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Abkiirzungen

2 AbKkiirzungen

(m)A (Milli-) Ampere

AA Acrylamid

Abb. Abbildung

Ade Adenin

ADP Adenosin-diphosphat

AK Antikorper

Amp Ampicillin

APC engl. ,,anaphase promoting complex‘
API Aminopeptidase |

APS Ammoniumpersulfat

Arg Arginin

ATP Adenosin-triphosphat

ATPase Adenosin-triphosphatase

bp Basenpaare

BSA Rinder-Serum-Albumin (engl. ,,bovine serum albumin®)
bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
CM synthetisches Vollmedium

CPY Carboxypeptidase yscY

Cys Cystein

(k)Da (Kilo-) Dalton (1 Da=1 g/ mol)
ddH,O zweifach deionisiertes Wasser

d.h. das heil3t

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsdure

DNAase Desoxyribonuclease

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat (N = Adenosin, Guanosin, Cytidin, Thymidin)
DTT Dithiotreitol

El-Enzym  Ubiquitin-aktivierendes Enzym
E2-Enzym  Ubiquitin-konjugierendes Enzym
E3-Enzym  Substrat-erkennendes Enzym, Ubiquitin-Ligase

ECL engl. ,,Enhanced Chemoluminescence”
E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure-dinatriumsalz
engl. englisch

ER Endoplasmatisches Retikulum

Etc. etcetera

EtOH Ethanol

(n)Farad (Mikro-) Farad

Fas Fettsduresynthase

FBP Fructose-1,6-diphosphat

FBPase Fructose-1,6-bisphosphatase

5-FOA 5-Fluoro-orotsiure
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(m, w)g (Milli-, Mikro-) Gramm

Gal2p Galaktosepermease

Glc Glucose

GST Glutathion-S-Transferase

h Stunde

Ha Haemagglutinin

Ha-Ub epitopmarkiertes Ubiquitin, Ha-Ubiquitin
HCl Salzsdure

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-(2-ethansulfonsdure)
His Histidin

HOAc Essigsédure

HRPO Meerrettich-Peroxidase (engl. ,,horseradish peroxidase®)
IgG Immunglobulin G

kb Kilobasenpaare

KAN Kanamycin-resistenz Gen

(m, wl (Milli-, Mikro-) Liter

LB Luria-Bertani-Medium

Leu Leucin

LiAc Lithiumacetat

Lsg. Losung

(m)M (milli-) molar

MeOH Methanol

Met Methionin

min Minute

MV Mineralmedium

NC Nitrocellulose

nm Nanometer

ODeoo optische Dichte bei 600 nm

ORF offener Leserahmen (engl. ,,open reading frame*)
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

PGK 3-Phosphoglyceratkinase

PGPH peptidyl-glutamyl-peptid-hydrolysierend
PIPES Piperazin-N,N'-bis[2-ethansulfonséure]
PMSF Phenylmethansulfonylfluorid

Pro Prolin

RING engl. ,really interesting new gene*

RNA Ribonucleinsiure

RNase Ribonuclease

RT Raumtemperatur

S Sekunde

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

S. pombe Schizosaccharomyces pombe

SCF Skp1p/Cullin/F-Box-Komplex

SDS Natriumdocecylsulfat

S. p. Schizosaccharomyces pombe

TAE Tris / Acetat mit EDTA

TBS engl. ,, Tris buffered saline”

TBS-T engl. ,, Tris buffered saline with Tween 20”

TCA Trichloressigsdure
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TE Tris mit EDTA

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminoethan
Trp Tryptophan

Tween 20 Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
u.a. unter anderem

Ub Ubiquitin / Ubiquityl-Rest

UbA engl. ,,ubiquitin associated”

UbL engl. ,,ubiquitin-like”

Upm Umdrehungen pro Minute

Ura Uracil

usw. und so weiter

A% Volt

% (v/v) Volumenprozent

% (W/v) Massenprozent

WT Wildtyp

WT-Ub Wildtyp-Ubiquitin

Xg x-fache Erdbeschleunigung

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid
YPD Glucose-Vollmedium

z.B. zum Beispiel
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3 Einleitung

3.1 . cerevisiae als eukaryoter Modellorganismus

In hoheren Organismen ist die Untersuchung komplexer zelluldrer Prozesse schwierig.
Deshalb wurde eine Modellsystem fiir die eukaryontische Zelle gesucht, welches die
Untersuchung solcher Prozesse mit biochemischen, zell- und molekularbiologischen Mitteln
erlaubt und leicht zugénglich ist. Als idealer Organismus hierfiir hat sich die einzellige
Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae herausgestellt (Guthrie and Fink, 1991), welche dem
Menschen schon seit Jahrtausenden zur Herstellung von Nahrungs- und Genussmitteln wie
Brot und Bier dient. Im éltesten biotechnologischen Verfahren {iberhaupt, der alkoholischen
Gérung, fiihrt sie den anaeroben Abbau von Glucose zu Ethanol und Kohlendioxid durch.
Neben diesem anaeroben Stoffwechselweg kann die Hefe auch einen aeroben
Stoffwechselweg durchlaufen, bei welchem bei ausreichender Sauerstoffzufuhr die Glucose
vollstédndig zu Kohlendioxid oxidiert wird.

Der Aufbau dieser Hefezelle ist dem Aufbau von Zellen komplexerer Organismen sehr
dhnlich und auch die Hefeproteine sind mit den entsprechenden Proteinen hoherer
Organismen funktionell und strukturell nahe verwandt, so dass sich Ergebnisse der
Hefeforschung oftmals auch auf Sdugerzellen iibertragen lassen. Grundlegende zelluldre
Vorginge wie Genregulation, Proteinsynthese und —abbau und Sekretion, um nur einige
wenige zu nennen, sind von der Hefe bis hin zu Sdugerzellen in hohem Mal3e konserviert. Bei
der Untersuchung dieser und anderer Prozesse bietet die Hefezelle eine ganze Reihe von
Vorteilen gegeniiber einer Sdugerzelle:

Hefezellen konnen sowohl auf Agarplatten als auch in Fliissigkulturen relativ einfach
kultuviert werden, und das relativ schnelle Wachstum (Hefezellen verdoppeln sich etwa alle
90 min) ermoglicht die Anzucht groBlerer Zellmengen innerhalb relativ kurzer Zeit (1 — 2
Tage). Durch das relativ einfache DNA-Replikationssystem der Hefe bieten sich vielfdltige
Moglichkeiten zur Genom-Manipulation mit, im Vergleich zu Séugerzellen, sehr einfachen
Mitteln (Guthrie and Fink, 1991). Plasmide konnen unter Selektionsdruck in der Hefezelle
stabil gehalten werden. Fiir die Selektion werden meist auxotrophe Marker verwendet. Dafiir
werden Stimme verwendet, welche Mutationen in Genen tragen, die fiir die Biosynthese von
Nucleinbasen oder Aminosduren benotigt werden (Guthrie and Fink, 1991). Ferner sind eine

Vielzahl weiterer biochemischer, zell- und molekularbiologischer Methoden fiir die Hefe
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etabliert. Das Genom der Hefe ist mit 14000 kb auf 16 Chromosomen relativ klein. Es ist nur
ca. dreimal groBer als das von E. coli (4000 kb), aber deutlich kleiner als das menschliche
Genom (3500000 kb) (Stryer, 1995). Seit 1997 ist das komplette Hefegenom mit etwa 6000
Genen bekannt und im Internet frei zuginglich (Goffeau et al., 1997), wodurch das
molekularbiologische Arbeiten wesentlich vereinfacht wurde. Fiir etwa die Hélfte der Gene ist
eine biochemische Funktion bekannt.

Ein weiterer Vorteil von S. cerevisiae ist ihr haplodiplobiontischer Entwicklungszyklus. Sie
kann sowohl in haploider als auch diploider Form vorliegen. Haploide Zellen kénnen durch
Paarung in diploide Zellen umgewandelt werden. Umgekehrt erfolgt die Umwandlung zu
haploiden Zellen iiber Sporulation. Im Zuge der Mitose vermehren sich sowohl haploide als
auch diploide Zellen unter optimalen Kulturbedingungen. Dabei bilden die Zellen Knospen,
in welche die replizierten Chromosomen und Organellen eingelagert werden. Die Knospen
trennen sich danach von der Mutterzelle. Die Tochterzelle wichst bis zur GroBe der
Mutterzelle heran und beginnt ihrerseits dann einen neuen Knospungszyklus.

Bei haploiden Zellen der Hefe unterscheidet man wie bei hoheren Tieren und Pflanzen zwei
Geschlechtstypen, welche mit a und a bezeichnet und durch den ,,MAT-Locus* genannten
Genort bestimmt werden. Die Kreuzung zweier haploider Zellen unterschiedlicher Ge-
schlechtstypen ergibt eine diploide Zelle. Diese durchléuft bei Nahrstoffmangel eine Meiose.
Dabei bildet die Zygote einen Ascus mit 4 haploiden Sporen. Jeweils 2 dieser Sporen weisen
dann den Paarungstyp a und die anderen den Paarungstyp o auf.

In Medien mit ausreichender Glucosemenge steigt die Zahl der Hefezellen zunichst
exponentiell an (sog. logarithmische Phase). Wird allerdings die Glucosemenge limitierend,
so findet keine weitere Vermehrung mehr statt und die Zellen treten in die stationére Phase

ein (Rose and Harrison, 1987).

3.2 Proteolyse-Systeme der Hefe

Lebende Zellen zeichnen sich durch ein hochkomplexes System von katabolen und anabolen
Stoffwechselprozessen aus. Fiir die Aufrechterhaltung dieses Systems und dem damit
verbundenen Uberleben der Zelle, ist die Anpassung der Enzymausstattung und des
Metabolismus an sich stindig dndernde Umweltbedingungen unerlisslich. Dies ist nur durch
eine strenge und prazise Regulation von Enzymaktivititen und Enzymkonzentrationen

moglich. Hierfiir stehen den Zellen verschiedene Mechanismen zur Verfiigung. Durch
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Variation der Enzymaktivitdt und Affinitdt zum Substratprotein bzw. —molekiil durch z.B.
allosterische Wechselwirkungen, Bindung von Molekiilen (z.B. ATP, GTP) oder kovalente
Modifikationen, meistens Phosphorylierungen, kann eine schnelle Anpassung stattfinden.
Alle diese Méglichkeiten sind reversibel, konnen also bei einer Anderung der Bedingungen
wieder riickgidngig gemacht werden. Ein langsamere, allerdings auch nachhalterige Methode
der Regulation ist eine Beeinflussung der Proteinmenge. Diese kann entweder durch eine
Anderung der Neusynthese, welche auf der Ebene der Transkription und Translation
regeluliert werden kann, oder den Proteinabbau gesteuert werden.

Der Proteinabbau dient der Eliminierung von Proteinen, die nicht mehr funktionsfahig sind,
deren biologische Funktionen nicht mehr ldnger benétigt werden oder deren Anwesenheit bei
bestimmten Bedingungen schidlich ist. Die wichtigsten Abbausysteme der Hefe sowie aller
Eukaryontenzellen sind die Vakuole (Lysosom) und das im Cytosol und im Zellkern

vorkommende Proteasom.

3.2.1 Die Vakuole

In Eukaryoten entfillt ein betrdchtlicher Teil der intrazelluldren Proteolyse auf das Lysosom.
Die Vakuole der Hefe S. cerevisiae, die dem Lysosom hoherer Eukaryoten entspricht, ist ein
saures, von einer Membran eingehiilltes Kompartiment, dem vor allem die unspezifische
Degradation von Proteinen unter Néhrstoffbegrenzung sowie langlebiger Proteine
zugeschrieben wird (Jones, 1984; Klionsky and Emr, 1990; Teichert et al., 1989). Uber
Transportwege wie die Autophagocytose (Egner et al., 1993; Takeshige et al., 1992) und die
Endocytose (Riezman, 1985; Riezman, 1993) werden Makromolekiile (Proteine, Lipide,
Polysaccharide, usw.) und ganze Organellen (z.B. Mitochondrien) (Thumm and Wolf, 1998)
in die Vakuole befordert und dort hydrolysiert. Eine Vielzahl von unspezifischen Proteasen
gelangt iiber den sekretorischen Transportweg in dieses Organell. Sie werden innerhalb der
Vakuole von Proteinasen gereift (Klionsky et al., 1990). Zu den wichtigsten und aktivsten
vakuoldren Enzymen gehoren die Proteinasen yscA und yscB. Sie sind an der Reifung ihrer
inaktiven Vorldaufermolekiile und vieler anderer Hydrolasen beteiligt sind . Weitere Beispiele
vakuolérer Proteinasen sind die Carboxy-peptidasen yscY und yscS und die Aminopeptidase
I. Letztere bildet eine Ausnahme, da sie nicht iiber den sekretorischen Weg sondern iiber
Autophagozytose oder den cvt-Weg in die Vakuole transportiert und dort gereift wird (Baba
et al., 1997; Scott et al., 1997, Thumm, 2000). Durch die Kompartimentierung der
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hochaktiven Proteinasen ist eine direkte strenge Kontrolle dieser Enzyme nicht nétig. Die
Kontrolle findet im Rahmen des Imports von abzubauenden Molekiilen in die Vakuole statt.
Neben dem Protein- und Makromelekiilabbau dient die Vakuole noch als Speicherorganell fiir
Aminoséduren und zahlreiche Ionen (z.B. Kalzium- und Phosphationen). AuBlerdem spielt sie
eine wichtige Rolle bei der Sporulation, der Osmoregulation und der pH-Homeostase

(Klionsky et al., 1990).

3.2.2 Das Proteasom

Das Proteasom ist ein multimerer Protease-Komplex, der sowohl im Zytosol als auch im
Zellkern vorkommt. Es besteht aus dem ca. 700 kDA grofen und proteolytisch aktiven 20S-
Proteasom, einem zylindrischen Kernpartikel, und zwei regulatorischen 19S-Partikeln, die
sich an beiden Enden des Zylinders befinden. Zusammen bilden die 3 Partikel das 26S-
Proteasom mit einem Molekulargewicht von ca. 1700 kDa (Coux et al., 1996; Hilt and Wollf,
1995; Hilt and Wolf, 1996). Die Bezeichnung 19S, 20S und 26S beziehen sich auf die
Sedimentationskonstanten der einzelnen Partikel in Svendberg-Einheiten.

Das 20S-Proteasom besteht aus 14 verschiedenen Untereinheiten. 4 Ringe mit je 7
Untereinheiten sind dabei iibereinander zu einem symmetrischen Hohlzylinder angeordnet.
Die beiden inneren bestehen aus P-Untereinheiten, welche auch die katalytischen Zentren
enthalten, und die duBleren aus o-Untereinheiten (Groll et al., 1997; Hilt and Wolf, 1995).
Samtliche Untereinheiten sind fiir das Uberleben der Hefe essentiell. Im Archaebakterium
Thermoplasma acidophilium ist das 20S-Proteasom &hnlich aufgebaut. Allerdings bestehen
hier die Ringe aus jeweils 7 identischen a- bzw. B-Untereinheiten (Lowe et al., 1995). In
Kombination mit Mutantenanalysen zeigten Strukturanalysen an diesem Proteasom, dass es
sich beim 20S-Proteasom um eine Threoninprotease und damit um einen neuartigen
Proteasetyp handelt (Lowe et al., 1995; Seemuller et al., 1995).

Die katalytische Aktivitdt des 20S-Proteasoms wird durch die drei B-Untereinheiten Puplp,
Pre2p und Pre3p ausgeiibt (Heinemeyer et al.,, 1997). Diese drei weisen chymotrypsin-
dhnliche (Pep2p), trypsin-dhnliche (Puplp) oder peptidyl-glutamyl-peptid-hydrolysierende
(PGPH, Pre3p) Aktivititen auf (Gerards et al., 1998; Groll et al., 1999). Die katalytischen
Zentren sind im Inneren des Hohlzylinders lokalisiert, in den auf Grund der Grofe des
Durchmessers ihrer Offnungen an beiden Seiten nur entfaltete Proteine gelangen konnen

(Groll et al., 1997). In einem ATP-unabhingigen Prozess kann das 20S-Proteasom in vitro
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nicht gefaltete Peptidketten in kleinere Peptide mit einer durchschnittlichen Lange von 8 bis
10 Aminosduren spalten (Baumeister et al., 1998; Heinemeyer et al., 1997).

Die in vivo-Substrate von 26S-Proteasomen sind jedoch in der Regel gefaltete Proteine,
welche vorher durch eine Polyubiquitinkette markiert wurden (Pickart, 2000) (vgl. auch
Abschnitt 3.2.3). Die an beiden Seiten des Kernpartikels assozierten 19S-Partikel iibernehmen
die Funktion der Erkennung, Bindung und Entfaltung der ubiquitin-markierten
Substratproteine (DeMartino et al., 1994; Glickman et al., 1998b). Das 19S-Partikel besteht
aus 18 Untereinheiten, von denen 6 ATPasen sind (Rptlp bis Rpt6p). Diese bilden einen Ring
tiber der Offnung des 20S-Partikels und vermitteln {iber ATP-Hydrolyse die Triebkraft fiir die
Entfaltung des Substrates und seine Translokation in das Kernpartikel (Hoffman and
Rechsteiner, 1994; Seeger et al., 1997) und weisen somit auch Chaperon-Aktivitét auf. Die 6
ATPasen bilden zusammen mit Rpnlp und Rpn2p die sogenannte Basis (,,Base) des 19S-
Partikels. Die iibrigen Untereinheiten (Rpn3 — 12) bilden den sogenannten Deckel (,,Lid*)
(Glickman et al., 1998a). Es wurde herausgefunden, dass die ,,Base* im allgemeinen und das
Rpt5p im besonderen fiir die Erkennung und wohl auch Bindung der Polyubiquitinketten
zustdndig ist (Lam et al., 2002). Die nicht ATPase-Untereinheiten, Rpnlp bis Rpnl12p, sind
sehr unterschiedlicher Natur und zeigen wenig Homologien zu anderen Proteinen (Glickman
et al., 1998b). Zumindest eine der Untereinheiten wurde als ein deubiquitinierendes Enzym
identifiziert (Lam et al., 1997).

Das Proteasom erfiillt in der Zelle eine Vielzahl essentieller Funktionen. Dazu gehdren u.a.
die stressabhéngige und Ubiquitin-vermittelte Proteolyse (Heinemeyer et al., 1991; Hilt et al.,
1993), der Abbau metabolischer Enzyme, wie z.B. Fructose-1,6-bisphosphatase (Schork et al.,
1994a; Schork et al., 1995), der Abbau von Transkriptionsfaktoren, wie dem MATa-
Repressor (Chen et al., 1993; Richter-Ruoff et al., 1994), die Proteolyse falsch gefalteter
lumenaler Proteine des Endoplasmatischen Reticulums (ER) (z.B. CPY) oder Membran-
proteine (z.B. Pdr5p), welche innerhalb des ER erkannt und iiber einen retrograden Transport
(zentrale Komponente: Sec61p-Translokon) ins Cytoplasma zuriick befordert werden (Deak
and Wolf, 2001; Hiller et al., 1996; Plemper et al., 1997; Plemper et al., 1998; Plemper and
Wolf, 1999), sowie die Beteiligung an der Zellzykluskontrolle (Glotzer et al., 1991; Nasmyth,
1993; Richter-Ruoff and Wolf, 1993).
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3.2.3 Das Ubiquitin-System

Das konservierte, 76-Aminoséduren gro3e Polypeptid Ubiquitin erfiillt essentielle Funktionen
in Eukaryoten tiiber seine kovalente Kopplung an intrazelluldre Proteine (Hershko and
Ciechanover, 1998; Hochstrasser, 1996). Mit einer polymeren Kette von Ubiquitin markierte
Proteine werden vom 26S-Proteasom als Substrate erkannt und abgebaut (Chau et al., 1989;
Hershko and Ciechanover, 1998; Hochstrasser, 1996), wohingegen bestimmte
Substratproteine, die nur mit einem oder wenigen Ubiquitinmolekiilen markiert werden, Ziele
fiir Endozytose darstellen und letztendlich in der Vakuole abgebaut werden (Hicke, 1999).
Durch Ubiquitinierung werden eine Vielzahl kritischer zelluldrer Prozesse geregelt, hiufig
durch einen nachfolgenden selektiven Abbau eines regulatorischen Proteins. Das
Fortschreiten des Zellzyklus (Koepp et al., 1999), die Immunantwort (Ghosh et al., 1998) und
die Antigendarstellung (Rock and Goldberg, 1999) sind nur ein paar der vielen Prozesse, an
denen die Ubiquitin / Proteasom-abhéngige Proteolyse beteiligt ist. Es verwundert nicht, dass
eine Funktionsstorung in der Regulation der Ubiquitin-abhidngigen Proteolyse damit in
Verbindung gebracht wird, eine Ursache fiir Krebs (Bignell et al., 2000; Joazeiro et al., 1999;
Loda et al., 1997; Maxwell et al., 1999; Scheffner et al., 1990; Waterman et al., 1999) und
z.B. einiger erblicher Krankheiten (Kishino et al., 1997; Lam et al., 2000; Matsuura et al.,
1997; Maxwell et al., 1999; Saigoh et al., 1999; Shimura et al., 2000; Staub et al., 1997; van
Leeuwen et al., 1998) zu sein. Abbau ist nicht das ausschlieBliche Schicksal von Ubiquitin-
markierten Proteinen. Die Ubiquitinierung reguliert auch Prozesse durch Mechanismen, die
anscheinend nichts mit Proteolyse zu tun haben. Zu diesen Prozessen zédhlen ribosomale
Funktionen (Spence et al., 2000), postreplikationale DNA-Reparatur (Hofmann and Pickart,
1999; Spence et al., 1995), die Initilerung der Immunantwort (Deng et al., 2000) und die
Funktion bestimmter Transkriptionsfaktoren (Kaiser et al., 2000).

Eine Ubiquitinierung resultiert in der Regel in der Ausbildung einer Isopeptidbindung
zwischen dem C-Terminus des Ubiquitins (G76) und der e-Aminogruppe eines Lysinrestes
des Substratmolekiils. Diese Reaktion erfordert den schrittweisen Einsatz dreier Enzyme.
Zuerst bildet das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 (in S. cerevisiae Ubalp) unter ATP-
Verbrauch mit der Carboxylgruppe des G76 eine Thioesterbindung aus (McGrath et al.,
1991). Dadurch wird der C-Terminus von Ubiquitin (Ub) fiir nucleophile Angriffe aktiviert
(Pickart, 2001). Im zweiten Schritt wird das Ub auf ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym E2
(Ubclp — Ubc8p, UbclOp, Ubcllp und Ubcl3p) iibertragen und ebenfalls iiber eine
Thioesterbindung gebunden (Jentsch et al., 1990). Im dritten Schritt schlieBlich wird mit Hilfe
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einer Ubiquitin-Protein-Ligase (E3) das Ub auf die e-Aminogruppe eines Lysinrestes des
Substratmolekiils iibertragen (Pickart, 2001). Diese Ubertragung kann entweder, durch das E3
vermittelt, direkt vom E2 aus erfolgen oder iiber eine Ubertragung des Ub vom E2 auf das E3
und dann auf das Substratmolekiil vonstatten gehen. In jedem Fall spielt das E3 eine zentrale
Rolle in der Substraterkennung und sorgt somit fiir die hohe Spezifitit des Systems (Hershko
and Ciechanover, 1998). Die Homologie der E3s untereinander ist nicht sehr hoch und viele
E3-Enzyme sind flir ein oder wenige Substrate spezifisch. Dieser Mechanismus erfolgt bei
allen Ubiquitinierungen, unabhingig davon, was nachfolgend mit den ubiquitinmarkierten
Proteinen passiert. Um ein Protein fiir den proteasomalen Abbau zu markieren, muss ein
Polyubiquitinkette aus mindestens 4 Ubs angehidngt werden. Dazu wird der oben aufgefiihrte
Mechanismus mindestens 3 weitere Male durchlaufen, wobei nun das Ub an die e-
Aminogruppe des Lysinrestes 48 (K48) des zuvor angehingten Ubiquitins libertragen wird
(Chau et al., 1989). Die Affinitédt einer Ubs-Kette zum Proteason ist mehr als 100-fach héher
als einer Ub,-Kette, wohingegen die Affinitét einer Ub;,-Kette nur 10 mal hoher ist als von
Ubs (Pickart, 2000; Thrower et al., 2000). Polyubiquitinierte Substrate werden vom 26S-
Proteasom erkannt, entfaltet und im Innern in kleinere Peptide gespalten. Die
Polyubiquitinkette wird durch verschiedene Deubiquitinierungsenzyme (sogennannte Ubps)
abgespalten und in einzele Ubs zerlegt. So kann die Zelle das Ubiquitin wieder verwenden.
Die Familie der E3-Enzyme kann in 2 Gruppen eingeteilt werden, ndmlich die HECT-
Doménen-E3-Proteine und die RING-E3-Proteine (Jackson et al., 2000). HECT-Doménen-
E3s kommen in Eukaryoten von Hefe bis zum Menschen vor und zeichnen sich durch eine
350 Aminosduren grofle HECT-Doméne aus (,,somologous to E6-AP C terminus®), die
erstmals im humanen E6-AP-Protein gefunden wurde (Scheffner, 1998). In Hefe gibt es 5
HECT-E3s: Huldp, Hul5p, Rsp5p, Tomlp und Ufd4p. Diese Gruppe von E3s bildet
Thioester-Bindungen mit Ubiquitin und iibertrdgt dieses anschlieBend auf ihr Substrat (Smith
et al., 1996).

Die wesentlich zahlreichere Klasse der RING-E3-Proteine zeichnet sich durch einen
sogenannten RING-Finger aus, einer Doméne aus 6 Cysteinen und 2 Histidinen (RING-H2)
oder 7 Cysteinen und einem Histidin (RING-HC). Von diesen Aminosduren werden 2

Zinkionen komplexiert (Jackson et al., 2000) (vgl. Abbildung 3-1).
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Abb. 3-1: Eine schematische Darstellung der ridumlichen Struktur der RING-Finger-Domine. Die
Aminosdure 5 ist in RING-H2-Motiven ein Histidin und in RING-HC-Motiven ein Cystein. Die
Aminosiure 4 ist immer ein Histidin, die iibrigen (1 — 3 und 6 — 8) allesamt Cysteine (Jackson et al., 2000).

Der RING-Finger wurde erstmals 1993 als ein dem Zink-Finger verwandtes Sequenzmotiv
beschrieben und steht fiir ,,really interesting new gene* (Freemont, 1993). Inzwischen wurden
in Hefe fast 40 Proteine indentifiziert, die eine RING-Domaéne aufweisen. Obwohl es sich bei
vielen davon um E3-Enzyme handelt, kann nicht definitiv gesagt werden, ob jedes RING-
Finger-Protein ein E3 ist, da der Wirkungsmechanismus dieses Motivs noch weitgehend
unklar ist. Ring-E3s bilden kein Thioester-Intermediat mit Ubiquitin, sondern vermitteln
indirekt die Ubertragung des Ub vom E2 aus auf das Substrat (Jackson et al., 2000; Joazeiro
and Weissman, 2000). Dies bedingt eine Affinitdt und Spezifitit sowohl gegeniiber dem
Substrat als auch gegeniiber dem entsprechenden E2.

Neben eigenstindigen, monomeren RING-E3s (z.B. Ubrlp in Hefe), existieren auch
multimere E3-Komplexe, die jeweils eine RING-Finger-Komponente enthalten (Tyers and
Willems, 1999). Zu diesen gehort der SCF-Komplex (,,Skplp / Cullin / F-Box*) mit dem
RING-Finger-Protein Hrtlp (Deshaies, 1999), sowie der APC-Komplex (,,anaphase
promoting complex) mit dem RING-Finger-Protein Apcllp, welcher eine entscheidene
Rolle im Zellzyklus spielt (Zachariae and Nasmyth, 1999). Ein weiterer, dem SCF-Komplex
strukturell verwandter E3-Komplex ist die von Hippel-Lindau (VHL)-Elongin B-Elongin C
(VBC) Ubiquitin-Ligase, die den VHL-Tumorsupressor enthélt, welcher bei der von Hippel-
Lindau Krankheit inaktiviert vorliegt (Deshaies, 1999; Kaelin and Maher, 1998). Fiir die
biologische Aktivitit der RING-E3s ist die Integritidt des RING-Fingers essentiell, sowohl fiir
die Fahigkeit zur Autoubiquitinierung in vitro als auch in vielen Féllen fiir eine

Wechselwirkung mit dem entspechenden E2-Enzym (Jackson et al., 2000; Joazeiro and
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Hunter, 2000). So konnte z.B. eine direkte Interaktion zwischen Ubrlp und Ubc2p (Xie and
Varshavsky, 1999), sowie zwischen dem humanen E3 c-Cbl und UbcH7 (Zheng et al., 2000)
bzw. dem humanen E3 AO7 und UbcHS5 (Lorick et al., 1999) nachgewiesen werden. Dass der
RING-Finger im APC die entscheidende Komponente fiir die Ubiquitinierung ist, konnte
dadurch gezeigt werden, dass fiir die Bildung von Polyubiquitinketten in vitro die

Komponenten Apcl1p, Ubcdp und Ubalp ausreichend sind (Gmachl et al., 2000).

3.2.4 Ubiquitin-dhnliche Proteine

AuBer Ubiquitin gibt es weitere Proteine dhnlicher Gréfe, in Hefe u.a. Smt3p und Rublp,
welche analog zu Ubiquitin an Lysinreste von Substratproteinen gebunden werden konnen
und eine etwa 50 %ige Homologie zu Ubiquitin aufweisen. Diese Markierung, bei der nur ein
Molekiil auf das Substrat iibertragen wird (Hochstrasser, 2000; Jentsch and Pyrowolakis,
2000), ist im Gegensatz zur Ubiquitinierung allerdings kein Abbausignal, sondern dient dem
Schutz potentieller Substratmolekiile vor Ubiquitinierung oder der Regulation der Aktivitat
von Enzymen (Furukawa et al., 2000; Lammer et al., 1998). Um ihre Aktivitdt gegeniiber dem
Substrat zu erhdhen und sie vor Selbstubiquitinierung zu schiitzen, werden insbesondere
bestimmte E3-Enzyme mit Smt3p modifiziert. Eine Entfernung des Smt3p-Restes hat dann
einen Abbau des E3-Enzyms und dadurch eine Stabilisierung des Substrates zur Folge. Als
Beispiel hierfiir kann man das humane E3 Mdm?2 anfiihren (Melchior and Hengst, 2000).

Weiterhin gibt es noch einige andere Ubiquitin-dhnliche Proteine, die zwar wesentlich grofer
als Ubiquitin sind, dafiir aber am Aminoterminus eine starke Homologie zu Ub (UbL-
Domine) und im carboxyterminalen Bereich eine sog. UbA-Doméne aufweisen (Jentsch and
Pyrowolakis, 2000). Wihrend die UbL-Doméne mit dem Proteasom interagiert, weist die
UbA-Domine die Fihigkeit auf, an Polyubiquitinketten zu binden. Dies legt die Vermutung
nahe, dass diese Proteine am Transport von Substraten zum Proteasom beteiligt sind. In der
Hefe sind dies zum einen Rad23p, welches eine Rolle bei der DNA-Reparatur spielt
(Schauber et al., 1998), und zum anderen Dsk2p. Ebenfalls eine UbA-Doméne besitzt die

nicht-essentielle proteasomale Untereinheit Rpn10p.
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3.3 Die Katabolitinaktivierung der Fructose-1,6-bisphosphatase

In Zellen, die auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie Ethanol oder Acetat wachsen,
wird die zum Uberleben notwendige Glucose aus Nicht-Kohlenhydratvorstufen synthetisiert.
Dies erfolgt durch Gluconeogenese, dem Umkehrprozess der Glykolyse. Die beiden Prozesse
haben sowohl gemeinsame als auch fiir einzelne Schritte spezifische Komponenten. Durch
Zugabe von Glucose zu den Zellen wird die Gluconeogenese gehemmt, indem einige der fiir
diesen Zyklus spezifischen Enzyme schnell inaktiviert werden. Dieser Vorgang wird
Katabolitinaktivierung genannt (Holzer, 1976, Holzer, 1989). Die Katabolitinaktivierung
dient nicht nur dazu, die Glucosesynthese zu regulieren, sondern auch der Verhinderung eines
nutzlosen ATP-Verbrauchs durch gleichzeitige Synthese und Abbau von Glucose (,,futile
cycle®) (Purwin et al., 1982; Zubenko and Jones, 1981). Deshalb ist es bemerkenswert, dass
dieser Vorgang in der eng verwandten Spalthefe Schizosaccharomyces pombe unbekannt ist
(Vassarotti and Colson, 1979; Vassarotti and Friesen, 1985). In neueren Studien konnte
jedoch gezeigt werden, dass die Proteolyse gluconeogenetischer Enzyme den Zellen einen
Selektionsvorteil gegeniiber Zellen ohne diesen Mechanismus bringt (Navas and Gancedo,
1996). Da die Hefe S. cerevisiae in der Natur stark mit zuckerhaltigen Friichten
vergesellschaftet ist, ist dieser Prozess fiir sie wohl von grof3er Bedeutung.

Eines der Schliisselenzyme der Gluconeogenese ist die Fructose-1,6-bisphosphatase
(FBPase). Dieses Enzym unterliegt der Glucose-induzierten Katabolitinaktivierung. Das
zytosolische Protein katalysiert die Dephosphorylierung von Fructose-1,6-bisphosphat zu
Fructose-6-phosphat (Funayama et al., 1980; Gancedo, 1971; Holzer, 1976). Wachsen die
Hefezellen auf einer nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquelle, so wird u.a. FBPase exprimiert,
von welcher nach 5 — 6 h die Hauptmenge gebildet wird. Wéhrend das Enzym unter
Expressionsbedingungen eine Halbwertszeit von 90 h aufweist, wird diese durch
Glucosezugabe drastisch auf 20 — 30 min verkiirzt (Gancedo, 1971; Holzer, 1976). Die
Katabolitinaktivierung der FBPase erfolgt auf 3 Ebenen: Zum einen durch
Transkriptionskontrolle der Proteinsynthese, zum anderen durch Phosphorylierung sowie
durch proteolytischen Abbau des Enzyms.

Bisher ist iiber die zugrundeliegende Signaltransduktion, welche den Katabolitinaktivierungs-
mechanismus der FBPase vermittelt, relativ wenig bekannt. Beim Mechanismus, der zur
Phosphorylierung fiihrt, ist bekannt, dass das Glucosesignal die RAS-abhingige
Adenylatcyclase stimuliert, wodurch kurzfristig ein starker Anstieg des cAMP-Spiegels

ausgelost wird. Dies wiederum aktiviert die cAMP-abhéngige Proteinkinase A, die weitere
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Enzyme durch kovalente Modifizierung aktiviert bzw. hemmt. Letzendlich wird die FBPase
reversibel am Serinrest 11 phosphoryliert, wodurch ihr pH-Optimum auf pH 8.0 verschoben
wird und sie so bei pH 7.0 nur noch ca. 50 % der Ausgangsaktivitit aufweist (Mazon, 1985;
Mazon et al., 1982; Miiller and Holzer, 1981; Purwin et al., 1982; Rittenhouse et al., 1986;
Rittenhouse et al., 1987). Davon unabhingig ldauft die Katabolitdegradation der FBPase ab.
Hier ist bisher bekannt, dass die Glucose iiber Glucosetransporter in die Zelle gelangt, durch
die Hexokinase2 zu Glucose-6-phosphat phosphoryliert wird, das Signal unter Beteiligung der
Proteine Reglp und Grrlp weitergeleitet wird und schlielich zu einem noch unbekannten
Signal, welches den proteolytischen Degradationmechanismus auslost (Horak et al., 2002).
Diesen Signalweg hat die FBPase mit dem integralen Plasmamembranprotein
Galaktosepermease (Gal2p) gemeinsam, welches ebenfalls der Glucose-induzierten
Katabolitinaktivierung unterliegt und nach Monoubiquitinierung unter Mithilfe der Enzyme
Ubalp, Ubclp, Ubcdp, UbcSp und Rsp5 in Vesikel verpackt und in der Vakuole abgebaut
wird (Horak et al., 2002; Horak and Wolf, 1997; Horak and Wolf, 2001). Vergleichbare
Glucose-induzierte Inaktivierungsprozesse wurden auch fiir die
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PepCK) (Haarasilta and Oura, 1975a; Haarasilta and
Oura, 1975b), die cytosolische Malatdehydrogenasae (cMDH) (Hagele et al., 1978) und fiir
die Isocitratlyase (ICL) (Lopez-Boado et al., 1987; Ordiz et al., 1995; Ordiz et al., 1996)
beobachtet.

Um den Ort der proteolytischen Degradation der FBPase wird nach heutigem Stand der
Forschung immer noch gestritten. In der Literatur findet man sowohl Beschreibungen eines
Abbaus iiber das Ubiquitin-Proteasom-System als auch iiber die Vakuole (Schork et al.,
1994b). Es wurde berichtet, dass die FBPase in eine neue Art von Vesikel verpackt, zur
Vakuole transportiert und von vakuoldren Proteasen abgebaut wird (Chiang et al., 1996;
Huang and Chiang, 1997). Frithere Arbeiten favorisierten ein aus finf Aminosduren
bestehendes Erkennungsmotiv der FBPase (EKVKE oder QKKLQ) als verantwortlich fiir den
spezifischen Transport und Import in die Vakuole auf dhnliche Weise, wie es bei der RNAse
A (Motiv KFERQ) in Sdugerzellen der Fall ist (Chiang and Dice, 1988; Chiang and
Schekman, 1991; Dice, 1990; Dice, 1992). In weiteren Untersuchungen wurden
Komponenten der Vesikelentstehung, der Verpackung der FBPase in Vesikel und des
Transportes dieser Vesikel zur Vakuole entdeckt. Es wurde ein Beteiligung des Enzyms
Ubclp an der Biogenese der Vid-Vesikel (,,vacuolar import and degradation*) gefunden
(Shieh et al., 2001). An dem Transport der FBPase in die Vid-Vesikel sind die Proteine
Cprlp, Vid22p und das Hsp70-Chaperon Ssa2p beteiligt (Brown et al., 2001; Brown et al.,
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2000; Brown et al., 2002). Dabei reguliert das Plasmamembranprotein Vid22p den Spiegel
von Cyclophilin A (Cprlp), welches wiederum den Import der FBPase in die Vid-Vesikel
bewerkstelligt (Brown et al.,, 2002). Als weiter Komponente wurde das Protein Vid24p
identifiziert. Es befindet sich als peripheres Membranprotein aullen an den FBPase-
enthaltenden Vid-Vesikeln und vermittelt den Transport dieser zur Vakuole (Chiang and
Chiang, 1998).

Auf der anderen Seite konnten die oben angefiihrten Ergebnisse in unserem Labor nicht
bestitigt werden. Aufgrund vielféltiger Experimente wird von unserem Labor das System des
Ubiquitin-vermittelten Abbaus der FBPase iiber das 26S-Proteasom unabhéngig von
vakuoldren Enzymaktivititen favorisiert (Schork et al., 1994a). In Zellen mit Defekten in der
vakuolédren Proteolyse konnten unter den bei uns angewendeten Versuchsbedingungen keine
Beeintrichtigung des FBPase-Abbaus beobachtet werden, wohingegen in proteasomalen
Mutantenstimmen eine deutliche Stabilisierung der FBPase unter Inaktivierungsbedingungen
zu beobachten war (Schork et al., 1994b). Dies alles deutet stark auf eine Beteiligung des
26S-Proteasoms am Abbau des Enzms hin (Schork et al., 1995). Fiir diese Untersuchungen
wurden sowohl Mutantenstimme (prel-1, prel-1 pre2-1) mit einem Defekt im 20S-
Kernkomplex als auch temperatursensitive Mutanten (cim3-1) mit verdnderten 19S-
Untereinheiten eigesetzt. Weitere Nachforschungen ergaben einen Einfluss des
Ubiquitinsytems bei der Katabolitdegradation der FBPase (Schork et al., 1995). Mit Hilfe von
epitopmarkiertem Ub konnten nach Glucosegabe zu dereprimierten Zellen groere Mengen
von FBPase-Ubiquitinkonjugaten nachgewiesen werden. Ein Einfluss der Phosphorylierung
der FBPase auf die Ubiquitinierung konnte durch Ubiquitinierungsuntersuchungen an einer
punktmutierten FBPase (Phosphorylierungsstelle Serin 11 gegen Alanin ausgetauscht)
ausgeschlossen werden (Hammerle et al., 1998). Eine Mutation des aminoterminalen Prolins
der FBPase dagegen fiihrt nicht nur zu einer Stabilisierung der FBPase unter
Inaktivierungsbedingungen, sondern verhindert auch eine Ubiquitinierung unter diesen
Bedingungen vollstindig (Hammerle et al., 1998). Dies deutet darauf hin, dass das
aminoterminale Prolin der FBPase eine entscheidende Rolle bei der Katabolitdegradation
spielt. Weiterhin wurden eine Reihe von ubiquitin-konjugierenden Enzymen (E2s) gefunden,
die am Abbau der FBPase beteiligt sind. Wahrend in entspechenden Deletionsmutanten der
Gene UBCI, UBC4 und UBCS5 nur eine Verlangsamung des Abbaus zu beobachten war, ist in
einer ubc8-Deletionsmutante die Degradation fast vollstdndig blockiert (Schork et al., 1995;
Schuele et al., 2000). Dies deutet darauf hin, dass Ubc8p das entscheidende E2 fiir den Abbau

ist. In einer ubc8-Deletionsmutante konnte ebenfalls gezeigt werden, dass hier nach



Einleitung 24

Glucosegabe keine ubiquitinierte FBPase mehr nachweisbar ist (Schuele et al., 2000).
Dadurch wird wiederum die zentrale Rolle von Ubc8p bestitigt. Als weiteres fiir den FBPase-
Abbau benoétigtes Protein wurde das cytosolisch lokalisierte Gid2p (,,glucose induced
degradation deficient) gefunden. Auch in gid2-Deletionsmutanten konnte keine
Ubiquitinierung der FBPase unter Inaktivierungsbedingungen gefunden werden (Schiile,
Dissertation 2000). Dies ldsst den Schluss zu, dass Gid2p seine Funktion nach oder wihrend
der Ubiquitinierung der FBPase hat. Aulerdem wurde festgestellt, dass bei gleichzeitiger
Zugabe von Glucose und Cycloheximid zu dereprimierten Zellen kein Abbau der FBPase
mehr stattfindet (Schork, Dissertation 1995). Cycloheximid wird eingesetzt, um die
Peptidyltransferase am Ribosom zu blockieren und dadurch die Proteinneusynthese zu
hemmen (Alberts, 2002). Damit wurde gezeigt, dass Neusynthese eine entscheidende Rolle
beim FBPase-Abbau spielt. Eines der erst nach Glucosegabe synthetisierten Proteine ist
Vid24p (Chiang and Chiang, 1998). Weitere solche Proteine sind bisher nicht bekannt. Ein
solches konnte auch das bisher noch nicht gefundene E3-Enzym des FBPase-Abbaus sein.

Betrachtet man die bisherigen Ergebnisse aus unserem Labor, so legen diese den Befund des
Ubiquitin-Proteasom vermittelten Abbaus der FBPase nahe. Im Gegensatz dazu vermitteln die
verdffentlichten Ergebnisse der Gruppe um H.L. Chiang dagegen den Abbau der FBPase in
der Vakuole. Eine Erkldrungsansatz fiir die unterschiedlichen Ergebnisse konnte in den
unterschiedlichen Derepressionszeiten liegen. Die vakuoldre Proteolyse konnte bei langeren
Derepressionszeiten an Einfluss gewinnen, wobei ein Teil der FBPase iiber die unspezifische

Autophagozytose in die Vakuole gelangt.

