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Emleitung

1 Einleitung

Wie schafft es eine Zelle ein neu synthetisiertes Protein in die korrekte funktionsfihige Form
zu Uberfuhren? Anfinsen (1973) untersuchte dieses Phinomen und fand heraus, dass denaturierte
Ribunuklease A bei Entfernen des denaturierenden Agens sich spontan in die aktive Form zu-
ruckfalten konnte. Es waren weder zusitzliche Energie noch weitere Faktoren notig. Das bedeu-
tet zum einen, dass die korrekte Faltung offenbar den energetisch glinstigsten Zustand darstellt,
und zum anderen die Information tber die korrekte Faltung vollstindig durch die Aminosiure-
sequenz beschrieben wird. Der Prozess der Faltung verliuft nach bisherigem Wissen hierar-
chisch, das heil3t, dass sich zunichst in kleinen Bereichen Sekundarstrukturen ausbilden und
nachfolgend die schrittweise Faltung dieser vorgeformten Abschnitte zur Tertiarstruktur erfolgt.
Umgekehrt bedeutet dies, dass eine in einem Teil des Molekiils bereits ausgebildete Tertidrstruk-
tur offenbar keinen Finfluss auf die Art der Sekundarstruktur in anderen Bereichen hat (Baldwin
und Rose, 19992) (Baldwin und Rose, 1999D).

Die physiologischen Verhiltnisse 1 einer Zelle sind jedoch weitaus komplizierter als die
Versuchsbedingungen 2z vitro, die 1n der Regel einer unendlichen Verdinnung entsprechen (Ellis
und Hartl, 1999). Die Synthese der Proteine am Ribosom erfolgt sequenziell, so dass die fiir eine
korrekte Faltung notwendigen Dominen unter Umstanden noch gar nicht synthetisiert wurden.
Besonders kritisch sind hierbei hydrophobe Bereiche, die im wissrigen Millieu zu Aggregationen
neigen. Durch die hohe Proteinkonzentration im Cytosol und die Tatsache, dass sich an einem
Polysom das gleiche Protein 1n enger Nachbarschaft in verschieden Phasen semer Synthese be-
findet, existieren viele Moglichkeiten von derartigen unerwiinschten Wechselwirkungen sowohl
mntra- als auch mtermolekular (Agashe und Hartl, 2000).

In emer eukaryontischen Zelle ergibt sich zusatzlich das Problem des Proteintransports in
die Zellkompartimente durch Membranen hindurch. Fir diesen Transport, z. B. in Mitochond-
rien und Chloroplasten, st zunichst emne kontrollierte Entfaltung notwendig ist. Innerhalb des
Organells muss das Protein dann wieder seine native Form erlangen (Jensen und Johnson, 1999).
Fir alle diese Prozesse der Erlangung und Aufrechterhaltung des korrekten Faltungszustandes
eines Proteins gibt es daher in allen Zellkompartimenten eine ganze Reihe von Faltungshelfer-
proteinen, sogenannte ,,molekulare Chaperone®. Diese Proteine unterstiitzen — zumeist unter
Energieverbrauch — die Faltung anderer Proteine, tibertragen jedoch keine sterische Information
(Bukau, ez al., 2000).

Die Einterllung der Chaperone erfolgt in verschiedene Familien. Aufgrund der Induzierbar-

keit durch Hitzestress werden sie mitunter auch als Hitzeschock-Proteine (heat-shock proteins,
1
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Hsp), bezeichnet, sind jedoch zum Teil auch durch andere Faktoren wie oxidativen Stress oder

Schwermetallionen induzierbar.

