaltung des bindenden ProtA durch die TEV-Protease
(TEV-Eluat). Im Fall des eluierten Yrb30-CBDp wurde durch Anbindung,
Waschen der Matrix und Elution der gebundenen Proteine an eine
Calmodulin-Matrix das TEV-Eluat weiter aufgereinigt. Die jeweiligen Fusions-

proteine konnten in allen Fallen gut aufgereinigt werden (Abb. 49).

kDa
© Abbauprodukte —— — 220
von Yrb30 =r 160
<> Keratin ’— =
—-—— |— 120
X Yrb30p == |
<+ CBD- Yrb30p -
— | 80
HSP SSA2 ' 70
HSP SSBI—F| == — -
. < e — 60
EF-1+ __, | we—yy - ) - aa :
- e
EF-2 "'"O T o - 50
o o A a—-— 40
¥ - — 30
TEV —» _
Gsplp —» . - - 25
~ - — 20
1 2 3
Abb. 49: TEV-Eluate (Spur 1,2) sowie Calmodulin-Eluat
(Spur 3) der Aufreinigung von YRB30-ProtAp (Spur 1) sowie
YRB30p-CBD-ProtAp (Spur 2, 3)
Die massenspektrometrische Analyse der untersuchten koreinigenden
Proteine bestatigte die Bindung an Gsp1p, identifizierte ansonsten
jedoch nur bei dieser Methode haufig vorkommende
Verunreinigungen. Erlduterungen siehe Text

Einige der koreinigenden Banden wurden massenspektrometrisch analysiert.

Dabei wurden neben Gsp1p (und Abbaubanden von Yrb30p) jedoch nur bei
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dieser Methode bekannte Verunreinigungen, wie die Hitzeschockproteine
Ssa2p und Ssb1p, Keratin, sowie die Translationselongationsfaktoren Ef1p
und Ef2p identifiziert. Daher ist davon auszugehen, dal} es sich um keine
spezifische Bindung dieser Proteine an Yrb30p handelt. Verwunderlich ist,
dal durch die zusatzliche Aufreinigung an einer Calmodulin-Matrix, grof3e
Mengen des spezifisch an Yrb30p bindenden Gsp1p verloren gehen. Zwar
konnte durch einen Western-Blot Gsp1p spezifisch nachgewiesen werden
(ohne Bild), jedoch kdnnte die relativ geringe Menge koreinigenden Gsp1p
durch eine moglicherweise zu hohe Salzkonzentration im Puffer bzw. zu
hohem Gehalt an Ca**-lonen (die zur Elution der gebundenen Proteine
fuhren) erklart werden. Durch Optimierung der Bedingungen des zweiten
Aufreinigungsschrittes konnte dies wahrscheinlich verbessert werden.
Rekombinant hergestelltes GST-Yrb30p war — wie in Kapitel 3.4.2 erwahnt —
in der Lage, Gsp1p spezifisch aus GTPyS-beladenem Hefeextrakt aufzu-
reinigen. Neben Gsp1p wurden auch andere koreinigende Proteinbanden
dieses Experiments analysiert. Neben bekannten Verunreinigungen konnte
hierbei lediglich die ubiquitare Alkoholdehydrogenase (Adh1p) identifiziert
werden.

Zur Uberpriifung, ob Yrb30p hochmolekulare Komplexe bildet, wurde Hefe-
lysat in einem Saccharose-Gradienten aufgetrennt und mithilfe des Yrb30-
Antikorpers Yrb30p in den einzelnen Fraktionen nachgewiesen (siehe
Material und Methoden). Da Yrb30p ausschliel3lich bei geringster
Saccharose-Konzentration nachgewiesen werden konnte (ohne Bild), deutet
dies darauf hin, dall Yrb30p keine hochmolekularen Komplexe mit
Ribosomenuntereinheiten bildet.

Die Fahigkeit zur Ausbildung eines Homodimers wurde Uberpruft, indem
rekombinantes GST-Yrb30p (ca. 90 kDa) mit His-Yrb30p (ca. 64 kDa)
inkubiert wurde und die an GSH-Sepharose gebundenen Proteine auf einem
SDS-Polyacrylamidgel analysiert wurden. Es konnte keinerlei Dimerbildung
beobachtet werden.