3.4 Zielsetzung der Arbeit

Fiir Zellen ist die selektive Proteolyse ein essentieller zelluldrer Regulationsmechanismus. Sie
dient einerseits der Beseitigung nicht mehr bendtigter oder biologisch infunktioneller
Proteine. Insbesondere kann aber die Zelle durch Proteolyse intakter, biologisch aktiver
Proteine auf verdnderte Umweltbedingungen reagieren. Da diese Regulationen fiir viele
biologische Prozesse von essentieller Bedeutung sind, ist eine Aufklarung der Signalwege und
Proteolysemechanismen, die dem Abbau von Schliisselenzymen zugrunde liegen, duferst
wichtig. Die Kenntnis der Regulationsmechanismen von Enzymenkonzentrationen trdgt zu
besserem Verstindnis des hochkomplexen Systems von katabolen und anabolen Prozessen

innerhalb der Zelle bei.
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Die Hefe S. cerevisiae hat sich als besonders geeignet erwiesen, komplexe Vorginge
innerhalb der Zelle zu untersuchen. Das gluconeogenetische Schliisselenzym Fructose-1,6-
bisphosphatase dieser Hefe bietet sich fiir die Untersuchung der selektiven Proteolyse-
mechanismen in ausgezeichneter Weise an. Der Abbau der FBPase kann leicht durch Zugabe
von Glucose zu den Zellen induziert werden.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mehr iiber den Abbaumechanismus der Glucose-
induzierten Katabolitdegradation der FBPase herauszufinden. Als erstes sollte versucht
werden, die Ergebnisse der Gruppe um H.L. Chiang mit dem dort gefundenen vakuoleren
Abbau zu iiberpriifen. Dabei sollte in vakuoldren und proteasomalen Mutantenstimmen der
FBPase-Abbau nach langer Derepressionszeit (mind. 48 h, Bedingungen nach H.L. Chiang)
tiberpriift werden. Es sollte, falls der vakuoldre Mechanismus von Chiang bestitigt werden
konnte, der ,,Schalter” gefunden werden, welcher den proteasomalen Abbaumechanismus in
den vakuoldren dndert und umgekehrt.
Weiterhin sollte das von der Gruppe um Chiang gefundene Protein Vid24p und andere von ihr
gefundene Proteine auf eine Beteiligung am proteasomalen Abbau der FBPase untersucht
werden. Die Funktion des Vid24p und des Gid2p beim proteasomalen Abbau der FBPase
sollte ndher untersucht werden. Dazu sollten u.a. auch Protein-Protein-Interaktionsstudien
durchgefiihrt werden, um sowohl Interaktionspartner fiir Gid2p als auch fiir Vid24p zu finden.
Als weiteres sollten die unten ndher bezeichneten Proteine auf eine Beteiligung am
proteasomalen Abbau der FBPase untersucht werden, um neue Komponenten dieses
Abbauweges zu finden. Zu den zu untersuchenden Proteinen zéhlen u.a. Proteine der Hsp70-
Familie (Ssalp — Ssadp), die AAA ATPase Cdc48p, einige Autophagozytosproteine (Autlp,
Aut3p, Aut5p) und UbA-Doménen-Proteine (Rad23p, Dsk2p, Rpn10p).
AuBerdem sollte versucht werden, das bisher noch unbekannte E3-Enzym des proteasomalen
FBPase-Abbaus zu finden. Zum einen sollte durch Interaktionsstudien mit dem E2-Enzym des
Abbaus (Ubc8p) eine mogliches E3 gefunden werden und zum anderen durch Suche in
Datenbanken mogliche oder bestitigte E3s mit HECT- oder RING-Finger-Doménen gefunden

werden und auf eine Beteiligung am Abbau tiberpriift werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Verwendete Stimme

4.1.1.1 8. cerevisiae-Stimme

Tabelle 4-1: In dieser Arbeit eingesetzte S. cerevisiae-Stimme

Stamm Genotyp Plasmid Quelle
27061b Mata ura3 trpl R. Haguenauer-
Tsapis
27064b 27061b rsp5 R. Haguenauer-
Tsapis

EJ758/pYEX4t- | Mata his3-A200 leu2-3, 112 ura3-52, |pYEX4t-1GID2 | Yeast ExClones

1GID2 (4828) |pep4A::HIS3

EJ758/pYEX4t- | Mata his3-A200 leu2-3, 112 ura3-52, |pYEX4t- Yeast ExClones

1VID24 (964) |pep4A::HIS3 1VID24

IB67 NS5 ssal-45:URA3 ssa2A::LEU2 E. Craig
ssa3A::TRPI ssa4A::LYS2

IN212 IN54 ssbIA::LEU2 ssb2A::HIS3 E. Craig

JN516 INSS ssa2A::LEU2 ssa3A::TRP1 E. Craig
ssa4A::LYS2

JN54 Mata his3-11, 15 leu2-3, 112 ura3-52 E. Craig
trpl-1lys2

JN55 Mato leu2-3, 112 his3-11 ura3-52 E. Craig
trplAl lys2

MW123 IN54 ssalA::HIS3 ssa2A::LEU2 E. Craig

MW328 IN54 ssalA::HIS3 ssa3A::TRP1 E. Craig

MW329 INS54 ssalA::HIS3 ssa4A::LYS2 E. Craig

PJ69-4A Mata trp1-901 leu2-3, 112 ura3-52 P. James

his3-200 gal4A gal8OA GAL2-ADE?2




Material und Methoden

BWGI-7a

PM373
PM211
PM164
PM642
PM381
W3031B
W303-1BKO
W303-1C
W303-
1C/CDC48
W303-
1C/cdc48E
W303-
1C/cdc48F
W303-
1C/cdc48G
W303-CPQ

WCG4a
WCG4a
WCG4-11
WCG4-11/22
BY4742
Y06114

Y13709

BY4743

LYS2::GALI-HIS3 met2::GAL7-lacZ
Mata ura3-52 leu2-3,112 his4-519
adel-100

BWGI1-7a ufdi-1

BWGI1-7a ufd2-1

BWGI1-7a ufd3-1

BWG1-7a ufd4-1

BWGI1-7a ufd5-1

Mata ade? leu2-3, 112 his3 trpl ura3
W303-1B fbpIA::LEU2

W303-1B prci-1

W303-1C cdc48A::URA3

W303-1C cdc48A::URA3

W303-1C cdc48A::URA3

W303-1C cdc48A::URA3

Mataura3-1 his3-11,15 leu2-3,112
trpl-1 ade2-1ocre canl-100 prcl-1
ubc6A::LEU2 ubc7A::LEU2

Matao his3-11, 15 leu2-3, 112 ura3
Mata his3-11, 15 leu2-3, 112 ura3
WCG4a prel-1

WCG4a prel-1 pre2-2

Mata his3AI leu2A0 lys2A0 ura3A0
Mata his3AI leu2AOQ met15A0 ura3A0
SIX8A:: KANMX4

Matoa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
hex3A::KANMX4

Mata/o his3A1/his3A1 leu2A0/leu2A0
lys2A0/LYS2 MET15/met15A0
ura3A0/ura3A0

YEpCDC48

YEpcdc48E

YEpcdc48F

YEpcdc48G

E. Johnson

E. Johnson
E. Johnson
E. Johnson
E. Johnson
E. Johnson
H.L. Chiang
H.L. Chiang
M. Knop

J. Bordallo

J. Bordallo

J. Bordallo

J. Bordallo

M. Hiller

W. Heinemeyer
W. Heinemeyer
W. Heinemeyer
W. Heinemeyer
EUROSCARF
EUROSCARF

EUROSCARF

EUROSCARF
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Y30278
Y30405
Y30601
Y30862
Y30953
Y31214
Y31268
Y31410
Y31472
Y31488
Y31579
Y31746
Y31943
Y32000
Y32447
Y32894
Y32960
Y33075
Y33195
Y33244
Y33253
Y33368
Y33446
Y33513
Y33614
Y33624
Y33625
Y33682
Y33709
Y33771
Y33873
Y34105
Y34196
Y34291

BY4743 rad23A::KANMX4
BY4743 vpsSA::KANMX4
BY4743 pex12A::KANMX4
BY4743 dsk2A:: KANMX4
BY4743 yhl010cA::KANMX4
BY4743 pex2A::KANMX4
BY4743 farlA::KANMX4
BY4743 vid28A:: KANMX4
BY4743 airlA::KANMX4
BY4743 gid9A::KANMX4
BY4743 ubr2A::KANMX4
BY4743 yol054wA:: KANMX4
BY4743 yhrill5cA::KANMX4
BY4743 vid27A::KANMX4
BY4743 risIA::KANMX4
BY4743 rpnl10A::KANMX4
BY4743 ynll16wA::KANMX4
BY4743 ybl049wA::KANMX4
BY4743 ubpl4A::KANMX4
BY4743 vid24A:: KANMX4
BY4743 radl6A::KANMX4
BY4743 sixIA::KANMX4
BY4743 ycl039wA:: KANMX4
BY4743 cpriA::KANMX4
BY4743 gid?A::KANMX4
BY4743 pex10A::KANMX4
BY4743 ydr266cA::KANMX4
BY4743 pep7A::KANMX4
BY4743 hex3A::KANMX4
BY4743 brelA::KANMX4
BY4743 air2A::KANMX4
BY4743 pep3A::KANMX4
BY4743 vid2IA::KANMX4
BY4743 tomIA::KANMX4

EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
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Y34391
Y34508
Y34594
Y34620
Y34859
Y34883
Y34903
Y35088
Y35156
Y35282
Y35381
Y35510
Y35787
Y36030
Y36114
Y36172
Y36214
Y36430
Y36576
Y36577
Y36834
Y36902
Y36953
Y37080
Y37299
YCT549
YFJ1
YFJ2
YFJ3
YFJ4
YFJ5
YFJ6
YFJ7

BY4743 pib2A::KANMX4
BY4743 hul5A::KANMX4
BY4743 gidIA::KANMX4
BY4743 hxk2A::KANMX4
BY4743 ufd4A::KANMX4
BY4743 tulIA::KANMX4
BY4743 vid3IA::KANMX4
BY4743 ykr017cA::KANMX4
BY4743 ylr247¢A::KANMX4
BY4743 vid22A::KANMX4
BY4743 vps27A::KANMX4
BY4743 ypr093cA::KANMX4
BY4743 radl8A::KANMX4
BY4743 ylr427wA::KANMX4
BY4743 six8A::KANMX4
BY4743 ecm32A::KANMX4
BY4743 nam7A::KANMX4
BY4743 rad5A::KANMX4
BY4743 ymri35cA::KANMX4
BY4743 ubc8A::KANMX4
BY4743 hul4A::KANMX4
BY4743 grriA::KANMX4
BY4743 yml068wA ::KANMX4
BY4743 fabIA::KANMX4
BY4743 ssm4A:: KANMX4
W303-1C cdc48 5 ::KAN®
W303-1B vid24A::KAN®
WCG4a vid24A::KAN"

WCG4a VID24-HA;3::HIS5 (S.p.)
W303-1B VID24-HAj3::HIS5 (S.p.)
W303-1BKO GID2-HA;::HIS5 (S.p.)
YFI1 GID2-HAj3::HIS5 (S.p.)
WCG4a Mata gid2A::KAN® Mito-

Mutante

EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
EUROSCARF
C. Taxis

diese Arbeit
Diplomarbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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YFJ8
YFJ9

YFJ9

YFJ10
YFJI11
YJB009

YJRI13
YMHI
YMH?2
YMTA
YMTAB
YR312
YR320
YMSS5
YTL10
YMS30
YIS3
YIS4
YSR2
YTSI
YTS2
YTS3
YTS4

WCG4a Mata gid2A:: KAN®
BY4742 Mata hex3A::KANMX4
sIx8A::KANMX4

BY4742 Mata hex3A::KANMX4
SIx8A:: KANMX4

YMH2 GID2-HAs::HISS5 (S.p.)
YMH]1 GID2-HA;3::HISS5 (S.p.)
Mato ura3-1 his3-11,15 leu2-3,112
trpl-1 ade2-1ocre canl-100 prcl-1
der3A::HIS3

WCG4a gidIA::KAN®

W303-1B FBPI-PIW

W303-1B FBPI-P1S

WCG4a pep4A::HIS3

WCG4a pep4A::HIS3 prbIA::URA3
Mata hisI-123

Mata hisl-123

WCG4a autIA::KAN®

WCG4a aut2A::KAN®

WCG4a aut3A::KAN®

WCG4a autdA::KAN®

WCG4a aut5A::KAN®

WCG4a aut9A::KAN®

W303-1B gid2A::KAN®

W303-1B ubc8A:: KAN®

W3031B GID2-HAj3::HIS5 (S.p.)
W3031B UBCS-HA3::HISS (S.p.)

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
J. Bordallo

J. Regelmann
M. Himmerle
M. Himmerle
M. Thumm
M. Thumm
H. Rudolph
H. Rudolph

M. Schlumpberger

T. Lang

M. Straub

I. Suriapranata
I. Suriapranata
S. Reiche

T. Schiile

T. Schiile

T. Schiile

T. Schiile
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4.1.1.2 E. coli-Stimme

Tabelle 4-2: In dieser Arbeit eingesetzte E. coli-Stimme.

Stamm Eigenschaft / Verwendung Quelle

DH5a DNAse-defizienter Stamm fiir die Amplifikation | (Hanahan, 1983)
und Sicherung von Plasmiden

BL21 Protease-defizienter Stamm zur Expression von|Amersham,
GST-Fusionsproteinen Little Chalfont, GB

4.1.2 Plasmide

Tabelle 4-3: In dieser Arbeit eingesetzte Plasmide.

Plasmid

Beschreibung

Quelle

pYEX4T-1GID2

pYEX4T-1VID24

YEp96

YEp112

YEp105

Expressionsplasmid fiir GST-Gid2 unter der
Kontrolle des CUPI-Promotors. Wird in S.
cerevisiae repliziert (Selektionsmarker URA3).
Expressionsplasmid fiir GST-Vid24 unter der
Kontrolle des CUPI-Promotors. Wird in S.
cerevisiae repliziert (Selektionsmarker URA3).
Expressionsplasmid (2p) fiir Ubiquitin (WT-Ub)
unter der Kontrolle des CUPI-Promotors. Wird in
S. cerevisiae (Selektionsmarker 7TRP1) und E. coli
(Selektionsmarker 4 MP") repliziert.
Expressionsplasmid (2p) fiir Ha-Ubiquitin (Ha-
Ub) unter der Kontrolle des CUPI-Promotors.
Wird in S. cerevisiae (Selektionsmarker TRPI)
und E. coli (Selektionsmarker AMP") repliziert.
Expressionsplasmid (2up) fiir 73-MYC-Ubiquitin
(MYC-Ub) unter der Kontrolle des CUPI-

Promotors. Wird in S. cerevisiae (Selektions-

marker TRPI) und E. coli (Selektionsmarker

(Martzen et al.,
1999)

(Martzen et al.,
1999)

(Hochstrasser et

al., 1991)

(Hochstrasser et

al., 1991)

(Hochstrasser et

al., 1991)
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pUG6

p3XHA-HISS5

pGEX-4T-1

pGEX-4T-3

pRS306

AMP®) repliziert.

Plasmid zur Herstellung von Deletionskon-
strukten. Es enthélt einen Replikationsursprung
(ori) und als Deletionskassette das Kanamycin-
resistenzgen unter der Kontrolle von Promotor und
Terminator des TEF-Gens aus Ashbya gosypii
(Wach et al., 1994). AuBerdem wird das
Kanamycingen flankiert von den Erkennungs-
sequenzen der Cre-Rekombinase (loxP). Mit
geeigneten Oligonukleotiden kann durch PCR
(4.2.2.8) die loxP-KAN®-loxP-Kassette sowie
flankierende Bereiche des zu deletierenden Gens
synthetisiert ~und zur  Herstellung  eines
Deletionsstammes verwendet werden.

Das 4,3 kb groBe Plasmid eignet sich zur
Erzeugung chromosomaler Fusionen mit dem
dreifachen = Ha-(Haemagglutinin)-Epitop  des
Influenzavirus und dem HIS5-Gen aus S. pombe
als Selektionsmarker. Es basiert auf dem Plasmid
pBluescript II SK. Mit geeigneten Oligo-
nukleotiden kann durch PCR (4.2.2.8) ein DNA-
Fragment (Integrationskassette), das ein dreifaches
HA-Epitop und den HIS5-Marker enthilt,
hergestellt werden. Dieses Fragment wird
chromosomal in den Hefestamm integriert. Bei
Expression ergeben sich dann C-terminal
markierte Proteine.

Plasmid zur Herstellung von GST-Fusions-
proteinen und deren Expression in E. coli
(Selektions-marker AMPY).

Plasmid zur Herstellung von GST-Fusions-
proteinen und deren Expression in E. coli
(Selektionsmarker AMP"),

Integratives Plasmid ohne Hefe-Replikations-

(Giildener et al.,
1996)

S. Munro,
Cambridge, UK

Amersham,Little

Chalfont, UK

Amersham,Little

Chalfont, UK

(Sikorski and
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pRS424

pGBD-C1

pGBD-C1_Ubc8

pGEX-4T-1 Vid24

pGEX-4T-
1 _Ubc8(gereifte

Form)

pGEX-4T-1_Ubc8

pGEX-4T-1_C126S-
Ubc8

pJR10

pRS306_Vid24

sequenz. Wird in E. coli (Selektionsmarker AMP®)
repliziert. Enthélt den Selektionsmarker URA3.
2u-Plasmid. Wird in S. cerevisiae (Selektions-
marker TRPI) und E. coli (Selektionsmarker
AMP") repliziert.

Plasmid zur Herstellung von Bindedoménen-
Fusionsproteinen und zur Expression in S.
cerevisiae. Wird fiir 2-hybrid-Studien verwendet.
Expressionsplasmid fiir das Bindedoménen-Ubc8-
Fusionsprotein. Die Basensequenz von Ubc8
wurde in die Schnittstellen von EcoRI und Clal
eingefiigt.
Expressionsplasmid ~ fiir ~das  GST-Vid24-
Fusionsprotein. Die Basensequenz von Vid24
wurde in die Schnittstellen von BamHI und Notl
eingefiigt.

Expressionsplasmid fiir das GST-Ubc8(gereifte
Form)-Fusionsprotein. Die Basensequenz der
gereiften Form (ab Basenpaar 163) von UbcS$
wurde in die Schnittstellen von EcoRI und Notl
eingefiigt.
Expressionsplasmid ~ fir ~ das  GST-Ubc8-
Fusionsprotein. Die Basensequenz von UbcS§
wurde in die Schnittstellen von EcoRI und Notl
eingefiigt.
Expressionsplasmid ~ fiir ~ das GST-Ubc8
(Cystein126 gegen Serin ausgetauscht)-Fusions-
protein. Die Basensequenz von Ubc§ (Cysteinl26
in die

Serin  ausgetauscht) wurde

gegen
Schnittstellen von EcoRI und Notl eingefiigt.
Expressionsplasmid fiir das GST-Gid2-Fusions-
protein. Die Basensequenz von Gid2 wurde in den
Plasmid pGEX-4T-3 eingefiigt.

Integratives Plasmid, das die Promotorregion von

Hieter, 1989)

(Sikorski and
Hieter, 1989)

(James et al.,

1996)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

J. Regelmann

diese Arbeit
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pRS424 Ubc8

pRS424 Gid2

YCpS0/11I

YCp50/Ubc8HA;

pHIT128

Vid24 und ein N-terminal 2 x HA-getaggtes Vid24
enthalt.

2u-Plasmid zur Expression von C-terminal RYIRS
getaggtem Ubc8p. Das getaggte UBCS wurde in
Zihlrichtung in die Smal-Schnittstelle integriert.
2u-Plasmid zur Expression von C-terminal RYIRS
und 6-fach His getaggtem Gid2p. Das getaggte
GID2 wurde in Zéhlrichtung in die Smal-
Schnittstelle integriert.

Genbankplasmid ausgehend von YCp50 (Rose et.
Al., 1987). In die BamHI-Schnittstelle ist ein ca. 8
kB grofles Stiick von Chromosom V von S.
cerevisiae insertiert, das u.a. das UBCS-Gen
inklusive dessen Promotor enthélt. Wird in S.
cerevisiae (Selektionsmarker URA3) und E. coli
(Selektions-marker 4AMP") repliziert.

Das Plasmid YCp50 wurde mit dem Restriktions-
enzym Bfrl geschnitten und tiber einen Gap Repair
in einem Stamm, der Ubc8-HA; enthielt, wurde
das Backbone wieder komplementiert. Nun enthélt
das Plasmid zusitzlich ein 3-fach HA-getaggtes
Ubc8 und das HIS5-Gen aus S. p.
Expressionsplasmid fiir GST in S. cerevisiae unter
Kontrolle des Gal-Promotors. Das Plasmid trigt

einen LEU2-Marker.

4.1.3 Oligonukleotide

diese Arbeit

diese Arbeit

T. Schiile

diese Arbeit

R. Hitt

Synthetische Oligonukleotide fiir die PCR (Primer) wurden von der Firma MWG Biotech

(Miinchen) bezogen. Die Sequenzen der Primer sind in Tabelle 4-4 angegeben.
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Tabelle 4-4: In dieser Arbeit eingesetzte Primer.

Bezeichnung

Sequenz

verwendet fiir

HA-VID-1

HA-VID-2

Dell

Del2

Notl-Promotor

BamHI-HA-Promotor

BamHI-HA-Vid24

Clal-Vid24

GST Vid24 1 BamHI

GST_Vid24 2 Notl

BD Ubc8 1 EcoRI

BD Ubc8 2 Clal

5’-AAA TAA AGT CGA GTC CAG
TGATTG TTC TTT TGA GTT
TGC TGG AGC AGG GGC GGG
TGC-3°

5’-AAG AGA AAA GGG TAT GCA
GGT AAA AAC GAA TAT ATC
ACA CAG AGG TCG ACG GTA
TCG ATA AG-3’

5’-GCG TCT TGT GCA TGA CAC
CAA CAC ATA TCG CAA GCT
TGA GTC-3’

5’-AGA AAA GGG TAT GCA GGT

AAA AAC GAA TAT ATC ACA
CA-3

5’-GGG CCC GCG GCC GCG GCT
GCT CGG TTC TCT T-3’

5’-GCC GCC GGA TCC GCC CGC
ATA GTC AGG GAC GTC GTA
CGG GTA CAT GAC TCA AGC
TTG CGA TAT G-3°

5’-GCC GCC GGA TCC TAT CCA
TAC GAC GTG CCC GAC TAC
GCT ATC AAT AAT CCT AAG
GTA GAC-3°

5’-GCG GCG ATC GAT TCA AGC
AAA CTC AAA AGA AC-3’
5’-GCC GCC GGA TCC ATC AAT
AAT CCT AAG GTA GAC-3°
5’-GGG CCC GCG GCC GCA GTC
AAG CAA ACT CAA AAG AAC-3°
5’-GGG CCC GAA TTC AAA CTG
TTG ATG AGT GAT CA-3’
5’-GCG GCG ATC GAT TTATTG

YFJ3 und YFJ4

YFJ3 und YFJ4

YFJ1 und YFJ2

YFJ1 und YFJ2

pRS306_Vid24

pRS306 Vid24

pRS306 Vid24

pRS306 Vid24

pGEX-4T-1_Vid24

pGEX-4T-1_Vid24

pGBD-C1_Ubc8

pGBD-C1_Ubc8



Material und Methoden

36

Ubc8 GST 1 EcoRI

Ubc8 GST 2 Notl

Gid2 HA3 1

Gid2 HA3 2

1000 _vor Ubc8

Ende Ubc8+RYIRS

1000 vor Gid2 Clal

Gid2 RYIRS 6His 2

pYEX4T-1 P1

pYEX4T-1 P2

Kan Gid2 1

ATT AGC GAC TTC GT-3’
5’-GGG CCC GAA TTC ATG AAA
CTG TTG ATG AGT GA-3’
5’-GGG CCC GCG GCC GCT TAT
TGA TTT GCG ACT TCG T-3°
5’-CCG TAA ATA CTT CAA TGA
GCA GTA CAA AAA AGGTTC
GTT TTG TTA TGC TTG GAG
CAG GGG CGG GTG C-3°

5’-TTA TCG CTT CCA ATA AAA
AAA AAA AAA AAA AAC CTA
TGC AAA AAT TTC AGG AGG
TCG ACG GTA TCG ATA AG-3’
5’-AGA GGC TGT CTT TGT TCC-
3

5’-AAA TTA AGA ACG AAT ATA
ACG TTG ATT TGC GAC TTC
GTC G-3°

5’-GGG CCC ATC GAT AAT TAC
CAT TTT CAG TCT TTG-3’
5’-GGG AAA GCG GCC GCT CAA
TGA TGA TGA TGA TGA TGA
GAA CGA ATA TAA CGA AGC
ATA ACA AAA CGA ACCT-3°
5’-GAA TTC CAG CTG ACC ACC-
3

5’-GAT CCC CGG GAA TTG CCA
T-3°

5’-TTC AAG AGA GAT GCA GCA
CTG AGT AGG GAA CCA AGA
AAC GCA GCT GAA GCT TCG
TAC GC-3°

pGEX-4T-1 Ubc8
(gereifte Form)
pGEX-4T-1_Ubc8
(gereifte Form)
YFIJS5, YFJ6, YFJI10
und YFJ11

YFJ5, YFJ6, YFJ10
und YFJ11

pRS424 Ubc8

pRS424 Ubc8

pRS424 Gid2

pRS424 Gid2

Uberpriifung von
pYEX4T-1GID2 und
pYEX4T-1VID24
Uberpriifung von
pYEX4T-1GID2 und
pYEX4T-1VID24
YFJ8
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Kan Gid2 2

pGEX4T-1 Ubc8 1 EcoRI

Ubc8 Cys-Ser Primerl

Ubc8 Cys-Ser Primer2

pGEX4T-1 Ubc8 2 Notl

5’-CAA TAA AAA AAA AAA
AAA AAA ACC TAT GCA AAA
ATT TCA GAG CAT AGG CCA
CTA GTG GAT CTG-3’

5’-GGG CCC GAA TTC ATG AGG
TAT GTT TGA TAA GAT-3’

5’-TAA TTA CGT CCA AACTTA
TGG ACC CCG ATG CGA TA-3
5’-CAT CGG GGT CCA TAA GTT
TGG ACG TAA TTA ACT CT-3’
5’-GGG AAA GCG GCC GCT TAT
TGA TTT GCG ACT TCG T-3’

4.1.4 Wachstumsmedien

YFJ8

pGEX-4T-1_C126S-
Ubc8 und pGEX-4T-
1 Ubc8
pGEX-4T-1_C126S-
Ubc8
pGEX-4T-1_C126S-
Ubc8

pGEX-4T-1 _C126S-
Ubc8 und pGEX-4T-
1 Ubc8

Fir die Herstellung der Wachstumsmedien wurde ausschlieBlich zweifach deionisiertes

Wasser (ddH,0O) verwendet. Wachstumsmedien wurden zur Sterilisation fiir 25 min bei 120°C

autoklaviert.

Feste Medien (Agarplatten) enthielten jeweils zusétzlich zu den angegebenen Komponenten 2

% Bacto-Agar.

Alle Prozentangaben in diesem Abschnitt beziehen sich auf w/v. Die pH-Wert-Einstellung

erfolgte mit Salzsdure oder Natronlauge.

4.1.4.1 Hefemedien

4.14.1.1 Vollmedium YPD
pH 5.5

1 % Hefeextrakt

2 % Bacto-Pepton

2 % D-Glucose
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4.1.4.1.2 Ethanolhaltiges Hungermedium YPEtOH
pH 5,5

1 % Hefeextrakt

2 % Bacto-Pepton

2 % Ethanol

4.1.4.1.3 Acetathaltiges Hungermedium YPKG
pH 5,5

1 % Hefeextrakt

2 % Bacto-Pepton

0,5 % D-Glucose

1 % Kaliumacetat

4.1.4.1.4 Synthetisches Vollmedium CM
pH 5,6

0,67 % Yeast nitrogen base w/o amino acids
2 % D-Glucose

0,0117 % L-Alanin

0,0117 % L-Arginin

0,0117 % L-Asparagin
0,0117 % L-Asparaginsdure
0,0117 % L-Cystein

0,0117 % L-Glutamin
0,0117 % L-Glutaminséure
0,0117 % L-Glycin

0,0117 % L-Isoleucin
0,0117 % L-Methionin
0,0117 % L-Phenylalanin
0,0117 % L-Prolin

0,0117 % L-Serin

0,0117 % L-Threonin
0,0117 % L-Tyrosin

0,0117 % L-Valin

0,0117 % myo-Inosit

0,00117 % p-Aminobenzoeséure
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Je nach Selektionsbedingungen wurden folgende Supplemente hinzugefiigt:
0,3 mM L-Histidin

1,7 mM L-Leucin

1 mM L-Lysin

0,4 mM L-Tryptophan

0,3 mM Adenin

0,2 mM Uracil

4.1.4.1.5 Synthetisches Hungermedium CMEtOH
Wie CM, allerdings statt 2% D-Glucose enthilt es 2% Ethanol.

4.1.4.1.6 Synthetisches Nihrmedium CMGal

Wie CM, allerdings statt 2% D-Glucose enthélt es 2% Galactose.

4.1.4.1.7 Mineralmedium MV

pH 5.5:

0,67% Yeast nitrogen base w/o amino acids
2% D-Glucose

0,3 mM L-Histidin

1,7 mM L-Leucin

1 mM L-Lysin

0,4 mM L-Tryptophan

0,3 mM Adenin

0,2 mM Uracil

Fiir 5-FOA-Medium (zur Gegenselektion auf URA3) zusétzlich:
1 mg/ml 5-Fluoro-orotsdure

0,4 mM Uracil

4.1.4.1.8 Mineralmedium MVohne
pH 5.5:

0,67% Yeast nitrogen base w/o amino acids

2% D-Glucose

4.1.4.1.9 Medien fiir Pulse Chase-Analysen
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4.1.4.1.9.1 Labelling-Medium CM-MetEtOH

Wie CMEtOH, allerdings ohne L-Methionin und L-Cystein.

4.1.4.1.9.2 Methioninfreies synthetisches Vollmedium CM-Met

Wie CM, allerdings ohne L-Methionin und L-Cystein.

4.1.4.1.9.3 Chase-Medium CM+Met

Wie CM, allerdings enthélt es 10 mM L-Methionin.

4.1.4.1.10 Hungermedium 1%KAc

1 % Kaliumacetat

4.1.4.1.11 Chase-Medium 1%KAc+Met

1 % Kaliumacetat

10 mM L-Methionin
4.1.4.2 Medien fir E. coli-Kulturen

4.14.2.1 Vollmedium LB
pH 7,5

1 % Bacto-Trypton

0,5 % Hefeextrakt

0,5 % Natriumchlorid

4.1.4.2.2 LBsmp-Medium (zur Selektion auf Ampicillin-Resistenz)

Wie LB, allerdings zusitzlich 75 pg/ml Ampicillin

4.1.4.2.3 Transformationsmedium SOC
pH 7,4

2 % Bacto-Trypton

0,5 % Hefeextrakt

0,4 % D-Glucose

10 mM Natriumchlorid

10 mM Magnesiumchlorid

10 mM Magnesiumsulfat

2,5 mM Kaliumchlorid
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4.1.4.2.4 2 x YTAG-Medium (zur Expression von GST-Fusionsproteinen)

pH 7,0

1,6 % Bacto-Trypton
1 % Hefeextrakt

0,5 % Natriumchlorid
100 pg/ml Ampicillin
2 % D-Glucose

4.1.5 Antikorper

Tabelle 4-5: In dieser Arbeit eingesetzte Antikorper.

Antikorper Verdiinnung Quelle
Kaninchen-anti-API, polyklonal 1:5000 (Klionsky et al., 1992)
Kaninchen-anti-Cdc48p, polyklonal 1 : 10000 K.U. Frohlich
Kaninchen-anti-Fas, polyklonal 1: 1000 (Egner et al., 1993)
Kaninchen-anti-FBPase, polyklonal (1) 1:5000 K.D. Entian, Frankfurt
Kaninchen-anti-FBPase, polyklonal (2) 1:1000 diese Arbeit
Kaninchen-anti-GST, polyklonal 1:5000, 2 % T. Lang
Magermilchpulver
Kaninchen-anti-Pre4p, polyklonal 1 : 4000 W. Heinemeyer
Kaninchen-anti-Rpt5p, polyklonal 1:25000 Affiniti, Exeter, UK
Kaninchen-anti-Vid24p, polyklonal 1:1000 diese Arbeit
Maus-anti-CPY, monoklonal 1: 10000 Molecular Probes,
Leiden, Holland
Maus-anti-Ha-Epitop (clone 16B12), 1 : 10000 BAbCO, Richmond, USA
monoklonal
Maus-anti-Ha-Epitop (kovalent an Protein A |- BAbCO, Richmond, USA
Sepharose gebunden), monoklonal
Maus-anti-Myc-Epitop, monoklonal 1:10000 Roche, Mannheim
Maus-anti-PGK, monoklonal 1: 10000 Molecular Probes,
Leiden, Holland
Maus-anti-Pup1p, monoklonal 1 : 1000 Affiniti, Exeter, UK
Maus-anti-RYIRS, monoklonal 1:5000 BAbCO, Richmond, USA
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Maus-anti-Ubiquitin, monoklonal

Ziege-anti-Kaninchen IgG, HRPO konjugiert

Ziege-anti-Maus IgG, HRPO konjugiert

4.1.6 Enzyme

Tabelle 4-6: In dieser Arbeit eingesetzte Enzyme.

1:1000
1:5000, 1 %
Magermilchpulver

1 : 10000

Oncogene, Boston, USA
Medac, Hamburg

Dianova, Hamburg

Enzym Quelle
Glusulase Sigma, Deisenhofen
Lysozym Roche, Mannheim

Restriktions-Endonucleasen

RNAse A
T4-DNA-Ligase
Vent-DNA-Polymerase
Zymolyase 100-T

4.1.7 Chemikalien

Tabelle 4-7: In dieser Arbeit eingesetzte Chemikalien.

Roche, Mannheim und

New England Biolabs, Beverly, USA
Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Beverly, USA
Seikagaku Kyogo, Tokio, Japan

Bezeichnung Quelle

Adenin Sigma, Deisenhofen
Agarose NEEO Roth, Karlsruhe
L-Alanin Sigma, Deisenhofen

p-Aminobenzoesidure
Ammoniumacetat
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Antipain

L-Arginin

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim
Calbiochem, San Diego, USA

Sigma, Deisenhofen
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L-Asparagin
L-Asparaginsdure
Bacto-Agar
Bacto-Pepton
Bacto-Trypton
Benzamidin
Borsaure
Blottingpapier GB001, GB002 und GB003
Bromphenolblau
BTPNA
Chloroform

Chymostatin

Complete™ Protease Inhibitor Cocktail Tablets

Coomassie Brilliant Blue R250
Cycloheximid

L-Cystein
Desoxyadenosin-triphosphat
Desoxycytidin-triphosphat
Desoxyguanosin-triphosphat
Desoxythymidin-triphosphat
Dithiothreit

DMF

DMSO

DNA-Léangenstandard (1 kb DNA-Leiter)
EDTA

Epoxy-activated Sepharose 6B
Essigsédure

Ethanol

Ethidiumbromid

5-FOA

D-Galactose

Glasperlen

D-Glucose

L-Glutamin

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Difco, Michigan, USA

Difco, Michigan, USA

Difco, Michigan, USA
Calbiochem, San Diego, USA
Roth, Karlsruhe

Schleicher & Schuell, Dassel
Riedel-De Haén, Seelze
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Calbiochem, San Diego, USA
Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Riedel-De Haén, Seelze
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Toronto Res. Chem., New York, Kanada
Sigma, Deisenhofen

B. Braun Biotech, Melsungen
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
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L-Glutaminsdure
Glutathion Sepharose™ 4B
Glycerin

L-Glycin

Harnstoff

Hefeextrakt

HEPES
Hering-Sperma-DNA
L-Histidin
Hybond-N-Nylonmembran
Hyperfilm™ ECL™
myo-Inosit

IPTG

Isobutanol

L-Isoleucin

Isopropanol

Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat
L-Leucin

Leupeptin

Lithiumacetat

L-Lysin
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
2-Mercaptoethanol
Methanol

L-Methionin

[a-*> S]-L-Methionin
MG132

Natriumacetat

Natriumazid

Sigma, Deisenhofen
Amersham, Little Chalfont, UK
Riedel-De Haén, Seelze

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Difco, Michigan, USA

Sigma, Deisenhofen

Promega, Madison, USA
Sigma, Deisenhofen
Amersham-Buchler, Braunschweig
Amersham, Little Chalfont, UK
Sigma, Deisenhofen

BTS, St. Leon-Rot

Riedel-De Haén, Seelze

Sigma, Deisenhofen

Riedel-De Haén, Seelze

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, San Diego, USA
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Dr. Gross, Sauerlach

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Amersham, Little Chalfont, UK
Calbiochem, San Diego, USA
Merck, Darmstadt

Riedel-De Haén, Seelze
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Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdesoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
NC-Membran (Protran BA 70)
NCSII

Pefabloc

PEG 4000

Pepstatin

Phenol, TE-gesittigt (Roti ® -Phenol)
L-Phenylalanin

PMSF

Ponceau S

L-Prolin

Protein A Sepharose CL-4B
Proteinmarker (SeeBlue™ Pre-Stained Standard)
Proteinmarker (Precision Plus Protein™
Standards, All Blue)

Protogel 30%
Rinderserumalbumin
Salzsdure 37%

TEMED

D-Saccharose

SDS

L-Serin

D-Sorbit

TCA

L-Threonin

Tris

Triton-X-100

L-Tryptophan

L-Tyrosin

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Schleicher & Schuell, Dassel
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, San Diego, USA
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

Novex, San Diego, USA
BioRad, Hercules, USA

Kimberly Research, Atlanta, USA

Sigma, Deisenhofen
Riedel-De Haén, Seelze
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
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Tween 20
Ubiquitin-Aldehyde
Uracil

L-Valin

X-Gal

Yeast nitrogen base w/o amino acids

4.1.8 Kits

Tabelle 4-8: In dieser Arbeit eingesetzte Kits.

Bezeichnung

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
BTS, St. Leon-Rot
Difco, Michigan, USA

Quelle

ECL™ Kt

QIAEX II Gel Extraction Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick PCR Purification Kit

4.1.9 Gerite

Tabelle 4-9: In dieser Arbeit eingesetzte Geriite.

Amersham, Little Chalfont, GB
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Bezeichnung Quelle

Analysenwaage AE 163 Mettler, Giessen, Schweiz
Biofuge Fresco Heraeus, Hanau

Biofuge Pico Heraeus, Hanau

DNA-Gelelektrophorese-Apparaturen
Elektroporations-Apparatur Gene Pulser™
Entwicklungsmaschine Optimax
Geltrockner

Heizblock Test Tube Thermostat TCR100
Inkubator B 6200

Ionenaustauscher Milli-Q Academics

Laborschiittler fiir Kulturen (div. Grofen)

Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Protec Medizintechnik, Oberstenfeld
Frobel Labortechnik, Lindau

Roth, Karlsruhe

Heraeus, Hanau

Millipore, Eschborn

A. Kiihner, Birsfelden, Schweiz
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Liquid Scintillation Counter Wallace 1410
Magnetriihrer lkamag REO
Netzgerat Consort E831

Netzgerit Power-Pac 300
PCR-Maschine Robocycler® Gradient 40
pH-Meter CG 820

pH-Meter CG 832

Phospholmager Storm 860
Plattformschiittler V'SR23
Protein-Gelelektrophorese-Apparatur Protean 11
Schiittler KS70
Semidry-Blot-Apparatur
Spektralphotometer Jasco V-530
Spektralphotometer Novaspec 11
Thermomixer 5437
Tischultrazentrifuge Optima™ TLX
Tischzentrifuge 5415 C
Uberkopfschiittler 34528
Uberkopfschiittler REAX 2
Uberkopfschiittler Roto Shake Genie
Ultraschall-Sonifikator Sonic Power
Ultrazentrifuge Centrikon T-1065
Videoprinter fiir Agarosegele
Vortexer Vibrofix VF1

Waage PM460

Wasserbad SWB25

Wasserbad W13/F3

Zentrifuge 3K10

Zentrifuge 5804 R

Zentrifuge Centrikon T-124
Zentrifuge Sorvall RC 5B
Zentrifuge Z 320 K

Wallace, Freiburg
IKA-Labortechnik, Staufen i. Br.
Consort, Turnhout, Belgien
Bio-Rad, Hercules, USA
Stratagene, La Jolla, USA

Schott, Hofheim

Schott, Hofheim

Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA
Grant Instruments, Shepreth, GB
Bio-Rad, Hercules, USA

Edmund Biihler, Tiibingen

ITF Labortechnik, Wasserburg
Jasco, Gross-Umstadt

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Eppendorf, Hamburg

Beckman Coulter, Fullerton, USA
Eppendorf, Hamburg

Snijders Scientific, Tilburg, NL
Heidolph, Schwabach

Scientific Industries Inc, Bohemia, USA
Branson, Danbury, USA

Kontron, Neufarn

MWG Biotech, Miinchen
IKA-Labortechnik, Staufen i. Br.
Mettler, Giessen, Schweiz

Haake, Karlsruhe

Haake, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Eppendorf, Hamburg

Kontron, Neufarn

Kendro, Osterode

Eppendorf, Hamburg
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4.2 Methoden

4.2.1 Wachstumsbedingungen

Zellkulturen in fliissigen Ndhrmedien wurden in Reagenzgldsern und Erlenmeyerkolben ange-
setzt, die mindestens das S5-fache Volumen der Nahrflissigkeit hatten, und auf einem
Rundschiittler inkubiert. Hefekulturen wurden mit 220 Upm bei 30°C, E. coli-Kulturen mit
220 Upm bei 37°C geschiittelt. Anderungen der Wachstumsbedingungen wurden ausdriicklich

bei den entsprechenden Experimenten angegeben.

4.2.1.1 Dauerkulturen

Zur Erzeugung von Hefedauerkulturen wurden zahnstocherkopfgro3e Mengen des jeweiligen
Hefestammes direkt von einer Agarplatte genommen, in 1 ml sterilem 15 %-igem Glycerin
suspendiert und bei -80°C gelagert. E. coli-Dauerkulturen wurden durch Mischen von 500 pl
einer Fliissigkultur mit 500 pl sterilem 60 %-igem Glycerin angelegt und bei -80°C
aufbewahrt.

4.2.1.2 Wachstumsbedingungen der Hefe

Vorkulturen wurden durch Beimpfen eines 5 ml Ndhrmediums mit Hefezellen, die direkt von
einer Agarplatte stammen, in einem Reagenzglas angesetzt und bei 30°C inkubiert. Nach
Erreichen der stationdren Wachstumsphase (24-48 h) wurde die Vorkultur zum Anlegen einer
Hauptkultur verwendet. Plasmidtragende Hefestimme wurden in CM-Medium ohne die
entsprechenden Auxotrophiemarker inkubiert.

Hefekulturen auf Agarplatten benétigen bei 30°C eine Inkubationszeit von 2-4 Tagen.

4.2.1.2.1 Induktion und Inaktivierung der FBPase

Wachsen Zellen auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie Ethanol oder Acetat, so

wird die Expression der FBPase und anderer gluconeogenetischer Enzyme induziert. Diese
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Expression findet ebenso statt, wenn die in Medien enthaltene Glucose aufgebraucht worden
ist.
Um das Abbauverhalten der FBPase in Immunoblots untersuchen zu koénnen, wurden die

Zellen folgendermaBen angezogen und anschlieBend folgendermallen Proben genommen:

4.2.1.2.1.1 Standardbedingungen

Aus einer stationdren glucosehaltigen Vorkultur (YPD oder CM) wurde 1 : 12,5 in eine
glucosehaltige Hauptkultur umgeimpft. Nach mindestens 7 h wurde aus dieser Hauptkultur
heraus 1 : 17 in ethanolhaltiges Medium (YPEtOH oder CMEtOH) umgesetzt. Nach 16 h
wurde zum einen eine 0-Probe entnommen (3 — 5 ODggo-Zellen) und zum anderen die Zellen
abzentrifugiert und so in glucosehaltigem Medium (YPD oder CM) aufgenommen, dass eine
Zellsuspension mit einer ODgoo von 3 - 5 resultierte. Zu den gewliinschten Zeitpunkten

(meistens 30, 60, 90 und 120 min) wurde jeweils eine Probe von 1 ml entnommen.

4.2.1.2.1.2 Bedingungen nach H.L. Chiang

Aus einer stationdren glucosehaltigen Vorkultur (YPD) wurde 1 : 1000 in acetathaltiges
Medium (YPKG) umgeimpft. Nach 48 - 65 stiindiger Inkubation wurden dann Proben analog

wie unter 4.2.1.2.1.1 gezogen.

4.2.1.2.2 Wachstumsbedingungen bei Ubiquitinylierungsuntersuchungen

Aus einer stationidren Vorkultur (CM-Medium ohne Trp, 24h) wurde eine glucosehaltige
Hauptkultur (CM ohne Trp) so angeimpft, dass die Zellen nach 16 h eine ODgo von 4 — 5
aufwiesen. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen und so in
CMEtOH-Medium ohne Trp aufgenommen, dass eine Kultur mit einer ODgpp von 2.5
resultierte. Nach Zugabe von 100 uM Kupersulfat zur Expression der verschiedenen
Ubiquitinvarianten (Ha-Ub, WT-Ub) und 6 Stunden Inkubation in Derepressionsmedium,
wurden zum einen 50 ODgg Zellen als 0-Probe entnommen und zum anderen 50 ODgg Zellen

abzentrifugiert und in 10 ml glucosehaltigem Medium (CM ohne Trp, 100 uM Kupfersulfat)



Material und Methoden 50

resuspendiert und 25 min lang inkubiert (25 min Probe). Sdmtliche Proben wurden auf Eis
aufbewahrt.

Alternativ wurde ausgehend von einer 7 Stunden alten glucosehaltigen Hauptkultur (CM ohne
Trp) 1 : 10 in CMEtOH ohne Trp umgesetzt, 100 uM Kupfersulfat zugesetzt und 16 h lang
inkubiert. Danach wurde wiederum eine 0-Probe von 50 ODggo-Zellen entnommen und eine
ebenso groBe Zellmenge in glucosehaltigem Medium (CM ohne Trp) aufgenommen und nach

25 min geerntet (25 min Probe).

4.2.1.3 Wachstumsbedingungen von E. coli

E. coli-Kulturen wurden direkt mit Zellen von Agarplatten oder aus Glycerinkulturen, die bei
-80°C gelagert wurden, in LB-Medium angeimpft und iiber Nacht inkubiert. Fliissigmedien
und Agarplatten enthielten 75 mg/l Ampicillin (LBamp-Fliissigmedium bzw. LB amp-Platten).

4.2.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.2.1 Isolierung von DNA

4.2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli (boiling prep)

1,5 ml einer E. coli-Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert (2 min 6500 Upm) und in 350 pl
STET-Puffer (50 mM Tris / HCI pH 8.0, 50 mM EDTA, 2,5 % Triton X-100, 8 % Sucrose)
resuspendiert. Dann wurden 350 pul STET-Lysozymlosung (enthélt 0,1575 pg Lysozym,
frisch zubereitet) zugegeben, zweimal vorsichtig invertiert und 1 min bei RT inkubiert.
Anschliefend wurde die Suspension bei offenem Reaktiongefddeckel 3 min bei 95°C
gekocht, 10 min auf Eis gestellt und 10 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde mit einem Zahnstocher entfernt und die geloste Plasmid-DNA durch Zugabe einer
gleichen Volumenmenge (meist 700 pl) von Isopropanol. gefallt. Nach 5 min Inkubation bei
RT wurde die Probe zentrifugiert (10 min, 13000 Upm) und das Pellet in 50 ul H,O

aufgenommen.
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4.2.2.1.2 Isolierung chromosomaler DNA aus Hefe

2 ml einer Hefelibernachtkultur wurden 30 s bei 13000 Upm abzentrifugiert und mit 0,5 ml
Wasser gewaschen. Danach wurden die Zellen in 200 pl Breaking Buffer (2 % Triton X-100,
1 % SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris, | mM EDTA, pH 8) resuspendiert. Nach Zugabe von
200 pl einer 1:1-Mischung aus Phenol und Chloroform und von 300 ul Glasperlen, wurde die
Mischung 4 Minuten mittels eines Vortexers geriittelt. Nach Zugabe von 200 ul Wasser und
kurzem Mischen durch Invertieren, wurde die Probe 5 Minuten bei 13000 Upm zentrifugiert.
Danach wurde die wissrige Phase abgenommen und in einem neuen Reaktionsgefdl mit 1 ml
kaltem Ethanol (100 %) versetzt, gemischt und 15 Minuten bei - 80°C gelagert. Darauthin
wurde erneut 2 Minuten bei 13000 Upm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 400 pl Wasser,
dem 30 pg Rnase A zugesetzt worden war, resuspendiert und 5 min bei 37°C inkubiert.
Daraufhin wurde wieder 1 ml kaltes Ethanol (100 %) und 10 pl einer 6 M Ammoniumacetat-
Losung zugegeben und mehrmals invertiert. Nachdem die Mischung wieder 15 Minuten bei -
80°C gehalten worden war, wurde 2 Minuten bei 13000 Upm zentrifugiert und mit kaltem
Ethanol (70 %) gewaschen. Das erhaltene Pellet wurde in 50 pul Wasser resuspendiert und bis
zur Verwendung bei - 20°C gelagert.

4.2.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefe

Die Methode 4.2.2.1.2 liefert bei Vorhandensein von Plasmid-DNA auch kleine Mengen
ebendieser neben der chromosomalen DNA. Diese Mengen reichen zur Transformation von
E. coli aus. Zur Amplifikation der so erhaltenen Plasmid-DNA wurde der E. coli Stamm
DH5a transformiert (4.2.2.2.2) und entsprechend der oben genannten Methode (4.2.2.1.1)

isoliert.
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4.2.2.2 Transformation

4.2.2.2.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Eine 600 ml-Hauptkultur des Stammes DH5a in LB-Medium wurde mit einer stationédren
Vorkultur 1 : 100 angeimpft und bis zu einer ODgoo von 0,5 inkubiert. Die Zellen wurden 30
min auf Eis abgekiihlt und danach zentrifugiert (4°C, 6500 Upm, 8 min). Anschlieend wurde
jeweils unter Eiskiihlung mit 600 ml, 250 ml und abschlieBend mit 100 ml eiskaltem, sterilem
10 % Glycerin gewaschen. Die Zellen wurden in 1 ml 10 % Glycerin aufgenommen und in

Aliquots zu 40 pl bei — 80°C gelagert.

4.2.2.2.2 Transformation von E. coli durch Elektroporation

Ein Aliquot kompetenter E. coli-Zellen wurde auf Eis aufgetaut, mit 0,2 - 1 ul der zu
transformierenden DNA versetzt und 1 min auf Eis inkubiert. Dann wurde die Zellsuspension
in eine gekiihlte Elektroporationskiivette tiberfiihrt und die Elektroporation bei 2,3 kV, 400 W
und 250 pF mittels eines Gene Pulsers durchgefiihrt. Die Zellen wurden danach sofort in 1 ml
SOC-Medium aufgenommen und 1 h bei 37 °C inkubiert. Von dieser Suspension wurden 100
ul bis 1 ml auf LBamp-Platten ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Stammte die zu
transformierende DNA aus einer ,,blunt end““-Ligation, wurde auf den LB am,-Platten vor dem
Zellenausplattieren 100 pl X-Gal-Losung (20 mg X-Gal / ml DMF).ausgestrichen. Dies fiihrt
dazu, dass E. coli-Klone mit Plasmid ohne Insert blau wurden, wohingegen Klone mit
Plasmid mit Insert weill blieben, da hier der ORF des LACZ-Gens durch das Insert

unterbrochen ist und so der Klon X-Gal nicht mehr zu einem blauen Farbstoff umsetzen kann.