1.1  Die Chaperonine

Die Gruppe der Chaperonine unterteilt sich in die Hsp60-Familie und die TRiC-Familie.
Diese Proteine bilden fassartige Strukturen aus iibereinandergestapelten Ringen. Im Innern eines
solchen Fasses erfolgt der Faltungsprozess (Mayhew ez al., 1996; Mayhew und Hartl, 1996). Zu der
Hsp60 Familie gehoren das bakterielle GroEL mit seinem Co-Faktor GroES, die eukaryonti-
schen Homologen Hsp60/Hsp10 in den Mitochondtien und Csn60/Csnl0 in den Plastiden.
(Ellis und Hartl, 1996; Hemmingsen ef a/, 1988). Im Cytosol eukaryontischer Zelllen wird der
Komplex TRiC genannt (TCP1- containing ring complex) und besteht aus zwe1 iiberemnander-
gestapelten Ringen aus jeweils 8 oder 9 verschiedenen Untereinheiten mit einem Molekularge-
wicht von jeweils etwa 55 kDa. Der Anteil des Chaperonins am gesamten Proteinfaltungspro-
zess in der Zelle unterscheidet sich in Pro- und Eukaryonten wesentlich. Waihrend 1n
Prokaryonten 10-15 % aller neusynthetisierten Proteine von GroEL/GroES in Wechslwitkung
treten, ist die Beteiligung von Chaperoninen im Cytosol der Eukaryonten weniger ausgepragt.
Als Substrate sicher identifiziert wurden bisher nur Aktin und Tubulin.

Wihrend der prokaryontische GroEL/GroES—Komplex eine posttranslationale Faltung sei-
ner Substrate vornimmt, konnte beim eukaryontischen TRiC auch ein cotranslationaler Prozess
nachgewiesen werden (Netzer und Hartl, 1997; Netzer und Hartl, 1998).

Das Chaperonin aus Archaea wird gelegentlich auch als Thermosom bezeichnet und weist
mehr Ahnlichkeiten zum eukaryontischen als zum bakteriellen Chaperonin auf, besitzt jedoch

nur 2-3 verschiedene Untereinheiten (Macatio ez a/, 1999).

1.2 Die Hsp70-Familie

Vertreter der Hsp70-Familie existieren in Prokaryonten und in den meisten Kompartimenten
eukaryontischer Zellen, so z. B. in Kern, Mitochondrien, Plastiden, Endoplasmatischem
Reticulum und im Cytosol. Viele Eukaryonten besizten neben hitzeinduzierbaren auch eine oder
mehrere konstitutiv exprimierte Formen (Hsc70) von Hsp70s.

In Escherichia coli wurden diese Proteine zunichst in Verbindung mit einer gestorten
Replikation von Phagen-DNA gefunden und tragen daher die Bezeichnung DnaK (entspricht
Hsp70 in Eukaryonten) und der zugehoérige Co-Faktor Dna] (entspricht Hsp40 in Eukaryonten)
(Zylicz, 1993; Zylicz et al., 1989).
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Aufbau und Funktion eines Hsp70 lisst sich anhand seiner Primirstruktur mn dret Domianen
einteilen. Der N-Terminus wird durch eine hochkonservierte 45 kDa ATPase-Domine gebildet,
daran schliesst sich emne 15-18 kDa grofle Substratbindungsdomine an, die tber hydrophobe
Bereiche fur die Wechselwitkung mit ungefalteten Substraten verfiigt. Der etwa 10 kDa
umfassende C-Terrminus ist wenig konserviert und bestimmt die Wechselwirkung mit dem Co-
Faktor Hsp40 und weiteren Chaperonen (Cyr ef al., 1994; Wang ez al, 1993). Viele cytosolische
Hsp70s besitzen am extremen C-Terminus die Aminosiuren EEVD. Dieses Motiv beeimnflusst
wesentlich sowohl die ATPase-Aktivitat, als auch die Interaktion mit Substratpeptiden (Scheufler

et al., 2000).
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Abbildung 1-1 Modell des Reaktionszyklus von DnaK/DnaJ und GrpE

Das ungefaltete Substrat bindet an DnaJ und imnteragiert mit DnaK in der ATP-gebundenen Form (a). Durch
Hydrolyse des ATP bildet sich ein stabiler Komplex aus Dna], DnaK(ADP) und dem Substrat (b). Der Nukleoti-
daustauschfaktor GrpE bewirkt das Ablésen des ADP, durch die erneute Bindung von ATP zerfillt der Komplex
(c) und DnaK und Dna]J stehen fiir einen neuen Reaktionszyklus zur Verfugung (d). Das Substratprotein erlangt
seine native Form, wird an GroEL weitergegeben oder durchliuft einen weiteren Dnalk/Dna]-Zyklus.