DieTatsache, dal} keine Komplexe mit anderen Proteinen identifiziert werden
konnten, deutet maoglicherweise darauf hin, da® Yrb30p nur transiente

instabile Komplexe ausbildet.
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5 Diskussion

5.1 Yrb30p ist ein neuer Modulator des RanGTPase-Zyklus

Mutationen der kleinen Ras-ahnlichen GTPase Ran fuhren zu unterschied-
lichen zellularen Defekten: Neben einem gestdrten nukleozytoplasmatischen
Transport konnte man auch Defekte bei der Prozessierung von mRNA, der
DNA-Replikation, der Initilerung der Transkription, des Zellzyklus, der
Reaktion auf Pheromone, der Chromosomen-Segregation, der Ausbildung
von Mikrotubuli sowie der Neubildung einer Kernmembran am Ende der
Mitose beobachten (Kornbluth et al., 1994; Hughes et al., 1998; Fleig et al.,
2000; Moore, 2001).

Zu Beginn dieser Arbeit war unklar, in wieweit die beobachteten Phanomene
die Folge eines gestorten nukleozytoplasmatischen Transports sind bzw.
direkt durch Ran gesteuerte Prozesse reflektieren. Durch unterschiedliche
Bindungspartner der nukleotidgebundenen Formen der kleinen Ras-ahnlichen
GTPase Ran, stellt dieses Protein prinzipiell einen idealen Regulator zur
Steuerung zellularer Prozesse dar. Daher ist es durchaus denkbar, dal viele
unterschiedliche Effektoren von Ran fur die Steuerung bestimmter zellularer
Prozesse verantwortlich sind.

Mittlerweile konnte gezeigt werden, dal} bei der Ausbildung von Mikrotubuli-
Astern sowie der Kernmembran die Karyopherine als Ran-Effektoren eine
entscheidende Rolle spielen (Nachury et al., 2001; Zhang et al., 2002).
Trotzdem existieren noch andere Ran-bindende Proteine, insbesondere die
Familie der RanBP1-verwandten Proteine (Yrb1p, Yrb2p, Nup2p in S.
cerevisiae), die als Modulatoren des RanGTPase Zyklus einen wichtigen
Einfluld auf diese Prozesse ausuben. Darauf deutet z.B. auch die Tatsache
hin, dal} die Yrb1p-Konzentration in der Telophase, bei Neubildung der
Kernmembran, stark absinkt (Guarguaglini et al., 2000).

Ob auch noch andere Prozesse direkt — also unabhangig von einem
funktionellen nukleozytoplasmatischen Transport - durch Ran gesteuert

werden, ist bislang unklar.
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Zur ldentifizierung neuer Ran-Bindungspartner in der Hefe S. cerevisiae
wurde in dieser Arbeit eine Zwei-Hybrid-Durchmusterung des Genoms
eingesetzt. Die Tatsache, dal bereits bekannte Ran-bindende Proteine wie
Karyopherine, Yrb1p und Mog1p identifiziert wurden zeigt, dal} der
Versuchsansatz und die gewahlten Bedingungen gut geeignet sind, neue
Ran-bindende Proteine zu finden. Interessanterweise wurde Mog1p in der
Studie mit der Gsp1T26N-Mutante als Beute identifiziert, die als nukleotidfrei
bzw. als GDP-gebunden angesehen wird. Ubereinstimmend hierzu wurde
Mog1p kurzlich mit der Ablésung von RanGDP von seinem Importrezeptor
NTF2 sowie mit dem Nukleotidaustausch auf Ran durch RanGEF in
Verbindung gebracht (Steggerda und Paschal, 2000; Nicolas et al., 2001). Als
einziges neues physikalisch mit Ran interagierendes Protein konnte YGL164c
identifiziert werden, das Yrb30p genannt wurde. Dieses in der Analyse mit der
hydrolysedefizienten und daher GTP-gebundenen Gsp1G21V-Mutante
identifizierte Protein bindet mit einer hohen Affinitat (10 nM) spezifisch an die
GTP-gebundene Form von Hefe-Ran (Gsp1p). Die Bindungsstelle auf
Gsp1pGTP Uberlappt dabei mit der von Yrb1p und unterscheidet sich von
derjenigen von Importin-. Trotz dieser Ahnlichkeit zu Yrb1p inhibiert Yrb30p
im Gegensatz zum koaktivierenden Yrb1p die RanGAP-vermittelte GTP-

Hydrolyse von Ran und ahnelt in diesem Punkt mehr den Karyopherinen.