4.2.2.2.3 Transformation von Hefezellen nach der Lithiumacetat-Methode

5 ODgy Zellen einer Ubernachtkultur in YPD mit einer ODgp von 0,4 — 0,8 wurden
abzentrifugiert (3 min 2500 Upm) und 2 mal mit 1 ml LiSorb (100 mM Lithiumacetat, 1 mM
EDTA, 1 M Sorbitol, 10 mM Tris, pH 7.5) gewaschen und in 50 ul LiSorb resuspendiert.
Nach 30 min Inkubation bei 30°C wurden 5 pl Heringssperma-DNA (wurde vorher durch 10

miniitiges Kochen bei 95°C denaturiert und auf Eis abgekiihlt), 5 pl der zu transformierenden
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DNA und 300 pl PEG-Losung (40 % PEG, 100 mM Lithiumacetat, 10 mM Tris pH 7.5, 1
mM EDTA) zugegeben, die Mischung 30 Minuten lang bei 30°C inkubiert und anschlie3end
20 Minuten lang ein Heat Shock bei 42°C durchgefiihrt. Danach wurden die Zellen
abzentrifugiert (3 min 2500 Upm) und mit 0,5 ml Wasser gewaschen. (Bei Transformation
mit einem Kanamycin-Resistenzgen wurde das erhaltenen Pellet in 3 ml YPD resuspendiert
und 3 h lang bei 30°C geschiittelt.) Dann wurde erneut abzentrifugiert (3 min 2500 Upm) und

das Pellet in 50 - 150 ul Wasser resuspendiert und auf 1 - 3 Selektionsplatten ausplattiert.

4.2.2.3 Restriktionsverdau von DNA

Fiir einen 10 - 30-pl-Verdauansatz wurden zwischen 1 und 15 pl DNA-Losung, 0,1 - 1 ul
Restriktionsendonuclease und 1 - 3 pul des jeweiligen 10fach-Inkubationspuffers (A, B, L , M
oder H) eingesetzt. Es wurde mit H,O auf 10 - 30 ul aufgefiillt und 1 bis 2 h bei der fiir das
jeweilige Enzym optimalen Temperatur inkubiert. Danach wurde der Verdau durch Zugabe
von 1 - 3 pl 10-fach-DNA-Probenpuffer (I M Tris / HCI pH 8.0, 50% (v/v) Glycerin, 0,1%
(w/v) Bromphenolblau) abgebrochen und eine DNA-Agarose-Gelelektrophorese (4.2.2.4)
durchgefiihrt.

4.2.2.4 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Proben wurden mit der entsprechenden Menge 10-fach DNA-Probenpuffer (siche
4.2.2.3) versetzt und in einer Flachbett-Elektrophorese-Kammer (Pharmacia, Bio-Rad) in 0,8
%-igen Agarosegelen mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde
bei RT und einer Spannung von 120 V 20 — 40 min lang durchgefiihrt. Als Laufpuffer wurde
TAE-Puffer (40 mM Tris / Essigsdure pH 7.5, 2 mM EDTA) verwendet. Die x-kb-Leiter
(Boehringer Mannheim und Gibco) diente als DNA-Langenstandard (50 pl x-kb zu 450 pl 1-
fach DNA-Probenpuffer). Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Gele mit dem
Dokumentationssystem der Firma MWG-Biotech unter UV-Licht (302 nm) dokumentiert.
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4.2.2.5 Gelextraktion von DNA

Zur Isolierung eines bestimmten DNA-Fragments aus einem Plasmidverdau (4.2.2.3), wurde
nach elektrophoretischer Auftrennung des Fragmentgemisches im Agarosegel (4.2.2.4) der
QIAEX II Kit, entsprechend der vorliegenden Arbeitsvorschrift des Herstellers (Qiagen),

verwendet.

4.2.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Pro Ansatz wurden je 0,5 bis 6 pl DNA-Losung (geschnittener Plasmid-backbone und Insert),
0,3 ul T4-DNA-Ligase (5 U / ul in Glycerin) und 1 pl 10-fach Ligationpuffer mit H20 auf 10
ul aufgefiillt und iiber Nacht bei 18 °C inkubiert. Nach der Ligation wurde 0,5 — 1 pl der
DNA in E. coli transformiert (4.2.2.2.2).

4.2.2.7 Genaustausch durch homologe Rekombination

Ein integratives Plasmid mit URA3-Marker, welches die Promotorregion von VID24 und ein
N-terminal 2 x Ha-getaggtes VID24 enthielt (pRS306 Vid24), wurde innerhalb der Promotor-
region linearisiert. Mit diesem linerasierten Plasmid wurde ein Wildtypstamm (W303-1B)
transformiert (4.2.2.2.3) und auf Ura-Platten selektioniert. Mit positiven Klonen wurden
YPD-Ubernachtkulturen beimpft und 500 pl dieser Kulturen auf 5-FOA-Platten ausplattiert.
Nach 2 — 3 Tagen Inkubationszeit wurden die gewachsenen Kolonien auf eine Expression des
2 x Ha-getaggten Vid24p getestet. Theoretisch sollte etwa die Hélfte der Kolonien das
getaggte Vid24p exprimieren.

4.2.2.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Der Standard PCR-Ansatz bestand aus folgenden Bestandteilen:

e 25 pul DMSO
o lul dNTP-Mix (je 10 mM)
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e Sul Polymerasepuffer (Thermopol-Puffer)

e jelupl beider Primer (100 pmol/ul)

o 1yl Template (Plasmid-DNA oder chromosomale DNA)

o 36l Wasser

o 50 Mineralol

e 0,5ul Magnesiumsulfat (100 mM)

o lul Vent-DNA-Polymerase (2 U / ul) (wurde im Normalfall erst im 1.

Zyklus des PCR-Programm wéhrend des Denaturierungsschrittes

zugegeben (,,Hot Start*))

Abweichungen vom Standard-PCR-Ansatz sind bei den einzelnen PCR-Programmen

angegeben. Bei verdnderten Mengen wurde die Wassermenge entsprechend angepasst.

Folgende PCR-Programme wurden verwendet:

Tabelle 4-10: PCR-Programm 1

Wiederholungen des | Denaturierung DNA-Annealing Elongation /
Programmzyklus DNA-Synthese
1 mal 3 min 94°C

26 mal 30s  94°C 30s  50-57°C 2min 72°C

1 mal S5min 72°C

Dieses Programm wurde fiir die Herstellung folgender Konstrukte verwendet:

Die beiden Inserts, um pRS306 Vid24 zu erhalten (Primer Notl-Promotor und BamHI-HA-
Promotor bzw. BamHI-HA-Vid24 und Clal-Vid24, Annealing-Temperatur jeweils 50°C), das
Insert, um pGBD-C1_Ubc8 zu erhalten (Primer BD Ubc8 1 Ecorl und BD-Ubc8 2 Clal,
Annealing-Temperatur 57°C, 0 pl MgSOy, 0 ul DMSO), das Insert, um pGEX-4T-1 Vid24
zu erhalten (Primer GST-Vid24 1 BamHI und GST-Vid24 2 Notl, Annealing-Temperatur
54°C, 0 pl MgSO4) und das Insert, um pGEX-4T-1 Ubc8 (gereifte Form) (Primer
Ubc8 GST 1 EcoRI und Ubc8 GST 2 Notl, Annealing-Temperatur 57°C, 0 pul MgSOy).
Als Template wurde jeweils chromosomale DNA aus einem Wildtyp-Stamm (W303-1B)

benutzt.
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AuBlerdem wurde mit diesem Programm eine Knockout-Kassette fiir VID24 erzeugt, mit
welcher das VID24-Gen chromosomal gegen das KAN"-Gen ausgetauscht werden kann. Als

Primer wurden Dell und Del 2 und als Template wurde pUG6 verwendet.

Tabelle 4-11: PCR-Programm 2

Wiederholungen des | Denaturierung DNA-Annealing Elongation /
Programmzyklus DNA-Synthese

1 mal 3 min 94°C

26 mal 30s  94°C 30s  56°C 2min30s 72°C
1 mal 5 min 72°C

Diese Programm wurde fiir die Herstellung des Inserts, um pRS424 Gid2 zu erhalten,
verwendet (Primer 1000 vor Gid2 Clal und Gid2 RYIRS 6His 2). Als Template wurde
chromosomale DNA aus einem Wildtyp-Stamm (W303-1B) benutzt.

Tabelle 4-12: PCR-Programm 3

Wiederholungen des | Denaturierung DNA-Annealing Elongation /
Programmzyklus DNA-Synthese
1 mal 5 min 94°C 2min 54-61°C 3min 72°C
35 mal 45s 94°C 45s 54-61°C 3min 72°C

1 mal Smin 72°C

Dieses Programm wurde fiir die Herstellung folgender Konstrukte verwendet:

C-terminale Has-Tag Konstrukte mit HIS5-Marker aus S. p. fir VID24 und GID2 (Primer
HA-VID1 und HA-VID2 bzw. Gid2 HA3 1 und Gid2 HA3 2, Template: p3XHA-HISS5)
und Insert, um pRS424 Ubc8 zu erhalten (Primer 1000_vor Ubc8 und Ende Ubc8+RYIRS,
Annealing-Temperatur 54°C, Template: chromosomale DNA aus Wildtypstamm (W303-
1B)).
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Tabelle 4-13: PCR-Programm 4

Wiederholungen des | Denaturierung DNA-Annealing Elongation /
Programmzyklus DNA-Synthese

1 mal 5 min 95°C Il min30s 57°C 3 min 72°C
25 mal 1 min 95°C 50s 57°C 1 min 40s 72°C
1 mal 1 min 95°C 50s 57°C 5 min 72°C

Mit diesem Programm wurde eine Knockout-Kassette fiir GID2 erzeugt, mit welcher das
GID2-Gen chromosomal gegen das KAN"-Gen ausgetauscht werden kann. Abweichend vom
Standard-PCR-Ansatz wurden 5 pl DMSO, jeweils 0,5 pl von den Primern Kan Gid2 1 und
Kan_Gid2 2 und 0,3 pl pUG6 als Template verwendet.

Tabelle 4-14: PCR-Programm 5

Wiederholungen des | Denaturierung DNA-Annealing Elongation /
Programmzyklus DNA-Synthese
1 mal 3 min 95°C I min30s 54-57°C |2min 72°C
27 mal 45s 95°C 45s 54-57°C |l min 72°C
1 mal 45s 95°C 45s 54 -57°C |Smin 72°C

Mit diesem Programm wurden zum einen die Megaprimer 1 und 2 (Primer pGEX4T-1-
Ubc8 1 EcoRI und Ubc8 Cys-Ser Primerl bzw. Ubc8 Cys-Ser Primer2 und pGEX4t-
1 Ubc8 2 Notl, Annealing-Temperatur: 57°C bzw. 54°C) und zum anderen das Insert, um
pGEX-4T-1 Ubc8 zu erhalten (Primer pGEX4T-1-Ubc8 1 EcoRlI und pGEX4T-
1 Ubc8 2 Notl, Annealing-Temperatur: 56°C), hergestellt. Als Template wurde
chromosomale DNA aus einem Wildtyp-Stamm (W303-1B) benutzt.

Tabelle 4-15: PCR-Programm 6

Wiederholungen des | Denaturierung DNA-Annealing Elongation /
Programmzyklus DNA-Synthese

1 mal 4 min 95°C I min30s 53°C 2 min 72°C
3 mal I min30s 95°C I min30s 53°C 2 min 72°C

25 mal 45s 95°C 45s 53°C 1 min 72°C
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1 mal 45s 95°C 45s 53°C 5 min 72°C

Mit diesem Programm wurde das Insert erzeugt, um pGEX-4T-1 C126S Ubc8 zu erhalten.
Als Primer wurden jeweils 2,5 pl der gereinigten (nach 4.2.2.9) Megaprimer (aus PCR-
Programm 5) verwendet. Template war erneut chromosomale DNA aus einem Wildtyp-

Stamm (W303-1B).

Tabelle 4-16: PCR-Programm 7

Wiederholungen des | Denaturierung DNA-Annealing Elongation /
Programmzyklus DNA-Synthese
1 mal 5min 95°C 2min 52°C 1 min 72°C
30 mal 45s  95°C 45s  52°C 2min 72°C
1 mal Smin 72°C

Dieses Programm wurde zur Uberpriifung der Plasmide pYEX4T-1GID2 und pYEX4T-
1VID24 verwendet. Dazu wurde jeweils ein zahnstocherkopf grofle Menge der Hefestimme
EJ758/pYEX4t-1GID2 (4828) und EJ758/pYEX4t-1VID24 (962) in einem PCR-Reaktions-
gefdss in einer Mikrowelle 1 min lang erhitzt. Den so aufgeschlossenen Hefezellen wurde
nach dem Abkiihlen 4 pl 10-fach PCR-Puffer, 2 ul MgCl, (25 mM), jeweils 0,5 pl der Primer
pYEX4T-1 P1 und pYEX4T-1 P2, 2 ul dANTPs, 2 ul DMSO und 28 pl H,O zugesetzt und sie
darin resuspendiert. Dieser Ansatz wurde fiir die PCR benutzt. 1 pul Tag-DNA-Polymerase (5
U / ul) wurde als ,,Hot Start* zugegeben.

4.2.2.9 Reinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit nach Firmenvorschrift

gereinigt.
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4.2.2.10 Southern-Blot-Analyse

Diese Methode dient der Indentifizierung einzelner, genomischer Fragmente. Sie koénnen
durch spezifische Sonden immunologisch detektiert und identifiziert werden (Southern, 1975;

Sambrook et al., 1989).

4.2.2.10.1 Auftrennung der DNA-Fragmente

Die isolierte chromosomale DNA der zu untersuchenden Hefestaimme (4.2.2.1.2) wurde {iber
Nacht in einem 20 pl Ansatz mit geeigneten Restriktionsendonucleasen verdaut (4.2.2.3) und
dann mittels DNA-Agarose-Gelelektrophorese (4.2.2.4) aufgetrennt. Das Gel wurde unter

UV-Licht mit einem Lineal (als Lingenvergleich) fotografiert und dokumentiert.

4.2.2.10.2 Transfer der DNA (Kapillar-Blot-Verfahren)

Das Gel wurde zuerst zweimal 8 min lang in Acid-Nicking-Puffer (0,25 M Salzsdure), dann
zweimal 15 min lang in Denaturierungspuffer (1,5 M Natriumchlorid, 0,5 M Natrium-
hydroxid) und abschliefend zweimal 45 min lang in Neutralisierungspuffer (0,5 M Tris /
Salzsdure pH 7.0, 3 M Natriumchlorid) gewaschen. Wihrend dieser Zeit wurde sowohl eine

Hybond™-N Nylonmembran als auch Filterpapier GB003 auf die Grofe des Gels

zugeschnitten.
1 kg Gewicht
} 3 cm Zellstoff

Hybond-N Membran | 3 cm trockenes

\ Filterpapier GB003
Gel \ \\ .

S\ ) 1 cm getranktes

Filterpapier GB003 \ - , Filterpapier GB003
N/ \

6-fach SSC ~ | P Elektrophorese-
[~ - schlitten

Abb. 4-1: Aufbau der Kapillar-Blotting-Apparatur.
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Die Membran und Y4 der zugeschnittenen Filterpapiere wurde mit 6-fach SSC-Puffer (0,9 M
Natriumchlorid, 0,09 M Natriumcitrat, pH 7.0) getrdnkt. Danach wurde die Blotting-
Apparatur nach obiger Skizze (Abb. 4-1) zusammengebaut und die DNA {iber Nacht mit 6-
fach SSC-Puffer transferiert. AnschlieBend wurde der Stapel zerlegt und die DNA durch 5

miniitiges Bestrahlen mit UV-Licht auf der Membran fixiert.

4.2.2.10.3 Hybridisierung und Detektion

Die fixierte Membran (ca. 50 cm?) wurde in einer Hybridisierungsrohre mit 15 ml
Hybridisierungspuffer (5-fach SSC-Puffer, 0,1 % (w/v) SDS, 5 % (w/v) Dextransulfat, 5 %
(w/v) Liquid-Block) 4 h lang im Drehofen bei 60°C vorhybridisiert. Darauthin wurde die
denaturierte Sonden-DNA (5 min 100°C, 5 min 0°C) hinzugefiigt und iiber Nacht bei
derselben Temperatur inkubiert. Die verwendeten Sonden erkannten folgende Gene: HISS (S.
p.) und KAN®.

Die Membran wurde anschlieBend zuerst 15 min lang mit 1-fach und dann 15 min lang mit
0,5-fach SSC-Puffer, der 0,1 % (w/v) SDS enthielt und auf 60°C vorgewarmt worden war, im
Drehofen bei 60°C gewaschen. Nach kurzem Spiilen (5 min, RT) mit Diluent-Puffer (100 mM
Tris / Salzsdure pH 9.5, 300 mM Natriumchlorid), wurden freie Bindungsstellen der
Membran mit 50 ml 10 % (v/v) Liquid-Block in Diluent-Puffer (1 h, RT) abgeséttigt. Danach
wurde erneut kurz mit Diluent-Puffer gespiilt. Durch Zugabe 18 ml einer Losung von Anti-
Fluorescin-AP-Konjugat (1 : 5000 in Diluent-Puffer mit 0,5 % (w/v) BSA) wurde die DNA-
Sonde immunologisch detektiert (1 h, RT). Uberschiissiges Konjugat wurde anschlieBend
durch dreimaliges, je zehnminiitiges Waschen der Membran mit je 200 ml 0,3 % (w/v) Tween
20 in Diluent-Puffer entfernt.

Zur Detektion wurde die Membran 2 — 5 min lang mit 2,5 ml dioxetane detection Reagenz
inkubiert. Nach Entfernen der Losung wurde die Membran luftdicht in einer Plastiktasche
eingeschlossen. Danach wurde in einer Filmentwickelkassette ein ECL-Film 30 min — 24 h

lang aufgelegt und entwickelt.
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4.2.2.11 Konzentrationsbestimmung von DNA

4 pl einer DNA-L6sung wurden zu 1 ml H,O gegeben und gemischt. Die Extinktion dieser
Losung wurde bei 260 nm (Ezg0) in einer Quarzkiivette im Jasco gemessen. Die Konzentration

der DNA (cpna) wurde nach folgender Formel berechnet:

cona = Eago * 12,5 pg / ul

4.2.2.12 Plasmid-DNA-Sequenzierung

Aus E. coli wurde der gewlinschte Plasmid mittels des QIlAprep Spin Miniprep Kits nach
Firmenvorschrift in hoher Reinheit isoliert. Zur Sequenzierung wurde die DNA-LSsung an die
Firma GATC Biotech AG, Konstanz, geschickt, welche auch die zur Sequenzierung

benoétigten Primer bereitstellte bzw. vorher synthetisierte.

4.2.3 Zellbiologische und biochemische Methoden

4.2.3.1 Paarung haploider Stimme

Zur Herstellung diploider Hefestimme wurden auf einer YPD-Agarplatte etwa gleiche
Zellmengen der zu kreuzenden haploiden Stdmme unterschiedlichen Paarungstyps gemischt.
Nach mindestens vier Stunden bei 30°C waren Zygoten mikroskopisch aufgrund ihrer
Morphologie (dreiblittriges Kleeblatt) nachweisbar und dadurch selektionierbar. Unter dem
Mikroskop wurden mit Hilfe eines Mikromanipulators (Ernst Leitz, Wetzlar und Lawrence
Instruments, Hayward, USA) diploide Zellen von den anderen Zellen abgetrennt und waren
nach 2 Tagen Inkubation bei 30°C als Einzelkolonien sichbar. Bei diesen wurde nach 4.2.3.3

der Paarungstyp bestimmt.

4.2.3.2 Sporulation und Tetradendissektion

Eine iiber-Nacht-Kultur in YPD eines diploiden Stammes wird zentrifugiert (3 min 2500

Upm), mit Wasser gewaschen und in 1 % KOAc resuspendiert. Nach mindestens 4 — 5 Tagen
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bei 25°C wurde die Kultur unter dem Lichtmikroskop auf das Vorhandensein von Tetraden
hin untersucht. War eine geniigend gro3e Menge an Tetraden sichtbar, so wurden 500 pl der
Kultur zentrifugiert (3 min 2500 Upm) und 3 Mal mit Wasser gewaschen. Nach dem
Aufnehmen in 200 pl H,O wurde zur Lyse der Ascuswénde 3 pl Glusulase zugegeben und 3
min bei RT inkubiert. Danach wurde 800 ul Eiswasser zugeben und die Zellen {iber Nacht bei
4°C im Kiihlschrank inkubiert. AnschlieBend wurden 10 — 50 pl der Zellsuspension (abhiangig
von der Zelldichte) auf einer YPD-Agarplatte aufgetragen, die Tetraden mit Hilfe eines
Mikromanipulators dissektiert und bei 30°C 2 Tage lang inkubiert. Zur Uberpriifung der
Markersegregation wurden die Kolonien der Tetraden zunichst auf einer frischen YPD-
Agarplatte ausgestrichen und dann auf entsprechenden Selektionsplatten replikaplattiert. Die

Bestimmung des Paarungstyps erfolgte gemil Kapitel 4.2.3.3.

4.2.3.3 Bestimmung des Paarungstyps von Hefestimmen

Mit den Testerstimmen YR312 (Mat a) und YR320 (Mat «), deren Paarungstyp bekannt ist,
wurde der Paarungstyp von Hefestimmen ermittelt. Die Testerstimme haben einen einzigen
Auxotrophiemarker, der auf einen Defekt im HIS/-Lokus zuriickzufiihren ist und in keinem
der sonst verwendeten Hefestimmen vorkommt. Die aus der Kreuzung mit den
Testerstimmen resultierenden diploiden Stimme sollten deshalb auf Minimalmedium ohne
Supplemente wachsen, sofern der zu tiberpriifende haploide Hefestamm einen anderen
Paarungstyp als der Testerstamm aufweist.

Die zu testenden Stamme und der Testerstamm wurden nacheinander auf MVohne iiber kreuz
ausgestrichen und 2 - 3 Tage bei 30°C inkubiert. Aus dem Fehlen bzw. Auftreten diploider

Stimme konnte auf den Paarungstyp der zu testenden Stimme geschlossen werden.

4.2.3.4 Alkalische Lyse von Hefezellen

In Anlehnung an Yaffe und Schatz (1984) wurde diese Aufschlussmethode durchgefiihrt.
Zellen mit einer ODgyy von 3 - 5 (aus 4.2.1.2.1) wurden zentrifugiert (30 s 13000 Upm) und
bis zur Verwendung bei — 20°C aufbewahrt. Das Pellet wurde dann in 1 ml Wasser
aufgenommen. Nach Zusatz von 150 pl Lyselosung (1,85 M NaOH, 7.5 % (v/v) B-

Mercaptoethanol) und kurzem Mischen wurde 10 Minuten bei RT inkubiert. Danach wurde
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150 pl 50 % (w/v) TCA zugegeben, gemischt und erneut 10 Minuten bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde 10 Minuten bei 13000 Upm zentrifugiert, mit Aceton gewaschen und das
Pellet in 50 pl Harnstoffpuffer (8 M Harnstoff, 140 mM Tris / Salzsdure pH 6.8, 0,1 mM
EDTA, 5% (w/v) SDS, 0,05% (w/v) Bromphenolblau, 1% (v/v) p-Mercaptoethanol (frisch
zugesetzt)) aufgenommen. Zum Losen des Pellets wurden die Proben ca. 30 min auf einem
Multivortexer (IKA-Vibrax) bei 37°C geriittelt, darauthin 2 -3 Minuten auf 95°C erhitzt und
danach 1 min bei 13000 Upm abzentrifugiert. Bei der SDS-Gelektrophorese (4.2.3.5) wurden
10 pl Probe pro Bahn aufgetragen. Die Proben wurden zur weiteren Verwendung bei -20°C

gelagert.

4.2.3.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Diese Methode wurde analog (Ldmmli, 1970) durchgefiihrt.

Tabelle 4-17: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele

Trenngel (7,5 %) | Trenngel (10 %) | Trenngel (12 %) | Sammelgel

H,O 4,85 ml 4,02 ml 3,35 ml 6,1 ml
1,5M TrispH 8.8 |2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml

0,5 M Tris pH 6.8 2,5ml

10 % (w/v) SDS 100 ul 100 pl 100 pl 100 pl
Protogel 30 % 2,5 ml 3,33 ml 4,0 ml 1,3 ml

10 % (w/v) APS 100 ul 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 ul 20 pl

Es wurden jeweils Trenn- und Sammelgel frisch zubereitet und nach Zugabe von
Ammoniumperoxodisulfat (APS) und TEMED sofort zwischen die Glasplatten der
zusammengebauten Elektrophorese-Apparatur eingefiillt. Pro Gel wurden zundchst 5 ml
Trenngel eingefiillt und mit 1 ml wassergesittigtem Isobutanol iiberschichtet. Nach der
Polymerisation (ca. 30 - 60 min) wurde das Isobutanol abgekippt und mit Wasser komplett
aus dem Glasplattenzwischenraum herausgewaschen. Danach wurde der Kamm eingesetzt
und die Apparatur mit 1 — 2 ml Sammelgel aufgefiillt.

Die Laufkammer wurde mit 800 ml Elektrophoresepuffer (25 mM Tris, 200 mM L-Glycin,
0,1% (w/v) SDS) gefiillt und je 10 ul der Proteinproben gegen 6 ul Proteinmarker auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 150 V so lange durchgefiihrt,

bis die Bromphenolblaubande aus dem Gel gelaufen war.
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4.2.3.6 Western-Blot

4.2.3.6.1 Proteintransfer auf eine Membran

Diese Methode wurde in Anlehnung an (Towbin et al., 1979) durchgefiihrt.

In einer Semidry-Blot-Apparatur wurden auf die Kathodenseite iibereinander ein Sandwich
aus 3 Lagen Filterpapier (GB002), dem Polyacrylamidgel (aus 4.2.3.5), einer Nitrocellu-
losemembran und erneut 3 Lagen Filterpapier gelegt. Filterpapier und Nitrocellu-
losemembran wurden vorher mit Blotpuffer (150 mM L-Glycin, 20 mM Tris, 20% (v/v)
Methanol) getrinkt. Nachdem Luftblasen und iiberschiissige Fliissigkeit aus dem Sandwich
entfernt worden waren, wurde der Anodendeckel aufgelegt, mit einem Gewicht beschwert und

der Proteintransfer auf die Membran wurde 90 Minuten lang bei 75 mA pro Gel durchgefiihrt.

4.2.3.6.2 Detektion mit dem ECL™-System

Sédmtliche folgenden Schritte wurden soweit nicht anders angegeben bei RT auf einem
Schiittler durchgefiihrt.

Zum Absittigen freier Bindungsstellen auf der Nitrocellulosemembran, wurde die Membran
iiber Nacht bei 4°C oder mindestens 1 Stunde lang bei RT in 25 ml Coatingpuffer (TBS-T (20
mM Tris / Salzsdure pH 7.6, 137 mM NaCl, 0,1 % Tween 20) mit 10 % (w/v)
Magermilchpulver) inkubiert. AnschlieBend wurde einmal kurz und einmal mindestens 5 min
lang mit TBS-T gewaschen. Darauthin wurde mit 25 ml des entsprechend verdiinnten
Antikorper in TBS-T (die verwendeten Antikorper und ihre Verdiinnungen sind in Tabelle 4-5
angegeben) 1 Stunde lang inkubiert. Nach einmaligem kurzem und zweimaligem 10-
miniitigem Waschen mit TBS-T wurde 1 Stunde lang mit 25 ml des entsprechend verdiinnten
2. Antikdrper in TBS-T (Ziege-anti-Kaninchen oder Ziege-anti-Maus (fiir Verdiinnungen
siche Tabelle 4-5)) inkubiert. Nach erneutem einmaligem kurzen, einmaligem 10-miniitigem
und dreimaligem 5-miniitigem Waschen mit TBS-T wurde die Membran durch Abtropfen von
iberschiissigem TBS-T befreit und auf einer mit Parafilm™ {iberzogenen Glasplatte mit 800
ul ECL™-Losung (1 : 1-Mischung aus ECL™ Lgsung 1 und ECL™ Losung 2) bedeckt.
Nach einminiitiger Inkubation und nachfolgender Entfernung von iiberschiissiger ECL™-
Losung wurde die Membran in eine Filmkassette gelegt, ein ECL™-Film aufgelegt und

maschinell entwickelt.
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4.2.3.7 Pulse-Chase-Analyse

4.2.3.7.1 Wachstumsbedingungen und radioaktive in vivo Markierung von

Hefeproteinen

Aus einer stationdren Vorkultur in CM wurde so in CM-Met umgesetzt, dass die Kultur nach
16 h bei 30°C eine ODgpp von 4 — 5 hatte (ca. 1 : 500). Davon wurden 20 ODggo-Zellen
abgenommen, 3 min bei 2500 Upm zentrifugiert, ein Mal mit Wasser gewaschen und in 5 ml
Labelling-Medium resuspendiert. Nach 2,5 Stunden Inkubation in einem Schiittelwasserbad
bei 30°C wurden 25 pl radioaktives **S-Methionin (9,25 MBq) zugegeben und weitere 3,5
Stunden lang inkubiert. Danach wurden die Zellen 3 min bei 2500 Upm zentrifugiert, in 5,5
ml Chase-Medium aufgenommen und erneut auf dem Schiittelwasserbad bei 30°C inkubiert.
Nach 0, 30, 60, 90 und 120 min wurde jeweils 1 ml Probe entnommen, zu 100 pl 110 % (w/v)
TCA gegeben, gemischt und sofort bei — 80°C eingefroren.

Diese Methode wurde so durchgefiihrt fiir eine Detektion der Proteine FBPase und Ubc8p.
Fiir Ubc8p wurde alternativ auch sofort mit Zugabe des Labelling-Mediums radioaktives *>S-
Methionin zugesetzt und dann 6 Stunden lang inkubiert.

Zur Detektion von Vid24p wurde radioaktives *>S-Methionin erst nach 6 stiindiger Inkubation
in Labelling-Medium und mit der Aufnahme der zentrifugierten Zellen in CM-Met
zugegeben. 30 min nach Inkubation im Wasserbadschiittler bei 30°C wurde 10 mM nicht-
radioaktives Methionin zugesetzt und dann 0, 15, 30, 60 und 90 min nach Zugabe des nicht-

radioaktiven Methionins je 1 ml Probe entnommen und wie oben beschrieben behandelt.

4.2.3.7.2 Zellaufschluss und Immunprizipitation

Die aufgetauten Proben wurden 15 min bei 13000 Upm zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen, die Zellen mit 100 pl Aceton gewaschen und getrocknet. Nach Zugabe von 100
ul BB1-Puffer (6 M Harnstoff, 1 % SDS, 1 mM EDTA, 50 mM Tris / HCI pH 7.5) wurden
die Zellen mit Hilfe eines Zahnstochers resuspendiert. Nachdem 100 ul Glasperlen zugegeben
worden waren, wurden die Proben 3 Mal je abwechselnd 5 min auf einem Multivortexer
geriittelt und dann 1 min bei 95°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben auf Eis

abgekiihlt und 900 ul IP-Puffer (50 mM Tris / Salzsdure pH 7.5, 190 mM NaCl, 1,25 % (w/v)
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Triton X-100, 6 mM EDTA) zugegeben, der folgende Inhibitoren enthielt: Complete™ (25 x
Stock in IP-Puffer) und 1 mM PMSF (200 mM Stock in Isopropanol). Nach kurzem Mischen
wurde 10 min lang bei 13000 Upm zentrifugiert. 900 ul des Uberstandes wurden in ein neues
Reaktionsgefidss iiberfiihrt und 3 pl Antikérper (FBPase-Antikorper, Vid24p-Antikrper oder
HA-Antikorper je nach zu detektierendem Protein) zugegeben. Die Immunprézipitation wurde
2 Stunden lang auf einem Uberkopfschiittler bei RT durchgefiihrt. Danach wurde 50 ul 5 %
(w/v) Protein A Sepharose in IP-Puffer (wurde zuvor mind. 30 min auf einem
Uberkopfschiittler inkubiert) zugeben und erneut 1 Stunde auf einem Uberkopfschiittler bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurde 2 min bei 3000 Upm =zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und 3 Mal mit [P-Puffer gewaschen. Zu den Pellets wurde daraufhin 50 pl 2 x
Lammli-Puffer (200 mM Tris / HCI pH 6.8, 5 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerin, 0,05 %
(w/v) Bromphenolblau, 1 % (v/v) B-Mercaptoethanol (frisch zugesetzt)) zugegeben.

4.2.3.7.3 SDS-PAGE und Detektion

Nach 10 miniitigem Losen bei 95°C wurden die Proben 2 min lang bei 13000 Upm
zentrifugiert. Mit 10 ul je Probe wurde einen SDS-PAGE durchgefiihrt (siche 4.2.3.5).
Nachdem die Bromphenolblaubande aus dem Gel gelaufen war, wurde die Apparatur
auseinandergebaut, das Gel vom Sammelgel befreit und falten- und luftbalsenfrei auf ein auf
die GelgroBe zugeschnittenes Filterpapier gelegt. Das Gel wurde anschlieBend auf einem
Geltrockner mit angeschlossener Vakuumpumpe mind. 90 min lang bei 60°C getrocknet.
Dann wurde in einer Filmkassette ein Rontegenfilm aufgelegt, um den Proteinabbau optisch
sichtbar zu machen. Zur Quantifizierung des Abbaus wurde eine Phospholmager-Plate
aufgelegt, die anschlieBend mittels eines Phospholmagers eingescannt wurde. Die dadurch

erhaltenen Daten konnten per Computer ausgewertet werden.

4.2.3.8 GST-Interaktionsstudien

4.2.3.8.1 Wachstumsbedingungen, Expression in S. cerevisiae und nativer

Zellaufschluss
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Aus einer stationdren, glucosehaltigen Vorkultur (YPD, CM ohne Ura bzw. CM ohne Leu)
wurde bei sdmtlichen Stimmen 1 : 12,5 in neues, glucosehaltiges Medium (YPD, CM ohne
Ura bzw. CM ohne Leu) umgeimpft. Nach mindestens 7 Stunden wurde erneut umgesetzt.
Sédmtliche Stimme wurden so umgesetzt, dass nach 16 Stunden (bei YTS1 mit pHIT128 20
Stunden) Wachstum eine ODgpp von 4 — 5 resultierte. Stimme, die das Plasmid pYEX4T-
1VID24 trugen (YTS1, YFJ6), wurden in CMEtOH ohne Ura, Stimme, die das Plasmid
pHIT128 trugen (YTS1), wurden in CMGal ohne Leu und Stimme ohne Plasmid (YTS3,
YTS4) in YPEtOH umgesetzt. Danach wurden 30 ODggo-Zellen der Stdimme YTS3 und YTS4
zentrifugiert (2500 Upm 3min), in 10 ml YPD resuspendiert und nach 30 min Inkubationszeit
geerntet und auf Eis gelagert. 35 ODggo-Zellen des Stammes YTSI mit pYEX4T-1VID24
bzw. 75 ODggo-Zellen des Stammes YFJ6 mit pYEX4T-1VID24 wurden zentrifugiert (s.o0.),
in 30 ml CM ohne Ura aufgenommen, nach Zugabe von 100 uM Kupfersulfat 2 Stunden lang
(YFJ6 nur 30 min) inkubiert und anschlieBend 75 ODggo-Zellen geerntet und auf Eis
aufbewahrt. Vom Stamm YTS1 mit pHIT128 wurden direkt 75 ODggo-Zellen geerntet und auf
Eis aufbewahrt.

Ab hier wurden sédmtliche Schritte auf Eis bzw. bei 4°C durchgefiihrt. Sémtliche verwendeten
Losungen waren eiskalt (gilt auch fiir Kapitel 4.2.3.8.2). Alle Proben wurden 3 min bei 2500
Upm zentrifugiert, mit Wasser gewaschen und in 1,5-ml-Reaktionsgefdfle iiberfiihrt. Die
Pellets wurden in 700 ul PBS (140 mM NacCl, 2,7 mM KCIl, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM
KH,POs, pH 7.3) resuspendiert. Nach Zugabe von 56 ul Complete™ (25 x Stock in PBS), 10
ul PMSF (200 mM Stock in Isopropanol), 2,5 ul MG132 (40 mM Stock in DMSO), 1 pl
Pefabloc (1 M Stock in H,0), 1 pul Benzamidin (2,5 M Stock in DMSO), 1 ul Inhibitor-Mix
(1000 x Stock: je 1 mg / ml von Antipain, Pepstatin, Chymostatin und Leupeptin) und 300 pl
Glasperlen wurden die Proben 25 min lang auf einem Multivortexer geriittelt. AnschlieSend
wurde 15 min bei 13000 Upm zentrifugiert und je 700 ul der Uberstéinde in ein neues
Reaktionsgefal iiberfiihrt und auf Eis gelagert.

4.2.3.8.2 GST-Pulldown mit GST-Fusionsproteinen exprimiert in S. cerevisiae

400 pl Glutathion Sepharose 4B wurde 5 min bei 2500 Upm zentrifugiert, mit 1 ml Wasser
gewaschen und 300 pl PBS zugesetzt (siche 4.2.3.8.1). Dem Sadulenmaterial wurde danach die
Aufschliisse aus 4.2.3.8.1 zugesetzt. Fiir diesen und die nachfolgenden Schritte gab es je nach

verwendeten Staimmen 2 unterschiedliche Methoden.
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Bei Methode 1 wurde dem Saulenmaterial 700 pul des Aufschlusses des Stammes YFJ6 mit
pYEX4T-1VID24 zugesetzt und 3 Stunden lang auf einem Uberkopfschiittler rotiert.
AnschlieBend wurde 5 min lang bei 2500 Upm zentrifugiert, 700 ul des Uberstandes
abgenommen und zur Féllung der Proteine mit 70 ul 110 % (w/v) TCA versetzt (ergibt Probe:
,Nichtgebundene Proteine* (ngP)). Der verbliebene Uberstand wurde ebenfalls abgenommen
und die Sdule erst mit 1 ml PBS-260 (PBS mit 260 mM NaCl), dann mit 1 ml PBS-380 (PBS
mit 380 mM NaCl) und abschlieBend mit 1 ml PBS-500 (PBS mit 500 mM NaCl) gewaschen.
Sowohl dem PBS-260 als auch dem PBS-380 und PBS-500 wurden vorher 28 pl Complete™
(25 x Stock in PBS) und 5 pl PMSF (200 mM Stock in Isopropanol) zugesetzt. Vom
abgenommenen Uberstand des letzten Waschrittes (mit PBS-500) wurden 900 ul mit 90 pl
110 % (w/v) TCA versetzt (ergibt Probe: ,letzter Waschschritt (W3)). Zur verbliebenen
Séule wurde 200 ul Harnstoffpuffer (siehe 4.2.3.4) gegeben und vorsichtig bei niederer Stufe
mittels eines Vortexers gemischt (ergibt Probe: ,,An Sdule gebundene Proteine (gP)). Die mit
TCA-versetzten Uberstinde wurden 10 min bei 13000 Upm und RT zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und die Pellets mit Aceton gewaschen und getrocknet. Zum Losen
der getrockneten Pellets in 200 pl Harnstoffpuffer wurden die Proben auf einem
Multivortexer ca. 30 min lang bei 37°C gertittelt. Die geldsten Proben wurden ebenso wie die
mit Harnstoffpuffer versetzte Saule bei — 20°C aufbewahrt.

Methode 2 funktioniert weitgehend &hnlich. Hier wurde 700 pl des Aufschlusses des
Stammes YTS1 mit pYEX4T-1VID24 bzw. des Stammes YTS1 mit pHITI128 zum
Sdulenmaterial gegeben und 1,5 oder 3 Stunden lang auf einem Uberkopfschiittler rotiert.
AnschlieBend wurde genauso wie bei Methode 1 verfahren. Abweichend von Methode 1
wurde der Uberstand des letzten Waschrittes nicht mit TCA gefillt und die Siule nicht mit
Harnstoffpuffer versetzt. Die analog der Probe ngP von Methode 1 gezogene Probe wird hier
»hichtgebundene GST-Proteine” (ngG) genannt. Zur Sdule wird danach 700 pl des
Aufschlusses des Stammes YTS3 bzw. YTS4 gegeben, dem vorher nochmals frisch die
gleiche Menge an Inhibitoren wie beim Aufschluss zugegeben worden war. Nach 90
miniitiger, 3 stiindiger oder 16 stiindiger Inkubation auf einem Uberkopfschiittler, wurde
exakt wie bei Methode 1 fortgefahren.

Die aufgetauten gP-Proben wurden zum Abldsen der an die Sdule gebundenen Proteine 10
min bei 95°C inkubiert, kurz vorsichtig geschiittelt und 2 min lang bei 13000 Upm und RT
zentrifugiert. Die anderen Proben (ngP, ngG und W3) wurden 2 min bei 95°C aufgekocht und
1 min bei 13000 Upm und RT zentrifugiert. Jeweils 10 pl der Proben wurden fiir die SDS-
PAGE (siehe 4.2.3.5) verwendet.
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4.2.3.8.3 Wachstumsbedingungen, Expression in E. coli und Zellaufschluss

Zur Expression von GST-Fusionsproteinen wurde der E. coli-Stamm BL21 verwendet. Dazu
wurden der BL21-Stamm mit dem pGEX-4T-1-Plasmid bzw. mit pGEX-4T-1-Plasmiden mit
unterschiedlichen Inserts (pGEX-4T-1 Vid24, pGEX-4T-1_Ubc8(gereifte Form), pGEX-4T-
1 Ubc8, pGEX-4T-1 C126S-Ubc8 und pJR10) transformiert (siche 4.2.2.2.2) und die
plasmidtragenden Stimme zur Expression von GST bzw. GST-Fusionsproteinen verwendet.
Dazu wurde eine 4 ml groBe tiber-Nacht-Kultur dieser Stimme in LBan, dazu benutzt, um
mit 2,5 ml davon eine 200 ml Hauptkultur in 2 x YTAG (vorher vorgewdrmt auf 30°C)
anzuimpfen. Nach 2,5 stlindiger Inkubation wurde 100 pl Probe abgenommen, 30 s bei 13000
Upm zentrifugiert, das Pellet in 44 pl PBS und 14 pl 4 x Laimmli-Puffer (400 mM Tris / HCI
pH 6.8, 10 % (w/v) SDS, 40 % (v/v) Glycerin, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 1 % (v/v) B-
Mercaptoethanol (frisch zugesetzt)) resuspendiert und bei — 20°C gelagert (ergibt Probe: ,,Vor
Induktion® (vI)). Die verbliebenen Kultur wurde mit 500 ul IPTG (100 mM in H,O) versetzt
und erneut 2,5 Stunden lang inkubiert. Anschliefend wurde 10 min lang bei 8000 Upm und
4°C zentrifugiert und die Zellen in 10 ml eisgekiihltem PBS (siehe 4.2.3.8.1) resuspendiert.
Davon wurde 10 pl abgenommen, mit 34ul PBS und 14 pl 4 x Limmli-Puffer versetzt und
bei — 20°C gelagert (ergibt Probe: ,,Nach Induktion (nl)). Die in PBS resuspendierten Zellen
wurden gleichmaBig auf 2 15-ml-Falcontubes verteilt und durch Ultraschall aufgeschlossen.
Dazu wurden die Zellen 5 Mal je abwechselnd 5 — 10 s mittels eines Sonifikators mit
Ultraschall behandelt und danach 1 min auf Eis stehen gelassen. Danach wurde der Erfolg des
Aufschlusses durch Betrachten der Zellen unter dem Lichtmikroskop iiberpriift. Anschlieend
wurden die aufgeschlossenen Zellen wieder vereinigt, mit 500 pl Triton-X-100 (20 % (w/v) in
H,0) versetzt und 30 — 45 min bei RT auf einem Uberkopfschiittler rotiert. Dann wurden die
Zellen 10 min lang bei 10000 Upm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vom Pellet
abgetrennt. Vom Uberstand wurden 15 ul entnommen, mit 29 ul PBS und 14 pl 4 x Limmli-
Puffer versetzt und bei — 20°C gelagert (ergibt Probe: ,,geldste Proteine* (gP)). Eine etwa
zahnstocherkopfgroBe Menge des Pellets wurde in 88 pl PBS resuspendiert, mit 28 ul 4 x
Lammli-Puffer versetzt und bei — 20°C gelagert (ergibt Probe: ,,unldsliche Proteine* (uP)).
Der verblicbene Uberstand wurde bei — 20°C eingefroren bzw. auf Eis gelagert. Die 4
genommenen Proben (vI, nl, gP und uP) wurden 5 min bei 95°C gekocht, 1 min bei 13000
Upm zentrifugiert und davon jeweils 10 pl fiir eine SDS-PAGE verwendet (siche 4.2.3.5).
Das resultierende Gel wurde mit Coomassie-Staining angefarbt (siehe 4.2.3.21.1), um zu

iberpriifen, ob das zu exprimierende GST-Fusionsprotein bzw. GST selbst exprimiert wurde
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und beim Aufschluss in Losung gegangen war. War beides erfiillt, konnte der erhaltene

Uberstand fiir den GST-Pulldown (4.2.3.8.4) verwendet werden.

4.2.3.8.4 GST-Pulldown mit GST-Fusionsproteinen exprimiert in E. coli

133 pl Glutathion Sepharose 4B wurden 5 min bei 2500 Upm zentrifugiert, mit 1 ml PBS
gewaschen und in 100 pl PBS aufgenommen. Zum Séulenmaterial wurde dann 10 ml des
Aufschlusses der Zellen aus 4.2.3.8.3, die GST-Fusionproteinen exprimierten, bzw. 1 ml des
Aufschlusses der Zellen aus 4.2.3.8.3, die GST exprimierten, gegeben und 3 Stunden lang auf
einem Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Sdule 5 min bei 500 x g
zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 15 pl abgenommen, mit 29 pl PBS und 14 pl 4 x
Lammli-Puffer versetzt und bei — 20°C gelagert (ergibt Probe: ,,nicht an die Sdule gebundene
Proteine* (nSgP)). Der restliche Uberstand wurde abgenommen und die Siule 2 mal mit
eiskaltem PBS und 1 mal mit eiskaltem PBS-500 (siehe 4.2.3.8.2) gewaschen. 10 pl der Séule
wurden abgenommen, mit 34 ul PBS und 14 ul 4 x Lammli-Puffer versetzt und bei — 20°C
gelagert (ergibt Probe: ,,an die Sdule gebundene Proteine* (SgP)). Mit dieser (SgP) und der
nSgP-Probe wurde so verfahren wie mit den 4 genommenen Proben (vI, nl, gP und uP) aus
4.2.3.8.3. Im angefirbten Gel konnte eine Bindung des GST bzw. GST-Fusionsprotein an das
Sdulenmaterial iberpriift werden.