Hsp70s binden etwa 5 Aminosiuren umfassende hydrophobe Abschnitte ungefalteter
Proteine und verhindern so deren Aggregation. In einem ATP-abhingigen Prozess unter
Beteiligung des Co-Chaperons Hsp40 wird das Substratpeptid wieder freigesetzt. Bei
Prokaryonten existiert zusitzlich zu den Hsp70- und Hsp40-Homologen DnaK und DnaJ der
Nukleotidaustauschfaktor GrpE. Entsprechende eukaryontische GrpE-Homologe sind nur aus
Mitochondrien (Bolliger ez al, 1994) und Plastiden (Schlicher und Soll, 1997) bekannt. Der

Reaktionszyklus ist in Pro- und Eukaryonten gut charakterisiert (Hartl, 1996; Laufen ez al., 1999;
3
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Suh ez al, 1999). Abbildung 1-1 zeigt schematisch den Reaktionsverlauf fir Dnall/DnaJ. Im
ATP-gebundenen Zustand besitzt DnaK nur eine geringe Affiitit zu seinem ungefalteten
Substrat, was ein schnelles Binden und Ablosen erméglicht. Dna] stimuliert die ATP-Hydrolyse
und bewirkt die Ausbilung eines stabilen Komplexes aus DnaK, Dna] und dem Substrat. In
einem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt erfolgt durch GrpE das Ablésen des ADP vom
DnaK. Sobald sich ATP an DnaK anlagert, zerfillt der Komplex, und ein neuer Reaktionszyklus
kann beginnen.

Trotz ihrer ausgeprigten Homologien besitzten Hsp70s verschiedene Substratspezifititen
und sind untereinander nur eingeschrinkt austauschbar (James ez 4/, 1997). Im Cytosol von
Saccharomyces cereviszae existieren insgesamt 6 verschiedene Hsp70s: Ssalp, Ssa2p, Ssa3p, Ssa4p,
Ssb1p und Ssb2p Von diesen benétigt die Zelle zum Uberleben lediglich irgendeines aus der
Ssa-Gruppe. Die grofiten funktionalen Unterschiede bestehen zwischen den beiden Gruppen
Ssa und Ssb. Die beiden Ssb-Proteine unterscheiden sich untereinander lediglich in einer
Aminosaure, weisen zu den Hsp70s der Ssa Gruppe eine Homologie von nur 60 % auf und
besitzen einen um etwa 30 Aminosduren verkurzten C-Terminus ohne EEVD-Motiv. Im
Gegensatz zu Hsp70s der Ssa-Klasse wird thre Expression durch Hitze oder oxidativen Stress
vermindert. AuBBerdem lisst sich thre ATPase-Aktivitat weder durch Peptidsubstrate noch durch
DnaJ-Homologe beeinflussen. Die vier Hsp70 der Ssa-Gruppe unterscheiden sich vo allem in
threm Expression. SSA1 und SSA2 werden kostituttiv expremiert, SSA1 ist zusitzlich
stressinduzierbar; SSA3 und SSA4 werden ausschlieSlich bei Stress exprimiert.

