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10 ZUSAMMENFASSUNG

1. ZUSAMMENFASSUNG

Das Protein Netl bildet die Kernuntereinheit des nukleolaren R&Wiplexesbestehend aus Netl,

der HistonDeacetylase Sir2 und der Proteingiphatase Cdcl4Cdcl4 stellt den Gegenspieler der
Cyclinabhangigen Kinase Cdc28 dar. Uber seine PhosphAtdsatat moduliert Cdcl4 den
Phosphorylierungszustand von GB#bstraten und ist am Abbau mitotisch@ycline am Ende der
Mitose beteiligt. Cdc14 dephosphoryliert den GIDKibitor Sicl und seinen Transkriptionsfaktor Swib,
was zur Stabilisierung von Sicl und zur Aktivierung $I€1Transkription fihrt. Desweiteren
vermittelt Cdcl4 die Stabilisierung der A@aseSpindel, die Kernpositionierung, die Trennung des
rDNALocus und die Cytokinese. Die Aktivitat von Cdcl14 wird streng reguliert. Uber weite Strecken des
Zellteilungszyklus bis zur Metaphase bindet Netl an die Phosphatase Cdc14 und verankertisie bis zu
MetaphaseAnaphasedJbergang m Nukleolus. Netl bindet hierbei mit seinerefhinalen Anteil
direkt am aktiven Zentrum der PhosphatasBie Freisetzung von Cdcl4 erfolgt Uber zwei
regulatorische Netzwerke, FEAR und MEN.

UberSudien mit verkurzten NetDerivaten konnte gezeigt werden, dass ein kleiner Bereich von 196
Aminosaurenn der extremen N-terminalen Regiorvon Netl hinreichend fir die Lokalisation von
Netl im Nukleolus ist. Dieser Bereich enthalt eine unter Netlvandten Proteinen wie Tof2 as
cerevisiaeund Dntl ausS.pombekonservierte Region von ca. 75 Aminosauren, dig&m10407

Motiv bezeichnet wird. Die Vermutung, dass es sich bei dieser Region um den fiir dieBGuhip
notwendigen Bereich handelt, konnte Uber Immunprazipitatistndien mit verkirzten Netl
Derivaten widerlegt werde. & pfam10407Motiv ist nicht notwendig fur die Interaktion mit der
Phosphatase. Stattdessen konnte gezeigt werden, da@assdNderminale Regionvon Netl DNA
bindende Eigenschaften besitzt und zur Seiftbetaktion fahig ist.

Fur die Interaktion mit der Phosphatase Cdcl4 sind Bereiche zwischen den Aminosa&dss 23
hinreichend und notwendig, wie Interaktionsstudien mittels Immunprézipitation zeigten. Dieser
Bereich ist zudem hinreichend, um dtosphataséiktivitat von Cdcl14 zu inhibieren.

Die bislang wenig untersucht€&terminale Regiowon Netl ist notwendig, um gesundes Zellwachstum
zu gewabhrleisten. Eine Verkirzung um nur 138 Aminosauren resultiert in einem starken
Wachstumsdefekt. Im Gegeng kann der Wachstumsdefekt voyi S :$4gmmen durch die
zusatzliche Expression des 138 Aminosauren grof3en Fragments abgeschwacht werden- In Netl
Verkirzungsstammen, in denen die Cd&®egulation gewahrleistet ist, ist die Expression des kleinen
Fragmentsn der Lage den Wachstumsdefekt vollstandig zu supprimieren. Mittels Immunprézipitation
konnte eine Interaktion des kleinent€minalen Fragments mit der RNZolymerase-Untereinheit
Rpa43 nachgewiesen werden. Auffallig war hierbei die Erkenntnis, niesgle®sphorylierte Form des

Gterminalen Fragments mit Rpa43 interagierte.
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Zusammengefasst lasst sich das bisher von Netl gezeichnete Bild um neue Funktionen erweitern.
Erstmalig konnte gezeigt werden, dass Netl direkt mit Nukleinsduren interagiert.efiffaet
mdglicherweise einen neuen Blick auf die Art und Weise der Lokalisation an der rDNA. Weiterhin
konnte die Region der CdcBindung auf den Aminoséurebereich 2835 eingegrenzt werden und
dadurch gezeigt werden, dasasin Cdcl4bindenden Protaien konserviertgpgfam10407Motiv nicht

die Binderegion fur die Phosphatase darsteliie Dterminale Regiornvon Netl vermittelt Gber die

Interaktion mit der RNAolymerase | den Wachstumsmulierenden Effekt.
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2. ABSTRAT

The protein Netl is knownsacore subunitof the nucleolar RENdomplexcomprised of Netl, the
histone deacetylase Sir2 and the protein phosphatase Cdi&ett4 plays an important role in regulating
Cdc14 activityCdc14 antagonizes mitotic CDK activity by modulating the phosphorylation state of CDK
substrates and stimulatingyclin destruction by phosphorylating the APC/C specificity factor Hctl.
Cdc14 also dephosphorylates the CDK inhibitor Sicl and its transcription factor Swi5, resulting in
stabilization of Sicl and Switependent activation ofSIC#ranscription. Furthermece, Cdcl4
regulates the stabilization of the mitotic spindle, positioning of the nucleus, separation of the rDNA
and cytokinesis. Release of Cdc14 is mediated by two regulatory networks, FEAR amaiMEDEL

of the cell cycle up to metaphadéetl binds b the protein phosphtase Cdch#ar its active center

and inhibits the phosphatase activity by sequestering Cdc14 in the nucleolus.

Microscopic studies of truncated Netlerivatives showed, that the first 196 amino acids of the N
terminal region in Netl @ sufficient to mediate its nucleolar localization. This region contains a motif
of 75 amino acids, which is conserved in Netthted proteins such as Tof2 $ cerevisiaand Dntl

in S. pomband was termegfam10407motif. It was suggested, thahe pfam10407motif conveys
Cdc14 binding in these proteinCoimmunoprecipitation studies could show, thhe pfam10407

motif is not necessary for binding of Cdcldstead, the Nerminal region of Netl shows affinity to
DNAand is able tassociag¢ with itself.

The region between amino acids 2885 is necessary and sufficient for binding and inhibition of Cdc14
as shown by immunoprecipitation experiments a@nditro phosphatase assays.

The Germinal part of Netl is not well characterized. It is neces$airgell growth as indicated by a
truncated version of Netl, where 138 amino acids of them@inal regionwere deleted. These cells
show severe growth defects similar yoS {strgins. Expression of a small fragment containing these
138 amino acids can ameliorate the growth defects’d® G mugants. When proper localization and
regulation of Cdcl4 is ensured the small fragment is able to fully suppress the growth defect.
Immunaprecipitation of the small fragment revealed an interaction with a subunit of RNA polymerase
I, Rpad3. Interestingly, ondyposttranslationally modified angresumably phosphorylated version of

the Netl-fragment interacted with Rpa43.

The model of Netl foctions could be extended by this work. Direct binding of Netl to DNA substrates
could be shown for the first time. This finding could influence the view on how Netl localizes in the
nucleolus and organizes nucleolar structure. Furthermtrepfam10407#motif could be dismissed as

the region necessary for Cdc14 binding and inhibition. This function is conveyed by a region between
amino acids 234155 of Netl. The €@rminal regionof Netl contributes to cell growth by binding to
RNA polymerase | and stimtifgy its activity.
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3. EINLEITUNG

3.1 Regulation der Mitosé>hase des Zellteilungszyklus

Fur den Kkorrekten Ablauf des Zellteilungszyklus ist ein komplexes Wechselspiel aus
Proteinphosphorylierungubiquitinierung und-degradation sowie die Umkehr dieser Prozesse durch
Dephosphorylierung, Deubiquitinierung und Proteinsynthese notwendig (Paitnond Musacchio,
2013) Den zeitlicheAblauf der einzelnen ZellteilungszyklBeasenvermitteln die Cyclirabhangigen
Kinasen (CDKsyclinrdependent kinasgs(Morgan, 1997 Uhlmann 201L Sie bestehen aus einer
katalytischen Kinasbntereinheit und eineregulatorischen Cyclitintereinheit, welche die Aktivitat

und Substratspezifitat vermittelt. In der Hefgaccharomyces cerevisiatellt die CDK Cdc28 den
Hauptregulator des Zellteilungszyklus d@dc28 kann in Kombination mit den -BhaseCyclinen
CIn%t3, den SPhase Cyclinen CIb5 und Clb6 sowie den mitotischen Cyclined @ioliegen (Nasmyth
1996). Die Aktivitat der CDK wird Uber zwei Mechanismen gesteuert, zum einen Uber die
transkriptionelle Kontrolle der Cychdntereinheiten und zum anderen Ubederen Ubiquitin
vermittelte Degradation am 26S Proteasordwei E3UbiquitinLigasen vermitteln hierbedie
Substratspezifitat, der S@&®mplex (Skipl/CullinfBox) und der APC/Car(aphase promoting
complex/cyclosome(Chang und Barford, 2014pie Ubiquithierung der G¥haseCycline und des
CDKInhibitors Sicl erfolgt Gber den S&Bmplex die der MPhaseCycline hautsachlich tber den
APC/C mit den GAktivatoren Cdc20 und Hctl (Schwetbal, 1997 Visintin et al., 1997 Wichtige
Substrate des APC/C irrdMitose sind Pds1 (Securin), der Inhibitor der Separase Espl, und CIb5.

Die vorliegende Arbeit befasst sich schwerpunktmafRig mit Ereignissen in der {Rtase des
Zellteilungszyklus, dementsprechend soll auf die Regulation dieser Phase im weitdeeti ymauer

eingegangen werden.

3.1.1 Aktivierung der Separase

Wahrend der DNAReplikation werden die Schwesterchromatiden miteinander tiber Proteinkomplexe
(Cohésin) verbunden (Hiran®015). Die Auflésung dieser Verbindung muss gewahrleistet sein, damit
die Chromatiden in der Anaphase voneinander getrennt werden kénnen. Hierzu wird die €ohasin
Untereinheit Sccl durch die Protease SeparaseljEgespalten. Um die zeitliche Regulation zu
gewabhrleisten, wird Edpdurch einen Inhibitor namens Securin (Pdsaktiv gehaltenErst wenn alle
Kinetochore bipar mir der Spindel verknlpft sind, markiert der ARCH220 durch Ubiquitinierung
Pds1 fur den AbbawP{nes, 201 Durch die Ubiquitikvermittelte Degradation von Pdsl wird Espl

aktiv und kann Sccl spatteDieser Vorgang markiert den Beginn der Anaphase der Mitose.
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3.1.2Inaktivierung der PP2Aind Aktivierung der Phosphatase Cdc14

Der Austritt aus der Mitose erfordert die Inaktivierung der mitotischen CDKs. Hierbei spielt die
Proteinphosphatase Cdckine wichtige Rolle, indem sie als Hauptantagonist der mitotischen CDK
Aktivitat fungiert und den Phosphorylierungszustand vieler -SDibstrate modulier{Weiss, 2012)
Darunter befindet sich unter anderem Hctl, der zweiteAktivator des APC/C neben Clc?ctl

wird durch die Dephosphorylierung aktiviert und kann an den APC/C bibaésmweiteren sorgt Cdc14

fur die Akkumulation des CBHhibitors Sicl. Cdcl4 dephosphoryliert Sicl und seinen
Transkriptionsfaktor Swi5, was zum einen zur Stabilisierungie@ru8d zum anderen zur verstarkten
Transkription vonSICIfuihrt (Visintinet al, 1999).Wenn die Inaktivierung mitotischer CDKs nicht
gewabhrleistet ist, arretieren die Zellen in der spaten Anaphase/Telophase mit getrennten Kernen und
elongierter SpindelDie Uberexpression voBDC1ingegen fiihrt zu verfrihter CBIKaktivierung
(Visintinet al,, 1998).

Die Aktivitat von Cdcl14 wird durch seine Zellzyklbisangige Assoziation mit seinem Inhibitor Netl
und die damit verbundene Lokalisation ugdquestrierngim Nukleolus gewéhrleistet. Wahrend des
Uberwiegenden Anteils des Zellteilungszyklus bis zum Beginn der Anaphase bindet Netl an Cdc14 und
inhibiert seine Phosphatasgktivitat, indem es das aktive Zentrum der Phosphatase bedeckt (Traverso
et al, 2001).Da Netl alKerrkomponente des RENQomplexes (vgl. 3.2.2) im Nukleolus an der rDNA
lokalisiert, befindet sich auch Cdc14 die meiste Zeit im Nukleolus. Die Dissoziation von Netl und Cdc14
wird durch Phosphorylierungsereignisse innerhalb déemhinalen Rgion von Netl gesteuert. Netl

liegt bis zur Anaphase aufgrund der Aktivitat der Proteinphosphatase 2A (PP2A) mit ihrer
regulatorischen Untereinheit Cdc55 in einem hypophosphorylierten Zustan&wubalddie Separase
Espldurch die Ubiquitiavermittelte Degradation von SecurifiPds1)aktiv wird, ist sie auch in der Lage
PP2ACdc55 zu inaktivierer{Queralt et al, 2006; Baroet al, 2013). Durch das Fehlen der
antagonierenden Phosphatagkktivitat der PP2A kommt es zu einer Hyperphosphorylierung von Netl
durch CIBCDKs an den Consensgustiven S/FP n derN-terminalen Regiorvon Netl(Azzamet al,,

2004) Auch die PokKinase Cdc5 leistet hierbei einen Beitr&gduet al., 2002;Yoshda und Toke,

2002) Zwei Proteinnetzwerke regulieren die Dissoziation Cdc14 von seinem Inhibitor Netl und die
anschliel3ende Freisetzung von Cdc14 in ZelluachCytoplasma: FEARC fourteen early anaphase

releas@ und MENritotic exit networR (s. Abb. 3.1)
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G1, 8, Metaphase frihe Anaphase spate Anaphase

Abb. 3.1 Cdcl4Regulation tber FEAR und MEN

DieCdcl4Freisetzung wahrend der friihen Anaphase wird durch das iRetdverk vermittelt und resultiert
in einem kurzen Puls an CdeA#tivitat. Die dauerhafte Freisetzung von Cdcl14 beruht auf dem Einflus
MEN und resultiert in einer langerfristigen Akt von Cdc14 und dem Austritt aus der Mitose.

Abbidung verandert nachRock und Amon (2009)

3.1.2.1 FEAR CdcFourteenkEarly Anaphase Release

Das FEARetzwerk besteht aus einer Vielzahl an Proteinen, darunter die Separase Espl mit ihrem
Inhibitor Securin (Pdsl@as Separaskindende Protein Slkl%lie Proteinphosphatase ZRP2Amit

ihrer regulatorischen Untereinheit Cdc58ie Pole Kinase Cdc5, Spol2, Fobl sowie CDKs mit den
assoziierten Cyclinen Clb1 und QB3ck und Amon, 2009 mMetaphaseAnaphaseUbergang liegt

Netl in hypophosphoryliertem Zustand vor und ist in der Lage Cdc14 stabil zu binden. Der Beginn der
Anaphase wird markiert durch die AP@Z@c2Gabhangige Degradation von Securin (Pdsl), woraus
eine Aktvierung des Separas(Espl)/Slkl-&omplexes resultiert. Dieser Komplex vermindert tUber
einen bislang noch nicht genau verstandenen Mechanismus die Aktivitat der-@GRBA. Dies
wiederum erlaubt die Phosphorylierung von Netl durch die Aktivitat deiQDIKs, welche ebenfalls
Spo12 phosphorylieren. Unterstitzt wird dies durch die Aktivitat der-Ralase Cdc5, einem Faktor,

der sowohl im FEARetzwerk als auch im MEN aktiv ist.

Die Aktivitat des FEARetzwerks ist nicht notwendig fur den Austritt aus der Mitodas durch FERA

transient in den Kern freigesetzte Cdcl4 reguliert jedoch wichtige Aspekte der
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Chromosomensegregation und wird bendtigt fur die Trennung des +dAs, die Regulation der
Spindeldynamik und der korrekten Lokalisatieon Spindelproteinen sowie fUr diaitiierung des
MEN. Unterstitzend wirkt hierbei ein Aktivator von Cdcl14 im Nukleolus, dasvdeifaindte Protein
Tof2 (Geikt al, 2008).

3.12.2 MENc Mitotic Exit Network

An der Spitze der MEBignalkaskade steht das Ramliche Protein Tem1, dasirch die Bindung von
GTP aktiviert und durch den GKBmplex GTPase activating proteirBub2Bfal inhibiert wird
(Seshan und Amon, 200Hen zugehdrigen GEEUanine exchange factostellt Ltel darwelches nur

in der Tochterzelle lokalisiertUber dieLokalisation von Ltel in der Tochterzelle wird eine raumliche
Regulation des MEN vermitteltu einer Aktivierung des MEN kann es erst dann kommen, wenn die
GTPase Teml, welche am Spindelpol lokalisiert, bei der Elongation des Zellkerns durch den
Knospenhls in die Tochterzelle eintritt und so ein Kontakt mit Ltel moglich v@at15 und der
Proteinkomplex Dbf2/Mob1 stellen weitere Kinasen dar, die von eiSeaffoldProtein namens Nud1l

an den Spidelpolkdrpern verankert werden.

Das MEN ist essentiell fden Austritt aus der Mitose und das Einleiten der Cytokinese. Desweiteren
ist das MEN verantwortlich fir die Lokalisation ¥aic14 am Spindelpol der Tochterzelle (Yoshida und
Tohe, 2002).

3.13Trennung der rDNA

Eine Besonderheit bei der Chromosomemineing in der Mitose lasst sich bzder Trennung des
rDNALocus feststellen. Im Gegensatz zum restlichen Genom wird die Trennung der rDMAderst
Anaphase eingeleitet, wenn eine erste Welle an Cdc14 Gber dasNEARerk freigesetzt wird. Durch
die hohe, transkriptionelle Aktivitat des rDNAcus kommt es neben der CohaBieladung bei der
Replikation zusatzlich zu Coh&simabhangigen Verbindungen der Schwesterchromati@éachinet

al., 2006 Tomsonet al, 2006) Fur die Trennung dieser Verbindemgwird die Aktivitat von FEAR
aktiviertem Cdcl4sowie der heteropentamere Komplex Condenbendtigt (Lavoieet al, 2004;
TorresRosellet al, 2004 Wanget al,, 2005) Durch die Anlagerung von Condensin kann der rDNA
Locus hyperkompaktiert werderso ass die Trennung des groRen Chromosoms Xl mit dem-rDNA

Locus gewéhrleistet werden kann
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3.2 Der Nukleolug, Struktur und Aufgaben

Der Nukleolus wurde bereits in frihen Phasen der mikroskopischen Untersuchungen als Substruktur
des Zellkerns identifiziert. 16. cerevisiaeerscheint der Nukleolus oft als halbmondférmige oder
sichelartige Struktur, die an den Zellkern angrenzt. Derédliks nimmt etwa ein Drittel des Volumens

des Zellkerns ein. Im Gegensatz zu den Nukleoli h6Eakarryonten 16st sich seine Struktur wahrend

der Mitose nicht auf, sondern wird entlang der mitotischen Spindel getrennt (Garcia und Pillus, 1999).
Elektronemikroskopische Untersuchungen héheren Eukaryoterzeigten eine Unterteilung der
nukleolaren Struktur in drei Hauptkomponenten auf: fibrilli#entrum (FCg fibrillar cente), dichte
fibrillare Komponente (DFCdense firbrillar componehtund Granular&komponente (GG granular
componen} (CarmeFonseceet al, 2000) Die rDNAWiederholungseinheiten und daran assoziierte
Proteine bildendas FC, das DFC besteht aus den Priméartranskripten der rDNA und frihen
Prozessierungsfaktoren. Die vorprozessierten&RNhd spatere Prozessierungsfaktoren befinden sich

in der GC, wo die Assemblierung der praribosomalen Untereinheiten stattfiDdeNukleoli héherer
Eukaryoten zeigen in Abhangigkeit ihrer Aktivitad als Antwort auf externe Stimuli (Zellstress durch
z.B. Hitzeschock, DNBchaden etc.gine sehr dynamische Struktur und Grofl3e. Aktive Nukleoli sind
grof3 und ihre morphologischen Subkompartimente vermischen sich, wahrend inaktive Nukleoli kleiner
und kompakter sind und eine deutliche Trennung der einzeSw@rkompartimente aufweisgiCarmo
Fonsecaet al, 2000; Boisvertet al, 2007) In S. cerevisiagkonnten analoge, morphologische
Subkompartimente des Nukleolus nachgewiesen werden (L8idjerstreet al., 1999). Die ribosomalen
Genelokalisiertenauch hie im FC, RNRolymerase | und frihe Prozessierungsfaktoren hielten sich
im DFC auf, wobei sich rRNAanskripte zum Teil Giber DFC und GC verteilten.

Der Nukleolus gilt als der Ort der rRISpnthese und Ausgangspunkt der Ribosomenbiogenese
(Tschochner undHurt, 2003). Desweiteren dient er als Depot fir eine wichtige Komponente der
Regulation des MitosAustritts, der Proteinphosphatase Cdc14. Aufgrund seiner besonderen Struktur
und des repetitiven Charakters der rDMAederholungseinheiten unterliegt der Kleolus einer
besonderen Form deSilencing bei dem die HistoibeacetylaseSr2 eine wichtige Rolle spielt. Im

weiteren Verlauf soll auf diese Charakteristika n&her eingegangen werden.

3.2.1 Anordnung der rDNA

Die rDNA stellt das Kernstiidis Nukleolus dar. Sie umfassSaccharomyce=erevisiaeinenca.1,4
Mb groRRen Bereich und liegt in Form voB01 200 Wiederholungseinheite(sog.tandem repeat¥
eines ca. 9,1 kB groRen DiBareichsvor. Beim Menehen sind die rDNAoci auf die funf
acrozentrischen Chromosomen 13,14,15,21 und 22 veriidtrDNACIuster,an denen sich Nukleoli

ausbilden kénnen, werdeauch als NORsicleolar organizer regiohdezeichnet(Boisvertet al,,
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2007).Trotz des Vorhandenseins von zehn NORuiimanen, dbloiden Zellen und somit potentiell
zehn Nukleoli bilden sichdurch Vereinigung der einzelnen, nukleolaren Strukturem zwischen
einem und drei Nukleoli aus (McCann und Baserga, 2014).

In der Hefebefindet sich der einzige rDNAbcus auf dem rechten #rvon Chromosom Xth. 300 kB
vom Centromer und ca. 600 kB vom rechten Telomer entfeont(TorresRosellet al, 2004) Jede
Wiederholungseinheit umfasst dabei Gene, die fir die 5S, 18S, 5,8S und 25S rRNAS, chelidneh

die SpaceiRegionenTS1/ITS2rfternal transcribed spacgvoneinander getrennsind Zwischen den
einzelnen Wiederholungseinheiten befinden sich nichhskribierte Bereiche, die als NTS1 und NTS2
(nontranscribed spacgbezeichnet werderinnerhalb der NTSRegionstdasreplication fork barrier
Element (RFBJu finden welches die Bindestelle fur das Protein Fobl darstellt. NTS2 enthélt den
Replikationsursprung AR&ufonomously replicating sequerjceind den Transkriptionsstart TIR
(transcription initiation regioh welcher als Promotorregion fur die RNA Polymerase | fundiegt.
Abb. 32).

Telomer Centromer rDNA (~1.4 Mb, 150-200 Kopien) Telomer
. . e Chr X\
355 rDNA NTS
_— = e e e —
9.1kb :
. NTS2 . NTS1
r 1 T 1
{ Poll ( Fob1
F
TR ARS 58 RFB

Abb. 32: Organisation der rDNA Aufbau einer Wiederholungseinheit

Der rDNALocus befindet sich auf dem rechten Arm von Chromosomndiliegtca. 300 kB vom Centrome
und ca. 600 kB vom rechten Telomer entfernt. Er besteht aus2080Kopien eines etwa 9,1 kB groRen B!
BereichsDer codierende Bereich der 358NA wird von den beideaxternal transcribed spaceps¥TS und
0 -ETS flankiert, die codierenden Bereiche dig reife 18S, 5.8S und 2BSNA werden durch digternal
transcribed spacerd$ST1 und ITS2 voneinander getrennt.

Schema veréandert nadienema und Tollervey, 19989uang und Moazed, 2003; Kobayashi 201
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18S, 5,8S und 25S werden von der Bglymerase | in Form eines 3BB8martranskripts transkribiert,
welches durchdie frihenProzessierungsfaktoreop56 uns Nsriveiter prozessiert wird Fromont
Racineet al, 2003; Tschochner und Hurt, 2003)as 5%5en wird von der RNAPolymerase llI
transkribiert. Die Transkription durch die RiIRAlymerase Il wird aktiv durch dasn rDNALocus
stattfindendeSilencingrerhindert (vd. 3.22.2).

3.2.2 Netl und der RENRomplex

Netl (auch Cfil oder Ecs5 genannt) ist #89 Aminosauren groRes, nukleoléares Protein, das schon
frh als wichtige Strukturkomponente des Nukleolus und Kernuntereinheit des -R&Nfglexes
(regulator ofnucleolar silencing antklophaseexit) charakterisiert wurde. Weitere Komponenten des
RENTKamplexes sind die HisteDeacetylase Sir2 und die Proteinphosphatase Cdcl4. Uber Netl
werden beide Proteine im Nukleolus an der rDNA verankert. Sir2 vermittelt do8idaingler rDNA
(Straightet al, 1999) wahrend Cdc14 durch die Bindung an Nietdktiv gehalten wird bis es in der
Anaphase durch die Aktivitdt des FEARd MENNetzwerkes in den Zellkern und das Cytoplasma
freigesetzt wirdVisintinet al., 1998;Shouet al, 1999)

Der REN-Romplex wird tiber seine Kernuntereinheit Netl an die rDNA rekrutiert. Dies geschieht tiber
zwei Interaktionspartner, zum einen desplication fork barrieiProtein Fobl in der NTSegion und

zum anderen Uber die RN2olymerase | in der Promotétegion in NTS2, wobei sich der Bereich der
Netl-Bindung bis in den codierenden Bereich der 35S rDNA hineinziehen kann (Huang und Moazed,
2003). Da Netl keine der bisher charakterisierten EBifdedomanen wie Leucidipper, Zinkinger

oder HelixTurnHelixMotiv enthalt, wurde eine direkte DNRBindung fur unwahrscheinlich befunden
(Kasulkeet al,, 2002)und stattdessen davon ausgegangen, dass die InteraktioiNetl mit der rDNA
indirekt Uber die beiden genannten Partner erfolgtiih wurde auch die Lokalfem von Netl mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht, wobei sowohl die Immunfluoreszenz nach Epitopmarkierung als
auch die Untersuchung lebender Zellen tber Hissionierungmit GFP zum Einsatz kamen. Beide
Methoden zeigten eine Lokalisation von Netl in einer raumlich eng begrenzten Subregion des
Nukleolus, wobei das N&ignal Perlerr oder Schnuwartig auftrat. Dies ahnelt dem Signal, das man

bei einem Nachweis der rDNA d@lrFISHAnalysen erhalt, wodurch geschlossen werden konnte, dass
sich Netl im rDN#&nthaltenden fibrillaren Zentrum (FC) des Nukleolus aufhalt (Geaddi, 1994;
Straightet al., 1999)

Die N-terminale Regiorvon Netl enthalt eine unter den Ascomyceternservierte Region von ca. 75
Aminosauren Lange. Diese Sequenz findet sich ebemfallsr N-terminalen Regiowon Tof2, einem
Aktivator der Phosphatase Cdc14 im Nukleolus (@eil., 2008). Auch das Netlerwandte Protein

Dntl aus der Spalthef&chizeaccharomyces pombeeist diese Sequenz auf (s. Abb3)3.Dntl

fungiert méglicherweise als nukleolarer Inhibitor der Cdegdwvandten Phosphatase Clpl (éiral,,
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2007), spielt aber auch eine Rolle bei der Regulation derAkiNdtat Uber dieBeeinflussung der
WeelKinase Yu et al, 2013). Aufgrund dieser Gemeinsamkeiten wurde vermutet, dass die
konservierte Sequenz in denTérmini von Netl, Tof2 und Dntl an der Regulation der Phosphatase
Cdc14 beteiligt sein konnt®er Aminosaurebereich wde alspfam10407Motiv (s. Abb. 3.3)n die
NCBIDatenbank fiir konservierte ProteBi2 YNY Sy  dzy i SNJ R84 phd3phétdsa ¢ 2 NIi
binding protein Nerminust | dzF 3 Sy 2 Y Y-8alerei @, l200F).K f S NJ

S.cerevisiae Netl 69 RKELLFTKPTNTLLNESDE | 1DKCEKMEESLQEDMEMLSLQDNSGCHLDPDFLVKDVENVNNIMRMILKNEID 143
S.cerevisiae Tof2 80 KKELHFTDGDNTLLQESNEILTKFDRLEBNFKESHENVSLQDRHGCHLDSEF | IKDVEENDGVMLM I LKDELD 154
S.pombe Dntl 14 NQEMILFDPSSSISLEKEKVQETYKSLME- FESNENMRN IKNEESYBIPNEYLVGE IEPTNSKMIM------- 85

Abb.3.3: Sequenzvergleich der Proteine Netl,fZaind Dntl¢ daspfam1040#Motiv

Die Nterminalen Regionemnler Proteine Netl (Aminosauren 423), Tof2 (Aminosauren 8%b4) und Dntl
(Aminosauren 1485) weisen eine konserviert8&equenzauf. ldentische Aminosduren sind rot, &hnlic
Aminosauren rosa dargestellt, Licken wurden durch Striche gekennzeichnet.

Das Alignment wurde mit dem CLC Sequence Alignment Editor erstellt.

3.2.2.1 Netl als nukleolare Strukturkomponente

Die dreidimensionale Organisation des Zellkerns erfolgt nicht zufallig. Drei Strukturelemente sind
hierbei wichtig: Die Centromere, Telomere und der Nukleolus (Taddei und Gasser, 2012). Die
Centromere der 16 Hefechromosomen befinden sich hierbei in ein&mteC in der Nahe des
Spindelpolkorpers, die Telomere stellen ebenfalls in Clusterformation Kontakte zur Kernhille her, so
dass die Chromosomenarme vom Centromer in die Peripherie ausgestreckt vorliegen. Diese
Anordnung wird alRRabtahnlicheKonformationbezeichnet (Jiet al, 2000).Eine Besonderheit stellt

dabei der Nukleolus dar. Der rechte Arm von Chromosom XllI, der denlr®d& mit den 15Q00
rDNAWiederholungseinheiten enthélt, separiert sich vom Rest der Chromosomen und nimmt die
bekannte, halmondférmige Struktur in der Kernperipherie ein, wobei die Struktur gegentber des
Spindelpolkdrpers zu liegen kommt. Im Gegensatz zu den Ubrigen Chromosomen geht der rechte Arm
von Chromosom XII keine Kontakte mit anderen Chromosomen ein. Lediglich dérhirer dem

rDNALocus stellt Kontakte zum langen Arm von Chromosom N\Cheamgt al., 2010) (s. Abb. 3).
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Abb. 34: Dreidimensionals Modell des Hefegenoms

Die 16 Chromosomen der Hefe liegen rAumlich organisiert vor. An einem Pol des Z&l#erdst sich der
CentromerCluster (weil3 gestricheltes Oval), am gegenuberliegenden Pol nimmt derlb@ddd auf dem
langen Arm von Chromosom XIl eine distinkte und vom Rest der Chromosomen get&tnritur ein
(Nukleolus, weil3er Pfeil). Der an den rDN#us angrenzende Teil von Chromosom Xl kann Kontakte
langen Arm von Chromosom IV herstellen.

Abbildung auPuanet al.,, 2010

Einige experimentelle Befunde deuten darauf hin, dass Netl maRgeblich an der strukturellen
Organisation des Nukleolus bdtgt ist(Shouet al,, 1999; Straighét al,, 1999) Eine Beeintrachtigung
odereinFehlen von Netinnetl-1-odery” S (+$#§mmergeht einher mit der Fehllokalisation weiterer,
wichtiger Nukleoluskomponenten wie beispielsweG#c14, Sir2 unNopl. Bei Nopl handelt es sich

um eine HistorGlutaminMethyltransferase undeine Komponente des SSUsmall subunit
Prozessosoms, welches flr die Prozessierung derRRS8 bendtigt wird (Tollervest al., 1991).Der
RENIKomplexvermittelt Gber dieWechselwirkungmit dem Proteinkomplex Cohibin (bestehend aus

Lrs4 und Csml) einen Kontakt der rDNA mit dem-Kaifplex (bestehend aus Heh1 und Nurl), einem
Bestandteil der inneren Kernmembran. Auf diese Weise kann die rDNA am Rand des Zellkerns an der

innerenKernmembran rdumlich organisiert werden (Mekhail und Moazed, 2010).

3.2.2.2Verankerung von Sir2 un8ilencing

Eine der drei Untereinheiten des REKdmplexes und somit direkter Interaktionspartner von Net1 ist
die NAD+-abhéngige HistoibeacetylaseSir2 aus der Familie der Sirtuine.-Bioteine ilent
information regulatoy vermitteln wie der Name erkennen lasst dgitencingan drei bekannten Gen
Loci: an den inaktiven MAJoci HML und HMR, den Telomeren und der riiStAaightet al., 1999;

Kasulk et al,, 2002) Silencingbeschreibt eine Form der Transkriptionsinaktivierung, bei der Regionen
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eukaryotischer Chromosomen in eine fiir Transkription und Rekombination unzugangliche
Chromatinstruktur konvertiert werden, das sog. Heterochromatin. Aussghlzend hierfir ist die
Deacetylierung von Lysinresten in den aminoterminalen Schwanzen der Histone H3 whichi4
NAD+abhéngige Histoibeacetylaseyworaus eine kompaktere und somit fir Transkriptionsfaktoren
unzuganglichere Struktur der Nukleosontesultiert. Experimentell kann dies durch die Insertion von
Markergenen in Regionen, die vdBilencingbetroffen sind, untersucht werden. Dabei ist die
Expression dieser inserierten Markergene verringert (Guarente, 2000).

Sikencingan der rDNA wird auch mit der Langlebigkeit der Zellen in Verbindung gel{taaatente,
2000) Dies entspringt der Beobachtung, dass isir2Mutanten die Frequenz von
Rekombinationsereignissen am hochrepetitiven rEldd&us um den Faktor zehn erhéht Btodukte
dieser Rekominmationsereignisse stellen die sogenannten ER&sachromosomal rDNA circ)edar
(Guarente und Sinclair, 1997)Diese kleinen, ringférmigen Konstrukte besitzen eine ARS
(autonomously replicating sequenaendreplizieren bevorzugtor der restlichen, genomischen DNA

Mit der Zeit kommtes somit zu einer Akkumulation der ERCs und letztlich zur Seneszenz der
Mutterzelle. Eine Funktion von Sir2 an der rDNA besteht also darin, durch Etablierung einer

Heterochromatinstruktur dagwusbilden eines ersten ERC moglichst lange hinauszuzdgern.

3.2.2.3 Inhibition und Verankerung von Cdct4lie RENIKontroll-Hypothese

Die dritte Untereinheit des RENKomplexes ist die Phosphatase Cdc14. Netl stellt ihren Inhibitor dar
und sorgt dafir, dss die Phosphatase im Nukleolus inaktiv gehalten wird, bis ihre Aktivitat in der
Anaphase der Mitose benotigt wird, um die rDWAennung zu unterstitzen und den Austritt aus der
Mitose einzuleiten (Weiss, 2012) Der Nukleolus als Regiomrignet sich aufgnid mehrerer
Eigenschaftenum dort ein bestimmtes Protein durcKomplexierung zu inaktiviergfVisintin und
Amon, 2000)Zum einen kanmlas Protein nackeirer Freisetzung sehr schnell seine Zielproteine im
Zellkern und im Cytoplasma erreichetlum andererkdnnenzusatzlich zu den Funktionen im Zellkern

und Cytoplasmauch Teilfunktionen im Nukleolus selbst wahrgenommen werden. Der Nukleolus stellt
also eine Plattform zur Verfigung, wo Proteine mit Funktion im Kern und Cytoplasma sicher und inaktiv
aufbewaht werden konnen, bis sie fur ihre Funktion in der Zelle bendtigt und dafir aktiviert und
freigesetzt werden. Im vorliegenden Fall zwischen Netl und Cdcl14 wurde friih in der Literatur die
RENKontrolkHypothese aufgestell{(Shouet al., 1999) Wahrend G4, S und der friihen MPhase ist
Cdc14 als Teil des REKAmplexes im Nukleolusequestriertund dadurch inaktiviert. Im Lauf der
Anaphase sorgt ein Signal tber Teml1 fir die Freisetzung von Cdc14 von seinem Inhibitor Netl. Cdc14
gelangt daraufm in den Kern und in das Cytoplasma, wo es den Phosphorylierungszustand von

Proteinen moduliert, die an der Proteolyse von Clb2 (Cdcl4 dephosphoryliert Hctl) und der
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Transkription vor§ICXCdcl4ddephosphoryliertSwis) beteiligt sind. Der REId®mplex reasembliert,

sobald die CHCDKAKtivitat gering und der Temabhangige Signalweg abgeschaltet ist. Hierbei ist
Cdc14 moglicherweise Uber eine negative Feedbackschleife beteiligt, indem es seinen eigenen
Inhibitor Netl dephosphoryliert. Der aktuelle Wissstasd erlaubt eine genauere Interpretation
dieser Aussagen: Das Temfihéngige Signal stellt den heute als MENtdtic exit networl
charakterisierten Signalweg dar (vgl. 3.1.3.2), wobei schon zuvor ein kleiner Anteil an Cdc14 durch
einen zweiten SignalvgeFEAR (vgl. 3.1.3.1) im Zellkern freigesetzt wuhdeitzlich zur Losldsung von
seinem Inhibitor Netl, wird fur dearfolgreichenKernexport von Cdc14 auch di#hosphorylierung

(und damit die Maskierung) der NLS in Cdcl4 bendétigt. Dies geschiehabhEanNig durch die
Aktivitat der Kinase Dbfllob2 (Mohlet al., 2009).

3.2.2.4 Aktivierung der RNA Polymerase |

Fur die Transkription der 3§85 rRNA wird die Aktivitat der RNPolymerase | benétigiWoolford

und Baserga, 2013Pieses 590 kDa grof3e Holoenzym bestel&.inerevisiaaus 14 Untereinheiten.
Zwolf dieser Untereinheiten finden sich entweder identisch oder in Form von Homologen in den RNA
Polymerasen 1l und Ill wieder, lediglich zwei Untereinheiten (Rpa34 und ReadOEexklusiver
Bestandteil der RNRolymerase I. Die entstehenden pR@NATranskripte repréasentieren ca. 60% der
gesamten, zellularen RNFanskription. Durch eine Vielzahl an Prozessierungsfaktoren veiRb&
préa-rRNA zum Teil cotranskriptionell ifredeife 18S, 5.8S und 25S rRNA prozes&t®&iAPolymerase
Enzyme besitzen keine intrinsische Fahigkeit PromBtauenzen zu erkennen und sequenzspezifisch
dort zu binden. Sie sind daher auf Transkriptionsfaktoren bei der Rekrutierung an den Promotor und
der Bildung des PlCrginitiation complex angewiesen (Russell und Zomerdijk, 200%). der
Rekrutierung der RNRolymerase | an den Promotor sind vier Transkriptionsfaktoren #kamplexe
beteiligt: UAF(upstream actiating factor) bestehend aus RrnRrn9 Rrn10 und den Histonen H3 und
H4, TBP(TATAbinding proteir), CHcore factoj bestehend aus Rrn6, Rrn7 und Rrnl1l sdrvie3(TIF

1A in Saugern)in Modell fir den PolTranskriptionszyklus wurde u.a. von Aprikietnal. (2001)
vorgeschlagen. Demalfie beginnt der Zyklus mit der Formierung des PIC in zwei Schritten, der
sequenzspezifischen und stabilen Bindung von UAF am Promotor und der Rekrutierung-®n3roll
und CF durch UAF. TBP wird hierbei ebenfalls benétigt. Nach der Transkriptiorminitgatassen CF,
TBP und PeRrn3 den Promotor, wahrend UAF gebunden bleibt, um weitere Rekrutierungsrunden
einleiten zu kdnnenlinteressanterweise sindumn ca. 2% aller RNPRolymerase-Enzyme aus dem
GesamtzellextraktTranskriptionskompetent und die Initiationskompetenten Enzyme liegen im
Komplex mit Rrn3 vo(Woolford und Baserga, 2013Rrn3 interagiert sowohl mit der Rrn6

Untereinheit des CF als auch mit Rpa43 und kdnnte somit eine Briicke zwischen Poll und CF bilden, um
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eine effektive Integratiorvon Poll in den PIC zu bewerkstelligen (Aprildgal., 2001).Im Fall von
RNAPolymerase Il wird TFIIB bendétigt, um das Holoenzym an TBP zu binden. Auch die Initiation von
RNAPolymerase Il benétigt ein TFH®mMolog. Fir RNRolymerase lllibernimmtRm7 die Rolle von
TFIIB bei der PiBildung(Blattneret al., 2011)

Neben den bereits genannten Funktionen bei der Regulation der Mitose und Organisation der
Nukleolusstruktur(vgl. 3.2.2.13) besitzt Netl auch eine davon unabhangkielle als Stimulator der
rRNASynthesgShouet al,, 1999) Diese Funktion beruht auf einer direkten Interaktion zwischen Netl
und der RNAPolymerase I. Gereinigtes Netl ist in der Liagatrodie Aktivitat der RNAPolymerase |

zu stimulieren. Dabei reicht der Einsatz aquimolarer Mengen von Netl undPBMAerase | aus, um

den stimulierenden Effekt zu erzielen. metl-Mutanten hingegen ist die Syntheserate der rRNA
verringert, somit kommt egu einer geringeren Akkumulation von rRNA. Eine Ursache hierfir kénnte
die Delokalisation der RNPolymerase-Untereinheit A190 in diesen Stammen sein. Passend hierzu
kann die Uberexpression v&fRN3len temperatursensitiven Wachstumsdefekt vagt1-1-Mutanten
supprimieren. Dason Shotet al. (1999)vorgeschlagene Modell sieht vor, dass Netl daran beteiligt

ist die RNAPolymerase | an das rDNA&mplate zu rekrutieren und dort aktiv zu halten.
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4. ERGEBNISSE

Die folgende Arbeibefasstsich mit der Analyse der Struktur des nukleolaren Proteins Netl und mit
der Fragestellung, wie Netl seine Zielregion, den Nukleolus, im Zellkern finden und erkennen kann.
Desweiterenwird die Frage untersuchtvelche Regionen innerhalb des grofRen, 1189naséuren

langen Proteins welche Aufgaben bei der Nukleolusorganisation und der Regulation der Anaphase
Ubernehmen. AbschlieRend wird versucht etwas genauer auf eine bisher noch nicht sehr gut
charakterisierte Funktion des NeHroteins bei der Stimuliergnder Aktivitat der RNRolymerase |

einzugehen.