Zur Séule mit dem gebundenen GST bzw. GST-Fusionsprotein wurde 700 ul des
Aufschlusses der Stimme YTS3 bzw. YTS4 aus 4.2.3.8.1 gegeben, wobei diesen
Aufschliissen nur Complete™ und PMSF zugegeben worden war. Nach Inkubation der Séule
iiber Nacht auf einem Uberkopfschiittler bei 4°C wurde analog zu Methode 1 aus 4.2.3.8.2
verfahren. Einzige Abweichung war, dass die gewaschene Séule nur in 100 pl Harnstoffpuffer
aufgenommen wurde. Das Losen der Proben und die Durchfiihrung der SDS-PAGE erfolgte

ebenfalls so wie in diesem Kapitel angegeben.

4.2.3.9 Co-Immunoprizipitation

4.2.3.9.1 Wachstumsbedingungen und Probennahme
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Aus einer sationaren Vorkultur in YPD oder CM ohne Ura wurde 1 : 12,5 in YPD oder CM
ohne Ura umgeimpft. Nach mindestens 7 h Wachstum wurde so in YPEtOH bzw CMEtOH
ohne Ura umgesetz (ca. 1 : 10), dass nach 16 h Inkubationszeit eine ODgyy von 4 — 5
resultierte. Fiir jeden Zeitpunkt wurden 50 ODggo-Zellen zentrifugiert (3 min 2500 Upm). Die
0-Probe wurde auf Eis gelagert. Die 25 min Probe wurde in YPD bzw. CM ohne Ura,
welchen 100 uM Kupfersulfat zugesetzt worden waren, aufgenommen, 25 min bei 30°C
inkubiert und 3 min bei 2500 Upm und 4°C zentrifugiert. Sdmtliche Proben wurden auf Eis
gelagert und mit 1 ml kaltem H,O gewaschen.

4.2.3.9.2 Zellaufschluss

4.2.3.9.2.1 Nativer Glasperlenaufschluss

Sédmtliche Schritte wurden bei 4°C bzw. auf Eis durchgefiihrt. Die Proben wurden in 500 pl
HEPES-Puffer (50 mM HEPES pH 7.0, 50 mM Kaliumacetat, 5 mM Magnesiumacetat, 100
mM Sorbitol) resuspendiert, der folgende Inhibitoren enthielt: Complete™ (25 x Stock in
HEPES), 1 mM PMSF (200 mM Stock in Isopropanol), 100 uM MG132 (40 mM Stock in
DMSO), 1 mM Pefabloc (1 M Stock in H,0), 2,5 mM Benzamidin (2,5 M Stock in DMSO), 1
pl / ml Inhibitor-Mix (1000 x Stock: je 1 mg / ml von Antipain, Pepstatin, Chymostatin und
Leupeptin). Nach Zugabe von 300 ul Glasperlen wurden die Proben 20 min lang auf einem
Multivortexer geriittelt und dann 10 min lang bei 13000 Upm zentrifugiert. 450 ul des

Uberstandes wurden in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt.

4.2.3.9.2.2 Denaturierender Glasperlenaufschluss

Die Proben wurden in 300 pul BB1-Puffer (siche 4.2.3.7.2) resuspendiert. Nach Zugabe von
300 pul Glasperlen wurden die Proben 3 Mal je abwechselnd 5 min auf einem Multivortexer
geriittelt und dann 1 min bei 95°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben auf Eis
abgekiihlt, 900 pul HEPES-Puffer mit oben aufgefiihrten Inhibitoren (4.2.3.9.1) zugegeben,
gemischt und dann 10 min lang bei 13000 Upm zentrifugiert. 900 pl des Uberstandes wurden

in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt.
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4.2.3.9.3 Immunoprizipitation

Nach Zugabe von 30 ul Protein A Sepharose gekoppeltem HA-Antikdrper (gewaschen mit 1
ml HEPES-Puffer, 5 min bei 2500 Upm zentrifugiert und aufgefiillt mit HEPES-Puffer auf die
urspriingliche Fliissigkeitshohe) wurde die Immunoprézipitation 2 h 45 min lang auf einem
Uberkopfschiittler bei 4°C durchgefiihrt. Danach wurde 30 pl 5 % (w/v) Protein A Sepharose
in HEPES-Puffer (wurde zuvor mind. 30 min auf einem Uberkopfschiittler inkubiert) zugeben
und erneut 30 min auf einem Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde 2 min
bei 3000 Upm und 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und 3 Mal mit kaltem
HEPES-Puffer gewaschen. Zu den Pellets wurde daraufhin 50 pl 2 x Ladmmli-Puffer (siche
4.2.3.7.2) zugegeben. Nach 5 — 10 miniitigem Losen bei 95°C wurden die Proben kurz
vorsichtig geschiittelt und dann 2 min lang bei 13000 Upm zentrifugiert. Mit 10 ul je Probe
wurde dann einen SDS-PAGE (sieche 4.2.3.5) und nachfolgend ein Western-Blot (4.2.3.6)
durchgefiihrt.

Alternativ wurde die Immunoprézipitation mit 3 pul FBPase-Antikorper, 3 ul HA-Antikorper
oder 40 ul Protein A Sepharose gekoppeltem FBPase-Antikorper (aus 4.2.3.17) iiber Nacht
bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler durchgefiihrt.

4.2.3.10 Antikorperaufreinigung

4.2.3.10.1 Mit Hilfe des Deletionsstammes

1,5 ml eines Glasperlenaufschlusses (z.B. analog Aufschluss in 4.2.3.14) eines Hefe-
Deletionsstammes (z.B. W303-1BKO) wurde 2 Stunden lang in einem 1,5ml-Eppendorf-
Reaktionsgefd3 zusammen mit einer dafiir zugeschnittenen Nitrocellulosemembran auf einem
Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Losung abgeschiittet, die Membran 3
Mal mit 1 ml TBS-T (siche 4.2.3.6.2) gewaschen, 1 ml des entsprechenden Antikdrper
zugegeben und erneut 1 Stunde lang bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Der so
aufgereinigte Antikorper wurde abgenommen und fiir spitere Verwendung bei — 20°C

eingefroren.
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4.2.3.10.2 Mit Hilfe einer Affinititssiule

4.2.3.10.2.1 Herstellung der Affinitiitssiule

450 mg Epoxy-activated Sepharose 6B wurde in 4,5 ml H,O gequollen und mit 90 ml H,O in
einer Glasfritte gewaschen. Die trockene Sepharose wurde rausgekratzt und in ein 15-ml-
Falcontube gefiillt. Die Sepharose-Sdule wurde 2 Mal mit CB (20 mM Na,HPO,4 / NaOH pH
10.2) gewaschen (jeweils 1 min 1000 Upm zentrifugieren). Der Peptid, der aus dem Vid24p
stammt und zum Herstellen des Antikorper benutzt worden war, wurde in 160 pl CB gelost,
auf 1600 pl mit CB verdiinnt und auf die Sdule gegeben. Das Ganze wurde liber Nacht auf
einem Uberkopfschiittler rotiert. Danach wurde 1 min bei 1000 Upm zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Um nicht gebundene Peptide zu entfernen,
wurde die Sdule 5 Mal mit 2 ml CB gewaschen und die Uberstéinde in neue Reaktionsgefifle
iiberfiihrt. Von allen Uberstinden wurde die Proteinkonzentration nach Bradford (siche
4.2.3.20) bestimmt, um sicher zu stellen, dass nicht gebundenen Proteine vollstindig entfernt
worden sind. Anschlieend wurde die Sdule 3 Mal mit 2 ml Ethanolamin (1 M in H,O, pH
8.0) gewaschen und zum Absittigen der verbliebenen reaktiven Gruppen der Sdule wurde
{iber Nacht bei 30°C auf einem Uberkopfschiittler mit 2 ml Ethanolamin inkubiert. Darauthin
wurde zum vollstdndigen Waschen die Sdule 5 Mal je nacheinander zuerst mit Waschldsung
A (0,1 M NaOAc / HOAc pH 4.0, 0,5 M NaCl) und dann mit Waschlosung B (0,1 M Tris /
HCI pH 8.0, 0,5 M NaCl) gewaschen. Danach wurde das Sdulenmaterial aus dem Falcontube
mit Hilfe des Waschpuffers B in ein Econo-Column (BioRad, Hercules, USA) {iberfiihrt.
Nach Aquilibrieren der Siule mit 10 ml PBS (140 mM NaCl, 2, 7 mM KCI, 10 mM
Na,HPOy4, 1,8 mM KH,PO,4, pH 7.5) wurde 10 mM NaNj zugefiigt und die Séule bei 4°C
aufbewahrt.

4.2.3.10.2.2 Aufreinigung des Antikérpers

Die auf RT erwdrmte Sédule wurde mit 70 ml PBS (siehe 4.2.3.10.2.1) gewaschen. 3 ml
Vid24p-Antikorper wurde 4 min bei 13000 Upm zentrifugiert und nach Vermischen mit 1,5
ml PBS vorsichtig auf die Sdule aufgetropft. Den verdiinnten Antikorper liel man 3 Mal
langsam und 1 Mal sehr langsam durch die Siule laufen. Der Durchlauf wurde in 1,5 ml

Aliquots bei 4°C fiir spatere Chromatographien aufbewahrt. Die Sdule wurde danach mit 30
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ml PBS gewaschen und der Durchlauf in 6 Fraktionen zu je 1 ml und einer finalen 7. zu 24 ml
gesammelt. Uber eine Proteinbestimmung nach Bradford (sieche 4.2.3.20) der 7
Durchlauffraktionen wurde sichergestellt, dass sdmtliche nicht gebundenen Antikorper-
Bestandteile von der Sdule gewaschen worden waren. Der gebundene Antikdrper wurde mit
15 ml 0,1 M Glycin pH 2.8 eluiert und in 1 ml Fraktionen gesammelt. Simtliche Fraktionen
wurden sofort durch Zugabe (bzw. Vorlegen) von 80 ul 1 M Tris / HCL pH 8.0 und Mischen
neutralisiert. Die gesammelten Fraktionen wurden auf Eis gelagert und mit ihnen eine
Proteinbestimmung nach Bradford durchgefiihrt, um die Fraktion herauszufinden, welche die
hochste Antikorper-Menge beinhielt. Im Unterschied zum normalen Protokoll der
Proteinbestimmung (siehe 4.2.3.20) wurde hier nur 10 pl bzw. 50 ul der Fraktionen zu 1 ml
Bradford-Losung gegeben. Die Fraktionen mit der hochsten Antikdrper-Menge wurden dann
im Western-Blot (4.2.3.6) getestet. Die Sdule wurde wie bei 4.2.3.10.2.1 beschrieben 5 Mal
im Wechsel mit Waschpuffer A und B gewaschen, mit PBS &quilibriert, mit 10 mM NaNj
versetzt und bei 4°C gelagert. Die Sédule konnte fiir weitere Aufreinigungen von Vid24p-

Antikorper verwendet werden.

4.2.3.11 Ubiquitinierungsuntersuchungen

Die Proben aus 4.2.1.2.2 wurden 3 min bei 2500 Upm und 4°C abzentrifugiert, mit eiskaltem
Wasser gewaschen und in 1 ml eiskaltem Wasser resuspendiert. Nach Zugabe von 100 pl 110
% (w/v) TCA und kurzem Mischen wurde die Proben entweder 10 min auf Eis inkubiert oder
bei — 80°C eingefroren. Nach evtl. Auftauen wurden die Zellen 15 min bei 13000 Upm
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, mit 300 ul Aceton gewaschen und getrocknet.
Nach Zugabe von 300 ul BB1-Puffer (siehe 4.2.3.7.2) wurden die Zellen mit Hilfe eines
Zahnstochers resuspendiert. Nachdem 300 pl Glasperlen zugegeben worden waren, wurden
die Proben 3 Mal je abwechselnd 5 min auf einem Multivortexer geriittelt und dann 1 min bei
95°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben auf Eis abgekiihlt und 900 pl IP-Puffer
(siche 4.2.3.7.2) zugegeben, der folgende Inhibitoren enthielt: Complete™ (25 x Stock in
HEPES), 1 mM PMSF (200 mM Stock in Isopropanol) und Ubiquitinaldehyde (1 ul / ml).
Nach kurzem Mischen wurde 10 min lang bei 13000 Upm zentrifugiert. 900 pl des
Uberstandes wurden in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und 3 pl FBPase-Antikdrper
zugegeben. Die Immunprizipitation wurde 2 Stunden lang auf einem Uberkopfschiittler bei

RT durchgefiihrt. Danach wurde 50 pl 5 % (w/v) Protein A Sepharose in IP-Puffer (wurde
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zuvor mind. 30 min auf einem Uberkopfschiittler inkubiert) zugeben und erneut 1 Stunde auf
einem Uberkopfschiittler bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde 2 min bei 3000 Upm
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und 3 Mal mit IP-Puffer gewaschen. Zu den Pellets
wurde darauthin 50 pl 2 x Lammli-Puffer (siehe 4.2.3.7.2) zugegeben. Mit 10 ul je Probe
wurde dann einen SDS-PAGE (siehe 4.2.3.5) und nachfolgend ein Western-Blot (4.2.3.6)
durchgefiihrt.

4.2.3.12 Zellfraktionierung

Diese Methode wurde in Anlehnung an (Harding et al., 1995) und (Lang et al., 1998)
durchgefiihrt.

10 ODggp Hefezellen wurden 5 Minuten lang bei 2000 Upm azentrifugiert und mit 1 ml DTT-
Puffer (10 mM Tris / NaOH pH 9.4, 10 mM DTT) gewaschen. Das Pellet wurde in 5 ml DTT-
Puffer resuspendiert und 30 Minuten lang bei 30°C auf einem Schiittler inkubiert. Danach
wurde 5 Minuten lang bei 2000 Upm zentrifugiert und das Pellet in 5 ml Sphéiroplasten-Puffer
(1 M Sorbitol, 20 mM PIPES, pH 6.8) gel6st. Nach Zugabe von 0,05 mg Zymolyase 100 T in
Wasser (Zymolyse wurde 30 Minuten lang in einem Vibrofix bei 37°C geldst) wurde 20
Minuten lang bei 30°C inkubiert. Wihrend dieser Zeit wurde das Reaktionsgefd3 4 - 5 mal
gewendet. AnschlieBend wurde bei 800 x g 5 Minuten lang zentrifugiert, vorsichtig mit
abgeschnittener Spitze in 1 ml Spéroplasten-Puffer resuspendiert und erneut 5 Minuten bei
800 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 700 ul Lyse-Puffer (200 mM Sorbitol, 20 mM
PIPES, pH 6.8) ganz vorsichtig innerhalb von 4 Minuten mit abgeschnittener Spitze
resuspendiert und 5 - 10 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert (inklusive
Resuspensionszeit). Nach der Hilfte der Standzeit wurde das Reaktionsgefdl einmal
gewendet. Daraufhin wurde 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert und 100 ul des Uberstandes
in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und dort so mit TCA versetzt, dass die TCA eine
Endkonzentration von 10 % (w/v) erreichte. Dieses Reaktionsgefile, welche die
Gesamtproteinmenge enthielten, wurde mit G gekennzeichnet und auf Eis gestellt. Weiter 400
ul des Uberstandes (der restliche Uberstand und das Pellet wurden verworfen) wurden in eine
neues Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt und 5 Minuten bei 6000 x g und 4 °C zentrifugiert. Erneut
wurden 100 pl Uberstand in ein ReaktionsgefiB iiberfiihrt, mit TCA bis zu einer
Endkonzentration von 10 % (w/v) versetzt und auf Eis gestellt. Dieses Reaktionsgefdl3

enthielt die cytosolischen Proteine und wurde mit S¢ gekennzeichnet. Der verbliebene
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Uberstand wurde abgenommen und das Pellet 2 mal mit Lyse-Puffer gewaschen, in 100 pl
Wasser resuspendiert, mit TCA bis zu einer Endkonzentration von 10 % (w/v) versetzt und
auf Eis gestellt. Dieses Reaktionsgefd3 enthielt die vakuoldren Proteine und wurde mit P
gekennzeichnet. Nach 10 - 30 Minuten auf Eis wurden sdmtlich Proben (G, S¢ und Pg) 10
Minuten lang bei 14000 Upm zentrifugiert und mit Aceton gewaschen. Das Pellet wurde in 50
ul Harnstoffpuffer (sieche 4.2.3.4) aufgenommen und 10 pl je Probe fiir eine SDS-PAGE
(siehe 4.2.3.5) verwendet.

4.2.3.13 Subzellulire Fraktionierung (Sucrosedichtegradient)

Diese Methode wurde in Anlehnung an die von (Antebi and Fink, 1992) publizierte Methode
zur Reinigung von Zellkompartimenten angewandt, die jedoch wichtige Modifikationen von
(Egner et al., 1995) beriicksichtigt.

1000 ODggp-Zellen der 0- bzw. 30 min-Probe einer nach Strandardbedingungen (4.2.1.2.1.1)
herangezogenen Hefekultur wurden 10 min bei 3700 x g und 4°C zentrifugiert. AnschlieBend
wurden die Zellen in 30 ml kalter 10 mM Natriumazidlésung gewaschen und 10 min bei 500
x g abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 9 ml Sphéroplastenpuffer (1,4 M Sorbitol, 50 mM
K,HPO4 pH 7.5, 10 mM NaNj;, 40 mM B-Mercaptoethanol) resuspendiert. Zu dieser
Zellsuspension wurden 3 mg Zymolyase 100-T zugegeben. Diese Enzymmenge wurde 1 h
zuvor in 1 ml Sphédroplastenpuffer gelost, da die Zymolyase sehr schlecht 19slich ist. Die
Sphéroplastierung erfolgte bei 30°C unter leichtem Schiitteln im Wasserbad. Um den Grad
der Sphéaroplastierung zu verfolgen, wurden sofort nach Zugabe des Enzyms zwei 5 pl Proben
entnommen und mit jeweils 995 pl Wasser bzw. Sphéroplastenpuffer versetzt. Von beiden
Proben wurde die ODgpp gemessen und der Vorgang nach 10 min wiederholt. Als der ODggo-
Wert in Wasser nur noch 20 % des ODgpp-Wertes in Spharoplastenpuffer betrug wurde die
Sphéroplastierung beendet und die Sphéroplasten bei 4°C zentrifugiert (10 min, 500 x g). Alle
nachfolgenden Schritte wurden bei 4°C oder auf Eis durchgefiihrt. Das Pellet wurde mit 10 ml
kaltem Sphéaroplastenpuffer gewaschen, wobei jeder ml einzeln zugegeben und dazwischen
mit einem Glasstab resuspendiert wurde. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 1
ml kaltem Lysepuffer (0,8 M Sorbitol, 10 mM MOPS pH 7.2, 1 mM EDTA) vorsichtig
resuspendiert und 20 pul Complete-Inhibitormix sowie 1 mM PMSF zugegeben. Die Lyse der
Sphéroplasten erfolgte im Dounce Homogenisator (Stempel B, 15 ml) durch 30-60 Stofe,

wobei eine Schaumbildung vermieden wurde. Danach wurde der Ansatz zur Abtrennung der
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Zelltrimmer 10 min bei 2000 x g und 4°C zentrifugiert. Das Zelllysat (1 ml) wurde dann auf
einen 10-stufigen Sucrosegradienten aufgetragen, dessen 1 ml Stufen folgende Dichten
besassen: 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54 % (w/v) Sucrose gelost in HEPES-Puffer (10
mM HEPES, 1 mM Magnesiumchlorid, pH 6.8). Nach der Ultrazentrifugation, die unter
Verwendung des SW40Ti-Rotors 3 h lang bei 34000 x g und 4°C durchgefiihrt wurde,
zerlegte man den Gradienten in 18 Fraktionen zu jeweils 610 pl. 200 ul jeder Fraktion wurde
mit 10 % (w/v) TCA gefillt und in 50 pl Harnstoffpuffer (sieche 4.2.3.4)) durch 10 miniitiges
Erhitzen auf 95°C gelost. Je 10 pl der zentrifugierten Proben (13000 Upm 1 min) wurden fiir
eine SDS-PAGE (4.2.3.5) verwendet.

4.2.3.14 Glyceringradient

Diese Methode wurde in Anlehnung an (Kim et al., 1997) durchgefiihrt.

Aus einer nach Standardbedingungen herangezogenen Kultur (siche 4.2.1.2.1.1) wurde 25
min nach Induktion des Abbaus der FBPase eine Probe von 50 ODgg-Zellen genommen und
3 min bei 2500 Upm und 4°C zentrifugiert. Nach Waschen mit eiskaltem Wasser wurden die
Zellen in 520 pl eiskaltem Phosphatpuffer (0,1 M KH,PO4 pH 7.0) resuspendiert. Nach
Zugabe von 280 pl Complete™ (25 Mal Stock in Phosphatpuffer), 35 ul PMSF (200 mM in
Isopropanol) und 300 pl Glasplerlen wurde 30 min lang auf einem Multivortexer bei 4°C
geriittelt. AnschlieBend wurde 15 min bei 13000 Upm und 4°C zentrifugiert. 200 pl des
Uberstandes wurden abgenommen und vorsichtig auf einen Glyceringradienten (jeweils 450
ul 50 %, 40 %, 30 %, 20 % und 10 % (v/v) Glycerin in 20 mM PIPES pH 7.0 vorsichtig
ibereinander geschichtet in einem Ultrazentrifugenrohrchen) gegeben. Der Gradient wurde
danach in einer Tischultrazentrifuge bei 55000 Upm und 15°C in einem TLS-55-Rotor
(Beckman Coulter, Fullerton, USA) 4 h lang rotiert. AnschlieBend wurden von oben
beginnend vom Gradienten Fraktionen mit 200 — 220 ul abgenommen. Zu den 9 — 10
Fraktionen wurde jeweils 20 bzw. 22 ul 110 % (w/v) TCA zugegeben, gemischt und 10 min
auf Eis inkubiert. Nach 10 miniitigem Zentrifugieren bei 13000 Upm wurde der Uberstand
abgenommen, das Pellet mit Aceton gewaschen und getrocknet. Die Pellets wurde in 50 ul
Harnstoffpuffer (siche 4.2.3.4) resuspendiert, zum Losen ca. 30 min auf einem Multivortexer
bei 37°C geriittelt und 2 min bei 95°C inkubiert. Nach 1 miniitigem Zentrifugieren bei 13000
Upm wurden 10 pl je Probe auf ein SDS-Gel (siche 4.2.3.5) aufgetragen. Die erhaltene
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Membran (4.2.3.6) wurde mit den gewliinschten Antikorpern (FBPase-, PGK-, FAS-, API-
und HA-Antikorper) angeférbt.

4.2.3.15 FPLC

4.2.3.15.1 Wachstumsbedingungen und nativer Aufschluss

Aus einer nach Standardbedingungen (siehe 4.2.1.2.1.1) gewachsenen Kultur wurde eine 200
ODggo-Zellen grofle 0-Probe und ebenso grofle 15-min-Probe entnommen. Die Zellen wurden
3 min bei 2500 Upm und 4°C zentrifugiert, mit eiskaltem Wasser gewaschen, in 1 ml
einskaltem Phosphatpuftfer (0,1 M KH,PO4 pH 7.0) aufgenommen und mit 60 ul Complete™
(25 x Stock in Phosphatpufter), 7,5 ul PMSF (200 mM in Ethanol) und 500 pl Glasperlen
versetzt. Nach 30 miniitigem Riitteln auf einem Multivortexer wurde 10 min bei 13000 Upm
und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefd iiberfiihrt. Dieser
Zentrifugationschritt wurde so oft wiederholt, bis der Uberstand komplett schwebstofffrei

war.

4.2.3.15.2 Auftrennung auf der Superose6-Siule

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde eine Superose6-Séule
verwendet. Um die Séule nicht zu verstopfen, wurden ausschlieBlich schwebstofffreie Puffer
und Proben verwendet. Die Sdule und die angeschlossene Pumpe wurden vor Versuchsbeginn
griindlich mit Phosphatpuffer (siche 4.2.3.15.1) gespiilt. Die Flussrate bei allen Experimenten
betrug 0,5 ml / min. Nach jedem Durchlauf eines Proteingemisches wurde die Séule
mindestens 1 Stunde lang mit Phosphatpuffer gespiilt.

Zur Eichung der Sédule wurden 3 Markerproteine (Aldolase mit 160 kDa, Catalase mit 240
kDa und Ferritin mit 450 kDa) verwendet. Losungen dieser Proteine in Wasser wurden auf
die Sdule gegeben und mittels eines am Ende der Sdule angeschlossenen
Durchflussphotometers, welcher bei 260 nm samtlich Proteine spektrometrisch messen kann,
mit Schreiber konnte die Fliissigkeitsmenge bestimmt werden, nach welcher die Hauptmenge
der Proteine die Séule verlassen hatte.

Um die GroBBe von Hefeproteinen zu bestimmen, wurde 200 pl eines Aufschlusses aus

4.2.3.15.1 auf die Séule aufgetragen und die aus der Séule laufende Fliissigkeit in Fraktionen
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zu 333 ul oder 666 ul gesammelt. Das Sammeln der Fraktionen begann 20 min nach
Auftragen der Probe auf die Sdule und endete nach weiteren 20 min. Somit wurden die ml 11
— 20 in Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen wurden mit 33 ul bzw. 67 pl 110 % (w/v) TCA
gefillt, 20 min auf Eis inkubiert, 10 min bei 13000 Upm zentrifugiert, mit Aceton gewaschen,
getrocknet und in 50 pl Harnstoffpuffer (siche 4.2.3.4) aufgenommen. Die Proben wurden
durch 30 miniitiges Riitteln auf einem Multivortexer und nachfolgendes 2 miniitiges Kochen
bei 95°C gelost. Nach 1 min Zentrifugieren bei 13000 Upm wurden 10 ul je Probe fiir die
SDS-PAGE (siehe 4.2.3.5) verwendet.

4.2.3.16 Indirekte Immunfluorezenz

Alle Losungen und Medien wurden vor der Verwendung sterilfiltriert, um die Bildung von
fluoreszierenden Maillard-Verbindungen zu verhindern. Die Durchfiihrung der Immuno-
fluoreszenz erfolgte in Anlehnung an (Pringle et al., 1989) und (Pringle et al., 1992).

Zu 3 ODggp-Zellen einer nach Standardbedingungen (sieche 4.2.1.2.1.1) gezogenen Probe
wurde 125 pl Formaldehyd (37 % (v/v) in H,O) und 125 ul Phosphat-Puffer (1 M
Kaliumphosphat pH 6.5) gegeben. Nach wenigstens 2 stiindiger Inkubation bei RT rollend auf
einem Uberkopfschiittler wurde 5 min bei 2000 Upm zentrifugiert und 3 mal mit 1 ml SP-
Puffer (1,2 M Sorbitol, 0,1 M KH,PO4 pH 6.5) gewaschen. Danach wurden die Zellen in 1 ml
SP-Puffer resuspendiert, welcher 20 mM B-Mercaptoethanol und 22,5 ng Zymolyase T100 /
ml enthielt, und 30 min lang bei 30°C ohne Schiitteln spheroplastiert. Nach 5 miniitiger
Zentrifugation bei 1000 Upm, wurde mit 1 ml SP-Puffer gewaschen, in 1 ml SP-Puffer
resuspendiert und bei 4°C gelagert.

Damit die Sphédroplasten bei der Immunofluoreszenz auf den verwendeten Objekttragern
haften konnten, wurden diese zuerst mit Poly-L-Lysin beschichtet. Dazu wurden in jede
Vertiefung des Objekttragers 3 pl Poly-L-Lysin-Losung (6 mg /ml) gegeben, ein paar s
draufgelassen und wieder abgenommen. Nach 5 maligem Waschen mit 20 pul Wasser liel man
den Objekttrager 1 min lang trocknen.

30 ul Sphiroplastenlésung wurden auf einen beschichteten Objekttrager getropf und 5 - 30
min in einer feuchten Kammer inkubiert. Die gebundenen Zellen wurden nun dreimal mit
PBS-Puffer (53 mM Na,HPO,4, 13 mM NaH,PO,4, 75 mM NaCl, pH 7.4) gewaschen und 30
min mit 15 pl PBT-Puffer (PBS-Puffer mit 1 % BSA, 0,5 ul NonidetP40 / ml) behandelt.
Dann wurde der erste Antikorper (Maus-Anti-Ha, 1 : 200 in PBT-Puffer) auf die Sphéro-
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plasten aufgetragen und der Ansatz 2 h in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach
fiinfmaligem Waschen der Zellen mit PBT-Puffer erfolgte die Inkubation (1,5 h) mit dem
zweiten Antikorper (Ziege-Anti-Maus-cy”, 1 : 1000 in PBT-Puffer) in einer feuchten Kammer
unter Lichtausschluss. AnschlieBend wurde nochmals fiinfmal mit PBS gewaschen. Zur
besseren Lokalisierung des Zellkerns wurde die DNA mit dem Farbstoff 4°,6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI) markiert. Dazu wurden auf die mit PBS-Puffer gewaschenen
Sphéroplasten 1 Tropfen DAPI-Losung (200 ul Citifluor + 8 ul DAPI (1 pg / ml)) gegeben.
Der Objekttriger wurde anschlieBend mit einem Deckglas bedeckt und mit Nagellack

abgedichtet. Die gelabelten Zellen wurden nun unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

4.2.3.17 Kopplung eines Antikorpers an Protein A Sepharose

Die im Anschluss beschriebene Methode wurde zur kovalenten Kopplung eines Antikorpers
(FBPase-Antikdrper) mit Protein A-Sepharose verwendet. Der auf diese Weise gekoppelte
Antikorper eignet sich zum Einsatz bei einer Immunoprizipitation, da die stdrende, breite
IgG-Bande, die sonst immer auftritt, dann nicht mehr immunologisch nachweisbar ist.

Vor der Kopplungsreaktion wurden 100 mg Protein A-Sepharose in 400 ul HEPES-Puffer
(siche 4.2.3.9.2.1) 20 min quellen gelassen. Danach wurden 150 pl FBPase-Antikorper
zugegeben und 2 h bei RT iiber Kopf geschiittelt. Nachdem der Antikdrper an die Protein A-
Sepharose gebunden hatte, wurde der Ansatz 5 min bei 2000 Upm zentrifugiert und das Pellet
zum Entfernen des {iberschiissigen Antikorpers zweimal mit 4 ml 0,2 M Natriumboratlosung
(pH 9.0) gewaschen. AnschlieBend wurde die Protein A Sepharose in 4 ml 0,2 M
Natriumboratlosung (pH 9.0) resuspendiert und davon 10 pl als Kontrollprobe entnommen.
Der restliche Ansatz wurde zur kovalenten Kopplung mit 20 mM Dimethylpimelimidat
versetzt, fir 30-60 min unter leichtem Schiitteln bei RT inkubiert und eine zweite
Kontrollprobe (10 ul) gezogen. Die Kopplungsreaktion wurde durch Waschen mit 4 ml 0,2 M
Ethanolamin (pH 8.0) gestoppt. Daran schloss sich ein zweiter Waschschritt mit 4 ml 0,2 M
Ethanolamin (pH 8.0) an, der unter leichtem Schiitteln 2 h lang bei RT durchgefiihrt wurde.
Nach diesem letzten Waschschritt wurde die mit FBPase gekoppelte Protein A-Sepharose in
400 pl PBS-Puffer (53 mM Na,HPOj4, 13 mM NaH,PO4, 75 mM NaCl, pH 7.4) resuspendiert
und davon 40 pl zur Immunoprézipitation (4.2.3.9.3) verwendet. Die beiden Kontrollproben
wurden in 40 pl 2 x Lammli-Puffer (200 mM Tris / HCI pH 6.8, 5 % SDS, 20 % Glycerin,
0,05 % Bromphenolblau, 1,5 % DTT) aufgenommen, 10 min bei 95°C gekocht, 1 min bei
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13000 Upm zentrifugiert und zur Uberpriifung der Kopplungseffizienz 10 pl fiir eine SDS-
PAGE (siehe 4.2.3.5) eingesetzt.

4.2.3.18 Vesikeltest

1 ml einer iiber-Nacht-Kultur in YPD wurden 3 min bei 2500 Upm zentrifugiert, 2 mal mit 1
ml Wasser gewaschen und in 1 ml 1%KAc resuspendiert. Dem 1%KAC wurde zum einen 1
mM PMSF (Kontrollstimme: WCG4a und YMS30) und zum anderen kein PMSF
(Kontrollstimme: WCG4a und YMTA) zugegeben. Nach 4 — 5 stliindigem Inkubieren bei
30°C auf einem Schiittler, wurden die Zellen unter dem Lichtmikroskop angeschaut und auf

das Auftreten von Vesikeln in der Vakuole hin untersucht.

4.2.3.19 Uberlebenstest

Aus einer stationdren Vorkultur des zu testenden Stammes in YPD wurde 1 : 1000 inYPKG
umgesetzt. Jeweils nach 40, 48, 64 und 72 stiindiger Inkubation wurde 10 pl Kultur
entnommen, mit 90 ul HO verdiinnt und mit 100-fach konzentrierter Methylenblaul6sung
versetzt. Nach kurzer Inkubation wurde das Gemisch in einer Mikroskopzidhlkammer unter
dem Lichtmikroskop betrachtet. Nun wurde die Zellzahl gezdhlt und die Anzahl der blauen
Zellen bestimmt. Das Methylenblau kann nur in tote Zellen nicht aber in lebende Zellen
eindringen. Dadurch kann der Anteil der toten bzw. lebenden Zellen bestimmt werden. Pro

Stamm und Zeitpunkt wurden ca. 200 — 500 Zellen ausgezéhlt.

4.2.3.20 Proteinbestimmung nach Bradford

4.2.3.20.1 Herstellung der Bradford-Losung:

100 mg Coomassie Brilliant Blue G250 wurden iiber Nacht unter Riihren in 20 ml 95 %igem
Ethanol geldst. Zu dieser Losung wurde 100 ml 85 %ige Phosphorsdure geben und mit
Wasser auf 1 1 Gesamtvolumen aufgefiillt. Nach dem Durchmischen wurde die Ldsung

solange durch 3 Lagen Filterpapier filtriert bis die Losung bei 595 nm gegen Wasser eine
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Extinktion von gleich oder unter 0,33 aufwies. Die Bradford-Losung wurde in einer braunen

Glasflasche bei 4°C aufbewahrt.

4.2.3.20.2 Erstellung einer Eichgeraden:

Es wurde eine BSA-Losung mit einer Konzentration von ca.l mg / ml hergestellt. Durch
Extinktionsmessung einer Losung aus 1 ml Bradford-Losung, 90 pul Wasser und 10 pul BSA-
Losung bei 280 nm gegen Wasser in einer Quarzkiivette wurde der genaue Proteingehalt der
BSA-Losung bestimmt. Die Konzentrationsberechnung erfolgte nach folgender Formel:

C:E/(Szgo*d)

c: Konzentration der BSA-Losung [mg / ml]
d: Durchmesser der Kiivette, d =1 cm
E: Extinktion (dimensionslos)

€s0  Extinktionskoeffizient bei 280 nm, €50 = 0,667 ml / (mg * cm)

Zur Erstellung der Eichgeraden wurde Verdiinnungen der BSA-LOsung mit Protein-
konzentrationen von 0 mg / ml bis 100 mg / ml (6 — 11 Verdiinnungen) hergestellt. Von
sdmtlichen Verdiinnungen wurde die Extinktion bei 595 nm gegen Bradford-Losung
gemessen (siche 4.2.3.20.3) und die erhaltenen Extinktionen in einem Graphen gegen die

zugehorigen Proteinkonzentrationen aufgetragen und eine Ausgleichsgerade gezeichnet.

4.2.3.20.3 Messung:

100 pl Probelésung wurden mit 1 ml Bradford-Losung versetzt, gemischt und 10 Minuten bei
RT inkubiert. Danach wurde bei 595 nm die Extinktion gegen Bradford-Lésung in einer
Plastikkiivette gemessen. Die Probelosungen wurden bei Bedarf so verdiinnt, dass die
gemessene Extinktion im Bereich der Messwerte der Eichgeraden lag. Aus der Eichgerade

(siehe 4.2.3.20.2) konnte die zugehorige Proteinkonzentration bestimmt werden.
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4.2.3.21 Anfirben von SDS-Gelen

4.2.3.21.1 Mit Coomassie-Staining

Zu einem SDS-Gel aus Kapitel 4.2.3.5 wurde in einer Glaswanne ca. 50 ml Coomassie-
Losung (0,02% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250, 25% (v/v) Ethanol, 8% (v/v)
Essigsdure) gegeben und 10 min lang auf einem Schiittler inkubiert. Danach wurde die
Coomassie-Losung wieder abgekippt und das Gel sooft jeweils 5 — 20 min lang mit
Coomassieentfarberlosung (5 Teile Methanol, 1 Teil Essigsdure, 5 Teile Wasser) gewaschen,
bis die Proteinbanden in der gewiinschten Deutlichkeit sichtbar waren. AnschlieBend wurde
das Gel auf ein Filterpapier gelegt und auf einem Geltrockner mit angeschlossener

Vakuumpumpe bei 60°C mindestens 90 min lang getrocknet.

4.2.3.21.2 Mit Silver-Staining

Ein SDS-Gel aus Kapitel 4.2.3.5 wurde nacheinander mit verschiedenen Losungen auf einem
Schiittler bei RT behandelt. Zuerst wurde es 5 min in Fixierlosung (10 % (v/v) HOAC, 40 %
(v/v) Methanol, 50 % (v/v) H,0O), dann 5 min in Waschlosung I (H,O), danach 7,5 min in
Sensibilisatorlosung (12,5 % (v/v) Glutardialdehyd, 87,5 % (v/v) H,O), darauthin 2 Mal je 5
min in Waschlosung I, anschlieBend 7,5 min in Waschlosung 11 (20 % (v/v) Ethanol, 80 %
(v/v) Hy0), dann 7,5 min in Firbelosung (0,2 % (w/v) AgNOs, 0,25 % (v/v) Ammoniak, 0,2
% (w/v) NaOH, 18,6 % (v/v) Ethanol, 81,15 % (v/v) H,O, frisch zubereitet), und
abschlieBend 2 mal 5 min in Waschlosung II inkubiert. Zum Sichbarmachen der
Proteinbanden wurde Entwicklerlosung (0,037 % (w/v) Formaldehyd und 575 pM
Zitronensdure in Waschpuffer 1I) zugegen und solange inkubiert, bis die Banden in der
gewiinschten Deutlichkeit zu sehen waren (ca. 3 — 6 min). Am Schluss wurde der
Entwicklungprozess durch 5 miniitiges Waschen mit Stabilisatorlosung (10 % (v/v) HOAC, 5
% (v/v) Glycerin, 85 % (v/v) HyO) gestoppt. Das Gel wurde auf ein Filterpapier gelegt und
auf einem Geltrockner mit angeschlossener Vakuumpumpe bei 60°C mindestens 90 min lang

getrocknet.
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4.2.3.22 Uberpriifung der Membranassoziation von Proteinen

Mit dieser Methode kann {iberpriift werden, ob ein Protein in der Hefezelle
membranassoziiert, 16slich oder als integrales Membranprotein vorliegt.

40 bzw. 200 ODggo-Zellen einer nach Standardbedingungen (sieche 4.2.1.2.1.1) angezogenen
Hefekultur wurden mit Wasser gewaschen, in 4 ml Tris-Puffer (0,1 M Tris / Schwefelsdure
pH 9.4, 20 mM DTT) resuspendiert und 10 — 20 min bei 30°C inkubiert. Nach 5 miniitigem
Zentrifugieren bei 2500 Upm wurden die Zellen in 4 ml Sorbitol-Puffer (1 M Sorbitol, 50 mM
Natriumphosphat pH 7.4) mit 5 pg / ODgo Oxalyticase (Stock: 5 mg / ml in 50 mM
Natriumphosphat pH 7.4 50 % (v/v) Glycerin) aufgenommen. Danach wurde30 min lang auf
einem Wasserbadschiittler bei 30 °C inkubiert und 5 min bei 2500 Upm zentrifugiert. Ab jetzt
wurde bei 4°C bzw. auf Eis gearbeitet. Die Zellen wurden sehr vorsichtig in 2 ml eiskaltem
PS200-Lyse-Puffer (200 mM Pipes pH 6.8, 5 mM MgCl,, Complete™ EDTA frei, 1 mM
PMSF, 1 pl / ml Inhibitor-Mix (1000 x Stock: je 1 mg / ml von Antipain, Pepstatin,
Chymostatin und Leupeptin)) resuspendiert, 5 min bei 2500 Upm zentrifugiert, der Uberstand
in ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt, erneut zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefil iiberfiihrt. Jeweils 300 ul des Uberstandes wurde in 5 Ultrazentrifugen-
rohrchen gefiillt. Dazu wurde jeweils nur in eines der Rohrchen 300 pl PS200, 300 pl 1 %
(w/v) Kaliumacetat, 300 pul 0,2 M Natriumcarbonat, 300 pl 5 M Harnstoff bzw. 2 % (w/v)
Triton X-100 gegeben. Die gefiillten Zentrifugenrdhrchen wurden 5 — 10 min lang in der auf
4°C vorgekiihlten Ultrazentrifuge in einem Festwinkelrotor stehen gelassen und danach 1
Stunde lang bei 54000 Upm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand in ein neues
ReaktionsgefaB3 tiberfiihrt, mit 60 pl 110 % (w/v) TCA gefdllt (10 min auf Eis) und mit
Aceton gewaschen. Sowohl die Pellets des Uberstandes als auch die Pellets in den Rohrchen
wurden in 50 ul Lammli-Puffer (siehe 4.2.3.7.2) aufgenommen und auf einem Multivortexer
bei 37°C gelost. Mit jeweils 10 pl der 2 min bei 95°C gekochten und zentrifugierten (1 min
13000 Upm) Proben wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt (4.2.3.5). Beim nachfolgenden
Western-Blot (4.2.3.6) wurden als Kontrollen Antikdrper gegen PGK (I8sliches,
cytosoloisches Protein), VATPase (integrales Membranprotein) und Vma2p (peripheres

Membranprotein) verwendet.
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4.2.3.23 Gesamtproteinturnover

Aus einer stationdren Hefevorkultur in CM wurde so in 12 ml CM-Met umgeimpft, dass nach
6 stlindiger Inkubation bei 30°C auf einem Wasserbadschiittler, nachfolgender Zugabe von
3,7 MBq **S-Methionin und anschlieBender erneuter 16 stiindiger Inkubation bei 30°C auf
einem Wasserbadschiittler eine ODggg von 0,8 — 1,5 resultierte. Danach wurde 5 min bei 2500
Upm zentrifugiert, 3 mal mit 10 ml 1%KAc gewaschen und in 12 ml 1%Kac+Met
resuspendiert. Sofort nach dem Resuspendieren wurden 3 0-Proben von 1 ml entnommen, mit
100 ul 250 % (w/v) TCA verstetzt, gemischt und bei 4°C gelagert. Die restliche Kultur wurde
bei 30°C auf einem Wasserbadschiittler inkubiert. Jede Stunde wurde eine 1 ml Probe
entnommen und wie oben behandelt. Die letzte Probe wurde nach 8 Stunden entnommen.
Sdmtliche Proben wurden 10 min bei 13000 zentrifugiert, die Uberstinde in ein neue
ReaktionsgefdBle iiberfithrt und bei 4°C gelagert. Mit den Pellets der 0-Proben wurde
weitergearbeitet, die restlichen Pellets wurden verworfen. Die Pellets wurden 5 mal mit 10 %
(w/v) TCA, 2 mal mit einem 1 : 1 Gemisch aus Ethanol und Diethylether gewaschen, 30 min
bei 40°C getrocknet, mit 1 ml NCSII-Losung (90 % (v/v) in Wasser) versetzt, 5 — 10 min bei
40°C inkubiert, 10 min auf einem Multivortexer geriittelt und 5 min bei 40°C inkubiert.
Danach wurden 900 ul abgenommen und zusammen mit 4 ml Fliissigscintillator in ein
Scintillationsrohrchen gegeben. Von den bei 4°C gelagerten Uberstinden wurde jeweils
ebenso 900 pl abgenommen und zusammen mit 4 ml Fliissigscintillator in ein
Scintillationsrohrchen gegeben. Die Rohrchen wurden verschlossen und mindestens 1 Stunde
auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Danach wurden die nun durchmischten und schaum-
und blasenfreien Proben in einem Scintillationszdhler durchgemessen. Die gemessene
radioaktive Strahlung der Proben wurde fiir folgende Formel zur Berechnung der Abbaurate
verwendet:

Ab(t) = [DPM(t) — DPM(0)] / [DPM(P) + DPM(0)] * 100 %

Ab(t): Prozentsatz der nach t Stunden abgebauten Proteine [%]

t: Zeit [h]

DPM(t): Radioaktivitit des Uberstandes der Probe nach t Stunden

DPM(0): Durchschnittliche Radioaktivitit der Uberstéinde der 0-Proben

DPM(P): Durchschnittliche Radioaktivitdt der Pellets der 0-Proben

Durch Auftragung der Werte in ein Diagramm (Ab(t) gegen t) kann aus der Steigung die
Abbaurate [%/h] bestimmt werden.
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4.2.3.24 Herstellung polyklonaler Peptidantikorper

4.2.3.24.1 Herstellung eines polyklonalen Peptidantikorpers gegen Vid24p

Bei der Firma EUROGENTEC (Herstal, Belgien) wurde eine Kaninchenimmunisierung mit
folgendem Peptid in Auftrag gegeben: H,N-CGL NST DDN GTT NAA K — CONH;
(Aminosduren 237 — 251 des Vid24p). Die erhaltenen Blutchargen wurden auf ein gutes
Vid24p-Signal hin getestet. Das beste Antikorper-Signal gab die 1. groe Blutung (1. Large
Bleeding). Das Antikorper-Signal war in Western Blot-Analysen meistens brauchbar. Es
wurde danach versucht, das Antikorper-Signal durch Aufreinigung des Antikdrpers zu
verbessern. Dazu wurde der Antikorper an eine Affinititssdule, an welche das zur
Immunisierung verwendete Peptid gebunden worden war, gebunden und spater wieder eluiert.
Der erhaltene, aufgereinigte Antikorper lieferte zwar ein geringfiihig besseres Signal, war
aber bei — 20°C nicht lange stabil und zeigte nach wenigen Malen Benutzung kein sinnvolles
Signal mehr. Aus diesem Grund wurde fiir die Experimente in den Kapiteln 5.4.5 und 5.4.8

der unaufgereinigte Antikdrper verwendet.

4.2.3.24.2 Herstellung eines polyklonalen FBPase-Antikorpers

Da der von K.D. Entian stammende FBPase-Antikorper inzwischen fast aufgebraucht ist,
wurde ein neuer FBPase-Antikorper iiber eine Kaninchenimmunisierung gewonnen. Fiir diese
Immunisierung wurden folgende 2 Peptide verwendet: H,N —NGP RRD STE GFD TDI —
CONH; (Aminosduren 6 — 20 der FBPase) und H,N — CVK QPQ ADN NNK PFS A —
CONH; (Aminosduren 240 —254 der FBPase). Das erhaltene Kaninchenblut wurde in Western
Blot-Analysen auf das FBPase-Signal hin untersucht. Wie man in Abb. 4-2 erkennen kannt,
ergibt der neu gewonnene FBPase-Antikorper ein brauchbares Signal. Im fbpl-
Deletionsstamm ist jeweils kein Signal zu sehen, im Wildtyp-Stamm dagegen ein deutliches

Signal. Das beste Signal brachte der 1 : 1000 verdiinnte Antikdrper ohne Milch.