5.2 Yrb30p pendelt moglicherweise zwischen Kern und
Zytoplasma

Die Existenz einer durch den Exportrezeptor Xpo1p (CRM1) erkannten
funktionellen NES in Yrb30p, die unter den Homologen hochkonserviert ist,
lalkt vermuten, dal} dieses Protein trotz zytoplasmatischer Lokalisation unter
Wildtypbedingungen zwischen Kern und Zytoplasma hin und her pendelt.
Diese Vermutung wurde zum einen untermauert durch die nukleare
Lokalisation eines C-terminal verkurzten Protein, welches weder RanGTP
direkt binden kann, noch die NES besitzt. Des weiteren konnte ein N-terminal
verkurztes Protein, das unter Wildtypbedingungen zytoplasmatische
Lokalisation aufweist, Uber die C-terminal gelegene NES exportiert werden,
jedoch RanGTP nicht direkt binden kann, durch Inhibition des Xpo1p-



Diskussion 114

vermittelten Exports im Kern akkumuliert werden. Das Ausbleiben einer
nuklearen Akkumulation des Gesamtproteins nach Inhibition des Xpo1p-
abhangigen Exportweges kdnnte daher durch die Existenz eines alternativen,

Uber die RanGTP-Bindedomane vermittelten Exports erklart werden.

5.3 Yrb30p ubt moglicherweise eine Pilz-spezifische
Funktion aus

Zur |dentifizierung von homologen Proteinen in anderen Organismen wurde

die Datenbank BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) nach Sequenz-

homologen durchsucht. Auf diese Weise konnten Homologe in Hefen und

anderen filamentosen Pilzen festgestellt werden (Abb. 50). Interessanterweise
besitzt die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe zwei Sequenzhomologe,
die durch die Gene SPCC584.03C (S.p.-1) bzw. SPAC31A2.10 (S.p.-2)
kodiert werden und 30 bzw. 31% Sequenzidentitat aufweisen. Ein homologes
Protein in Candida albicans (kodiert von Orf6.8006p) zeigt 40%-ige
Sequenzidentitat zu Yrb30p, ein weiteres Homologes in Neurospora crassa
(B23111.70) 22%-ldentitat. Die unvollstandige Sequenz eines Gens von
Candida glabrata laldt augrund seiner starken Homologie vermuten, dal} auch
in diesem Organismus ein Homologes zu Yrb30 existiert. In Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Professor Peter Philippsen (Biozentrum Basel)
wurde ein weiteres Homologes in dem filamentosen Pilz Ashbya gossypii
entdeckt.

Die Primarsequenz von Yrb30p und seinen Homologen weist keine
Ahnlichkeit mit der Primarsequenz von anderen bekannten Ran-bindenden
Proteinen auf. Auch seine Ran-Bindungsdomane (in Abb. 50 flankiert von
roten Pfeilen) Ialt kein gemeinsames Motiv zur Ran-Bindungsdomane von
Karyopherinen oder RanBP1 erkennen, was auf eine neue Erkennungs-
sequenz der RanGTP-Bindung hindeuted. Nicht auszuschlieen ist jedoch,
dal das sowohl in der Ran-Bindedomane von Yrb1p und Yrb30p hochkonser-
vierte 'WKE'-Motiv in beiden Fallen entscheidend zur RanGTP-Bindung
beitragt.
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Gut konservierte Sequenzabschnitte befinden sich insbesondere am N-
terminalen Ende sowie in drei weiteren Bereichen innerhalb der RBD. Der am
weitesten C-terminal gelegene Bereich hiervon konnte als funktionelle NES
identifiziert werden (in Abb. 50 grun eingerahmt). Ob die andern hoch
konservierten Sequenzabschnitte Bindungsbereiche flir andere mit Yrb30p
interagierende Proteine darstellen, ist bislang unbekannt.

Yrb30p und seine Homologen sind durchweg saure Proteine. So variiert
deren isoelektrischer Punkt zwischen 4.6 (S.C.) und 5.3 (S.P.-2).
Insbesondere Yrb30p und sein Homologes aus Candida albicans besitzen
einen extrem sauren Sequenzabschnitt vor der im C-Terminus gelegenen
NES. Interessanterweise weist die Sequenz von Rnalp (yRanGAP1) im C-
Terminus ebenfalls einen sehr sauren Bereich auf, dem strukturelle
Ahnlichkeiten mit dem erwahnten Bereich bei Yrb30p zugeschrieben werden
(RCSB Protein Databank, YGL164C—1K5G(chain L)).