4.1 Funktionen de N-terminalen Regiorvon Netl¢ Lokalisation

Um zu gewahrleisten, dass ein Protein in einer spezifisGhdmegion des Zellkerns, dem Nukleolus,
lokalisiert, miissen mehrere Voraussetzungegeai®n seifCarmeFonsecat al., 2000) Das Protein

muss zundachst Uber eine Kernlokalisationssequenz {Nli&ear localization sequenoeerfliigen, um

in den Zellkern importierzuwerden. AnschlieBend muss es in der Lage sein die Zielregion innerhalb
des Kerns zu erkennen. Dies kann einerseits Uiber spezifische Sequenzerkennung tBidddINg an

der rDNA erfolgen oder andererseits Uber ProtBimteinWechselwirkungen mit Faktoren, die
ihrerseits spezifisch agie rDNA binden. Im Falle von Netl wurdehgsdavon ausgegangen, dass die
nukleolare Lokalisatiozum einenldber Wechselwirkung mit dem Protein Fobl zustande kommt
(Huang und Moazed, 20Q3j0b1 bindesequenzspezifisctiirekt an die rDNA in der NT&REegion im
Bereich degecombination hotspotaind desreplication fork barriefElementsund wird fiir deren
Aktivitat bendtigt (Huang und Moazed, 20Q3Eine weitere Mdglichkeit fir Netl an die rDNA zu
gelangen besteht in einer Interaktion mit der RNA Polymerase |. Netl kann somit auch in Bereichen
der DNA lokalisieren, die der PromotBegion entsprechen, und die sich in den 35S rRNA
codierenden Bereich erstrecken.

Die Grundvoraussetzung fiir eine nukleolare Lokalisation stellt die Fahigkeit des Proteins dar in den
Zellkern zu gelangen. Dies wird Uberigeteten Kernimport Uber Trangptproteine, die Importine,
bewerkstelligt. Eine im Protein vorhandene Kernlokalisationssequenz (NLS) stellt dabei die Bindestelle
fur einen Vertreter der ImportisfFamilie dar. Untersucht man die Aminosduresequenz von Nétl m
Hilfe bioinformatischer Programme hinsichtlich bekannter{Sir8kturelemente, erhalt man mehrere

Treffer, die tber die gesamte Lange des Proteins verteilt sind (s4.Abb
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1 MYKLQVVLVP PSLQATMPIQ FGYGPTIAES SQLLPNRTNM AQSAGDASLQ
51 YANLRSANVS FTPSYFNQSRR FRKFLLFTKP TNTLLNLSDE IIDKCEKMY P
101 SLQEDIEILS LODNSGCDLD PDFLVKDVFEN VNNIVRVILK NEIDLDDSAP
151 VS LYKSVKRS KLNNGSPQSV QPQQQIPSSS GVLRIAKKRP PTGTTTTTTI
201 RSATNGSMRYV STPLARQIYP PPSSKIVSNN SDDEDEDIGE RSFLPPFPQP
251 QSPPIRISSG | DAGKKIKSS IVEEDIVSRS ATVDPDKTKQ QRLSGTPIM
301 STMTPNRVTL TGQRVVSEHA HKNELVFSAS ASSSSFANGG TAAVTAQDIN
351 RKPPVTTPRI TSGMLK IPEP RISEIEKELK EGPSSPASIL PAKAAKIP MK
401 KPYLENGENY ESDDSSSSEN QETPETEPHS KASLQRSQSS IAINGSPVK
451 NSPLGDAMPH NVHLAELPKA SNTSITKSSN GESWGKQQEHPRRKSSLET
501 IVEKKSQAEP SGIVEPKRMT NFLDDNQHRKEDTNDKLLE KEILPTIPHN
551 DQPILASSDK SNGTLKSLAG KVSSNNNASK EDGTIINGTI EDDGNDNDEV
601 DTTVRIVPQD SDSSSFPKSD LFKMIEGDDT DLPQWFKGKNSRTSGNSKNS
651 KPYTTVLNKD IDNSKPDPRN ILPQRTPRSA AKRAAQLLAG AKKNEVPQKS
701 TEDSSSAAST DDESESGIET DFSSDDDFKR KNMSVPNNGP KDISLHSLKG
751 SVVPVKDSKI INKEVDEERN DKRDSQKKSA VSESSVTNSK ISEQMAKSFY
801 PNSNKKQNEA TKVETKPATQ ASSFPVVGGS PSVATKITS FNEEGNRKNV
851 KTKAKNESAQ IDRQQKETTS RVADLKSANI GGEDLNKKAE GSKEPEKASA
901 NIQDANDKNN SKEKEDSKSK QVS®&KLKMT DHLKEGNVQL PKPSANDKLK
951 DLKAKFTNSK TLVPPGIISN EKNNSSANDD DSSSSGSSTE DESSSSSSSS
1001 DEETSTSRKA RRVVVNTPRE PVRSSSKIEA PSPSWKKIN ATPDKIPVTQ
1051 LMDMSSPPSV KSKTINPSS ILH DLPRKVR PSLSSLSDLV SRGIPDVKEK
1101 TSKSNEKSQT KAPSSSDDES SSDSDSNSSS DSVSDSSSDS KSESDSDDSG
1151 DSSDDGKSFI SAKSASAALG KKKKPSGGFA SLIKDFKKK*

Abb.4.1: Untersuchungen der Aminosauresequenz von Netl hinsichtlich-BtuSlicher Sequenzen

Die Aminosauresequenz von Netl wurde mit dem Programm NLSmgplsanapper.iab.keio.ac.jp/)
untersucht. Die orange unterlegten Sequenzen wurden hierbei als Treffer figliohé NLS\ktivitat
identifiziert. Der Score rangierte fur die einzelnen Treffer zwischen 4.0 und 6.0, was auf eher s¢
ausgepragte NL-Sktivitat hinweisen wird€Kosuget al., 2009)

4.1.1 Net1(1-1189)GFHokalisiert im Nukleolus

Zur Visualisierungon Netl wéahrend des Zellteilungszyklus wurden Stamme untersucht, die tber PCR
vermittelte Epitopmarkierung Fusionsproteine aus Netl der vollen Lange (1189 Aminoséuren) und C
terminalem GFP exprimierten. Durch homologe Rekombination am Genort wurde gevségtrldass

die Expression auf physiologischem Level stattfand. Als Marker fir den Nukleolus diente 3mCherry
fusioniertes Nop56, ein konserviertaaikleolares Protein, das als Komponente des Box C/D sroRNP
Komplexes an der Reifung de@pRNA beteiligist (Lafontaine und Tollervey, 2000).

Die Analyseheterozygotdiploider (s. Abb. 4.2a) und haploider Versuchsstamme (s. Abb. d@n2b)
Fluoreszenzikroskop zeigte die zu erwartenden Lokalisationsmuster fir nukleoldre Proteine.
Auffallendwar jedoch, dass das NefSignal im Gegensatz zu Nop56 den Nukleolus deutlich scharfer
und engr begrenzt abbildet. Zudemiaesdas Net1Signal keine homogene Verteilung innerhalb des
Nukleolus auf, sondern si@n sich &hnlich wie Perlen auf einer Kette inikéa:n Regionen zu
konzentrieren (s. Abb. 4.2a, Zeile .3)In frihen Phasen des Teilungszyklag Netl als

halbmondférmiges Signal vor, wobei sich gelegentlich ringférmige Strukturen heraushilaletie
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Wahrend der Anaphase elongiert der Nukleolus undStibwesterbromatiden werden voneinander
getrennt. In diploiden Zellen zegysich hierbei eine kurzfristige Trennung der homologeNALoci
(Uberwiegend in der Mutterzelle), so dass meist drei, bisweilen aber auch vier separate nukleolare
Strukturen zu ékennenwaren, die in der Regel Kommader Klammerférmig angeordnet warégn.
Abb.4.2a, Zeilen 5 und %

a b

NET1/NET1(1-1189)-GFP NET1(1-1189)-GFP

Nop56 Net1(1-1189) merge Nop56 Net1(1-1189) merge

3 #
- -
3 .

4
5\

N
- s -
v o

Abb. 4.2: Net1(1-1189)}GFPzeigt in derFluoreszenzmikroskopieinetypische nukleolare Lokalisation

Die Lokalisation von Netl{ll189}YGFPwurde am Fluoreszenzmikroskop untersucht. Hierzu wurden
diploide Stamma, W13533 NET1/NET1(1189}YGFPHIS3MX6 NOP56/Nop=nCherryURA3 und ein
haploider Nachkommeé, (NET1(11189)GFPHIS3MX6 Nop58mCherrnyURA3 ausgewahltDie erste Spalte
zeigtdie Zellmorphologie im Durchlichtkanal (DIC), in der zweiten Spalte ist der nukleolare Comarker
gezeigt, Spalte 3 enthélt das Neslgnal und Spalte 4 zeigt beidedfeszenzkanale Uberlagert (merge). C
MaRstabsbalken besitzt eine Lange von 5 um.
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Zur Bezeichnung der erstellten Nekbnstrukte sei angemerkt, dass im weiteren Verlauf das Protein
der vollen Lange als Net:{1l89) bezeichnet wird. Net¥erkirzungen werden entsprechend
gekennzeichnet, z. B. Net}{E5). Bei der Genschreibweise migsgorrekterweise die Angabe in
Basenpaaren erfolgen, aufgrund der besseren Ubersichtlichkeit und Vergleichbarkeit der Konstrukte

wird dennoch die Aminosaus8chreibweise beibehalten, also beispielswd®igel 1(1455).

4.1.2 Die N-terminale Regionvon Netl ist hinreichend fur Nukleoluslokalisation

Um einzugrenzen, welcher Bereich des Netdteins hinreichend fir den Kernimport und die
Lokalisation im Nukleolusist, wurde Uber PCRermittelte homologe Rekombination und
Epitopmarkierungine SerigCterminaler Verkirzungen von Netl hergestdbt Abb. 4.3)Es handedt
sich hierbei um Verkirzungen, die am Genort vorgenommen wurden, wobei-tigm@ale Anteil
hinter der Verkirzungsstelle deletiert wurdBie VerkirzungerNet1(1-1051), Net1(1972) Netl(t
693), Net1(3455), Netl(2341) und Netl(2233)wurden als Fusion mit GFP odweit dem Flag12
Epitop hergestellt, um Analysen am Fluoreszekmskop und im Western Blot zu ermdglichen

In einem alternativen Ansatz wurden die codierenden Regiotien Verkirzungen Net1{341),
Net1(1-233), Net1(21196), Net1(1147), Net1(3110) und Net1(¥69) irklusive deNETL-Promotorsin
Vektoren fur @erminale GFHFusionierung kloniertNach Linearisierungn LEU2Gen oder imCYCA1
Terminator(tCYCYlwurde das etsprechende Konstrukdmleu2LocugW303) oder amiCYC1S288¢
BY474) einesNET1Wildtypstammsns Genom integriert. ANET2Promotor galt hierbei die Region
zwischen denupstreamliegenden Gen und defmNET31Startcodon. Bei dieser Methodennte esim
Gegensatz zur endogenen EpitopmarkierangMehrfachintegrationen kommen, welche sich auf das

Expressionsniveau des jeweiligen Konstrukts auswirkte
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Abb.4.3: Schematische Darstellung der erstelltenrt€minalen Verkirzungen von Netl

Ausgehend vim Protein der vollen Lange Net1{189) wurden die Verkirzungéiet1(1-1051),Net1(1-972),
Net1(1:693), Net1(1455), Net1(1341),Net1(1-233), Net1(:196), Net1(1147), Net1(1110) und Netl(369)
hergestellt und untersucht. Schematisch gezeigt sind dieaiweten Phosphorylierungsstellen mit GD
Consensus (P) sowie die konservierte Regiapfiem10407Motivs (pfam). Exemplarisch wurde diision
mit GFP geeigt Angegeben ist weiterhin, welche Konstrukte als Manipulation der endogé&iehtKopie
(chromosomal)untersucht wurden und in welchen Féllen ein integratives Plas(Ridsmid)mit dem
entsprechenden Konstrukt unter Kontrolle dd&T1Promotors analysiert wurde.
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Zunachst wurden die Stammmait Verkirzung und Epitopmarkierung am endoger¢BT2Locus
hinsichtlich der Lokalisation der verkirzten N&grivate am Fluoreszenzmikroskop untersucht.
Hierfur wurden sowohl die heterozygdiploiden Ausgangsstamme als auch die durch Sporulation und
Tetradenanalyse entstandenen, haploiden Nachkommierat Stamme verwendet. Als Comarker fir
nukleolére Lokalisation diente wiederum Nop3@Cherry Alle untersuchten Verkirzungen von Netl
wiesen nach wie vor nukleolére Lokalisation aafjzusatzlich zur verkirzten Version von Netl auch
das WildtypProten der vollen Lange vor (diploide Zellen), sociasen die Zellen gut und ztag
keinerlei Defekhinsichtlich des Wachstums oder der Zellmorpholo@arde jedoch nur die verkirzte
Version exprimiert (haploide Zellen), zeigich schon bei der geringstéferkirzung Net1(L051) ein
starker WachstumsdefeKtgl. 4.3.1)Besonders bei dieser Verkirzung nimmt das Nukleolussignal von
Nop56 in Anaphasgellen oft eine $6rmige Struktur an (s. Abb. 4.4eechte Halfte, Zeile)5Eine
weitere Auffalligkeit betraf die heterozygaliploiden Zellen; in der spaten Anaphase konnte haufig ein
Aufspalten der homologen rDN£oci beobachtet werden, wobei eine parallele Anordnung der
Chromatiden die Regel war @&bb.4.445 linke Halfte, Zé& 6). Die Zellmorphologievar in haploiden
Zellendeutlich im Vergleich zum Wildtyp verandert, es hittesich langgezogene Knospen, die sich
oftmals nicht von der Mutterzelle trerien. Dies kénnte auf einen CytokineBefekt hindeuten der
maoglicherweig durch eine Fehlregulation der Proteinphosphatase Cdcl4 hervorgerufen Diérd
Struktur defNukleolus (reprasentiert durch NopSnCherry zeigte eine Veranderung gegeniiber den
diploiden Zellenin den Stdmmen mit Derivaten von Net1{@51) und kirzer wadie HalomondrForm

in haploiden Zellerseltenerzu finden es kam haufig zu einer Kompaktierung des MgitfnalsDas
Nop563mCherrySignal war insgesamt deutlich breiter verteilt und es zetgn sich haufig
punktformige Aggregatennerhalb des sonst homegen SignalsMehrfach konnte beobachtet
werden, dass das punktformige NopB@gragat von einer halbkreisformigen Ne&fruktur
umschlossen wurde (s. Abb. 4.4a, rechte Halfte, Zeilestkonnte jedoch auch beobachtet werden,
dass das Nop5B8ggregat nichinit der Lokalisation von Netl korrelierte (s. Abb. 4.4a, rechte Halfte,
Zeile 3).Eine Nukleolugihnliche Struktur konntdir Netlin allen Fallen nachgewiesen werdéei

keiner Verkiirzung kam es zu einer gravierenden Fehllokalis@idxbb 4.4b-f).



ERGEBNISS| 31

NET1/NET1(1-1051)-GFP

Nop56 Net1(1-1051) merge

NET1(1-1051)-GFP

Nop56 Net1(1-1051) merge

. .

..

NET1/NET1(1-972)-GFP

Nop56  Net1(1-972) merge

NET1(1-972)-GFP

L3 > .
A g .
A o £ | - r— -

Nop56  Net1(1-972) merge

o
S




32 ERGEBNISSE

NET1/NET1(1-693)-GFP

DIC Nop56  Net1(1-693)

merge

NET1(1-693)-GFP

Nop56  Net1(1-693) merge

/
’ A
N
.‘3 .

NET1/NET1(1-455)-GFP

DIC Nop56  Net1(1-455)

merge

NET1(1-455)-GFP

Nop56  Net1(1-455) merge

. ! . :
- ¢ . J .
i Ry \ v
¢ AN )

Y
-




ERGEBNISSI 33

NET1/NET1(1-341)-GFP

Nop56  Net1(1-341)

NET1(1-341)-GFP

Nop56  Net1(1-341

merge

NET1/NET1(1-233)-GFP

Nop56  Net1(1-233)

NET1(1-233)-GFP

Nop56  Net1(1-233)

merge




34 ERGEBNISSE

Abb.4.4: Gterminal verkirzte NettKonstruktelokalisierenin diploiden und haploiden Zelleim Nukleolus

Die Lokalisation der verkirzten Ne@FPDerivate am Fluoreszenzmikroskop untersucht. Hierzu wurder
Stamme a, W13534 NET1/NET1(1051}GFPHIS3MX6 NOP56/Nop58mCherryURA3, b, W13535
(NET1/NET1¢272)GFPHIS3MX6 NOP56/Nop58mCherryURA3, ¢, W13536 NET1/NET1¢693)}GFP
HIS3MX6NOP56/Nop58mCherryURA3, d, W13537 NET1/NET1(455)GFPHIS3MX6NOP56/Nop56
3mCherryURA3, e, W13538 NET1/NET1¢341}GFPHIS3MX6NOP56/Nop58mCherryURA3 und f,
W13539 NET1/NET1¢(233)GFPHIS3MX6 NOP56/Nop58mCherrlURA3  sowie je ein haploidel
Nachkomme, der aus der Sporulation und Tetradenanalyse hervorgegangenauwsggvahlt. In der
Darstellung links sind jeweils die Aufnahmen der diploiden Ausgangsstamme, in der Darstellung ret
entsprechenden haploiden Nachkommen aufgefuhrt. Die erste Spalte zeigt die ZellmorphologiekanBil(
die zweite und dritte Spalte digFluoreszenzsignale und die vierte Spalte die Uberlagerung b
Fluoreszenzkanale (merge). Die Lange des MaRstabsbalkens betragt 5 um.

Trotz des starken Wachstumsdefekter haploiden Simme war eine nukleolare Struktur
nachweisbar, das NetSignal dedkalisiere nicht, sonderrwarnoch als kompakte Struktur vorhanden.
Selbst das kirzeste NeflerivatNet1(1-233) ist in der Lage im Nukleolus zu lokalisief2ie. ersten
233 Aminosauren deN-terminalen Regiorsind also hinreichend fiden Import von Netl in den

Zellkern unddie Lokalisation im Nukleolus.

4.1.3 Kurze Nterminale Netl-Fragmente zeigen Tendenz zur Aggregatbildung

Aufgrund des Wachstumsdefekts der haploiden Stamme wuwlae in4.1 beschriebeneSystem
etabliert, um die Lokalisaih kurzer N-terminaler NetlFragmente ohne Beeintrachtigung des
Wachstums analysieren zu kdnnen. Hierzu wurden die zu untersuchentiermibalen Fragmente
inclusive desNET1Promotors in GFWektoren kloniert, um nach Integration am gewlnschten
Selektiorsmarker eine Expression des Fusionskonstrukts unter Kontrolle des endogenen Promotors zu
erhalten. Das Expressianigeau dieser Konstruktekonnte jedoch von der Integrationszahl des
Plasnids im Genom beeinflusst werdebie Verkirzungen Net1¢{241)GFP, N&.(1-233)}GFP, Net1(l
196)GFP, Net1l(147)GFP, Net1(110}GFP und Net1(69)>GFRvurden auf diese Weideergestellt
und hinsichtlich ihres Expressionslevets Western Bloty A i | A f -BRPAnSkbrgessanalysiert

Es konnten von den meisten Konstkien Transformanden mit unterschiedlich hohen
Expressiommengen erhalten werden. Zur fluoreszenikroskopischen Analyse wurdepei den
Verkirzungen Net1¢B41), Net1(1233), Net1(1196) und Netl1(1147) jeweilsdrei Transformanden
mit hohem, mittlerem und redrigem Expressionslevel ausgewabiid auf ihre Lokalisation hin
untersucht Exemplarisch dargestellt sind die Verkirzungen Ne3dl) und Net1(4147)(s. Abb4.5).
Von den Verkirzungen Net:(110) und Netl(¥69) wurdenkeine odernur schwache Signalien
Western Blot erhaltenAllein der Fluoreszenzmikroskopie untersuehilransformanden zeigten kein

erkennbares nukleolares Sigrial Anhan@.2.1). Da es sich hierbei bereits um sehr kleine Fragmente
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im Vergleich zum groRen GFP handelteyren diese NetDerivate moglicherweiseaufgrund von

Proteinfehlfaltung instabil und wurden deshalb schnell degradieig. wurden in weiteren Analyse

nicht mehr verwendet.

Bei der Verkirzung Netl{341) war zu erkennen, dass die bei hohem Proteinlevdiretende

Aggregatbildung mit sinkendem Proteimeauabnahm(s. Abb. %ba). Der hochste Protegehalt der

durch Mehrfachintegrationen des Konstrukts im Genom zustande kam, resultierte in starker

Aggregatbildung, so dass nur ein punktformi§egnaku ekennen war. Unter leichter Uberexpression

der NettDerivate war zusatzlich zinem intensiven, punktférmigen Aggregat eiukleolares Signal

zu erkennen.Das Aggregat befand sich dabei innerhalb der vermutlich nukleolaren Strikeur.
Verkirzungen Net1(233) und Net1(4196) verhielten sich in ahnlicher Weise Anhand.2.2). Fur

die Verkirzung Netl¢147) konnte dieses Verhalten nicht gezeigt werden. Unabhéngig von der

exprimierten Proteinmenge zeigte Net1{#7) keine Aggregatbildung, sondern lokalite immer in

einer engbegrenzten vermutlich nukleolaren Struktur mit einem zusatzlichen, geringen Anteil im

Cytoplasma (s. Abb.5h).

a
NET1 pNET1-NET1(1-341)-GFP
DIC
W13468
Proteinlevel hoch
Net1
(1-341)
DIC
W13469
Proteinlevel mittel
Net1
(1-341)

DIC
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Proteinlevel gering
Net1
(1-341)
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NET1 pNET1-NET1(1-147)-GFP
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o
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a4 —— | Net1(1-147)0?
DIC
W13479
Proteinlevel gering
Net1
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Abb.4.5: Lokalisation von Net1(B41>GFRund Netl(2147)}GFFn haploiden Zellen

Die Lokalisationvon jeweils drei Transformanden mit unterschiedlichem Expressionsniveau
Fusionsproteine Netl1(B41}GFP und Netl¢147)}GFPwurde unter vergleichbaren Bedingungen a
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Zusatzlich wurde das Expressionsniveau im WestebnGFR
Antikdrper analysiert. Die Stamme a, W13468 (hohes Expressionslevel), W13469 (mittle
Expressionslevel) und W13470 (niedriges ExpressionsI®EN1( tCYCL::pNENET1(1341}GFRCYC1
LEU2 wurdenausgewahlt Der Mal3stabsbalken betragt 5 um. Z8@t sind in Reihe 1 jeder Einheit ¢
Zellmorphologie (DIC) und in Reihe 2 das-BEBreszenzsignal, von oben nach unten nimmt dabei
Proteinmenge ab. Die Stamnie W13477 (hohes Expressionslevel), W13478 (mittleres Expressions
und W13479 (niedges ExpressionsleveNET1 tCYCL::pNENET1(1147)-GFRCYCAEU2 wurden unter
vergleichbarerBedingungen untersucht.

Eine Modellvorstellung konnte folgendermaf3en aussehen: fessitzlich zur verkirzten Variante
vorhandeneNet1-Wildtypproteinist in der Lagenit dem verkirzten Protein zu interagieren und die
ubliche Nukleoluslokalisatiordie auf einem Netzwerk an Proteininteraktionen zwischen Netl und
seinen Partnern beruhtzu gewahrleisten Steigt die Menge des verkirzten Proteins gegeniber dem
Wildtypprotein an, so interagieren Dosabhangig vermehrt die verkirzten Proteine miteinander.
Diese lokalisieren nachie vor im Nukleolus, sind abeaufgrund derVerkirzungnicht mehrin der
Lagedie anderen fur WildtypNetl tblichenProteinwechselwirkungen einzugehen. Als Resultat zeigt

sich ein kompaktiertes Net$ignal innerhalb des Nukleolumteressanterweise konnte dieses
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Verhalten fur die Verkirzung Net1{#7) nicht beobachtet werden. Netl scheint also innerhalb de
N-terminalen Regioneinen Bereichfir Selbstinteraktion zu besitzem®ei Fragmenten, die nur die

ersten 147 Aminosauren besitzen, ist die Selbstinteralgdochstarkeingeschrankt.

4.1.4 Netlbesitzt die Fahigkeit zur Selbstinteraktion

Eine mogliche NetSelbstinteaktion wurde bisher in der Literatur nicht ndher analysiert, kdnnte aber
einen Erklarungsansatz lieferwie Netl in der Lage ist die Nukleolusstruktur zu etablieE&ne
Modellvorstellung aus der Literatur erlautert die These heb-Proteine naher (Emnmbund Hiscox,
2009). Alhub-Proteine werden demnach Strukturkomponenten des Nukleolus bezeichnet, die durch
ihre ProteingréRe undstruktur eine grol3e Oberflache fiir Interaktionen mit multiplen Partnern zur
Verfugung stellen und auf diese Weise als Beinst fir die Nukleolusassemblierung fungieren. Fir
eine solche Art der Organisation einer rAumlichen Struktur ware Netl pradestiniert. Netl stellt ein
groRes Protein mit 1189 Aminosauren dar, so dass viele Bindungsstellen fir die Interaktionspartner
zur Vefugung stehen konntenin einerhub proteiranalogenModellvorstellung kénnteNetl durch

eine Art Quervernetzung Uber diSelbstnteraktion vieler NetiProteine in den einzelnen rDNA
Wiederholungseinheiten eine raumliciBasisSruktur zur Verfligung stegh, an die die Gbrigen Netl

Interaktionspartner andocken kénnten.

4.1.4.1 Net1(1-1189)interagiert mit sich selbst

Um einen ersten Eindruck Uber digeermutliche Selbstinteraktionsfahigkeit von Netdu gewinnen
wurde zunéchst eine Coimmunprazipitationdiploiden Zellemurchgefihrt. Nach Anreicherung von
Net1(1-1189F"9?mittels an Agarose S| Ra 3 S {-RadghdtkorpieSvyrdelim Western Blot die
Coprazipitation von Net¥“®untersucht(s. Abb4.6). Nach der Prazipitation von Net1(1189J"29% war
ledigichSA Yy S t SAOKGS -FlagWdsterd RI& MHeykannelD¥s khapp 143 kDa groRe
Netl1-Protein war zudem anféllig fiir Degradatidn.S NMyé&-WesternBlot zeige ein detektierbares
Signal firNet1(1-:1189)"< das tber dem Signal der Naiykontrolle Bg und somit fir einen

spezifischen Nachweis spricht
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Abb.4.6: Netl zeigt in der Coimmunprézipitation Selbstinteraktion

Die Interaktion von Nefi29%?mit NetIWe13wurde mittels Coimmunprazipitation analysiert. Hierzu wurde (
Stamm W11397 NET1Flag12HISSMXAGNETiIMyc9TRPIK.l.) ausgewahlt. Als Negativkontrolle diente
W9202 NETiMyc3TRP1(K.)))Die Proteinmengen wurden im Gesamtlysat (WCE) und nach der Prazipi
Uiber Flaggekoppelte AgarosBeadsY A i (i-Bldg#zy RMye-Antikdrperim Western Blot analysiert
ErrechneteProteingréfRen

Net1(1-1189§%912 1427 kDa *  1gG

Net1(1-1189M°% 1422 kDa F F -FlagKreuzreaktion

Dem ersterBndruck nach konntéNet1(1-1189)die Fahigkeit zur Selbstinteraktidmesitzen In einer
Coimmunprazipitation kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Interaktion der getesteten
Proteine indirekt Uber weitere Partner zustande komrbBesweiteren konnte afgrund der vielen
ProteinWechselwirkungen, die das grof3e Ndfotein eingeht, die Selbstinteraktion nicht so intensiv

in den Vordergrund treten. Nahere Aufschlisse Ubemfiir die Selbstinteraktion bendtigteBereich

in derN-terminalen Regioron Netl wiirden diesem Zusammenhgmeine Coimmunprazipitationon

Netl-Fragmenta, die nur die Nerminale Region umfassehringen.
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4.1.4.2Net1(1-455)und Net1(:341)kénnenUber Interaktion mit Net1(21189) Sir2 prazipitieren

Ein weiterer Hinweis flr eine mdgliche Nefglbstinterakibn trat bei der Untersuchung der
Proteinwechselwirkung zwischen Netl und der Hidbwacetylase Sir2 auf. Beide Proteine
interagieren und bilden zusammen mit der Proteinphosphatase Cdcl14 denkiaiNlex$ Q! Y 2 dzZNA
und Amon, 2001 Cuperuset al.(2000)konnten zeigen, dass eine Region innerhalb von Netl zwischen
den Aminosduren 5%5¢ 801 hinreichend fir die Wechselwirkung mit Sir2 ist. Dieser Befund wurde
dberpruft, indem eine Reihe vont€rminalen NettVerkirzungen mittels Coimmunprézipitation auf
ihre Féigkeit zur Wechselwirkung mit Sir2 untersucht wurdach den Daten vo@uperuset al.
(2000)sollten nur das Protein der vollen Laniyet1(1-1189)und die Verkirzung Net1{972) eine
Interaktion mit Sir2 zeigen, da in beiden Konstrukten die fUrRBliedung von Sir2 erforderlichen
Bereiche enthalten sind (Aminosauref6s801). Das Derivat Net1893) enthalt nur einen Teil der
bendtigten Sequenz und sollte deshalb verringert oder gar nicht an Sir2 binden. ¥M&8)(lind
Netl(1-341) enthalten die benigten Sequenzen nicht und dirften nicht in der Lage sein Sir2 zu
prazipitieren. Die Netb SNA @ (S ¢ daNEyBedds aus dei Sdsamtlysat (WCE) prazipitiert,
RSNJ bl OKgSAa S NWaAnGkdrger(sNADIAN). SAy Sy h

Wie erwartet zeigten die Konstrukte Net1{189) und Netl(072) eine starke Interaktion mit Sir2.
Interessanterweise war aber auch bei den Derivaten Ne6B3), Net1(3455) und Netl1(4341) eine
Interaktion mit Sir2 nachweisbar, diese fiel jedoch deuttichwéacher aus als bei den beiden langeren
Konstrukten. Da es sich um heterozygliploide Versuchsstdmme handelte, kdnnte dieser Befund die
Theorie der NetiSelbstinteraktion unterstiitzen. Fragmente, die selbst keine fur dielSiePaktion
bendtigten Squenzen enthalten, kénnten an das Wildtypprotein Netl binden, welches wiederum die
entsprechenden Sequenzen zwischen den Aminosduren8666zur Verfigung stellt, um Sir2

préazipitieren zu kénnen.
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Abb.4.7: Netl interagiert mit Sir2

Die Interaktionvon Netf'2912 mit Sir2»°3 wurde mittels Coimmunprazipitation analysiefie Stamme
W12571 NET1/NET1¢1189)Flagl2HIS3MX6 SIR2/SHRB/c13kanMX§, W12572 NET1/NET1¢072)-
Flag12HIS3MX6 SIR2/SHRB/c13kanMXg, W12573NET1/NET1(693)-Flag12HIS3MX6 SIR2/SHRB/Cc13
kanMX§, W12574 NET1/NET1(455-Flagl2HIS3MX6 SIR2/SHRB/c13kanMX§ und W12575
(NET1/NETL1¢341)-Flag1l2HIS3MX6 SIR2/SHRB/c13kanMX§ wurden hierzu ausgewahlt Die
Proteinmengen wurden im Gesamtlysat (WCE) und nacliPdizipitation tiber Flag S Ra  YRag uné
h -Myc-Antikdrper im Western Blot analysiert.

ErrechneteProteingrélRen

Net1(1-1189)%912 142 7kDa Mgit2 838 kDa
Net1(1-972f%92  120,1 kDa

Net1(:693f2912 89,8 kDa * 1gG
Net1(1-455f"912 63,71 5 | -FlagKreuzreaktion

Netl(1:341f%912 51 4kDa
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4.1.4.3Die AggregatbildungN-terminaler Netl-Derivatekorreliert mit der Proteinmenge

Einenweiteren Anhaltspunktfiir die NettSelbstinteraktionlieferten die Mikroskopiedaten der -N
terminalen Fragmente Netl{147}GFP, Netl(196)}GFP und Netl{233)}GFP. Es konnte bereits
gezeigt werden, dasNet1(1147)GFRm Gegensatz zu den anderen untersuchten Verklrzutgén
erhOhter Proteinmenge nicht zur Aggregatbildung tendiggl. Abb. 4.5). Langere Konstukte wie
Net1(1-196), Net1(1-233) und Netl(1341) hingegen bildetn in Abhangigkeit der Pretnmenge
verschieden stark ausgepragte Aggregdeehther hierbei das Proteinniveau ausfiel, desto starker trat
die Aggregatbildung hervotJm diesen Zusammenhang ndher zu beleuchten, wulake Konstrukt
PNETINET1(2233)GFRPCYClInaher untersucht. Durcldie Inegration des Plasmids aeu2Locus
konnten duchdie hierbei auftretendemMehrfachintegrationerfransformanden erhalten werden, die
unterschiedliche Expressiamgeaus des Konstrukts aufwiesenDe Proteinmenge von fiunf
unabhéngigenTransformanderwurde deshalb zunéchsm Western Bloty' A (i (i -GEPAntikBrper
untersucht (s. Abb. 4.8a) AnschlieRend wurdendie Transformanden hinsichtlich des
Lokalisationsmusters der NetifB3}GFPFusionsproteineam Fluoreszenzmikroskognalysiert(s.

Abb. 48b).

Anhand der Western BleAnalyse wurden die Proteinniveaus damansformandenn fiinf Kategorien
eingeordnet. Jeweils ein Vertreter eines besonders niedrigen und eines besonders hohen
Proteingehalts des Konstrukts sowie drei Vertreter mit leicht variableitfleren bis hohen
Proteinmengen wurden im weiteren Verlauf am Fluoreszenmikroskop analysiert. Transformdieden
eine geringe Menge an NetgB3}YGFP exprimiertenKategoriel) wiesendabei eine normale
nukleolare Lokalisation des Konstrukts ohne aggtbildung auf. Bei Transformanden mit mittlerem
Proteingehalt traten intensivere Aggregate innerhalb der normalen NukleolusstruktuKaiggorie?

und 3), wahrend bei héherem und hohem Proteingehalt kaum eine normale Nukleolusstruktur
nachzuweisen under Uberwiegende Signalanteil in Aggregaten anzutreffen Warggorie4 und 5)

Es zeigte sickomitein Zusammenhang zwischen Proteinmenge und Auspragung der Aggregatbildung.
Wurde ein gewisser Proteingehalt Giberschritten, lokalisierte das untersuchggfent Net1(1233)
GFPUberwiegend als Aggregat und weniger in seiner normalen, nukleolaren Struktur. Das noch
vorhandene Wildtypprotein war also nicht mehr in der Lage in ausreichendem Mald an die grof3e
Menge an verkirztem Protein zu binden und hieriiber mibrmale Lokalisation zu gewahrleisten. Bei
kleinen Fragmenten scheint also die Selbstinteraktion gegentiber der Lokalisation an der rDNA und den

Wechselwirkungen mit anderen Komponenten des Nukleolus zu Uberwiegen.
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Abb.4.8: Net1(1-233) bildet mit zunehmender Proteinmenge Aggregate

Funf Transformanden des mit dem KonstrpRETINET1(1233}GFRCYCiransformierten Wildtypstamms
K700 wurden hinsichtlicha, Proteinmengeim Western Blotund b, Lokalisationsmusterdes GFP
Fusionsproteinauntersucht. Es konnten drei Kategorien gebildet werden: niedriges, mittleres und F

Proteinlevel.Der Proteinlevel beeinflusst die Aggregatbildung. Es sind jeweils die Zellmorphologie (DI
das Fluoreszenzsignal des G&dhas gezeigt.
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4.1.4.4 NettAggregate I6sen sich in der Anaphase auf

Es galt nun die Frage zu klaren, ob es sich bei dieser Aggregatbildung tatsachlich um eine intrinsische
Eigenschaft des NetRroteins handelt oder ob sie ein Artefakt von Uberexpression Rratein
Fehlfaltung darstellt Auch einemdgliche Interaktion deiGFPAnNteile konnte die Aggregatbildung
hervorrufen Bei Zeitrafferaufnahmen deFragmens Netl(1-341}GFP am Fluoreszenzmikroskop
konnte festgestellt werden, dass sich die vorhandenen Aggregate zu einem bestimmten Zeitpunkt im
Teilungszyklus, namlich den@phase der Mitose, auflosten und zu Beginn des nachsten Zylddsrwi

in Erscheinung trater(s. Abb. 4). Die Zellzyklusphasekonnten durch Colokalis&n mit dem
KernmarkemCherryNLS eingegrenzt werden.

Wiurde es sich um Artefakte von Uberexpressiml anderen unphysiologischen Effekten handeln,
sollte sich kein Auflosen und Rekonstituieren der Strukturen in zeitichem Zusammenhang mit
bestimmten Phasen des Teilungszyklus ergeben. Da die Auflésung der punktférmigen Strukturen mit
der Anaphase der Mise zusammenfiel, handelt es sich mit gewisser Wahrscheinlichkeit nicht um
solche Artefakte Eine denkbare Ursache fiir die Aggregatauflésung in der Anaphase kénnte die in
diesem Stadium zunehmende Phosphorylierung von Netl darstellen. Mdglicherweisdusestidér
Phosphorylierungszustand von Netl nicht nur die Interaktion mit der Phosphatase Cdc14 sondern auch
die Fahigkeit von Netl zur Selbstinteraktion. Diese Theorie misste in weiteren Experimenten wie
beispielsweise Synchronexperimenten mit anschlieleen  Untersuchung des

Phosphorylierungszustands néher beleuchtet werden.
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NET1(1-341)-GFP mCherry-NLS

Net1
DIC NLS (1-341) merge

Abb.4.9: Aggregatevon Net1(1341)-GFHdsen sich in der Anaphase auf und rekonstituieren anschliel3e

Die Aggregatbildung undéuflosung von Netl(B41)}GFP wurdém Stamm W13215éu2::pNETNET1(1
341)>GFRCYCAEU2 trpl::pTERRACherryNLSICYCITRP) am Fluoreszenzmikroskop verfolgDie erste
Spalte jeder Einheit zeigt die Zellmorphologie im-Ré@al, Spalte 2 enthélt das Fluoreszenzsignal
KernmarkersmCrerry-NLS, Spalte 3 zeigt das Fluoreszenzsignal von N#1J-GFP und Spalte 4 di
Uberlagerung beider Fluoreszenzkan®er Zeitabstand der einzelnen Aufnahmen betragt drei Minutés,
Lange des Mal3stabsbalkens 5 |Rfeile markieren das Auftreten credtteristischer Net1(:B41)}Aggregate.
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4.1.4.5 De N-terminale Regiorbeeinflusst die Lokalisation von verkirzten Neflerivaten

Da dieLokalisation verkirzter NetDerivatedurch das Vorhandensein des Wildtypproteins beeinflusst
wird, war es nun von Interesse das Verhalten der verkiirzten -Netlvate in Abwesenheit des
Einflusses durch das Wildtypprotein testen Eine Deletion voINETIfuhrt jedoch zu einem starken
Wachsumsdefekt und einer sehr kompakten Nukleolusstruktur. Als Alternative zur Deletion wurde
deshalbein Stamm verwendet, desseNET1Gen so manipuliert wurde, dass es eiAeXminal
verkurztes Fragment Net1(234L89) unter Kontrolle de§FEFIPromotors konstiitiv exprimiere.
Arbeiten im Labor zeigten, dasgesesN-terminal verkirzte NetDerivat nicht exklusiv im Nukleolus
lokalisiert sondern uber die gesamte Zelle vertédt Ene maogliche Interaktion mit im Nukleolus
lokalisieten Netl-Derivatenkann zvar nicht ausgeschlossen werden, sa@lte jedoch aufgrund der
raumlichen Verteilung des Interaktionspartnerstark eingeschrankt sein.In einem solchen
Ausgangsstamm wurde die Lokalisation der integrierten und unter KontrolleN&8&Promotors
exprimierten, N-terminalen NettFragmente Net1(#147)GFR Net1(2196)}GFRund Net1(2233)}GFP
untersucht.Dabei wurde darauf geachtet, dass die verschiedenen Konstrukte in vergleichbarer Menge
exprimiert wurden. Die gewahlte Expressionsmenge beglinstime gering Aggregatbildung, der
Grof3teil des Signalsunde jedochnormal verteilt im Nukleolus erwartetAls Kontrolle dienten ein
Stamm, der vollstandiges NET1 unter Kontrolle des TEFiIPromotors exprimierte sowie ein
Wildtypstamm mit unverdndertemNET1 (endogener Promotor).Alle Stdmme wurden durch
Sporulation undTetradenanalys@usgehend vom jeweiligen heterozyediploiden Ausgangsstamm
hergestellt.

Die Lokalisation von Netl{l47)GFPim Nukleolus war - wie in vorherigen Experimentebereits
beobachet (vgl. Abb. 4b) - durch die Verkirzung oder d&terminale Epitop leicht beeintrachti¢s.
Abb. 4.Da). Ein groRer Anteil des Signals lokaligi¢etioch als feine, halbmondférmige Struktur am
Rand des durch den KernmarkaCherryNLS abgebildeten Heerns. Durch die Uberexpression von
NETIwurde dieser Signalanteil intensiverahmaber auch gréBeren Raum im Nukleolus @inAbb.
4.10b). Wurde N-terminal verkirztedNET1(2341189) Uiberexprimiert, erscien die Lokalisation von
Netl(1-147)GFPetwas weniger angereichert im Nukleolus zu sein als bei ExpressioNkddunter
endogenen Bedingungen. Eine Aggregatbildung konnte nicht beobachtet wgrdéhb 4.10c).