Material und Methoden 87

T -2 <2 =

Q. A~ . A~ N A~

T & | 2|« &
L4

e — s | — FBPase

1:1000 1:1000 1:5000 Verdinnung

ohne 1 % ohne Milch

Abb. 4-2: Test des neu gewonnen FBPase-Antikorpers in verschiedenen Verdiinnungen und mit 1 %

Milch oder ohne Milch. Mit dem Antikérper wurden Western Blot-Analysen der Stimme W303-1B
(FBPI) und W303-1BKO (fbp1A) durchgefiihrt.
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S Ergebnisse

Das gluconeogenetische Schliisselenzym Fructose-1,6-bisphosphatase wird exprimiert, wenn
Hefezellen auf nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen, wie Acetat oder Ethanol, wachsen.
Innerhalb der ersten 5 —6 h wird die Hauptmenge der FBPase gebildet. Macht man den Zellen
Glucose wieder zugénglich, so wird die Katabolitinaktivierung des Enzyms initiiert. Neben
der Reduzierung der Enzymaktivitit durch Phosphorylierung der FBPase und Regulierung der
Enzymmenge auf Transkriptionsebene, beinhaltet die Katabolitinaktivierung auch die
Degradation des Proteins. Hierbei gibt es verschiedene Ergebnisse beziiglich des Orts des
Abbaus. Die Ergebnisse der Gruppe um H.L. Chiang favorisieren den vakuoldren Abbau
(Brown et al., 2001; Brown et al., 2000; Brown et al., 2002; Chiang and Schekman, 1991;
Chiang et al., 1996; Chiang and Chiang, 1998), wohingegen die Ergebnisse unseres Labors
den Ubiquitin-vermittelten Abbau iiber das Proteasom nahelegen (Haemmerle et al., 1998;

Schork et al., 1994a; Schork et al., 1994b; Schork et al., 1995; Schuele et al., 2000).

5.1 Untersuchung des FBPase-Abbaus unter Bedingungen nach
H.L. Chiang

Um diese unterschiedlichen Ergebnisse iiber den Ort der FBPase-Degradation aufzuldsen,
sollte versucht werden, die Ergebnisse der Gruppe um Chiang zu reproduzieren. Ein
Unterschied zwischen den Experimenten der Gruppe um Chiang und denen in unserem Labor
ist die Derepressionszeit. Wiahrend bei der Gruppe um Chiang diese 48 h betrdgt, wird in
unserem Labor nur 5 — 16 h dereprimiert. Ein weiterer Unterschied besteht im verwendeten
Derepressionsmedium. Das Hungermedium der Gruppe um Chiang enthidlt als
Kohlenstoffquelle 1 % Kaliumacetat und 0,5 % Glucose, wohingegen unseres 2 % Ethanol
enthilt. Die nachfolgend angegebenen Stamme wurden soweit nicht anders angegeben analog
Kapitel 4.2.1.2.1.2 kultiviert.

Um das Abbauverhalten unter Bedingungen der Gruppe um Chiang zu testen, wurden
verschiedene Mutanten verwendet. Der Abbauort sollte durch die Verwendung von
Deletionsmutanten vakuoldrer Mutanten als auch Mutanten in proteasomalen Untereinheiten

gefunden werden. Im einzelnen wurde der Stamm YMTAB eingesetzt, bei welchem die
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Proteasen yscA und yscB deletiert sind, und der Stamm WCG4-11/22, bei welchem die

proteasomalen Untereinheiten Prelp und Pre2p mutiert sind.

5.1.1 Derepressionszeit 48 h

In der Abb. 5-1 sieht man den FBPase-Abbau nach Glucosezugabe in Zellen, die zuvor 48 h
lang dereprimiert wurden. Im Stamm YMTAB, welcher in den Proteasen yscA und yscB
deletiert ist, kann man keinen Unterschied zum Abbauverhalten der FBPase in einem
Wildtyp-Stamm (WCG4a) erkennen (Abb. 5-1 A und C). Dagegen ist im Stamm WCG4-
11/22, welcher Mutationen im Proteasom trigt, der FBPase-Abbau im Vergleich zum Wildtyp
verlangsamt (Abb. 5-1 A und C). Die Proteine Autd4p und Aut5p, welche an der Lyse
autophagischer Vesikel in der Vakuole beteiligt sind (Epple et al., 2001; Suriapranata et al.,
2000), haben keinen Einfluf} auf die Degradation der FBPase unter diesen Bedingungen (Abb.
5-1 B und C). In einer vid24-Deletionsmutante (YFJ2, Abb. 5-1 B) dagegen ist der Abbau
blockiert. Das Vid24p wurde von der Gruppe um Chiang als am vakuoldren Abbau der
FBPase beteiligt gefunden (Chiang and Chiang, 1998).

A WCG4a YMTAB WCG4-11/22
(WT) (pep4A prbIA) (prel-1 pre 2-2)

k T A a— s | — "B Pasc

Zeit nach Glucosezugabe (min)

B YIS3 YIS4 YFI2
(autdA) (aut5A) (vid24A)

N w —FBPase

0 30 60 9 0 30 60 9 O 30 60 90

Zeit nach Glucosezugabe (min)
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Abb. 5-1: Katabolitdegradtion der FBPase nach 48 h Derepressionszeit in YPKG und Umsetzung auf
glucosehaltiges Medium in folgenden Stimme: WCG4a (Wildtyp), YMTAB (pep4A prbIA), WCG4-11/22
(prel-1 pre2-2), YFJ2 (vid24A), YIS3 (aut3A) und YIS4 (aut5A). Dazu wurde eine Western Blot-Analyse

des FBPase-Abbaus in diesen Stimmen durchgefiihrt.

5.1.2 Derepressionszeit 65 h

Da nach 48 stiindiger Derepression keine Beteiligung der Vakuole am FBPase-Abbau
gefunden werden konnte, wurde die Derepressionszeit auf 65 h erhdht.

Nach 65 stiindiger Derepressionszeit kann man in Abb. 1 A einen deutlich verlangsamten
FBPase-Abbau im Wildtyp-Stamm (WCG4a) erkennen. In diesem Experiment ist die FBPase
im Stamm YMTAB, welcher in den Proteasen yscA und yscB deletiert ist, vollstindig und im
Stamm WCG4-11/22, in welchem die proteasomalen Untereinheiten Prelp und Pre2p mutiert
sind, fast vollstindig stabilisiert (Abb. 5-2 A). Im Gegensatz dazu sieht man in Abb. 5-2 B
eine schnellen Abbau der FBPase im Wildtyp-Stamm (WCG4a). In den Stimmen YMTAB,
welcher in den Proteasen yscA und yscB deletiert ist, und WCG4-11/22, der Mutationen im
Proteasom trigt, dagegen ist der Abbau verlangsamt, wobei die FBPase in letzterem Stamm
deutlich stirker stabilisiert wird (Abb. 5-2 B). Weiterhin sieht man in Abb. 5-2 B, dass in
Stimmen, die eine FBPase mit mutiertem aminoterminalem Prolin tragen (YMHI1 und

YMH2), kein FBPase-Abbau mehr stattfindet.
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Abb. 5-2: Katabolitdegradtion der FBPase nach 65 h Derepressionszeit in YPKG und Umsetzung auf
glucosehaltiges Medium in folgenden Stimme: WCG4a (Wildtyp), YMTAB (pep4A prbIA), WCG4-11/22
(prel-1 pre2-2), YMH2 (FBP-P1S) und YMH1 (FBP-PIW). Dazu wurde eine Western Blot-Analyse des

FBPase-Abbaus in diesen Stimmen durchgefiihrt.

Als weiteres wurde lberpriift, ob Chaperone der Hsp70-Familie einen EinfluB auf den
FBPase-Abbau unter diesen Bedingungen haben. In Abb. 5-3 A sieht man in den Stimmen
MW123 und MW328, in welchen die Chaperone Ssalp und Ssa2p bzw. Ssalp und Ssa3p
deletiert sind, eine komplette Stabilisierung der FBPase. In Abb. 5-3 B sieht man einen
verlangsamten FBPase-Abbau in den Stimmen MW123, MW328 und MW329, in welchen
die Chaperone Ssalp und Ssa2p bzw. Ssalp und Ssa3p bzw. Ssalp und Ssadp deletiert sind.
Im Stamm JN212, in welchem die Chaperone Ssblp und Ssb2p deletiert sind, ist der Abbau
nur schwach verlangsamt im Vergleich zum Wildtyp (JN54). Beriicksichtigt man alle
Ergebnisse, so scheint im Stamm MW123, in dem die beiden Chaperone Ssalp und Ssa2p

deletiert sind, der FBPase-Abbau am stirksten verlangsamt zu sein.
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Abb. 5-3: Katabolitdegradtion der FBPase nach 65 h Derepressionszeit in YPKG und Umsetzung auf
glucosehaltiges Medium in Hsp70-Chaperone-Mutanten. Dazu wurde eine Western Blot-Analyse des
FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: JN54 (Wildtyp), MW123 (ssalA ssa2A), MW328
(ssalA ssa3A), MW329 (ssalA ssa4A) und JN212 (ssbIA ssb2A).

Die Stimme mit Mutationen der AAA-ATPase Cdc48p zeigen in Abb. 5-4 auBer W303-
1C/cdc48G keinen Unterschied im FBPase-Abbau im Vergleich zum Wildtyp (W303-
1C/CDC48). Im Stamm W303-1C/cdc48G ist der FBPase-Abbau etwas verlangsamt.

W303-1C/ W303-1C/ W303-1C/ W303-1C/
CDC48 cdc48E cdc48F cdc48G
- - e e QP e "f —FBPase
0 60 120 0 60 120 O 60 120 O 60 120
Zeit nach Glucosezugabe (min)

Abb. 5-4: Katabolitdegradtion der FBPase nach 65 h Derepressionszeit in YPKG und Umsetzung auf
glucosehaltiges Medium in Mutanten der AAA-ATPase Cdc48p. Dazu wurde eine Western Blot-Analyse
des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: W303-1C/CDC48, W303-1C/cdc48E, W303-
1C/cdc48F und W303-1C/cdc48G. In simtlichen Stimmen wird eine vorhandene cdc48-Deletion durch
Uberexpression des Wildtyp-CDC48-Gens bzw. von mutierten cdc48-Genen komplementiert.



Ergebnisse 93

5.1.3 Zellfraktionierung

Um zu iberpriifen, ob nach 65 h Derepressionszeit groere Mengen von FBPase in der
Vakuole nachweisbar sind, wurden Zellfraktionierungsexperimente durchgefiihrt. Bei einem
Abbau iiber die Vakuole, sollte unter Inaktivierungsbedingungen in einem Stamm ohne die
vakuoldren Proteinasen yscA und yscB (YMTAB) mit fortschreitender Zeit nach
Glucosezugabe die FBPase-Menge in der Vakuole zunehmen.

Die Zellfraktionierung begann damit, die Zellen zu sphédroplastieren, diese osmotisch zu
lysieren und bei 300 x g verbliebene Zelltriimmer abzuzentrifugieren. Der Uberstand (enthlt
Gesamtproteine G) wurde dann bei 6000 x g zentrifugiert. Im Uberstand (S¢) findet man
cytosolische Proteine, Autophagosomen und Transportvesikel, im Pellet (Ps) finden sich
Proteine aus der Vakuole und dem ER (siche auch Abb. 5-5). Um zu iiberpriifen, ob die
Vakuole intakt geblieben ist, wurden die Proben S¢ und P¢ auf das Vorhandensein der
vakuoldren Carboxypeptidase yscY (CPY) hin untersucht. Hat die Zellfraktionierung
geklappt, d.h. die Vakuole blieb intakt, so sollte die CPY nur in Ps und nicht in S

nachweisbar sein.

Sphéroplasten

osmotische Lyse der

Plasmamembran
G
Uberstand Pellet
6000 x g
S6 P
Zytosol, ER, Vakuole,
Autophagosomen, Plasmamembran

Transportvesikel
Abb. 5-5: Schema der Zellfraktionierung.

YMTAB-Stimme, in welchen die vakuoldren Proteinasen yscA und yscB deletiert sind,
wurden mehrmals der Zellfraktionierung unterzogen. Das Problem bei sédmtlichen
Experimenten war, dass die Vakuole jedes Mal zu einem groBen Teil geplatzt war. Ein

beispielhaftes Zellfraktionierungsexperiment ist in Abb. 5-6 gezeigt. Eine CPY-Bande ist zu
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allen 3 Zeitpunkten sowohl in Pg als auch S¢ zu sehen. Die FBPase befindet sich zu den 3
Zeitpunkten jeweils zu ca. 25 — 30 % im Pg und zu 70 — 75 % im S¢. Die FBPase-Menge in
den einzelnen Proben (G, P¢ und S¢) bleibt iiber die 3 Zeitpunkte in etwa konstant.

Als weiteres wurde in diesem Experiment noch tiberpriift, ob die FBPase in Vesikel verpackt
vorliegt. Sollte dies der Fall sein, so miisste das Protein vor dem Verdau durch Trypsin
geschiitzt sein und erst in Gegenwart von Triton X-100, welches die Zellmembran zerstort,
fiir den Verdau durch Trypsin zugénglich sein.

In Abb. 5-6 konnte gezeigt werden, dass sowohl FBPase als auch CPY in Gegenwart von

Trypsin vollstindig verdaut werden.

YMTAB (pep4A prbIA)

[ — G *—r* —FBPase

N — D - -t -CPY

G P6S6 TT+ G P686 TT+ G P686 T T+

0 1 2

Zeit nach Glucosezugabe (h)

Abb. 5-6: Zellfraktionierung des Stammes YMTAB nach 65 h Derepression in YPKG und Umsetzung auf
Glucose. G: Gesamtproteine nach Lyse, Pg: Pellet der Zentrifugation von G bei 6000 x g, S¢: Uberstand
der Zentrifugation von G bei 6000 x g, T: Trypsin-Verdau von G, T+: Trypsin-Verdau von G in

Anwesenheit von Triton X-100.

Offenbar liefen diese Bedingungen keine Fraktionierung intakter Vakuolen zu.

5.1.4 Sucrose-Gradienten

In einem Sucrose-Gradienten konnen Proteine nach ihrer Lokalisation in einem Organell
aufgetrennt werden. So kann man unter anderem zwischen cytosolischen bzw. vakuolédren
Proteinen, Proteinen des Golgi Apparates, Proteinen des ER und Plasmamembranproteinen
unterscheiden.

Nach 48 h Derepressionszeit und 1 h nach Umsetzung auf Glucose-haltiges Medium wurde
ein Sucrose-Gradient des Stammes YFJ1, in welchem VID24 deletiert ist, und des Stammes

YMH2, in welchem das aminoterminale Prolin der FBPase durch Serin ersetzt ist,
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durchgefiihrt. In beiden Stimme kolokalisiert die FBPase mit der cytosolischen 3-
Phosphoglyceratkinase (PGK) und der vakuoldren Protease CPY in den ersten 5 von 20
Fraktionen (nicht gezeigt).

5.1.5 Uberlebenstest

Um zu tiberpriifen, wie sich eine lange Derepressionszeit auf die Zellen auswirkt, wurde eine
Uberlebenstest durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen in YPKG-Medium (enthilt 1 %
Kaliumacetat und 0,5 % Glucose) herangezogen und nach 16, 24, 48, 65 und 72 h eine Probe
entnommen, mit Methylenblau-Losung versetzt und unter dem Lichtmikroskop betrachtet.
Dort erscheinen lebendige Zellen farblos, tote Zellen dagegen blau, da hier der Farbstoff ins
Innere der Zelle eindringen kann.

Nach 16 und 24 h Derepressionszeit waren in allen getesteten Stimmen nahezu 100 % der
Zellen lebendig. Mit zunehmender Derepressionszeit dnderte sich jedoch das Bild. Der
Stamm YMTAB, in dem die Proteinasen yscA und yscB deletiert sind, iiberstand eine
Derepressionszeit von 48 h und ldnger am schlechtesten (ca. 80 % tote Zellen). Der Wildtyp-
Stamm WCG4a und der Stamm WCG4-11/22 mit Mutationen in proteasomalen
Untereinheiten iiberstanden die langen Derepressionszeiten besser und wiesen meist eine

Uberlebensrate von iiber 50 % auf (siche Abb. 5-7).
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Abb. 5-7: Sterberate der Stimme WCG4a (Wildtyp), YMTAB (pep4A prbIA) und WCG4-11/22 (prel-1
pre2-2) nach 48, 65 und 72 h Derepressionszeit in YPKG.
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5.1.6 Derepressionszeit S h bzw. 16 h

Zum Vergleich wurden auch die Stdmme nach den in unserem Labor verwendeten
Bedingungen  (siche  4.2.1.2.1.1)  kultiviert und der FBPase-Abbau unter
Inaktivierungsbedingungen untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass nach 5 stlindiger
Derepressionszeit in YPEtOH (enthélt 2 % Ethanol als Kohlenstoffquelle) nur im Stamm mit
Mutationen in proteasomalen Untereinheiten (WCG4-11/22) ein deutlich verlangsamter
FBPase-Abbau zu beobachten ist (Abb. 5-8). Der Wildtyp-Stamm (WCG4a) und der
YMTAB-Stamm, in welchem die Proteinasen yscA und yscB deletiert sind, zeigten den
gleichen, schnellen FBPase-Abbau. Die Katabolitdegradation der FBPase in diesen Stdmme
verhélt sich nach 16 stiindiger Derepressionszeit in YPEtOH genau gleich wie nach 5

stiindiger Derepressionszeit in YPEtOH (nicht gezeigt).

WCG4a YMTAB WCG4-11/22
(WT) (pep4A prbIAN) (prel-1 pre 2-2)

\__ b a» ---J—FBPase
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Abb. 5-8: Katabolitdegradtion der FBPase nach 5 h Derepressionszeit in YPEtOH und Umsetzung auf
glucosehaltiges Medium in folgenden Stimme: WCG4a (Wildtyp), YMTAB (pep4A prbIA) und WCG4-
11/22 (prel-1 pre2-2). Dazu wurde eine Western Blot-Analyse des FBPase-Abbaus in diesen Stimmen
durchgefiihrt.

Weiterhin wurde auch untersucht, ob die Verwendung von YPKG (1 % Kaliumacetat und 0,5
% Glucose als Kohlenstoffquelle) statt YPEtOH als Derepressionsmedium einen Einfluf3 auf
den FBPase-Abbau hat. Wie in Abb. 5-9 zu sehen ist, dndert ein Wechsel des Mediums bei 16
stiindiger Derepressionszeit nichts am Abbauverhalten der FBPase in den Stimme WCG4a
(Wildtyp), YMTAB (pep4A prbIA) und WCG4-11/22 (prel-1 pre2-2). Im Stamm YFJ2 mit
deletiertem VID24 ist der FBPase-Abbau komplett blockiert.

Die Verwendung von FEthanol (in YPEtOH) oder Kaliumacetat (in YPKG) als
Kohlenstoffquelle wihrend der Derepression hat keinen EinfluB auf den Ort des
proteolytischen Abbaus der FBPase unter Katabolitinaktivierungsbedingungen. Unabhéngig

von der verwendeten Kohlenstoffquelle wird nach 16 stiindiger Derepression die FBPase
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unter Inaktivierungsbedingungen in proteasomalen Mutantenstimmen deutlich stabilisiert,
wohingegen vakuolidre Mutantenstimme einen Abbau wie in Wildtypzellen der FBPase und

somit keine Beteiligung am FBPase-Abbau unter diesen Bedingungen zeigen.

WCG4a | YMTAB [WCG4-11/22]  YFI2
(WT) (pep4A (prel-1 (vid24A)
prbIA) pre 2-2)

—FBPase
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Abb. 5-9: Katabolitdegradtion der FBPase nach 16 h Derepressionszeit in YPKG und Umsetzung auf
glucosehaltiges Medium in folgenden Stimme: WCG4a (Wildtyp), YMTAB (pep4A prbIA), WCG4-11/22
(prel-1 pre2-2) und YFJ2 (vid24A). Dazu wurde eine Western Blot-Analyse des FBPase-Abbaus in diesen

Stimmen durchgefiihrt.

5.2 Suche nach neuen Komponenten des proteasomalen FBPase-

Abbaus

Ein weiteres Ziel war es, neue Komponenten des proteasomalen Abbaus der FBPase zu
finden. Bei diesem wird das Enzym iiber das Ubiquitinsystem mit Hilfe des El1-Enzyms
Ubalp, dem E2-Enzym Ubc8p und hochstwahrscheinlich einem noch unbekannten E3-Enzym
mit einer Polyubiquitinkette markiert, vom 26S-Proteasom erkannt und degradiert.

In allen folgenden Experimenten dieses Kapitels betrug die Derepressionszeit 16 h in
YPEtOH bei Western-Blot-Analysen und 6 h in Labelling-Medium CM-MetEtOH (siehe
4.1.4.9.1) bei Pulse Chase-Analysen.

5.2.1 Uberpriifung des Einflusses von Chaperonen aus der Hsp70-Familie

Die Hsp70s (heat shock proteins of 70 kilodaltons) sind eine reichlich in der Zelle vorhandene
und hochkonservierte Familie molekularer Chaperone, welche an der Erleichterung einer
grolen Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt sind (Baxter and Craig, 1998). In der Hefe S.

cerevisiae sind die cytosolischen Ssa-Proteine eine der am hiufigsten vorkommenden
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Unterfamilie der Hsp70s. Es gibt 4 Ssa-Proteine, deren Aminosduresequenzen zu 80 %
untereinander identisch sind (Baxter and Craig, 1998).

Die Ssa-Proteine sind fiir das vegetative Wachstum der Zellen essentiell; zumindest eines der
Ssa-Proteine muss in hohem Mafe exprimiert werden, damit die Zellen lebensfihig sind
(Werner-Washburne et al., 1987). Die 4 Proteine sind unterschiedlich reguliert. Wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase sind nur Ssalp und Ssa2p detektierbar. Die Expression von
Ssa3p und Ssad4p bendtigt die Induktion durch Hitzeschock oder andere Stressfaktoren
(Werner-Washburne et al., 1989). Prozesse mit denen die Ssa-Proteine in Verbindung
gebracht werden, sind die Translokation von Substraten in Mitochondrien oder in das ER
hinein (Becker et al., 1996; Chirico et al., 1988; Deshaies et al., 1988), die Hitzetoleranz
(Sanchez et al., 1993) und die Proteinfaltung (Levy et al., 1995).

Eine Beteiligung der Ssa-Proteine an der Katabolitinaktivierung wurde in verschiedenen
Mehrfachmutanten getestet. Im Stamm JB67 sind die Gene SSA2, SSA3 und SSA44 deletiert
und mit ssal-45 ist eine temperatursensitives ssal-Allel vorhanden. Bei 37°C fiihrt die ssal-
45-Mutation zu einem nicht funktionellen Protein. Aus diesem Grunde wurden die Stimme
JNS55, IN516 und JB67 bei 30°C 15,5 h lang in YPEtOH dereprimiert, dann fiir 30 min bei
37°C weiterkultiviert und dann auf Glucose-haltiges Medium (YPD) umgesetzt und bei 37°C
inkubiert. In Abb. 5-10 sieht man, dass in sdmtlichen Doppelmutanten, Dreifach- als auch
Vierfachmutanten der Hsp70-Chaperone der FBPase-Abbau wie in Wildtyp-Zellen erfolgt.
Die Chaperone der Hsp70-Familie zeigten keine Beteiligung an der Katabolitdegradation der
FBPase.

IN212 MW329 | MW328 | MW123 IN54
(ssh1A (ssalA (ssalA (ssalA (WT)
ssh2A) ssa4\) ssa3A) ssa2\)
, G B | — - |-FBPase

A2
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Abb. 5-10: Katabolitdegradtion der FBPase in Hsp70-Chaperone-Mutanten. Dazu wurde eine Western
Blot-Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: JN54 (Wildtyp), MW123 (ssalA
ssa2A), MW328 (ssalA ssa3A), MW329 (ssalA ssa4A), JN212 (ssbIA ssb2A), IN5S (WT), JN516 (ssa2A
ssa3A ssa4A) und JB67 (ssal-45 ssa2A ssa3A ssadl).

5.2.2 Uberpriifung des Einflusses von Cdc48p

Die AAA-ATPase CDC48 ist ein Bestandteil des Cdc48-Ufd1-Npl4-Komplexes. Dieser
Komplex hat seine Funktion im Erkennen verschiedener polyubiquitinierter Substrate und
erleichtert die Prasentation dieser Substrate gegeniiber dem 26S-Proteasom zum Abbau (Bays
and Hampton, 2002; Jarosch et al., 2002; Tsai et al., 2002). So spielt dieser Komplex z.B.
auch bei der Retrotranslokation falsch gefalteter, polyubiquitinierter Substrate bei der ER-
assoziierten Degradation (ERAD) eine wichtige Rolle (Bays and Hampton, 2002; Jarosch et
al., 2002; Tsai et al., 2002).

Um zu iiberpriifen, ob CDC48p auch einen Einflul auf die Katabolitdegradation der FBPase
hat, wurde der FBPase-Abbau in cdc48-Mutantenstimmen untersucht.

Die in Abb. 5-11 verwendeten Stimme trugen jeweils eine cdc48-Deletion. Um diese lethale
Deletion zu komplementieren, wurden sie mit Plasmiden, die entweder das CDC48-Wildtyp-
Gen (W303-1C/CDC48) oder eine mutiertes cdc48-Allel trugen, transformiert. Bei den
Mutanten ist das Tyr an Position 834 gegen Glu (cdc48"%%F), Phe (cdc48™*") oder Gly
(cdc48"3%%) ausgetauscht. Zunichst wurde eine Western Blot-Analyse des FBPase-Abbaus
durchgefiihrt. In Abb. 5-11 kann man erkennen, dass im Stamm, welcher das cdc48™E_Allel
tragt (W303-1C/cdc48E), eine deutliche Stabilisierung der FBPase festzustellen ist. Die
cdc48"* -Mutante (W303-1C/cdcd48F) zeigt einen verlangsamten FBPase-Abbau. In der
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cdc48"3*° Mutante (W303-1C/cdcd48F) scheint der FBPase-Abbau relativ dhnlich wie in

Wildtypzellen zu verlaufen.

W303-1C/CDC48 | W303-1C/cdc48E W303-1C/cdc48F | W303-1C/cdc48G
I .__.___..-—--—-". —FBPase — | e s s L el
0 30 60 90 120 0 30 60 90120 0 30 60 90 120 0 30 60 90120

Zeit nach Glucosezugabe (min) Zeit nach Glucosezugabe (min)

Abb. 5-11: Katabolitdegradtion der FBPase in Mutanten der AAA-ATPase Cdc48p. Dazu wurde eine
Western Blot-Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: W303-1C/CDC48, W303-
1C/cdc48E, W303-1C/cdc48F und W303-1C/cdc48G. In simtlichen Stimmen wird eine vorhandene cdc48-
Deletion durch Uberexpression des Wildtyp-CDC48-Gens bzw. von mutierten cdc48-Genen

komplementiert.

Da in dem Stamm mit dem cdc48"* -Allel die Stabilisierung der FBPase am groBten war,
wurde eine Pulse Chase-Analyse des FBPase-Abbaus in einem Stamm mit chromosomal
integrierter cdc48"***-Mutation (YCT549) durchgefiihrt. Wie in Abb. 5-12 zu sehen ist ergab
die Pulse Chase-Analyse hier einen Abbau fast gleicher Kinetik wie im Wildtypstamm.
Folglich ist das Cdc48p hochstwahrscheinlich nicht an der Katabolitdegradation der FBPase
beteiligt, allerdings konnte das Cdc48p angesichts der Stabilisation der FBPase in der
Western Blot-Analyse des FBPase-Abbaus in dem Stamm mit dem cdc48"**-Allel (Abb. 5-

11) bei der Expression der FBPase eine Rolle spielen.

A
WCG-1C (WT) YCT549 (cde48Y834E)

— — —FBPase

A 0 30 60 90 120{ A 0 30 60 90 120
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Abb. 5-12: Katabolitdegradtion der FBPase in Mutanten der AAA-ATPase Cdc48p. Dazu wurde eine
Pulse Chase-Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: WCG-1C (Wildtyp) und
YCT549 (cdc48"%F) (A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten FBPase nach Glucosezugabe

(B).

5.2.3 Uberpriifung des Einflusses von Proteinen des Ufd-Weges

Fusionsproteine, die ein nicht entfernbares N-terminales Ubiquitin-Motiv tragen, sind in vivo
kurzlebig. Das fusionierte Ub wirkt dabei als Abbausignal (Johnson et al., 1995). Der
beteiligte Proteolyseweg wird UFD-Weg (Ub fusion degradation) genannt. In der Hefe S.
cerevisiae wurden bisher 5 Proteine indentifiziert, welche an diesem Abbauweg beteiligt sind
(Johnson et al., 1995). Das Protein Ufd1p hat seine Funktion als Teil des Cdc48-Ufd1-Npl4-
Komplexes (sieche Kapitel 5.2.2). Das Ufd2p stellt einen Ubiquitin-Konjugierungsfaktor (E4)
dar, welcher an Ub-Motive ubiquitinierter Substrate bindet und zusammen mit den
entsprechenden E1-, E2- und E3-Enzymen eine weitere Ubiquitinkettenanhidngung katalysiert
(Koegl et al., 1999). Doalp (Ufd3p / Zzz4p) spielt eine Rolle bei der Kontrolle der
Konzentration freien Ubiquitins in der Zelle. In ufd3-Mutanten ist die Menge freien
Ubiquitins drastisch reduziert (Johnson et al., 1995). Ufd4p ist eine Ubiquitin-Protein-Ligase
(E3) (Xie and Varshavsky, 2000). Rpndp (Ufd5p / Sonlp) stellt eine Untereinheit des 19S-
Kappenkomplexes dar.
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Um zu iiberpriifen, ob diese 5 Ufd-Proteine einen EinfluB auf die Glucose-induzierte
Katabolitdegradation der FBPase haben, wurden Pulse Chase-Analysen durchgefiihrt. Dazu
wurden Mutantenstimme dieser Proteine verwendet. Diese wiesen alle, inklusive des
zugehorigen Wildtyp-Stammes (BWG1-7a), ein schlechtes Wachstum in CM-Met-Medium
auf. Wie in Abb. 5-13 zu sehen, verlauft der FBPase-Abbau in einem ufd2-/-Mutantenstamm
wie in Wildtyp-Zellen, wohingegen in einem ufd5-/-Mutantenstamm eine 2 — 3-fache
Stabilisierung beobachtet werden kann. Auch ufdi-1- und ufd3-1-Mutantenstimme zeigen
etwa eine 2-fache Stabilisierung des Abbaus. In dem ufd4-/-Mutantenstamm konnte kein
detektierbares Signal radioaktiver FBPase gefunden werden. Der FBPase-Abbau in einer

ufd4-Deletionsmutante wird in Kapitel 5.2.6 untersucht.
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Abb. 5-13: Katabolitdegradtion der FBPase in ufd-Mutanten. Dazu wurde eine Pulse Chase-Analyse des
FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BWG1-7a (Wildtyp), PM211 (ufd5-1) und PM381
(ufd5-1) (A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten FBPase nach Glucosezugabe (B).
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Abb. 5-14: Katabolitdegradtion der FBPase in ufd-Mutanten. Dazu wurde eine Pulse Chase-Analyse des
FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BWG1-7a (Wildtyp), PM373 (ufdi-1) und PM164
(ufd3-1) (A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten FBPase nach Glucosezugabe (B).

5.2.4 Uberpriifung des Einflusses von UbA-Domiinen-Proteinen

Als néchstes wurde der EinfluB von Proteinen mit UbA-Doménen auf die Katabolit-
degradation der FBPase getestet. Mit der UbA-Domine konnen Ubiquitinketten gebunden
werden. Dsk2p, Rad23p und die Proteasomenuntereinheit Rpnl0Op tragen solche Doménen.
Wie in Abb. 5-15 zu sehen ist, lduft der FBPase-Abbau in rad23-, dsk2- und rpnl0-
Deletionsmutanten wie in Wildtyp-Zellen ab. In Einfachmutanten konnte kein Einflufl der
Proteine Rad23p, Dsk2p und Rpnl0p auf den FBPase-Abbau gezeigt werden. Da allerdings
diese 3 Proteine in ihrer Funktion redundant sein konnten, miissten zur genauen
Identifizierung ihres Einflusses auf den FBPase-Abbau auch Doppelmutantenstimme, z.B.
mit sowohl deletiertem RADZ23- als auch DSK2-Gen, auf ecinen Defekt in der
Katabolitdegradation der FBPase getestet werden.
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Abb. 5-15: Katabolitdegradtion der FBPase in Mutanten von Proteinen mit UbA-Domiinen. Dazu wurde
eine Western Blot-Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BY4743 (Wildtyp),
Y30862 (dsk2A), Y30278 (rad23A) und Y32894 (rpnl0A).

5.2.5 Uberpriifung des Einflusses von Autophagozytosemutanten

Ob die Autophagozytose einen EinfluB auf den FBPase-Abbau hat, wurde anhand von
Mutanten in verschiedenen Schritten der Autophagozytose Uberpriift. Aut5p hat seine
Funktion in der Lyse autophagischer Vesikel in der Vakuole (Epple et al., 2001), Autlp ist an
der Bildung und Reifung von Autophagosomen beteiligt (Reiche, Dissertation 2002) und die
Serin- / Threoninkinase Aut3p ist eine Komponente der Signaltransduktion im
Hungersignalweg der Autophagozytose (Kamada et al., 2000). Mit Deletionsmutanten-
stimmen dieser 3 Proteine wurden Pulse Chase-Analysen des FBPase-Abbaus durchgefiihrt.
In allen 3 verwendeten Stimmen war ein Abbau wie in Wildtypzellen zu beobachten (Abb. 5-
16). Die Autophagozytose scheint keinen EinfluB3 auf die Katabolitdegradation der FBPase zu

haben.

A WCG4a (WT) YMS30 (aut3N) YIS4 (aut3A) YMSS (autlA)
—_—— —_ —FBPase— —— B -
A 0 30 60 9 1201 A 0 30 60 90 120 A0 30 60 90 1200 A O 30 60 90 120
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Abb. 5-16: Katabolitdegradtion der FBPase in Autophagozytosemutanten. Dazu wurde eine Pulse Chase-
Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: WCG4a (Wildtyp), YIS4 (aut5A),
YMS30 (aut3A) und YMSS5 (autIA) (A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten FBPase nach
Glucosezugabe (B).

5.2.6 Suche nach dem E3-Enzym des proteasomalen Abbaus

Ziel dieser Suche war es, das bisher noch unbekannte E3 der Katabolitdegradation zu finden.

5.2.6.1 Vorgehensweise: Datenbanksuche nach moglichen E3-Enzymen

Mogliche E3s der Hefe S. cerevisiae wurden durch Literatursuche (Jackson et al., 2000) und
Datenbanksuche im Internet durchgefiihrt. Bei der Datenbanksuche wurde die Yeast
Proteome Database (http://www.proteome.com/databases/YPD/YPDsearch-quick.html) und
die  Saccharomyces Genome Database (SGD, http://genome-www.stanford.edu/
Saccharomyces/) verwendet. Bei ersterer wurde mit dem Suchbegriff ,ring finger nach
Proteinen mit moglicher RING-Finger-Doméne gesucht. Sodann wurde unabhéngig davon ein
Suchmotiv  fiir RING-Finger verwendet. Mit dem  Suchmotiv wurden die

Aminosduresequenzen aller Hefegene verglichen. Als Suchmotiv wurde folgende
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Aminosduresequenz verwendet: Cys-X,-Cys-X;-Cys-X-His-X,-(His oder Cys)-X;-Cys-X;-
Cys-X,-Cys (Saurin et al., 1996). X steht dabei fiir eine beliebige Aminosiure. X, und X,
steht fiir 2 bzw. beliebig viele aufeinander folgende beliebige Aminoséduren (siche auch Abb.
3-1).

Insgesamt wurden 5 HECT-Doménen-E3s, 14 mdgliche RING-H;-E3s, 16 mogliche RING-
HC-E3s, 12 mogliche E3s mit RING-dhnlichen Doménen und 1 F-box-Doménen-Protein
gefunden (siehe auch Tabelle 5-1).

Tabelle 5-1: Zusammenstellung der durch Literatur- und Datenbanksuche gefundenen moglichen E3-
Enzyme und ihrer moglichen Dominen. In der Spalte A ist dargestellt, ob die Deletionsmutante
lebensfihig (V), todlich (L) oder die Lebensfihigkeit unbekannt (U) ist. Das Wachstum auf Ethanol-
haltigem Medium der Deletionsmutanten ist in der Spalte Wa gezeigt. Ist in der Spalte nichts vermerkt, ist
das Wachstum gleich dem Wildtypstamm. Ein — bedeutes schlechtes Wachstum, --- sehr schlechtes bzw.
kein Wachstum. Die Spalte AB zeigt, ob in den Deletionsmutanten ein Defekt im FBPase-Abbau
feststellbar war. + heifit dabei, dass der Abbau wie in einem Wildtyp-Stamm ablief. AD bedeutet, dass
dieser Stamm einen Abbaudefekt aufweist. N. g. bedeutet, dass dieser Deletionsstamm nicht getestet
wurde. Das lag entweder daran, dass der Stamm in der verwendeten EUROSCARF-Collection nicht
vorhanden war (f), oder dass der Stamm wegen schlechten Wachstums auf Ethanol-haltigem Medium
nicht getestet wurde oder die entsprechende Deletion lethal war. Bei Verfiigbarkeit eines entsprechenden

Mutantenstammes, wurde dieser verwendet (z.B: rsp5).

Nr |Gen ORF A |Doméne / Funktion Wa |AB
Motiv
1 HUL4 | YJRO036¢ V | Hect E3 +
2 |HUL5 |YGLl4lw |V [Hect E3 +
3 RSP5 YERI25w |L |Hect E3 +
4 TOM1 |YDR457w |V [Hect E3 G2/M transition +
5 UFD4 |YKLO10c V |Hect E3 ubiquitin fusion +
degradation pathway
6 |APCI] |YDLOO8w |L |RING-H2 E3 anaphase-promoting ng
complex
7 |DER3 |YOLO13c V |RING-H2 E3 ERAD +
8 FARI YJL157¢ V | RING-H2 Inhibitor of Cdc28p-Kinase +
9 PEP3 YLR148w |V |RING-H2 Vacuolar peripheral - ng
membrane protein involved
in vacuolar protein sorting
and required for vacuole
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biogenesis
10 (PEP5 |YMR231w |V |RING-H2 Vacuolar peripheral ng
membrane protein required ®
for vacuole biogenesis
11 |STES YDRI103w |V |RING-H2 Pheromone pathway ng
scaffolding protein involved ®
in a complex with Fus3p,
Ste7p, and Stellp
12 |UBRI |YGRI184c V | RING-H2 E3 N-end rule pathway ng
®
13 |UBR2 |YLRO024c V |RING-H2 E3 +
14 | VPS8 YALOO2w |V |RING H2 Protein involved in vacuolar +
sorting
15 YHLO10c V |RING-H2 +
16 YHRI115¢ |V |RING-H2 +
17 |TULI |YKLO34w |V |RING-H2 E3 +
18 YNLI116w |V |RING H2 +
19 YPR093c V |RING-H2 +
20 |SLXI YBR228w |V |Ring-CH Subunit of Slx1p-Slx4p +
complex, required for cell
growth in the absence of
SGS1 or TOP3
21 |BREI |YDLO074c V |RING-HC +
22 |PEXI0 |YDR265w |V |RING-HC Peroxisomal biogenesis +
protein
23 |RAD5 |YLRO32w |V [RING-HC DNA helicase of the Snf2p +
family and member of the
RADG epistasis group,
involved in error-freeDNA
repair
24 |RADI6 |YBRI114w |V |RING-HC |Nucleotide excision repair +
protein involved in G2 repair
of inactive genes, has DNA
helicase domain of Snf2p
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family

25 |RADI8 |YCRO66w |V [RING-HC Multifunctional DNA repair +
protein, required for post-

replication repair

26 |RISI YORI191w |V |RING-HC Protein involved in silencing, +
member of Snf2p DNA-
dependent ATPase family

27 | SLXS YERI16¢ V |RING-HC Subunit of Hex3p-SIx8p - ng
complex, required for cell

growth in the absence of

SGS1 or TOP3

28 YKRO17c V |2 RING-HC +
29 |AIR2 YDLI175¢ V |RING-HC arginine methyltransferase- +
interacting RING finger
protein
30 YDR266¢ V |RING-HC +
31 |A4IRI YILO079¢ V |RING-HC arginine methyltransferase- +
interacting RING finger
protein
32 YLR247¢c V |RING-HC Protein with similarity to - ng
Radl6p
33 |CWC24 | YLR323c L |RING-HC Complexed with Ceflp ng
34 YLR427w |V |RING-HC +
35 |PSHI YOLO54w |V |RING-HC Pob3/Spt16 Histone +
associated
36 |ECM32 |YERI76w |V |putative Helicase involved in ng
RING finger | modulating translation ®
motif termination efficiency
37 |FABI YFRO19w |V |putative Phosphatidylinositol-3- --- ng

zinc-binding | phosphate 5-kinase involved
RING motif |in orientation or separation of

mitotic chromosomes

38 |HEX3 |YDLOI13w |V |RING finger |Protein that forms a complex AD
domains with SIx8p/Yerl16p,
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required for cell growth in
the absence of SGS1 or
TOP3
Protein involved in hexose
metabolism
39 |NAM7 | YMRO80c zinc finger | Protein involved with Nmd2p +
domain and Upf3p in decay of
mRNA containing nonsense
codons
40 |PEP7 |YDR323c C2H2-type | Vacuolar segregation protein +
N-terminal |required for vacuole
zinc finger | inheritance and vacuole
domain protein sorting
two putative
zinc-binding
RING
domains
41 |PIB2 YGLO023c FYVE finger | Phosphatidylinositol 3- +
motif phosphate binding
42 YDRO034w-b putative ng
RING finger- §))
type zinc
finger motif
43 |ITTI YMLO68w two modified | Inhibitor of Translation +
RING finger | Termination
domains
44 |TFB3 YDR460w zinc-binding | Component of RNA ng
motif typical |polymerase II transcription
of C3HC4 initiation TFIIH (factor b), 38
RING finger |kDa subunit
domain
45 | VPS27 | YNROO6W RING zinc- |Protein involved in vacuolar +
finger sorting; mutants develop a
domain prominent novel pre-vacuolar
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organelle
46 |PEXI2 |YMRO26¢c |V |C3HC4 zinc- | Peroxisomal biogenesis +
finger protein
domain
47 |PEX2 YJL210w V | C3HC4 zinc | Peroxisomal biogenesis +
finger protein (peroxin) required for
peroxisomal import of some
proteins
48 |SSM4 | YILO30c \Y Protein involved in mRNA +
turnover, inactivation
suppresses mRNA instability
due to rnal4-3 mutation
49 |GRRI |YJR090c V | F-box Skp1-Cullin-F-box ubiquitin AD?
protein ligase (SCF) subunit

5.2.6.2 Uberpriifung des FBPase-Abbaus in Deletionsmutanten der méglichen
E3-Enzyme

Von den gefundenen mdglichen E3-Enzymen wurde eine Western-Blot-Analyse des FBPase-
Abbaus in den entsprechenden verfiigbaren Deletionsstimmen durchgefiihrt. Die Deletions-
stimme stammten aus der EUROSCARF-Kollektion, welche aus sdmtlichen lebensfahigen
Deletionsmutanten der ca. 6000 Hefegene in homozygot diploiden Stimmen besteht (ca.
5000). Mogliche E3-Enzyme, deren Deletionen ihres Genes lethal waren, wurden, falls
vorhanden, in Form von Stdmmen, die ein entsprechendes Mutanten-Allel des Gens trugen,
iiberpriift. In Deletionsstimmen, die nur schlecht auf Ethanol-haltigem Medium wachsen
konnten, wurde der FBPase-Abbau nicht untersucht.

In Abb. 5-17 — 5-23 sind die Western Blot-Analysen des FBPase-Abbaus der getesteten
Deletionsmutanten- oder Punktmutantenstimmen dargestellt. In Tabelle 5-1 sind die Unter-
suchungsergebnisse zusammengestellt.

Von den in Tabelle 5-1 dargestellten 49 moglichen E3s konnten 37 getestet werden. Von 3
Genen war die Deletion lethal, von 5 Genen fehlten die Deletionsmutanten in der
EUROSCARF-Collection und die Deletionsmutanten von 4 Stimmen wiesen ein schlechtes

Wachstum auf Ethanol-haltigem Medium auf. Von den 37 getesteten Deletionsmutanten wies
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nur die hex3-Deletionsmutante eine deutliche Stabilisierung des FBPase-Abbaus auf (Abb. 5-

23). In der grri-Deletionsmutante kann man evtl. eine schwache Verlangsamung des FBPase-

Abbaus erkennen (Abb. 5-22). AuBBer den mdglich E3-Proteinen wurde auch der Einfluf3 der

E2s Ubc6p und Ubc7p untersucht. In einer Doppeldeletionsmutante konnte nur ein Abbau wie

in Wildtypzellen festgestellt werden (Abb. 5-21).
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Abb. 5-17: Katabolitdegradtion der FBPase in Mutanten moglicher E3-Enzyme. Dazu wurde eine
Western Blot-Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BY4743 (Wildtyp),
Y33873 (air2A), Y35088 (vkr017cA), Y33625 (ydr266cA), Y33624 (pex10A), Y30405 (vps8A), Y36030
ir427wA), Y35787 (radl8A), Y32447 (ris1A), Y36834 (hul4A), Y34508 (hul5A), Y33771 (brelA), Y35510
(ypr093cA), Y31746 (pshlA), Y34291 (tomlIA), Y34883 (tullA), Y31579 (ubr2A), Y32960 (ynlll6wA),
Y36430 (rad5A), Y33253 (radl6A), Y31472 (airlA), Y30953 (yhi010cA), Y31943 (yhrll5cA), Y31268
(far1A), Y33368 (sixIA), Y34859 (ufd4A), 27061b (Wildtyp), 27064b (rsp5), W303-1C (Wildtyp), YJB009
(der3A), W303-CPQ (ubc6A ubc7A), Y33682 (pep7A), Y36953 (ittl1A), Y30601 (pexI2A), Y36214 (nam7A),
Y35381 (vps27A), Y31214 (pex2A), Y36902 (grriA), Y33709 (hex3A), Y37299 (ssm4A) und Y34391 (pib2A).

5.2.6.3 Die Proteine Hex3p und SIx8p

Hex3p / SIx5p ist ein 619 Aminoséuren grof3es Protein mit einer molekularen Masse von 71
kDa, welches mit dem Hexose-Metabolismus in Verbindung steht und fiir die Sporulation
benotigt wird. Die Deletionsmutante ist lebensfdahig, zeichnet sich aber durch langsames
Wachstum aus, formt einen Mix aus groB3en und kleinen Kolonien mit rauhen Ecken und ist
hypersensitiv fiir N-Hydroxyl-Harnstoff. AuBerdem sporuliert die homozygot diploide
Deletionsmutante schlecht. Die Deletionsmutantion ist zusammen mit einer sgs/- als auch
einer top3-Deletion synthetisch lethal. Hex3p coimmunoprézipitiert mit SIx8p (Mullen et al.,
2001).

SIx8p ist ein 271 Aminosduren grofles Protein mit einer molekularen Masse von 30,8 kDa.
Die Deletionsmutante weist dieselben Phénotypen auf wie die hex3-Deletionsmutante und
zeigt auch dieselben synthetischen Lethalitidten. SIx8p coimmunoprézipitiert mit Hex3p

(Mullen et al., 2001).
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5.2.6.4 Analyse der Katabolitdegradation der FBPase in sex3- und six8§-

Deletionsmutanten

Da in einer homozygot diploiden hex3-Deletionsmutante ein verzdgerter FBPase-Abbau
feststellbar war (Abb. 5-17) und das Protein Hex3p mit SIx8p coimmunoprézipitiert, wurden
Pulse Chase-Analysen beziigich des FBPase-Abbaus in homozygot diploiden iex3- und s/x§-
Deletionsmutanten durchgefiihrt.