Die Frage nach der Funktion dieses neuen Ran-Modulators konnte nicht
abschliellend geklart werden. Allerdings gibt es Hinweise auf eine mogliche
Funktion von Yrb30p. So konnte gezeigt werden, dal’ Yrb30p und Yrb1p zwar
an das gleiche Epitop auf RanGTP binden, jedoch einen gegenteiligen Effekt
auf Rnalp (RanGAP1) ausuben: Wahrend Yrb1p als Koaktivator der
RanGAP-vermittelten Hydrolyse wirkt, inhibiert Yrb30p die Hydrolyse. Zudem
kann Yrb30p mit RanGTP und verschiedenen Karyopherinen Komplexe
bilden, so dall Yrb30p modglicherweise bestimmte Exportkomplexe vor der
Dissoziation durch Yrb1p und Rnal1p im Zytoplasma stabilisieren kann. Ein
solcher Exportkomplex kdonnte undissoziiert dann zu seinem Bestimmungsort
im Zytoplasma transportiert werden. Diese EinfluBnahme auf den
RanGTPase-Zyklus scheint jedoch fir vegetatives Wachstum nicht
unentbehrlich zu sein, da Disruptionen von YRB30 bzw. seinen Homologen
keinen ersichtlichen Defekt aufweisen. Die Tatsache, dal® keine Homologen
von Yrb30p in hoheren Organismen gefunden werden konnten, deutet darauf
hin, dal® Yrb30p moglicherweise eine spezielle Hefe- bzw. Pilz-spezifische
Funktion ausubt, die in hdheren Organismen nicht bendtigt wird. Eine dieser
Pilz-spezifischen Prozesse ist das Durchlaufen einer geschlossenen Mitose,

im Gegensatz zu hoheren Eukaryonten mit einer offenen Mitose. Nachdem in
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hoheren Organismen eine regulatorische mitotische Funktion von Ran
nachgewiesen wurde, gibt es in Hefe keinen Hinweis auf eine mitotische
Funktion. Auch fur Yrb30p, dessen Expression wahrend des Zellzyklus
unverandert bleibt, konnte keine mitotische Funktion im Zusammenhang mit

Ran nachgewiesen werden.

5.4 Ausblick

Mittels Punktmutationen in der Ran-Bindedomane von Yrb30p, die zu einem
Verlust der direkten Bindung an Gsp1p fuhren, die Bildung eines Yrb30p-
Gsp1pGTP-Xpo1p-Komplexes jedoch nicht beeintrachtigen, konnte zweifels-
frei der postulierte Pendelmechanismus am Gesamtprotein verifiziert bzw.
falsifiziert werden. Da unklar ist, welche Aminisauren essentiell fur die Ran-
Bindung sind, mul® jedoch zunachst geklart werden, ob die Ran-Bindung
durch einzelne Punktmutationen Uberhaupt verhindert werden kann bzw. wo
diese Mutationen erfolgen sollten. Wenn ein Pendeln des Gesamtproteins
zwischen Kern und Zytoplasma nachgewiesen werden kodnnte, ware die
Identifizierung der NLS, des den Import vermittelten Transportrezeptors sowie
Studien zur Charakterisierung des postulierten RBD-vermittelten Exportweges
sehr interessant. Auch funktionelle Analysen unter Verwendung der
Yrb30ANES-Mutante konnten neue Einblicke in die zellulare Funktion von
Yrb30p verschaffen. Auf der bisherigen Grundlage ist jedoch eine Retention
des Gesamtproteins im Zytoplasma nicht vollkommen auszuschlie3en (auch
wenn die Ergebnisse mit Deletionsmutanten fur einen Pendelmechanismus
sprechen). Daher ware bei einer Falsifizierung des Pendelmechanismus eine
genetische Analyse zur Identifikation der zur Retention von Yrb30p fUhrenden
cytoplasmatischen Faktoren sinnvoll.

Interessant ist eine kurzlich aus mehreren gro? angelegten Expressionstudien
heraus zu lesende (allerdings nicht sehr spezifische) Hochregulation der
Expression von Yrb30p in Zellen, die Pseudohyphen-Wachstum zeigen.
Daher sollte auch dies in entsprechend befahigten Hefestammen bei weiteren

Untersuchungen unbedingt Uberprift werden.
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