Aufgrund des gewahlten Expressionsniveaus bildete Net@GrGFPunter Expression von Wildtyp
NET1zusatzlich zur normalen Nukleolusstruktur leichte Aggregate (s. Atta)4Bei Uberexpression
vonNET1durch denTEFIPromotor kam es zu einer deutlichen Verbreiterung des nukleolaren Signals
(s. Abb. 4.1b). Interessaterweise kondensierte bei Uberexpression des verkiirzten NET-I(P3)

das Signal von Net1{l196)GFPstark und erschien bei einer analogen Darstellung zu Netd(}GFP

nur noch als Punkt. Durch die Darstellung derselben Daten mit einem Anteil vors@tfigien Pixeln

zeigte sich ein geringer Anteil an Signal im Nukleolus (s. Aldiz)4.1
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NET1(1-147)-GFP NET1 NET1(1-147)-GFP pTEF1-NET1

NLS  Net1(1-147) merge NLS  Neti(1-147) merge

(@]

NET1(1-147)-GFP pTEF1-NET1(234-1189)

NLS  Netl(1-147) merge

Abb. 4.10: Lokalisation vorNet1(1-147)GFFn Abhangigkeit von Net(1-1189)und Net1(2341189)

Die Lokalisation von Netl¢147)>GFP wurde am Fluoreszenzmikroskbpi a, auf Wildtymiveau

exprimierten Net1(11189), b, vom TEFIPromotor Uberexprimiern Net1(11189) undc, vom TEF1

Promotor Uberexprimien, verkirzten Net1(234189) untersuchtHierzu wurden dieStdmme W13484
(leu2::pNETINET1(1147)GFRCYCALEU2 trpl::pTERRACherryNLSICYCITRP), W13485 leu2::pNETL
NET1(1147)GFRCYCAEU2 trpl::pTERACherryNLSICYCITRPInetl::natNT20TEFAINET) und W13486
(leu2::pNETINET1(1147)GFRCYCALEU2  trpl::pTEFRACherryNLSICYCITRP1  netl:natNTRTEF1
NET1(2341189 ausgewahltDie erste Spalte jeder Einheit zeigt die Zellmorphologie inKalal die Spalten

2 und 3enthalten die Fluoreszenzsignaldes KernmarkersnCherryNLSund von Net1(1-147)}GFP(0,02%
gesattigte Pixelund Spalte 4 die Uberlagerung beider Fluoreszenzkanéle. Die Lange des MaRstabs
betragt 5 um.
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NET1(1-196)-GFP NET1 NET1(1-196)-GFP pTEF1-NET1

NLS Net1(1-196) merge
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NET1(1-196)-GFP pTEF1-NET1(234-1189)

DIC NLS  Neti(1-196) merge

Net1(1-196) merge

Abb.4.11: Lokalisation von Net1(4196)-GFFn Abhangigkeit von Net1-1189)und Net1(2341189)

Die Lokalisation von Net1{196)}GFP wurde am Fluoreszenzmikroskepa, auf Wildtyplevel exprimierte

Net1(1-1189), b, vom TEFiPromotor uberexprimietn Ne1(1-1189) und ¢, vom TEFiPromotor

Uberexprimierten, verkirzten Net1(23#189) untersucht.In der ersten Spalte jeder Einheit ist ¢
ZellmorphologigDIQ dargestellt, Spalte 2 zeigt das Fluoreszenzsignal des Kernmar&érarryNLS, Spalte
3 dasFluoreszenzsignal von Neti{96)-GFP (0,02 gesittigte Pixel) und Spalte 4 die Uberlagerung b
Fluoreszenzkanaln c,ist aisatzlich zu den Spalten 1 (DIC), 2 (Kernmarker) und 3 (NE6HGFP) in Spalt
4 das Fluoreszenzsignal von Net1@6)GFPmit einem Anteil von 0,1 geséattigten Pixeln dargestellt. Spal
zeigt eine Uberlagerung der Fluoreszenzkanale aus Spalten 2 ubi Stamme W13487e(i2::pNETL
NET1(1196)-GFPCYCA.EU2 trpl::pTERRCherryNLSICYCITRP), W13488 leu2::pNET-NET1(1196)-

GFRICYCAEU2 trpl1::pTERACherryNLSICYCITRP1 netl::natNFRTEFINET) und W13489l€éu2::pNET1
NET1(1196)-GFPCYCA.EU2 trpl::pTERRACherryNLSICYCITRP1 netl:natNFATEFINET1(2341189

wurdenhierzu ausgewahlDie Lange des Mal3stabsbalkdretragt 5 um.
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Netl(1-233YGFPwies bei zusatzlicher Expression von WildtygT1seine normale Lokalisation im
Nukleolus auf. Vereinzeltdten leichte Aggregate a$. Abb. 4.2a). Wurde NETXvom TEFPromotor
Uberexprimiert, tat wie bei den zuvor betrachteten Konstrukten eine Verbreiterung und
Intensivierung des nukleolaren Signals daf Abb. 4.2b). Bei Ubeexpression des verkirzten
NET1(234.189)kompaktiere das Nukleolussignal und esrenmehr Aggregate festzustellen alsib
Expression voNETlauf Wildtyplevel (s. Ablt.12c).

NET1(1-233)-GFP NET1 NET1(1-233)-GFP pTEF1-NET1

DIC NLS Net1(1-233) merge NLS Net1(1-233) ~merge

3 g aril
N A o g
S - R
e ~ WL
g bl T o

NET1(1-233)-GFP pTEF1-NET1(234-1189)

NLS Net1(1-233) merge

.
’ “~
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Abb.4.12: Lokalisation von Net1(233)-GFFn Abhangigkeit von Net1-1189)und Net1(2341189)

Die Lokalisation von Netl-@133)GFP wurddeia, auf dem Wildtyplevel exprimierten Net}{1189) b, wird

vomTEFIPromotor Uberexprimiertn Netl1(21189) undc,vom TEFIPromotor Giberexprimiern, verkiirzten
Net1(2341189)am Fluoreszenzmikroskop untersuclitie Stdmme W13680ei2::pNETNET1(1233)-GFP

tCYCAEU2 trpl::pTERRCherryNLSICYCITRP), W13681 leu2::pNETNET1(1233-GFRCYCIEU2
trpl::pTEF2ZNCherryNLSICYCATRP1 netl:natNTEATEFINET) und W13682 léu2::pNHI-NET1(1233)-

GFRCYCAEU2 trpl::pTERACherryNLSICYCITRP1 netl::natNTATEFINET1(234.189 wurden hierzu
ausgewahltDie Lange des Mal3stabsbalkens betragt 5 um.

Die Lokalisation kurzer-términaler NettFragmente hangt vom Vorhandensein d#gdtypproteins

der vollen Lange Net1{1189) ab. Ersetzt man dieses Wildtypprotein durch ein fehllokalisiertes Derivat
Net1(2341189), tritt die Fahigkeit der NetEragmente zur Selbstinteraktion starker zu Tage. Dies
resultiert bei erh6hten Proteinmengen Aggregaten, die jedoch immer noch im Nukleolus lokalisiert
sind. Nterminale NettFragmente, welche die ersten 196 Aminoséduren umfassen, kdnnen somit
eigenstandig im Nukleolus lokalisieren und mit sich selbst oder andetermihalen NettBereichen
interagieren. Bei einem Fragment, das nur die ersten 147 Aminosauren beinhaltet, sind die

Nukleoluslokalisation und die Fahigkeit zur Selbstinteraktion beeintrachtigt.
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4.1.5 Proteinwechselwirkung mit Fob1l

Um nun zu klaren, worauf die Lokalisationr deirzen Netl-Derivae im Nukleolusberuht, wurde
zunachstdie aus der Literatur bekannte Interaktion mit dem nukleoléren Protein Fobl unterduacht.
friheren Studier{Huang und Moazed, 200Bpnnte gezeigt werden, dass Netl an zwei Bereichen der
rDNA besonders angereichert ist, zum einen inRIIAPolymerase-Promotorregion und demRNA
codierenden Bereich, zum anderen in der NRegion im Bereich der Folgindestelle. Nach Deletion
von FOR war die Assoziation von Netl mit der Promotorregion und dem codierenden Bereich
unveréndert, die Bindung an die NTRégion jedoch stark verringert. Dieses Verhalten wirde
implizieren, dass Netl Uber eine Protéfnoteininteraktion mit Fobl an die NT$legion der rDNA

rekrutiert wird.

4.1.5.1 Netl zeigt keine Interaktion mit Fobl in der Immunprézipitation

Um diese ProteifProteinwechselwirkung zu testen und méglicherweise die Region innerhalb von Netl
einzugrenzen, die fur diese Wechselwirkung benétigvird, wurde zunéchst eine
Coimmunprazipitation von Fobl mitt€minal verkirzten NetDerivaten durchgefihrt. Um den
resultierenden Wachstumsdefekt dieser Verkirzungen zu umgehen, wurden heterafiptpite
Stamme verwendetDie Prazipitation der NetDerid | (0 S S NF 2FfagBéafs(s.N\Ob2L1B). Die
Anreicherung der verkirzten Nefroteine gelang, es konnte jedoch kein spezifischer Nachweis von
Fobl als Copréazipitat erbracht werden. Die in allen Spuren nachweisbare Bande wies zwar die fir
Fobel3 erwartete GroRRe auf, sie trat aber in ahnlicher Intensitat auch in der Negativkontrolle auf,

was auf eine unspezifische Bindung von F¥%1an die FlagBeads hindeutet.

Als nachstes wurde versucht FO¥E3mittels an Agarose S Ra 3 S {-MycAdSkbrpes(9ELO,
gereinigt) zu prazipitieren und die drei ausgewahlte Derivate Net1@9)'2912 Net1(:341)f"9'2und
Net1(1-233)"912als Coprazipitat nachzuweisen. Es wurden wiederum heteroajiglide Stamme
verwendet (s. Abb. 44). Alle sichtbeen Coprazipitationsbanden traten in &hnlicher Intensitat in den
Banden der Negativkontrollen auf. Auch bei Prazipitation von Fobl und Nachweis défdwestiukte

konnte somit kein spezifischer Nachweis einer Interaktion erbracht werden.
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Abb.4.13: Coimmunprézipitation von Fobl mit-@rminal verkirzten NettDerivaten

Die Interaktion der Neti29'2Konstrukte mit Fob'¥*'® wurde mittels Coimmunprazipitation analysiert. D
Proteinmengen wurden im Gesamtlysat (WCE) und nach der Prazipitationldger 6 | Ra  YRag uné
h-Myc-Antikdrper im Western Blot analysiert. Hierzu wurdeie Gtdmme W12576NET1/NET1¢1189}
Flag12HIS3MX6FOB1FOBiMycl13kanMX§, W12577 NET1/NET1¢272)-Flagl2HIS3MX6FOB1FOB1
Myc13kanMX§, W125B (NET1/NET1(693-Flagl2HIS3MX6 FOBIFOBiMyc13kanMX§, W125B
(NET1/NET1(455-Flag12HIS3MX6-OB1FOBMyc13kanMX§ und W1280 (NET1/NET1¢B41)-Flagl2
HIS3MX6FOB1FOBIMycl13kanMX§ ausgewahlt Als Negativkontrolle diente VW¥06 (FOBiMycl3

kanMX9.

ErrechneteProteingrof3en

Net1(1-1189)"912 142 7kDa PBi 85,8kDa
Net1(1-972f%912  120,1 kDa

Net1(1:693f"92 89,8 kDa *  1gG
Net1(1-455f"912  63,7kDa F F -FlagKreuzreaktion

Netl(1:341f%912 51 4kDa
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Abb.4.14: Coimmunprazipitation von @erminal verkirzten NetiDerivatenmit Fobl

Die Interaktionder Net172912K onstruktemit FobM°*wurde mittels Coimmunprézipitation analysiertierzu
wurden die Stamme W13969NET1/NET1¢1189)Flagl2HIS3MX6 FOB1/FORIycl13kanMX§, W13970
(NET1/NET1(B41)Flag12HIS3MX6 FOB1/FOBIlyc13kanMX§ und W13971NET1/NET1(233)Flagl2
ausgewahlt Als Negativkontrollen dienten W13972NET1/NET1¢1189}Flag12HIS3MX6 ADE2/adp?2
W13973 NET1/NET1(B41)Flag12HIS3MX6 ADE2/adp@nd W13974NET1/NET1(233)Flagl2HIS3MX6
ADE?2/ade? Die Proteinmengen wurden im Gesamtlysat (WCE) und nach der Praaipiistier Mye
YMy ¢ dizys RFEgANtikdrper im Western Blot analysieBie rechte Halfte
R S NdlagMembran wurdezusatzlichmit hoherer Intensitét eingescannt.
ErrechneteProteingréfRen
Net1(1-1189)"2912 142 7kDa
Net1(1-341)"a012
Net1(1-233)"a012

F F -FlagKreuzreaktion
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4.1.5.2 Netl zeigt keine Interaktion mitdb1 imyeast two hybridAssay

Als letzte Alternative fur einen direkten Nachweis der Interaktion von Fobl und Netl wdiden
Derivate Net1(1233), Net1(2341) und Netl(#455) ausgewahit undnittels des HefezweirHybrid
Systemgyeast two hybrid Y2H; vgl6.6) untersucht.Hierzu wurden die NetKonstrukte und Fobl
entweder an das DNBindeprotein LexA (Bindedomane, BD) oder an eine
Transkriptionsaktivierungsdomane (Aktivierungsdoméne, AD) fusiomefalle einer Interaktiodes
getestetenNetl-Derivas mit Fob1l bilden die Fusionsproteine einen aktiven Transkriptionsfaktor. Die
Aktivitat des gebildeten Transkriptionsfaktors lasst sich im Reporterstamm W276 tberprufen. W276
enthélt zum einen eifacZReportergen unter Kontrolle des lex@peratoss, eine Interaktion der

t NEGSAYS tNaad &airO0OK [|-Gami@osidiss\RiNEt Rk KGalNd aSdfstiath S NB vy
nachweisen. Zum anderen enthalt W276 eindtlJ2Marker unter Kontrolle des lexBperators, eine
Interaktion der Proteine kann also autiber einen Wachstumstestuf Selektivmediumsplatten ohne
Leucin Uberprift werden. Als Positivkontrolle diente die Selbstinteraktion von Cdcl4, als
Negativkontrollen und als Test fiir Autoaktivierung der Konstrukte wurden jeweils die entsprechende
Kombinatonender Net:Konstruktemit den Leervektoren benut£s. Abb4.15).

Zwar zeigte sich bei den Fragmenten Net28B) und Net1(4341) vereinzelt eine leichte Blaufarbung,

die Mehrzahl der getesteten Transformanden wies jedoch weder eine BlaufarbungGahAX¥say

noch Kolonien im Wachstumstest auf Platten ohne Leucinfugh in der Y2#Analyse konnte somit

eine Interaktion von Fobl mit Neflerkiirzungen nicht eindeutig nachgewiesen werden.
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B-Galaktosidase-Test Wachstum ohne Leucin

o000
900000
0000
( X N N N N )

Positivkontrolle

Negativkontrolle:

Negativkontrolle:

Positivkontrolle

Negativkontrolle:

Negativkontrolle:

Positivkontrolle

Negativkontrolle:

Negativkontrolle:

Abb.4.15: Y2HAnalyseGterminaler Netl-Derivate mit Fobl

BD-Net1(1-233) - AD(leer)
BD(leer) - AD-Net1(1-233)
BD-Net1(1-233) - AD-Fob1

BD-Fob1 - AD-Net1(1-233)

BD-Net1(1-341) - AD(leer)
BD(leer) - AD-Net1(1-341)
BD-Net1(1-341) - AD-Fob1

BD-Fob1 - AD-Net1(1-341)

BD-Net1(1-455) - AD(leer)
BD(leer) - AD-Net1(1-455)
BD-Net1(1-455) - AD-Fob1

BD-Fob1 - AD-Net1(1-455)

Der Y2FReporterstamm W276 wurde mit den angegebenen Plasmidkombinationen transfornAiksi
Positivkontrollediente die Kombination AQdc14(C283S3 BBCdc14(C283S) (pWS2752, pWS2753)

a, pwWS4062 (Blet1(1-233)) undpJG45,
pEG202 ungpWS4063 (AMNet1(1-233)),
pWS4062 (BDlet1(1-233)) und pWS4066 (ABob1l),
pWS4060 (BfFobl)und pWS4063 (AMNet1(1-233))

b, pWS4281BDNet1(1-341))und pJG4b,
pPEG202 ungpWS428 (ADNet1(1-341))
pWS4281 (BMet1(1-341)) und pWS406@A\D-Fob1)
pWS406QBD-Fobl)und pWS428 (AD-Net1(1-341))

¢, pWS428 (BDNetl(1-455) und pJGab,
PEG202 ungWS428 (ADNetl1(1-455),
pWsS422 (BDNetl1(1-455) und pWS4066AD-Fob1l)
pWS4064BD-Fob1)und pWwS428 (AD-Netl(1-455))
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4.1.5.3 Fobl beeinflusst die Lokalisation von Netl nur geringfugig

Da die direkten Nachweise fur eine Interaktion zwischen Fobl und Netl keine eindeutigen Ergebnisse
lieferten, wurde fur weitere Analysen das Augenmerk auf die Lokalisationsmuster von Netl und Netl
Verkirzungen in Abh&ngigkeit des Vorhandenseins oder der Abwesenheit von FobMgefegEobl

wie in der Literatur beschriebe(Huang und Moazed, 200&jne von zweiMdglichkeiten fir die
Bindung von Netl an die rDNA darstellt, sollie ldokalisation von Netl durch eine Deletion WDB1

stark beeintrachtigt sein. Um dies zu uberprifen, wurde ein Stamm untersucht, dessen endogene
Kopie vorNET1mit GFP fusioniert wamlNach Deletion voROBlwurde die Lokasiation von Net1(1
1189-GFRuber einen Zeitraum von 46 Minuteam Fluoreszenzmikroskop verfalgtls Comarkeitir

den Nukleolusliente Hmol-3mCherry Bei Hmol handelt es sich um ein DbiAdendes Protein der
HMGFanilie. Es bindet direkt an die rDNA und reguliert die Transkripttmsomaler Gene (Gadet

al., 2002)

Netl(1-1189)YGFPzeige im Wildtyp-Hintergrund (Fobl vorhanden) die erwarteteharakteristische
Nukleoluslokalisatiorfs. Abb. 4.6a). Wahrend der Anaphasear eine minimale Verbreiterung des
nukleolaren Signals zu erkennen, jedoch colokalsibigtl den ganzen Zeitraum Uber mit Hmol
(Minute 2436). Interessanterweise am es bei fehlendem Fobl nur zu einer geringflgigen
Delokalisationvon Netl wahrend der Anaphaseobei auch Hmol hier ein etwas breiteres Signal
aufwies (s. Abb. 4.6b, Minute 1632). Kurz darauf zeigt Netl wieder seine gewohnt enge
Nukleoluslokalisation.

Aufgrund der bei fehlendem Fob1 nur geringfiigigen DelokalisatarNetl in einer kurzen Phase des
Zellteilungszyklus und der ansonsten unveranderten Lokalisation im Nukleolus, scheiaideohi

einen Beitrag zur Lokalisation von Netl zu leisten und nicht der alleinige Anker fiir Netl an der rDNA
zu sein. Netl besit selbst bei fehlendem Fobl die Fahigkeit in den Kern zu gelangen und in

bestimmtem Mal3e die rDNA oder Komponenten des Nukleolus zu binden.
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Abb.4.16: Net1(1-1189-GFHokalisiert unabhangigron Foblim Nukleolus

Die Lokalisation von Netl{l189)GFP wurde in Abhangigkeit des Vorhandenseins von Faohl
Fluoreszenzmikroskop in den StammanW10700 NET1GFPHIS3MX6 HMO3mCherryURA3 und b,

W10702 NETIGFPHIS3MX6 HMG32mCherryy w! o ¥ 2 0 mhuNtarquehtyTae-Abbildungen zeiger
Montagen der Zeitrafferaufnahmen von Net1{189-GFRund Hmo13mCherry Die Aufnahmen erfolgten in
zweiminiutigen Abstand, gezeigt ist jeder zweite Zeitwert. Die erste Spalte dieelZellmorphologie (DiC
Kanal) dar, die Spalten 2 udcenthalten die Fluoreszenzsignale von HR3odCherryund Net1(11189}YGFP
Spalte 4 die Uberlagerung beider Fluoreszenzkanéle. Die Lange des MaRstabsbalkens betragt 5 pm.
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Mdglicherweise spielt bei der Lokalisation von Netl im Nukleolus das Interaktiansrk des grol3en
Netl-Proteins eine Rolle. Neben der beschriebenen Interaktion mit Fobl interagierulNetlich mit
Untereinheiten des SSProzessosoms wie Utpl7 (=Nanl) (Sebal, 1999) und Utp9 (Krogaat al.,
2006)sowiemit Untereinheiten deRNAPolymerase (Shouet al,, 2001; Huang und Moazed, 2003)
Diese Interaktionen wurden bisher noch nicht genauer kartiert und Regionen im-R¥etdin
zugeordnet. Um den Einfluss dieser Interaktionen auf die Lokalisation von Netl auszuschliel3en und so
den alleinigen Einfluss von Fobl analysieren zu kdnnen, konnten Melbietionsstamme
verwendet werden. Diebirgt allerdings die Gefahr von Wachstumsdefekten und daraus resultierend
einer veranderten Nukleolusstruktur. Anstelle der Deletionsstamme wdeshalb das kirzeste-N
terminale Fragment von Netl verwendet, das noch in der Lage war vollstdndig im Nukleolus zu
lokalisieren: Net1(4196).Durch seine geringe GréRann das Fragment niioherWahrscheinlichkeit

nur noch wenige Interaktionen eingehem dass ein mdglicher Einfluss von Fobl auf die Lokalisation
des NetlFragments deutlicher zu Tage treten kdnnten den Wachstumsdefekton Stimmen mit
verkirztem NET1zu umgehen und eine normale Nukleolusstruktur zu gewahrleisten, wurde das
Konstrukt amCYCiTerminator integriert(vgl. 4.1.2) Es wurde ein Transformand mit niedrigem
Expressionslevel ausgewahlt, so dass es zu keiner Aggregathilbden&elbstinteraktion der Netl
Fragmente kommen konnte. Als CeMarker fir den Nukleolus diente Nop&BnCherry Die
Lokalisatiordes Konstruktsvurde am Fluoreszenzmikroskop in Zeitrafferaufnahrimegireiminiitigem
Abstanduber 60 Minuten hinweg verfolgt (SAbb.4.17a).

Wie zuvor beim NetProtein der vollen Lange (vgl. Abb. @).1zeigte sich auch hier nur eine
geringfugige Dipkalisierungdes Net1(1196)Signals nach der Deletion vdtOB1(s. Abb. 4.1b,
Minute 15-33). Auch das kleinedrminale Fragment scheint also zum grof3en Teil in der Lage zu sein

unabhéangig von Fobl im Nukleolus zu lokalisieren.
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a b
NET1(1-196)-GFP NOP56-3mCherry NET1(1-196)-GFP NOP56-3mCherry fob1A
Net1 Net1
DIC Nop56 (1-196) merge DIC Nop56 (1-196) merge

e ¥

Abb.4.17: Net1(1-196)GFHokalisiert unabhangigzon Foblim Nukleolus

Die Lokalisation von Netl{l96)GFP wurde in Abhangigkeit des Vorhandenseins von Fobl
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Hierzu wurden Siiégmmea, W13499 {CYC1::pNETMET{1-196)}GFP
tCYCAEU2NOP563mCherryURA3 und b, W13500 {CYC1::;pNETIET{1-196}GFRCYCIEU2NOP56
3mCherryy w! o T 2 0 mna¥sgéwéhif Bie Abbildungen zeigellontagen der Zeitrafferaufnahmet
von Net1(1196)}GFPund Nop563mCherry Die Aufnahmererfolgten im dreiminttigen Abstand, gezeigt i
jeder zweite Zeitwert. Die erste Spalte stellt die Zellmorphologie-Kaltl) dar, die Spalten 2 und 3 enthalt
die Fluoreszenzsignale von NopB®Cherryund Netl(3196)}GFR Spalte 4 die Uberlagerung beid
Fluoreszenzkanale (merge). Die Lange des MaRstabsbalkens betragt 5 um.



ERGEBNISSI 59

4.1.6 Netl besitztNukleinsaureBindefahigkeit

Dass Netl auch in Abwesenheit von Fobl in der Lage war lberwiegend korrekt zu lokalisieren, war
zunachst tberraschend. Eine mogliche Erkigrhierfir ware die Mdglichkeit, dass Netl selbst in der
Lage ist an Sequenzen der rDNA zu binden. Diese Eigenschaft wirde Fobl als Anker teilweise
entbehrlich machen. Um eine mdgliche DRkdefahigkeit von Netl nachzuweisen, wurden zunachst

die Derivate "®Net1(1-233), "sNet1(234455), "sNet1(1-341) und "Net1(1-455) in E. coli
BL21Codon+ exprimiert und anschlielend UbeNNASaulenmaterial aufgereinigt (v@.5.1). Die
gereinigten Proteine wurden sowohl fur die folgenden EM®Alysen als auch flin vitro-
Phosphataséssays (vgl. 4.2.2) eingesetzt. Ihr Laufverhalten in delP3B% und die Quantifizierung

der Proteinmenge ist in Abschnitt 4.2.2 gezeigt (vgl. Aldalad.

4.1.6.1 Netl bindet an DNA

Die gereinigten Proteine wurden hinsichtlichrar Fahigkeit zur DNBindung mittels EMSA
(Bectrophoretic Mobility Shift Assay untersucht (vgl. 6.8). Der EMSA beruht auf dem
unterschiedlichen Laufverhalten von DiRFagmeaten mit gebundenen Proteinen und nackter DNA
im elektrischen Feld. Als DMNRubstrat wurden zwei je 400 Basenpaare laR@&Fragmente aus dem
NTS31Bereich und aus der codierenden Regi®DN37 der rDNA verwendet. Nach der Zugabe der
gereinigten Proteingn unterschiedlichen Verdiinnungen wurde das Laufverhalten der DNA mittels
Agarosegelelektrophorese untersuchflle NetiFragmente, die i@ intakte N-terminale Region
enthielten, zeigten DNABindefahigkei(s. Abb. 4.8a/c/d/e). Die eingesetzte DNA war htanehr auf
Hohe der 400 BasenpaaBtandardbande nachzuweisen, sondern befand sich als hochmolekulare
Bande entweder im oberen Viertel des Agarosegels oder in der Ladetasche. Wurde das Fragment
Net1(234455) zur DNA zugegeben, trat keine Bindung des Featman die DNA auf und es war die
Bande auf Hohe der 400 Basenpa&tandardbande zu sehda. Abb4.18b/f).
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Abb.4.18: Nur Netl-Fragmente mit intakte N-terminaler Regiorbinden an DNA

Die Proteine"siNet1(1-233), HistNet1(234455), "stNet1(1-341) und™sNet1(1-455) wurden mit100 ng DNA
gemischt und zur Analyse des Laufverhaltens auf ein Agarosegel aufgettagdtroteinmengen betrugel
jeweils 1 pg, 0,5 pg, 0,25 pg, 0,125 pg und 0,0625 pg. Als Kontrolle wurdeits j@noben mit DNA un
Elutionspuffer (250 mM Imidazol) bzw. mit DNA und 5 ug BSA aufgetragen.

a, 400 Bp PCRrodukt aus der NTSRegionmit "stNet1(1-233)

b, 400 Bp PGRrodukt aus deNTS1Regionmit "stNet1(234455)
c,400 Bp PCGRrodukt aus der NTSRegion mit'siNet1(1-341)

d, 400 Bp PGRrodukt aus der NTSRegion mitstNet1(1-455)

e, 400 Bp PGRrodukt aus deRDN37Region mit'stNet1(1-233)
f, 400 Bp PGRrodukt aus deRDN37Region mitistNet1(234455)

Diess Verhalterspricht dafir, dass Netl nicht nur in der Lage ist DNA zu binden, sondern auch tber
Selbstinteraktion an der DNA gro3ere Aggregateilden. Diese Aggregate konnen so grol3 werden,
dass die DNAufgrund des Massenausschlusaeht mehr in dag\garosegel einwandern kann und in

der Auftragstasche verbleibt. Die DM#ndefahigkeitdes NettFragmenthangt vom Vorhandensein

der N-terminalen Regiomb, das Fragment Net1(23465) war nicht in der Lage die DNA zu bind&e.
NTS31Region ist fur diese Effekt nicht ausschlaggebend und wird nicht bevorzugt gegeniber der

RDN37Region gebunden
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4.1.6.2 Netl bindetauchtRNA bevorzugt jedoch DNAragmente

Um zu Uberprufen, ob Netirinzipiellauch in der Lage ist RNA zu bindemarde der EMSA mit einem
Substrat aussesamttRNAaus Hefeanstelle ds DNASubstratsviederholt. Das Fragment mit intakte
N-terminaler Regiorkonnte auch die angebotene tRNA binden (s. AblPa), wahrend das Fragment
ohnedie N-terminale Regiorer ersten 233 Aminosaurekeine Bindung aufwies (s. Abb1db).
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Abb.4.19: Net1(1-233) bindettRNA

a,1ug, 0,5 ug, 0,25 pg, 0,125 pg, 0,0625fRyet1(1-233) wurden mit 100 ng tRNA gemischt und zur Ana
des Laufverhaltens auf ein Agarosegelfgetragen.

b, 1 ug, 0,5 pg, 0,25 ug, 0,125 ug, 0,0625"fylet1(234455) wurden mit 100 ng tRNA gemischt und :
Analyse des Laufverhaltens auf ein Agarosegel aufgetragen.

Um zu testen, ob Netl Praferenzen gegeniber einer Substratart, 2gigte anschlieRend ein
Kompetitionstest zwischen DNA (400 Bp RIBEN3Y und RNAGesamttRNAaus Hef¢ durchgefiihrt
Hierbei wurden zunachst zu einer konstanten Konzentration von DNA und N33 1steigende
Mengen tRNA zugegebgs. Abb. 4.8a). AnschlieRendvurde das Bindeverhalten bei konstanter
Protein und tRNAKonzentration und steigender DNMenge geteste(s. Abb. 4.@b). Zuletzt wurden
konstante DNAund tRNAMengen mit abnehmenden Mengen an Protein verséizbb.4.20c). Als

Kontrollefur das Lauferhalten von DNA und tRN#enten die jeweiligen Anséatze ohne Proteinzugabe
(s. Abb. 4.Qd).
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Abb. 4.20 Net1(1-233) bindet bevorzugt an DNA

a, 1 ug"sNet1(1-233) wurde mit 200 ng DNA aR®ON37(400 Bp) und steigenden Mengen tRNA (200
300 ng, 400 ng, 500 ng, 600 ng) gemischt und zur Analyse des Laufverhaltens auf ein Agarosegel aul
b, 1 ugtsiNet1(1-233) wurde mit 200 ng tRNA und steigenden Mengen DNARBN37200 ng, 300 ng,00

ng, 500 ng, 600 ng) gemischt.

c, jeweils 200 ng DNA al®DN37und tRNA wurden mit absteigenden MengéfiNet1(1-233) (1 ug, 0,5 pg
0,25 ug, 0,125 ug, 0,0625 ug) gemischt.

d, Kontrollen aus entweder 200 ng DNA &®iBN37und 206600 ng tRNA oder 200 nBNA und 206500ng

DNA ausRDN37

Als zuséatzliche Kontrolle wurden jeweils Proben mit DNA und Elutionspuffer (250 mM Imidazol) bzw. r
und 5 ug BSA aufgetragen.

Netl(1-233) zeigt zusatzlich zu seiner Affinitat fir DNA auch die Fahigkeit an tRiW#len, jedoch
bevorzugte das NetEragment bei in gleicher Menge angebotener DNA und tRNA die DNA.

Rir die Versuche wurde als Reprasentant fir RNA ein Gemisch aller in Hefe vorkommenden tRNAs
herangezogen. Es zeigte sich, dass das kirkesteminale Frgment Net1(1233) im Gegensatz zu
Net1(234455) prinzipiell in der Lagewar auch an tRNA zu binden. Auch hier konnte wieder ein
ahnlichesLaufverhalten zur DNA beobachtet werden, die beobachteten Fragmente befanden sich
entweder in der Ladetasche oder inbberen Viertel des Agarosegels. Wurden sowohl DNA als auch
tRNA angeboten, zeigte Net1PB3) eine Praferenz fur die DNAagmente. Bei einer eingesetzten
Proteinmenge von 1 ug wurde die DNA vollsténdig in den oberen Teil des Gels geshiftet, wahrend ein
Tel der tRNA zuriickblieb. Selbst bei einem Uberangebot von tRNA wurde dasrBident
bevorzugt. Dies sprichih erster Naherundiir eine hohere Affinitéat von Netl zu DNvs zu RNADa

das GesamttRNAGemisch aufgrund seiner geringeren Anzahl an Baseneirgléitch zum DNA
Fragment mehr Molekile enthielt, muss dieser Befund durch Vergleich vornr DhNA RNA

Fragmenten gleicher Lange und somit vergleichbarer Konzentration bestatigt werden.
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4.2 Funktionen de N-terminalen Regiorvon Netl¢ Regulation von Cdc14

Eine auRerst wichtige Funktion, die Netl in der Literatur zugeschrieben wird, ist seine Zellzyklus
regulatorische Aufgabe als Inhibitor der Proteinphosphatase Cdcl4. Cdcl4 ist eine dualspezifische
Phosphatase, deren Aktivitat fur wichtige Ereignisse inAlephase des Zellteilungszyklus benétigt
wird. Dazu gehéren unter anderem die rDiSAgregation und der Austritt aus der Mitose durch
Inaktivierungder Cyclinabhangigen Kinaser{CDKs) sowie das Einleiten der Cytoking&eck und

Amon, 2009)Die Aktivitd von Cdcl14 wird streng reguliert. Netl bindet als Inhibitor direkt an Cdc14
und verankert die Phosphatase im Nukleolus. Erst zu Beginn der Anaphase wird diese Interaktion
zunéachst tber das FEARtzwerk aufgelockert. Cdcl4 kann hierdurch in einer erstatieAin den
Zellkern freigesetzt werden, wo es vor allem die Chromosomenstruktur -sadregation, die
Spindelstabilitat/krafte und die Lokalisation bestimmter Proteine reguliert. In einer zweiten Welle
erfolgt daraufhin Uber das MENetzwerk die Freisetizy 3 @2y [/ ROmn Aya /[ & G2 L
Amon, 2004 Weiss, 201

EineninteressanterBereich in der Merminalen Region von Netl stellt eine in Hefen stark konservierte
Sequenz dar, die alfam10407Motiv definiert wurde. Diese Sequenz befindet sishischenden
Aminosauren 69443 (vgl. 3.2.2 Da auch das Netlerwandte nukleolare Protein Tof2 (ein Aktivator

der ProteinphosphataseCdc14 im Nukleolus) und das zu Netl homologe Protein Dntl aus
Schizosaccharomyspombediese Sequenz beinhaltdie3e $ch hierdie Funktion der Cdc1Bindung

und somit der Regulation des Austritts aus der Mitesemuten (MarchlerBaueret al,, 2015) Die
Freisetzung von Cdcl14 erfordert als ersten Schritt das Losen von seinem Inhibitor Netl. Die Protein
Wechselwirkung mitNetl erfolgt im Nterminalen Bereich von Cdcl4 (AminosdureB74), der €
terminale Anteil des CdciRBroteins (Aminosauren 373651) wird fiur die Bindung an Netl nicht
bendtigt (Traverscet al., 2001) Netl bindet ebenfalls mit seinemtdrminalen Teil (Anmosduren 1

600) an Cdc14, wobei Netl nahe des aktiven Zergruom Cdcl4 bindetTraversoet al. (2001)
grenzen die Interaktionsdomé&ne innerhalb von Netl auf die Aminosaurd#llein. Dieses kleine-N

terminale Fragment ist noch in der Lage Cdcldizden und seine Phosphataseaktivitat zu inhibieren.
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4.2.1 Netl(234455) ist hinreichend und notwendig fir die Interaktion mit Cdc14

In einem ersten Experimenwvurden die erstellten NetiVerkirzungen Netl(972), Netl(1693),
Netl(1-455) und Netl(4341) mitels Coimmunprazipitation hinsichtlichihrer Cdcl4
Interaktionsfahigkeit getestet Hierzu wurden wegen des Wachstumsdefekts der Stamme mit
verkurztem Netl wieuvorheterozygotdiploide Stamme verwendet. Als Positivkontrolle diente die
Interaktion vonCdd 4" mit dem Net:Protein voller Lange (Netl{l1189J"9%(s. Abb. 4.2). Die
beiden Verkirzungen Netl@72) und Net1(¥693) konnten irnvergleichbarem Maf} an Cdcl14 binden
wie das NetiProtein der vollen Lange Nett{189).Auch das bereits sehr kleifgagment Netl(1
455) zeigte eine ahnlich starke Interaktion mit Cdclid.iteressanter Unterschiedinsichtlich der
Intensitat der coprazipitierten CdciBande ergab sich jedoch béetl1(1-341).Dieses Fragment wies
eine deutlich schwachere Interaktionit Cdcl14 aufdie Intensitat der coprazipitierten CdcBande
betrug in diesem Fall nur ca. 25% der nachgewiesenen Bandeninte(sgth Abschatzung der
Pixelintensitatder Bandemit ImageJ) die bei Prazipitation der langeren NeEtagmente erhalten
wurde. Ein geringes MalR an Cdcl4 wurde unspezifisch Uber dieB&day prazipitiert, alle

nachgewiesenen Signale lagen jedoch Uber diesem Hintergrund

Um diesen interessanten Befund zu vertiefen, wurde eine weitere Netkiirzung hinzugezogen,
Net1(1-233). Moglicherweise nimmt die Interaktionsfahigkeit hier noch weiter ab, so dass sich die
Domane innerhalb von Netl, die fiir die Bindung von Cdc14 notwendig ist, weiter eingrenzen lie3e. Zu
diesem Zweck wurde erneut ein Coimmunprazipitationsexperiment durdhgefs. Abb. 4.22)Wie

zuvor zeigte die Verklirzung Net1341) wieder eine schlechtere Bindefahigkeit fir Cdcl4 als die
langeren Konstrukte. Net1{233) zeigte nach erster Abschétzung keine Interaktion mit Cdc14, das

Signal der coprazipitierten Bande batl sich nahe dem Hintergrundniveau der Negativkontrolle.

Die Daten der Coimmunprazipitationen legen nahe, dass die Region Fdtl) vie von Traverset

al. (2001) beschrieben zwar grundsatzlich in der Lage ist Cdcl4 zu binden, jedoch fur die volle
Interaktionsstarke auf Wildtypniveau Sequenzen hinter diesem Bereich benétigt werden. Das Ende der
Cdcl4interaktionsdoméne scheint im Bereich zwischen den Aminosaurerd381zu liegen,
maoglicherweise wird aber nicht der gesamte Bereich fir die Interaktiombtigt. Dem kirzeren
Derivat Net1(3233) scheinen die entscheidenden Sequenzen fur die Bindung von Cdcl4 zu fehlen,
maoglicherweise lasst sich also die Interaktionsdoméane weiter eingrenzen, indem das Fragment

Netl1(234455) genauer analysiert wird.
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Abb.4.21: Netl(1-341) bindetCdcl4mit geringerer Affinitat als Net1(4455)

Die Interaktion von Nefi29%2Konstrukten mit Cdc4°'® wurde mittels Coimmunprazipitation analysier
Hierzu wurde die Stamme W12566NET1/NET1¢1189)Flagl2HIS3MXBCDC14/CDCaMycl3kanMX§,

W12567 NET1/NET1(972)-Flag12HIS3MXBCDC14/CDCiMyc13kanMX§, W12568 NET1/NET1(693-

Flag12HIS3MX6 CDC14/CDCiMycl3kanMX8, W12569 NETL1/NET1(455-Flag12HIS3MX6
CDC14/CDCMycl3kanMX§ und W12570 NET1/NET1¢(B41)-Flagl2HIS3MNK6 CDC14/CDCIMycl3

kanMX§ ausgewahlt Als Negativkontrolle diente W1139&DC1Mycl3kanMX§. Die Proteinmengen
wurden im Gesamtlysat (WCE) und nach der Prazipitation Uber. F&y R&  Y-Rlag A tRaMye-h
Antikorper im Western Blot analysiert.

ErrechneteProteingrof3en

Net1(1-1189)"912 142 7kDa ClE1% 82,4kDa
Net1(:972f%92  120,1 kDa

Net1(1-693f2912 89,8 kDa * 1gG
Net1(1-455Y%912 63,71 5 | -FlagKreuzreaktion

Net1(1:341f%92 51 4kDa
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Abb.4.22: Net1(1-233) bindetnichtan Cdcl14

Die Interaktion von Nef1?912Konstrukten mit Cdc14°*® wurde mittels Coimmunprazipitation analysiel
Hierzu wurden @ Stamme W12566NET1/NET1¢1189}Flagl12HIS3MXECDC14/CDCIMycl3kanMX§,

W12569 NET1/NET1¢455)-Flagl2HIS3MXBCDC14/CDCIMycl3kanMX§, W12570 NET1/NET1(341)-

Flag12HIS3MX6 CDC14/CO14Mycl3kanMX§ und W13684 NET1/NET1¢(233-Flagl2HIS3MX6
CDC14/CDCiMycl3kanMXg ausgewahlt. Als Negativkontrolle diente W1337&DC1ACDC1Mycl3

kanMX§. Die Proteinmengen wurden im Gesamtlysat (WCE) und nach der Prazipitation Ub&e&t
Y A G (-Bldgdzy 'RMyt-Antikérper im Western Blot analysiert.

ErrechneteProteingrélRen

Net1(1-1189)%912 142 7kDa ClEI4 82,4kDa
Net1(1-455f912 63 7kDa * 19G
Netl1(1-341y%912 5141 5 | -FlagKreuzreaktion

Net1(1-233f"912  39,9kDa
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Zur Analyse der Interaktionsfahigkeits Fragments Netl(234b65) mit Cdcl4vurde dasKonstrukt
NET1(23455)Flag3sowie als Referenz die beiden KonstrukeTl(1-233)Flag3 undNETL(1-455)
Flag3in Vektoren mit induzierbarer@AL1Promotor kloniert und anara3-Locusns Genom integriert.
Da auf diese Weise Mehrfachintegrationen zustande kommennken, wurden Transformanden
ausgewahlt, die die einzelnen Konstrukte in vergleichbarer Proteinmenge expamié&ufgrund des
zusatzlich zum jeweiligen Konstrukt vorhandenen Wiletigil trat kein Wachstumsdefekt auf, es
konnte also mit haploiden Stammen gearbeitet werdBre Féhigkeitler Net:Konstruktezur Cdc14

Interaktionwurde wiederum mittels Coimmunprazipitation Uberprift (s. ABI23).

. . PGAL 1-NET1(1-455)-Flag3
. . PGAL 1-NET1(234-455)-Flag3
R . PGAL1-NET1(1-233)-Flag3
e o o o e o o o CDC14-Myc13
WCE aFlag-IP
—_ —~— Net1(1-455)™
*
(o)}
©
|_T6 - - . Net1(234-455)™
- — Net1(1-233)™
e —— *
R - — Cdc14""
o
>
% s — — — *

Abb.4.23: Net1(234455) bindet an Cdc14

Die Interaktion von NetT2®-Konstrukten mit Cdc14°® wurde nach zweistiindiger Induktion desAL1
Promotors mittels Coimmunprazipitation analysieHierzu wurden dieStamme W13773ufa3::pGAL1
NET1(1233)Flag3tCYCAJRA3CDC1Mycl3kanMX§, W13774 (ra3:pGALINET1(23455)Flag3tCYC4
URA3CDC1Mycl3kanMX§ und W13775 ra3::pGALINET1(1455)Flag3tCYCIURA3CDC1Mycl3
kanMX§ wurden ausgewahlt. Als Negativkontrolle diente W11398CDPC1Mycl3kanMX§. Die
Proteinmengen wurden im Gesamtlysat (WCE) nadh der Prézipitation Uber Flagkoppelte Agarose
. SI Ra YRag drSRMye-Antikérper im Western Blot analysiert.

ErrechneteProteingréf3en

Net1(1-233)"¢: 30,2kDa CHetd 82,4kDa

Net1(234455)"293 28 ,8kDa * 1gG

Net1(1-455f"293 54,41 5 | -FlagKreuzreaktion FF
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L Y -FlagNachweiswar zu erkennen, dass Net1@33) und Netl(#455) in ahnlicher Menge
exprimiert wurden, die Proteinmange von Netl(23455) hg im Vergleich dazetwas niedriger.
Dennoch knnte zusammen mit Net1(23455) eine zuPrazipitation GbeNet1(1-455) vergleichbare
Menge Cdcl14 coprazipitiert werdeDies ist insofern etwas Uberraschend, als dass Net14554
keine spezifische Nukleoluslokalisation aufweist, sondern Gber die gesamte Zelle verteilt vertiegt (
Anhang9.2.3. Nichtsdestotrotz zeigt sich eine robuste Interaktion mit CdclK6glicherweise
handeltes sich hierbei um den cytoplasmatischen Anterl €dc14der Giber MEN freigesetzt wurde
Synchronexperimentemit anschlieBender Coimmunprézipitatiokonnten hiertber Aufschluss
bringen indem mdoglicherweise ein Unterschied in der Effizienz der Bindung zwischen Netb5&34
und FEARbzw MENf{reigesetztem Cdcl4 zu Tage tritet1(1-233) wes eine schwache Bande flr
coprazipitiertes Cdc14 auf, die Uber dem Hintergrundsignal der Negativkonaglla sehrgeringem

Malf3e ist also auch Netl133) in der Lage a@dc14 zu binden.