In Abb. 5-18 kann man sehen, dass in der hex3-Deletionsmutante diec Halbwertszeit der
FBPase etwa doppelt so grol wie im Wildtyp ist. In der six8-Deletionsmutante ist die
Halbwertszeit noch groBer, ndmlich drei Mal so grof3 wie im Wildtyp (Abb. 5-19).

A BY4743 (WT) Y33709 (hex3A)
=B B —FBPase
A 0 30 60 90 1201 A 0 30 60 90 120
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B S

FBPase-Menge (%)
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m BY4743 (WT) L
& — — Y33709 (hex3A)
0 20 40 60 30 100 120

Zeit nach Glucosezugabe (min)

Abb. 5-18: Katabolitdegradtion der FBPase in einer hex3A-Mutante. Dazu wurde eine Pulse Chase-
Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BY4743 (Wildtyp) und Y33709 (hex3A)

(A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten FBPase nach Glucosezugabe (B).
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Abb. 5-19: Katabolitdegradtion der FBPase in einer s/x8§A-Mutante. Dazu wurde eine Pulse Chase-
Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BY4743 (Wildtyp) und Y36114 (six8A)

(A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten FBPase nach Glucosezugabe (B).

5.2.6.5 Herstellung einer hex3A4 six8A-Doppelmutante

Da in den homozygot diploiden Deletionsmutantenstimmen der Gene HEX3 und SLXS ein
verlangsamter des FBPase-Abbau feststellbar war und zwischen beiden in der Literatur eine
Interaktion nachgewiesen worden war, wurde untersucht, ob in einem Doppeldeletions-
mutantenstamm eine noch grofere Stabilisierung der FBPase unter Inaktivierungs-
bedingungen feststellbar ist. Deshalb wurde ausgehend von 2 haploiden Deletionsmutanten
der Gene HEX3 und SLXS eine haploider Doppeldeletionsstamm hergestellt. Dazu wurden die
beiden haploiden Stimme Y 13709 (hex3A lys2A0) und Y06114 (six8A metI5A0) gekreuzt
und der erhaltenen diploide Stamm sporuliert. Die erhaltenen Tetraden wurden danach einer
Dissektion unterzogen. Insgesamt wurden 14 Tetraden erhalten und deren Wachstum auf
G418-YPD-, CM ohne Met- und CM ohne Lys-Platten untersucht. Erhalten wurden 5

Tetraden, bei welchen jeweils 2 Sporen hex3A und 2 Sporen six8A waren, in 4 Tetraden
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wurde jeweils eine hex3A-, eine six8A-, eine hex3A six8A- und eine Wildtyp-Spore gefunden
und in den anderen 5 Tetraden waren jeweils 2 Wildtyp- und 2 hex3A six8A-Sporen zu
beobachten. Aus letzteren Tetraden wurde dann der Stamm YFJ9 mit folgendem Genotyp

ausgewdhlt: Mata his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 hex3A::KANMX4 six8A:: KANMXA4.

5.2.6.6 Analyse der Katabolitdegradation der FBPase in einer hex3A4 six84-
Doppelmutante

In dem so erhaltenen haploiden Doppelmutantenstamm YFJ9, in welchem sowohl HEX3 als
auch SLXS8 deletiert sind, als auch in den zugrundeliegenden haploiden
Einfachmutantenstimmen Y 13709, der eine Deletion des HEX3-Gen aufweist, und Y06114,
bei welchem SLXS§ deletiert ist, wurde eine Pulse Chase-Analyse des FBPase-Abbaus
durchgefiirt. Erstaunlicherweise zeigten alle 3 Stimme einen Abbau wie in Wildtypzellen

(Abb. 5-20).
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Abb. 5-20: Katabolitdegradtion der FBPase in einer hex3A six8A-Doppelmutante. Dazu wurde eine Pulse
Chase-Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BY4742 (Wildtyp), Y06114
(six8A), Y13709 (hex3A) und YFJ9 (hex3A six8A) (A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten
FBPase nach Glucosezugabe (B).



Ergebnisse 117

5.2.7 Pulse Chase-Ananlysen des FBPase-Abbaus in Deletionsmutanten

neu gefundener GID-Gene

In einem genomweiten Screen wurden von Jochen Regelmann 4 neue GID-Gene (glucose
induced degradation deficient), also Gene deren Genprodukt an der Katabolitdegradation der
FBPase beteiligt sind, gefunden. Zur Uberpriifung dieses Befundes, wurden Pulse Chase-
Analysen des FBPase-Abbaus in den Deletionsmutanten dieser 4 Gene durchgefiihrt.

Unter den 4 neuen Gid-Proteinen sind das deubiquitinierende Enzym Ubpl4p (Gid6p), das
von der Gruppe um H.L. Chiang als am vakuoldren Abbau der FBPase gefundene Protein
Vid28p (Gid5p) (vacuolar import and degradation) und die Genprodukte von zwei bisher
noch unbekannten offenen Leserahmen (YCL039wp / Gid7p, YMR135cp / Gid8p).

Wie in Abb. 5-27, 5-28 und 5-29 zu sehen ist, ist der FBPase-Abbau in allen untersuchten
Deletionsmutantenstaimmen der GID-Gene GIDS5, GID6, GID7 und GIDS gegeniiber einem
Wildtyp-Stamm (BY4743) deutlich verlangsamt. Im ubpl4-Deletionsstamm ist die
Halbwertszeit des FBPase-Abbaus ca. 2,5 Mal so grof3 wie im Wildtyp.
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Abb. 5-21: Katabolitdegradtion der FBPase in einer vid28A-Mutante. Dazu wurde eine Pulse Chase-
Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BY4743 (Wildtyp) und Y31410
(vid28A) (A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten FBPase nach Glucosezugabe (B).
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Abb. 5-22: Katabolitdegradtion der FBPase in einer ubpl4A-Mutante. Dazu wurde eine Pulse Chase-
Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BY4743 (Wildtyp) und Y33195
(ubp14A) (A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten FBPase nach Glucosezugabe (B).
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Abb. 5-23: Katabolitdegradtion der FBPase in einer gid7A- und gid8A-Mutante. Dazu wurde eine Pulse
Chase-Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BY4743 (Wildtyp), Y33446
(gid7A) und Y36576 (gid8A) (A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten FBPase nach
Glucosezugabe (B).
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Die in Abb. 5-23 dargestellten Ergebnisse sind der Mittelwert aus mehren von mir
durchgefiihrten Pulse Chase-Analysen und einer von Jochen Regelmann durchgefiihrten Pulse

Chase-Analyse.

5.2.8 Uberpriifung des Einflusses der Proteine Fyv10p und YBL049wp auf
die Katabolitdegradation der FBPase

Bei einer systematischen Identifikation von Proteinkomplexen in S. cerevisiae durch
Massenspektroskopie (Ho et al., 2002) wurde ein moglicher Komplex gefunden, in welchem
sich 6 von 8 bisher gefundenen Gid-Proteine befinden konnten. Als Angeln wurde zum einen
Gid7p und zum anderen YBLO049w verwendet. Mit beiden Proteinen interagierten u.a.
folgende Proteine: Gidlp / Vid30p / Tinlp, Gid2p, Vid28p / Gid5p, Gid7p, Gid8p, YBL049w
und Fyv10p. Nur mit Gid7p interagierte Vid24p / Gid4p. Da in diesen moglichen Komplexen
u.a. neben den 6 Gid-Proteine die beiden Proteine YBL049w und Fyv10p unbekannter
Funktion gefunden wurden, war es interessant zu {iberpriifen, ob diese beiden Proteine auch
Gid-Proteine sind. Deshalb wurde eine Pulse Chase-Analyse des FBPase-Abbaus in
Deletionsmutanten der beiden Gene durchgefiihrt. Wihrend in einer ybl049w-
Deletionsmutante der Abbau der FBPase wie in Wildtypzellen verlduft, ist die FBPase im
fyvi0-Deletionsstamm unter Inaktivierungsbedingungen deutlich stabilisiert (Abb. 5-24).
FYV10 stellt also ein weiteres GID-Gen dar und wird GID9Y genannt.
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Abb. 5-24: Katabolitdegradtion der FBPase in einer ybl049wA- und einer fyviOA-Mutante. Dazu wurde
eine Pulse Chase-Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BY4743 (Wildtyp),
Y33075 (ybl049wA) und Y31488 (fyv10A) (A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten FBPase
nach Glucosezugabe (B).

5.2.9 Uberpriifung des Einflusses der von der Gruppe um H.L. Chiang
gefundenen Proteine Vid22p, Cprlp und Vid27p auf den FBPase-
Abbau

Da 3 Vid-Proteine sowohl von der Gruppe um Chiang als am vakuoldren Abbau beteiligt
sowie auch von unserem Labor als am proteasomalen Abbau beteiligt gefunden worden waren
(Vid24p, Vid28p und Vid30p), stellte sich die Frage, ob auch andere von der Gruppe um
Chiang gefundene Proteine am proteasomalen FBPase-Abbau beteiligt sind. Deshalb wurden
folgende von der Gruppe um H.L. Chaing gefundenen Proteine auf einen Einfluss hin
untersucht: Die beiden am Import der FBPase in Vesikel beteiligten Proteine Vid22p und
Cprlp (Brown et al., 2001; Brown et al., 2002) und das bisher noch unverdffentliche Protein
Vid27p. Es wurde eine Pulse Chase-Analyse des FBPase-Abbaus in den entsprechenden
Deletionsmutantenstimmen durchgefiihrt. In allen 3 Deletionsstimmen konnte ein FBPase-

Abbau wie im Wildtypstamm (BY4743) festgestellt werden (Abb. 5-25 und Abb. 5-26).
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Abb. 5-25: Katabolitdegradtion der FBPase in einer vid27A- und einer vid22A-Mutante. Dazu wurde eine

Pulse Chase-Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BY4743 (Wildtyp),
Y32000 (vid27A) und Y35282 (vid22A) (A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten FBPase

nach Glucosezugabe (B).
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Abb. 5-26: Katabolitdegradtion der FBPase in einer cpriA-Mutante. Dazu wurde eine Pulse Chase-

Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BY4743 (Wildtyp) und Y33513 (cpriA)

(A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten FBPase nach Glucosezugabe (B).



Ergebnisse 122

5.2.10 Uberpriifung des Einflusses des Proteins Hxk2p

Die Hexosekinase Hxk2p wurde von Jaroslav Horak als an der Signaltransduktion der
Katabolitdegradation der FBPase und Gal2p beteiligt gefunden (Horak et al., 2002). Der
Einfluss dieses Proteins auf den FBPase-Abbau wurde als ,,Nebenproduktes* eines anderen
Experimentes zufillig von mir tberpriift. In einem Axk2-Deletionsstamm wurde in einer
Western Blot-Analyse der FBPase-Abbau untersucht. In Abb. 5-27 A kann man erkennen,
dass der FBPase-Abbau hier nahezu wie im Wildtyp verlduft. Da das in Kontrast zum Befund
von J. Horak stand, wurde der entsprechende Deletionsstamm bei EUROSCARF neu bestellt
und der Abbau der FBPase erneut getestet. Auch in diesem Stamm verlief der Abbau nahezu

wie im Wildtyp (Abb. 5-27 B).
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Abb. 5-27: Katabolitdegradtion der FBPase in einer hxk2A-Mutante. Dazu wurde eine Western Blot-
Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: BY4743 (Wildtyp) und Y34620
(hxk2A).

5.3 Das Protein Gid2p

Der ORF YDR255c¢ ist identisch mit dem Gen GIDZ2. Das cytosolisch lokalisierte Gid2p ist
421 Aminosduren grof3 und besitzt ein Molekulargewicht von 49,2 kDa. Gid2p ist an der
Katabolitdegradation der FBPase beteiligt und hat seine Funktion vor oder wihrend der

Ubiquitinierung der FBPase
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5.3.1 Der Turnover von Gid2p

In einem Stamm mit Has-getaggtem GID2 (YTS3) sollte die Expression und der Turnover
von Gid2p getestet werden. Die Funktionalitdt dieses Stammes war von Thomas Schiile durch
eine Pulse Chase-Analyse des FBPase-Abbaus in diesem Stamm nachgewiesen worden
(Schiile, Dissertation 2000). Mit diesem Experiment sollte ein Ergebnis der
Expressionsuntersuchung von Gid2p von Thomas Schiile bestdtigt werden (Schiile,
Dissertation 2000).

Die Konzentration von Gid2p ist in Zellen, die bis zur logarithmischen Phase in YPD
heranwachsen, relativ niedrig. In bis zur stationidren Phase in YPEtOH herangewachsenen
Zellen ist Gid2p deutlich hoher exprimiert. Nachdem diesen Zellen Glucose zugegeben
wurde, blieb der Gid2p-Level iiber 4 h in etwa konstant (Abb. 5-28). Die erhaltenen
Ergebnisse stimmen mit denen der Expressionsuntersuchung von Thomas Schiile iiberein

(Schiile, Dissertation 2000).

YTS3 (GID2-HA3)

B . (— Gid2p
log | 0 30 60 90 120 180 240

YPD| Zeit nach Glucosezugabe (min)

Abb. 5-28: Gid2p-Turnover in dereprimierten Zellen nach Glucosezugabe und die Gid2p-Konzentration

in bis zur logarithmischen Phase in YPD gewachsenen Zellen des Stammes YTS3 (GID2-HAj;).

5.3.2 Herstellung eines gid2-Deletionsstammes im WCG4a-Hintergrund

Um tberpriifen zu konnen, ob ein gid2-Deletionsstamm einen Autophagozytosephénotyp
aufweist, musste ein gid2-Deletionsstamm im Stammbhintergrund WCG4a hergestellt werden.
Nur in diesem Stammbhintergrund liefert einVesikeltest (sieche 5.3.3) ein gutes und
aussagekriftiges Ergebnis. Sowohl im BY4743- als auch im W303-1B-Stammbhintergrund
liefert ein Vesikeltest keine aussagekréftigen Ergebnisse.

Mit Hilfe der beiden Oligonukleotide Kan Gid2 1 und Kan Gid2 2 sowie dem Plasmid
pUG6 wurde eine Deletionskassette erzeugt, mit welcher es mdoglich war, das komplette

GID2-Gen zu deletieren und durch das KAN®-Gen zu ersetzten. Die Deletionskassette war ein
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ca. 1,6 kb groBes DNA-Fragment, welches neben der loxP-KAN®-loxP-Kassette auch
flankierende Sequenzen des GID2-Gen enthielt. Mit der Deletionskassette wurde ein Wildtyp-
Stamm (WCG4a) transformiert und auf G418 (Geniticin, diese Substanz kann mit dem vom
KAN® erzeugten Genprodukt abgebaut werden und fiihrt so nicht zum Zelltod) selektioniert.
Die erhaltenen Transformanten wurden anschlieBend nochmals auf G418 selektioniert. In den
nun erhaltenen Transformanten wurde die korrekte Integration des KAN®-Gens bzw. die
Deletion des GID2-Gens durch eine Southern Blot-Analyse iiberpriift. Dazu wurde aus den
Transformanten isolierte chromosomale DNA mit den Restriktionsenzymen EcoRV und
BamHI oder nur mit EcoRV verdaut und einer Southern Blot-Analyse unterzogen. EcoRV
schneidet ca. 1,6 kb vor dem GID2-Gen und am Ende des KAN®-Gen. Bei korrekter
Integration ergibt sich ein DNA-Fragment von ca. 3,2 kb Grofe, welches mittels der gegen
das KAN®-Gen gerichteten Sonde erkannt werden kann. Verdaut man zusitzlich auch noch
mit BamHI so erhdlt man ein nur ca. 2,7 kb grof8es Fragment, da BamHI 1,1 kb vor dem
GID2-Gen schneidet. Wie man in Abb. 5-29 sehen kann, ist in dem untersuchten Stamm
(YFJ7) das GID2-Gen korrekt deletiert worden. Es sind nur die zwei zu erwartenden Banden
bei 2,7 kb (BamHI und EcoRV-Verdau, 1) und 3,2 kb (EcoRV-Verdau, 2) zu sehen. Zur

Kontrolle wurde ein schon tiberpriifter gid2-Deletionsstamm (YTS1) verwendet.

- & [-32kb
= =) -2,7kb
1 2 1 2
YTS1 YFJ7
(gid2A) (gid2A)

Abb. 5-29: Southern Blot-Analyse der Stimme YTS1 (gid2A) und YFJ7 (gid2A) auf korrekte Deletion des
GID2-Gens. Die chromosomale DNA der beiden Stimme wurde zum einen mit BamHI und EcoRV (1)

und zum anderen mit EcoRV (2) verdaut.

Da im Stamm YFJ7 das GID2-Gen zwar korrekt deletiert war, aber dieser auf Ethanol-
haltigem Medium nicht mehr wachsen konnte und so wahrscheinlich eine Mutation in einem

fiir die Mitochondrienfunktion relevanten Gen enthielt, wurde YFJ7 mit einem Wildtyp-
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Stamm (WCG4a) gekreuzt, der erhaltene diploide Stamm sporuliert und einer
Tetradendissektion unterzogen. So wurde der Stamm YFJ8 erhalten, in welchem das GID2-

Gen deletiert war und welcher normal auf Ethanol-haltigem Medium wachsen konnte.

5.3.3 Test der gid2A-Mutante auf den Autophagozytosephinotyp

Um zu tiberpriifen, ob Gid2p an der Autophagozytose beteiligt ist, wurde ein Vesikeltest mit
dem gid2-Deletionsstamm (YFJ8) durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen einer stationdren
tiber Nacht-Kultur in YPD zur Induktion der Autophagozytose fiir ca. 4 h in 1 %
Kaliuamacetat in der Anwesenheit oder Abwesenheit von PMSF gehungert. Nach dieser Zeit
wurde die Zellen unter dem Lichtmikroskop betrachtet. PMSF wirkt als Inhibitor der
vakuoldren Proteinase yscB. Dies flihrt dazu, dass bei Induktion der Autophagozytose in
Anwesenheit von PMSF die in die Vakuole gelangten autophagischen Vesikel nicht mehr
lysiert werden konnen und so unter dem Lichtmikroskop betrachtet werden konnen. Hat der
verwendete Stamm eine Mutation in der Hungerinduktion der Autophagozytose, in der
Bildung / Reifung von Autophagosomen oder deren Transport zur Vakuole, so sind unter dem
Mikroskop keine Vesikel erkennbar. Als Kontrollstimme wurden ein Wildtyp-Stamm
(Vesikel sichtbar) und ein aut3-Deletionsstamm (YMS30) (keine Vesikel sichtbar) verwendet.
Wird die Autophagozytose ohne PMSF induziert, so lduft die Lyse autophagischer Vesikel
normal ab. In einem Wildtyp-Stamm sind also unter dem Lichtmikroskop keine Vesikel
erkennbar. Sollten doch Vesikel sichtbar sein, so mufl der verwendete Stamm einen Defekt in
der Lyse autophagischer Vesikel haben. So kénnen z.B. in einem Stamm mit deletierter
Proteinase yscA (YMTA) keine autophagischen Vesikel lysiert werden und so kann man

unter dem Lichtmikroskop Vesikel in der Vakuole erkennen.

In Abb. 5-30 sind die Ergebnisse des Vesikeltests des gid2-Deletionsstammes YFJ8 und der
entsprechenden Kontrollstimme gezeigt. Die Deletionsmutante verhilt sich bei der Induktion
der Autophagozytose sowohl bei Vorhandesein als auch bei Fehlen von PMSF wie der

Wildtyp.
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mit PMSF

WCG4a
(WT)

YMS30
(aut3A)

YFJ8
(gid2A)

Abb. 5-30: Test der gid2-Deletionsmutante auf einen Autophagozytosephinotyp. Dazu wurde ein
Vesikeltest mit den Stimmen WCG4a (Wildtyp), YMS30 (aut3A), YFI8 (gid2A) und YMTA (pep4A)
durchgefiihrt. Die Stimme wurden zum einen in 1 % Kaliumacetat (alle auller YMTA) mit PMSF und
zum anderen in 1 % Kaliumacetat ohne PMSF (alle aufier YMS30) ca. 4 h lang inkubiert und dann die

Zellen unter dem Lichtmikroskop betrachtet.

5.3.4 Gesamtproteinturnover in einem gid2-Deletionsstamm

In einem Gesamtproteinturnover-Experiment kann bestimmt werden, wie gro3 der
Gesamtproteinabbau pro h in der Zelle unter Hungerbedingungen (1 % Kaliumacetat) ist. In
einem Stamm mit einem Defekt in der vakuoldren Proteolyse (z.B. YMTA, in welchem die
vakuolédre Proteinase yscA deletiert ist) kann nur die proteasomale Proteolyse ablaufen und
der Stamm zeigt so einen deutlich verringerten Gesamtproteinturnover. Im Vergleich zu
einem Wildtypstamm ist hier der Gesamtproteinturnover nur ca. 20 — 25 % des Wildtyp-
Wertes.

Mit diesem Experiment kann ein Autophagozytosephdnotyp bestitigt werden.
Autophagozytosemutanten weisen einen gegeniiber dem Wildtypstamm deutlich reduzierten
Proteinturnover auf. Da es moglich war, dass der gid2-Deletionsstamm einen
Autophagozytosephénotyp zeigt, wurde dieses Experiment zur Bestétigung durchgefiihrt.

Die Proteine der zu untersuchenden Stimme wurden radioaktiv markiert und danach in 1 %
Kaliumacetat umgesetzt. Ab diesem Zeitpunkt wurde jede Stunde eine Probe gezogen (letzte
nach 8 h) und mit 10 % (w/v) Trichloressigsdure (TCA) gefillt. Da mit TCA nur Proteine und
keine kleinen Peptidfragmente ausgefillt werden konnen, konnen so die noch nicht
hydrolysierten Proteine (nach Zentrifugation im Pellet) von den abgebauten Proteinen (nach
Zentrifugation im Uberstand) abgetrennt werden. So wird iiber die Zeit der Anstieg der

Radioaktivitit des Uberstands und damit der Anstieg des Prozentsatzes an abgebauten
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Proteine verfolgt. In der Probe nach Zugabe des Kaliumacetats (0-Probe) wurde im Pellet und
Uberstand die Radioaktivitit zu Beginn des Experiments bestimmt. Der Prozentsatz der zum
Zeitpunkt t abgebauten Proteine kann man dadurch errechnen, dass man von der Radiaktivitét
des Uberstandes zum Zeitpunkt t die Radiaktivitéit des Uberstandes zum Zeitpunkt 0 abzieht
und das Ergebnis durch die Gesamtradiaktivitdt zum Zeitpunkt 0 (Summe aus Radioaktivitat
des Uberstandes und Pellets) teilt. Die einzelnen Werte sind in Abb. 5-31 gegen die Zeit
aufgetragen.

Wie man in Abb. 5-31 sehen kann, ist der Turnover im YMTA-Stamm, in welchem die
vakuolédre Proteinase yscA deletiert ist, nur ca. 25 % des Turnovers des Wildtyp-Stammes
(WCG4a). Der Turnover im gid2-Deletionsstamm lag in etwa zwischen dem Turnovers der
beiden anderen Stdmme. Der YMTA-Stamm, in welchem die vakuoldre Proteinase yscA
deletiert ist, verhielt sich so, wie es zu erwarten war. Der gid2-Deletionsstamm scheint

dagegen einen Defekt in der vakuoldren und oder proteasomalen Proteolyse zu haben.

30

* WCGda (WT)
B YMTA (pep4A)
A YFI8 (gid2A)

25

[N
=]

abgebaute Proteine (%)

0 i 2 3 4 5 6 7 8
Zeit (h)

Abb. 5-31: Gesamtproteinturnover der Stimme WCG4a (Wildtyp), YMTA (pep4A) und YFJS8 (gid2A).
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5.3.5 Lokalisierung von Gid2p durch indirekte Immunfluoreszenz

Gid2p wurde bisher cytosolisch lokalisiert gefunden (Schiile, Dissertation 2000). Um dies
nochmals zu bestitigen, wurde Gid2p durch indirekte Immunfluoreszenz lokalisiert.
Verwendet wurde dafiir der Stamm YTS3, in welchem das Gid2p als dreifach Ha-getaggte
Version exprimiert wird.

In Abb. 5-32 kann man erkennen, dass das im Fluoreszenz-Kanal (Flu.) erkennbare Gid2-Has;
als punktierte Strukturen tiberall in der Zelle zu allen untersuchten Zeiten vorliegt und nicht in
signifikanter Menge im Zellkern vorliegt, welcher im DAPI-Kanal (DAPI) gezielt angefarbt
wurde. In angefdrbten Zellen, die in Glucose-haltigem Medium bis zur logarithmischen Phase
herangezogen wurden (log. Glc), ist nur wenig Gid2-Haj sichtbar. In den in Ethanol-haltigem
Medium bis zur logarithmischen (log. EtOH) oder stationdren (stat. EtOH) Wachstumsphase
herangezogenen Zellen und den nach Derepression 30 (30 min Glc) oder 60 min (60 min Glc)
in Glucose-haltigem Medium gewachsenen Zellen ist das Gid2-Ha; in deutlich groBerer
Menge vorhanden. Im Stamm W303-1B (Wildtyp) kann man das Hintergrundsignal im

Fluoreszenz-Kanal ohne vorhandenes Ha-getaggtes Protein sehen.

Nom. Flu. DAPI

W303-1B (GID2)
stat. EtOH

YTS3 (GID2-HA3)
log. Glc

YTS3 (GID2-HA3)
log. EtOH

YTS3 (GID2-HA3)
stat. EtOH

YTS3 (GID2-HA3)
30 min Glc

YTS3 (GID2-HA3)
60 min Glc

Abb. 5-32: Lokalisierung von Gid2-Ha; im Stamm YTS3 (GID2-HA;) und W303-1B (Wildtyp) durch
Immunfluoreszenz. Gezeigt sind die Aufnahmen mit der Nomarski-Optik (Nom.), mit einem Fluoreszenz-

Kanal (Flu.) und im DAPI-Kanal (DAPI).
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5.3.6 Liegt Gid2p in einem Komplex vor?

In einem Sucrose-Dichtgradientenradienten erscheinen monomere, cytosolische Proteine wie
FBPase und PGK in der Regel in den ersten 5 von 14 Fraktionen. In einem von Thomas
Schiile durchgefiihrten Sucrose-Dichtgradientenradienten erschien das cytosolische Protein
Gid2p in den Fraktionen 2 — 7 (Schiile, Dissertation 2000). Da das Gid2p im Vergleich zu
FBPase und PGK in etwas hoheren Fraktionen auftrat und mit der cytosolischen
Aminopeptidase I kolokalisierte, welche im Cytosol der Zelle als Dodecamer mit einer
molekularen Masse von ca. 600 kDa vorliegt, stellt sich die Frage, ob Gid2p in einem
Komplex oder als Multimer vorliegen kénnte. Um diese Vermutung zu iiberpriifen wurde mit
Hilfe einer Superose-6-Sdule und eines Glycerin-Gradienten die molekulare Masse des in der

Hefezelle nativ vorkommenden Gid2-Has bestimmt.

5.3.6.1 Bestimmung der Grofle von Gid2p mit Hilfe einer Superose6-Siule

Mit Hilfe der fluid phase liquid chromatography (FPLC) an einer Superose-6-Saule kann ein
Proteingemisch nach seiner GroBle bzw. seiner molekularen Masse aufgetrennt werden. Das
Proteingemisch wird auf die Sdule aufgetragen und danach die Sdule solange mit Puffer
gespiilt (konstante Flussrate von 0,5 ml / min), bis die Proteine die Sdule wieder verlassen.
Der die Sdule verlassende Puffer mit den enthaltenen Proteinen wird in kleinen Fraktionen
(333 oder 666 ul) gesammelt. Durch eine nachfolgende Western Blot-Analyse der Fraktionen
wird bestimmt, in welchen Fraktionen (also nach welchem Durchlaufvolumen) die
interessierenden Proteine auftauchen. Die Séule kann vor dem eigentlichen Experiment
dadurch geeicht werden, dass das Durchlaufvolumen von Proteinen bekannten Gewichts
bestimmt und mit den erhaltenen Werten eine Eichgerade erstellt wird.

Als Eichproteine wurden Aldolase, Catalase und Ferritin verwendet. Die Aldolase (160 kDa)
verlieB nach 16 ml, die Katalase (240 kDa) nach 15,8 ml und das Ferritin (450 kDa) nach 14,6
ml die Siule. Als weitere Eichproteine wurden Proteine verwendet, welche in groBeren,
l6slichen Komplexen vorliegen. Dies war zum einen die Fettsduresynthase (FAS, ca. 2,4 Mda
(Egner et al., 1993)) und zum anderen die Aminopeptidase I (API, ca. 600 kDa (Kim et al.,
1997)). Als kleines, monomeres Eichprotein wurde die FBPase (38 kDa) verwendet. Die
letzteren 3 Eichproteine wurden im eigentlichen Experiment mit einem nativen

Heferohextrakt angeférbt.
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Wie in Abb. 5-33 zu sehen ist, sind die Verteilungen der Proteine API, FAS, FBPase und
Gid2-Haj; zu beiden untersuchten Zeitpunkten dhnlich. Die FAS hat ihr Maximum in Fraktion
4 (13 — 13,33 ml), API und Gid2-Ha; in Fraktion 10 und 11 (15 — 15,67 ml) und die FBPase
in Fraktion 15 — 17 (16,67 — 17,33 ml). Tragt man die ermittelten Durchlaufvolumina der
einzelnen Eichproteine gegen ihr Molekulargewicht auf, so erhdlt man die in Abb. 5-34
dargestellte Eichgerade. Aus dieser kann man fiir die molekulare Masse des Gid2-Ha; etwa
300 kDa ermitteln. Da Gid2-Ha; mit API (ca. 600 kDa) kolokalisiert, sollten beide Proteine
ein dhnliche molekulare Masse aufweisen. Problematisch bei diesem Experiment war das
schwache Gid2-Has-Signal. Aus diesem Grunde wurde mit dem Glycerin-Gradienten ein

weiteres Experiment zur Bestimmung der molekularen Masse durchgefiihrt.

A 16 h EtOH
——— ' —API
- s — ] ~FAS
———— | o— e - ‘|-FBPase
- — B ﬂ _—GidE-Hag
1 2 3 4 5 6 7 819 10 1112 13 14 15 16 (17 18 19 20 21 22 23 24|-Fraktion
B 16 h EtOH / 15 min Glec
- s oo il Gty s it —-API
- — RGP - . - """m = . ‘ -FAS
—— ———— | ————— = == - BPase
v s b -Gid2-Has
1 2 3 4 5 6 7 819 10 11 12 13 14 15 1617 18 19 20 21 22 23 24|-Fraktion

Abb. 5-33: Auftrennung von Proteinen eines nativen Heferohextraktes nach dem Molekulargewicht
mittels einer Superose-6-Siule. Die Hefezellen wurden nach 16 h Derepression (A) oder nach
anschlieSender 15 miniitiger Inkubation mit Glucose (B) aufgeschlossen und die nativen Rohextrakte auf
die Siule aufgetragen. Jede Fraktion entspicht 333 ul und Fraktion 1 wurde genommen, nachdem 12 ml

Puffer aus der Séiule gelaufen waren.
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Abb. 5-34: Eichgerade der Molekulargewichtsbestimmung durch eine Superose-6-Saule.
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5.3.6.2 Bestimmung der molekularen Masse von Gid2-Ha; mit Hilfe eines

Glycerin-Gradienten

Bei der Bestimmung der Masse durch den Glycerin-Gradienten wird ein nativer
Heferohextrakt oben auf einen Stufengradienten mit gleichen Mengen von 50, 40, 30 und 20
% Glycerin gegeben. Wihrend einer nachfolgenden Zentrifugation bei 55000 Upm
sedimentieren die Proteine nach ihrer Grofe / Masse im Gradienten. Grof3e Proteine wandern
zum Boden des Gradienten, leichte Proteine bleiben im oberen Teil des Gradienten zuriick.
Nach der Zentrifugation werden Fraktionen von oben genommen und einer Western Blot-
Analyse unterzogen Eine schematische Darstellung der Vorgehens-weise beim Glycerin-

Gradienten ist in Abb. 5-35 dargestellt.

nativer Heferohextrakt 20 % Glycerin

20 % Glycerin

55000 Upm

30 % Glycerin —_— ——>»  9- 10 Fraktionen

15°C
4 h

40 % Glycerin

0/ o i
50 % Glycerin 50 % Glycerin

Abb. 5-35: Schematische Darstellung der Vorgehensweise beim Glycerin-Gradienten

In Abb. 5-36 ist das Ergebnis eines Glycerin-Gradienten dargestellt, bei welchem der
Rohextrakt kein Triton X-100 enthielt. Die 3-Phosphoglyceratkinase (PGK, 44,7 kDa) und die
FBPase (38,1 kDa) waren hauptsidchlich in Fraktion 1 — 5 enthalten. Die Aminopeptidase I
(API, ca. 600 kDa) und das Gid2-Ha; haben ihr Maximum in Fraktion 6 und 7 und die
Fettsduresynthase (FAS, ca. 2,4 MDa) in Fraktion 9 und 10. Erneut kann man eine
Kolokalisierung von Gid2-Ha; und API feststellen. Dies spricht erneut fiir eine &hnliche
molekulare Masse der beiden Proteine.

Um zu tiberpriifen, ob das gegeniiber einem monomeren Gid2-Has (ca. 51 kDa) erhohte
Molekulargewicht des Gid2-Ha; im Glycerin-Gradienten darauf zuriickzufiihren ist, dass das
Protein membrangeschiitzt vorliegt (z.B. in einem Vesikel), wurde Triton X-100 zum

Rohextrakt zugegeben und das Experiment erneut durchgefiihrt.
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Ohne Triton X-100
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Abb. 5-36: Bestimmung der molekularen Masse von Gid2-Ha; mit Hilfe eines Glyceringradienten. Auf

den Gradienten wurde ein Rohextrakt des Stammes YTS3 (GID2-HA;), welcher kein Triton X-100

enthielt, aufgetragen.

In den Abb. 5-37 und 5-38 kann man erkennen, dass auch wenn der Rohextrakt 0,2 oder 1 %
Triton X-100 enthdlt API und Gid2-Ha; kolokalisieren. Das Maximum des Gid2-Has liegt
etwa in Fraktion 6, das von API in Fraktion 5. Gid2-Haj; scheint in diesen Experimenten eine

noch etwas hohere molekulare Masse als API zu haben.

0,2 % Triton X-100

20 % <- Glycerin -> 50 %

1 2 3 4 5 6 7 8 9

— — API

A | — FAS

— — - — FBPase

p——— R E e /R Y

Abb. 5-37: Bestimmung der molekularen Masse von Gid2-Ha; mit Hilfe eines Glyceringradienten. Auf
den Gradienten wurde ein Rohextrakt des Stammes YTS3 (GID2-HA;), welcher 0,2 % Triton X-100

enthielt, aufgetragen.
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1 % Triton X-100

20 % <- Glycerin -> 50 %
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Abb. 5-38: Bestimmung der molekularen Masse von Gid2-Ha; mit Hilfe eines Glyceringradienten. Auf
den Gradienten wurde ein Rohextrakt des Stammes YTS3 (GID2-HA;), welcher 1 % Triton X-100

enthielt, aufgetragen.

5.4 Das Protein Vid24p

Das 621 Aminosduren grof3e Protein,das ein molekulare Masse von 42 kDa aufweist, ist am
vakuoldren Abbau der FBPase beteiligt und vermittelt hierbei als peripheres Membranprotein
der FBPPase-enthaltenden Vid-Vesikel (vacuolar import and degradation) den Transport
dieser zur Vakuole (Chiang and Chiang, 1998). In meiner Diplomarbeit habe ich den Einfluf3
dieses Proteins auf den proteasomalen Abbau {iberpriift. Western-Blot-Analysen eines vid24-
Deletionstamms zeigten eine deutliche Stabilisierung der FBPase. Vid24p hat also eine
wichtige Aufgabe im proteasomalen FBPase-Abbau und zédhlt somit auch zu den Gid-

Proteinen. Das Synonym fiir Vid24p ist Gid4p.
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5.4.1 Herstellung chromosomal getaggter Versionen von Vid24p

Um mehr iiber die Funktion des Vid24p herauszufinden, wurden zur Detektion des Proteins

chromosomal getaggte Versionen angefertigt.

5.4.1.1 Einfiihrung eines C-terminalen Ha-Tags

5.4.1.1.1 Herstellung eines C-terminalen Ha-Tags

In den Wildtyp-Stimmen W303-1B und WCG4a wurde das Stop-Codon des VID24-Gen
durch ein HA-Tridem und das HIS5-Gen aus S. pombe iiber homologe Rekombination ersetzt.
Um dies zu erhalten, wurde zuerst mit den Oligonukleotiden HA-VID-1 und HA-VID-2
(sieche 4.1.3) sowie dem Plasmid p3XHA-HISS5 (siehe 4.1.2) liber PCR ein Tag-Konstrukt
(HA;-HIS5-Kassette) hergestellt, welches 39 Basen vor dem Stopcodon des VID24, ein HA;,
das HIS5 aus S. pombe und 39 Basen der Terminatorregion im Anschluss an das Stopcodon
des VID24 enthilt (siehe auch Abb. 5-39). Mit diesem Konstrukt wurden die Wildtyp-Stdmme
W303-1B und WCG4a transformiert und auf Platten ohne Histidin selektioniert. Die
erhaltenen Transformanten wurden danach in einer Southern Blot-Analyse auf die richtige

Integration des Konstruktes hin untersucht.

1,6 kb
- >
VID24 TViD24 ]
1048-1086 bp HA3 HISS 1090-1128 bp PCR-Produkt
VID24 TviD24
ViD24 1-1047bg 1048-1086 bp | 1090-1128 bp Chr. II
ATG TGA

Abb. 5-39: Konstruktion des dreifach Ha-getaggten Vid24p. Die Integration des PCR-Produktes in das
Wildtypgen erfolgt durch zwei homologe Rekombinationsprozesse. Hierbei wird das Stopcodon (TGA)
durch die HA;-HIS5-Kassette ersetzt und dadurch ein HIS5-Markergen eingefiihrt.
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5.4.1.1.2 Uberpriifung des Stammes mit Hilfe eines Southern Blots

Um die im vorherigen Kapitel erhaltenen Transformanten auf eine korrekte Integration der
HA;-HIS5-Kassette hin zu iiberpriifen, wurde chromosomale DNA dieser Transformanden mit
EcoRYV verdaut und einer Southern Blot-Analyse unterzogen. Bei korrekter Integration sollte
mit der verwendeten HIS5-Sonde ein ca. 5,1 kb grofles DNA-Fragment detektierbar sein.
EcoRYV schneidet bei Basepaar 399 im VID24-Gen, nicht in der HA;-HIS5-Kassette und 2954
bp nach dem Stopcodon des VID24-Gens. In einem Wildtyp-Stamm dagegen darf wegen des
fehlenden HIS5-Gens keine Signal detektiert werden konnen.

In Abb. 5-40 kann man erkennen, dass in allen getesteten Stimmen die Kassette korrekt
integriert worden ist. Die zur Kontrolle ebenso analysierten Wildtyp-Stimme WCG4a und
W303-1B zeigten, wie erwartet, keine Bande. Somit besitzt sowohl der Stamm YFJ3
(Ausgangs-Wildtypstamm: WCG4a) als auch der Stamm YFJ4 (Ausgangs-Wildtypstamm:
W303-1B) ein chromosomal 3xHa-getaggtes VID24.

- @aae- —5.1 kb
- -1.6 kb
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Abb. 5-40: Southern Blot-Analyse der Stimme YFJ3 (VID24-HA;) und YFJ4 (VID24-HA;) auf korrekte
Integration der HA;-HIS5-Kassette. Die chromosomale DNA der beiden Stimme sowie zur Kontrolle die

chromosomale DNA der Wildtypstimme W303-1B und WCG4a wurden mit EcoRYV verdaut.
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5.4.1.1.3 Funktionalitits- und Expressionspriifung von Vid24-Ha;

Als néchstes wurde getestet, ob die hergestellten Stamme YFJ3 und YFJ4 das Vid24-Ha;
exprimieren und ob der Tag die Funktion des Vid24p in der Katabolitdegradation der FBPase
stort.

In Abb 5-41 kann man erkennen, dass Vid24-Has in den Stimmen YFJ3 und YFJ4 nach
Glucosezugabe zu dereprimierten Zellen exprimiert wird und nach erneutem Umsetzung in
YPEtOH wieder abgebaut wird. Allerdings zeigen beide Stdimme einen deutlichen Defekt im
FBPase-Abbau. Im Gegensatz zu den ebenfalls verwendeten Wildtyp-Stimmen W303-1B und
WCG4a wird die FBPase nicht mehr abgebaut (Abb. 5-41). Dies deutet darauf hin, dass das
C-terminal getaggte Vid24-Haj; nicht funktionell ist.

A W303-1B YFJ4
(WT) (VID24-Ha3)
|- Vid24-Haj
-FBPase
o 1 2 0 1 2 3
Zeit nach Glucosezugabe (h)
0 1 2 3
Zeit nach Shift auf YPEtOH (h)
B WCG4a YFI3
(VID24-Ha33)

Zeit nach Glucosezugabe (h)

0 1 2 3

Zeit nach Shift auf YPEtOIH (h)

Abb. 5-41: Expression von Vid24-Ha; und FBPase-Abbau in den Stimmen YFJ4 (VID24-HA;) (A) und
YFJ3 (VID24-HA;) (B).
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5.4.1.2 Konstruktion eines N-terminalen HA-Tags an Vid24p

Da der C-terminale Tag nicht funktionell war, wurde versucht das Vid24p N-terminal 2 Mal
Ha zu taggen. Dazu wurde auf einem integrativen Plasmid ein Konstrukt erzeugt, das die
Promotorregion des VID24-Gens wund ein HA,-getaggtes VID24-Gen enthielt
(pRS306_Vid24). Zum einen wurde mit Hilfe der Oligonukleotide Notl-Promotor und
BamHI-HA-Promotor (siche 4.1.3) und chromosomaler DNA des Stammes W303-1B
(Wildtyp) durch PCR ein DNA-Fragment erhalten, welches 589 Basen vor dem Startcodon
des VID24 und einen HA-Tag enthielt. Zusétzlich besall das Fragment am 5’-Ende eine Notl-
Schnittstelle und am 3’-Ende eine BamHI-Schnittstelle. Zum anderen wurde mit Hilfe der
Oligonukleotide BamHI-HA-Vid24 und Clal-Vid24 (siehe 4.1.3) sowie chromosomaler DNA
des Stammes W303-1B (Wildtyp) durch PCR ein DNA-Fragment gewonnen, welches einen
HA-Tag und das VID24-Gen enthielt. Zusitzlich besal das Fragment am 5’-Ende eine
BamHI-Schnittstelle und am 3’-Ende eine Clal-Schnittstelle. Die beiden Fragmente wurden
mit Notl und BamHI bzw. BamHI und Clal geschnitten und in einen mit Notl und Clal
aufgeschnittenes pRS306-Plasmid (siehe 4.1.2) ligiert. Das erhaltene Plasmid pRS306 Vid24,
welches einen URA3-Marker enthielt, wurde im Promotorbereich des VID24 aufgeschnitten,
der Wildtyp-Stamm W303-1B mit dem linearisierten Plasmid transformiert und auf Platten
ohne Uracil selektioniert. Die erhaltenen Transformanten enthielten einmal das Wildtyp-Gen
(VID24) und einmal das 2 Mal Ha-getaggte V/D24-Gen sowie das Backbone des Plasmiden
inklusive URA3-Marker. Um eine Kopie des VID24-Gens (entweder das getaggte oder
ungetaggte, Verteilung ca. 50 : 50) inklusive des Backbones wieder Isozuwerden, wurden die
Transformanten iiber Nacht in YPD kultiviert und danach auf 5-FOA-Platten selektioniert.
Die in den Platten enthaltene 5-Fluoro-orotsdure kann vom Genprodukt des URA3 zu einem
fiir die Hefezelle toxischen Produkt umgesetzt werden. Deshalb kénnen auf den 5-FOA-
Platten nur solche Zellen wachsen, die das URA3-Gen und damit das Backbone und eine
Kopie des VID24-Gens verloren haben. Die erhaltenen Transformanten wurden auf eine
Expression des Ha,-Vid24 {iberpriift. Leider konnte in mehreren Experimenten keine

Transformanten gefunden werden, die Ha,-Vid24 exprimierten.
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5.4.2 Herstellung einer vid24-Deletionsmutante

Mit Hilfe der beiden Oligonukleotide Dell und Del2 (siehe 4.1.3) sowie dem Plasmid pUG6
(siehe 4.1.2) wurde eine Deletionskassette erzeugt, mit welcher es moglich war, das komplette
VID24-Gen zu deletieren und durch das KAN®*-Gen zu ersetzten. Die Deletionskassette war
ein ca. 1,6 kb groBes DNA-Fragment, welches neben der loxP-KAN®-loxP-Kassette auch
flankierende Sequenzen des VID24-Gens enthielt. Mit der Deletionskassette wurde ein
Wildtyp-Stamm (W303-1B) transformiert und auf G418 (diese Substanz kann mit dem vom
KAN® erzeugten Genprodukt abgebaut werden und fiihrt so nicht zum Zelltod) selektioniert.
Die erhaltenen Transformanten wurden anschlieend nochmals auf G418 selektioniert. In den
nun erhaltenen Transformanten wurde die korrekte Integration des KAN®-Gens bzw. die
Deletion des VID24-Gens iiber eine Southern Blot-Analyse tliberpriift. Dazu wurde aus den
Transformanten isolierte chromosomale DNA mit dem Restriktionsenzym Eagl verdaut und
einer Southern Blot-Analyse unterzogen. Eagl schneidet ca. 0,5 kb vor und ca. 1,4 kb nach
dem VID24-ORF. Bei korrekter Integration ergibt sich ein DNA-Fragment von ca. 3,5 kb
GroBe, welches Mittels der gegen KAN® gerichteten Sonde erkannt werden kann. Wie man in
Abb. 5-42 sehen kann, wurde in dem untersuchten Stamm (YFJ1) das VID24-Gen korrekt
deletiert. Es ist nur die zu erwartende Bande bei 3,5 kb zu sehen. Zur Kontrolle wurde ein
schon tiberpriifter vid24-Deletionsstamm (YFJ2) und 2 Wildtypstimme (WCG4a und W303-

1B), in welchen keine Bande erwartet wurde, verwendet.

- . [-35kb
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Abb. 5-42: Southern Blot-Analyse der Stimme YFJ1 (vid24A) und YFJ2 (vid24A) auf korrekte Deletion
des VID24-Gens. Die chromosomale DNA der beiden Stimme sowie der Wildtypstimme W303-1B und
WCG4a wurde mit Eagl verdaut.



Ergebnisse 139

5.4.3 Pulse Chase-Analyse des FBPase-Abbaus im vid24-Deletionsstamm

Um die Beteiligung des Vid24p an der Katabolitdegradation der FBPase nochmals zu
bestdtigen, wurde eine Pulse Chase-Analyse des FBPase-Abbaus im vid24-Deletionsstamm
YFJ1 durchgefiihrt. Wie in Abb. 5-43 zu sehen ist, ist die FBPase im Deletionsstamm im
Vergleich zum Wildtyp-Stamm (W303-1B) deutlich stabilisiert.

W303-1B (WT) YFJ1 (vid24A)

2 . v = —FBPase

0 30 60 9 1201 0 30 60 9 120 A

Zeit nach Glucosezugabe (min)

e}
100

FBPase-Menge (%)
10

L 4

W303-1B (WT)
| W — — YEJI (vid24A)

0 20 40 60 80 100 120

Zeit nach Glucosezugabe (min)

Abb. 5-43: Katabolitdegradtion der FBPase in einer vid24A-Mutante. Dazu wurde eine Pulse Chase-
Analyse des FBPase-Abbaus in folgenden Stimmen durchgefiihrt: W303-1B (Wildtyp) und YFJ1 (vid24A)

(A). Quantifizierte Abnahme der radioaktiv markierten FBPase nach Glucosezugabe (B).

5.4.4 Vid24p-Turnover

Der in Kapitel 4.2.3.24.1 hergestellte Antikdrper gegen Vid24p wurde dazu verwendet, den
Turnover von Vid24p in Wildtyp-Stimmen und verschiedenen Mutantenstimmen zu

untersuchen.
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5.4.4.1 Turnover-Messung in Wildtyp-Stimmen

In den Wildtypstimmen BY4743 und W303-1B wurde die Expression von Vid24p in
Hefezellen, denen nach 16 h Derepression Glucose zugegeben worden war, untersucht. In
Abb. 5-49 kann man erkennen, dass das Vid24p 10 min nach Glucosezugabe das erste Mal
detektierbar ist, nach 20 (W303-1B) bzw. 60 min (BY4743) seine maximale Menge erreicht
hat und danach wieder abgebaut wird. Die genaue Kinetik verlduft je nach Wildtypstamm
(W303-1B oder BY4743) unterschiedlich. Wie in Abb. 5-44 auch zu erkennen ist, lauft der
Vid24p-Abbau mit einer dhnlichen Kinetik ab wie der FBPase-Abbau. Dies ist insbesondere
im W303-1B-Wildtypstamm der Fall.

YFJ1 Y33244
B W303-1B (VID24) Lisin BY4743 (VID24)
Ll = I - — PR —— —Vld24p
N — — —— N — —— — FBPase
A 0 10 20 30 40 60 90 120f A 0 10 20 30 40 60 90 120

Zeit nach Glucosezugabe (min)

Abb. 5-44: Western Blot-Analyse des FBPase-Abbaus und des Vid24p-Abbaus in den Wildtypstimmen
W303-1B und BY4743.

5.4.4.2 Abbau von Vid24p in Mutantenstimmen

Als nichstes wurde untersucht, ob die 8 anderen bisher gefundenen Gid-Proteine einen
Einfluss auf den Vid24p-Abbau haben. In Abb. 5-45 und 5-46 sind Western Blot-Analysen
des Vid24p-Abbaus in Deletionsmutanten dieser GID-Gene gezeigt. In sieben dieser
Deletionsmutanten ist zum einen der Spiegel an Vid24p gegeniiber einem Wildtyp-Stamm
erhoht als auch der Abbau blockiert (vid30/gidl/tinl, gid2-, ubc8/gid3-, vid28/gid5- und gidS§-
Deletionsstamm) oder zumindest deutlich verlangsamt (ubpl4/gid6- und gid9/fivi0-
Deletionsstamm). Die Ausnahme stellt der gid7-Deletionsstamm dar. Hier lauft der Vid24p-
Turnover wie im Wildtypstamm ab. Ebensfalls wie im Wildtypstamm verlduft der Vid24p-
Abbau in den vid22- und hxk2-Deletionsstimmen.

Da Vid24p nach Synthese schnell wieder abgebaut wird, stellt sich die Frage, welches
Proteolysesystem fiir den Abbau des Proteins verantwortlich ist. Analog zu den

Untersuchungen zum Ort des FBPase-Abbaus wurden wieder Stimme mit Defekten in der
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vakuoldren Proteolyse (YMTAB, in welchem die vakuoldren Proteinase yscA und yscB
deletiert sind) als auch der proteasomalen Proteolyse (WCG4-11/22, in welchem die
proteasomalen Untereinheiten Prelp und Pre2p Mutationen tragen) verwendet. Wahrend im
YMTAB-Stamm, in welchem die vakuoldren Proteinase yscA und yscB deletiert sind, der
Vid24p-Turnover wie im Wildtypstamm ablduft, scheint das Vid24p im Stamm WCG4-11/22,
der Mutationen im Proteasom trégt, iiber 180 min stabil (Abb. 5-47). In den hier verwendeten
Stimmen aus dem WCG4a-Stammhintergrund war es immer ein Problem, das Vid24p in
einer Western Blot-Analyse in ausreichender Deutlichkeit zu erkennen. Der Wildtyp-maBige
Abbau im Stamm YMTAB, in welchem die vakuoldren Proteinase yscA und yscB deletiert
sind, konnte zwar mehrmals bestitigt werden, aber im Stamm WCG4-11/22, welcher
Mutationen im Proteasom trdgt, war nur in einem Experiment der Vid24p-Spiegel hoch

genug, um eine Aussage iiber den Vid24p-Abbau treffen zu konnen.

(oi3T9) YTS2 (ubc8A) RABE YTSI (gid2A)
— e it [
A 0 30 60 90 120 180 240 A 0 30 60 90 120 180 240
Zeit nach Glucosezugabe (min)

Y332 Y3324 .
(\-;24‘?:) BY4743 (WT) (1.,;3%;?) Y31410 (vid28A)
s a A | Vid24p
A 0 30 60 90 120 180 240 A 0 30 60 90 120 180 240

Zeit nach Glucosezugabe (min)

o Y33195 (ubpl4A) e Y33446 (gid7A)
—~rsistnes ‘o , — Vid24p
A 0 30 60 90 120 180 240 A 0 30 60 90 120 180 240

Zeit nach Glucosezugabe (min)

Abb. 5-45: Western Blot-Analyse des Vid24p-Abbaus in den Stimmen YTS2 (ubc8A), YTS1 (gid2A),
BY4743 (Wildtyp), Y31410 (vid28A), Y33195 (ubp14A) und Y33446 (gid7A).
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Abb. 5-46: Western Blot-Analyse des Vid24p-Turnovers in den Stimmen Y31488 (gid7A), Y35282
(vid22A), WCG4a (Wildtyp), YIR13 (gid1A), Y34620 (hxk2A) und Y36576 (gid8A).

R YMTAB (pep4AprbIA) Y WCG4-11/22 (prel-1 pre2-2)

(vid24A)

ra——— 3 rerepmnes 1 — Vid24p

A 30 60 90 120 180 240 A 0 30 60 90 120 180

Zeit nach Glucosezugabe (min)

Abb. 5-47: Western Blot-Analyse des Vid24p-Turnovers in den Stimmen YMTAB (pep4A prbIA) und
WCG4-11/22 (prel-1 pre2-2).

5.4.4.3 In einer Pulse Chase-Analyse

Um genauere Aussagen iiber den zelluliren Ort des proteolytischen Abbaus des Vid24ps
machen zu konnen, wurde eine Pulse Chase-Analyse des Vid24p-Turnovers in einem
Wildtypstamm (W303-1B) durchgefiihrt. W303-1B (Wildtyp) wurde gewéhlt, da hier in
Western Blot-Analysen das Vid24p relativ gut sichtbar war (Abb. 5-44). Bei dem Experiment
wurden die Proteine der dereprimierten Zellen des W303-1B-Stammes (Wildtyp) mit der

Glucosezugabe radioaktiv mit >*S-Methionin markiert. 30 min nach Glucosezugabe wurde die
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radioaktive Markierung der Proteine durch Zugabe eines groBen Uberschusses an nicht
radioaktivem Methionin gestoppt. Jetzt, nach 15, 30, 60 und 90 min wurden Proben
entnommen. Die Lyse der Proben, die Immunprizipitation des Vid24p und die Detektion des
radioaktiven Vid24p-Signals wurden danach analog 4.2.3.7.2 und 4.2.3.7.3 durchgefiihrt.
Leider gingen die evtl. vorhandenen Vid24p-Signale in der Hintergrundstrahlung unter und so

konnte auf diesem Wege der Vid24p-Turnover nicht verfolgt werden.

5.4.5 Ubiquitinierung der FBPase im vid24-Deletionsstamm

In diesem Experiment wurde iiberpriift, ob in einem vid24-Deletionsstamm die FBPase unter
Katabolitinaktivierungsbedingungen ubiquitiniert vorliegt oder nicht. Dazu wurde der vid24-
Deletionsstamm YFJ1 und der Wildtypstamm W303-1B mit einem Plasmiden transformiert,
der entweder ein Ha-getaggtes Ubiquitin (YEp112) oder ein Wildtyp-Ubiquitin (YEp96) unter
der Kontrolle des CUPI-Promotors exprimierte. Die verwendeten, plasmidenthaltenden
Stimme wurden 16 h lang in Gegenwart von Kupfersulfat (zur Expression von Wildtyp-Ub
bzw. Ha-Ub) dereprimiert und danach fiir 25 min in Glucose-haltiges Medium {iiberfiihrt. Die
0 bzw. 25 min nach Glucosezugabe entnommenen Proben wurden aufgeschlossen und einer
Immunprézipitation mit FBPase-Antikorpern unterzogen. Die mit dem FBPase-Antikorper
gefillten Proteine wurden per SDS-PAGE und nachfolgender Western Blot-Analyse mit Ha-
Antikorper angefarbt. Wéihrend, wie erwartet, zum Zeitpunkt 0 nach Glucosegabe im vid24-
Deletionsstamm YFJ1, in welchem Ha-Ub iiberexprimiert wurde, noch keine Konjugate zu
erkennen waren, zeigten sich 25 min nach Glucosezugabe deutliche FBPase-(Ha-Ub)-
Konjugate (Abb. 5-48). Im Stamm W303-1B (Wildtyp), in welchem Ha-Ub iiberexprimiert
wurde, kann man 0 und 25 min nach Glucosezugabe schwache Konjugatenbanden erkennen.
Der Wildtypstamm W303-1B und der vid24-Deletionsstamm YFJ1, in welchen Wildtyp-Ub
tiberexprimiert wurde, zeigten wie erwartet keine FBPase-(Ha-Ub)s-Konjugate.

Die obigen Ergebnisse lassen den Schlul zu, dass Vid24p seine Funktion in der

Katabolitdegradation der FBPase nach der Ubiquitinierung der FBPase hat.
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W303-1B YFJ1 (vid24A)

WT-Ub | Ha-Ub | WT-Ub | Ha-Ub

FBPase-(Ha-Ub)y-
Konjugate

0 25 0 25 0 25 O 25

Zeit nach Glucosezugabe (min)

Abb. 5-48: Ubiquitinierung der FBPase 0 bzw. 25 min nach Glucosezugabe in den Stimmen W303-1B
(Wildtyp) und YFJ1 (vid24A), in welchen durch einen Plasmiden Wildtyp-Ub (WT-Ub) oder Ha-Ub

iiberexprimiert worden waren.

5.4.6 Test der vid24-Deletionsmutante auf einen Autophagozytosephinotyp

Um zu tberpriifen, ob Vid24p an der Autophagozytose beteiligt ist, wurde ein Vesikeltest
analog zu 5.3.3 mit dem vid24-Deletionsstamm YFJ2 durchgefiihrt.

In Abb. 5-49 sind die Ergebnisse des Vesikeltests des vid24-Deletionsstammes YFJ2 und der
entsprechenden Kontrollstimme gezeigt. Die vid24-Deletionsmutante verhélt sich bei der
Induktion der Autophagozytose sowohl bei Vorhandesein als auch bei Fehlen von PMSF wie

der Wildtypstamm. Dies bedeutet, dass Vid24p nicht an der Autophagozytose beteiligt ist.
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WCG4a WCG4a
(WT) (WT)
YMS30 YMTA
(aut 3A) (pep4A)
YFJ2 YFJ2
(vid24A) (vid24A)

Abb. 5-49: Test der vid24-Deletionsmutante auf einen Autophagozytosephinotyp. Dazu wurde ein
Vesikeltest mit den Stimmen WCG4a (Wildtyp), YMS30 (aut3A), YFJ2 (vid24A) und YMTA (pep4A)
durchgefiihrt. Die Stimme wurden zum einen in 1 % Kaliumacetat (alle aulier YMTA) mit PMSF und
zum anderen in 1 % Kaliumacetat ohne PMSF (alle aufier YMS30) ca. 4 h lang inkubiert und dann die

Zellen unter dem Lichtmikroskop betrachtet.

5.4.7 Uberpriifung der Membranassoziation

Es sollte gepriift werden, ob Vid24p als peripheres Membranprotein vorliegt. Der Versuch
wurde analog 4.2.3.22 durchgefiihrt. Leider war in der Western Blot-Analyse mit dem
Vid24p-Antikorper kein Vid24p-Signal detektierbar.

5.5 Das Protein Ubc8p

Das cytosolisch lokalisierte Ubiquitin-konjugierende Enzym Ubc8p ist 218 Aminosduren
grof3 und besitzt eine molekulare Masse von 24,6 kDa. Ubc8p wird fiir die Ubiquitinierung
der FBPase bendtigt (Schuele et al., 2000). Das Protein wird wie die FBPase wihrend des
Wachstums von Hefezellen auf nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen exprimiert und nach

Glucosezugabe wieder abgebaut (Schuele et al., 2000).

5.5.1 Messung des Ubc8p-Abbaus

Da Ubc8p und Gid2p am Vid24p-Abbau beteiligt sind, sollte iiberpriift werden, ob Vid24p
und Gid2p auch einen Einflu auf den Ubc8p-Abbau haben. Dazu wurden ein Plasmid
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(YCp50/Ubc8HA3) erzeugt, welcher u.a. eine 3 x Ha-getaggte Version von UBCS8 sowie
dessen Promotor- und Terminatorregion enthielt. Ausgangen wurde von dem Genbakplasmid
Ycp5S0/1II mit URA3-Marker, welches ein ca. 8 kb grolen DNA-Abschnitt des Chromosoms
V (zwischen den Positionen 131043 und 139059) enthilt. Innerhalb des 8 kb grolen DNA-
Abschnittes befindet sich auch das UBCS8-Gen inklusive seiner Promotor- und
Terminatorregion. Das Plasmid wurde mit dem Restriktionsenzym Bfrl so aufgeschnitten,
dass das UBCS inklusive Promotor- und Terminatorregion herausgeschnitten wurden. Das
linearisierte Plasmid wurde in einen Stamm mit UBCS8-HA; (YTS4) transformiert und durch
Selektion auf Medium ohne Uracil komplementiert. Die erhaltenen Transformanten enthielten
dann das gewiinscht Plasmid YCp50/Ubc8HAj;. Mit diesem Plasmid wurden dann wubc$-,
gid2- und vid24-Deletionsmutanten transformiert und der FBPase- und Ubc8p-Abbau

untersucht.
W303-1B (WT) | YTS4 (UBCS8-HA3) YTS2 (ubc8A) YCpS0/Ubc8HA3
e o o w85 (-Ubc8-Hag -
" -— — FBPase —| " s s s
0 30 60 90 120 0 30 60 90120 0 30 60 90 120 180 240
Zeit nach Glucosezugabe (min) 7eit nach Glucosezugabe (min)
YTS1 (gid2A) YCp50/Ubc8HA3 YFEIT (vid24A) YCpS50/Ubc8HA3
—Ubc8-Haz—
g — — FBPase —| ‘" S weaw
0 30 60 9 120 180 240 0 30 60 9 120 180 240
Zeit nach Glucosezugabe (min) Zeit nach Glucosezugabe (min)

Abb. 5-50: Funktionalititstest des vom Plasmiden Ycp50/Ubc8HA3 aus exprimierten Ubc8-Ha;. Dazu
wurden Western Blot-Analysen des FBPase-Abbaus und des Ubc8-Ha;-Abbaus in den Stimmen W303-1B
(Wildtyp) und YTS4 (UBC8-HA;) sowie in den Stimmen YTS2 (ubc8A), YTS1 (gid2A) und YFJ1 (vid24A),
in welchen Ubc8-Haj; durch den Plasmiden YCpS0/Ubc8HA; exprimiert wurde, durchgefiihrt.

In Abb. 5-50 kann man sehen, dass im Stamm mit chromsomal 3 x Ha-getaggtem UBCS
(YTS4) selbst nach Glucosezugabe iiber 120 min der Ubc8-Has-Level relativ konstant bleibt.
In allen 3 Stammen, in welchen Ubc8-Has iliber das Plasmid YCp50/Ubc8HA; exprimiert
wurde, bleibt der Ubc8p-Spiegel liber 240 min relativ konstant. Der FBPase-Abbau im YTS4-

Stamm, in welchem Ubc8p dreifach Ha-getaggt vorliegt, ist etwas langsamer als im Wildtyp-
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Stamm W303-1B. Im ubc8-Deletionsstamm YTS2, dessen ubc8-Deletion durch das Plasmid
YCp50/Ubc8HA; komplementiert wird, zeigt einen verlangsamten FBPase-Abbau.

Im Gegensatz zu einem fritheren Ergebnis von Thomas Schiile (Schuele et al., 2000) scheint
in dem getesteten Ubc8-Has-exprimierenden Stamm YTS4 die Ubc8p-Konzentration unter
Katabolitinakti-vierungsbedingungen relativ konstant zu bleiben. Um diese Diskrepanz des
Ubc8p-Abbaus im Ubc8-Hasz-exprimierenden Stamm YTS4 zwischen obigem Ergebnis und
dem Ergebnis von Thomas Schiile (Schuele et al., 2000) aufzuldsen, wurde versucht den
Ubc8p-Turnover radioaktiv zu verfolgen. Dazu wurde eine Pulse Chase-Analyse analog
Kapitel 4.2.3.7 durchgefiihrt. Leider konnte kein radioaktives Ubc8p-Signal detektiert

werden.

5.6 Interaktionsstudien

Mit Hilfe von Interaktionsstudien sollten mogliche Interaktionspartner der Proteine Gid2p,

Ubc8p und Vid24p gefunden werden.

5.6.1 GST-Pulldown-Experimente

Eine Mdglichkeit Interaktionen zwischen Proteinen zu erkennen, stellen GST-Pulldown-
Experimente dar. Hierbei wird zuerst das Glutathion-S-Tranferase fusionierte (,,getaggte™)
Protein (GST-Fusionsprotein) an das Sdulenmaterial gebunden und in einem weiteren Schritt
wird ein Heferohextrakt auf die Sdule gegeben und iiberpriift, welche Proteine durch
Interaktion mit dem Fusionsprotein an der Sdule nach mehreren Waschschritten noch
gebunden sind. Zur Kontrolle wird das ganze Experiment auch mit einer Séule durchgefiihrt,
an welche nur GST gebunden wurde. Die Proteine, die nach Elution von der Siule, an welche
das GST-getaggte Protein gebunden wurde, erkennbar sind, stammen von moglichen
Interaktionspartnern des GST-Fusionsproteins. Proteine, die an beide Sdulen binden, binden
unspezifisch an das Sdulenmaterial oder an GST und stellen keine potentiellen
Interaktionspartner des untersuchten Proteins dar.

Fir die Expression von GST-Fusionproteinen wurden 2 verschiedene Moglichkeiten
verwendet. Zum einen wurde mit Hilfe der pGEX-Vektoren (pGEX-4T-1 oder pGEX-4T-3)

ein GST-Fusionsprotein erzeugt, welches in E. coli exprimiert werden kann. Zum anderen
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werden mit Hilfe des pYEX4T-1-Vektors GST-Fusionsproteine unter Kontrolle des CUPI-

Promotors in S. cerevisiae exprimiert.

5.6.1.1 Expression von GST-Gid2p in E. coli

Mit dem Plasmid pJR10 (sieche 4.1.2), welches eine GST-Gid2p-Fusion exprimieren kann
(Ausgangsplasmid pGEX-4T-3), wurde versucht GST-Gid2p in E. coli zu exprimieren und
nach dem Aufschluss in Losung zu bringen. Leider gelang nur die Expression des
Fusionproteins. GST-Gid2p konnte trotz mehrerer Versuche nie in Losung gebracht werden.
Auch Variationen beim Aufschluss (z.B. unterschiedliche Einwirkzeit des Ultraschalls oder
Zusatz von 6 M Harnstoff zum Aufschlusspuffer) konnten das Fusionsprotein nicht in Losung
bringen. Aus diesem Grund konnte kein GST-Pulldown-Experiment mit GST-Gid2p

durchgefiihrt werden.

5.6.1.2 Expression von GST-Vid24p in E. coli

5.6.1.2.1 Herstellung des GST-Vid24p-Expressionsplasmids

Um ein GST-Vid24p exprimierendes Plasmid zu erhalten, wurde mit Hilfe einer PCR unter
Verwendung der Oligonukleotide GST VID24 1 BamHI und GST VID24 2 Notl sowie
Wildtyp-DNA als Template ein DNA-Fragment enthalten, welches das VID24 und am 5’-
bzw. 3’-Ende eine BamHI- bzw. Notl-Schnittstelle enthielt, und {iber die Schnittstellen
BamHI und Notl in das Plasmid pGEX-4T-1 integriert. Das resultierende Plasmid wurde
pGEX-4T-1 Vid24 genannt.

5.6.1.2.2 Expression von GST-Vid24p in E. coli

Auch mit diesem Plasmid wurde die Expression in E. coli und die Loslichkeit des
Fusionsproteins nach dem Aufschluss iiberpriift. Ebenso wie das GST-Gid2p konnte das
GST-Vid24p zwar exprimiert, aber nicht in Losung gebracht werden. Genauso wie beim

GST-Gid2p wurden auch hier die Aufschlussbedingungen variiert. Mit 6 M Harnstoff konnte
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GST-Vid24p zwar in Losung gehalten werden, allerdings fiel das Fusionsprotein nach
Entfernen des Harnstoffes, der beim eigentlichen GST-Pulldown-Experiment durch seine
denaturierende Wirkung stéren wiirde, per Dialyse wieder aus. Aus diesem Grund konnte kein

GST-Pulldown-Experiment durchgefiihrt werden.

5.6.1.3 Expression von GST-Ubc8p in E. coli

5.6.1.3.1 Herstellung des GST-Ubc8p-Expressionsplasmids

Insgesamt wurden 3 verschiedene Plasmide hergestellt, die GST-Ubc8p exprimierten. Als
erstes wurde die Basensequenz des gereiften UBCS (Basensequenz des UBCS-Gens ohne die
Basenpaare 1 — 162, siche auch Kapitel 4.1.2) in Frame C-terminal an das GST in das Plasmid
pGEX-4T-1 integriert. Dazu wurde zuerst iiber PCR ein DNA-Fragment mit Hilfe der
Oligonukleotide Ubc8 GST 1 EcoRI und Ubc8 GST 2 Notl sowie Wildtyp-DNA als
Template erzeugt, welches die Basensequenz des gereiften UBCS (ab Basenpaar 163) und am
5’- bzw. 3’-Ende eine EcoRI- bzw. Notl-Schnittstelle enthielt, und dann iber die
Schnittstellen EcoRI und Notl in das Plasmid pGEX-4T-1 integriert. Dies ergab das Plasmid
pGEX-4T-1 Ubc8 (gereifte Form).

Die anderen beiden Plasmide (pGEX-4T-1_C125S-Ubc8 und pGEX-4T-1_Ubc8) enthielten
jeweils das komplette UBCS, wobei in einem dieser das Cystein an Position 126 des Ubc8p
gegen Serin ausgetauscht wurde. Die iiber die Schnittstellen EcoRI und Notl in das Plasmid
pGEX-4T-1 integrierten DNA-Fragmente wurden ebenfalls per PCR gewonnen, wobei
hierbei die Oligonukleotide pGEX4T-1 Ubc8 1 Ecorl, Ubc8 Cys-Ser Primerl, Ubc8 Cys-
Ser Primer2 und pGEX4T-1 Ubc8 2 Notl (pGEX-4T-1 _C125S-Ubc8, insgesamt in 3 PCR-
Reaktionen) bzw. pGEX4T-1 Ubc8 1 Ecorl und pGEX4T-1 Ubc8 2 Notl (pGEX-4T-

1 Ubc8) verwendet wurden.

5.6.1.3.2 Expression von GST-Ubc8p

Im Gegensatz zu den bisher untersuchten GST-Fusionsproteinen konnte das Fusionsprotein

aus GST und gereiftem Ubc8p sowohl mit Hilfe des Plasmids pGEX-4T-1 Ubc8 (gereifte
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Form) in E. coli exprimiert als auch nach dem Aufschluss in Losung gebracht werden. Das so
exprimierte GST-Ubc8p wurde fiir die GST-Pulldowns im néchsten Kapitel verwendet.

Mit den beiden anderen Plasmiden mit kompletter UBCS-Basensequenz konnte kein GST-
Ubc8p-Fusionsprotein sondern nur GST mit etwas erhohtem Molekulargewicht exprimiert

werden. Diese beiden Proteine wurden nicht weiter verwendet.

5.6.1.3.3 GST-Pulldown

Durch Bindung von GST-Ubc8p an das Sdulenmaterial wurde eine GSTp-Ubc8p-Saule
erzeugt. Zum Vergleich wurde auch eine GST-Sdule erzeugt. Dazu wurde mit Hilfe des
Plasmids pGEX-4T-1 in E. coli exprimiertes GST an das Sdulenmaterial gebunden.

Auf beide Sdulen wurde ein nativer Aufschluss des Stammes YTS3, der Gid2-Ha; exprimiert,
gegeben und {iber Nacht bei 4°C iiber Kopf geschiittelt. Danach wurde zentrifugiert und der
Uberstand, welcher die nicht an die Siule gebundenen Proteine (ngP) enthilt, abgenommen.
Das Saulenmaterial wurde 3 Mal mit PBS mit steigender NaCl-Konzentration gewaschen
(260, 380 und 500 mM). Die Waschpufferiiberstinde wurden mit W1, W2 und W3
bezeichnet. Durch diese 3 Waschschritte konnen schwach an das Sdulenmaterial gebundene
Proteine abgeldst werden. Die in den Proben ngP, W1, W2 und W3 enthaltenen sowie die an
das Sidulenmaterial gebundenen Proteine (gP) wurden iiber eine Western Blot-Analyse

bestimmt bzw. nach SDS-PAGE {iber Coomassie-Staining sichtbar gemacht.

In Abb. 5-51 kann man das Ergebnis der Western Blot-Analyse des GST-Pulldown-
Experimentes sehen. Gid2-Ha; und FBPase konnten nur in den ngP-Fraktionen nachgewiesen
werden und nicht in den Wasch- oder gP-Fraktionen. Eine Verwendung einer GST- oder
GST-Ubc8p-Saule zeigt keinen Unterschied.

Das Coomassie-Staining des GST-Pulldown-Experimentes mit einer GST-Sdule zeigte im
Vergleich zu einer GST-Ubc8-Sdule keine unterschiedliches Bandenmuster (auler natiirlich
GST bzw. GST-Ubc8p). Potentielle nur an die GST-Ubc8p-Saule bindende Proteine waren

nicht zu erkennen.
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GST-Sdule GST-Ubc8-Sdule
YTSI YTSI =
(gid2A) YTS3 (GID2-HA3) (gid2A) YTS3 (GID2-HA3)
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Abb. 5-51: GST-Pulldown-Experiment mit einer GST- bzw. GST-Ubc8-Siule. Ein nativer Rohextrakt des
Stammes YTS3 (GID2-HA;) wurde mit dem Siulematerial inkubiert und wieder abgenommen (,,nicht
gebundene Proteine“ ngP). Das resultierende Sdulematerial wurde 3 Mal mit PBS mit steigender NaCl-
Konzentration gewaschen (260, 380 und 500 mM, Waschritt 1 — 3 [W1, W2, W3]) und dann in Puffer
aufgenommen (,gebundene Proteine* gP). Zur Kontrolle wurde der Rohextrakt eines gid2-

Deletionsstammes mit aufgetragen.

5.6.1.4 Expression von GST-Vid24p in S. cerevisiae

5.6.1.4.1 Funktionalititspriifung des Plasmids

Mit dem kiuflich erwerbbaren Plasmid pYEX4T-1Vid24 konnte eine Quelle fir die
Expression von GST-Vid24p in S. cerevisiae gefunden werden. Da fiir das Plasmid keine
Garantie vom Hersteller iibernommen wurde, musste das Insert (VID24) zuerst auf Richtigkeit
und Expression hin iiberpriift werden. Hierzu wurde mit den Oligonukleotiden pYEX4T-1_P1
und pYEX4T-1 P2 sowie dem Plasmid iiber PCR und nachfolgende Elektrophorese die
GroBe des Inserts bestimmt. Diese stimmte mit der GroBBe des VID24-Gens (1089 Basenpaare)
tiberein.

Als weiteren Test wurde die Funktionalitit des GST-Vid24p iiberpriift. Dazu sollte der
FBPase-Abbaudefekt in einem vid24-Deletionsstamm (YFJ1) durch die Expression des GST-
Vid24p vom Plasmid pYEX4T-1Vid24 wieder komplementiert werden kdnnen. Wie in Abb.
5-52 zu erkennen ist, zeigt der vid24-Deletionsstamm YFJ1 mit dem Plasmid pYEX4T-
1Vid24 einen Wildtyp-maBigen FBPase-Abbau. Das exprimierte GST-Vid24p ist demnach
funktionell.
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Abb. 5-52: Funktionalitispriifung des mit Hilfe des Plasmids pYEX4T-1Vid24 exprimierten GST-Vid24p.
Dazu wurde eine Western Blot-Analyse des FBPase-Abbaus im Stamm YFJ1 (vid24A) mit pYEX4T-
1Vid24 durchgefiihrt. Die Expression von GST-Vid24p wurde mit der Glucosezugabe durch Zugabe von
Kupfersulfat gestartet.

5.6.1.4.2 Resultate des GST-Pulldown

Zur Durchfiihrung des Experimentes wurde zuerst GST bzw. GST-Vid24p in S. cerevisiae
exprimiert. Dafiir wurde der gid2-Deletionstamm YTS1, in welchem GST bzw. GST-Vid24p
iber die Plasmide pHIT128 bzw. pYEX4T-1Vid24 exprimiert wurde, und YFJ6, welcher ein
dreifach Ha-getaggtes Gid2p und eine vid24-Deletion tragt, (Expression von GST-Vid24p
tiber pYEX4T-1Vid24, Herstellung des Stammes im Kapitel 5.7.2.1) verwendet.

Die im gid2-Deletionstamm YTS1 tiiber die Plasmide pHIT128 bzw. pYEX4T-1Vid24
exprimierten GST- bzw. GST-Vid24p-Proteine wurden durch 1,5 oder 3 stiindige Inkubation
bei 4°C an das Sdulenmaterial (Glutathion Sepharose 4B) gebunden (diese Zeit wird
»Inkubationszeit 1 genannt). Nach dieser Inkubationszeit wurde zentrifugiert und der
Uberstand (enthilt nicht gebundene GST-Proteine ,,ngG*) abgenommen. Zum verbliebenen
Sdulenmaterial wurde ein nativer Rohextrakt des Stammes YTS3, welcher Gid2-Has
exprimiert, gegeben. Nach 1,5, 3 oder 16 stiindigem iiber Kopf-Schiitteln bei 4°C (diese Zeit
wird ,,Inkubationszeit 2* genannt), wurde zentrifugiert und der Uberstand abgenommen
(enthilt nicht gebundene Proteine ,,ngP*). Das Sdulenmaterial wurde danach nacheinander mit
Waschpuffer W1 (PBS mit 260 mM NaCl), W2 (PBS mit 380 mM NaCl) und W3 (PBS mit
500 mM NaCl) gewaschen. Der Uberstand des Waschrittes mit Waschpuffer W3 wird
aufgehoben und zusammen mit den Proben ,ngG*“, ,ngP“ sowie dem verbliebenen

Saulenmaterial auf enthaltene Proteine liber eine Western Blot-Analyse getestet.
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In den Experimenten, in denen die ,,Inkubationszeit 1 3 h und die ,,Inkubationszeit 2 3
oder 16 h betrug, wurde das GST-Vid24p jedes Mal trotz Verwendung von Inhibitoren gegen
proteolytischen Abbau fast vollstindig degradiert. Allerdings konnte durch Verwendung des
proteasomalen Inhibitors MG132 die nicht degradierte GST-Vid24p-Menge vergrof3ert
werden. Betrugen die Inkubationszeiten jeweils 1,5 h, so war ein deutliches Signal des GST-
Vid24p in der Probe ,,gP* zu erkennen (Abb. 5-53). In diesem Experiment konnten weder ein
FBPase- noch Pupl- noch Rpt5-Signal in der ,,gP*“-Probe nachgewiesen werden. Dagegen ist
ein schwaches Gid2-Has-Signal in dieser Probe erkennbar. Allerdings ist dieses Signal sowohl
bei der GST-S4ule als auch der GST-Vid24-Séule zu sehen. Dies deutet darauf hin, dass nur
eine unspezifische Bindung des Gid2-Has an GST vorliegt.

GST-Saule GST-Vid24-Siule

1:5'h 1;5:h

FBPase | ——

| =t 'ﬂ
= = Puplp - ==

Gid2-Haj

e——'® @ -GST | GST-Vid24p

ngGngP W3 gP ngGngP W3 gP

Abb. 5-53: Suche nach Interaktionspartnern von Vid24p. Dazu wurde ein GST-Pulldown-Experiment mit
einer GST- bzw. GST-Vid24-Siule durchgefiihrt. ngG: nicht an die Siule gebundene GST-Proteine, ngP:
nicht an die Siule gebundene Proteine, W3: Waschschritt mit PBS, das 500 mM NaCl enthiilt, gP: an die
Siule gebundene Proteine. GST wurde im Stamm YTS1 (gid2A) mit Hilfe des Plasmids pHIT128, GST-
Vid24 im Stamm YTS1 (gid2A) mit Hilfe des Plasmids pYEX4T-1Vid24 exprimiert und an das

Sédulenmaterial gebunden. Inkubationszeit_1 und Inkubationszeit_2 betrugen jeweils 1,5 h.

Wurde das GST-Vid24p im Stamm YFJ6 mit Hilfe des Plasmids pYEX4T-1Vid24
exprimiert, so erfolgte die Bindung des GST-Vid24p an das Sdulenmaterial und die Bindung
der mit GST-Vid24p interagierenden Partner an dieses zeitgleich (3 h lang bei 4°C). Die

weitere Fortfiihrung des Experimentes erfolgte analog oben. In der Probe gP konnte eine
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geniigend grofBe Menge GST-Vid24p nachgewiesen werden (Abb. 5-54). Von den Proteinen
FBPase, Pupl und Rpt5 konnte jeweils in der Probe ,,gP* kein Signal detektiert werden. Gid2-
Ha; konnte in dieser Probe erneut detektiert werden, wobei die Menge grof3er als diejenige in

Abb. 5-53 war. Die Verwendung des proteasomalen Inhibitors MG132 brachte kein besseres

Signal.
GST-Vid24-Saule
3h
[ -— —FBPase
. —-Gid2-Haj
| .* e - GST-Vid24p
.- —Puplp
- e —RptSp
ngP W3 gP ngP W3 gP
ohne MG132 [ mit MG132

Abb. 5-54: Suche nach Interaktionspartnern von Vid24p. Dazu wurde ein GST-Pulldown-Experiment mit
einer GST-Vid24-Siule durchgefiihrt. ngP: nicht an die Siule gebundene Proteine, W3: Waschschritt mit
PBS, das 500 mM NacCl enthiilt, gP: an die Siule gebundene Proteine. GST-Vid24 wurde im Stamm YFJ6
(vid24A GID2-HA;) mit Hilfe des Plasmids pYEX4T-1Vid24 exprimiert und an das Siulenmaterial

gebunden (Inkubationszeit: 3 h).

5.6.2 Co-Immunoprizipitationen

Eine weitere Moglichkeit zum Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkungen stellen Co-
Immunoprizipitationen (Co-IPs) dar. Dabei wird das zu untersuchende Protein (hier Gid2-
Ha;) mit spezifischen Antikdrpern (hier Ha-Antikorper) gefillt. Potentielle interagierende
Proteine konnen dabei mitgefillt werden und in einer Western Blot-Analyse sichtbar gemacht

werden.
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5.6.2.1 Herstellung der bendtigten Stimme

Fiir diese Co-IPs wurden Stimme benétigt, welche eine chromosomal integriertes GID2-HA;
besalBen. Zur Herstellung dieser Stimme wurde iiber PCR ein DNA-Fragment erzeugt (mit
Hilfe der Oligonukleotide Gid2 HA3 1 und Gid2 HA3 2 sowie dem Plasmiden p3XHA-
HIS5), mit welchem es moglich war, das Stopcodon des GID2 (TGA) durch ein Ha-Tridem
und das HIS5 aus S. pombe zu ersetzen (siche auch Abb. 5-55).

1,6 kb
- >
GID2 TGID2
1214-1263 bp HA3 HIS5 (675 0ie PCR-Produkt
GID2 TGID2 _
GID2 11213bp 1214-1263 bp | 1267-1317 bp Chr. IV
ATG TGA

Abb. 5-55: Konstruktion des dreifach Ha-getaggten Gid2p. Die Integration des PCR-Produktes in das
Wildtypgen erfolgt durch zwei homologe Rekombinationsprozesse. Hierbei wird das Stopcodon (TGA)
durch die HA;-HIS5-Kassette ersetzt und dadurch ein HIS5-Markergen eingefiihrt.

Auf diese Methode wurden die Stimme YFJ6 (Ausgangsstamm YFJ1, welcher eine vid24-
Deletion enthilt), YFJ10 (Ausgangsstamm YMH?2 (FBP1-P1S)) und YFJ11 (Ausgangsstamm
YMHI1 (FBPI-PIW)) erzeugt, die alle Gid2-Ha; exprimieren.

5.6.2.2 Uberpriifung der Stimme mit Hilfe eines Southern-Blots

Die richtige Integration ins Genom der Hefe wurde mittels einer Southern Blot-Analyse
tiberpriiftt. Dazu wurde chromosomale DNA der Stimme YFJ6, bei welchem das VID24-Gen
deletiert ist und der Gid2-Hasz exprimiert, YFJ10 und YFJ11, bei welchen das aminoterminale
Prolin der FBPase mutiert ist und die Gid2-Ha; exprimieren, mit den Restriktionsenzymen
BamHI bzw. HindIII verdaut. Bei korrekter Integration erhédlt man mit BamHI ein ca. 3,8 kB
grofles (BamHI schneidet ca. 2,3 kb vor dem GID2-Gen und am Ende des HIS5-Gens) und
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mit HindIIl ein ca. 2,1 kb groBes DNA-Fragment (HindIIl schneidet ca. 0,6 kb vor dem
GID2-Gen und am Ende des HIS5-Gens).

1-3.8 kb ‘ ~3.8 kb
L]
-2,1 kb . ~2.1kb
o -
B HM M B H
YFI10 YFI6
(GID2-HA3 (vid24A
FBP1-PIS) GID2-HA3)

Abb. 5-56: Southern Blot-Analyse der Stimme YFJ10 (FBPI-P1S GID2-HA;) und YFJ6 (vid24A GID2-
HA;). Die chromosomale DNA wurde mit BamHI (B) bzw. HindIII (H) verdaut und anschlieffend mit
einer HIS5-Sonde detektiert. M ist eine Markerbande.

In Abb. 5-56 kann man sehen, dass in den Southern Blot-Analysen der Stimme YFJ10, bei
welchem das aminoterminale Prolin der FBPase gegen Serin ausgetauscht ist und der Gid2-
Ha; exprimiert, und YFJ6, bei welchem das VID24-Gen deletiert ist und der Gid2-Has;
exprimiert, die mit BamHI bzw. HindIII verdaute chromosomalen DNA die zu erwartenden
Banden ergaben. Die Southern Blot-Analyse des Stammes YFJ11, bei welchem das
aminoterminale Prolin der FBPase gegen Tryptophan ausgetauscht ist und der Gid2-Haj;
exprimiert, zeigt ebenfalls die erwarteten Banden (Abbildung nicht gezeigt). Der Stamm
YFJ6, bei welchem das VID24-Gen deletiert ist und der Gid2-Ha; exprimiert, wurde auch fiir

die Experimente im Kapitel 5.6.1.4 verwendet.
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5.6.2.3 Resultate der Co-Immunoprizipitationen

Von dem Stamm YFJ6 (vid24A GID2-HA3), in welchem tiber das Plasmid pYEX4T-1VID24
GST-Vid24p exprimiert wurde, wurden 0 und 25 min nach Glucosezugabe zu dereprimierten
Zellen Proben genommen und nativ bzw. denaturierend aufgeschlossen. Zu den gleichen
Zeitpunkten wurden auch Proben der Stimme YFJ10 (FBPI-PIS GID2-HAj3), YFJ11 und
W303-1B (Wildtyp) genommen und nativ aufgeschlossen. Simtlich Proben wurden danach
mit Ha-Antikérper, welcher kovalent an Protein A Sepharose gebunden vorlag,
immunoprézipitiert (die Aufschliisse des Stammes W303-1B (Wildtyp) wurden mit Ha-
Antikorper immunoprézipitiert). Die immunoprézipitierten Proben wurden danach einer
Western Blot-Analyse unterzogen.

In Abb. 5-57 ist das Ergebnis der Co-IP-Experimente dargestellt. Durch Anfarben mit Ha-
Antikorper kann gezeigt werden, ob Gid2-Has auch wirklich bei der Immunoprézipitation
ausgefillt wurde. In den Stimmen YFJ6 (vid24A GID2-HA3), YFI10 (FBPI-PI1S GID2-HA3)
und YFJ11 (FBPI-PIW GID2-HA;) kann man in allen Proben jeweils eine Gid2-Has-Bande
erkennen (Abb. 5-57 A). Eine GST-Vid24p-Bande ist in sdmtlichen Proben des Stammes
YFJ6 (vid24A GID2-HA3) nicht zu erkennen. In den nativ aufgeschlossenen Proben des
Stammes kann man eine FBPase-Bande sehen, die zum Zeitpunkt 0 min stirker als zum
Zeitpunkt 25 min ist. Im Gegesatz dazu kann in den denaturierend aufgeschlossenen Proben
des Stammes YFI6 (vid24A GID2-HAj3) sowie den Proben der Stimme YFJ10 (FBPI-PIS
GID2-HA3) und YFJ11 (FBPI-PIW GID2-HA;3) kein FBPase-Signal beobachtet werden
(Abb. 5-57 A). Auch im Wildtypstamm W303-1B (Wildtyp) kann nach IP mit Ha-Antikorper
kein FBPase-Signal detektiert werden (Abb. 5-57 B). Nur im zur Kontrolle aufgetragenen
durch alkalische Lyse aufgeschlossenen und keiner IP unterzogenen Rohextrakt des Stammes
W303-1B ist ein FBPase-Signal zu sehen. In sdmtlichen nativ aufgeschlossenen Proben der
Staimme YFJ6 (vid24A GID2-HA3), YFJ10 (FBPI-P1S GID2-HA3) und YFJ11 (FBPI-PIW
GID2-HA;) kann jeweils ein Rpt5-Signal detektiert werden (Abb. 5-57 A, obere Bande). In
den denaturierend aufgeschlossenen Proben des Stammes YFI6 (vid24A GID2-HA;) ist keine
Rpt5-Bande zu sehen. Die in allen Stamme sichtbare untere ,,Rpt5Sp“-Bande konnte eine
Kreuzreaktion darstellen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Gid2-Has; hochstwahrscheinlich mit FBPase und
Rpt5p (bzw. dem 26S-Proteasom) zu den untersuchten Zeitpunkten interagiert. Eine

Interaktion zwischen Gid2-Ha; und GST-Vid24p konnte dagegen nicht gezeigt werden.
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In analog durchgefiihrten Co-IP-Experimenten, bei welchen Ubc8-Has; mit Ha-Antikérpern
gefdllt wurde, konnten keine mit diesem Protein interagierende Partner (FBPase, GST-

Vid24p, RptSp) gefunden werden.

A YFI6 (vid24A GID2-HA 3) YFI10 YFI11 B
AT GID2-HA (GID2-HA3
PYEXAT-1VID24 ( 3 | Ceorom
FBPI-P}S) FBPI-PIW)
- - - W303-1B
nativer denaturierender nativer (WT)
| Aufschluf3 Aufschluf3 Aufschluf3
r Y - r
& : " —FBPase Lyse| IP
O et o BTN g —FBPase
at i B e 0 0 20
—GST-Vid24 Zeit nach
Glucosezugabe
0 0 2525(0 0 2525/ 0 0 25 25|0 25 (min)
Zeit nach Glucosezugabe (min)

Abb. 5-57: Suche nach Interaktionspartnern von Gid2p. Dazu wurden Co-Immunoprizipitationen
durchgefiihrt. Native Aufschliisse der Stimme YFJ6 (vid24A GID2-HA;)/pYEX4T-1VID24, YFJ10 (FBPI-
PIS GID2-HA;), YFIJ11 (FBPI-PIW GID2-HA;) bzw. denaturiend aufgeschlossene Rohextrakte des
Stammes YFJ6 (vid24A GID2-HA;)/pYEX4T-1VID24 wurden mit kovalent an Protein A Sepharose
gebundenen Ha-Antikorper immunoprizipitiert (A). Native Aufschliisse des Stammes W303-1B (Wildtyp)

wurden mit Ha-Antikérper immunoprizipitiert (B).
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6 Diskussion

Wachsen Zellen der Hefe S. cerevisiae auf nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen, so wird
das gluconeogenetische Schliisselenzym Fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase) exprimiert,
um die zum Uberleben nétige Glucose aus vorhandenen Kohlenstoffquellen zu synthetisieren.
Diese Derepression, meist in Medien, die Ethanol oder Acetat als Kohlenstoffquellen
enhalten, mull hierbei mindestens 5 h lang erfolgen, damit die Hauptmenge der FBPase
synthetisiert werden kann. Wird den Zellen nach der Derepression Glucose wieder zugénglich
gemacht, so setzt die Katabolitinaktivierung der FBPase ein. Diese besteht aus einer
Abschaltung der Expression auf Transkriptionsebene, einer Reduzierung der Enzymaktivitit
durch Phosphorylierung am Serinrest 11 der FBPase und eines davon unabhidngigen
proteolytischen Abbaus. Bei all diesen Prozessen dient die Glucose als Signal. Der
proteolytische FBPase-Abbau wird als Glucose-induzierte Katabolitdegradation bezeichnet.
Der Zweck der Katabolitinaktivierung besteht fiir die Zelle darin, einen unndtigen ATP-
Verbrauch durch gleichzeitige Phosphorylierung von Fructose-6-phosphat zu Fructose-1,6-
bisphosphat und Dephosphorylierung von Fructose-1,6-bisphosphat zu Fructose-6-phosphat

zu verhindern.

Uber den Ort der Katabolitdegradation der FBPase gibt es nach wie vor in der Literatur
unterschiedliche Ansichten. Wihrend Arbeiten in unserem Labor gezeigt haben, dass die
FBPase durch Polyubiquitinierung als proteasomales Substrat markiert und vom 26S-
Proteasom erkannt und abgebaut wird (Schork et al., 1994a; Schork et al., 1994b; Schork et
al., 1995; Schuele et al., 2000), wird in Arbeiten der Gruppe um H.L. Chiang eine
Verpackung der FBPase in Vesikel u.a. mit Hilfe der Proteine Vid22p und Cprlp, ein
nachfolgender Transport dieser sogenannten Vid-Vesikel (vacuolar import and degradation)
unter Beteiligung des Vid24p zur Vakuole und eine dort erfolgende Proteolyse favorisiert
(Brown et al., 2001; Brown et al., 2000; Brown et al., 2002; Chiang and Schekman, 1991;
Chiang et al., 1996; Chiang and Chiang, 1998).