4.2.2 N-terminale Netl-Fragmente inhibieren die CdciAktivitat

Die Bindung von Netl an Cdc14 erfullt im Zellzyklus eine wichtige regulatorische Funktion: Netl wirkt
als Inhibitor und halt Cdc14 bis zur Anaphase der Mitose im Nukleolus ingdaixersoet al. (2001)
postulieren, dass diese Inhibition durch Bindung von Netl in der Nahe des aktiven Zentrums von Cdc14
stattfindet. Desveiteren wies das Fragment Netl8#1) diese Fahigkeit zur Inhibition der
Phosphatasé\ktivitat auf Traverscet al,, 2001). Um nun zu tesh, ob das imler vorliegenderArbeit
identifizierte, kleinereFragment Net1(234155) ebenfalls diese Fahigkeit besitzt, wurden Phosphatase
Assays mipara-Nitrophenylphosphat (pNPP) als Substrat durchgefiihrt. pNPP wird von Cdedrizu
Nitrophenol (pNPYlephosphoryliert In Lésung tritt eine Gelbfarbung asb dass diébsorption bei

einer Wellenlange von 405 nm photometrisch bestimmt werden kann. Die Menge an entstandenem
pNP dient dabei als Mal3 fir die Aktivitat der Phosphatase Qdahdoret al,, 197)(vgl.6.7.).

Fur die Phosphatasassays wurden i&.coliexprimiertesM®"Cdc14 und die zuvor beschriebenen (vgl.
4.16.und6.5.1) Netl-Derivate'SNet1(1-233),"sNet1(234455),"sNet1(1-341) und’sNet1(1-455)
verwendet. Zunachst wurde in einem Vortest die spezifische AktivitatMfdddc14 mit pNPP als
Substrat ermittelt. Dies diente vor allem dazu eine geeignete Enzymmenge fir die Inhibitionstests zu
finden. Dabei wurde darauf geachtet, dass di¢givitit hoch genug war, urbei der spateren Zugabe

der potentiellen Inhibitoren gut messbare Absorptionsunterschiede zu erhalten.

Die Konzentrationen der gereinigten NeRoteine wurd@& mittels BSAEichgerade und SBS
Gelelektrophorese bestimmt. Anschlefid wurden die Proteine auf eine Konzentration von 0,2 mg/ml
eingestelltund mittels SD®AGE und Berechnung der Pixelintensitat der Signale mittels ImageJ (vgl.
(vgl. 6.5.6.2.Jiberpruft (s. Abb. 44£a). Aus diesen Stammldsungen wurden die bendtigten vola

fur die Assays entnommebkm nun die Inhibitionsfahigkeit der einzelnen Nétdnstrukte zu testen,
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wurden konstante Mengen von Cdc14 mit steigen&eoffmengen an potentiellem Inhibitor versetzt

das entstandene pNP photometrisch bestimmmid die Akwitat der Phosphatase berechnddie Wahl

der Stoffmenge als Einheit ergab sich aus der Tatsache, dass die viddéiptte unterschiedliche
Proteing63en aufwiesen und somit nicht auf die Massenkonzentration als Einheit zuriickgegriffen
werden konnte.Fir jedes Derivat wurde demnach die einzusetzende Stoffmenge anhand der
Konzentration der Stammldsung in ein einzusetzendes Volumen umgerechnet.

Die Auswertung ergalwie erwartet Net1(3455) als besten Inhibitor derPhosphataseaktivitat von
Cdc14. Die berectete Cdc14Aktivitat rmahmstark ab und erreicleihr Minimum bei einer Zugabe von

75 pmolNet1(1-455) Net1(234455) zeige eine minimal bessere Fahigkeit zu Inhibition Mdét1(1-

341), im Vergleich zu Net:@b5) inhibieten beide DerivateCdc14 jedoch deutlich schlechtddas
Minimum der Aktivitat varde bei 75 pmolNet1(234455) erreicht, bei Net1¢B41) beil00 pmol Die
verbleibende Restaktivitat lag jedoch hdher als bei Netl§%). Den schlechtesten Inhibitor stedlt
Netl1(1-233) dar. ker zeige sich eine Abnahme der Cdcadtivitat erst bei einer Zugabe von 50 pmol
oder meht die Abnahme verhielt sich hierbei fast linear, ein Minimum kommtéssaynicht erreicht
werden (s. Abb.4.24b). Der Vergleich der Aktivitdtswerte im Bereich V@00 pmol Inhibitor zeigt
diesen Sachverhalt nach Normierung auf Ne#%5) sehr gut (sAbb. 4.24c). Die Ahnlichkeit im
Inhibitionsverhalten zwischen Netl1(23k5) und Net1(4341) lasst sich ebenfalls sehr gut erkennen,
indem die Stoffmenge des Inhibits gegen digelative Aktivitdt der Phosphatasaufgetragen wird.
Hierbei tritt auch der Unterschied zwischen NetP@3) und den Ubrigen Fragmenten besonders
deutlich hervor (s. Abb. 449).

Das Fragment Net1(23455) ist also in der Lage Cdc14 sowaehbinden als auch zu inhibieren. Die
den Cdcldindenden Proteinen Netl, Tof2 und Dntl gemeinsame Aminosdureregiam{0407
Motiv) ist in diesem Fragment nicht enthalten und demzufolge wahrscheinlich nicht notwendig fur die
Bindung und Inhibition von Ctlé. Da das Fragment Net12B3) dennoch eine geringe Cdel4
Bindungsund Inhibitionsfahigkeit aufweist, konnten moglicherweise Bereiche d@err@inalen Ende
dieses Fragments noch einen Beitrag leisten. Dies musste Uberprift werden, indem die Binddngs
Inhibitionsfahigkeit eines Fragments Netl(2086) getestet wird. Wirde dieses Fragment eine zu
Netl1(1-455) vergleichbare Inhibitionsfahigkeit aufweisen, kdnnte mit grof3er Wahrscheinlichkeit
davon ausgegangen werden, dass géam10407Motiv keinen Beitragzur Cdcl4nteraktion und-

Inhibition leistet.
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Abb.4.24: Net1(234455) inhibiert Cdc14 wie Net1{241)

a, Vergleich der in den Assays verwendet®moteine

Zur Uberpriifungder fiir die Assays eingestellten Stammlésungende jeweils 1 pg der NetDerivate
HisiNet1(1:233), MsNet1(234455), MsNet1(1-:341) und™*Net1(1-455) und 2,5 pg"®*Cdc14 auf ein SB&el
aufgetragen, mit Coomassie gefarbt und die Intensitat der Bar{@awintDensity mit ImageJgemessen.
IntDensityergibt sich aus der Bandenintensitat bezogen auf die Flache des Sagea)s (

b, Darstellung der CdcHAktivitat in Abhangigkeit der Menge an eingesetztem Inhibitor

5 ug Cdci14 (= 47,85 pmol) wurden mit 300 pmol™siNet1(1-233), "sNet1(234455), HsNet1(1-341) oder
HisiNet1(1-455) versetzt. Die Enzymaktivitat wurde berechnet und gegen die eingesetzte Menge aro|
aufgetragenDie Einheit der Aktivitt setzt sich zusammen aus umgesetzten pmol Substrat pro Minui
eingesetzten pumol Inhibitor.

c, Darstellung der Aktivitatswertesortiert nach den eingesetztemhibitoren

Hierbei wurden die Aktivitatswerte bei fmol Netl auf 100% normierDie eingesetzte Stoffmenge de
Inhibitors in denangegebenerschritten wurde gegen die errechnete Aktivitat von Cdcl4 aufgetragen. L
wurde fir jeden Inhibitor eine eigene Kategorie gebildet und innerhalb dieser die Wectest@igender,
eingesetzter Stoffmenge des Inhibitors sortiert.

d, Direkter Vergleth der Inhibitionsfahigkeit der eingesetzten Inhibitoren

Alternative Darstellung der in ¢, aufgetragenen Werte. Als Kategorien wurden hier die einges
Stoffmengen dernhibitoren gewéhlt. Dadurch kann die relative Wirkung der Inhibitoren direkt verglic
werden.
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4.2.3 Erfolgt de Regulatim der Cdcl4nteraktion Uber Phosphorylierung

Zu Beginn der Anaphaserringert FEAR die Interaktion zwischen Netl und Cddasit Cdcl4d
anschlielend UbeMENIn den Kern und das Cytoplasrraigesetzt werden kann. Wahrend des
Zellteilungszyklus wird Netl durch die Aktivitdt der Proteinphosphatase 2A (PP2A) in einem
hypophosphorylierten Zustand gehalten. Erst zu Beginiddaphase, wenn Securin abgebaut und die
Separase aktiv wird, kommt es zur Inaktivierung der regulatorischen Untereinheit von &5,

Uber eine nichproteolytische Aktivitat der Separas@\eraltet al., 2006; Baroet al, 2013) Somit

kann Netl an de CDKConsensusstellen phosphoryliert werden. Dies fuhrt zur ersten Freisetzung und
Aktivierung von Cdcl14 Uber das FEMdRzwerk. Als verantwortliche Phosphorylierungsstellen wurden
sechs Positionemider N-terminalen Regiorvon Netl vermutet. Diese Steh befinden sich alle im
Fragment Net1(8341) und beinhalten die Positionen T62, S166, T212, S252, T297 und T304gfAzzam
al., 2004). Da jedoch festgestellt wurde, dass Nef341) weniger gut an Cdcl4 binden kann als
Netl(1-455), mussen moglicherweis®ch weitere Phosphorylierungsstellenit CDKConsensus im
Bereich zwischen den Aminosaure 341 bis #bBetracht gezogen werden. In Frage kommen die
Positionen T357, S385, T423, S447 und S452. Unter Bertcksichtigung des Ergebnisses, dass Netl1(234
455) himreichend fir eine Bindung an Cdc14 ist, wudilkeses Fragment naher untersucht. Innerhalb
dieses Aminosaurebereichs befinden sich funf Phosphorylierungsstellen miC@i3knsus. Zwei
dieser Positionen, S385 und S447, wurden ausgewéhlt, da bei beidem eiivePhosphorylierung
nachgewiesen werden konnte (et al, 2007, Bodenmilleret al, 2010, Swaneet al, 2013)
Interessanterweise wird S44i vivovon Cdc14 dephosphoryliert (Kabal, 2013) und kdnnte damit
maoglicherweise sogar eine Rolle ber deeEtablierung der NetCdcl4interaktion einnehmenlUm

nun zu tberprifen, ob die Phosphorylierung an diesen Positionen Einfluss auf die Interaktion zwischen
Netl und Cdcl14 nimmt, wurde ein Aminosaureautausch von Serin zu Aspartat vorgenommen

Die mutagnisierten FragmentdNETL(234455)S385DNETL(234455)S447ind die Doppelmutante
NETL(234455)S385D S447ABurden als FlagBusionen in Plasmide nBALYPromotor kloniert und
amura3-Locusins Genom integriert. Nach Analyse der Expressionsmengen wimde@ansformand

je Konstruktausgewahlt und audlie Fahigkeit zur Bindung von Cdcl14 mittels Coimmunpréazipitation
untersucht.Dabei wurde darauf geachtet, dass die Transformarelawergleichbare Proteimiveau
exprimierten.Sowohl die Einzelmutanten als &udie Doppelmutante wareimmer noch in der Lage

Cdc14 zu prazipitieren (s. Algh25).
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Abb. 4.25: Coimmunpréazipitation von Cdc14 mit mutierten NefDerivaten

Die Interaktion von Net1(23455f%92Konstrukten mit Cdc24°'® wurde mittels Coimmunprazipitatior
analysiert. Hierzu wurden iel Stamme W213771 ufa3/ura3::pGALINET1234-455)-FlagB-tCYCUURA3
CDCIACDC1Mycl3kanMX§, W13790 (ra3/ura3:;pGALNET1234455S387BFlag3-tCYCIIRA3
CDC1ACDC14Mycl3kanMX§, W13792 Yra3ura3::pGALINET1234-455S447Flag3-tCYCAURA3
CDC1ACDC1Mycl3kanMXg und W13894 (ura3/ura3::pGALINETI1234-455S385D S447Blag3-tCYC1
URA3CDC1ACDC1Mycl3kanMX§ ausgewahlt Die Proteinmengen wurden im Gesamtlysat (WCE)
nach der Prazipitatioiiber Flaggekoppelte Agarose S| Ra YRlag dnySRMye-Antikorper im Western
Blot analysiert.
ErrechneteProteingrélRen
Net1@34-455¢; 28 8kDa Cdc14vei3 82 4kDa

*  1gG

F F -FlagKreuzreaktion

Zunachstiel3 sich kein Einfluss dekminosaureaustausch8385D und S447D auf die Bindefahigkeit
von Netl an Cdcl4 feststellen. Waren eine oder beide Phosphorylierungsstellen wichtig fur die
Abschwachung der Bindung und konnter dAspartatustauschdiese Phosphorylierung imitieren,
sollte die Interaktion mit Cde! in der ColP schwacher ausfallen als in der Positivkontrolle Net1(234
455). Auch der Einfluss des vorhandenen Wildtigbl-Proteins Uber Selbstinteraktion und somit
indirekte Cdcl4Bindung kann nicht ausgeschlossen werden, jedoch k&1 in dieser

Stammkonfiguration nicht ohne Konsequenzen fur das Wachstum entfernt werden.
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In einem zweiten Schritt wurde das Wachstum der Stamme mit mutierten-Netivaten unter
Uberexpression der Konstrukteiher untersucht. Aus vorhergehenden Experimenten war bereits
bekannt, dass Net1(23455) in haploiden Stammen (nicht jedoch in Diploiden) bei Uberexpression
stark toxisch wirk{Anna Mittermeier 2013. Diese Tatsache alleine kdnnte ein weiterer Hinweis auf
die Wirkung dieses Fragments als Inhibiton Cdc14ein.Bei Uberexpression dieses Fragments wére
Cdc14 langer inaktiv und daraus resultierend k&dme es zum Anaptiesst der Zellen. Dieser Arrest
schien bei Uberexpression der mutierten Konstrukt&T1(23455)S385Mind NET1(23455)S447D
abgeschwacht zu sein, olei die Uberexpression VoMNET1(23455)S447Detwas weniger
wachstumshemmend wirkt als die Uberexpression VONET1(23#455)S3850(s. Abb. 4.26)Die
Doppelmutante vies keinen wesentlichen Unterschied zur EinzelmutaNEET1(23455)3147D auf,

was dafir spcht, dass sich die Effekte nicht additiv verhalten.

XYR XYRG

WT

NET1(234-455)
NET1(234-455)S385D
NET1(234-455)S447D

NET1(234-455)S385D S447D

Abb. 4.26: Die Aminosaureaustausch&385D und S447D reduzieren die Toxizitat von Net1{2338)

Zum Vergleich der Auswirkung der Nétbnstrukte auf das Zellwachstum wurdeie dstdmme W1376¢
(ura3::pGALINET1234-455)-Flag3-tCYCAURA3, W13789 (ra3::pGALINET1234455S3850BFlag3-tCYC4
URA3, W13791 (ra3::pGALINET1234-455S4470Flag3-tCYCIURA3 und W13893 yra3::pGAL1
NET1234455S385D S447Blag3-tCYCIURA3Z im Wachstumstest untersuchtAls Kontrolle diente del
Wildtypstamm K700. Die Stamme wurden in einer Verdinnungsreihe zur Kontrolle auf
Vollimediumsplatte mit Raffinose gestempelt, die Uberexpression der Konstrukte erfolgte
Vollmediumsplatten mit Raffinose ur@alaktose. AllelRtten wurden bei 25°C inkubiert.

Obwohl alle Konstrukte noch in der Lage sind Cdc14 zu binden, wirken die mutierten Konstrukte
weniger toxisch im Zellzyklus als das nicht mutierte Fragment der gleichen Déadifrsache konnte
maoglicherweise darin begndet liegen, dass diese Phosphorylierungsstellen nur einen Beitrag zur
Lockerung der NetCdcl4interaktion liefern und weitere Phosphorylierungsstellen beteiligt sind, die

in einer Studie ebenfalls mutiert werden mussten. Es liegen noch drei wediieher nicht untersuchte
CDKConsensusstellen in diesem Fragment vor, die hierflir in Frage kardasatzlich enthalt dieses
Fragment noch drei CBBonsensustellen, die bereits von Azzash al. (2004) untersucht wurden.

Auch diese Positionen kénnten einen Beitrag leisten und mussten nogshiiteinbezogen werden.
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4.2.4 Der Aminosaurebereicl234-455 ist notwendig fir die nukleolare Lokalisation von Cdcl14

Durch die Interaktion mit Netl wird Cdc14 im Nukleolus verankert. Die Lokalisation von Cdc14 ahnelt
der von Netl wéahrend des Grofteils des Zellzyklus. Cdcl4 weist die typische hallwdend
sichelformige Nukleoluslokalisation auf. Wahrend der Anaphas&ldesejedochwird Cdcl14n zwei
Wellenzunachst in den Zellkern und kurz darauf ins Cytoplasma freigesetzt. Dies wird erkennbar durch
eine Abschwachung des nukleoléren Signals, zudem tritt Cdc14 leicht am Knospenhals und starker am
Spindelpol der zukiinfjen Tochterzelle in Erscheinung. Gegen Ende der Mitose kehrt Cdc14 wieder in
den Nukleolus zurtick, wo es von Netl erneut gebunden und inaktiviertvgtd3.1.2)Da Net1(234

455) in der Lage ist die Phosphatadivitat zu inhibieren, selbst jedochchit spezifisch im Nukleolus
lokalisiert 6. Anhand.2.3), ist nunzuklaren welche Region innerhalb von Nefilr die Lokalisation

und Verankerung der Phosphatasetwendig ist. Nlerminale Fragmente von Netl lokalisieren im
Nukleolus (vgl4.1.2). In disen Stammen, die ausschlie3lich das jeweilige endogen verkirzte Netl
FragmentNET1(1233)}Flagl12 NETL(1-341)}Flagl2oder NETL(1-455)Flagl2exprimierten, wurde die
Lokalisation von endogen GhRRrkiertem Cdc14 am Fluoreszenzmikroskop verfolgt. Als Conféirke

den Nukleolus diente Nop58mCherryLag das vollstandige NeBrotein (:1189) vor, zeigte sich die
typische Lokalisation von Cdcl4 zunadsishelférmigim Nukleolus und dann in Abhangigkeit des
betrachteten Zeitpunktsvdhrendder Mitoseam Knospehals und am Spindelpol der Tochterzelle (s.
Abb. 4.Za). Interessanterweise war in Stdmmen, die ausschlie3lich die Verkurzung RKe&3)1
exprimierten, die Cdcttokalisation stark verdndels. Abb. 4.27b)Cdc14 trat ausschlief3lich als
punktférmigesSignal auf. Ob es sich hierbei um den Spindelpol handelt, misste mittels Colokalisation
eines Spindelpolmarkers wie z.B. Sp842Cherrylberprift werden. Das fur Cdcl4 sonst ubliche,
sichelférmige Nukleolussignal konnte nicht mehr nachgewiesen wetdegammen mit verkirztem
Netl1(1-341) und Netl(#455) ist trotz des Wachstumsdefekts die Lokalisation von Cdcl14 ahnlich wie
in Stammen mit Net1¢1189) (s. Abb. 4.27c/d)Viele der charakteristischen Lokalisationsmuster
konnten festgestellt werden, beispielsige das Delokalisieren aus dem Nukleolus in den Zellkern und
in das Cytoplasma. Ebenso konnte die Lokalisation am Spindelpol der Tochterzelle festgestellt werden.
Eine Lokalisation am Knospenhals wurde nicht detektiert, wobei dieses Stadium auch in 2&fletyp

nur selten dokumentiert werden konnte.

Offenbar fehlen dem Net1(233)}Konstrukt Sequenzen, die fir die charakteristische Lokalisation von
Cdc14 im Nukleolus Uber seine Interaktion mit Netl notwendig sind. DaERpH?imente gezeigt
haben, dass deses Konstrukt Cdcl14 nur sehr schwach binden kann, kdnnte Cdcl4 dauerhaft im

Zellkern und Cytoplasma verfuigbar sein. Um dies zu tUberprufen, bedarf es waitelgsen
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NET1(1-1189)-Flag12 NET1(1-233)-Flag12

Nop56

Cdc14 Nop56 Cdc14

NET1(1-341)-Flag12 NET1(1-455)-Flag12

Nop56 Cdc14 Nop56 Cdc14

Abb.4.27: Net1(1-341) isthinreichendfir die nukleolare Lokalisation von Cdc14

Der Einfluss von Netonstrukten auf die Lokalisation von Cdeé3BP wurde mittels Fluoreszenzmikroskoj
untersucht. Hierzu wurden dploide Nachkommen der Stdmmee W13920 NET1/NET1¢1189)Flag12
HIS3MX6 CDCI@DC145FPLEU2NOP56NOP563mCherryURA3, b, W13923(NET1/NET1¢233)-Flag12
HIS3MX6 CDC14/CDEG3RPLEU2NOP56NOP563mCherryURA3J, ¢, W13922(NET1/NET1¢B41)-Flagl2
HIS3MX6 CDC14/CDE3IRPLEU2 NOP56NOP5683mCherrylJRA3 und d, W13921 (NET1/NET1¢455)
Flag12HIS3MX6 CDC14/CDE3BRPLEUNOP56NOP563mCherryURA3 ausgewahlt Die erste Spalte jede
Einheit zeigt die Zellmorphologie im EM@nal, die zweite und dritte Spalte das Fluoreszenzsignal
Nukleolusmarkers Nop58mCherrybzw. von Cdcl&FPund die vierte Spalte die Uberlagerung beic
Fluoreszenzsignal®er Mal3stabsbalken betragt 5 pm.
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4.3 Funktion de Gterminalen Regiorvon Netlg
Interaktion mit RNAPolymerase und Wachstumsstimulation

Das grof3e Protein Netl Ubernimmt wie beschrielvézle Funktionen in der Regulation der Mitose.
Dazu gehort zum einen die Kontrolle des Austritts aus der Mitose tber die Regulation der Aktivitat von
Cdc14(Weiss, 2012)Netl bindet hierzu direkt an Cdc14, wirkt als Inhibitor der Phosphataseaktivitat
und halt Cdc14 so lange im Nukleolus inaktiv bis es Uiber das BEARIENNetzwerk zur Freisetzung
dzy R ! {U0AQGASNHzy3d @2y [/ ROmMn AYy RSN !yl LKF&AS RSNJ
weitere wichtige Rolle von Netl beinhaltet die Vermittlung des roikieen Silencing, indem Netl an

die HistonDeacetylase Sir2 bindet und diese an die rDNA rekrutiert. Sir2 kann dort
Heterochromatinstrukturen etablieren und auf diese Weise sowohl die Expressamrierter
Markergene inhibieren als auch die Bildung extrmomosomaler rDNARInge (ERCs,
extrachromosomal rDNA circlesiinimieren. Die Bildung von ERCs steht in Zusamhang mit der
Zellalterung &ging), so dass Sir2 und Netl durch das Verhindern einer Ubermagigen Bildung von ERCs
einen wichtigen Beitrag zur Sfiditat der rDNA und somit zur Gesundhééer Zelle leisten (Cupers

al., 2000) Diese Funktionen von Netl konnten dertédminalen Region (CdciBindung und
Inhibition) bzw. der Proteinmitte (SkRindung) zugeordnet werden.

Eine weitere, dul3erst witige Funktion tbernimmt Netl als Stimulator der RNA PolymerAgévitat
(Shouet al, 2001) netl-Mutanten zeichnen sich durch Fehllokalisation von HF¢Amerase -I
Untereinheiten aus, sowie durch verminderte rREyntheserate und reduzierte rRMkkumuation.

Netl ist in der Lage direkt mit RNPlymerase | zu interagieren. Aul3erdem stimuliert die Zugabe von
gereinigtem NetiProtein in etwa &quimolarem Verhéltnis die Aktivitat der Polymeiasétro, und

die Uberexpression des P&tekrutierungsfaktor®krn3 ist in der Lage den Wachstumsdefekt von
netin-Stammen zu supprimiererEine nahere Charakterisierung dieser Eigenschaften und eine
mdgliche Zuordnung zu einer Region innebhdkes NettProteins wurde im Folgendenweiter

analysiert.
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4.3.1 Cterminale Verkirzung von Netl beeintrachtigt das Wachstum

Bei der Herstellung und Kultivierung dete@minalen Verklrzungsstamme (vgl. 4.1) fiel sofort der
gravierende Wachstumsdefekt auf, der all diese Stdmme auszeichnet. Stamme, die heterozygot
diploid hinsichtich der NetiVerkirzung waren, wuchsen ahnlich gut wie Wildtyp. Haploide
Nachkommen, die die verkirzte Neffbrm erbten, waren in ihrem Wachstum stark eingeschrankt.
Dies zeigte sich zum einen in der Tetradenanalyse durch sehr kleine Kolonien @:lzdr8.anderen
bestétigte sich dies im Wachstumstést Abb. 4.28)Hierzu wurden haploide Nachkommen aus der
Tetradenanalyse in 1:30erdinnungsschritten auf Vollmediumsplatten gestempelt und bei
unterschiedlichen Temperaturen inkubiert. Dabei zeigte dilelss die Verkirzungen Net1{D51),
Netl1(1-972), Net1(1:693), Net1(1-455) undNet1(1-341) ahnlich beeintrachtig wareler Eindruck,

dass die Verkirzung Net:{D51) ein etwas bessere Zellwachstum erlaubt, konnte durch den
zusatzlichenVergleich mehrereMNachkommenr einem weiterenWachstumstest nicht bestatigt
werden(s. Anhan@.2.4). Passend zu dieser Beobachtung wiesen die Stamnaehalb der jeweiligen
Verkirzungemaufigeine leichte Variabilitat hinsichtlich der Koloniegré3e in der Tetradenanaiyfse
wobei etwas groRere Kolonien in der Tetradenanalyse mit etwas besserem Wachstum im Spottest
korrelierten Auffalligerweise betraf dies nicht die Verkirzung Ned3B). Hier traten durchwegs
winzige Kolonien in der Tetradenanalyse auf und auch dash®#am im Spottest deutete auf einen

noch gravierenderen Wachstumsdefekt in diesen Stammen hin.

30°C

NET1(1-1189)-GFP
NET1(1-1051)-GFP
NET1(1-972)-GFP
NET1(1-693)-GFP
NET1(1-455)-GFP
NET1(1-341)-GFP
NET1(1-233)-GFP
K699

Abb. 4.28: Alle Gterminalen Netl-Verkirzungsstdmme weisen einen starken Wachstumsdefekt auf

Zur Veranschaulichung des Wachstumsdefeki®r@inaler Netl-Verkirzungsstamme wurdenaploide
Nachkommen der Ausgangsstamme W13588T1/NET1¢1189}GFPHIS3MXABNOP56/NDRB6-3mCherry

URA3, W13534 IET1/NET1(1051}GFPHIS3MX6 NOP56/NDB6-3mCherryURA3,  W13535
(NET1/NET1¢272)GFPHIS3MX6 NOP56/NDB6-3mCherryURA3, W13536 NETL/NET1(693)GFP

HIS3MX6 NOP56NOR6-3mCherryURA3, W13537 NNETL1/NETL1(455)YGFPHIS3MX6 NOP56/NOP56-

3mCherryURA3, W13538 NET1/NET1(841)yGFPHIS3MXENOP56/NDFB6-3mCherryURA3 und W13539
(NET1/NET1{233)GFPHIS3MXAGNOP56/NOS6-3mCherryURA3 auf XYEPlatten gespottet. Als Referer
diente der haploide Wildtypstamm K699.
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4.3.2 DieGterminale Verkirzung von Netlim 138 Aminosauremesultiert in einem Wachstums
defekt
Manipulationenan derGterminalen Regiorvon Netlfuhren zu einer starken Beeintrachtigung des
ZellwachstumdDies lasst sich zum einen anhand von Wachstumstests erkennef3vglAbb.4.28),
zum anderen weisen die entsprechenden haploiden Nachkommden heterozygotiploiden
Ausgangsstammia allen betrachteten Falleim der Tetradenanalyse sehr kleine Kolonien &ghon
die Verkirzung um 138 Aminosaur@iet1(1-1051) bewirkte einen starken Wachstumsdefefe. Abb.
4.2%). Weitere Verklrzungen zeigten zunachst keine Verschlechterung @esstims (s. Abb. 4.
29b-f). Erst bei der letzten Verkirzung auf 233 Aminosauren kam es nochmals zu einem sichtbaren
Effekt, die Nachkommen des heterozygtiploiden Ausgangsstamms, die die Verklirzung erbten,
waren kaum lebensfahig und ahnelten in ihrerldfdegroRe stark dem Aussehen varetin-
Nachkommer(s. Abb. 4299).

Die Morphologie der Zellen im Durchlichtmikroskop mit langgestreckten Knospen, die zum Teil die
Cytokinese nicht abschlieRen bevor sie selbst Knospen bilden (vgl. 4.1.2), legte zuidehst e
Cytokinesedefekt aufgrund von CdeEdhlregulation nahe. Dies kann jedoch nicht den alleinigen
Grund fur den Wachstumsdefekt von Stammen miie@ninalen NettVerkiirzungen darstellen, da die
N-terminale Region bis zur Aminosaure 455 hinreichend f#iBithndung und Inhibition von Cdc14 ist

und auch die Lokalisation von Cdc14 in einem solchen Stamm korrekt erfolgt (vdbet. 2INET1(1
233)}Stammen zu Tage tretende, starkere Wachstumsdefekt kdnnte darin begriindet liegen, dass bei
der Verkirzung Net(233) zusatzlich zur Wachstumsstdrung durch Manipulation derr@inalen
Region eine Fehlregulation undbkalisation von Cdcl4 hinzukommt. Beide Effekte zusammen

scheinen einen verstéarkten Einfluss auf die Lebensfahigkeit der Zellen zu nehmen.
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a
1189
1189 1189
1189 1189
1189
b c
1051 972 | 972
1051 [1051 972 972 | 972
1051
1051 [1051 972 | 972 972
d e
693 455
693 | 693 | 693 455 | 455
693 | 693 455 | 455 | 455 | 455
455
f g
341 | 341 233 233
341 | 341
341 341 233 | 233
233 | 233 | 233 | 233

Abb.4.29: Die CGterminale Verkirzung von Netl bewirkt einen Wachstumsdefekt

Die Stamme a, W13533 NET1/NET1¢(1189}GFPHIS3MX6 NOPS&MCherryURA3, b, W13534
(NET1/NET1(1051)}GFPHIS3MX6 NOPS&MChernyURA3J, ¢, W13535 NET1/NET1(272)GFPHIS3MX6
NOP563mCherryURA3, d, W13536 NET1/NET1(693)-GFPHIS3MX6 NOPS&MCherryURA3, e, W13536
(NET1/NET1(455-GFPHIS3MX6 NOPS8MCherryURA3J, f, W13537 (NET1/NET1¢(841)-GFPHIS3MX6
NOP563mCherryURA3 und g, W13538(NET1/NET1¢233)-GFPHIS3MX6 NOPS&MCherry'URA3 wurden
sporuliert und einer Tetradenanalyse unterzogen. Jeweils vier Tetraden pro Ausgangsstamm
ausgewabhlt, die Auswertung des relevanten Genetgpjeweilsschematischgezeigt.

Abkirzungen

1189 NET1(11189}GFPHIS3MX6

1051 NET1(11051}GFPHIS3MX6 972 NET1(2972)yGFPHIS3MX6

693 NET1(1693)>GFPHIS3MX6 455 NET1(#455)GFPHIS3MX

341 NET1(1341}GFPHIS3MX6 233 NET1(1233}GFPHIS3MX6
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4.3.3 Rettung des Wachstumsdefektsterminaler Netl-Verkirzungsstamme

Um nun naher zu untersuchen, welche Eigenschaltei-terminale Regiowon Netl so unersetzlich
fur gesundes Zellwachstum machen, wurden zwéer@inale Fragmente naher untersucht, die
naturlicherweisemit Methionin beginnen und somigin Startcodon enthalten. Es handelt sich hierbei
um die Fragmente Net1(92P189) (261 Aminosauren) und Net1(1656289) (138 Aminosauren). In
einem ersten Schritt wurde analysiert, ob diese Fragmente in der Lage sind den Wachstumagtefekt
netin-Stammen zu retten. Hierzu wurden die Fragmente in Plasmid& EigPromotor kloniert und
am LEUZLocus ins Genornmtegriert. Durch Kreuzung mit einenetlpn-Stamm wurden heterozyget
diploide Ausgangsstdmme erhalten, die nach Sporulation diagadenanalyse unterzogen wurden
Die durchgefiihrten Tetradenanalysés Abb. 4.8a/b) und der Wachstumstegs. Abb. 4.8¢) zeigten,
dass beide Konstrukte positiv auf das Wachstumyidh - Aelfen wirkten

a b

net1A NET1(1052-1189)
net1A NET1(1052-1189)
net1A NET1(929-1189)

net1A NET1(929-1189)

Abb.4.30: Gterminale Fragmente von Netl unterstiitzen das Wachstum w6r§ (-$tgmmen

Die Stamme W12509NET1/neth::HIS3AMX6 leu2/leu2::pTEEFPNET1(1052189CYC41.EU2 und

W12512 NET1/neth::HIS3MX6 leu2/leu2::pTEEFPNET1(9294189}CYCA EU2 wurden spruliert und

einer Tetradenanalyse unterzogen.

Jeweils vier Tetraden des StammsW12509 bzwb, W12512 wurden ausgewdhlt, die Auswertung c

relevanten Genotyps ist jeweils schematisch gezeigt.

Abkirzungen

n: netln::HIS3MX6

K leu2:pTERBFPNET1(1052189H+CYCALEU2 (W12509a)
leu2::pTEFGFPNET192911891CYCAEU2  (W12512b)

Nn,K netln::HIS3MX6Beu2::pTEFBFPNET1(1052189CYCIAEU2 (W12509 a)
netin::HIS3MX6eu2::pTEFRGBFPNET1(9294189HCYCILEU2  (W12512b)

¢, Jeweils zwei haploide Nachkommen aus den Tetradenanalysen der Stamme W12509 und W12512
ausgewahlt und in einem Wachstumstest auf einer Xélbmediumsplatte untersucht. Akontrollen dienten
der haploide Wildtypstamm K699 sowie ein haploige$ (+$tgmm.
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Haploide Nachkommen, die die Deletion und das jeweilige Konstrukt erbten, konnten Kolonien
formen, die in etwa die Halfte der Wildtyoloniegréf3e erreichten, wahrend Nachkommen, die nur
die Deletion erbten, nur sehr kleine Kolonien formen konnten. DigéXpgession beider®&rminalen
Fragmente wirkt also wachstumsférdernd.

Die Vermutung liegt nahe, dass die fehlende CeRRédulation inNET-Deletionsstammen einen
Beitrag zum schlechten Wachstum der haploiden Nachkommen leistet. Um dies zu Gberpriifés, wu
statt y’ S (+$tgmmen erjenigen NettVerkiirzungssimm untersucht(vgl. 4.2.1 und 4.2.2fur den
eine starke Interaktion mit Cdcl4und eine inhibitorische Wirkunguf die Phosphatas@ktivitat
gezeigt werden konnte, Net1{455) (s. Abb. 4.3a). Als Kontlle wurde das Fragment Net:gB3)
herangezogen, das nur geringe Cdtd#raktion und kaum inhibitorische Wirkunguf die
Phosphatasé\ktivitat aufwiegs. Abb. 4.3b). Die Auswirkung der Expressiorsétarzen Gterminalen
Fragmens auf das Wachstum de Netl-Verkirzungsstamme wurde wiederum mittels

Tetradenanalysen untersucht.

a b
nK | nK n n n K nK
n nK K n,K
K K K nK
n K n K n | nK

Abb.4.31: Net1(10521189) rettet den Wachstumsdefekt vONET1(3455)Stammen

Die Stamme, W12533 (NET1INET1(2455)Flag12HIS3MXdeu2/leu2::pTEFBFPNET1(1052189}CYC41
LEU2 und b, W13761 (NETINET1(233)Flag12HIS3MX6 leu2/leu2::pTERFPNET1{0521189}1CYC41
LEU2 wurden sporuliert und einer Tetradenanalyse unterzogen.
Jeweils vier Tetraden des Stamms W3a2bzw. WB761wurden ausgewahlt, die Auswertung des relevant
Genotyps ist jeweils schematisch gezeigt.
Abkirzungen
n: NET1(3455)Flagl2HIS3MX6 (W12533a)
NET1(1233)Flagl2HIS3MX6  (W13761b)
K leu2:pTEFGBFPNET1(10521894CYCAEU2
n,K NET1(1455)Flagl12HIS3MX6leu2::pTEFGFPNET1(1052189CYCAEU2 (W12533 a)
NET1(1233)-Flagl2HIS3MX6leu2::pTEFGBFPNET1{0521189#CYCAEU2 (W13761 b)

Der StamnmNET1(1233)verhielt sich &hnlich eineny’ S :$tgmm, die Uberexpression des kleinen C
terminalen FragmentdNET1(1052189) unterstitzte das Wachstum der haploiden Nachkommen
konnte jedoch den negativen Effekt, der durch das Fehlen der CRetyilation herorgerufen wird,
nicht vollstandig kompensieren. Anders vieth es sich bei dem StammET1(3455) Hier ist die

Interaktion des NetIKonstrukts mit Cdc14 vollstandig gegeben und die Inhibition der Phosphatase
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Aktivitdt konnte gezeigt werden. Dennochiesen die haploiden Nachkommen einen starken
Wachstumsdefekt auf. Da die CdeRdnktion in diesem Stamm gegeben ist, scheint der Defekt durch
das Fehlen des-&rminalen Teileson Netlzustande zu kommermurchUberexpessiondes kleine
Gterminalen Fragmens NET1(1052189) konnte dieser Wachstumsdefekt nahezu vollstandig
kompensiert werden und die von den haploiden Nachkommen gebildeten Kolonien ¢ereieme
ahnliche Grof3e wie WildtypkolonieDieses Verhalten konnte auch fiie VerkirzungeriNet1(1-341)
Net1(1-693), Net1(1972) und Net1(41051)in Kombination mit dem kurzen-€€rminalen Fragment
Net1(10521189) und auclim Falle von Net1¢#55)in Kombination mit denténgeren Gterminalen
Fragment Net1(929189) bestatigt werden s{ Anhang9.2.5. Der KReine, 138 Aminoséuren
umfassende @erminale Teil des grof3en NeBroteins beinhaltet also die wachstumsunterstiitzende

Funktion.

4.3.4 Lokalisation der @erminalen FragmenteGFPNet1(10521189) undGFPNet1(9291189)

Von Interesse war es nun, den Wirkungsiet kleinen @erminalen Fragmente zu identifizieream
moglicherweise Aufschluss daruber zu erhalten, in welche Prozesse das Fragment involviert sein
konnte. Hierzu wurde die Lokalisation der mit GFP fusionierten Konstrukte im Fluoreszenzmikroskop
unter Berticksichtigung verschiedener Comarker fur Zellkern und Nukleolus unterSucispater die
Abhangigkeit der Lokalisation dert&@minalen Fragmente voden nukleolédren Faktorer-obl und
Rpal2untersuchen zu konnerivgl. 4.3.5) wurde mit dem S2888tammtintergrund und der
vorhandenen DeletionsmutanteBammlungvon Euroscarf gearbeitetAufgrund der Deletion der
Markergene in S2888tammen(BY4741/BY474&pnnte bei der Stammkonstruktigedochnicht auf

die bewahrte Integration derzu wntersuchendenKonstrukte am Markergenort zuriickgegriffen
werden. Stattdessen wurden die Plasmide mit den Konstrukten im enthalt€¥@il erminator
linearisiert und anmtCYC4Genort integriert. Auch hierbei konnte es zu Mehrfachintegrationen der
Plasmide ins Genom kommemeshalbwurde darauf geachtet, dass beide Nd€bnstrukte in
vergleichbarer Menge exprimiert wden. Erwdhnenswert ist hierbei, dassYClund RPA12auf
ChromosomX nahezu direkt benachbart liegen, die Deletion idRA12und die Integration des
Konstruktsam CYC4Genort werden also gekoppelt verertidie Untersuchung voBsFPNet1(1052

1189) im WildtypHintergrund ergab eine Lokalisatioidberwiegend im Cytoplasma mit einer
deutlichenAnreicherung im Nukleolus (s. Alb32a). GFPNet1(9291189) hingegen kalisierteim
Vergleich hierziiberwiegend im Zellkern und wies eine leichte Anreicherung des Signals im Nukleolus
auf (s. Abb. 42b)



ERGEBNISSE

a b
NET1 pTEF2-GFP-NET1(1052-1189) NET1 pTEF2-GFP-NET1(929-1189)
Net1 Net1
Nop56  (1052-1189)  merge DIC Nop56  (929-1189)  merge

Abb.4.32: Net1(9291189) und Net1(1052189) zeigen eine leichte Anreicherung im Nukleolus

Die Lokalisation der -terminalen FragmenteGFPNet1(9291189) und GFPNet1(10521189 wurde am
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Hierzu wurdeaplbide Nachkommen der Stdmme, W13067
(tCYCUCYCLpTEFZFPNET1(1052189HCYCALEU2 NOP56/NOP58mCherryy w! o Ch. w~
kanMX4 und b, W13070 tCYCMCYCLIpTEFZGFPNET1929-11894CYCAEU2NOP56/NOP58mCherry
Il w!l o Ch. mk T 2 ausgewaklfFlirydie Amalysevurden Nachkommerherargezogen die FOB1
erbten. Die erste Spalte zeigtie Zellmorphologie im Durchlichtkanal (DIC), in der zweiten Spalte is
nukleolare Comarker Nop56 gezeigt, Spalte 3 enthalt das -Bigidal und Spalte 4 zeigt beic
Fuoreszenzkandle Uberlagert (merge). Dénge dedlalRstabsbalkesbetragts um.

Beide Fragmente zeichnen sich durch eisggnalanteim Nukleolus aussFPNet1(10521189)zeige

trotz Uberwiegend cytoplasmatischer Lokalisation ein deutlich sichtbares Signal im Nuk{&BRis.
Net1(9291189) lokalisier Uberwiegend im Zellkern und ze@gizudem eine Anreicherung im
Nukleolus Eine mdgliche Erklarung fir diesen Unterschied in der Lokalisation der beiden Fragmente
ware, dass ds Fragment Net1(929189 eine effektivere NL-Bktivitat als das kiirzere-€rminale
Fragmentbesitzt Nichtsdestotrotzscheiren die geringere NL-8ktivitdt und der damit verbundene
geringere Anteil von Net1(105P189) im Nukleolus amsreichen um den Wachstumsdefekt

abzumildern bzw. zu kompensieren.
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4.3.5 Die Nukleolusbkalisationder GTerminalen Fragmenteist unabhéngig von Fobl und Rpal2

In einer nachsten Fragestellung galt es zu klaren, von welchen nukleolaren Faktoren die Lokalisation
der beiden @erminalen Fragmente abhangt oder beeinflusst wird. Wildygtl kannlaut Daten der
Literatur ber zwei Mechanismen an die rDNA gelangen, zum einen uber eine Interaktion mit Fobl
und zum anderen Uber die Interaktion mit RIRAlymerase | (Huang und Moazed, 2003). Beide
Moglichkeiten wurden analysiert, inderum einernStamme untersucht wureh, die eine Deletion von
FOB1rugen.RNAPolymeraseandererseitsst ein Holoenzym bestehend aus 14 Untereinheiten, zehn
dieser Untereinheiten werden von essentiellen Genen codiert. Ledifieletionsstamme flje eine

der vier Untereinheiten Rpad®Rpa34, Rpald und Rpasihd lebensfahigGadalet al, 1997) Als
Reprasentant wurdelir diese Analyse eiNLJl a#tamm ausgewahlt. Die-t€rminalen Fragmente
wurden mit den entsprechendenDeletionsstammen gekreuzt, haploide Nachkommen aus der
Tetradenanalyse ausgewahlt und am Fluoreszenzmikroskop unterddieht okalisation des kleinen
Fragments Net1(1052189) zeigte sich unbeeinflusst von der Deletion F@BI1(s. Abb4.33a) und
RPA1Zs. Abb. 4.3b). Auch das grof3ere Fragment Net1(92BB9) wies nach Deletion vdrOBI(s.

Abb. 4.3c) undRPA1Z4s. Abb. 4.3d) keine veranderte Lokalisation auf.

Weder die Deletion vorrOBl1noch die Deletion vorRPAl2beeinflussten die Lokalisation der C
terminalen NetlFragmente sichtbar. Die Signalintensitat der &EBionen scheint zwar IN1J- M H p
geringer zu sein als h 2 0§, digs ist jedoch vermutlich auf die geringere Transkriptionsrate Uber RNA
Poll und daraus resultierend eine verringerte Ribosobiegenese und Translationsrate in diesen
Stdmmen zurlckzuflhrenRPAl1Deletionsstamme weisen zudem ein deutlich verlangsamtes
Wachstum im Vergleich zu Wildtypnd ¥ 2 6-8$4§mmen auf. Beide-@rminalen NettFragmente
besitzen also die Mdglichkeit unabhaggon der Interaktion mit Fob1l oder der RNA Polymerase |
Untereinheit Rpal2 in den Nukleolus zu gelangen. Beispielsweise kdnnten andere Polymerase
Untereinheiten den Interaktionspartner darstellen, der die Lokalisation der Neafymente
unterstiitzt. Weieren Aufschluss Uber die Abhéngigkeit der Lokalisation der-Netdmente kénnte

in diesem Zusammenhang u.a. e 0 m n2n-Didp@lelmutante bringen.
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NET1 pTEF2-GFP-NET1(1052-1189) fob1A NET1 pTEF2-GFP-NET1(1052-1189) rpa12A

Net1 Net1
Nop56  (1052-1189) merge Nop56 (1052-1189) merge

- e
- pimm

[P
..--
o2 2

c d
NET1 pTEF2-GFP-NET1(929-1189) fob1A NET1 pTEF2-GFP-NET1(929-1189) rpa12A
Net1 Net1
DIC Nop56  (929-1189)  merge Nop56  (929-1189)  merge

Abb.4.33: Net1(9291189) und Net1(1052189) lokalisieren unabhangig voh 2 o uwmghiNLJI M H p

Die Lokalisation der Konstrukte GREt1(9291189) und GFRlet1(10521189) wurde in Abhangigkeit vo
Fobl und Rpal2 untersucht. Hierzu wurderaplbide Nachkommen der Stamma, W13067

(tCYCUCYCLIpTEFASFPNET1(1052189HCYCALEU2 NOPS56/NOP58mCherryy w! o Ch.

kanMX9, b, W13068 (tCYCMCYCLpTEFZFPNET1(10521891CYCAEU2 NOP56/NOP58mCherry
''wl o wt ! MHK NLJ, mp WH3970 { (CYCACYCT pTEFGFPNET1929-11894CYCILEU2
NOP56/NOP58mCherryURA3 FOB1/folpl Y Y | |) vireld, W13071(tCYCMCYCIpTEFRSFPNET1(1052

1189HCYCAEU2NOP56/NOP58mCherrylJRA3 RPA12/NLJ m H n Y )yaudgsivahit,die fobln

N1 JI renbtan. Die erste Spalte zeigt die Zellmorphologie im Durchlichtkanal (DIC), in der zweiteniSp
der nukleolare Comarker Nop56 gezeigt, Spalte 3 enthélt das-GERSignal und Spalte 4 zeigt beic

Fuoreszenzkanale Uberlagert (merge). Dénge dedlalRstabsbalkesbetragts pm.
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4.3.6 Interaktion des kleinsten @erminalen Fragments mit RNRolymerase{Untereinheit

Rpa43
Eine mdogliche Erklarung fir den gravierenden Wachstumsdefekiern@naler Nett
Verkirzungsstamme ist die Funktion von Netl als Stimulator derAFRINAnerase-Aktivitat. Hierfur
konnte de Gterminale Regiornvon Netl wichtigsein, weshalb eine Uberexpression der kleinen C
terminalen Fragmente den Wachstumsdefekt wirS (+$igmmen abmildern bzw. in-t€rminalen
Netl-Verkirzungsstdmmen sogar retten kann. Einem solchen Modell liegt die physische Interaktion
zwisch& Netl und deRNA Polymeraseugrunde(Shouet al,, 1999) Um dies zu untersuchen, wurde
eine Coimmunprazipitation von Netl mit der RN8lymerase-Untereinheit Rpa43 versucht. Da es
bei IRExperimenten mit Polymeraddntereinheiten zu grof3en Problemen beim speeifen
Nachweis kam, wurde ein alternativer Aufschlusspuffer mit 350 mMa€Gtelle der sonst Ublichen
150 mM NaClverwendet. Bei Prazipitation von Rpd4323 ergab sich furNet1(1-1189)%9'2 ein
RSGS1 4A SND I RBghachweisisy Abb. 4.3). Yusétzlich zuBande des NetProteins der
vollen Lange konnte auch ein kleineres Fragment coprazipitiert werden, bei dem es sich aufgrund der

Cterminalen Fusion des FlagEpitops um ein @&rminales Fragment von Netl handedallte.

Die Detektion des degdierten NettFragments als Coprazipitat von Rpa43 lieferte einen Hinweis
darauf, dass die-€@rminale Region von Nefflir die Interaktion mit der RNRolymerase | wichtig sein
konnte. Da dieses Degradationsprodukt abziiglich des FHBpit@ps ca. 16 kDgrol3 sein dirfte und
das kleinste @erminale Fragment Net1(1052189) ca. 14 kDa grof3 ist, wurde deshalb getestet, ob
dieses Fragment mit Rpa43 interagiert. Zwei unabhangige Netl{1D&2) Transformanden wurden

in der Coimmunprazipitation mit der RNA yauokrase {Untereinheit Rpa43 untersucht (s. Abb. %).3
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aMyc

aFlag

RPA43-Myc13

o o e e NET1(1-1189)-Flag12
WCE aMyc-IP
- & — Rpa43"”
— — |
R —— Net1(1-1189)™"
-aana |
Net1 89)

Abb.4.34: Coimmunprazipitation von Net(1-1189)mit der RNA PolymeraseUntereinheit Rpa43

Die Interaktion von Rpa#3°*3mit Net1(1-1189¥'29*2wurde mittels Coimmunprazipitation analysiert. Hier
wurde der Stamm W11408 NET1(11189)Flag12HIS3MX6 RPA43aVlyc13kanMX§ ausgewahlt Als
Negativkontrolle dientaN7178(NET1Flag12HIS31X6). Die Proteinmengen wurden im Gesamtlysat (W«

und nach derPrézipitation tiber Mygekoppelte Agarose S| R a

Western Blot analysiert.
ErrechneteProteingrélRen
Net1(1-1189)%912 1427 kDa

Rpa4

Y-Myi- @A RElagAntikorper im

3ve13 56,7kDa

*  1gG

FF

-FlagKreuzreaktion
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° e @ ° RPA43-Myc13

e o o o e o o o pTEF2-Flag3-NET1(1052-1189)

WCE aMyc-IP

PR — s @&® [— Rpa43"®

- *

| "Net1(1052-1189) mod.
' = ~Nett(1052-1189)

L FeNet1(1052-1189) mod.

aMyc

aFlag

Abb.4.35; Coimmunprazipitation von Net@10521189)mit der RNA PolymeraseUntereinheit Rpa43

Die Interaktion von Rpa#8°® mit M29Net1(10521189) wurde mittels Coimmunprazipitation analysie
Hierzu wurden gt Stimme W12902 und W12903(leu2/leu2::pTEREIag3NET1(10521894CYCIEU2
RPA43RPA4Mycl3kanMX§ ausgewahlt Als Negativkontrolle dienteW13072und W13073leu2::pTEFR2
Flag3NET1(1052189CYCAEU2. Die Proteinmengen wurden im Gesamtlysat (WCE) und nach
Prézipitation Uber Mygekoppelte Agarose S| R&  Y:-Myd- @& R&lagAntikdrper im Western Blot
analysiert. Die untere Membran entspricht der rechten Halfte der in der Mitte gezeigten Memb
eingescannt mit hoherer Laserintensitat.

ErrechneteProteingréf3en

Fla®Net1(10521189): 17,4kDa RMY¥43 56,7 kDa
* 1gG

Das auffallige Laufverhalten vof9Net1(10521189) im SD&el deutet auf posttranslationale
Modifikationen hin Interessanterweise coprazipitiert nicht der GroRteil Vd#iNet1(10521189) mit
Rpa43¥c13 sondern nur die im SB&el am hochsten laufeedvermutlichmodifizierte FormDieser

Sachverhaltvurde anschlieend néher analysiert
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4.3.7 Charakterisierung der posttranslationalen Modifikation von Net1(10%289)

Einein der Zellzyklusregulation haufig vorkommengesttranslationale Modifikation von Proteinen

stellt die Phosphorylierung damDie CGterminale Region von Netl ist reich an SdRiesten,
Phosphorylierungen an diesen Aminoséuren kdnnten das aufféllige Laufverhalten dieses Fragments im
SDSGel erklaren.Um zu uberprufen, ob es sich bei der Modifikation von Netl(1DB29) um
Phosphorylierung handelt, wurde ein@ehandlung mit R S NdProteinphosphatase <PRase
durchgefiuhrt Die Aktivitat der<-PRaseist gegen phosphorylierte SerinThreonin oder TyrosiReste
gerichtet. Aufgrund des unterschiedlichen Laufverhaltens im -BBi$acrylamidGel kann
anschlielend die phosphoryliertBroteinform von der dephosphorylierten Form unterschieden
werden. F29%Net1(10521189) wurde zunachst mittels Immunprazipitatiomgereichert. Das H
Material wurde aufgeteiltein Ansatz diente dabei als Negativkontrodleei weitere Ansitze wurden

mit steigenderKonzentrationen<-PRasebehandelt(s. Abb. 4.8).

5Fa RSdzif AOK @OSNNYRSNI S [ | dzZPReSdedtelnahé, 8abs ef sicD Kei RS NJ . S
der posttranslationalen Modifikation von Net1(109289) um Phosphorylierung handelt. Das
unbehandelte Fragment lief im SIB®| in etwa auf Hohe der 30 kidandardbande. Dies ist in
Anbetracht des errechneten Molekulargewishtvon 17,4 kDa fur dieses Fragment besonders
AYyGSNBaal yido bl OKPP&S& dhistan8ek zweiRihteiatigidodra Eormen, wobei die
langsamer laufende Form bei etwa 28 kDa wanderte und die schneller laufende Form sich im Bereich

der leichten Kettedes Antikdrpers (ca. 25 kDa) bewegte.

® o o o o pTEF2-Flag3-NET1(1052-1189)

@
\@"QQ’Z’
X el PPase

— "**Net1(1052-1189) mod.

-m
--u *

aFlag

Abb.4.36: Net1(1052mM my b0 Ny R-BRuséBeRadzNlprdas<d aufverhalten im SIO®!

Die Modifikation von F29Net1(10521189) wurde mittels Immunprézipitatioriilber FlagBeads und

anschlieRend@ehandlungles IPMaterialsY A (i & ( S-RPagKbRzENAtion untersuchtdierzu wurde
der Stamm W23491 (leu2/leu2::pTEFREIag3NET1(10521891CYCAEU2ADE2ade? ausgewahlt.Das
Laufverhalten der resultierenden Proteinformen wurde mittels $IA&EINd Nachweis im Western Blot m
h-FlagAntikdrper analysiert.

ErrechneteProteingréRe

Fla®Net1(10521189): 17,4 kDa *  1gG
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Da nur die modifizierte Formron Net1(10521189) mit der RNAolymerasdJntereinheit Rpa43
interagierke, konnte diese Modifikation bei der Regulation der Polymevakivitat eine Rolle spielen.

Ein bekannter Signalweip vivoist in diesem Zusammenhangje TOR Target of Rapamycir) -
Signaltransduktionskaskadmit der die Zellen aullahrstoffmangel oder Zellstress reagieren kdnnen
(Loewith und Hall, 2011¥entraler Bestandteil des Signalwegs sind die beiden G&i&lund TOR2
Verlust der TORunktion (z.B. durch Deletion d&fORGene) oder Behandlung der Zellen mit
Rapamycin fuhrtam Zellzyklusarrest und Eintritt in einen Ruhezustand, deP&BeAls Folge sinken

u.a. die Syntheserate von 58nd 35&RNA sowie die tRNRroduktion. Dies resultiert in einer
Herabregulation der Proteinbiosynthese, wodurch ein Mangel an ribosomateteiffen und
Prozessierungsfaktoren entsteht, was sich letztlich in einem negatigedback loopauf die
Ribosomenbiogenese auswirkt. RNA Polymerase | dissoziiert von der rDNA ab. Ein weiterer Aspekt der
TORInhibition durch Rapamycin ist die Fehllokdisa der Polokinase Cdc5, wodurch es Uber
Stabilisierung von Sweb5 zur Inaktivierung von Cdc28 kommt. Die Folge ist eine fehlende
Phosphorylierung von Netl und somit eine verzégerte Freisetzung von Cdcl14.

TOR wirkt also in vielfaltiger Weise auf das Gesehém Nukleolus. Um nun einen mdéglichen Einfluss
von TOR auf die Interaktion von Rpa43 und Netl lber dessen Modifikation zu untersuchen, wurden
wachsende Zellen mit Rapamycin inkubiert und anschlieend die Modifikation voLidetterhalten

im SDSGel s. Abb. 437a) und die Interaktion mit Rpa43 mittels Coimmunpréazipitation untersifsht
Abb.4.37b).

Das Laufverhalten vdrf9Net1(10521189)zeigte kaum einen Unterschied zwischen dekvért und

der Probe nach 6finitiger RapamyciBehandlung. Die Inhibition des TSRjnalwegs scheint also
keinen oder nur geringen Einfluaaf den Phosphorylierungsgrad des kleineteinalen Fragments

zu néhmen. Auch die Fahigkeit zur Interaktion mit der RNA Polymerabgdreinheit Rpa43 erscheint
unbeeinflusst von der Rapamyeddehandlung. Die modifizierte Version degse@ninale Nett
Fragments bindet nach éfinitiger Rapamyciinkubation in dhnlich stker Weise an Rpa43 wie vor

der Behandlung. Dies lasst darauf schliel3en, dass sowohl die Modifikation als auch die Interaktion mit
RNAPolymerase | nicht durch den TSRjnalweg beeinflusst und reguliert wird. Ein anderer méglicher
Schluss ist, dass niclttie Phosphorylierung, sondern eine andere Art der Modifikation, den
ausschlaggebenden Faktor fur die Interaktion von Netl und Rpa43 darstellt. Eine hierfur in Frage
kommende Modifikation stellt die Methylierung dar. Methylierung findet Uberwiegend an Lysin
Resten statt. Die-@rminale Region von Netl weist einigatchesvon aufeinander folgenden Lysinen

auf. Zudem konnte in Y28creens von Adelheid Weissgerber gezeigt werden, dass-tasiGale
Netl-Fragment mit Rkml, einer Methyltransferase, interagjieDiese Interaktion war stark
nachweisbar und konnte mehrfach reproduziert werden. Eine weitere Charakterisierung dieser

Interaktion misste mittels Coimmunprazipitation und weitergehenden Experimenten erfolgen.
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® o e pTEF2-Flag3-NET1(1052-1189)
e ® RPA43-Myc13

|—|O' |—|60' Rapamycin

WCE

— F5Net1(1052-1189) mod.

aFlag

® © o o © o o o pJEF2-Flag3-NET1(1052-1189)

° [} ° ° RPA43-Myc13

—Y it 60':: o it 60': Rapamycin

— ®Net1(1052-1189) mod.

aFlag

Abb. 4.37: Coimmunprazipitation von Net(10521189)mit Rpa43 nach RapamyciBehandlung

Die Interaktion von Rpa#8-13mit F29Net1(10521189)wurde nach 6@miniitiger Inkubation mit Rapamyci
mittels Coimmunprazipitation untersuchtHierzu wurde der Stamm W212903ey2/leu2::pTERElag3
NET1(1052189HCYCAEU2 RPA43/RPANB/c13kanMX§ ausgewahlt. Als Negativkontrolle diente

W13491 leu2/leu2::pTERFlag3NET1(10521891CYCAEU2 ADE2/adg2

a, Laufverhalten vorm9Net1(10521189)im SDSGelnach 0 min und 60 min Rapamyditkubation
b, Coimmunprazipitation mit RpaX¥%'3 Die Proteinmengen wurden im Gesamtlysat (WCE) und nact
YRagAnt&drper il Western Blot analysiert.

Prézipitation (iber Myegekoppelte Agarose S R &
ErrechneteProteingrofRen

Fla®Net1(10521189): 17,4 kDa Rira#356,7 kDa
*  1gG
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9. DISKUSSION

Die erhaltenen Erkenntnisse kbnnen schematisch zusammengefasst werden (s. Aldbs kdnnte
gezeigt werden, dasdie Nterminale Region von Netl hinreichend fur NukleoluslokalisatiorDias.
kleine Nterminale Fragment Net1¢147) zeigt noch partielle Lokalisation im Nukleolus (v&b)4.
Zuséatzlich befinden sich ider Nterminalen Region Sequenzen fiur IBstinteraktion und DNA
Bindung:Ein Fragment Net1¢196) zeigt im Fluoreszenzmikroskop eine Tendenz zur Aggregatbildung
in Abhangigkeit der Proteinmenge (vgl. Abb.1}.Das Protein der vollen Lange wi@ei Analysen
mittels Coimmunprézipitation Selbstinteraktianf (vgl. Abb. 4). Fir die DN/indung wird ebenfalls
die Nterminale Region bendtigt. Das Fragment Net28B) war in der LageNAund RNA zu binden
(vgl. Abb4.18a/e; Abb. 419a), wahrend das Fragment Net1(2385) diesen Effekt nicht zeigte (vgl.
Abb. 4.18b/f; 4.19).

Coimmunprazipitation von NetEragmenten mit Cdcl4 zeigten, dasss@fam10407Motiv nicht
notwendig fur Cdc14indungist (vgl. Abb. 42). Hierfir ist die Region im Bereich der Aminosauren
234-455 hinreichendvgl, Abb. 4.2). DiesesFragment ist zudem hinreichend, um die Phosphatase
Aktivitat von Cdc14 zu inhibieren (vgl. Abb.4b-21).

Zusatzlich zwseiner Cdcl4egulierenden Funktioriibernimmt Netleine wichtige Aufgabe bei der
Unterstiitzung des WachstumSo fihren Manipulationemn der Germinalen Region von Netl zu
einem gravierenden Wachstumsdefekt. Bereits dahlender letzten 138 Aminosauretbewirkt
diesen Effekt (vgl. Abb.2B und 429). Umgekehrt kann die Expression diekksnen, Germinalen
Fragments den Wachstumsigdt vonNET1(1233) undy S (+$1§mmen abmilderfvgl. Abb. 4.8a,
Abb. 4.3b). Eine vollstdndige Suppression tritt auf, wenn zusatzlich die CRegdlationdurch
Expression eines Nefiragments mit intakter Nerminaler Regiorgewahrleistet is{vgl. Abb. 4.3a).

Ein wichtiger Faktor in diese@dusammenhangst moglicherweise diénteraktion von Netl mit der
RNAPolymerase (vgl. Abb. 4.3). Diese Interaktion wird Uber dent€rminalen Bereich der letzten
138 Aminosauren vermittelt, wobei vorlen die modifizierte Variante mit der RN?olymerase-I
Untereinheit Rpa43 interagie(vgl. Abb. 4.8und 4.3%). Die Modifikation des @rminalen Fragments
Net1(10521189) besteht dabei zu grof3en Teilen aus Phosphorylierung (vgl. ABp. 4.3



96 DISKUSSION

1052 ¢

1 P _® P @ ®r P PP 455 1052
pam - FTT TS TS S S m T s T

1 > s 5 233 1052 ;

1189

1189

1189

+ + + + +
+
+ + +
+ + + +
+ + + -
+

+
+ +
+ + + +
+ - +

Abb. 5.1 Zusammenfassendechematische Darstellung einiger wichtiger Ergebnisse

Ausgewahlte Konstrukte und die in diesem Zusammenhang erhaltenen Erkenntnisse sind sche

dargestellt.Die Konstrukte Net1¢1189), Net1(11051), Netl1(3455), Net1(1341), Net11-233), Netl(234

455) und Net1(1052189) wurden ausgewahlt und hinsichtlich der Kategorien Nukleoluslokalise
Selbstinteraktionsfahigkeit, DNBindung sowie Cdc18indung undInhibition betrachtet. Zusétzlich wurd:
das Zellwachstum untersucht sowd@ Interaktion mit der RNA&Rolymerase-Untereinheit Rpa43. Ebenfall

untersucht wurde die Kombination der Konstrukte Net2@5) bzw. Net1(233) mit dem Qerminalen

Fragment Net1(1052189).Experimentek Befunde sindett gedruckt Die partielleLokalisation von Net1(1

147) und Net1(1052189) im Nukleolus istraumarkiert.



Diskussion 97

5.1 Die Rolledespfam10407-Motivs

Die Nterminalen Bereiche von Netl, dem Ne@tthologen aus der Spalthefechizosaccharomyces
pombe Dntl, und dem Netiverwandten Protein Tof2 sowie eine Reihe anderer N#ttlicher
Proteine aus verwandten Hefersgccharomyces arboricol@andida glabrata, Vanderwaltozyma
polysporaKuyvermomyces lactifAshbya gosipii) enthalten eine konservierte Sequewan etwa @l
Aminosauren(vgl. Anhang 9.1Diesen Proteinen ist eine Fahigkeit gemeinsam: Alle sind in der Lage
Cdc14 (bzw. das entsprechende Orthologe) zu binden. Netl und Dntl inhibieren dabei die
Phosphatase\ktivitat, wahrend Tof2 als Aktivator der #dphatase inNukleoluswirkt (Geilet al,

2008). Aufgrund dieser Gemeinsamkeit wurde vermutet, dass es sich bei der konservierten Sequenz
um einen Bereich handeln kénnte, der fur die Funktion der C@&iidung und Regulation wichtig ist.
Desweiteren werde die Proteine flr das rDNBilencing undeim Cytokines€heckpoint bendtigt.

Der Aminoséaurebereich wurde gifam10407Motiv in die NCBDatenbank flr konservierte Protein
52YNYSyYy dzy SN R&Y phoSpKdtaseTnindingIproteintddminusy | damEed Y
(MarchlerBaueret al.,, 2015).

5.1.1 Daspfam10407Motiv ist nicht notwendig fir Cdc18indung

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten nun, dass die Reg®pfaim10407Motivs im Bereich der
Aminosauren 8-143 des NetdProteins nicht bendétigt wird, um eine Bindung an die Phosphatase
Cdcl14 zu gewahrleisten. Eine verklrzte Version von Netl, die nur die ersten 233 Aminosauren
beinhaltete,zeigtetrotz Anwesenheit depfam10407Motivs keine Interaktion mit Cdell(vgl. 4.2.1,

Abb. 4.2). Das Fragment Net1(23¥65) hingegen, in dem die Sequenzs géam10407Motivs nicht
enthalten ist, war dazu in &hnlichem Ausmal in der Lage wie das Fragment-Kg5)(ivelches ié
vollstandige N-terminale Regiomnthdlt. Fur d& Bindung von Netl an Cdc14 issgfam10407Motiv

also nicht notwendigDiese Erkenntnis ist umso Uberraschender, da diese Region allen-Cdcl4
bindenden Orthologen innerhalb der Ascomyceten gemeinsanDataus liel3e sich di¥ermutung
ableiten dass essich beider konservierten Sequenz um die Bindestelle flr die zu inhibierende
Phosphatase handel Die Ergebnisse dieser Arbaleuten jedoch darauf hin, dass dies nicht der Fall
ist. Anhaltspunkte fur die Frage, welche Funktion dieser Region stattdess@mmt, sollen im

weiteren Verlauf dargestellt werden.



98 DISKUSSION

5.1.2 Kernlokalisation und NLS

Betrachtet man die in dieser Arbeit hergestellten N&tdnstrukte ndher, so stellt man fest, dass fir
eine korrekte subzellulare Lokalisation von Neiidtakte, N-terminale Regiomnverzichtbar ist. Alle
untersuchten, @erminal verkirzten NetXKonstrukte lokalisierten exklusiv im Nukleolus, lediglich bei
Net1(1-147) zeigte sich neben der Nukleoluslokalisation ein leichter Hintergrund im Cytoplasma (vgl.
4.1.2, Abb. 4). Experimere im Labor haben gezeigt, dass Gegensatz dazu Konstrukte, die einre N
terminale Epitopmarkierung enthalten, nicht mehr exklusiv im Nuklelokedisieren sondern im Kern
verteilt sindund nur eine lethte Anreicherung im Nukleoluigen Jenes Konstiki Net1(234455),
welches in der Lagear Cdcl14 zu bindergeigt sich in Lokalisationsstudien tber die komplette Zelle
verteilt, wobei keine Anreicherung im Zellkern oder Nukleolus festzustellenghkt9.2.3. In der N-
terminale Regiorvon Netl befindersich alsooffenbar Sequenzen, die notwendig fir die korrekte
Lokalisatiornvon Netlim Nukleolus sind.

Betrachtet man ein Alignment der beiden verwandten Proteine Netl und Tof3.azerevisiandher,

so zeigt sichdie groRe Ahnlichkeit der Mermini beifler Proteine mit 30% identischen und 53%
ahnlichen Aminosauren. dében den bereits erwahnten pfam10407ZMotiv im Bereich der
Aminosauren 6943 befinden sich weitere hoch Ubereinstimmende Sequenz im extremen N
terminalen Bereich von Netl zwischen den Améwsn :12 und hinter den pfam10407Motiv
zwischen den Aminosaur&99-214 (s. Abb. 5.2).

Netl 1 MYKLQVVLVPPS---- LQATMPIQFGYGPTIAESSQLLPNRTNMAQSAGDASLQYAN 53
M++LQ+VLVPPS L+A + P+ + +++ ++ + + ++
Tof2 4 MWRLQIVLVPPSQDIITFLEARLNTPQSVSPMVQYNEDITHNNSINNCSDPSPTSPSS 63

Netl 54 LRSANVSFTPSYFNQ- SRFRKFLLFTKPTNTLLNLSDEIIDKCEKMYPSLQEDIEILSLQ 112
S ++ +N S +KFL FT  NTLL LS+El+ K +++YP++ E IEl +SLQ
Tof2 64 QNSIQSNRSSDFINYL SNCKKFLHFTDGDNTLLQLSNEILTKFDRLYPNFKESIEIVSLQ23

Netl 113 DNSGCDLDPDFLVKDVFENVNNIVRVILKNEIDDSAPVSLYKSVKRSKLNNGSRSV 170
D GCDLD+F++KDVF ++V VILK+E+D  + +SL+ +++ + P +S+
Tof2 124 DRHGCDLDSEFIIKDVFENDGVVLVILKDEWSRNQHISLQLARQRRRQDNKPSTKSI 183

Netl 171 QPQQQIPSSSGVLRIAKKRPPTGTTTTTTIRSATNGRWSTPIARQIYP 22 0
S L+ bt RVSTPL + P
Tof2 184 VTEKRKKISKEDLSSIPNKDTMHLIAKSSLKNNFINKSRVSTPIVNEILP 23 3

Abb. 5.2 Alignment der NTermini von Netl AS 1220) und Tof2 (AS-233)

Die ersten 233 Aminosauren des Né&oteins wurden als Quetgequenz fir ein Alignment Uber das T¢
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cyi benutzt. Die Abbildung zeigt das Alignment mit Tc
hochkonservierte Bereiche sind griin unterledie resultierende Consens@equenz ist hellgriin markiert

Da Tof2 ebenso wie Netl exklusiv im Nukleolus lokdljigionnten diese konservierten Sequenzen
auch hier zur Lokalisation bendétigt werden. Nukleoluslokalisatiotaigt Consens in der Literatur

(Emmott und Hiscox, 2009as Resultat eines Zusammenspiels von Kernlokalisation Gber eine oder


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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mehrere Kernlokdsationssequenzen (NLS) und Interaktion mit der rOM#ztereskann dabei direkt

Uber Sequenspezifische Bindung an die DNA oder indirekt Uber eine Proteinwechselwirkung mit
einem rDNAbindenden Protein stattfinden. Auch eine Erkennung RiWATranskripen oder RNA
Prozessierungsfaktoren ware denkbar. Im Falle von Netl und Tof2 deuten die Lokalisationsdaten
aufgrund ihrer sehr feinen und eng begrenzten Struktur auf eine sehr nahe Assoziation mit der rDNA
hin. Faktoren, die an das RNAanskript binden, lkalisieren in der Regel etwas breiter verteilt und
weisen eine homogenere Konsistenz auf (s. z.B. Nop56). ¥mihale Bereich von Netl weist bei
bioinformatischer Untersuchung (vg#.1, Abb. 4.1)zwei NLS auf, wobesich eine der beiden
Sequenzen (FORFRKFLLFTKPTNTLLNLSDEIIDKEEXNMYN Beginn de konservierten pfam10704

Motivs befindet. Beide NLS werden mit Scemon 4.1 bzw. 5.0 (auf einer Skala von 1 bis 10) gefiihrt,
was nicht fur eine exklusive Lokalisation im Kern sondern fiir eine zusatigidhejse Lokalisation im
Cytoplasma stehen wirdéKosugiet al, 2009) Netl wies bei intakte N-terminaler Regionin
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen keine Signalanteile im Cytoplasma auf, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass das Pnodéfiektiv in den Zellkern transportiert werden und dort mit
hoher Affinitat sein Ziel im Nukleolus binden kann (vgl. 4.1.2, Abb. 4.4). Erst bei einer Verklrzung auf
147 Aminosauren konnte eine Beeintrachtigung der Lokalisation festgestellt werden. Zvar dar
Nukleolus immer noch scharf abgebildet, die Signalintensitattwedz vergleichbarer Proteinmenge
jedochgeringer aldbei langeren Konstrukten. Ein Teil des Sgkahnte im Cytoplasma nachgewiesen
werden (vgl. 4.13, Abb. 45). Diesem KonstruKehlt eine der beiden vorhergesagten NLS (ASTER
monopartit, Score 4.1), die zweite NLS innerhalbpfam10407Motivsist vorhanden, kdnnte jedoch

durch die Manipulation beeintrachtigt seiRroteinfehlfltungund/oder sterischeBehinderung durch

die GFPFusion. Ob es siclror allem bei der Sequenz innerhalbsgdam10407Motivsalsotatsachlich

um eine funktionale NLS handelt, missteiter experimentell untersucht werden.

5.1.3 DNABiIndung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass N-terminale Regiorvon Netl die zweite wichtige
Bedingundtr nukleolare Lokalisatigrdie Interaktion mit der rDNA, erfillt. Net:@33) ist in der Lage
direktan Sequenzen der rDNA zu bindBies gilt in ahnlicher Weise auch fiie Nterminale Region
vonTof2 (Edmaier2015. Die intakte, N-terminale Regionvar hierbei notwendig fur di®indung von
Netl an die angebotenen DN&agmente das Fragment Netl(234565) zeigte keine Bindung an die
DNA. Die DN#Bindungerfolgte sequenzunabhéngig, da sowohl ein SNragment aus der NTS1
Region als auch eines aus der codierenden Region in gleichem Mal3e gebunden(wgitdehs, Abb.
4.18). Zusatzlich zeigte Netl{d33) auch eine gewisse Affinitat fRNA, wobei jedoch bei
gleichzeitigem Angebot von tRNA und Diiéd\ DNA bevorzugt wurde (vgl. 461Abb. 419 und 4.20.

In weiteren Experimenten muisste diese Erkenntnis nganauer charakterisiertwerden.
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Beispielsweise bleibt zu klaren, welche Subregioter N-terminalen Regiowon Netl genau fiir die
DNABIndung 1itig ist. Da dspfam10407Motiv eine konservierte Sequenz in derldrmini von Netl
und Tof2 darstellt und beide Proteine ihre Fahigkeit zur BN®Aung unter Beweis gestellt haben,
liegt die Vermutung nahe, dass es sl dem pfam10407Motiv moglicherveise um eine DNA
Bindedoméne handeln konnt®altiber Sequenzvergleiche dertBrminalen Regioneron Netl und
Tof2 mit bekannten DNBindeproteinenkeine Ahnlichkeit zu ein@ der bisher bekannten DNA
Bindemotive wie Leucidipper, ZinkFinger oder HeliXun-HelixMotiv nachgewiesen werden
konnte, handelt es sich bei denpfam10407Motiv moglicherweise um eine neuartige DNA
Bindedoméane Weitere Aufschliisse wirde hier auch eine Aufklarung der ProteinstrukturNde
terminalen Region von Netiefern. Mittels Bntgenkristallographischer Untersuchungen eines kleinen
N-terminalen Fragments mit gebundener DNA kdnnte die verantwortliche Domane in Netl aufgeklart

werden.

5.1.4 Netl-Selbstinteraktion

Eine interessante Strukturdhnlichkeit fallt auf, wenn maa NHerminale Regiorvon Netl mit dem
SekundarstruktwAnalyseprogramm HHpred untersucht (S6ding, 2005). HHpred analysiert anhand
von multiplen Sequenzalignments (iber das Hidden Maiodell die Ahnlichkeit von
Sekundarstrukturen. Auf diese Weise treten oft ftiakale Ahnlichkeiten von Proteinbereichen oder
Doméanen zu Tage, die sich nicht direkt in der Aminoséureabfolge widerspiegeln und somit Uber
Analysetools wie BLAST, die sich nur auf Ahnlichkeiten in der Primarstruktur beziehen, nicht
festgestellt werden kinen. HHpred sagt fiir den Bereich Net:(@Bt®) eine strukturelle Ahnlichkeit zu

Par3 vorher. Par3 ist Bestandteil des eukaryotischen BépPar6-KinaseKomplexes und stellt ein
multimodulares ScaffoléProtein dar, das an der Etablierung der Zellpolabgieiligt ist(Zhanget al.,

2013) Die Nterminale Doméane von P& zeigt die Fahigkeit zur Selbstinteraktion und Ausbildung
Filamentartiger Strukturen. Die Interaktion dd’ar3-N-Termini findet dabei Uber elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen Vordbeew. Riickseite zweier-tdrminaler Bereiche statZwei basische
Bereiche (B1 und B2) stellen dabé &/orderseiteder Interaktionsflachelar, die Riickseite besteht
auszwei sauren Bereichen (Al und A2) Abb. 5.3)Vor allem die Interaktionsflache A2/B2 (in Bar
bestehend aus den Aminosduren R33/K36 einerseits und D60/D62/D63 andererseits, findet sich in
Netl in groRer Ahnlichkeit hinsichtlich Aminosaurekonfigurationd Abstand der Aminosauren
zueinander wieder (R33/K36 entspricht K94/K97 und D62/D63 entspricht D120/D122; D63 hingegen
wirde F123 in Netl entsprechen). Die etwas komplexer aufgebaute, zweite Interaktionsflache ist in
Netl etwas schwerer zu identifiziereHlier finden sich nur zwei Aminoséuren in identischer Weise
wieder, einige weitere weisemphysikalischeAhnlichkeien auf (L59/V68 entspricht L119/V128,
D70/K72 &ahnelt N130/N132 in NetlMit einiger Wahrscheinlichkeit lasst sich die Netl
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Selbstinteraktimsfahigkeit auf diese elektrostatischen Wechselwirkungen  zurlckfihren.
Punktmutationen innerhalb der Interaktionsflachen sollten demnach zu einer Verminderung oder
Auflésung der NetBelbstinteraktion flhren, was sich negativ auf die Aggregatbildung derekl
Netl-Fragmente in der Fluoreszenzmikroskopie auswirken sollte. Auch das Laufverhalten im EMSA
sollte dadurch beeinflusst sein, da es nicht mehr zu den extrem hochmolekularen Verbindungen

kommen sollte und somdie gebundenen DNAragmente in das Agasegel eintreten kdnnen sollten.
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Abb. 5.3 Strukturdhnlichkeit der NTermini von Netl und Pa8

Schematische Darstellung der beiden Interaktionsflachen A2/B2 und B1/A1 und deren Ahnlichke® imB¢
Netl. Die angegeben Positionen beziehen sieuf die entsprechendenAminosauren in PaB. Die
Interaktionsflache A2/B2 setzt sich aus den Aminosauren R33, K36, D60, D62 und D63 zusammen. Di¢
sich fast identisch in Netl wieder &KKY¥, D1D, D12). Die zweite Interaktionsflache B1/Al istkplexer
aufgebaut und findet sich in Netl nicht vollstandig wiedgehr ahnlich sind hierbei die Aminosauren L
V68, D70 und K72, die als L119, V128, N130 und N132 in Netl vorhanden sind.

Abbildung veréndert nacBhanget al.,, 2013

Das Sequenzalignmewurde erstellt mit HHpredhttp://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred.
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Eine interessante Interpretation eréffnet sich durch die Moglichkeit, dass Netl als eimebAptotein

des Nukleolus fungieren kénnte (Emmott und Hiscox, 2083):Proteine zeichnesich dadurch aus,

dass sie sowohl mit Proteinen als auch mit Nukleinsduren komplexe Interaktionen eingehen und so als
Bausteine fungieren, tber die die nukleolére Struktur aufgebaut wird. Das groR3ePisEin ware

fur eine solche Rolle pradestiniert, da eine grof3e Flache fir Interaktionspartner zur Verfligung stellt.
Durch die in dieser Arbeit gezedgNukleinsaureBindefahigkeit ware ein weiterer Aspekt gegeben.
Diese Interpretation stinde in Zusammenhang mit der Beschreibung von Netl als wichtiger
Strukturkomponente des NukleolUShouet al, 1999). Bi einem Fehlen von Netl kommt es zu keiner
geordneten Ausbildung der Nukleolusstruktur und entscheidende Faktoren wid°Rlerase | und

viele rRNAProzessierungsfaktoren (z.B. Nopl) lokalisieren miwtir korrekt

5.2 Cdc14Bindung und Zellzyklusregulation

Zellen, deren Cdc1Bunktion gestort ist, arretieren in der spaten Anaphase mit hoher-QkdiKitat
(Visintinet al,, 1998) Cdc14 ist u.a. dafur zustandig die mitotischen CDKs zu inaktiviiedem es die

von den mitotischen CDKs katalysierten Phosphorylierungsereignisse riickgangigWisisht 2012)

Die Regulation des Zellzyklus erfolgt also in einem Wechselspiel zwischen den Aktivitaten der CDKs und
den entgegenwirkenden Phosphatasen (Uhima2011).Cdc14 dephosphoryliegine Vielzahl von
Substraten, darunter beisglsweise Cdh1, welches dadurch aktiv werden und den APC/C binden kann.
Auch Sicl und sein Transkriptionsfaktor Swi5 stellen G8ab4trate dar. Dephosphorylierung von
Sicl fuht zur Stabilisierung dieses GDHWibitors und somit zu seiner Akkumulation. Nach der
Dephosphorylierung von Swi5 gelangt dieses in den Kern und forciert u.&I@i&ranskription.
Weitere Cdcl&idproteine sind CHCDKSubstrate sowie Substrate d&wolokinase Cdc5 und der
Aurora BKinase Ipl{Wurzenberger und Gerlich, 201Die umfassende Umkehrung der mitotischen

Phosphorylierungsreignissesorgt fiir einen raschen Austritt aus der Mitose (Amon,300

5.2.1 Net1(234455) ist hinreichend und notwedig fir die Bindung und Inhibition von Cdc14

Um zu gewabhrleisten, dass Cdc14 erst zum richtigen Zeitpunkt in der Anaphase aktiv werden und den
Austritt aus der Mitose einleiten kann, wird es wéhrend des Ubrigen Zellteilungszyklus Uber seinen
kompetitiven Inhibitor Netl gebunden und im Nukleolus inaktiv gehalt&nhquet al., 1999). In
vorhergegangenen Studien wurde dabei die bendtigte Region innerhalb von Netl zun&chst auf den N
terminalen Bereich der ersten 600 Aminosauren eingegrenzt (Traetedo 2001). Net1(1-600) stellt

einen kompetitiven Inhibitor der Cdca&ktivitat mit einer K von 3 nM dar. Durch
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Kompetitionsanalysen mit Natriumwolframat, das nachweislich an die aktiven Zentren von
Phosphatasen bindet, konnte gezeigt werden, dass die Bindung Matriumwolframat
konzentrationsabhangig eine Bindung von Net&(D) verhindert. Daraus konnte geschlossen
werden, dass Netl¢(600) am aktiven Zentrum von Cdcl4 bindet (Travessal., 2001).Bei der
Analyse von NetVerkirzungen wurde von Traverst a. (2001) festgestellt, dass &k kleinste
getestete Fragment Net1{3241) die bendtigten Sequenzen zur Bindungduimhibition von Cdcl14
enthielt. Obwohl Net1(4341) in der Lage war Cdc14 zu binden und zu inhibieren, wurde eine etwas
geringere Affinitat vorNet1(1-341) gegentber Cdc14 festgestellt als bei Ne@l{Q).

In dieser Arbeit wurde nun versucht genauer auf die Interaktion zwischen Netl und Cdc14 einzugehen
und mdglicherweise die fiur die Interaktion benétigte Regiorerhalbvon Netl weiter einzugrezen.
Zunachst konnte in Immunprazipitationsstudien mitédminalen NettFragmenten bestatigt werden,
dass Net1(2341) in der Lage ist Cdc14 zu binden. Uberraschenderweise trat jedoch beim Vergleich
zwischen Netl1(B41) und dem etwas langeren Fragment N&#455) ein deutlicher Unterschied in

der Menge des prazipitierten Cdc14 zu Tage (vgl. 4.2.1, Adb. Blet1(:341) prazipitierte deutlich
weniger Cdcl4 als Netidb5), was darauf hindeutete, dass NetB4l) nicht -wie bisher
angenommen alle notwendig@n Sequenzen zur Bindung von Cdcl4 beinhaltet. Ein noch kirzeres
Netl-Fragment der ersten 233 Aminosauren zeigte kaum Bindung an Cdc14 (vgl. 4.2.1, Abln 4.2
Kombination legte dies den Schluss nahe, dass die fur die @&ileddng notwendigen Sequenzian
Bereich der Aminosauren 235 liegen muissenDiese Vermutung konnte durch Analyse des
Fragments Net1(23455) in Immunpréazipitationsstudien mit Cdc14 bestatigt werden. Net1d5%)
konnte in ahnlichem Ausmaf3 an Cdcl14 binden wie das vollstandigemihale Fragment Net1{1

455) (vgl. 4.2.1, Abb. 8P Dieses Ergebnimodifiziert die Daten von Traverset al. (2001)
dahingehend, dass Net:341) zwar einen Teil der fir die CdeB#hdung bendétigten Sequenzen
enthdlt, sich jedoch hinter Aminosaure 341 noch weitere wichtige Sequenzen befinden, die fir die
vollstdndige Bindung von Cdcl4 notwendig sibie intakte, Nerminale Regionwird fur diese
Interaktion nicht benétigt, was insofern Uberraschend war, als dass geradi-ttrminale Bereich

bzw. dasdarin enthaltengpfam10407Motiv bisher als CdciBindungsdomangermutetwurde.