Um zu iberpriifen, ob eine unterschiedliche Derepressionszeit einen Grund fiir einen
verdanderten Ort des FBPase-Abbaus darstellen konnte, wurde der Abbau nach 48 stiindiger
Derepressionszeit untersucht. Dies entspricht der von der Gruppe um H.L. Chiang
verwendeten Derepressionszeit, wohingegen in unserem Labor nur 5 — 16 h lang dereprimiert

wird. Zudem wurde auch das von der Gruppe um Chiang verwendete Medium zur
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Derepression benutzt, welches Acetat als Kohlenstoffquelle statt des bei uns verwendeten
Ethanols enthielt. Nach dieser Derepressionszeit (48 h) konnte nur eine Beteiligung des
Proteasoms an der Katabolitdegradation gezeigt werden (Abb. 5-1), wobei insgesamt der
Abbau auch im Wildtyp langsamer verlief als nach nur 5 — 16 stlindiger Derepressionszeit.
Wihrend in einem Stamm, in welchem die vakuoldren Proteasen yscA und yscB deletiert
waren (YMTAB), kein Unterschied zum Abbau in einem Wildtyp-Stamm zu sehen war,
konnte in einem Stamm mit Mutationen in proteasomalen Untereinheiten (WCG4-11/22) ein
verlangsamter Abbau gegeniiber dem Wildtypstamm beobachtet werden. Unter diesen
Bedingungen ist Vid24p essentiell, wohingegen die Autophagozytoseproteine Autdp und
Aut5p fiir den Abbau nicht bendtigt werden.

Da nach 48 stiindiger Derepression noch kein vakuoldrer FBPase-Abbau festestellbar war,
wurde die Derepressionszeit auf 65 h erhoht. Auch unter diesen Bedingungen ist der FBPase-
Abbau in einem Wildtypstamm gegentiiber einem nur 5 — 16 h dereprimierten Wildtypstamm
(Halbwertszeit 20 — 30 min) stark verlangsamt (Abb. 5-2). Insgesamt konnten 2 verschiedene
Abbaumechanismen beobachtet werden. Zum einen war in Experimenten, in welchen der
Wildtypstamm die FBPase sehr langsam abbaute, der FBPase-Abbau in den Stimmen
YMTAB, in welchem die vakuoldren Proteinasen yscA und yscB deletiert sind, und WCG4-
11/22, der Mutationen im Proteasom trigt, ebenfalls fast vollstindig blockiert. In
Experimenten, in welchen der Wildtypstamm eine relativ normale Halbwertszeit der FBPase
aufwies, konnte eine deutliche Beteiligung des Proteasoms, aber nur eine geringe Beteiligung
(etwas verzogerter Abbau im Stamm YMTAB, in welchem die vakuoldren Proteinasen yscA
und yscB deletiert sind, im Vergleich zum Wildtypstamm) der Vakuole gezeigt werden. Wie
sich in Uberlebenstests zeigte, iiberlebte sowohl ein Wildtypstamm als auch ein proteasomaler
Mutantenstamm eine lange Derepressionszeit deutlich besser als ein Stamm mit Defekten in
der vakuolédren Proteolyse (YMTAB) (Abb. 5-7). Dies kann daran liegen, dass die Vakuole
bei zunehmender Hungerungszeit immer wichtiger fiir das Uberleben der Zelle wird, da durch
den unspezifischen Abbau cytosolischer Proteine oder ganzer Organellen in der Vakuole
sowohl Energie als auch wichtige Biomolekiile gewonnen werden. Die schlechte
Uberlebensrate des Stammes YMTAB, in welchem die vakuoldren Proteinasen yscA und
yscB deletiert sind, kdnnte ein Grund dafiir sein, dass der FBPase-Abbau nach 65 stiindiger
Derepressionszeit im Vergleich zum Wildtypstamm verlangsamt ist. Tote Zellen kénnen
hierbei einen verlangsamten FBPase-Abbau vortduschen. Und je groBer der Anteil an toten

Zellen ist, desto stdrker scheint der FBPase-Abbau blockiert zu sein.
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Stamme mit mutiertem aminoterminalem Prolin der FBPase zeigen nach 65 h Derepression
einen fast vollstindig blockierten FBPase-Abbau.

Weiterhin wurde nach 65 stlindiger Derepression untersucht, ob und in welcher Menge
FBPase zu unterschiedlichen Zeiten der Inaktivierung in dem Stamm YMTAB, in welchem
die vakuoldren Proteinasen yscA und yscB deletiert sind, in der Vakuole zu finden ist. Da in
diesem Stamm ein vakuoldrer Abbau nicht stattfinden kann, sollte nach Chiangs-
Abbaumodell die FBPase-Menge in der Vakuole nach Glucosezugabe ansteigen. Leider
konnte in Zellfraktionierungsexperimenten die Vakuole in der Mehrzahl der untersuchten
Zellen nie intakt gehalten werden, wodurch eine quantitative Aussage iiber die Menge der
FBPase in der Vakuole im Vergleich zum Zytosol nicht getroffen werden konnte (Abb. 5-6).
Was man allerdings aussagen konnte, ist, dass vor, eine Stunde nach und zwei Stunden nach
Glucosezugabe eine deutliche Menge an FBPase in der Vakuole vorlag. Da sich eine
vergleichbare Menge aber schon wéhrend der Derepression in der Vakuole befand, wurde
diese FBPase-Menge eher durch Autophagozytose in die Vakuole befordert und hat

wahrscheinlich nichts mit der Katabolitdegradtion zu tun.

Insgesamt konnte durch die Untersuchung des FBPase-Abbaus nach 48 bzw. 65 stiindiger
Derepressionszeit die Ergebnisse unseres Labors, die das Proteasom als FBPase-Abbauort
belegen, bestitigt werden. Ein vermeintlicher vakuoldrer Einfluss auf den Abbau wird wohl
eher durch die geringere Uberlebenstrate des YMTAB-Stammes vorgetiuscht, da tote Zellen

die FBPase nicht mehr abbauen konnen.

Die Verwendung von Acetat- statt Ethanol-haltigem Derepressionsmedium hat bei 16
stiindiger Derepressionszeit keinen Einfluf3 auf den zelluldren Ort des FBPase-Abbaus (Abb.
5-8 und 5-9). Mit beiden Medien kann eine Beteiligung des Proteasoms bestdtigt und eine

Beteiligung der Vakuole ausgeschlossen werden.

Um weitere Informationen iiber den proteasomalen Abbau der FBPase zu erhalten wurde
versucht neue Komponenten dieses Abbauweges zu finden. Am proteasomalen Abbau der
FBPase beteiligte Proteine werden Gid-Proteine genannt (glucose induced degradation
deficient).

Den getesteten Chaperonen der Hsp70-Familie Ssalp, Ssa2p, Ssa3p, Ssa4p, Ssbl und Ssb2
(Abb. 5-10), die fiir das vegetative Wachstum der Zellen essentiell und an einer Vielzahl von
Prozessen beteiligt sind, sowie der AAA ATPase Cdc48p (Abb. 5-12), welche als Bestandteil
des Cdc48-Ufd1-Npl4-Komplexes am Erkennen polyubiquitinierter Substrate und an der
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Prasentation dieser Substrate gegeniiber dem 26S-Proteasom beteiligt ist, den 3 getesteten
Proteinen mit UbA-Doméne (Rad23, Dsk2 und Rpnl10) (Abb. 5-15), welche iiber diese UbA-
Doméne Ubiquitinketten binden konnen, und den getesteten Autophagozytoseproteinen
Autlp, Aut3p und Aut5p (Abb. 5-16) konnte dabei keine Beteiligung am Abbau der FBPase
nachgewiesen werden. Dagegen zeigten drei Ufd-Proteine, namentlich Ufd1p, Ufd3p/Doalp
und Ufd5p/Rpn4p, eine Beteiligung am FBPase-Abbau (Abb. 5-13 und 5-14). In Pulse Chase-
Analysen der Katabolitdegradation der FBPase in Mutantenstimmen dieser Proteine konnte in
allen drei Stimmen eine mindestens zweifache Stabilisierung der FBPase beobachtet werden.
Ein ufd2-1-Mutantenstamm dagegen zeigte keinen Defekt im FBPase-Abbau. Auffillig bei
diesen Mutantenstdmme war, dass diese Stimme ein relativ schlechtes Wachstum zeigten. So
kann dieser Befund evtl. auch auf dieses schlechte Wachstum zuriickzufiihren sein. Im
verwendeten Wildtyp (BWG1-7a) war die Halbwertszeit der FBPase etwa doppelt so grof3
wie in einem W303-1B- oder WCG4a-Wildtyp. Dagegen wiirde eine Stabilisierung der
FBPase im ufd3-1-Mutantenstamm Sinn ergeben, da hier die Menge des fiir den FBPase-
Abbau bendtigten Ubiquitins geringer als im Wildtyp ist. Gegen eine Beteiligung des Ufd1p

am Abbau spricht, dass in einem cdc48"%%

-Mutantenstamm kein verzogerter FBPase-Abbau
feststellbar war. Da beide Proteine ihre Funktion im Cdc48-Ufd1-Npl4-Komplex haben, sollte

eigentlich ein Defekt in beiden Mutantenstimmen oder in keinem der beiden zu erwarten sein.

Durch eine Pulse Chase-Analyse des FBPase-Abbaus in einem vid24-Deletionsstamm wurde
die wichtige Rolle des Vid24p im Abbau bestétigt (Abb. 5-43). Die Analyse zeigte einen im
Vergleich zum Wildtyp deutlich verlangsamten FBPase-Abbau. Vid24p / Gid4p kann somit
zu Recht zu den Gid-Proteinen gezéhlt werden.

Weiterhin wurde ebenfalls in Pulse Chase-Analysen der Katabolitdegradation der FBPase in
Deletionsmutanten der von Jochen Regelmann gefundenen neuen Gid-Gene GIDS / VID28,
GID6 / UBPI14, GID7 und GIDS der Status dieser Gene als GID-Gene bestétigt (Abb. 5-21, 5-
22 und 5-23). In sémtlichen Deletionsmutanten ist die FBPase unter
Inaktivierungsbedingungen deutlich stabilisiert. Die geringste Stabilisierung der FBPase
zeigte der ubpl4-Deletionsstamm mit ca. 2,5-fach. Somit sind inzwischen 8 Gid-Proteine
bekannt.

Als 9. GID-Gen wurde FYVI0 indentifiziert. In einer Pulse Chase-Analyse des FBPase-
Abbaus in einem entsprechenden Deletionsstamm war der FBPase-Abbau fast vollstindig
blockiert (Abb. 5-24). Fyv10p wurde deshalb auf einen Einfluss auf die Katabolitdegradation

der FBPase hin getestet, da bei einer systematischen Identifikation von Proteinkomplexen in
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S. cerevisiae durch Massenspektroskopie (Ho et al., 2002) ein moglicher Komplex
indentifiziert wurde, welcher 6 der 8 bisher bekannten Gid-Proteine enthalten konnte und u.a.
auch Fyv1Op. Bei der Indentifikation des Komplexes diente zum einen Gid7p und zum
anderen das bisher unbekannte Protein Ybl049wp als Angeln. Mit beiden Proteinen konnten
eine Interaktion mit Gidlp, Gid2p, GidSp, Gid8p und Fyv10p gefunden werden. Gid7p und
Ybl049wp interagierten ebenfalls wechselseitig miteinander. AuBBerdem gab es noch weitere
Proteine, die nur mit einem der beiden Proteine interagierten, u.a. Vid24p mit Gid7p. Da nun
auller Fyv10p auch Ybl049wp jeweils 5 Gid-Proteine im mdglichen Komplex nachgewiesen
wurden, sollte auch der Einflu3 dieser beiden Proteine auf den FBPase-Abbau untersucht
werden. Wahrend fiir das Fyv10p eine deutliche Beteiligung an der Katabolitdegradation der
FBPase gefunden wurde und somit Gid9p genannt wurde, zeigte Ybl049wp keine Beteiligung
am FBPase-Abbau (Abb. 5-24).

Da inzwischen auch 3 Vid-Proteine, also 3 von der Gruppe um H.L. Chiang gefundene, am
vakuoldren FBPase-Abbau beteiligte Proteine, als Gid-Proteine identifiziert wurden (Vid30p /
Gidlp, Vid24p / Gid4p und Vid28p / GidSp), sollte iiberpriift werden, ob noch weitere von
der Gruppe um H.L. Chiang gefundene Proteine am proteasomale Abbau der FBPase beteiligt
sind. Untersucht wurde ein Einfluss der Proteine Vid22p, Vid27p und Cprlp auf die
Katabolitdegradation der FBPase. Keines der drei Proteine zeigte eine Beteiligung an der
Katabolitdegradation der FBPase. In allen 3 entsprechenden Deletionsstimmen zeigte eine
Pulse Chase-Analyse der Katabolitdegradation der FBPase einen dem Wildtypstamm
vergleichbaren FBPase-Abbau (Abb. 5-25 und 5-26). Somit zeigten alle 3 Proteine keinen
Einfluss auf die Ubiquitin-Proteasom-vermittelte Katabolitdegradation der FBPase.

In Abb. 6-1 ist dargestellt, welche Komponenten des Abbaus der FBPase iiber das Ubiquitin-
Proteasom-System sich mit den Komponenten des Abbaus der FBPase iiber die Vakuole
iiberschneiden und welche Komponenten fiir einen der beiden FBPase-Abbauwege spezifisch

sind.

Insgesamt gibt es 4 Komponenten (Gid1lp, Gid4p, Gid5p und Ubclp), die an beiden FBPase-
Abbauwegen beteiligt sind. 8 Komponenten sind bisher spezifisch fiir den proteasomalen, 4
spezifisch fiir den vakuoldren Abbau der FBPase. Die Proteine Vid27p und Vid28p sind
bisher nur in der Saccharomyces Genome Database (SGD) zu finden, Verodffentlichen dazu
von der Gruppe um H.L. Chiang gibt es zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht. Es gibt noch
weiter Vid-Proteine in der SGD-Datenbank, welche allerdings bisher von uns noch nicht

untersucht wurden. Insgesamt kann man sagen, dass es 2 Wege des FBPase-Abbaus geben
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konnte, wenngleich von uns bisher die Existenz des Abbauweges iiber die Vakuole nicht
nachgewiesen werden konnte. Die Existenz sowohl sich iiberschneidender als auch singulér
fiir einen Abbauweg der FBPase zustindige Komponenten stiitz die Vermutung, dass diese 2

verschiedenen FBPase-Abbauwege auch wirklich existieren.

Gidlp / Vid30p [ Gid9p / Fyv10p &
Gid2p / Ydr255¢p @ Ubclp °
Gid3p / Ubc8 & Ubcdp L7
Giddp / Vid24p @ UbcSp o
Gid5p / Vid28p [ Vid22p 0
Gidép / Ubpl4 [ Vid27p 0
Gid7p / Ycl039wp L Cprlp 0
Gid8p / Ymr135cp & Ssa2p 0

beteiligt an Chiangs FBPase-Abbau tiber die Vakuole
nicht beteiligt an Chiangs FBPase-Abbau iiber die Vakuole

®  Dbeteiligt am proteasomalen FBPase-Abbau

O  nicht beteiligt am proteasomalen FBPase-Abbau

Abb. 6-1: Vergleich der gleichen und unterschiedlichen Komponenten des vakuoliren und proteasomalen

FBPase-Abbaus.

Um das E3-Enzym des FBPase-Abbaus zu finden, wurden durch Literatur- und
Datenbanksuche mogliche E3-Enzyme mit HECT- oder RING-Finger-Doménen identifiziert.
Sowohl HECT- als auch RING-Finger-Dominen sind Motive, die bei vielen E3s gefunden
wurden. Deshalb bestand eine berechtigte Hoffnung, dass ein Protein mit einem dieser Motive
eine Funktion als E3 haben konnte. In Deletionsmutantenstimme oder Stimmen mit
Mutantenallelen der gefundenen, moglichen E3-Enzyme wurde der FBPase-Abbau
untersucht. Von den untersuchten 37 verschiedenen, mdglichen E3-Enzymen zeigte nur das
Hex3p eine deutliche Beteiligung an der Katabolitdegradation der FBPase (Abb. 5-17). Das
F-box-Protein Grrlp, welches eine Komponente des SCF-Ubiquitin-Ligase-Komplexes
darstellt, wurde ebenso auf seinen Einflul auf den FBPase-Abbau hin iiberpriift. In einer
entsprechenden Deletionsmutante war ein gegeniiber einem Wildtypstamm etwas
verlangsamter FBPase-Abbau zu beobachten (Abb. 5-17).

Da als einziges der moglichen E3-Enzyme das Hex3p einen deutlichen Einfluss auf den

FBPase-Abbau zeigte, wurde dieser Befund durch eine Pulse Chase-Analyse des FBPase-
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Abbaus in einer hex3-Deletionsmutante iiberpriift. In dieser Analyse war die Halbwertszeit
der FBPase unter Inaktivierungsbedingungen ca. zweimal so gro wie in einem
Wildtypstamm (Abb. 5-18). Da fiir das Hex3p mit Slx8p ein Interaktionspartner gefunden
worden war, der auch eine RING-Finger-Doméne besitzt, wurde mit einer s/x§-
Deletionsmutante ebenfalls eine Pulse Chase-Analyse der Katabolitdegradation der FBPase
durchgefiihrt. Diese erbracht eine etwa dreifache Stabilisierung der FBPase (Abb. 5-19). Die
hier verwendeten Deletionsmutanten waren jeweils homozygot diploid. Da beide
Deletionsmutanten einen Defekt im FBPase-Abbau zeigten, wurde eine haploide
Doppeldeletionsmutante erzeugt und einer Pulse Chase-Analyse des FBPase-Abbaus
unterzogen. Ebenso analysiert wurde die Katabolitdegradation der FBPase in den haploiden
Einfachdeletionsstimme. Erstaunlicherweise wiesen sdmtlichen haploiden Einfach- und
Doppeldeltionsstimme ein FBPase-Abbauverhalten wie ein Wildtypstamm auf (Abb. 5-20).
Somit zeigten die Analysen der Katabolitdegradation der FBPase der haploiden
Deletionsstimme im Gegensatz zu den Analysen der diploiden Deletionsstimme, dass Hex3p
und SIx8p keinen EinfluBl auf den FBPase-Abbau hatten. Diese unterschiedlichen Ergebnisse
in den diploiden und haploiden Stimmen konnten evtl. darauf zuriickzufiihren sein, dass die
haploiden Stidmme frisch bei EUROSCARF (Frankfurt) bestellt worden waren und die
diploiden Stidmme dagegen schon lange Zeit im Kiihlraum gelagert worden waren und

inzwischen unbekannte Mutationen erfahren haben konnten.

Im Gegensatz zu Ergebnissen von Jaroslav Horak (Horak et al., 2002) konnte ich keine
Beteiligung von Hxk2p an der Katabolitinaktivierung der FBPase feststellen (Abb. 5-27).
Getestet wurden zwei verschiedene homozygot diploide Axk2-Deletionsmutantenstimme, von
welchen der eine aus der EUROSCARF-Collection, die unser Labor als Gesamtheit aller nicht
lethalen Hefedeletionsstimme bezogen hatte (ca. 5000 verschiedene Gene), und der andere

unabhingig davon einzeln von EUROSCAREF bezogen worden war.

Das Protein Gid2p wurde einer geanueren Untersuchung unterzogen. Die cytosolische
Lokalisation des Proteins (Schiile, Dissertation 2000) konnte durch eine indirekte
Immunfluoreszenz des Gid2-Ha; bestitigt werden (Abb. 5-32). Das getaggte Protein, welches
vollstdndig funktionell ist (Schiile, Dissertation 2000), ist in der Immunofluoreszenz als
punktierte Struktur im Zytosol erkennbar. Das Gid2-Ha; wird bei Néhrstoffmangel (z.B.
Wachstum auf Ethanol-haltigem Medium oder Erreichen der stationdren Wachstumsphase in
Glucose-haltigem Medium) exprimiert und bleibt nach Glucosezugabe zumindest 4 h lang

relativ stabil, ist aber bei Vorhandesein von Glucose in sich in der logarithmischen
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Wachstumsphase befindlichen Zellen (nach ca. 16 h) nur in geringem Malle vorhanden (Abb.
5-28).

Ein gid2-Deletionsstamm zeigte keinen Autophagozytosephédnotyp (Abb. 5-30). Sowohl beim
Transport von Autophagosomen zur Vakuole als auch bei der Lyse autophagischer Vesikel in
der Vakuole zeigt ein gid2-Deletionsstamm keinerlei Defekte. Aus diesem Grund ist Gid2p
hochstwahrscheinlich nicht an der Autophagozytose beteiligt. Allerdings zeigt der gid2-
Deletionsstamm  einen  verminderten  Gesamtproteinturnover  (Abb.  5-31). Der
Gesamtproteinurnover liegt in etwa zwischen dem eines Wildtypstammes und einer Mutanten
im vakuoldren Abbau (YMTA, vakuoldre Proteinase yscA deletiert, ca. 20 — 25 % des
Turnovers des Wildtypstammes). Bei der Mutante im vakuoldren Abbau funktioniert nur noch
der proteasomale Abbau und somit konnen die verbliecbenen 20 — 25 % des
Gesamtproteinturnovers eines Wildtypstammes, die dieser Stamm nur noch aufweist, der
proteasomalen Proteolyse zugeschrieben werden. Die fehlenden 75 — 80 % sollten demnach
der vakuolédren Proteolyse zugeschrieben werden konnen. Die Gréenordnung des Wertes des
Gesamtproteinurnovers im gid2-Deletionsstamm von ca. 60 — 65 % konnte darauf hindeuten,
dass in diesem Stamm die vakuoldre Proteolyse auf 50 % im Vergleich zum Wildtyp reduziert
ist, also 35 — 40 % des Gesamtproteinturnoverwertes eines Wildtypstammes fehlen. Alternativ
kann auch sowohl die vakuoldre als auch proteasomale Proteolyse im gid2-Deletionsstamm

einen Defekt aufweisen.

Untersuchungen, ob Gid2p in der Zelle in einem groferen Komplex oder als Homomultimer
vorliegt, wurden mit Hilfe von FPLC und Glycerin-Gradienten durchgefiihrt. Mit beiden
Methoden konnen Proteine nach ihrer GroBe bzw. ihrer molekularen Masse aufgetrennt
werden. In beiden Experimenten kolakalisierte das eine molekulare von 51 kDa aufweisende
Gid2-Haz nicht mit Proteinen dhnlicher molekularer Masse wie FBPase (38 kDa) oder 3-
Phosphoglyceratkinase (PGK, 44,7 kDa), sondern mit der als Dodecamer vorliegenden
Aminopeptidase 1 (API, als Komplex ca. 600 kDa) (Abb. 5-33, 5-36, 5-37 und 5-38).
Teilweise erscheint das Gid2-Has im Glyceringradienten in noch hoheren Fraktionen als die
API, sollte also demnach eine molekulare Masse von 600 kDa oder mehr aufweisen. Diese
erh6hte molekulare Masse konnte dadurch erkldrt werden, dass das Gid2-Ha; in einem
groBeren Komplex vorliegt, selber ein Multimer aus mehreren Gid2-Ha; analog dem API
bildet oder durch eine Membran geschiitzt vorliegt und so ein héheres Molekulargewicht
vorgetduscht wird. Letztere Mdglichkeit wurde durch die Verwendung von Triton X-100 (0,2
oder 1 %) beim Glyceringradienten ausgeschlossen. Durch das Triton X-100 werden

Membranen zerstort und so sollte das Gid2-Ha; ohne mogliche Membranschutzhiille bei
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seiner tatsdchlichen Masse erscheinen. Allerdings kolokalisiert in diesem Experiment das
Gid2-Ha; wiederum mit API und somit stammt die hohe Masse nicht von einem membran-
geschiitzten Gid2-Ha;. Damit liegt Gid2-Haj; also entweder in einem groferen Komplex oder
als Homomultimer vor. Dieser Komplex konnte z.B. der bei der systematischen Identifikation
von Proteinkomplexen in S. cerevisiae durch Massenspektroskopie (Ho et al., 2002)

gefundene mdgliche Komplex sein, welcher 7 von 9-Gid-Proteinen enthalten konnte.

Ebenso einer ndheren Betrachtung unterzogen wurde das Protein Vid24p / Gid4p. Vid24p
wird erst nach Glucosegabe zu dereprimierten Zellen exprimiert, ist 10 min nach Glucosegabe
detektierbar und erreicht ca. 20 — 60 min nach Glucosezugabe seine maximale Menge. 90 —
120 min nach Glucosegabe wurde das Protein wieder komplett abgebaut (Abb. 5-44). Somit
ist es bisher das einzige Gid-Protein, welches nur wihrend der Katabolitinaktivierung
vorhanden ist. Es ist nur solange da, bis die FBPase abgebaut ist. Dies ldsst sich daran
erkennen, dass der Abbau des Vid24p mit etwa der gleichen Kinetik verlduft wie der FBPase-
Abbau. Untersucht man nun den Abbau des Vid24p in verschiedenen gid-Deletionsmutanten,
so stellt sich heraus, dass in sdmtlichen Deletionsmutanten mit Ausnahme der gid7-Deletion
das Vid24p nicht mehr oder deutlich verzogert abgebaut wird (Abb. 5-45 und 5-46). Dies
konnte bedeuten, dass die Gid-Proteine auer Vid24p und Gid7p gewisse Funktionen beim
FBPase-Abbau erfiillen und erst durch eine nachfolgende Funktion des Vid24p die FBPase
abgebaut werden kann und dabei das Vid24p gleich mit abgebaut wird. Fiir Gid7p konnte das
bedeuten, dass seine zentrale Funktion im FBPase-Abbau erst nach der Funktion des Vid24p
erfolgt.

In weiteren Deletionsstimmen wurde der Vid24p-Abbau ebenfalls untersucht. Dabei konnte
sowohl fiir Vid22p als auch Hxk2p keine Funktion im Vid24p-Abbau nachgewiesen werden
(Abb. 5-46). Bei der Suche nach dem =zelluliren Ort des Vid24p-Abbaus konnte eine
Beteiligung der Vakuole ausgeschlossen und eine wahrscheinliche Beteiligung des
Proteasoms gezeigt werden (Abb. 5-47). Dieser Befund wiirde die These bestétigen, dass

Vid24p evtl. zusammen mit der FBPase abgebaut wird.

Zur Untersuchung des Vid24p-Abbaus wurde ein polyklonaler Peptid-Antikorper gegen
Vid24p durch eine Kaninchenimmunisierung gewonnen. Dieser konnte fiir die Detektierung
von Vid24p in Western Blot-Analysen von durch alkalische Lyse aufgeschlossenen Proben
gut verwendet werden. Fiir Immunprézipitationen oder das Anfirben der Ergebnisse eines
Glyceringradienten oder einer Membranassoziation war der Antikdrper absolut ungeeignet. In

diesen Experimenten konnte kein Vid24p-Signal detektiert werden. Auch fiir Pulse Chase-
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Analysen des Vid24p-Abbaus war der Antikdrper nicht brauchbar. Hier konnte ebenfalls kein
Vid24p-Signal gesehen werden.

Vor der Immunisierung wurde versucht Ha-getaggte Versionen von Vid24p zu erzeugen. Eine
C-terminale Fusion erwies sich als nicht funktionell beziiglich der Katabolitdegradation von
FBPase (Abb. 5-41), eine N-terminale Fusion konnte mit einem integrativen Plasmid, welcher
ein zweifach N-terminal Ha-getaggtes V/D24-Gen enthielt, nicht erzeugt werden. Die nicht
funktionelle C-terminale dreifache Ha-Fusion des Vid24p konnte ein Indiz dafiir sein, dass

der C-Terminus des Vid24p eine wichtige Funktion beim FBPase-Abbau erfiillt.

Auch der vid24-Deletionsstamm wurde auf einen Autophagozytosephénotyp hin untersucht.
Ebenso wie der gid2-Deletionsstamm verhélt sich der Stamm beim Transport von
Autophagosomen zur Vakuole als auch bei der Lyse autophagischer Vesikel in der Vakuole
wie ein Wildtypstamm (Abb. 5-49). Eine Beteiligung des Vid24p an der Autophagozytose
kann wie beim Gid2p mit groBer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.

Als weiteres wurde untersucht, ob in einer vid24-Deletionsmutante eine ubiquitinierte FBPase
nach Glucosezugabe detektiert werden kann. Hierzu wurde Ha-getaggtes Ubiquitin (Ha-Ub)
mit Hilfe eines Plasmids iiberexprimiert und die erhaltenen Proben mit FBPase-Antikorper
immunoprézipitiert und anschlieBend mit Ha-Antikorper auf das Vorhandensein von FBPase-
(Ha-Ub)y-Konjugaten hin untersucht. Wéhrend vor Glucosezugabe (0-Probe) im vid24-
Deletionsstamm noch keine FBPase-(Ha-Ub)s-Konjugate detektierbar waren, konnten 25 min
nach Glucosezugabe viele Konjugate deutlich erkannt werden (Abb. 5-48). Im im Vergleich
dazu ebenfalls durchgefiihrten Experiment mit einem Wildtyp-Stamm (W303-1B), konnten in
der 0- und 25 min-Probe nur ganz schwache Konjugate-Banden detektiert werden. Diese
fehlenden oder sehr schwachen Konjugate-Banden im Wildtyp konnten daher kommen, dass
hier der FBPase-Abbau normal ablaufen kann und so die Menge an ubiquitinierter FBPase
sehr gering ist, wohingegen im vid24-Deletionsstamm der FBPase-Abbau blockiert ist und
somit sich gréBere Mengen ubiquitinierter FBPase ansammeln konnen. Zur Uberpriifung, dass
die detektierten Banden auch wirklich von FBPase-(Ha-Ub)s-Konjugaten stammen, wurde das
Experiment sowohl im Wildtyp als auch im vid24-Deletionsstamm mit einen Plasmid
durchgefiihrt, der Wildtyp-Ubiquitin (WT-Ub) statt Ha-Ub {ibexprimierte. In den Stimme mit
iiberexprimiertem WT-Ub diirfen keine FBPase-(Ha-Ub)s-Konjugate detektiert werden
konnen. Und wie erwartet konnten in sdmtlichen Proben dieser Stimme mit exprimiertem
Wildtyp-Ubiquitin keine FBPase-(Ha-Ub)s-Konjugate detektiert werden. Dies bestitigt, dass
die detektierten FBPase-(Ha-Ub)y-Konjugate wirklich solche sind. Die Beobachtung von

vielen FBPase-(Ha-Ub)-Konjugaten im vid24-Deletionsstamm, in welchem Ha-Ub
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iiberexprimiert worden war, deutet darauf hin, dass Vid24p seine Funktion erst nach der
Ubiquitinierung der FBPase hat. Seine Funktion konnte darin bestehen, den Transport der

ubiquitinierte FBPase zum Proteasom zu vermitteln.

Um obige Aussage weiter zu stiitzen, wurde getestet, ob das Vid24p mit dem Proteasom
interagiert. In einem GST-Pulldown-Experiment konnten weder die 20S-Untereinheit Puplp
noch die 19S-Cap-Untereinheit RptSp an eine GST-Vid24p-Séule gebunden werden. Als
einziges der untersuchten Proteine konnte Gid2-Ha; an das Siulenmaterial gebunden
gefunden werden (Abb. 5-53 und 5-54). Allerdings wurde das Protein, wenn auch in
geringerem Mal3e, auch an eine GST-Sdule gebunden detektiert. Dies deutet eher auf auf eine
unspezifische Bindung an das Sdulenmaterial oder das GST hin. Dieses Ergebnis wurde auch
auf umgekehrte Weise in einer Co-Immunoprézipitation iiberpriift. Dazu wurde Gid2-Ha; mit
Ha-Antikorpern immunopréizipitiert und darauf untersucht, ob GST-Vid24p mit ausgefillt
werden konnte. Dies war nicht der Fall. Somit scheint es keine Interaktion zwischen Gid2-Ha;

und GST-Vid24p zu geben.

Eine Interaktion konnte dafiir zwischen Gid2-Ha; und FBPase sowie Gid2-Has; und Rpt5p
gezeigt werden. In Co-Immunoprizipitationen wurden Rohextrakte von Gid2-Has-
exprimierenden Stdmmen mit Ha-Antikérpern immunoprizipitiert und auf mit Gid2-Has
mitgefdllte (interagierende) Proteine hin untersucht (Abb. 5-57). FBPase und RptSp
interagierten jeweils vor und 25 min nach Glucosezugabe zu dereprimierten Zellen mit Gid2-
Ha;. Dies galt allerdings nur fiir nativ aufgeschlossene Zellen. In denaturierend
aufgeschlossenen Zellen konnte diese Interaktionen nicht beobachtet werden. So scheint fiir
die Interaktion zwischen den Proteinen die korrekte Faltung essentiell zu sein. Weiterhin
wurde mit einem Wildtyp-Stamm gezeigt, dass die Interaktion zwischen Gid2-Has; und
FBPase nicht ein unspezifisches Binden der FBPase an den Ha-Antikorper ist, da in diesem
Stamm nach Immunprézipitation mit Ha-Antikdrper kein FBPase-Signal detektierbar sein
darf, da ohne das Vorhandensein von Gid2-Ha; der Ha-Antikérper auch nichts fallen konnen
sollte. Und wie erwartet zeigte der Wildtypstamm nach Immunopréizipitation mit Ha-
Antikorper kein FBPase-Signal. Weiterhin wurde getestet, ob eine am Aminoterminus
mutierte FBPase auch mit Gid2-Haj interagieren kann. Von den Mutantenstimmen, in denen
das aminoterminale Prolin der FBPase mutiert ist, ist bekannt, dass der Abbau und die
Ubiquitinierung der FBPase in ihnen nicht mehr stattfinden kann. Eine genaue Funktion des
aminoterminalen Prolins ist bisher noch nicht bekannt. Deshalb sollte {iberpriift werden, ob

das aminoterminale Prolin fiir die Interaktion zwischen Gid2p und FBPase verantwortlich ist.
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Die nachfolgenden Experimente zeigten, dass mit den FBPasen, in welchen das
aminoterminale Prolin entweder gegen Serin oder Tryptophan ausgetauscht war, keine
Interaktion mit Gid2-Ha; mehr moglich war. Das aminoterminale Prolin der FBPase scheint
also eine entscheidende Rolle bei der Interaktion mit Gid2-Has zu spielen. Die Interaktion
zwischen Gid2-Has und Rpt5p wurde dagegen in einem aminoterminal mutierten FBPase-
Stamm nicht beeinflusst. Diese gefundene Interaktion bedeutet nicht zwingend, dass Gid2-
Ha; direkt mit RptSp interagiert, sondern dass Gid2-Has; mit dem 26S-Proteasom an sich

interagieren konnte.

So ergibt sich nun das Bild, dass Gid2p und damit wohl auch der mdgliche Komplex, in
welchem sich Gid2p befindet, schon vor Glucosezugabe mit der FBPase interagiert und diese
Interaktion auch nach Glucosezugabe und damit wéhrend der Katabolitdegradation bestehen
bleibt. Hochstwahrscheinlich wird durch das Glucosesignal die Funktion des Gid2p
enthaltenen Komplexes gesteuert und dieser konnte nun eine Funktion erfiillen, die
letztendlich zur Ubiquitinierung der FBPase fiihrt. Nach der Ubiquitinierung der FBPase
konnte das Vid24p den Transport dieser zum Proteasom vermitteln. Dabei kann auch der
Gid2p-enthaltende Komplex wieder eine Rolle spielen, gerade durch die Interaktion von
Gid2p mit dem 26S-Proteasom. Vid24p konnte der auslosende Faktor dafiir sein, dass der
Komplex die gebundene FBPase zum Proteasom befordert und diese dann dort als Substrat
erkannt und abgebaut werden kann. Mit diesem Abbau konnte auch der Abbau des Vid24p
erfolgen.

Eine weiter mogliche Funktion des Gid2p-enthaltenden Komplex kdnnte auch die Funktion
als Transkriptionsfaktor sein. Hierzu konnten Teile des Komplexes oder der ganze Komplex
in den Zellkern wandern und dort die Expression eines noch unbekannten Faktors steuern, der
nachfolgend eine wichtige Rolle bei der Katabolitdegradation spielen konnte. Diese
Moglichkeit ergab sich dadurch, dass ein im moglichen Komplex mit Gid2p vorliegendes
Protein sich teilweise unter Katabolitinaktivierungsbedingungen im Zellkern befand
(unveroffentliche Daten von Jochen Regelmann).

Welche Proteine in dem Gid2p-enthaltenden Komplex enthalten sind, kann bisher nur
spekuliert werden. Es kann sein, dass die iiber die systematische Identifikation von
Proteinkomplexen in S. cerevisiae durch Massenspektroskopie (Ho et al., 2002) mit u.a.
Gid2p gefundenen interagierenden Proteine Gidlp, Gid4p, Gid5p, Gid7p, Gid8p und Gid9p in
diesem Komplex gemeinsam vorliegen. Es ist natiirlich ebenso moglich, dass weitere

Komponenten oder Komponenten nur zeitweise im Gid2p-enthaltenden Komplex vorliegen.
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Glucose-induzierte Katabolitdegradation
in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
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Abb. 6-2: Schema der Glucose-induzierten Katabolitdegradation der FBPase und Gal2p in der Hefe S.

cerevisiae.

In Abb. 6-2 sind die bisherigen Erkenntnisse und Vermutungen iiber die Katabolitdegradation
zusammengestellt. In Tabelle 10-1 ist eine Ubersicht iiber die bisher entdeckten Gid-Proteine

dargestellt.

Bemerkenswert an den in den Gid-Proteinen vorkommenden Motiven ist die CTLH-Doméne,
welcher bisher noch keine Funktion zugeordnet werden konnte (Tabelle 10-1). Dieses Motif
gibt es in S. cerevisiae nur in 4 Proteinen und alle diese sind Gid-Proteine. Somit kdnnte diese
Domine eine fiir Gid-Proteine typische Doméne sein. Ein weiteres interessantes Motiv weist
Gid7p mit 5 WD-40-Doméinen auf. Diese Doméne dient in den meisten Féllen fiir Protein-
Protein-Wechselwirkungen. Gid7p konnte in dem Gid2p-enthaltenden Komplex als

»Andockstation* fiir andere Proteine des Komplexes dienen.
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7 Zusammenfassung

Die Fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase) ist ein Schliisselenzym der Gluconeogenese. In
Hefezellen, die auf nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen wachsen, wird die FBPase
exprimiert und die Gluconeogenese liefert Glucose. Nach externer Glucosegabe zu den
Hefezellen muss die Gluconeogenese abgeschaltet werden und das Protein wird iiber das
Ubiquitin-Proteasom-System schnell abgebaut.

Gene, deren Deletionsmutantenstimme einen Defekt im glucoseinduzierten Abbau der
FBPase aufweisen, werden GID- (glucose induced degradition deficient) Gene genannt. Mit
den Genen GID4 / VID24 und GIDY9 / FYVI0 wurden 2 neue Komponenten des
proteasomalen FBPase-Abbauweges identifiziert. In Pulse Chase-Analysen des Glucose-
induzierten FBPase-Abbaus wiesen Deletionsmutantenstimme der beiden Gene sowie der
von Jochen Regelmann gefundenen GID-Gene GIDS5 / VID28, GID6 / UBP14, GID7 und
GIDS deutliche Defekte in der Degradation der FBPase auf. Mit diesem Befund konnte alle 6
Gene als GID-Gene bestdtigt werden. Zwei dieser Gene (GID4/VID24 und GID5/Vid28)
wurden zuvor auch von der Gruppe um H.L. Chiang gefunden. Im Unterschied zu unseren
Ergebnissen findet Chiang die Vakuole als Abbauort der FBPase. Dieser Befund konnte
allerdings trotz des Tests des FBPase-Abbaus in Zellen, die langeren Derepressionszeiten (48
oder 65 h statt 5 — 16 h) ausgesetzt waren, nicht bestétigt werden. Dennoch ist es mdglich, dal3
es zwei Abbauwege der FBPase gibt. Da nun mit Gid4p und Gid5p zwei Komponenten
gefunden wurden, die an beiden Wegen beteiligt sind, sollten auch andere Komponenten
untersucht werden, die von der Gruppe Chiang als am Abbau der FBPase iiber die Vakuole
beteiligt gefunden wurden. Die drei untersuchten Gene VID22, VID27 und CPRI zeigten
allerdings keine Beteiligung am proteasomalen Abbau des Proteins. Dies zeigt, daB3 diese
moglichen zwei Abbauwege der FBPase gemeinsame und abweichende Komponenten
besitzen. Da iiber Autophagozytose Proteine unspezifisch in die Vakuole gelangen konnen,
wurde als mogliche Erkldrung fiir Chiangs Befund des vakuoldiren FBPase-Abbaus auch
Autophagozytosemutanten auf eine Beteiligung am Abbau des Enzyms untersucht. Dadurch,
dass die Gene AUTI, AUT3 und AUTYS keinen EinfluB3 auf den FBPase-Abbau zeigten, konnte
bewiesen werden, dal die Autophagozytose nicht am Abbau des Proteins beteiligt ist

Das Protein Gid4p/Vid24p wurde ndher untersucht. Hefezellen, die auf nichtfermentierbaren
Kohlenstoffquellen wuchsen, exprimierten erst nach Glucosezugabe Vid24p. Die

Hauptmenge war nach ca. 20 — 60 min vorhanden. Innerhalb dieses Zeitfensters war es fiir



Zusammenfassung 173

den Abbau der FBPase absolut notwendig. Danach wurde das Protein innerhalb von ca. 90 —
120 min nach Glucosezugabe wieder abgebaut. In Mutantenzellen, in denen die Gene GIDI,
GID2, GID3, GIDS, GID6, GIDS oder GIDY deletiert sind, wurde es verlangsamt abgebaut,
was den Schluf zulésst, dass diese Gene auch fiir die Degradation von Vid24p nétig sind.
Dagegen wird Gid7p nicht fiir den Vid24p-Abbau bendtigt. Vid24p ist wahrscheinlich ein
proteasomales Substrat. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Vid24p seine Funktion im
FBPase-Abbau erst nach der Ubiquitinierung der FBPase ausiibt. Das Protein konnte den
Transport der ubiquitinierten FBPase zum 26S-Proteasom vermitteln. Eine mogliche
Interaktion des Vid24p mit dem Proteasom konnte in GST-Pulldown-Experimenten
ausgeschlossen werden.

Ein weiteres am FBPase-Abbau beteiligtes Protein ist Gid2p. In einem Glyceringradienten trat
das Protein unter Katabolitinaktivierungsbedingungen bei einer molekularen Masse von ca.
600 kDa auf. Da Gid2p monomer nur eine molekulare Masse von 49 kDa besitzt, muss Gid2p
in einem groBeren Komplex in der Hefezelle vorliegen. In diesem Komplex konnte das
Protein mehrfach und / oder mit anderen Proteinen zusammen vorhanden sein. Nachfolgend
durchgefiihrte Interaktionsstudien zeigten eine Interaktion zwischen Gid2p und der FBPase
sowie Gid2p und dem 26S-Proteasom. Dagegen wurde keine keine Interaktion zwischen
Gid2p und Vid24p gefunden. Fiir die Interaktion von Gid2p und FBPase ist das
aminoterminale Prolin essentiell. Wurde eine am Aminoterminus mutierte FBPase verwendet,

so konnte keine Interaktion mehr beobachtet werden.
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8 Abstract

Metabolic adaptation of Saccharomyces cerevisiae cells from a non-fermentable carbon
source to glucose induces selective, rapid breakdown of the gluconeogenetic key enzyme
fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase), a process called catabolite degradation.

The site of catabolite degradation has been controversial till now. Two FBPase degradation
pathways have been described, one dependent on the cytosolic ubiquitin-proteasome
machinery, the other dependent on vacuolar proteolosys.

Genes, whose deletion mutants show an defect in the catabolite degradation of FBPase, are
called GID- (glucose induced degradation deficient) genes. Two novel GID-genes, GID4 /
VID24 and GID9 /FYV10, of the proteasome dependent degradation pathway were identified.
The status as GID-genes of the genes GIDS5 / VID28, GID6 /| UBP14, GID7 and GIDS found
bei Jochen Regelmann were confirmed through pulse chase analysis of the FBPase-
degradation in the apropriate deletion strains.

Two of the above genes (GID4 / VID24 and GIDS5 / VID28) were also found by the group of
H.L. Chiang. Both have a function in the vacuolar degradtion pathway of FBPase. Because of
this finding, that those genes are necessary for both FBPase-degradation pathways, more
genes found by the group of H.L. Chiang were checked for involvement in the proteasome
dependent degradation pathway. All 3 checked genes (VID22, VID27 and CPRI) showed no
involvement in the proteasomal FBPase-degradation. Looking at the above findings you can
conclude, that there are 2 possible pathways for FBPase-degradation, which share some
components.

Yeast cells, which were grown on non-fermentable carbon sources, express Vid24p after
addition of glucose. The main amount is present 20 — 60 min after addition of glucose. 90 —
120 min after addition of glucose Vid24p is completely degraded. The Vid24p-degradation is
Gidlp, Gid2p, Gid3p, Gid5p, Gid6p, Gid8p and Gid9p dependent. Vid24p is most likely a
proteasomal substrate and acts in the FBPase-degradation after the ubiquitination of FBPase.
Because of this you could predict, that Vid24p acts in the targeting of the ubiquitinated
FBPase to the proteasome. A possible interaction between Vid24p and the proteasome could
be ruled out.

Gid2p is a member of a protein complex with a molecular mass of 600 kDa or more. This was
shown in a glycerol gradient. In this experiment the Gid2p was detected with a molecular

mass of 600 kDa or more (monomeric Gid2p has 49 kDa).
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In interaction studies an interaction between Gid2p and FBPase was found, for which the
aminoterminal prolin of FBPase is essential. Another interaction was found between Gid2p

and the proteasome.
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10 Anhang

Tabelle 10-1: Ubersicht iiber die 9 bisher gefundenen Gid-Proteine.

Name |ORF Gewicht | Doménen | Bisherige Erkenntnisse

Gidlp/ | YGL227w | 108 kDa | SPRY - reguliert die Transkription von Genen, die am

Tinlp / LISH Stickstoffmetabolismus beteiligt sind

Vid30p CTLH - “TOR-interactor” Tinlp interagierte mit den
Kinasen Torlp and Tor2p in einem Two Hybrid
Screen.

Gid2p |YDR255c |49 kDa |CTLH - wird wéihrend des Wachstums auf Ethanol-

haltigem Medium exprimiert

- hat seine Funktion vor oder wihrend der
Ubiquitinierung der FBPase

- ist ein losliches cytosolisches Protein und ist
nicht membrangeschiitzt

- interagiert mit FBPase and dem Proteasom

- liegt in einem mindestens 600 kDa gro3en

Komplex in der Zelle vor

Gid3p/ | YELO12w |25 kDa |UBCc - E2-Enzym
Ubc8p - wird wihrend des Wachstums auf Ethanol-
haltigem Medium exprimiert

- wird nach Glucosezugabe wieder abgebaut

Gid4p/ | YBR105c |41 kDa - wird nach Glucosezugabe zu dereprimierten
Vid24p Zellen exprimiert und anschlieBend schnell
wieder abgebaut

- hat seine Funktion nach der Ubiquitinierung
der FBPase

- Der Abbau ist Gid1p, Gid2p, Ubc8p, Vid28p,
Ubp14p, Gid8 and Gid9p abhingig

Gid5p/ | YILO17¢ |105 kDa | ARM
Vid28p repeat

Gidép / | YBRO58c |91 kDa |2x UBA |- Deubiquitinierendes Enzym
Ubpl4 ZnF _UBP
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UCH-1
UCH-2

Gid7p |YCLO39w |84 kDa |5 x WD-40

Gid8p |YMRI135c |51 kDa |LisH
CTLH

Gid9p / | YILO97w |60 kDa |CTLH

Fyv10p
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