5.2.2 Net1(234455) wirkt alsInhibitor der PhosphataseAktivitat von Cdcl4

Um die PhosphatasAktivitit von Cdcl4in vitro zu bestimmen, wurde als Substrggara
Nitrophenylphosphat (pNPP) verwendet (Taydral, 1997).Wurden Nterminale Fragmente von
Netl zusatzlich in den Test g#setzt, nahm die Cdciaktivitdt gegentber pNPP ab, die Netl
Fragmate wirkten also inhibitorisch auf die CdcPhosphataséiktivitdt. Dies liegt in guter
Ubereinstimmung mit publizierten Daten (Sheual, 1999, Traverset al, 2001, Geikt al., 2008)

Eine neue Erkenntnis konnte dahingehend gewonnen werden, dass nicht wie bisher vedmutet
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extreme N-terminale Regionmit dem konservierten pfam10407Motiv fiir diese inhibitorische
Funktion bendétigt wird, sondern ein Fragment Net1(2®56) hinreichendr diese Inhibition ist (vgl.
4.2.2, Abb. 4.2). Das Nerminale Fragment Net1{233), das die vollstandigefam10407enthalt,
wirkte erst bei hbhereneingesetzten Mengen als schwacher Inhibitor der Celsltidvitat, was darauf
hindeuten konnte, dass zwar Sequenzen innerhalb dieses Fragments zur Inhibition beitragen, die
Mehrheit der benétigten Sequenzen jedoch im Fragment Net1-455) lieg. Das Fragnm Netl(1-

341), welches bisher als dasjenige Fragment charakterisiert wurde, das noch vollstandig in der Lage ist
Cdc14 zu inhibieren (Traverso al, 2001), zeigte in diesen Te#ine Inhibitionsfahigkeit, die ae
Niveauvon Net1(234455) entsprach. Bde Fragmente blieben hinter der Inhibitionsfakeg von
Netl(1-455) zuriick. Dies Verhalten wirde die Theorie unterstitzen, dass fiir die volle
Inhibitionsfahigkeitvon Netlauch Sequenzen aus deworderen, Nterminalen Bereich bendtigt
werden. Es waren ghrere Modelle hierbei denkbar. Zum einen kann nicht vollstéandig ausgeschlossen
werden, dass ds pfam10407Motiv einen Beitrag zur Cdcd4hibition leistet. Zwar ist bei einem
Verlust dieser Sequenz (= Fragment -25%) die physikalische Interaktion von thlemit Cdcl4
unbeeinflusst (vgl. 4.2.1, Abl.23), die Cdcl4nhibitionsfahigkeit dieses Fragments ist jedoch im
Gegensatz zu einem Fragment mit gellstdndigenN-terminalen Regiomtwas verringer{vgl. 4.2.2,

Abb. 4.24) Moglicherweise ist hierbei g¢mmch nicht @és pfam10407Motiv (Position 68143)
entscheidend. Stattdessen kdnnten Sequenzen, die sich etwa im Bereich der Aminosau38200
befinden, zur Interaktion und Inhibition beitragen. Indiz hierfur wére der Befund, dass Nz&3j1
sowohl physilisch nur sehr schwach mit Cdcl14 interagiert als auch die Phosphfsitaseat nur
schlecht inhibieren kann. Mdglicherweise wére ein Fragment Netl428) in der Lage die
vollstandige Interaktionsund Inhibitionsstarke des Fragments Net#@5) zu errechen.In diesem Fall
konnte ein direkter Beitrag dgpfam10407Motivsauf die Cdcl4nteraktion und-Inhibition mit grof3er
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Zum anderen ware denkbar, dass der Eirdluss de
pfam10407Motivsin diesem Zusammenhangmwindirekter Natur ist. Cdc14 ist in der Zelle gegeniiber
Netl im Uberschuss vorhandera. 8500 CdclMMolekille stehenetwa 1600 NettMolekiilen
gegenibe(Ghaemmaghanst al,, 2003) Da ein etwa &quimolarer Einsatz von Net4gb) die Cdcl4
Aktivitat maximéinhibieren kann (vgl. 4.2.2, Abb. 48, muss es einen Mechanismus geben, der das
zahlenmafige Ungleichgewicht zwischen Inhibitor und Zielprotein ausgleichen/ann.ein Teil de
pfam10407Motivs Uber elektrostatische Wechselwirkungen ahnlich zum -FPitodell die
Selbstinteraktion von NetProteinen vermittelt, kdnnte dies notwendig sein, damit Netl sein volles

inhibitorisches Potential entfalten kann.
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5.2.3 Freisetzung von Cdc14 durch Phosphienying von Netl

Die Regulation der Anaphase und des Austritts aus der Mitose erfolgt Uber die Lokalisation und
Aktivitat der Phosphatase Cdcl14 (Visirginal, 1998). Cdc14 wird durch Bindung seines Inhibitors
Netl im Nukleolus inaktiv gehalten (Shetial., 1999). Am MetaphasAnaphaseUbergang wird durch

die Aktivitat des APC/C der Abbau von Securin und somit die Aktivierung der Separase vermittelt.
Separase wiederum induziert Uber eine niphbdteolytische Aktivitdt im Rahmen des FER&zwerks

die erge Freisetzungswelle von Cdcl14. Dies geschieht dadurch, dass die Separase Uber einen bisher
nicht genau charakterisierten Mechanismus die Aktivitat der Proteinphosphatase 2A (PP2A)
herunterreguliert. Beteiligt hierbei ist die regulatorische Untereinheit BB2A, Cdc55 (Queraltal,

2006). Durch die resultierende, verminderte Aktivitat der PP2A kann die Hypophosphorylierung von
Netl nicht mehr aufrechterhalten werden. Durch den in der Mitose vorhandenen, hohen Spiegel an
CDKAKktivitat kommt es zu Phosphgierungsereignissen an den COKnsensussequenzen innerhalb

von Netl (Amon, 2004) sowie zu sekundaren Phosphorylierungsereignissen vermittelt durch die Polo
Kinase Cdc5 (Shat al, 2002). Aufgrund dieser Phosphorylierungen ist die Bindungsfahigkeit von
Netl an Cdcl4 geschwacht, so dass es zu einem sukzessiven Losldsen von Cdcl4 von seinem Inhibitor
Netl kommen kann (Azzaet al., 2004, Amon 2004).

Auch in der Vergangenheit wurde bereits versucht die fir die Auflosung der@ditl4interaktion
relevanten Phosphorylierungsstellen zu charakterisieren. Hierbei beschréankte man sich zunachst auf
das von Traverset al. (2001) beschriebene, Xerminale Fragment Net1¢(600), welches hinreichend

fur die Bindung und Inhibition von Cdcl4 war. In diesem Fragmendemul3 Serine zu Alanin
ausgetauscht (Netl3m). Das mutierte Protein Netll3m zeigte die Ubliche, nukleolére Lokalisation

und war auch in der Lage, Cdcl4 im Nukleolus anzureichern. Die Freisetzung von Cdcl4 in der
Anaphase war jedoch beeintrachtigt (Aazat al, 2004). Um nun genauer einzugrenzen, welche
Mutationen genau diesen Phanotyp hervorriefen, wurde das kleinere, von Trageedo(200L) als
Cdcl4bindend und-inhibierend identifizierte Fragment Netl841) herangezogen. Dieses kleinere
Fragmententhalt nur noch sechs der zuvor getesteten 13 CIoKsensustellen. Die Analyse von
Netl(1-341}Konstrukten mit drei mutierten CB8onsensustellen (Neti3Cdk) zeigte ebenso wie die
Mutation aller vorhandenen CDBBonsensustellen (Netl6Cdk) einen zumetl-13m-Variante
vergleichbaren Phanotyp. Die Freisetzung von Cdc14 war in diesen Stdmmen um ca. zehn Minuten
verzogert. Als Mal? hierfur diente das Ne¢brhandensein von Cdc14 in nukleolaren Strukturen relativ
zum Erreichen der maximalen Anaph#&gindéausdehnung (Azzamt al, 2004). Betrachtet man

dieses Ergebnis kritisch, so muss man feststellen, dass zwar die Freisetzung von Cdc14 leicht verzdgert
war, jedoch trotzdem in zum Wildtyp vergleichbaren Umfang erfolgte, d.h. der prozentuale Anteil an
Zelen mit freigesetztem Cdcl4 war vergleichbar zwischen Wildtyp und-8@ttkk. Mdglicherweise

sind also an der Interaktion mit Cdc14 noch weitere CloKsensustellen beteiligt, deren Mutation
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erst einen deutlichen Phanotyp, namlich dauerhafte Freisetzongldc14, zeigen wirde. Zusammen

mit der Erkenntnis aus dieser Arbeit, dass fur die volle Interaktionsstarke mit Cdc14 noch Sequenzen
hinter Net1(:341) bendtigt werden (vgl. 4.2.1, Abb. #)2ind dass ein Nund Cterminal verkurztes
Fragment Net(234155) hinreichend fur Bindung und Inhibition der Phosphatase ist (vgl. 4.2.1, Abb.
4.23; 4.2.2, Abb. 44b) stellt sich die Frage, ob Phosphorylierungsstellen hinter Aminosaure 341 und
vor Aminosaure 455 zusatzlich in Frage kamen. Auch wéare denkbar, dasstdimmMbestimmter
Phosphorylierungsstellen im Fragment Netl(2%b) sozusagen als kleinster gemeinsamer Nenner
entscheidend ware. Dieser Frage wurde nachgegangen, indem zwei der funf in Frage kommenden
Phosphorylierungsstellen untersucht wurden. Entgeden Studien von Azzaet al. (2004) wurde

nicht die Mutation Seriy, Alanin untersucht, was in einer verstarkten Affinitat von Netl fur Cdcl4
resultieren sollte. Vielmehr wurde versucht eine dauerhafte Phosphorylierung von Netl an der
ausgewahlten Positiomu imitieren, indem das Serin zu Aspartat mutiert wurde. Dies sollte in einer
verminderten Affinitat von Netl fur Cdc14 resultieren, falls die untersuchte Stelle tatsachlich fir die
Interaktion der beiden Proteine relevant ware. In diesem Fall solltel ener verminderten Bindung

von Netl an Cdcl14 kommen, was durch Immunprazipitation Uberprift wurde. Als wahrscheinlichste
Kandidaten wurden die beiden Stellen mit GDd#hsensus, S385 und S447, ausgewahlt, dareivo
Phosphorylierung bereits gezeigt wurdedtal., 2007, Bodenmillegt al., 2010, Swanegt al, 2013).

S447 weist hierbei mit der Sequenz SPVK sogar den vollstandigebo@8sfaisus SEX)}K (Enserink

und Kolodner, 2010uf und wird von Cdcl14 dephosphytiert (Kaoet al., 2013) Somit konnte diese
Stelle bei zwei Prozessen eine Rolle spielen, zum einen bei der Auflésung d€ddgéinteraktion

und somit der Inhibition, zum anderen bei der Wiederherstellung dieser inhibitorischen Interaktion
nach der Feisetzung der Phosphatase ins Cytoplasma. Uber diesen Mechanismus kénnte Cdcl4
mdoglicherweise also seine eigene Rickkehr in den Nukleolus und damit seine Inhibition férdern.

In der Immunprazipitation zeigten beide Einzelmutanten Net1{238)S385D und N&(234
455)S447D einum unmutierten Fragment Netl(23%65)vergleichbare AffinitagegeniberCdcl4.

Auch die Doppelmutante Netl(23%65)S385D S447D wsikeine abgeschwéchte Bindung an Cdcl4
auf (vgl. 4.2.3, Abb. 452 Hierfir waren zwei Erklarungsansatdenkbar. Zum einen ist nicht
gewahrleistet, dass die Serin zu Aspafthitation tats&chlich die Phosphorylierung an dieser Stelle in
ausreichendem Mal} imitiert, so dass die Interaktion des mutierten Konstrukts mit Cdc14 ausreichend
abgeschwacht wird, umni der Immunprazipitation identifizierbar zu sein. Zum anderen sind
maoglicherweise die beiden, ausgewahlten Phosphorylierungsstellen nicht die fur die Aufhebung der
Netl-Cdcl4interaktion relevanten Positionen. Dass es sich bei S447 zumindest um eine an der
Regulation der CdclAktivitat beteiligte Stelle handelt, kann aus der Analyse der Toxizitat der
Uberexprimierten Konstrukte abgeleitet werden. Die Mutation von S447 zu Aspartat resultierte in

einer geringeen, toxischen Wirkung des Konstrukts auf das Wsiem der Zellen (vgl. 4.2.3, Abb.
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4.26). In weiteren Studien sollte nun die Mutation von S447 mit der Mutation weiterer@Gisenus

Stellen im Fragment Netl(23%b5) kombiniert werden, um mdgliche Beitrage dieser Positionen zur
Netl-Cdcl4interaktion urd deren Aufldsung zu untersuchen. Falls auch hierbei keine auffalligen
Verédnderungen im Bindeverhalten vdietl an Cdcl4 feststellbar wéaren, kénnte eine Kombination

mit der Net:6CdkMutante angestrebt werden. In Anbetracht der Erkenntnis, dass N&28kaum

in der Lage ist Cdc14 zu binden (vgl. 4.2.1, Abb. 4.23), waren bei einer Kombination der Ergebnisse
dieser Arbeit und der Arbeit von Azzash al. (2004) die Positionen S252, T297 und T304 von
besonderem Interesse. Mdoglicherweise lie3e sich auf dWsese ein kleiner Aminoséureabschnitt
innerhalb von Netl charakterisieren, der alle fiir die Interaktion und Inhibition von Cdc14 notwendigen

Eigenschaften beinhaltet.

5.3 WachstumsStimulation

Neben seinen Aufgaben in der Organisation der Nukleolussirukid der Regulation der Cdcl4
Aktivitat und somit des Austritts aus der Mitose, wurde Netl noch eine weitere wichtige Funktion
zugeschriebendie Stimulation der Aktivitat der RN2olymerase |. Zunachst war aufgefallen, dass
Yy S :$tgmme bei 37°C nichebensfahig warerfShouet al, 2001) Dies kénnte mehrere Ursachen
haben, in Frage kommen eine moglicherweise gestérte Mitose aufgrund von -Edblrégulation,

eine anomale Nukleolusstruktur aufgrund des Fehlens der wichtigen Strukturkomponente Netl oder
eine weitere, bislang unbekannte HRdion von Netl. Aufschluss hierbei brachte die Analyse
dominanter CDC14llele, die in Abwesenheit vo@DC15und TEM1einen Austritt aus der Mitose
bewirken konnten, ohne dass hierbei die nukleolare Struktur oder die Aktivitat von RNA Poll
beeintrachtig waen. So konnte geschlossen werden, dass die-Rotulationsfunktion von Netl
unabhéangig von seiner Rolle in der Strukturorganisation des Nukleolus und derRefgllation sein
konnte.

Weitere Evidenz lieferte der Screen einer ARS/GEhbank nach Genenwelche die
Temperatursensitivitdt vonetl-Mutanten retten konnten. Als interessanter Treffer konnte das Gen
RRN3identifiziert werden, welches flr einen Transkriptionsaktivator fir RNA Polymerase | codiert
(Shou et al, 2001). Hierzu passte die Beobaclmy, dass innetl-1-Mutanten der Level von
produzierten rRNATranskripten gegenubewWildtyp-Zellen (normiert aufAktinnmRNA um ~40%
reduziert war. Die Ursache hierfur lag in der veranderten Transkriptionsrate deriRmerase | in

den netl-Mutanten. Duch den Nachweis der direkten Interaktion von Netl mit FNWymerase-|
Untereinheiten mittels Immunpréazipitation und Massenspektrometrie konnte der Zusammenhang

zwischen Netl und RNRolymerase | weiter bekraftigt werden. Dass die direkte Interaktion \aifh N
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mit dem Polymeraséioloenzym entscheiden ist, zeigtém vitro-TranskriptionsexperimenteDer
Einsatz von gereinigtem Netl in etwa aquimolarem Verhaltnis zurfRRMAnerase | stimulierte die
Produktion von RNAranskripten um den Faktor vier. Zusammengmmen ergaben diese
Beobachtungen folgendes Modell: Netl besitzt unabhéngig von seiner Fahigkeit die Aktiitat

und den Austritt aus der Mitose zu regulieren die Aufgabe, zur Stimulation defPBNmerase-I
Aktivitat beizutragen. Dies kdnnte dadbrbewerkstelligt werden, dass Netl direkt an das Polymerase
Holoenzym bindet und dieses an das rBNfnplate rekrutiert (Showet al, 2001). Weiteren
Aufschluss dariiber, wie genau Netl dies bewerkstelligt und welche Region innerhalb von Netl hierfir

bendtigt wird, kdnnten Daten dieser Arbeit liefern.

5.3.1 Wachstumsdefekt bei Entfernung d€terminalen Region von Netl

Der auffallig starke Wachstumsdefekt voyi S (:Sigmmen setzt sich vermutlich aus zwei
Subkategorien zusammeiurch das Fehlen des Cdelizhibitors ist keine Zellzyklukoordinierte
Regulation der Phosphatagektivitat gewahrleistet. Die dauerhafte Freisetzung des aktiven Cdcl4
bewirkt Fehlregulationen beim Ablauf des Zellzyklus und dem Austritt aus der Mitoggn@&ezet al,,
2004).Der fur die Cdcl4Regulation wichtigdereichinnerhalb von Netl konnte in dieser Arbeit auf

die N-terminale Region von Neihnerhalb der ersten 455 Aminosauren beschréankt werden. Stamme,
die solcheNET1Verkirzungen exprimieren, bdenen die Cdcl4Regulation gewéhrleistet ist, weisen
dennoch einen gravierenden Wachstumsdefekt auf. Dieser Defekt tritt schon auf, wenn nur 138
Aminosauren deGterminalen Regiorentfernt werden (vgl. 8.1, Abb.4.28 und 4.32, Abb. 4.29b).
Dieser klaie Bereichder Aminosauren 1052189in der extremen Gterminalen Regiorvon Netl
scheint also eine wichtige Funktion auszutibenrede~ehlen sich in einer starken Einschrankung des
Zellwachstums bemerkbar macht. Eine nahere Charakterisierung dietssni@alen Bereiches
lieferte interessante Befunde. Eine konstitutive Expression degniinalen Bereiche®SNET1(1052
1189)konnte den Wachstumsdefekt vofi S (+$tgmmen abmildern und den Wachstumsdefekt von
Gterminalen Verkurzungsstammen, bei denen die Cdeddktion gegeben war, vollstandig retten
(vgl. 4.33, Abb. 4.30 und Abb. 4.31). Diese Erkenntnisse sprechen dafir, dass die Waehstums

fordernde Funktion von Netl in desseftd€minalen Bereich lokalisiert ist.

5.3.2 Der Gterminale Bereich vorNetl interagiert mit RNAPolymerase |

Durch die Datenlage in der Literatur (Shetual, 1999, Showet al, 2001), lag es nahe zu vermuten,
dass die @erminale Region von Netl die Stimulation des Wachstums tber eine Forderung der RNA
Polymerase-Aktivitat vermittelt. Dies konnte durch den Nachweis der Interaktion désn@inalen

Bereichs von Net1(1052189)mit der RNAPolymerase-Untereinheit Rpa43 bekraftigt werden (vgl.



DiskussioN 109

4.36, Abb. 4.35). Als besonders interessant erwies sich hierbei die Erkenntnis, ethess
posttranslationaimodifizierte Form von Net1(1052189) mit der Polymerasentereinheit Rpa43
interagiert. AssayY A éPhosphatase zeigten, dass es sich bei dieser Modifikation zu groRen Teilen um
Phosphorylierungen handelin der Taenthaltder in Frage kommendet€rminale Bereich von Netl
sechs Serinediein vivoin phosphorylierter Form vodgen(Swaneyet al,, 2013) SL056 weistdabei

eine CDKConsensusequenz auf und CDK1/Clb2 konnte als Modifikator dieser Stelle gezeigt werden
(Holt et al,, 20M). Méglicherweise unterliegt also die Interaktialer Gterminalen Region von Netl

mit der RNAPolymerase | und somit die Stimulation der Polymerakevitat einer Zellzyklus
abhangigen Regulation. Dies sollte in Syanbxperimenten naher untersucht werden, um weiteren
Aufschluss Uber die genaue Art und Weise der Interaktion zwischen Net1{189P und Rpa43 zu

gewinnen.

5.3.3 Netl und die Stimulation der RNRolymerase-Aktivitat

Die bisher beschriebengShouet al, 2001)Interaktion zwischen Netl und der Ri®Alymerase |
konnte durch die Ergebnisse dieser Arlvedtiter charakterisiert werderZzum einen konnte die Region
innerhalb von Netl auf den-@rminalen Bereich der Aminoséduren 105289 eingegrenzt werden
Dieser Bereich ist hinreichend fiir die Interaktion mit der Untereinheit Rpa43 und vermittelt die
wachstumsfordernde Funktion von NetZum anderen ist diese Region hinreichend, um den
Wachstumsdefekt voy' S (+$1§mmen abzumildern und den Wachstumsdefekt von Stammen-mit C
terminaler Verkirzung voNET1(mit gegebener CdctRegulation) zu retten. Ungeklart bleibt
weiterhin die Frage, wigenau die Rolle von Netl im Kontext der Stimulation der-Rblpmerase-I
Aktivitat gestaltet ist. Aufgrund seiner gezeigten, DNAdenden Eigenschaft ware ein Modell
durchaus denkbar, in dem Netl das rDINémplate bindet und auf diese Weise das Polymerase
Holoenzym an die DNA rekrutiert und dort aktiv halt. Eine mdgliche Zellafithisgige Regulation
Uber Phosphorylierungsind Dephosphorylierungsereigniskénnte hierbei eine Rolle spielen.

Eine weitere Mdglichkeiiiir Netl bei der Stimulation der RNZolymerase-Stimulierungbesteht im
Zusammenhang mit dem RMNPlymerase -Rekrutierungfaktor Rrn3(Blattner et al, 2011) Rrn3
bildet Homodimere, bindet an RNPolymerase | jedoch als Monomer. Die Bindestelle liefjtdar
Ruckseite des Polymerag®mplexes gegeniber der Untereinheit Rpa43. Die-Stniktur enthalt 10
HEATrepeats welche fur ProteitNechselwirkungen benétigt werden, sowie einen konservierten
Serinpatch an der Oberflache. Wéahrend des normalen Zetlasiums ist der Seripatch
dephosphoryliert und die Bindung von Rrn3 an Poll gewahrleistet. Dies filhrt zu stabiler Rekrutierung
der Polymerase an die rDNA und zur Transkription. StkB&ngig kann der Serpatch
phosphoryliert werden, um die Peflktivierung abzuschalterin humanem THFA werden ebenfalls

SerinReste innerhalb eines solchpatchegphosphoryliert, was fir einen konservierten Mechanismus
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zur Regulation der RrABolHnteraktion spricht. Die entsprechenden Serinreste in Heifie3 konnten
jedoch nicht identifiziert werden. Auch Phosphorylierungen aul3erhalb des-f@#iches, in der C
terminalen Region von TR, spielen bei der Transkriptionsaktivierung eine Rolle. Die
Phosphorylierung beeinflusst ebenfalls die Interaktion mit dem humabere Factor (Blattner et al.,
2011). Es lieRRe sich spekulieren, ob moglicherweise die imRtef& fehlende, @erminale Region
durch de Gterminale Regiorvon Netl funktional ersetzt werden kanBin Fehlen der-@rminalen
Netl-Region resultiert wie geeigt in einem starken Wachstumsdefekt, eine Deletion M&T lkann

aber durch Uberexpression véfRNXkompensiert werden (Shoet al.,, 2001).

5.4 Modell der Net:Funktionen

Anhand der gesammelten Daten ist es moglich, das 1189 AminodangeNetl-Protein in Doméanen

zu unterteilen, die unterschiedliche Aufgaben Ubernehn®m\bb. 54).

Die innerhalb der Hefen konservierte-fdrminale Regiorbeinhaltet Bereiche, die fir die Lokalisation

im Nukleolus notwendig sind. Dieser Bereich lasst sich auf die ersten ca. 200 Aminosauren eingrenzen
und enthalt eine Region, die gdam10407Motiv gekennzeichnet wurde. #&rminale Fragmente,
welche die erten 196 Aminosauren umfassen, lokalisieren exklusiv im Nukleolus. Die konservierte
Region de pfam10407Motivs kdnnte in diesem Zusammenhang die Kernlokalisation von Netl
vermitteln. Innerhalb dieser Region wird eine schwache NLS vorhergesagteDaihble Fragmente

von 233 Aminosauren Lange in der Lage sind, -DiMW RNAFragmente zu binden, stelltad
pfam10407Motiv méglicherweise auch eine neuartige DBE/&hdedomaéane dar. Eine dritte Méglichkeit
besteht in der Vermittlung der Selbstinteraktionsfahigkditiese Vermutung griindet sich auf
Sekundarstrukturanalysemit deren Hilfesine Strukturverwandtschaft zum-tgrminalen Bereiclies
ScaffoldProteins PaB8 nachgewiesen werdekonnte. In Paf3 stellt die zu Netl &hnlich&equenz
einen Teil defnteraktionsflachen dar, Uber die mittels elektrostatischer Wechselwirkungen zwei Par
3N¢CSNXY¥AYA a.ldzOK Iy wNOlSyd YAGSAYEFYRSNI AYdSNY 3IAS
tatsachlich von de pfam10407Motiv vermittelt wird, muss in weiteren Studien nahentersucht
werden. Interessant ist jedoch, dass mit groRer Wahrscheinlichkeiindder Literaturimplizierte
Funktion des pfam10407#Motivs in der Cdcl4Bindung und-Inhibition nicht von dieser Region
tbernommen wird. Hierfiir konnte eine angrenzende Regwischen den Aminosauren 234 bis 455
ermittelt werden. Fragmente, die diesen Bereich umfassen, sind sowohl in dembagemit Cdc14

zu interagieren als auch im vitro-Assays die Cdcihosphataséiktivitat zu inhibieren.Die
Freisetzung von CdcMbn seinem Inhibitor Netl erfolgt in der Anaphase der Mitose Uber von FEAR

und MEN gesteuerte Phosphorylierungsereignissager N-terminalen Regiowon Netl. In weiteren
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Untersuchungen mussen die im Fragment Net1(288) vorhandenen Phosphorylierungsttal mit
CDKConsensus hinsichtlich ihres Einflusses auf die -Retil4interaktion untersucht werden. Die
beiden bereits getesteten Stellen S385 und S447 zeigen zwar einen Einfluss auf diese Interaktion, sind
jedoch mit grof3er Wahrscheinlichkeit nicht afiéiir deren Aufthebung verantwortlich.

In der Proteinmitte im Bereich der Aminosduren 566 bis 801 befindet sich die Region, die fiir die
Interaktion mit der HistorDeacetylase Sir2 notwendig i$€Cuperuset al, 2000) Dies konnte in
Immunprézipitationsexperimenten bestatigt werdérgl.4.1.4,Abb. 47).

Die Rolle der @®rminalen Region von Netl war bisher wenig untersucht. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass das Fehlen von h88 Aminoséuren zu stark beeintrachtigtem Zelbiastum

fuhrt. Im Gegenzug kann die Expression dieses kleirtenn@nalen Bereichs den Wachstumsdefekt
vony S (+$1gmmen abmildern. Dieser Wachstumsdefekt griindet sich vermutlich auf zwei Aspekte,
fehlende Cdcl4Regulation und fehlende RNA P8timulation. In NettStdmmen mit @erminalen
Verkirzungen bis Aminosaure 455 liegt eine korrditedung (vgl4.2.1,Abb. 4.2), Lokalisation (vgl.
4.2.4,Abb. 4.Zd) und Inhibition (vgh.2.2,Abb. 4.2)) von Cdc14 vor. Durch zusatzliche Expression des
Cterminalen NettFragments kann der Wachstumsdefekt dieser Stamme vollstandig gerettet werden.
Die posttranslational modifizierte Version dede@minalen Fragments interagiert mit der RNAl}
Untereinheit Rpa43 so dass die Madglichkeit besteht, dass hierin eirchiijer regulatorischer

Mechanismus zur Stimulation der RIRAlymerasel-Aktivitat liegt.

DNA-Bindung/ Fob1? RNA Poll Stimulierung?

t t

teilweise

Nukleoluslokalisation Nukleoluslokalisation

+“—r +—>
68 143
1 196 233 455 566 801 1052 1189
<> ‘+—r ‘+—>
Selbstinteraktion Cdc14 Bindung Sir2 Bindung
%—J \ﬁ(_/ \ 4 ;Y_/
Y
Lokalisation Zellzyklusregulation Silencing Wachstum
(Cdc14 Inhibition/Freisetzung) Verhindern von Rekombinations- (via rRNA Produktion,
ereignissen, Ageing) Poll Assemblierung

Ribosomenbiogenese?)

Abb. 54;: Modell der Net:Funktionen

Schematische Darstellung der verschiedenen, charakterisierten Domé&nen innerhalb deBrdtetts und
deren moglicherFunktionen. h der N-terminalen Regiorbefinden sich Sequenzen, die die Lokalisation
Nukleolus und die DNBindefahigkeit sowie die Fahigkeit zur Selbstinteraktion vermitteln. Die benachl
Region ist an der Zellzyklusregulatigver die Bindung unahhibition der Proteinphosphatase Cdclidteiligt.
Die Proteinmitte stellt die Binderegion fur diistonDeacetylas&ir2 dar. Der -@rminale Bereich interagier
mit der RNA Polymerase | und stimuliert das Wachstum.
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6. METHODEN

6.1. Arbeiten mit Bakterien
Die Amplifikation von Plasmiden erfolgte Encoli{ G YY 51 ph ® CNNJ RAS 9ELINX A& A

wurde derE. coliStamm BL21Codon+ verwendet.

51 ph F.ytaéhamp nargFIUB%dedR endAl gyrA96 hsdRiI7(Mm)
phoArecAl supE44 t#M - <

BL2Xodon+ ompT hsdSB{t ms) gal dcm (DE3) pLy€&mR)

6.1.1.Kultivierung von BakterienE. col)

Die Kultivierung deE.colf G NYYS 51 ph dzy R . [ H fQireLEFRisSipmeSilidogdet 3G S 06 S
auf LBAgarPlatten. Zur Selektion Plasmignthaltender Zellen wurden dem Medium 100 pg/ml

Ampicillin zugegeberizdzY ¢ Sa i -¥5X yf S5RomigldeTentdtion wurden auf die LByar

Platte zusatzlich 100 uM-&al und 400 uM IPTG ausplattiert.

Bei der Kultivierung von BL21Codontiree dem LBViedium zusétzlich Chloramphenicol zugesetzt
(Flissigmedium: 50 pg/ml; Agarplatten: 34 pg/ml). Fir die Expression von- @xddis MBR
Fusionsproteinen wurde BL21Codon+ Uber Nacht inFliBsigmedium mit Ampicillin und
Chloramphenicol (LBy, cy angezogen. Am nachsten Morgen wurden die Zellen zu 0,1 OD in frisches

LBump, chiberimpft und fiir zwei Stunden bei 223°C geschuttelt. AnschlieBend wurde zur Induktion

desrha-Promotors 0,2 % Rhamnose zugegeben und die Kultur bis zum nachsten tBagnkebiert.

6.1.2. Transformation vorEk. colimittels Elektroporation

100 pl elektrokompetenteE. coli5 | p bder BL21Codon+Zellen wurden auf Eis aufgetaut und
anschlielend mit 100 pl sterilem>® verdinnt. 100 pl der Zellsuspension wurden mdéglichst
luftblasenfrei in eine Elektroporationskivette Uberfuhrt und mit @,% pl der zu transformierenden
Plasmidlésung oder 2 ul eines Ligationsansatzes versetzt. Die Elektroporation erfolgte bei einer
Febstarke von 12,5 kV/cm, einem Widerstand von 20@€ S ApaZ&taivolY R5 uF und einer
Kondensatorspannung von 2,5 kV. Anschliel3end wurden die Zellen-Agfarilatten mit Ampicillin

ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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6.2. Arbeiten mit Hefe Gaccharomyces cerevisipe

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in den Stammbhintergriinden W303 und S288c gearbeitet. Die

verwendeten Stamme sind unter Abschnitt 6.4 aufgefihrt.

6.2.1.Kultivierung von Hefestammen

Die Kultivierung von Hefestammen erfolgte in der Rdggl2530°C in X¥/ollmedium mit 2% Glukose

als Kohlenstoffquelle. Zur Selektion auf die Markerg&id2 HIS3 TRP1LEU20der URA3wurde
synthetisches Minimalmedium (SD) verwendet, wobei dem Medium die entsprechenden Aminosauren
nicht zugesetzt wurden.eJnach Experimenttyp wurde statt Glukose (D) als Kohlenstoffquelle 2%
Galaktose (G), 2% Raffinose (R), eine Kombination aus 2% Galaktose und 1% Raffin@8é (RG)
Saccharose [®der eine Kombination aus 2% Saccharose und 2% Galaktose (SG) verwendet.

In Experimenten wurde immer mit exponentiell wachsenden Hefekulturen gearbeitet. Hierzu wurde
zunachst eine Vorkultur angezogen, aus der am Vorabend des Experiments die Hauptkultur so

angeimpft wurde, dass die @oder Kultur am néchsten Morgen ca. @,3,0betrug.

6.2.2.Kontrolle der Genexpression durch regulierbare Promotoren
Zur gezielten Expression von Genen wurde der induzierbga@ALiIPromotor verwendet.
Entsprechende Stdmme wurden bei 25°C inVENMmedium mit 2% Raffinose angezogen. Die

Expression wurddurch Zugabe von 2% Galaktose fiB 3tunden bei 25°C induziert.

6.2.3.Wachstumstests mittels Verdinnungsreihen

Die zu untersuchenden Stamme wurden in geeignetem Medium bis zur exponentiellen
Wachstumsphase angezogen. Dann wurde jeweils 1 OD Zellen geemtétmil sterilem bD
resuspendiert und 200 pl der Zellsuspension in das erste Well einer Mikrotiterplatte vorgelegt.
Ausgehend davon erfolgten fiinf 1:MErdiinnungsschritte in sterilem,@. Mit einem Metallstempel
wurden anschlieRend die Suspensionen aidigieete XYAgarplatten gestempelt und bei 25°C, 30°C

und 37°C fur B Tage inkubiert. Das Wachstum wurde mittels Digitalkamera dokumentiert.

6.2.4.Kreuzung haploider Hefestdmme
| F L 2ARS I SFSTSttSy YAl dzy i SNBEOKASRE AOKSY t I I NJ
diploiden Zygote zu verschmelzen. Zur gezielten Kreuzung zweier haploider Hefestiamme wurden

geringe Mengen Zellmaterial mit einem Zahnstocher auf einer-AQéplatte Ubereinander
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gestrichen oder je 5 ul einer Zellsuspension Ubereinander getropft. Die Zellen wurden tber Nacht bei
25°C oder 30°C inkubiert. Zur Selektion der diploiden Zellen wurden Auxotrophie.
Resistenzmarker benutzt. Hierzu wurden die Zeftdttels Verdinnungsausstrich auf entsprechenden
SDSelektivplatten (Auxotrophiemarker) oder Platten mit G4R8sistenzmarker) aufgebracht und fur

2-4 Tage bei 25°C oder 30°C inkubiert.

6.2.5.Sporulation diploider Hefestamme und Tetradenanalyse

Sowohl haploid als auch diploide Zellen durchlaufen unter giinstigen Wachstumsbedingungen einen
mitotischen Zellteilungszyklus. Im Gegensatz zu haploiden Zellen sind jedoch diploide Zellen in der Lage
bei Nahrstoffmangel meiotische Teilungen einzuleiten und so widedsfahige Sporen als
Dauerstadien zu bilden. Hierbei entstehen aus einer diploiden Zelle vier haploide $petrawle) die

von einer festen Hille, dem Ascus, umgeben sihgten glinstigere Nahrstoffoedingungen auf,
konnen diese Sporen auskeimen und wietkemitotische Teilungszyklen eintreten.

Um die Sporulation einzuleiten, wurden diploide Hefestdmme zun&chst fir mindestens acht Stunden
bei 30°C (bzw. maximal 16 Stunden bei 25°C) in 2 ml n&hrstoffreiche@pBnédlationsmedium
inkubiert. AnschlieRend wden die Zellen geerntet (2000 Upm, 2 min) und einmal in 2 ml Pra
Sorulationsmedium gewaschen. Zuletzt wurden die Zellen in 2 ml néhrstoffarmen
Sporulationsmedium aufgenommen und je nach Stammbhintergrund drei Tage (W303) oder funf Tage
(S288c) bei 25°@Kubiert. Der Sporulationsgrad wurde am Lichtmikroskop tUberpriift. Zum Verdau des
Ascus wurden 50 pl der Zellsuspension mit 50 ul Novdzysung (moglichst frisch) versetzt und bei
Raumtemperatur 225 Minuten inkubiert. Dann wurden 15 pl aus der oberen dghder Losung
entnommen und auf eine X¥Bgarplatte aufgebracht. Mit Hilfe eines Mikromanipulators wurden die
vier Sporen einer Tetradaufgenommen,voneinander getrenntind an Hand eines Rasters abgelegt.

Die Agarplatte wurde bedRaumtemperatur 25°C ode 30°C inkubiert bis die einzelnen Sporen zu
Kolonien herangewachsen waren.

AnschlieRend wurde der Genotyp der aus den Sporen hervorgegangenen Kolonien mittels Markertest
auf Auxotrophie oder Resistenzmarker analysiert. Hierzu wurde etwas Zellmateriat jdlionie in

150 pl sterilem bD in einer Mikrotiterplatte resuspendiert und mit einem Metallstempel auf
entsprechende Selektivplatten oder Platten mit G418 gestempelt. NaghT@gen Inkubation bei
Raumtemperatur, 25°C oder 30°C wurde das Wachstum aestgtwind so der Genotyp der Sporen

bestimmt.
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6.2.6. Transformation von Hefezellen mittels LithiumacetdMethode

Hefezellen sind in der Lage nach Behandlung mit Alikadin (z.B. Lithiumacetat) DNA aufzunehmen
(Gietz und Woods, 2002). Zur Transformation deetefen wurde eine Ubernachtkultur in 5 ml XYD
Vollmedium bei 25°C angezogen, am nachsten Morgen 1:20 wV#ifedium verdinnt und fur 3

4 Stunden bei 25°C bis zu einer¢Mon 0,6¢ 1,0 inkubiert. Pro Transformationsansatz wurde 1 OD
Zellen geerntef2000 Upm, 2 min), in 1,5 ml sterilera@und danach in 1 ml TE/LiAc gewaschen (6000

Upm, 2 min). Das Zellpellet wurde in 50 pl TE/LiAc aufgenommen.

Transformationsansatz:
50 ul Zellsuspension
5ul Heringssperm@NA (5 min bei 100°C, anschlie3end Eis gehalten)
10-15 pl lineare DNA (Restriktionsverdau oder F&Bdukt)
oder0,5-1 pl Plasmidlosung (ARS/CEider 2itPlasmide)
300 PEG/LIAC

Der Transformationsansatz wurde durch mehrmaliges Vortexen gemischt, fir 20 min bei RT gerollert
und anschlieBend fur 15 min bei 42°C im Heizblock inkubiert. Dann wurden die Zellen kurz
abzentrifugiert. FUr die Selektion durch AuxotropMarker wurden die Zellen in 200 pl sterilersH
aufgenommen und auf entsprechende Selektivmediumsplatten auspfattZur Selektion auf
Resistenzmarker wurde das Zellpellet in 5 ml X®@Imedium dberfuhrt und zur phanotypischen
Expression fur 1,§ 3 Stunden bei 30°C gerollert. Anschlielend wurde die Kultur geerntet (2000 Upm,
2 min), das Pellet in 200 pb® aufg@mommen und auf Platten mit G418 ausplattiert. Die Platten
wurden fir 24 Tage bei 25°C oder 30°C inkubiert.

6.2.7.Konservierung von Hefestammen
Zur Konservierung wurden die Hefestdmme in 5fisthem XYDBVolimedium dber Nacht bei 25°C
oder 30°C angezogen. Ardahsten Morgen wurden die Kulturen geerntet (B00pm, 2 min, das

Zellpellet in 750 pl 15% Glycerin aufgenomnoen bei-80°Ceingefroren.

6.3. Mikroskopie von lebenden Zellen

6.3.1.Aufbereitung der Zellen
Fur mikroskopische Aufnahmen wurde immer mit exponentwléhsenden Hefekulturen gearbeitet.
Hierzu wurde zunachst eine Vorkultur bei 25°C angezogen, aus der am Vorabend des Experiments die

Hauptkultur so angeimpft wurde, dass die &lder Kultur am nachsten Morgen ca. @,2,0 betrug.
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Aus dieser Kultur wurdeB OD Zellen geerntet und in 1 ml sterilesOHesuspendiert. 5 pl dieser
Zellsuspension wurden auf ein langes Deckglas (60 x 22 mm) aufgebracht und mit einem SD++

Agarbléckchen und einem kleinen Deckglas (16 x 16 mm) bedeckt.

Zusammensetzung des Agars:

20% Glukose 2ml
10x YNB 2ml
10x Drop Out ++ 2ml

0,75% Agarose (aufgekocht) 14 ml

Die Mischung wurdam Vortag des Experiments hergestellt, in eine Petrischale gegossen und bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

6.3.2.Aufnahmen am Cellobserver SD

Die Mikroskop wurde am inversen Mikroskop Zeiss Axio Cellobserver SD mit dem Spinning Disk
System durchgefuhriDer Raum wurde auf 22°C temperiert. Zur Anregung der Fluoreszenz dienten
zwei Laser mid88 nm Anregungswellenlange (100 mW) und 561 nm Anregungsweller{éihgan).

Alle  Aufnahmen wurden mit einem 63x PlanApochro®@afektiv  durchgefihrt.

Die Detektion erfolgte tUber eine Axiocam MRav3 (1388x1040 Pixel)

Filmaufnahmen: Dauer 45¢ 75 min
Intervall 2 min oder 3 min
Z-Stapel 10 Ebenen, Abstan@,5 pum
Belichtungszeit 200 ms
Laserintensitaten Netl-GFP 12%(488 nm) (volle Lange

und Gterm. Verklrzungen)
Nop563mCherry 30% (561 nm)

mCherryNLS 25% (561 nm)
Spc423mCherry 55% (561 nm)
Stapelaufnahmen:  Z-Stapel 10 EbenenAbstand 0,5 pm
Belichtungszeit 200 ms
Laserintensitaten Netl-GFP 12%(488 nm) (volle Lange

und Gterm. Verkirzungen)
Cdcl14GFP 20% (488 nm)
Nop563mCherry 35% (561 nm)
mCherryNLS 30% (561 nm)
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6.3.3.Bildbearbeitung

Die Bildbearbeitung undAuswertung erfolgte mit der Software ImageJ. Zur Darstellung der
Fluoreszenzkanale wurden die zehn aufgenommeneh @Sy Sy YA G RSNJ 9Ayads:
LydSyaAardea LINRP2ATASNI dzyR RSNJ Y2y GNI ad YAG RSNJ
es sich nicht um Signal handelte (Hintergrund), wurde durch manuelle Einstellung re@did3edarf

wurden die Signale mit einem Anteil von 0,02 bzw. 0,3 geséttigten Pixeln dargé€stetien DIdKanal

wurde aus den zehn aufgenommenen Ebenen die sstédEbene ausgewahlt.

Zur Bearbeitung der Filmaufnahmen wurde ein lmildakro verwendet (s. Anhang 7.4.2nd die
entsprechenden Kanéle mit Zeitstempel und Beschriftungen versehen. Anschliel3end wurden die Filme
als TIFDatei (unkomprimiert) abgespeichert.

Montagen ausgewadhlter Zeitpunkte wurden ebenfalls mit ImageJ erstellt und aiDaldF

(unkomprimiert) abgespeichert.

6.4. Genetische und molekularbiologische Methoden

6.4.1.DNAlsolation

6.4.1.1 Praparation von High Copy Plasmiden &t<oli: KochlysatMethode

Zur schnellen und einfachen Isolation von High Copy Plasmiden aus E. coli kam die Kdekiysie

zum Einsatz (Berghammer und Auer, 1998jerfiir wurde eine UbernacHfultur mit einer
Einzelkolonie transformierter Zellen bei 37°C angezogen. 2 ml der urden geerntet (13200 Upm,

3 min) und das Pelletin 40 pl Easy Preyfer resuspendiert. Die Proben wurden fir 1 min im Heizblock

bei 100°C inkubiert und anschliel3end sofort fir 1 min auf Eis gehalten. Nach dem abschlieRenden
Zentrifugationsschritt 13200 Upm, 15 min) befand sich die gewiinschte Pla@id im Uberstand.

Dieser wurde in ein frisches Reaktionsgefald tberfiihrt und bei 4°C aufbewahrt. Zur Analyse der DNA

mittels AgaroseGelelektrophorese und Restriktionsverdau wurdenb3ul eingesetzt.

6.4.1.2.Saulenreinigung von Plasmiden akscoli: MINI- und MIDFPreps

Um PlasmieDNA in  hoheren Reinheitsgraden und Volumina zu erhalten, wurden
Saulenreinigungsverfahren eingesetzt. Zur Reinigung von Plasmiden fur Sequenzierungsreaktionen
wurde das NucleSpinKit (MINI, Macherey und Nagel) verwendet. Ausgehend vonVotoimeneiner

bei 37°C angezogenen Uberna¢htlturerfolgte die Reinigung nach den Angaben des Herstellers. Die
PlasmidDNA wurde in 50 pl 4@ eluiert.Zur Aufbewahrung der Plasmi2NA in der PEmidsammlung

wurden entweder zwei Elutionen des NucleoSi€its vereinigt oder eine groRere Praparation von
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PlasmidDNA mit dem GenElut€it (MIDI, Sigma) durchgefuhrt. Hierzu wurde die Reinigung
ausgehend von 80 ml einer bei 37°C angezogenen Uberatht nach Herstellerangaben

durchgeflhrt. Die Elution erfolgte in 750 ul Elutionspuffer.

6.4.1.3Isolation genomischer DNA aus Hefe

Um die DNA aus Zellkernen der Hefe zu isolieren, muss zundchst die Zellwand mechanisch zerstort
werden, bevor die Zellen durch Detemzien lysiert werden. AnschlieBend kann die DNA durch Féllung
mit Ethanol préazipitiert werden (Fujimura und Sakuma, 1993). Die mit dieser Methode isolierte DNA
wurde zur Amplifikation von DNRragmenten mittels PCR eingesetzt.

Hefezellen wurden Uber Natlin XYDBVollmedium bei 30°C angezogen. Die Kultur wurde geerntet
(2000 Upm, 2 min), das Pellet in 1 miCHresuspendiert und in ein Reaktionsgefall mit 200 pl
Glasperlen uberfuhrt. Nach kurzem Abzentrifugieren wurde der Uberstand moglichst vollstandig
entfernt. Anschliel3end wurden 100 pl Tris’/EDTA/SDS (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 20 mM EDTA; 10 mg/ml
SDS) zugegeben und die Zellen bei 4°C fir 5 min in der Réiiddd (maximale Leistung)
aufgeschlossen. Dann wurden 500 pl TrissEDTA/SDS zugegeben @ndliebei70°C im Heizblock

fur 10 min inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl 5 M Kaliumacetat wurde die Probe 10 min auf Eis
gehalten und dann in der Kiihizentrifuge abzentrifugiert (13200 Upm, 5 min, 4°C). Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefald Gberfuhrt unii inml 100% Ethanol gemischt. Die ausgefallte
DNA wurde abzentrifugiert (13200 Upm, 1 min), der Uberstand entfernt und das Pellet bei offenem
Deckel getrocknet. Das Pellet wurde in 300 pl 1x TE resuspendiert, mit 5 pul RNAse A (10 mg/ml) versetzt
und 30 mn bei 65°C im Heizblock inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA durch Zugabe von 500 pl
Isopropanol geféllt, abzentrifugiert (13200 Upm, 1 min) und das Pellet mit 1 ml 70% Ethanol
gewaschen. Der Uberstand wurde mdglichst vollstandig entfernt und das Rel¢sindig bei offenem

Deckel getrocknet. Zuletzt wurde die DNA in 50 pl 1xgélBst (evtl. bei 65°C im Heizblock). Zur

Uberprifung wurden 2 pl der Losung auf ein Agarosegel aufgetragen.

6.4.1.4 Bestimmung der Konzentration von DNAGsungen

Die Konzentration undReinheit der Plasmidpraparation wurde am Biophotometer (Eppendorf)
bestimmt. Hierzu wurden 3 pl Plasmidlésung mit 97 pl sterile@ gemischt und die Extinktion bei

260 nm gemessen. Als Referenz dienten 100 pl sterilgd. Hber die Verunreinigung der
Plasmidldsung mit Proteinen konnte mittels der Extinktion bei 280 nm riickgeschlossen werden, indem
der Quotient ks¢/Exgo gebildet wurde. Bei sauberen Praparationen betragt der Quotient ~ 1,8, Werte

darunter deuten auf Verunreinigungen hin.
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6.4.2.PCR

Mit der Methode der Polymerasekettenreaktiopdlymerasechainreactior) konnen DNA-ragmente

in vitro vervielfaltigt werden (Mullis et al., 1986). Der zu amplifizierende Bi&ich wird durch die
Bindung kurzer, einzelstrangiger Oligonukleotide (sog. Primer) festgelegt, die komplementar zu den
Enden der Zielsequenz sind. Fir praparative Anwendungeni€kiagen 7.4.2.1, Epitopmarkierung
7.4.2.2 und gerichtete Mutagenese 7.4.2.3) wurde die KOImerase ausThermococcus
kodakaaensis@SNB SY RS =  Rlp-BdrulBeasaktiyitdtpfanfkeading besitzt und bei
diesen Anwendungen auf eine geringe feetdte Wert gelegt wird. Fir analytische Zwecke wurde
dagegen die Tagolymerase au$hermus aquaticusenutzt, da hierbei das Augenmerk lediglich auf
der Grol3e des erhaltenen P@Rodukts lag (7.4.2.4 MAHCR).

6.4.2.1.PCR fur Klonierungen

Bei der Amplifikationvon DNAFragmenten, die bei Klonierungen Einsatz fanden, wurden uber die
verwendeten Primer Erkennungssequenzen fir Restriktionsenzyme eingefihrt. Als Matrize wurden
entweder 0,5 pl genomische DNA aus Hefe oder 1 pl PlaBiA (evtl. 1:5 vorverdinnt) iniel
Reaktion eingesetzt. Wurde als Matrize genomische {B&é benutzt, wurde eine verdinnte KOD

Polymerasd_dsung eingesetzt, in allen anderen Fallen die konzentrierte Stammldsung.

Ansatz:
10x KOEPuffer 5ul
MgS04 (25 mM) 6 ul
dNTRMix (2 mM) 5ul
forward-Primer (10 mM) 3ul
reversePrimer (10mM) 3ul
DNAMatrize 0,5 pl oder 1 pl
KODPolymerase 1l
H0O ad 50 ul
Temperaturprofii
Denaturierung 94°C 4 min
Denaturierung 94°C 40 sek
Annealing ta 20 sek 25 Zyklen
Elongation 72°C te

Amplifikation 72°C 10 min
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Die verwendete Annealinfemperatur & wurde 2°C unter der Schmelztemperatur der Primer
gewabhlt, die Elongationszeittichtete sich nach der GroRRe des erwarteten Amplifikatsbei je 1000
Basenpaare 30 Sekunden veransctiggrden.

Vor der Weiterverwendung wurden die PR dukte mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
gemalHerstellerangaben aufgereinigt. Hierbei wurden immer vier identische AGRtze vereinigt

um die DNAAusbeute zu erhéhen. Die Elution erfolgbét 30 pul Elutionspuffer.

6.4.2.2 PCR fir Epitopmarkierungesmd Deletionendurch homologe Rekombination

Um Hefegene zu deletieren, mit einem Epitop zu versehen oder einen Promotar
Markeraustausch durchzuftihren, kann das pFA6a (Longtiak 1998 und £ine Erweiterung pHik
(Sheffet al,, 2004) eingesetzt werden. Die verwendeten Primer zeichnen sich durch eb® Basen
f1y3asS { Sl &% hus, Idi¥ homdlbg zur gewiinschten Zielsequenz (Integrationsort) im
| STS3ASy 2 Y-Enda dedPrihdr Besteht®us-P8 Basen, die homolog zupfFAPlasmid sind,

das als Matrize dienEurPCRAnsatzund Temperaturprofil s. 7.4.2.Als Matrize wurde 1 pl einer 1:5
vorverdiinntenLdsungdes pFAPlasmideingesetzt. Als Annealingtemperatur wurde 54°C gewahlt. In
der Regel wurden vier Anséatze veligin um eine grofRere Ausbeute nach der Aufreinigarigdem

QIAquick PCR Purification Kiit erhaltenDie Elution erfolgte in 30 pl Elutionspuffer.

6.4.2.3PCR fir ortsspezifische Mutagenese

Ziel ist die Einfihrung einer spezifischen Mutation im gewlnschiefegen. Hierfir wurde ein
komplementéres Primerpaar mit einer Gesamtlange von ca. 50 Basen verwendet, welches mittig die
Mutation tragt und in den umgebenden Bereichen homolog zur Zielsequenxissidatrize wurden

100 ng PlasmiDNA eingesetzt. Bei disMethode wird das gesamte Plasmid amplifiziert, wobei die

Mutation Uber die Primer eingefihrt wird.

Ansatz:
10x KOEPuffer 5ul
MgSQ (25 mM) 3l
dNTRMIX (2 mM) 5 ul
forward-Primer (10 mM) 3ul
reversePrimer (10mM) 3l
DNAMatrize 1l
KODPolymerase 1l

H.O ad 50 pl



METHODEN 121

Temperaturprofil:
Denaturierung 94°C 4 min
Denaturierung 94°C 40 sek
Annealing 50°C 20 sek 15 Zyklen
Elongation 72°C 1 min/ 1000 BP
Amplifikation 72°C 10 min

Nach der Amplifikation erhalt man ein Gemisch aus mutagenisiertem-PRé&Rkt und
Ausgangsmatrize. Um die Ausgangsmatrize zu entfernen, kadami®lethylierung benutzt werden.

Da die Matrize auE.colb | ph A &a2f ASNIU 6dzNRS> (iANGdiE i deaSequend A v S
pBAT@ Wd 5AS&S Y2y TFAIdzNI GA2Yy RASYG | &aDpa.NJjeSy y dzy
methylierte Matrize kann dich Restriktionsverdau mpr geschnitten werden, das unmethylierte
PCRProdukt hingegen nichivorder Traa F 2 N G A 2y @2y -Potuti(s. 7YAIR)wurBeS Y t /
deshalb eirDpn-Verdau durchgefihrt (s. 7.4.3).

6.4.2.4 Analyse des PaarungstypsAT-PCR)

Um den Paarungstyp eines Hefestamms zu untersuchen, kanMAd+ ocus ihating type auf
Chromosom Il mittels PGiRalysiert werden (Huxley et al., 1990). Dabei wird ein Gemisch aus drei
verschiedenen Primern benutzt. Ein Primer bindet au3erhalbMa3-Locus (WS826), ein Primer

bindet spezifisch innerhalb deMATa-Sequenz (WS828) und der dritte Primer bindet spseifi
innerhalb deMAT -Sequenz (WS827). Durch die Wahl dieser Primer entstehen je nach Paarungstyp
des Hefestamms unterschiedlich groRe RCRR Rdz] 4 S o6pnn . I &Sy LI} I NB a! ¢
beide Produkte bei diploiden Zellen), wodurch eine eindeutigaiBenung des Paarungstyps mdglich

ist.

Wenig Zellmaterial des zu untersuchenden Hefestamms wurde in 5Qlitd einem PGRube

resuspendiert. Anschliel3end wurder PCRANnsatz zugegeben.
Ansatz:

10x Kol.puffer (inclt5 mM MgGJ) 2,5ul
dNTRMix (2 mM) 2,5 ul
PrimerMix (WS826/827/828) (jew. 10 uM) 3 pl
TagPolymerase 0,3 pl
H.O ad 20 pl
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Temperaturprofil:
Denaturierung 94°C 4 min
Denaturierung 94°C 1 min
Annealing 55°C 1 min 35 Zyklen
Elongation 72°C 40 sek
Amplifikation 72°C 3 min

Zur Analyse des P&Rodukts wurden 15 pl auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen.

6.4.3.Restriktionsverdau
Restriktionsendonukleasen erkennen und schneiden spezifische, meist palindromische DNA
Sequenzen. Dies wurde zueinen benutzt, um bei Klonierungen im Vektor und Insert zueinander

kompatible Enden zu erzeugen, zuanderen wurde Plasmi®NA vor der Hefetransformation

linearisiert.
Ansatz:
DNA 1 pg Plasmid oder 10 pl gereinigtes HZBdukt
10x RestriktionspuffeNEB) 2 pl
Enzym(e) 5¢10U
H0O ad 20 ul

Restriktionspuffer und Inkubationstemperatur wurden gemaf der Herstellerangaben (NEB) gewabhilt.
Der Ansatz wurde fir mindestens 1,5 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurden zur Analyse 2 pl des
Restriktionsverdas auf ein Agarosegel aufgetragen.

Eine weitere Einsatzmdglichkeit besteht bei der Uberpriifung von Klonierydgeturch die definierte
DNASequenz des Plasmids und der fiir den Testverdau ausgewdahlten Restriktionsenzyme spezifische
DNAFragmente erwartetverden, deren Erhalt durch Restriktionsverdau und anschlie3ende Agarose

Gelelektrophorese bestatigt wurde.

Ansatz:
DNA 1 pg Plasmid
10x Restriktionspuffer 1l
Enzym(e) 1¢5U
H.O ad 10 ul

Zur Analyse wurde der komplette Ansatz auf ein Agagebaufgetragen.
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6.4.4.Elektrophorese von DNA in Agarosegelen

Die Agaroséselelektrophorese dient zur GréRenbestimmung von BEgmenten. Hierzu bedient

man sich defratsache, dass DNA als Pahjion im elektrischen Feld zur Anode wandert. Dies geschieht

in Ath&ngigkeit der Grol3e des DNFagments, so dass kleinere Fragmente im elektrischen Feld bei
konstanter Spannung schneller wandern als grof3ere Fragmente (Ausubel et al., 2005). Um-die DNA
Fragmente im Gel zu visualisieren, wurde Ethidiumbromid benutzt,heelim Abstand von 10
Basenpaaren in die DNA interkaliert und bei Anregung miLioM fluoresziert.

Ublicherweise wurde 1%garosein 40 ml 1x TABuffer aufgekocht, mit 0,2 pug/ml Ethidiumbromid
versetzt mdglichst luftblasenfrei in eine GieRvorrichturegassen, wobei durch Einsetzen eines
Kammes Taschen fir die Probenaufnahme ausgespart wurden. Nach dem Erkalten wurde das Gel auf
einem Schlitten in die Probenkammer mit 1x TAE als Laufpuffer Gberfihrt. Die zu analysiereade DNA
Losung wurde mit 10x Ladeperf versetzt und aufgetragen. Als GroéRenstandard dienten 5 pl
GeneRuler DNA Ladder Mix (Fermentas). Der Gellauf erfolgte bei einer Spannung von 80Q\6lir 45

min. AnschlieRend wurde das Bandenmuster untefLlitVit dokumentiert.

6.4.5.1solation vonDNAFragmenten aus Agarosegelen

Um DNAFragmente einer bestimmten Gré3e aus Agarosegelen zu isolieren, wurde die entsprechende
Bande aus dem Gel unter WNeht mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefal
Uberfuhrt. AnschlieBend wurde die BNmit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) gemalfd der

Herstellerangaben extrahiert. Die Elution erfolgte in 30 ul Elutionspuffer.

6.4.6.Ligation

DNAFragmente, die nach einem Restriktionsverdau kompatible Enden aufweisen, kdnnen durch den
Einsatz von Ligasemiteinander verbunden werden. Hierfir wurde ein fiinffacher Uberschuss des
Inserts im Vergleich zum Vektor eingesetzt. Die relativen Mengen von Vektor und Insert wurden
anhand der Intensitatsunterschiede im Agarosegel und der Gré3e desFddfnente abgedétzt.

Der Ligationsansatz wurde mindestens 3 h, meist jedoch Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Ansatz:
VektorDNA 1l
InsertDNA max. 5 pl
10x T4Ligasepuffer (incl. ATP) pl
T4Ligase (1 U/ul) 1l

H.O ad 10 pl
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6.4.7.Sequenzierung

Sequenierungen dienten zur Kontrolle der bei RRBaktionen erhaltenen Amplifikate. Hierzu wurden

die PCRProdukte zunéchst in den Sequenziervektor pBluescriptllIKS+ (Stratagene) kloniert und in E.

O2f A 51 ph FYLEATAT ASNI ® bl KurdeSidlKonzentr@ndarPNA 2t | GA2Y

Losung bestimmt. Als Primer fir die Sequenzierreaktion diente WS84 oder WS85.

Ansatz:
PlasmidDNA 600¢ 700 ng
Primer (10 uM) 2 ul
HO ad 7 ul

Die Sequenzierung wurde von der Firma Seglab (Goéttingen) durchgeiertAuswertungder

Ergebnisserfolgte mit dem Programm BioEdit Sequence Alignment Editor.

6.5. Proteinanalytische Methoden

6.5.1.Zellaufschluss und Reinigung von Proteinen &usoli

6.5.1.1.Testexpression

Zur Bestimmung des Expressionslevels von Transformanden del &amms BL21Codon+ wurde
zuerst eine Testexpression durchgefuhrt. Hierzu wurden je vier Transformanden in a.mkhiB

einer Ubernachtkultur bei 25°C angezogen. Am nachsten Morgen wurden 2 OD Zellen geerntet, in 75
pl His oder MBRWaschpuffer regspendiert und mit 75 pl 2xLSB fir 15 min bei 100°C aufgekocht. Zur
restlichen Kultur wurden 0,2% Rhamnose zur Induktion ri@sPromotors zugegeben. Nach vier
Stunden bei 25°C wurden erneut 2 OD Zellen geerntet, resuspendiert und aufgekocht. Jeweils 10 pl
Uberstand wurden auf ein SBEel aufgetragen und mit Coomassjefarbt. Dadurch konnte das
Bandenmuster der induzierten und hieinduzierten Proben verglichen und die Transformanden mit

dem hochsten Expressionslevel ausgewahlt werden.

6.5.1.2 Zellaufschluss mittels French Press

Die bei der Testexpression ausgewahlten BL21Codoafisformanden wurden in 50 ml AR cniiber

Nacht bei 3°C angezogen, am nachsten Morgen zu 0,1 OD inakJ tferdinnt und bei 20 22°C

fur 2 h inkubiert. Anschliel3end wurde die Expression mit 0,2% Rhamnose induziert und die Kultur Giber
Nacht bei 2@ 22°C weiter inkubiert.

Die Kultur wurde vollstanditn GSAZentrifugenbechern geerntet (4000 Upm, 10 min, 4°C) und in 25

ml KO je Zentrifugenbecher resuspendiert. Der Inhalt von je zwei Zentrifugenbechern wurde in einer
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50 mtFalconréhre vereinigt, die Zellen wurden pelletiert (4000 Upm, 10 min) und-7#giC
eingefroren.

Zur Reinigung wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und in 20 ml kalteodEisMBR Waschpuffer (je
nach Reinigung) grundlich resuspendi@er Aufschluss erfolgte mit der French Press in der grof3en
Zelle (drei Durchgange). AnschlieRenarde das Lysat in SSB&hrchen zentrifugiert (15000 Upm, 15
min, 4°C) und der Uberstand mit einer 60-8gritze und einem Celluloseace#itter filtriert. 50 pl

Lysat wurden mit 50 pl 2xLSB versetzt und fiir 15 min bei 100°C aufgekocht.

6.5.1.3 Reinigung von gHisFusionsproteinen

Zur Reinigung voii*Net(1-455),HsNet(1-341),"sNet(1-233) und’sNet(234455) wurden Lysate aus

je 500 ml LBnp, crtKulturvolumen hergestellt (s. 7.5.1.2). Je Ansatz wurdenkismffinity Purification
-Saulenmaterial (Sigm) zunachst mit 20 mlJ, dann mit 20 mHisWaschpuffer gewaschen (2000
Upm, 2 min) und anschlie3end mit dem kompletten Lysat gemischt. Die Proben wurden 24h bei 4°C
auf der Wippe inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit je 20 mWMdischpuffer (200 Upm, 2

min), der BradforeSchnelltest zeigte dann keine Blaufarbung mehr an. Die Proben wurden
anschliel3end mit 1 ml HElutionspuffer (250 mM Imidazol) versetzt, das Sdulenmaterial gleichmafig
auf zwei 2 mReaktionsgefaRe aufgeteilt und kurz abzengiért (13200 Upm, 12 sek). Der Uberstand
wurde in einem neuen Reaktionsgefall vereinigt. Dies wurde so lange fortgesetzt bis der Bradford
Schnelltest keine Blaufarbung mehr zeigte. Die Elutionsfraktion mit dem héchsten Proteingehalt wurde
ausgewahlt und @ Proteinkonzentration mittels B&ichgerade (0,4 1,0 mg/ml BSA) und Bradford

Test bestimmt.

6.5.1.4 Reinigung von MB#Fusionsproteinen

Die Reinigung vo®"Cdc14 erfolgte analog zur Reinigung d@NetFragmente, jedoch wurdehier

2 mlAmyloseResin mit 20nl HO und 20 ml MBRVaschpuffer gewaschen und dem Lysat zugesetzt.
Die Waschschritte wurden mit MBRaschpuffer durchgefihrt, die Elution erfolgte mit MBP
Elutionspuffer (10 mM Maltose, 1 mM DTT).

6.5.2.Proteinlysate aus Hefe

Hefezellen wurden unter Verwendgrvon Glasperlen mechanisch aufgeschlossen. Hierzu wurden 10
OD Zellen aus einer exponentiell wachsenden Kultur geerntet (2000 Upm, 2 min), in 1 ml kaltem H20
resuspendiert und in ein Schraubdeckelgefa? mit 100 ul Glasperlen Uberfuhrt. Die Zellen wumlen ku

abzentrifugiert (13200 Upm, 15 sek) und der Uberstand mdglichst vollstandig entfernt. Bei Bedarf
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wurden die Zellen beir0°C eingefroren. Eingefrorene Proben wurden auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe

@2y wmun xft | dzF a OKf dza a L-GiyEefdphNsSphat) etidfigieSIdlJAwfschiidsier c 1 Y a
Zellen fur 5 min in der Retschmuhle (4°C, maximale Frequenz). Anschliel3end wurden die Proben in der
Kuhlzentrifuge zentrifugiert (13200 Upm, 5 min, 4°C). 50 pl Uberstand wurden mit 50 pl 2xLSB versetzt

und fur 15 mirbei 100°C aufgekocht. Zuséatzlich wurden 5 pl Uberstand zur Konzentrationsbestimmung

mittels BradfordTest entnommen. Die aufgekochten Proteinlysate wurden2@iC aufbewabhrt.

6.5.3.Bestimmung von Proteinkonzentrationen

6.5.3.1Bradford-Test

Der BradfordTest dient zm quantitativen Nachweis von Proteinen in Lésungen. Er beruht auf der
Anderung des Absorptionsmaximums des an die Proteine gebundenen Farbstoffs Co@feasBie
Absorption wird bei einer Wellenlange von 595 nm photometrisch bestimmt.

Hierflr wurden 5 |iProteinlysat zunachst 1:10 in® in einem Reaktionsgefal? verdinnt. 5 ul dieser
Verdinnung wurden in einer Kivette mit 495 pCHgemischt und mit 500 ul BradfeReagenz
versetzt. Als Referenz wurden 500 pCHmit 500 pl BradfordReagenz gemischt. Aksatze wurden
FNNI p YAY 0SA wlhdzYGSYLISNI GdzNJ Ay 1 dzoASNI @by &8 9Kt A ST
Photometer gemessen. Nach der Herstellung von Proteinlysaten aus Hefezellen wurde der Kehrwert
der gemessenen QB3 benutzt, um vergleichbarBroteinmengen fir die SB&elelektrophorese oder

die Immunprazipitation einzusetzen. Bei der Herstellung von Lysaten aus BL21Codon+ wurde zur
Bestimmung der erhaltenen Proteinkonzentration eine Es#gerade erstellt. Hierzu wurden BSA
Lésungen mit Konzémationen von 0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml uddmg/ml ausgehend von

einer 10mg/ml Stammlésung (NEB @OBSA) hergestellind im BradfordTest gemessen.

6.5.3.2 Bradford-Schnelltest zur Verfolgung von Proteinreinigungen

Der BradfordSchnelltest wurdererwendet, um wéhrend des Verlaufs der Proteinreinigung aoslE.
BL21Codon+ verfolgen zu koénnen, in welchen Wagsader Elutionsfraktionen Proteingehalt
nachweisbar ist. Hierzu wurden in den Wells einer Mikrotiterplatte je 100 pl BratReedenz
vorgekgt und mit 5 pl der zu testenden Fraktion versetzt. Die Intensitéat der resultierenden

Blaufarbung gab Aufschluss Uber den relativen Proteingehalt der getesteten Fraktion.

6.5.4. Immunpréazipitation
Mit Hilfe der Immunpréazipitation (IP) kdnnen gezielt Proteine ainem Gesamtzelktrakt (WCE-

whole cell extract) gereinigt werden. Hierzu wird ein Antikdrper eingesetzt, der spezifisch gegen das
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Zu prazipitierende Protein oder gegen ein mit diesem Protein fusioniertes Epitop gerichtet ist. Die
schwere Kette des geitzten Antikdrpers kann von Protein A a8taphylococcus aureggbunden
werden. Durch Kopplung von Protein A an eine Agahldatrix ist es moglich das gewlnschte Protein
durch Sedimentation zu préazipitieren. Diese Methode kann benutzt werden, um mogliche
Interaktionspartner zu identifizieren (@mmunprazipitation, CoP s. 7.5.4.1) oder posttranslationale
a2RATALTFOGA2YSY Tdz Fylfe@aASNBy o -Rhosphatasé & A5.4Q2 NB f A
100 OD Zellen einer exponentiell wachsenden HdfakyODyxo 0,5 ¢ 1,0) wurden geerntet (2000

Upm, 2 min) und mit 5 ml kaltem.8 gewaschen. Gegebenenfalls wurden die Zellen-1@iC
eingefroren. Eingefrorene Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Um die Degradation der Proteine durch
Proteasen mdglichst gery zu halten, wurde stets auf Eis und in vorgekihlten Geraten gearbeitet. Das
%St f LISt ESE 6dz2NRS Ay nyn xf 11t {S-8lycéraphoaphd)f dzi a
resuspendiert und auf vier Schraubdeckelgefalze mit je 100 pl Glasperlen gleichmaigitiuDer
Aufschluss erfolgte bei 4°C fir 5 min in der Retschmihle (maximale Frequenz). Anschlie3end wurden
die Proben in der Kihlzentrifuge abzentrifugiert (13200 Upm, 10 min,, 4fi€) Uberstande
zusammengehdoriger Proben in einem frischen Reaktiodfgegéreinigt und erneut abzentrifugiert
(13200 Upm, 15 min, 4°C). 5 pl Uberstand wurden in den Bradfestl eingesetzt, um die
Proteinkonzentration zu bestimmen. 50 pl Uberstand wurden mit 50 pl 2xLSB versetzt, fir 15 min bei
100°C aufgekocht und anscidiend bei-20°C aufbewahrt (=WCHjiir die IP wurden anhand der
gemessenen OD595 gleiche Proteinmengen @Q00 OLgs) in 420 ul Aufschlusspuffer eingestellt

(z.B. 150/gemessene @= einzusetzendes Volumen in ul). Zu den Anséatzen wurde anschlie3end ein
3SSATYSGESNI ! yiAll NLISNaeddS3I $6 &Y = Ppiydnoder@0GyNB OO/ A Ifi9
@2 NS NR N y-Flagh Di@ Rraben évarden fiir 2 h bei 4°C inkubiert. 50 pl Protéigatose je
Ansatzwurden zweimal mit je 1 ml Aufschlusspuffeevgaschen in Aufschlusspuffer aufgenommen

und auf die Anséatze verteilt. Die Proben wurden fiir 2 h bei 4°C gerollert. AnschlieRend wurden die
Proben kurz abzentrifugiert (13200 Upm, 10 sek), der Uberstand abgenommen und die Proben je nach
Anwendung weitervearbeitet.

Zur Prazipitation von Proteinen mit dem FEpitop wurderzum Teih -FlagBeads (Sigma) verwendet.
Hierbei wurden die Zellen wie beschrieben aufgeschlossen und der Proteingehkjtsatédestimmt.

Fur die IP wurden anhand der gemessenendbeiche Proteinmengen (100200 Ol3gs) in 450 pl

| dzF & OK f dza & LJdzF ¥ SHegERAdy ja@ Aéair Sdrderiizveinpaimit je fl mIMAufschlusspuffer
gewaschen, in Aufschlusspuffer aufgenommen und auf die Ansatze verteilt. Die Proben wurden bei 4°C
fir 3 ¢ 4 h gerollert. Anschlieend wurden die Proben kurz abzentrifugiert (13200 Upm, 10 sek), der

Uberstand abgenommen und die Proben je nach Anwendung weiterverarbeitet.
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6.5.4.1.Cammunprazipitation

Zur Analyse von Proteifroteininteraktionen wurde die prazipdrte Protein AAgarose dreimal mit

je 500 ul Aufschlusspuffer gewaschen. Dabei wurde jeweils ein kleines Volumen Puffer als Uberstand
belassen und erst nach dem letzten Waschschritt mit einer Hara8fmitze vollstéandig entfernt. Das
Prazipitat wurde in35 pl 1x LSB aufgenommen und fir ¢@5 min bei 100°C unter haufigem,
vorsichtigem Resuspendieren aufgekocht. Die Proben wurden208C aufbewahrt. Die Analyse
erfolgte mittels SD&elelektrophorese und Western Blot. Hierfir wurdgieiche Mengen der
Gesamtzellextrakte (WCES pl Uberstand des Prazipitats zur Uberprifung der PrazipitéiiRyoind

10 pl Uberstand des Prazipitats zum Nachweis des Interaktionspa(tet®)nebeneinander auf ein

SDSGel aufgetragen.

6.5.4.2 <-Phosghatase-Behandlung

Die in derlP prazipitierte Protein A 31 N2 &S ¢ dzZNRS 1T dzyNOKad 1T 6SAYFE YA
Df @ OSNRf LK 2 & LK | (i oPhaxyh&tas® gt Yelwdsch¥ni Hiir den le¥zfen Waschschritt

wurde die Probe mdoglichst gleichm&Rig auf zwei Ansatze verteilt, afagrert (13200 Upm, 10 sek)

und der Uberstand vollstandig mit der HamiltpnLINR G T S Sy G FSNY G & %dz-SAySY |
Phosphataseé dzF FSNJ 6 Y2y (i NRBff S0X [-Bhgsphatabk 8zZNF $ NI! da( R Im  mxdd
Phosphatase (400 U/ul) zugegeben. BeMsétze wurden fir 1 h bei 30°C im Heizblock inkubiert und

dabei gelegentlich durch Antippen resuspendiert. AnschlieBend wurden die Proben abzentrifugiert
GmMoHAnn ' LIYE mn &AS10 -@hosphatasSiffeivgeviaschen. Dabé durde stwas x | <
Puffer als Uberstand belassen und erst nach dem zweiten Waschschritt vollstandig mit der Hamilton

Spritze entfernt. Zuletzt wurde das Préazipitat in 45 pl 1x LSB aufgenommen, g6 1@in bei 100°C

aufgekocht und dabei regelmaRig durch Antippen resuspendi@i¢. Proben wurden bei20°C

aufbewahrt und mittels SBSelelektrophorese und Western Blot analysiert.

6.5.5. SDSPolyacrylamidGelelektrophoresg SDSPAGE)

Bei dieser Methode werden denaturierte Proteine anhand ihrer Gro3e aufgetrennt (Ausubg|

2005). Durch die stochiometrische Anlagerung von negativ geladenesM&Bigilen wandern
Proteine im elektrischen Feld zur Anode, wobei kleinere Proteine im Polyacry@ehidchneller
wandern als groRere Proteine. Das verwendete Polyacryk&weidsetztsich aus zwei Abschnitten
zusammen (Sammelgel und Trenngel), die sich beztiglich der PolyacHflanziehtration und des pH

Werts unterscheiden. Die Proben durchlaufen zundchst das Sammelgel, wobei sie konzentriert
werden, so dass die Proteine anschlieRaadh dem Ubertritt der Proben in das Trenngel in distinkten

Banden nach GroRRe aufgetrennt werden kénnen.
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Ansatz:

Trenngel 9% 12%
H.O 2,6 ml
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 1,5ml
AcrylamidMix 1,8 ml
10% SDS 60 pl
10% APS 36,5 pl
TEMED 3,65 pl

Sammelgel HO 1,5ml
0,5 M Tris/HCI pH 6,8 625 pl
AcrylamidMix 335 ul
10% SDS 25 ul
10% APS 25 ul
TEMED 2,5u

Als AcrylamieMix wurde eine 30% AcrylamBisacrylamieLosung ntieinem Verhéltnis von 37,5 : 1
verwendet. APS und TEMED wurden unmittelbar vor dem GieRen der Gele zugegeben, um die
Polymerisation zu starten. Zunachst wurde das Trenngel zwischen mit Gummi abgedichtete
Glasplatten gegossen und dabei ca. 6 cm hoch eingefillt. Das Trenngel wurde higapmmpanol
tberschichten, um Luftblasen zu entfernen und das Austrocknen des Gels zu verhindern. Nach ca. 20
min wurde das Isopropanol entfernt und das Sammelgel eingefiillt. Dabei wurde ein Kamm zur
Aussparung von Taschen fur die spatere Probenauftrgduftblasenfrei eingesetzt. Gegossene Gele
wurden entweder sofort verwendet oder in feuchtes Kichenpapier eingeschlagen und in einer
Plastiktite im Kihlschrank maximal drei Tage bis zur Verwendung aufbewahrt.

Bei der Auftragung von Proteinlysaten aus Hetede darauf geachtet, dass gleiche Proteinmengen
aufgetragen wurden. Dazu wurde das Ergebnis des Bradfests benutzt, wobei das aufzutragende
Volumen in pl als Kehrwertder @0 SNE OKY S ¢ dzNRS &0 dzF 6§ NB IS ¢zF ORY
wurde zwisben 1,0¢ 3 ORgs variiert. Als GroRenstandard diente der ColourPlus Proteinmarker (NEB).
Die Gelelektrophorese erfolgte bei 2@5 mA pro Gel mit 1x TurddRB als Laufpuffer. Der Lauf wurde
gestoppt, sobald die blaue Lauffront des Ladepuffers (LSB) elageffassen hatte. Das Sammelgel
wurde verworfen und nur das Trenngel zur weiteren Analyse entweder mit Coomassie gefarbt oder
mittels Western Blot auf eine Nitrocellulo$dembranibertragen und durch spezifischen Antikorper

Nachweis analysiert.
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6.5.6.Farbungvon SDS5elen
6.5.6.1.Coomassid~arbung

Die Farbung von SHEEelen nach der Gelelektrophorese wurde benutzt, um bei Testexpressionen
induzierte und nichinduzierte Proben zu vergleichen, um bei Proteinreinigungen die Reinheit der
Fraktionen zu beurteilen und umittels BSAEichgerade und Intensitdtsmessung der Signale den
Proteingehalt ausgewahlter Banden quantitativ zu bestimmen.

Hierzu wurde das Trenngel in eine Plastikschale tberfihrt und dreimal fir 5 min@ndedvaschen.
AnschlieRend wurde das Gel fur 15nnmit ca. 10 ml Coomassigisung geschwenkt und erneut
mindestens dreimal fir 5 min mit.B gewaschen. Zur Dokumentation wurde das gefarbte Gel je nach
Verwendungentweder am Computer oder am-CIOR Odyssey (680 fifanal, Focu®ffset 0,5 um bei
Einstellud ot NBEGSAyYy3IStav SAy3aSalolyydo

6.5.6.2.Intensitatsmessungen mit ImagedizKonzentrationsbestimmung voRroteinbanden

Um bei Proteinreinigungen den Proteingehalt ausgewahlter Banden quantitativ zu bestimmen, wurde
eine BSAtichgerade erstellt, wobei 0,1 pg, 0,25, |0g5 ug, 1,0 ug, 2,0 pg, 4,0 pg und 6,0 ug BSA
ausgehend von einer 10 mg/ml B&8sung (NEB 100x BSAlfgetragen wurden. Nach der SDS
Gelelektrophorese wurde das Trenngel mit Coomassie gefarbt und-&@RI10dyssey eingescannt
(680 nmKanal, Focu®ffsetn >p XY 0SA 9AyaidiStfdzy3d ot NPGSAYy3aASt auod
die Laserintensitat so gewahlt wurde, dass keine gesattigten Pixel auftraten. Zur Messung der
Pixelintensitaten ausgewahlter Banden wurde das Programm ImageJ benutzt. Die Intensitaten
(RawlintegratedDensi}y der BSAanden und der zu bestimmenden Proteinbanden aus den
Elutionsfraktionen wurden gemessen und anhand der aufgetragenen-M&age auf
Konzentrationsangaben rlickgerechnet. Diese wurden anschlieBend benutzt, um die

Elutionsfraktbnen auf gleiche Konzentrationen einzustellen.

6.5.7.Western Blot und immunologischer Nachweis von Proteinen

Beim Western Blot werden die in der SBAGE aufgetrennten Proteine zunachst durch Anlegung einer
konstanten Spannung in einer Blotting Apparatur aideeNitrocelluloseMembran Ubertragen.
AnschlieRend kdnnen einzelne Proteine spezifisch tber Antikdrper, die gegen sie oder ein mit ihnen
fusioniertes Epitop gerichtet sind, nachgewiesen werden.

Auf die Anode der Blottindpparatur wurde zuerst ein in Treferpuffer getranktes WhatmaRapier
(GBO0O05) gelegt. Die NitrocelluleBtembran wurde zuerst in Wasser getrankt, dann in Transferpuffer

geschwenkt und auf das Whatmdtapier gelegt. Darauf folgte das in Wasser gewaschenefG8DS
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und zum Schluss wiederuninein Transferpuffer getrédnktes Whatmd®apier. Mit einem Trigalski
Spatel wurden Luftblasen entfernt. Der Transfer der Proteine erfolgte bei 40 mA je Gel fir 70 min.
Befand sich nur ein Gel in der Apparatur, wurde der Transfer bei 60 mA fur 90 min dihechge
AnschlieRend wurde die Membran mit ca. 10 ml Poncdaising tberschichtet, fur 5 min auf der
Wippe geschwenkt und so lange mit Wasser gewaschen bis die Banden gut sichtbar waren. Die Farbung
wurde durch Einscannen dokumentiert, um die gleichméaBigidung des Gels und die Qualitat der
Proteinlysate begutachten zu kénnddann wurde die Membran in eine Plastikschale tGberfihrt und
mit 10 ml Milchpulverldsung (5% Magermilchpulver in-TB&ir 1 h auf der Wippe inkubiert, um die
Bindungsstellen aufet Membran abzuséattigen und dadurch unspezifische AntikéBisdungen zu
verhindern. Die Milchpulverlésung wurde entfernt, der primare Antikdrper in einer geeigneten
Verdinnung in 10 ml Milchpulverlésung zugegeben und tber Nacht bei 4°C auf der Wigperinku

Die Membran wurde dreimal fir 5 min bei Raumtemperatur mit jeweils 10 miTTB&vaschen.
AnschlieBend wurde der sekundare Antikbrper in einer 1:1506@0nnung in 10 ml
Milchpulverlésung zugegeben und fiir mindestens 2 h bei Raumtemperatur all¥igpe inkubiert.

Es kamen sekundéare Antikérper zum Einsatz, die arfrleisrophor gekoppelt waren AOR). Die
Anregung der Fluorophore erfolgte am@OR Odyssey Imager, die Fluoreszenz wurde bei 700 bzw.
800 nm detektiert. Die Auswertung erfolgte entwerdmit der LICOR Odyssey Software oder mit

ImageJd.

6.6. HefeZweiHybrid-System Yeast Two Hybrid Y2H)

Das HefezweiHybridSystem ist eine weitere Methode, um Protdtnotein\Wechselwirkungen zu
analysieren (Ausubeit al,, 2005). Hierbei macht man sich zu Nutze, das Transkriptionsfaktoren meist
aus zwei Doméanen bestehen, wobei eine Doméne die-BiNAung vermittelt, wahrend die andere
Domane als Transkriptionsaktivator fungiert. Im Y2H wird nun eines der zu untersucheotine?

an die DNMAindedoméne, das andere an die Transkriptionsaktivierungsdoméne fusioniert. Nur wenn
die beiden Proteine miteinander interagieren, kommt es zur Ausbildung eines funktionalen Komplexes
aus DNABindedoméne und  Transkriptionsaktivierungsdom, welcher dann  als
Transkriptionsaktivator wirken kann. Dies lasst sich Uber die Aktivierung geeigneter Reportergene
visualisieren.

Das Y2F8ystem wurde verwendet, um die Interaktion voriddminalen NettFragmenten mit Fobl

zu testen. Hierfir wurden vo den Vektoren pEG202 (LeBMdedomane, 2pHIS3 und pJG&
(Transkriptionsaktivierungsdoméane, 2[IRP} abgeleitete Plasmide verwendet. Als Reporterstamm

diente W276. Dieser Stamm enthalt zwei Reportergene unter Kontrolle defpgfators, zum einen
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eA Yy ¥ dzy | Balakigsidds&eén (1a3-52::lexAopacZURA3 und zum anderen ein Markergen
fur LeucinPrototrophie (eu2:lexAofLEU® @ 5 A S NB a dzf A SGekiRiGase!'kanid A FA { N
durch den Einsatz chromogener Subsgr (XGal) nachgewiesen ween. XGal (5Brom-4chlor3-
indoxyH 531 f I OG 2 LI8 NI y 2 & AGalaktosidashBespditen, woBeb &id blauer Farbstoff
entsteht. De Expression ddsEU2Markerskanndurch Test des Wachstums auf Selektivplatten ohne
Leucin visualisiert werden.

Der Reprterstamm W276 wurde mit geeigneten Kombinationen von pEGa0a pJG4%b-Derivaten
cotransformiert. Die Transformanden wurden auf -BI3TrpPlatten selektiert. Sechs
Transformanden je zu testender Kombination wurden in 150 D kh einer Mikrotiterplate
resuspendiert und auf SBisTrp (Vorratsplatte), SRBisTrp und SS®lisTrp (Testplatten flden X-
GalAssay) sowie SRdsTrpLeu und SSHisTrpLeu (Testplatten flirden Wachstumstest)
gestempelt. Die Platten wurden fur@3 Tage bei 30°C inkubieDie Platten fir den JGalAssay
wurdenanschlieRendnit X-GalAgar tUberschichtet (Rupp, 2002) ufid 6 h bei 30°C inkubiert.

Ansatz:

1% Agar (aufgekocht, kurz abgekuihlt) 5ml

1 M NatriumphosphaPuffer pH 7,0 5ml

DMFA 600 pl
10% SDS 100 pl
X-Gal (20 mg/ml in DMFA) 100 pl

Zur Intensivierung der Blaufarbung wurden die Platten anschlie3end tber Nacht bei 4°C aufbewabhrt.

Die Farbungler Platten sowie die Platten fiir den Wachstumstsstden fotografisch dokumentiert.

6.7. PhosphataseAssay zur Bstimmung der Cdcl-Aktivitat

Die Phosphatas@ktivitdt von Cdc14 kann in vitro npara-Nitrophenylphosphat (pNPP) als Substrat
analysiert werden (Taylat al., 1997). ParéNitrophenylphosphat wird durch die Dephosphorylierung
zueinem gelben Produkpéra-Nitropheno) umgesetzt dessen Absorption bei einer Wellenlange von
405 nm photometrisch bestimmt werden kann.

Zunachst wurde die spezifische Aktivitat von gereinigtéfiCdcl14 bestimmt. Hierzu wurden
steigende Mengen a®"Cdc14 (1 ug, 2 pg, 5 ug57g, 10 pg und 20 pg) mit 20 mM pNPP fir 15 min

bei 30°C im Heizblock inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion mit 0,25 M NaOH abgestoppt und
die Absorption bei 405 nm am Photometer bestimmt. Die Enzymaktivitdt berechnete sich

folgendermalRien:
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. 00 W t 111

CEARD T N TEQ 1]
ODyos gemess§ S 1 0 &A2NLIiA2Yy o0SA < T
\% Reaktionsvolumen (1 ml)
B oNP molarer Extinktionskoeffizient von pafditrophenol

bei 405nm (1 X ipnﬁﬁ

D Dicke der Kiivette (1 cm)

t Inkubationszeit (15 min)

Ncdc14 eingesetzte Stoffmenge des Enzyiyisg o r;: ; Rz” "
ROwmnN

Mcdc14= 104,5% }

Um die Inhibitionsfahigkeit der gereinigten Nefftagmente "sNet1(1-455), "Net1(1-341),
Hisq\Net1(1-233) und'sNet1(234455) auf die CdctAktivitat zu testen, wurden 5 [f"Cdc14 (= 47,85
pmol) mit steigenden Stoffmengen an potentiellem Inhibitor versetat 200 pmol) und die Aktivitat

von Cdc14 wie oben beschrieben bestimmt.

6.8. Electroptoretic mobility shiftassay(EMSA)

Derelectrophoretic mobility shift assdgMSA) ist eine Methode zunadhweis von ProtehDNA oder
ProteinrRNAlInteraktion (Ausubelet al, 2005) Dabei wird das gereinigte Protein mit einem DNA
Fragment bekannter Lange und Sequenz inkubiert. Die Probe wird auf ein AGabaafgetragen
und das Laufverhalten des DN¥#agments im elektrischen Feld analysiert. Interagiert das Protein mit
dem DNAFragment, kommt es zu einer Veranderung des Lauffverhaltens, dad-tagfent wandert

im Gel langsamer (solgand shifj als ein ungebundenes Fragment.

Um die DNABindefahigkeit der gereinigten NeBragmente HsNet1(1-455), "Net1(1-341),
Hisi\Net1(1-233)und "siNet1(234455) an Bereiche der rDNA zu analysieren, wurden steigiiegen

an Protein(0,0625 pg; 1 pg)mit 100 ng DNA inkubiert und auf ein Agarg3el aufgetragen. Es wurden
zwei rDNAAbschnitte getestet, zum einen ein 400 Basenpaare langesierat aus der NTSRegion,

zum anderen ein 400 Basenpaare langes Fragment aus der kodierenden REYNST(

nJ
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Zur Analyse der RNBindefahigkeit der NetEragmente wurden steigende Mengen #&motein
(0,0625 pgg 1 pg) mit 100 ng tRNA (Mix aus 80 BfRNA) inkubiert und auf ein Agaros@el
aufgetragen.

Fur die Kompetitionsanalyse zwischen DNAd RNABindung wurden steigenddllengen an
HisqNet1(1-233) (0,0625 pg 1 pg) mit 100 ng DNARDPN3T und 100 ng tRNMix inkubiert und auf ein

AgaroseGel aufgetragen.
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7. MATERIAL

7.1. Hefestamme

Name MAT Relevanter Genotyp Quelle

K699 a ade21, his311, 15, leuzs, 112, trp1l, ura3,ssdldelta?, Sammlung
canl-100, [psi+], ho

K700 h ade21, his311, 15, leuz3, 112, trptl, ura3, ssdldelta?, Sammlung
canl-100, [psi+], ho

W276 h his3, trpl, uradbh2::URAdexAop-lacZ, leu2::pLEURXAOpP Sammlung

W7178 NET1Flag12HIS3MX6 Sammlung

w9202 a NETIMycO-TRP1(K.l.) barldelta::natMX4 Sammlung

W10700 a NET1GFPHIS3MX6 HMO3mCherrnyURA3 diese Arbeit

W10702 a NET1GFPHIS3MX6 HMO3mCherrnyURA3 diese Arbeit
fobldelta::kanMX6

W10706 a FOBiMycl13kanMX6 diese Arbeit

W11397 | k h NET#Flagl2HIS3MX6 NEMIycOTRP1 (K.l.) diese Arbeit
BAR1/barldelta::natMX4

W11398 a CDC1Mycl3kanMX6 diese Arbeit

W11402 a SIR2Myc13kanMX6 diese Arbeit

W11408 a NET1Flagl12HIS3MX6 RPA43ycl3kanMX6 diese Arbeit

W12509 - K h NET1/netldelta::HIS3MX6 leu2/leu2::pTHEHFRP diese Arbeit
NET1(1052189HCYELEU2

W12512 - K h NET1/netldelta::HIS3MX6 leu2/leu2::.pTHEHFRP diese Arbeit
NET1(1052189HCYELEU2

W12533 - K " NET1/NET1¢455)Flag12HIS3MX6leu2/leu2::pTEFBFP  diese Arbeit
NET1(1052189HCYELEU2

W12566 - K " NET1/NET-Flagl2HIS3MX6 CDC14/CDMycl3 diese Arbeit
kanMX6

W12567 - K M NET1/NET1€272)}Flagl2HIS3MX6 CDC14/CDd\ycl3 diese Arbeit
kanMX6

W12568 - K h NET1/NET1¢693)Flag12HIS3MX6 CDC14/CD@gcl3  diese Arbeit
kanMX6

W12569 - K " NET1/NET1¢55)Flag12HIS3MX6 CDC14/CDdMyc13  diese Arbeit

kanMX6
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W12570

W12571
W12572

W12573

W12574

W12575

W12576
W12577

W12578

W12579

W12580

W12902

W12903

W13067

W13068

W13070

W13071

W13072
W13073
W13215

W13468

NET1/NET1¢(B41)YFlagl2HIS3MX6 CDC14/CD@acl3
kanMX6

NET1/NET-Flag12HIS3MX6SIR2/SIRRyc13kanMX6

NET1/NET1¢272)Flagl2HIS3MX6 SIR2/SHR®c13
kanMX6

NET1/NET1¢(693)Flagl2HIS3MX6 SIR2/SHRBc13
kanMX6

NETL1/NETL1¢(455)Flag12HIS3SMX6SIR2/SIRRyc13
kanMX6

NET1/NET1¢(R41)Flagl2HIS3MX6 SIR2/SHRB/Cc13
kanMX6

NET1/NET-Flag12HIS3MX6 FOB1/FOBlyc13kanMX6

NET1/NET1¢272)Flag12HIS3MX6FOB1/FOBMycl3
kanMX6

NET1/NET1(693)Flagl2HIS3MX6 FOB1/FOBIycl3
kanMX6

NET1/NETL1¢455)Flagl2HIS3MX6 FOB1/FOBIycl3
kanMX6

NET1/NET1¢(R41)Flagl2HIS3IMX6FOB1/FOBMycl3
kanMX6

leu2/leu2::pTEREIag3NET1(10521891CYELEU2
RPA43/RPA4Blyc13kanMX6

leu2/leu2::pTEREIag3NET1(10521891CYELEU2
RPA43/RPA4Blyc13kanMX6

tCYCHCYCL::pTEGEPNET1(MDMLEU2 NOP56/NOPR5E
3mCherryURA3 FOB1/fobldelta::kanMX6

tCYCNHCYCL::pTEGEPNET1(MDMLEU2 NOP56/NOP5E
3mCherryURA3 RPA12/rpal2delta::kanMX6

tCYCNCYCL::pTEGEPNET1(MTDLEU2 NOP56/NOP56
3mCherryURA3 FOB1/fobldelta::kanMX6

tCYCNHCYCL::pTEGEPNET1(MTDLEU2 NOP56/NOP56
3mCherryURA3 RPA12/rpal2delta::kanMX6

leu2::pTEREIag3NET1(MDMJCYCGLEU2
leu2::pTEREIag3NET1(MDMICYGLEU2

leu2::pNETNET1{-341}GFPLEU2 trpl::pTER@Cherry
SWI5(S/A-Myc13tCYCITRP1

tCYCL::pNETIET1(1341)GFRICYCIEU2

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit

Sammlung

diese Arbeit
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W13469
W13470
W13477
W13478
W13479
W13484

W13485

W13486

W13487

W13488

W13489

W13491

W13499

W13500

W13533

W13534

W13535

W13536

W13537

W13538

tCYC1:pNETMET1(1341)GFPICYCAEU2
tCYC1:pNETET1(1341)GFPCYCAEU2
tCYC1:pNETET1(1147)GFPCYCALEU2
tCYC1:pNETMET1(1147)GFPICYCALEU2
tCYC1:pNETMET1(1147)GFPICYCALEU2

leu2::pNETNET1(1147)GFFTCYGLEU2 trpl::pTEF2
MCherrySWI5(S/AMycl3tCYCITRP1

NatNT2pTEFINETL leu2::pNETNET1(1147)GFPTCYCL
LEU2 trpl::pTEFACherrySW5(S/AYMycl13tCYCITRP1

NatNT2pTEFINET1(234.189) leu2::pNETUET1(4147)
GFPTCYCGLEU2 trpl::pTERFECherrySWI5(S/AMycl3
tCYCITRP1

leu2::pNETNET1(1196)GFFTCYGLEU2 trpl::pTEF2
mCherrySWI5(S/AMyc13tCYCITRP1

NatNT2pTEFINETL leu2::pNETNET1(1196)GFPTCYCGL
LEU2 trpl:pTERBCherrySWIS(S/AMyc13tCYCITRPL

NatNT2pTEFINET1(234.189) leu2::pNETHET1(21196)
GFPTCYGLEU2 trpl::pTERF2CherrySWI5(S/AMycl3
tCYCITRP1

leu2/leu2::pTEREIag3NET1(1052189}CYE.EU2
ADE2/ade?2

tCYC1::pNETET1(1196)GFRCYCILEU2 NOP56
3mCherryURA3

tCYCL::pNETET1(1196)GFPICYCIEU2 NOP56
3mCherryURA3 fobldelta::kanMX6

NET1/NET-GFPHIS3MX6 NOP56/NORSGCherrflJRA3
ADE2/ade?2

NET1/NET1¢1051}GFPHIS3MX6 NOP56/NOR56
3mCherryURA3

NET1/NET1¢272)GFPHIS3MX6 NOP56/NOR56
3mCherryURA3

NET1/NET1¢(693)}GFPHIS3MX6 NOP56/NOR56
3mCherryURA3

NET1/NET1¢55)GFPHIS3MX6 NOP56/NOR56
3mCherryURA3

NET1/NET1¢B41)GFPHIS3MX6 NOPS56/NOR56
3mCherryURA3

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

dieseArbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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W13539

W13680

W13681

W13682

W13684

W13761

W13768
W13771

W13773

W13774

W13775

W13789
W13790

W13791
W13792

W13794

W13893

W13894

W13920

[ kN

NET1/NET1¢233)GFPHIS3MX6 NOPS56/NOR56
3mCherryURA3

leu2::pNETNET1(1233}GFPRICYCAEU2 trpl::pTEF2
mCherrySWI5(S/AMyc13tCYCITRR

leu2::pNETINET1(1233}GFPICYCAEU2 trpl::pTEF2
MCherrySWI5(S/AMycl13tCYCITRP1 natNFRATEF1
NET1

leu2::pNETNET1(1233)GFRCYCA.EU2 trpl::pTEF2
MCherrySWI5(S/AMycl3tCYCITRP1natNT2pTEFL
NET1(2341189)

NET1/NET1¢233)}Flagl2HIS3MX6 CDC14/CD@aycl3
kanMX4

NET1/NET1¢233)}Flagl2HIS3MX6 leu2/leu2::pTEBEP
NET1(1052189)LEU2

ura3::pGALINET1(23455)Flag3tCYCIURA3

ura3/ura3::pGALNET1(23455)Flag3tCYCAJRA3
CDC14/CDCiMycl13kanMX6

ura3::pGALINET1(1233)Flag3tCYCURA3 CDC14
Myc13kanMX6

ura3::pGALINET1(23455)Flag3tCYCIURA3 CDC14
Myc13kanMX6

ura3::pGALINET1(#455)Flag3tCYCURA3 CDC14
Myc13kanMX6

ura3::pGALNET1(23455)Flag3tCYCIURA3

ura3ura3::pGALINET1(23455)S385EFlag3tCYCAJRA3
CDC14/CDCiMyc13kanMX6

ura3::pGALINET1(23455)Flag3tCYCARA3

ura3/ura3::pGALINET1(23455)54470Flag3tCYCAIRA3
CDC14/CDCiMyc13kanMX6

ura3::pGALIMyYc3NET1(23455)YEGHRCYCURA3
trpl::pTEFZNCherrySWI5E/A)-Mycl13tCYCITRP1
ura3::pGALINET1(23455)S385D S447Hag3tCYC1
URA3

ura3/ura3::pGALNET1(23455)S385D S447Elag3
tCYCAURA3CDC14/CDCMyc13kanMX6

NET1/NET1¢1189)Flag12HIS3MX6 NOP56/NOR56
3mCherryURA3 CDC14/CDCREPLEU2

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Sammlung

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Sammlung

Sammlung

Sammlung

Sammlung

Sammlung

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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W13921

W13922

W13923

W13969
W13970

W13971

W13972
W13973
W13974

7.2. Medien

NET1/NET1¢455)Flag12HIS3MX6 NOP56/NOR56
3mCherryURA3 CDC14/CDCE#HPLEU2

NET1/NET1¢B41)Flag1l2HIS3MX6 NOP56/NOR56
3mCherryJURA3 CDC14/CDCE#PLEU2

NET1/NET1¢233)Flag12HIS3MX6 NOP56/NOR56
3mCherryJRA3 CDC14/CDCE#HPLEU2

NET1/NET-Flagl12HIS3MX6 FOB1/B@Mycl3kanMX6

NET1/NET1(R41)Flagl2HIS3MX6 FOB1/FOBIycl3
kanMX6

NET1/NET1¢233)Flagl2HIS3MX6 FOB1/FOBIycl3
kanMX6

NET1/NET-Flagl2HIS3MX6 ADE2/ade2
NET1/NET1¢B41)Flag1l2HIS3MX6 ADE2/ade2
NET1/NET1¢233)Flagl2HIS3MX6 ADE2/ade2

7.2.1.Bakterienmedium

LBMedium

Bacto Trypton 10 g/l
BactoYeast Extrac 549/
NacCl 10 g/l

NaOH 0,3mM

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

Zur Herstellung von Agarplatten wurden dem Medium vor dem Autoklavieren 1,7 % Agar zugesetzt.

Zur Selektion auf Antibiotikaresistenz wurde dem Medium nach dem Autoklavieren und Abkiihlen
Ampicillin  (Stammlésung 100 mg/ml in 50% Ethan®ly R1 2y 1 Sy G NI GA2Yy wmnn
| Kt 2N} YLIKSYAO2¢ {0l YYfl &dzy3 pn Y3k YT AY 9GKIFY

o0l 6@
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7.2.2.Hefemedien

X¥Volimedium BactoPepton 20 g/l
BactoYeast Extract 10 g/l
Adenin 0,1 g/l
Tryptophan 0,2 g/l
KRPO 10 mM
Zucker (nach dem Autoklavieren 20 g/l

Selektivmedium 10x Yeast Nitrogen Base (YNB) 100 ml/l
10x Drop Out5 100 ml/I
Zucker 20 g/l
Adenin 50 mg/l
Histidin 50 mg/Il
Leucin 100 mg/I
Tryptophan 100 mg/l
Uracil 50 mg/l

Folgende Zucker wurden verwendet (autoklavierte Stammldsungen): 20% Glukose, 20% Galaktose,
10% Raffinose, 10% Saccharose. Zur Herstellung von Mediumsplatten wurden dem Flissigmedium
1,7%Agar (w/v) zugesetzt.

Zur Selektionauf Auxotrophiemarker wurde Selektivmedium ohne die entsprechenden Aminoséauren
oder Basen verwendet. Zur Bezeichnung der Medien wurden folgende Abklrzungen gewahlt: Ade (A)=
Adenin, His (H) = Histidin, Trp (T) = Tryptwpheu (L) = Leucin, Ura (U) = Uracil.

Zur Selektion Uber die G4Resistenz wurden folgende Konzentrationen eingesetzt: 500 pg/mi

(W303) und 200 pg/ml (S288c).
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live cell imaging

MikroskopieAgar

Prasporulationsmedium

(sterilfiltriert)

Sporulationsmedium

(sterilfiltriert)

Verwendete Stammldsungen zur Herstellung von Hefemedien:

Adenin
Histidin
Tryptophan
Leucin
Uracil

10x Yeast Nitrogen Base (YNB)
10x Drop Out ++
Glukose

Bacto Pepton
Bacto Yeast Extract
Glukose
Adeninsulfat

Bacto Yeast Extract
Glukose
Kaliumacetat

10x Drop Out ++

Adeninsulfat

100 ml/I
100 ml/I
20 g/l

3g/
8 g/l
100 g/l
50 mg/l

1g/
0,5 g/l
10 g/l
10 ml/

5 g/
5g/
10 g/l
10 g/l
2,5 g/l
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10x Drop Out5

10x Drop Out ++

G418

20% Glukose
20% Galaktose
10% Raffinose
10% Saccharose

10x YNB

Alanin
Arginin
Asparagin
Aspartat
Cystein
Glutamin
Glutamat
Glycin
(myo)Inositol
Isoleucin
Lysin
Methionin
p-Aminobenzoesaure
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tyrosin

Valin

10x Drop Out5 mit:
Adenin

Histidin
Tryptophan

Leucin

Uracil

G418Sulfat

GlukoseMonohydrat
Galaktose
Raffinose
Saccharose

Yeast Nitrogen Base
Ammoniumsulfat

0,59/l
0,5 g/l
0,5 g/l
1,0 g/l
0,5 g/l
0,5 g/l
1,0 g/l
0,5 g/l
0,5 g/l
0,5 g/l
0,5 g/l
0,5 g/l
0,05 g/l
0,5 g/l
0,5 g/l
1,0 g/l
1,0 g/l
0,5 g/l
1,0 g/l

0,5 g/l
0,5 g/l
1,0 g/l
1,0 g/l
0,5 g/l

200 mg/ml

20 g/l
20 g/l
10 g/l
10 g/l

17 g/l
50 g/l
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7.3. Puffer und Lésungen

EasyPregPuffer

HisWaschpuffer

HisElutionspuffer

<Phosphatasepuffer

2x LSB

(Laemmli sample buffer

10x DNALadepuffer
(10x LP)

MBRWaschpuffer

Tris/HCI pH 8,0
EDTA
Saccharose
Lysozym
RNAse A

BSA

Natriumphosphatpuffer pH 8,0

NaCl
Imidazol

Natriumphosphatpuffer pH 8,0

NaCl
Imidazol

HEPES pH 7,5
MnCI
DTT

Tris/HCI pH 6,8
SDS

Glycerin
Bromphenolblau

I -Mercaptoethanol

Glycerin

EDTA

Tris/HCI pH 7,8
Bromphenolblau
Xylencyanol

Tris/lHCbH 7,4
NacCl

EDTA

DTT

10 mM
1mM

150 mg/ml
2 mg/ml
0,2 mg/ml
0,1 mg/ml

50 mM
300 mM
10 mM

50 mM
300 mM
250 mM

50 mM
2 mM
5mM

120 mM
40mg/mi
200 mg/ml
400 pg/ml
100 pl/ml

50%
1mM

10 mM
2,5 mg/mi
2,5 mg/mi

20 mM
200 mM
1mM
1mM
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MBREIlutionspuffer

NovozymMedium

pNPPPuffer

PEGI/LiAc

Ponceau S

Puffer 3

50x TAE

10x TBS

Tris/HCI pH 7,4
NaCl

EDTA

DTT

Maltose

Sorbitol
Tris/HCI pH 7,5
EDTA

DTT

Novozym

Imidazol pH 6,9
EDTA

DTT

pNPP

10x TE
1M LiAc pH 7,5
50% Polyethylenglykol 3350

Ponceau S
Eisessig

NaCl

Tris/HCI pH 7,5

NaF

EDTA

Igepal CA30

i -Glycerolphosphat (optional)

TrisBase
EDTA
pH 8,0 mit Eisessig einstellen

TrisBase
NacCl
pH 7,6 mit HCI einstellen

20 mM
200 mM
1 mM

1 mM
10 mM

1 mM
10 mM
1 mM
50 mM
2 mg/ml

50 mM
1 mM
1 mM
20 mM

100 pl/ml
100 pl/ml
800 pl/ml

10 mg/ml
50 ml/l

150 mM
50 mM
50 mM
5mM
0,1%
60 mM

2 mM
50 mM

200 mM
1,37 M
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TBST 10x TBS 100 ml/l
10% Tween20 10 mi/l
10x TE Tris/HCI pH 7,5 100 mM
EDTA 10 mM
TE/LIAC 10x TE 100 pl/ml
1MLIACpH 7,5 100 pl/ml
TE/EDTA/SDS Tris/HCI pH 7,5 50 mM
(zur Praparation EDTA 20 mM
genomischer DNAus
Hefe) SDS 10 mg/ml
Transferpuffer Glycin 2,99/l
TrisBase 5,8 g/l
SDS 0,37 g/l
Methanol 100 ml/I
10x TurbeLRB Glycin 9,46 M
TrisBase 250 mM

7.4. Software und Makros

7.4.1.VerwendeteProgramme, Datenbanken und Internetressourcen

Axio Vision LE Rel. 4.8.1 Carl Zeiss Vision

BioEdit Sequence Alignment Editor Tom Hall Ibis Biosciences
BLAST blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
CLGSequence Alignment Editor CLCbio/Qiagen

Clone Manager 6 Sci Ed Central

Corel Draw Graphics Suite X4 & X6 Corel Corporation

EndNote v7 Thomson ISI Resea®bit

GIMP 2.8 Spencer Kimball, Peter Mattis
HHpred toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred
Microsoft Office 2013 Microsoft Corporation
NCBIDatenbanken www.ncbi.nlm.nih.gov
NLSmapper nlsmapper.iab.keio.ac.jp/
ImageJ Rasband, W.S., UMational Institutes of Health

Odyssey Infrared Imaging System LFCOR Biosciences GmBH


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Reverse Complement http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html|
SaccharomyceSenome Database (SGD) www.yeastgenome.org

Schizosaccharomyces ponibatabase www.pombase.org

Ulead Photolmpact X3 Corel Corporation

7.4.2.lmagedMakros
7.4.2.1 Moviesvon Einzelzellen: DIG Cherry¢ GFR; merge(mit Rahmen)

t=x;

Z=X;
red="xxx3mCherry";
green=%xxGFP";

T T T

getDimensions(w, h, ¢, s, f);
wW2=w+2;
h2=h+2;

selectWindow("d");
run("EnhanceContrast"”, "saturated=0.01 normalize normalize_all use");
setMinAndMax(0, 65000);
run("RGB Color");
run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center");
run("Colors...", "foreground=black background=white selection=white");
run("Time Stamper”;starting=0 interval=t x=10 y=15 font=12 decimal=0-atiised
or=min");

selectWindow("r");
run("Enhance Contrast", "saturated=0.01 normalize normalize_all use");
setMinAndMax(0, 65000);
run("RGB Color");
run("Colors...", "foreground=whitbackground=white selection=white");
run("Event Stamper”, "text="+red+" starting=1 end=s x=10 y=15 font=12"),
run("Duplicate...”, "title=rr duplicate range=d");
run("Colors...", "foreground=red background=white selection=white");
run("Event Stamper"text="+red+" starting=1 end=s x=10 y=15 font=12");

selectWindow("g");
run("Enhance Contrast", "saturated=0.01 normalize normalize_all use");
setMinAndMax(0, 65000);
run("RGB Color");
run("Duplicate...", "titte=gg duplicate rangesl);
selectWindow("g");
run("Colors...", "foreground=white background=white selection=white");
run("Event Stamper", "text="+green+" starting=1 end=s x=10 y=15 font=12");
selectWindow("gg");
run("Colors...", "foreground=green background=wtdtdection=white");
run("Event Stamper", "text="+green+" starting=1 end=s x=10 y=30 font=12");
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non

run("Merge Channels...", "red=rr green=gg blue=*None* gray=*None* keep");
run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center");
rename("RGB");

selectWindow("d");

run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center");
selectWindow("r");

run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center");
selectWindow("rr");

run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center");
selectWindow("g");

run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center");
selectWindow("gg");

run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center"),
run("Stack Combiner", "stackl=d stack2=r");

run("Stack Combiner”, "stackl=g stack2=RGB");
run("Duplicate...”, "title®0 duplicate range=%");

run("Stack Combiner", "stackl=[Combined Stacks] stack2=00");

147
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7.4.2.2 Movies von Einzelzellen: Dd@herryc GFR; merge (mit Schleife und Speicherung)

t=x;

73X
red="xxx3mCherry";
green=%xxGFP",
Film="%xx ";
a="d.tif";

b="r.tif";

d="g.tif";

T T i

for (i=1;i<3;i+=1)

{

getDimensions(w, h, c, s, f);
W2=w+2;

h2=h+2;

selectWindow(i+a);
run("Enhance Contrast", "saturated=0.01 normalize normalize_all use");
setMinArdMax(0, 65000);
run("RGB Color");
run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center");
run("Colors...", "foreground=black background=white selection=white");
run("Time Stamper"”, "starting=0 interval=t x=10 y=15 font=12 decimal=tahased
or=min");
rename("d");

selectWindow(i+Db);
run("Enhance Contrast", "saturated=0.01 normalize normalize_all use");
setMinAndMax(0, 65000);
run("RGB Color");
run("Colors...", "foreground=white background=white selection=white");
run("EventStamper”, "text="+red+" starting=1 end=s x=10 y=15 font=12");
rename("r");
run("Duplicate...", "title=rr duplicate range=),

run("Colors...", "foreground=red background=white selection=white");
run("Event Stamper", "text="+red+" starting=1 end=s&y%15 font=12");

selectWindow(i+d);
run("Enhance Contrast", "saturated=0.01 normalize normalize_all use");
setMinAndMax(0, 65000);
run("RGB Color");
rename('g");
run("Duplicate...", "titte=gg duplicate rangesl);
selectWindow("g");

"o

run("Colors..", "foreground=white background=white selection=white");

"non

run("Event Stamper", "text="+green+" starting=1 end=s x=10 y=15 font=12"),
selectWindow("gg");

run("Colors...", "foreground=green background=white selection=white");

run("Event Stamper"text="+green+" starting=1 end=s x=10 y=30 font=12");
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run("Merge Channels...", "red=rr green=gg blue=*None* gray=*None* create");
run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center");
rename("RGB");

selectWindow("d");

run("Canvas Size...", "wiltew2 height=h2 position=Center");
selectWindow("r");

run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center"),
selectWindow("g");

run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center"),
run("Stack Combiner", "stack1l=d stack2=r");

rename("links");

run("Stack Combiner”, "stackl=g stack2=RGB");
rename("rechts");

run("Stack Combiner”, "stack1=links stack2=rechts");
rename(Film+i);

saveAs("Tiff");

close();

}
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7.4.2.3 Movies Ubersicht (automatische Offnung und Speicherung)

dir1="201210-23"

dir2="201210-23 W1221900009.tif_Files"
dir3="Auswertung"

dir4="201210-23 W122190009"
dir5="Projektionen"

name="201210-23 W122190009"

t=x;

=X
red="xxx3m-Cherry";
green=%xxGFP",

T T T

run("lmageSequence...", "open=[BKathh\"+dirl+\\"+dir2+\] number=1801 starting=1
increment=1 scale=100 file=c01.tif or=[] sort");

saveAs("Tiff", "DVKathi\"+dirl+\\"+dir3+'\\"+dir4+'\\"+name+"_DIC.tif");

run("Grouped Stack Projector", "group=z projectionsdfage Intensity]");

saveAs("Tiff", "DNKathi\"+dirl+"\\"+dir3+'\\"+dir4+"\\"+dir5+\\"+name+"_DIproject.tif");
rename("DIC");

run("lmage Sequence...", "open=[EKathh\"+dirl+\\"+dir2+\] number=1801 starting=1
increment=1 scale=100 file=c02.tif=g} sort");

saveAs("Tiff", "D\Kathh\"+dirl+\\"+dir3+\\"+dir4+\\"+name+"_Cherry.tif");
run("Grouped Stack Projector"”, "group=z projection=[Max Intensity]");

saveAs("Tiff", "D\Kathi\"+dir1+\\"+dir3+'\\"+dir4+\\"+dir5+\\"+name+"_Chermproject.tif");
rename("Cherry");

run("lmage Sequence...", "open=[EKathh\"+dirl+\\"+dir2+"\] number=1801 starting=1
increment=1 scale=100 file=c03.tif or=[] sort");

saveAs("Tiff", "D\Kathi\"+dir1+\\"+dir3+\\"+dir4d+\\"+name+"_GFP.tif");

run("Grouped StackrBjector", "group=z projection=[Max Intensity]");

saveAs("Tiff", "D\Kathh\"+dirl+\\"+dir3+\\"+dir4+\\"+dir5+\\"+name+"_GHproject.tif");
rename("GFP");

getDimensions(w, h, c, s, f);
w2=w+5;
h2=h+5;

selectwWindow("'DIC");
run("Enhance Contrast", asurated=0.01 normalize normalize_all use");
setMinAndMax(0, 65000);
run("RGB Color");
run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center");
run("Colors...", "foreground=white background=white selection=white");
run("Time Stamper", "starting=@terval=t x=10 y=50 font=40 decimal=0 aalinsed
or=min");
run("Duplicate...", "titte=01 duplicate range=sl);

selectWindow("Cherry");
run("Enhance Contrast", "saturated=0.01 normalize normalize_all use");
setMinAndMax(0, 65000);
run("RGB Color");
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run("Colors...", "foreground=red background=white selection=white");
run("Event Stamper", "text="+red+" starting=1 end="+s+" x=10 y=50 font=42");
run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center");
run("Duplicate...", "title=02 duplicate raegls");

selectWindow("GFP");
run("Enhance Contrast", "saturated=0.01 normalize normalize_all use");
setMinAndMax(0, 65000);
run("RGB Color");
run("Colors...", "foreground=green background=white selection=white");
run("Duplicate...", "title=03luplicate range=%5");
run("Duplicate...", "title=03a duplicate ranges1);
run("Event Stamper", "text="+green+" starting=1 end="+s+" x=10 y=50 font=42");
run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center");
selectWindow("03");
run("Event Stmper", "text="+green+" starting=1 end="+s+" x=10 y=100 font=42");
run("Canvas Size...", "width=w2 height=h2 position=Center");

run("Merge Channels...", "red=02 green=03 blue=*None* gray=*None* keep");
saveAs("Tiff", "DVKathh\"+dirl+'\\"+dir3+"\\"+dird+"\\"+name+"_merge.tif");
rename("RGB");

run("Stack Combiner”, "stack1=01 stack2=02");

run("Stack Combiner", "stack1=03a stack2=RGB"),

run("Duplicate...”, "title=05 duplicate range=sl);

run("Combine...", "stackl=[Combined Stacks] stack2=05 combine");

saveAs("Tiff", "DA\Kathh\ "+dirl+\\"+dir3+\\"+dir4+\\"+name+"_Combined Stacks.tif");
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7.4.2.4 Abstandsmessung zweier punktférmiger Signale (z.B. Spindelpolkdrper)

z=nResults;

for (n=0; n<z; n++)
{
I=getResult("XM",n);
List.set(n,l);
m=getResult("YMHh);
r=n+1000;
List.set(r,m);

}

z=nResults;

for (n=0; n<z; n++)
{

x1=List.get(n);
x1l=parseFloat(x1);
r=n+1000;
yl=List.get(r);
yl=parseFloat(yl);
n=n+1,

r=n+1000;
x2=List.get(n);
x2=parseFloat(x2);
u=n+1000;
y2=List.get(r);
y2=parseFloat(y2);
¢ =sqrt((y2y1)*(y2yl) + (xX1)*(x2x1) );
w=n+2000;
List.set(w,c);

}

f = "[Distances]";
run("Table...", "name="+f+" width=500 height=600");
print(f, "\\Headings: XN\ tY N tX2AtYAtDistance(pixeltDistance(um)");
for (n=0; n<z; n++)
{

x1=List.get(n);
x1=pargFloat(x1);
r=n+1000;
yl=List.get(r);
yl=parseFloat(y1l);
n=n+1;

r=n+1000;
x2=List.get(n);
x2=parseFloat(x2);
u=n+1000;
y2=List.get(r);
y2=parseFloat(y2);
w=n+2000;
c=List.get(w);
cp=parseFloat(c);
d=(cp*102/1000);
print(f, n +%t" + x1 + " + y1 + \t" + x2 + 't" + y2 + \t" +c + {t" +d);
}
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9. ANHANG
9.1 Sequenzvergleich Neterwandter Proteine aus anderen Hefen
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Abb. 91: Sequenzvergleich Net¢erwandter Proteine

Das Alignment demM-terminalen Bereiche demMetl-Homologen ausSaccharomyces cerevisid8.c),
Saccharomyces arborico{&.a), Candida glabratdC.g), Vanderwaltozyma polyspor@/.p), Kluyveromyces
lactis(K.I) undAshbya gossip{A.g) wurde mit ClustalOmegarstellt. Die Konservierung der Sequenz ist z
einen durch die Clust&ewertung unter der Sequenz angegeben (* identisch, : sehr ahnlich, . &hnlioh’
anderen durch die farbliche Unterlegurfd ilentisch,A 5 von 6 Positionen identisci 4 von 6 Posionen
identisch)

9.2 Erganzungen zu den Ergebnissen

9.2.1 Lokalisation von Net1(110)-GFP und Net1(69)-GFP

a NET1 pNET1-NET1(1-110)-GFP
DIC
Proteinlevel
nicht nachweisbar:
Net1(1-110)_1
Net1
(1-110)
DIC
Proteinlevel
nachweisbar:
Net1(1-110)_3
Net1
(1-110)
b
NET1 pNET1-NET1(1-69)-GFP
DIC
Proteinlevel
nicht nachweisbar:
Net1(1-69)_4
Net1
(1-69)
DIC
Proteinlevel
nachweisbar:
Net1(1-69)_5
Net1

(1-69)
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—— Net1(1-110)FP
L Net1(1-69)67°

Abb. 92: Lokalisation von Net1(4L10}GFP und Net1(69)GFP und Vergleich der Proteinmenge

Zwei Transformanden voa, NET1tCYCL::;pNETET1(1110-GFRICYCAEU2und b, NET1 tCYCL::pNET
NET1(169)-GFRtCYCA_EU2 wurden unter identischen Bedingungen am Fluoreszenzmikroskop unters
Der Mal3stabsbalken betragt 5 um. Gezeigt sind in Reihe 1 jeder Einheit die Zellmap(idlGy und in Reih
2 das GHFluoreszenzsigndh der oberen Halftgeder Abbildungsind Zellen eines Transformanden mit nic
nachweisbarem Proteinlevel abgebildet, in der unteren Halfte war im Western Blot Protein nachweisbi
c, Die in deMikroskopie verwendeten Stamme wurden hinsichtlich ihres Proteingehaitsi@FPANtikdrper

im Western Blountersucht.

9.2.2 Aggregatbildung von Net1{233) und Net1(1196)

a
NET1 pNET1-NET1(1-233)-GFP
DIC
W13471
Proteinlevel hoch
Net1
(1-233)
AV
o
DIC .
W13472
Proteinlevel mittel — Net1(1-233)6FP
Net1
(1-233)
DIC
W13473
Proteinlevel gering
Net1

(1-233)
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b NET1 pNET1-NET1(1-196)-GFP
DIC
W13474
Proteinlevel hoch
Net1
(1-196)
A AL A©
GRS
DIC NN
W13475 I
Proteinlevel mittel 46— - Net1(1-196)57
Net1 pr——
(1-196) - -
DIC
W13476
Proteinlevel gering
Net1

(1-196)

Abb.9.3: Lokalisation von Net1(2233>GFRund Netl(12196}GFFn haploiden Zellen

a, Die Stamme W13471 (hohes Expressionslevel), W13472 (mittleres Expressionslevel) und W13473 (
ExpressionslevelNET1 tCYCL::pNENET1(1233)-GFRICYCAEU2 wurden unter identischen Bedingunge
am Fluoreszenzmikroskamtersucht. Der Mafstabsbalken betragt 5 um. Gezeigt sind in Reihe 1 jeder E
die Zellmorphologie (DIC) und in Reihe 2 das-B&&reszenzsignal, von oben nach unten nimmt dabei
Proteinmenge ab. Die in der Mikroskopie verwendeten Stdmme wurdetZich hinsichtlich ihres
t NPGSAY3ISKIf (a AGFPAntRGHpEBr&Md/suchtf 2 G YA G h

b, Die Stamme W13473 (hohes Expressionslevel), W13474 (mittleres Expressionslevel) und W13475

(niedriges ExpressionsleveNET1 tCYC1::pNENET1(1196)-GFRICYCAEU2 wurden unter denselben
Bedingungen am Fluoreszenzmikroskop und im Western Blot untersucht.
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9.2.3 Lokalisation von Net1(23455)GFP

NET1 pGAL1-NET1(234-4595)

Net1
NLS (234-435)  merge

Abb.9.4: Lokalisation von Net1(23455)}GFP

Der Stamme W3794 (ura3::pGALMyc3NET1(23455)GFRICYCAURA3trpl::pTEF2NCherrySWI5(S/A)
Myc13tCYCITRP) wurde nach zweistiindiger Induktion deSAL1Promotors am konfokalen Mikrosko
untersucht. Gezeigt sind in Spalte 1 die Zellmorphologie (DIC), in Spalte 2 und 3 die Fluoreszenzsi
Kernmarker mCherryNLS und von Netl(23#65)GFP und in Spalte 4 die Uberlagerung d
Fluoreszenzsignale (merg&er Mal3stabsbalken betragt 5 um

9.24 Wachstumstests vVomWNET1(11051)Stdmmen

NET1(1-1189)-GFP
NET1(1-1051)-GFP
NET1(1-1051)-GFP
NET1(1-1051)-GFP
NET1(1-1051)-GFP
NET1(1-1051)-GFP
NET1(1-1051)-GFP

K699

Abb.9.5: Wachstumstests zum Vergleich haploidRET1(11051}GFPNachkommen

Sechs hploide Nachkommenaus der Tetradenanalysedes diploiden Ausgangssinms W13534
(NET1/NET1€1051)GFPHIS3MXAGNOP56/Nop58mCherrylJRA3 wurden auf XYiPlatten gespottet. Als
Referenz dienten ein haploider Nachkomme des diploiden Ausgangsstsvir3s3 (NET1/NET1(1189)-

GFPHIS3MXENOP56/Nop58mCherrfURA3 sowie der haploide Wildgstamm K699.
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9.25 Tetradenanalysen von NetYerkirzungsstammen mit Expression vorté&minalen NET1

Fragmenten

9.25.1 Expression VONET1(1052.189)

a
n nK
K K
nK | nK
K n n
b
nK n K
n,K
nK n
K | nK
C
K K K
n n | nK
n |nK
K n
d

n,K

n,K

n,K

K

n,K

NET1(1341)}Flag12HIS3MX6
leu2::pTEFZFPNET1(10521891CYCA.EU2

NET1(1341)Flag12HIS3MX6
leu2::pTERBFPNET1(1052189)tCYCAEU2

NET1(3693)Flag12HIS3MX6
leu2::pTEFRBFPNET1(10521891CYCALEU2

NET1(1693)Flag12HIS3MX6
leu2::pTERBFPNET1(1052189)tCYCI EU2

NET1(1972)Flag12HIS3MX6
leu2::pTEFBFPNET1(1052189)CYCLEU2

NET1(2972)Flag12HIS3MX6
leu2::pTEFREBFPNET1(10521891CYCALEU2

NET1(21051)Flag12HIS3MX6
leu2::pTEFRBFPNET1(10521894CYCAEU2

NET1(11051)}Flag12HIS3MX6
leu2::pTEFE&FPNET1(1052189CYCALEU2

Abb. 96: Net1(10521189) rettet den Wachstumsdefekt von Stammenit CGterminal verkirztemNET1
Die Stammea, NET1INET1(1341)-Flag12HIS3MX6leu2/leu2::pTEFBFPNET1(1052189HCYCILEU2 b,

W12539 (NETINET1(3693-Flagl2HIS3MX6
NET1NET1(1972)Flag12HIS3MX6

leu2/leu2::pTEREPNET1{05211894CYCLEUY, c,

leu2/leu2::pTEBFPNET1{052-1189}CYC4 EU2und d, W13762

(NETINET1(11051)Flag12HIS3MX6

sporuliert und einer Tetradenanalyse unterzogen.

leu2/leu2::pTEEFPNET1{0521189#CYCA EU2 wurden

Jeweils vier Tetraden pro Stamm wurden ausgewahlt, die Auswertung des relevanten Genotyps ist

schematisch gezeigt.




