Als Co-Faktoren von menschlichen Hsp70s sind neben den spiter ausfiithrlicher beschriebe-
nen Hsp40s noch einige weitere Proteine bekannt (Ballinger e a/., 1999). Hierzu zahlt die Gruppe
der BAG-Proteine, die die ATPase-Aktivitit inhibieren (Takayama et al, 1997) (Takayama ez al.,
1999), Ein kompetitiver Antagonist von BAG-Proteinen ist das Hip. Dieses Protein stabilisiert
den Hsp70 Substratkomplex und ist beteiligt an der Bildung des Hsp70/Hsp90/Hop-
Komplexes (Hohfeld ez a/, 1995). Mit Hilfe dieses Chaperon-Systems wird die Faltung von eini-
gen Transkriptionsfaktoren und Proteinkinasen bewirkt. Ein weiterer Regulator der ATPase-
Aktivitait von Hsp70 ist das CHIP (C-terminus of Hsc70 interacting protein) (Ballinger ez al,
1999).

Die am weitesten verbreiteten Co-Faktoren fir Hsp70 sind die Mitglieder der Hsp40-
Familie. Thre Struktur und Lokalisation hat Einfluss nicht nur auf die Aktivitit von Hsp70, son-
dern auch auf die Substratspezifitit. FEinerseits existieren bestimmte Paarungen von
Hsp70/Hsp40, andererseits konnen ein und demselben Hsp70 dutrch verschieden Hsp40s unter-

schiedliche Funktionen zugewiesen werden (Kelley und Georgopoulos, 1997; Rassow ez al., 1994).
4
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Alle Hsp40s besitzten eme ca. 70 Aminosauren umfassende J-Domaine, die emne ATP-abhingige
Bindung von Substratpeptiden durch Hsp70 reguliert (Karzai und McMacken, 1996; Langer ¢z al,
1992; Laufen ez al, 1999; Wall et al,, 1994) Die Struktur der J-Domine des Dna] aus E. co/ ist aus
NMR-Untersuchungen bekannt Sie besteht aus vier o-Helices, die ein Helix-turn—helix, loop,
helix-turn-helix-Anordnung einnehmen. Der Loop zwischen den Helices II und III enthilt das
hochkonservierte HPD-Motiv, das fur die Sttmulierung der ATPase-Aktivitat von Hsp70 abso-

lut essentiell ist.

Hsp40 family J domain only

oa)  EEERITe I
376 ; . s

Viral T antigens, Csp, Hsj1

S - T
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Copr ] [ BT
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ST (G 2 E—
377
| J domain Zn-finger-like domain [ Mitochondrial presequence
GF Gly-Phe-rich region Region with weak homology l Signal sequence
among Hsp40s

Abbildung 1-1 Dominenstruktur ausgewihlter DnaJ-homologer Proteine

Die Hsp40-Proteine vom Typ1 besitzen eine Zn-Fingerdomine, die den Proteinen des Typs 2 fehlt (links),
die Proteine des Typs 3 (mitte) besitzen lediglich die J-Domine als gemeinsames Merkmal und weisen keine
Chaperon_Aktivitit auf. Die rechte Abbildung zeigt die aus NMR-Daten ermittele Struktur der J-Domine des
DnaJ aus E. /i (Kelley, 1997).

Die Gruppe der Hsp40-Proteine kann anhand ihrer weiteren Primarstruktur mn dret Sub-
Typen unterteilt werden. Hsp40s vom Typl und Typ2 konnen beide als Chaperone fungieren
und denaturierte Proteine an Hsp70 heranfithren. Jedoch sind Typ1- und Typ2-Hsp40s funktio-
nal nicht equivalent (Caplan und Douglas, 1991; Luke ez a/., 1991) und weisen groflere Unterschie-
de 1 threr Chaperon-Aktivitit auf (Lu und Cyr, 1998). Vertreter des Typsl wie das DnaJ aus E.
coli , Hdj2 aus Mensch und Ydjlp aus Hefe besitzen eine Zinkfinger-Domine, die vermutlich
dhnlich wie Zinkfingermotive bei DNA-bindenden Proteinen aufgebaut ist. Zusammen mit ei-

nem konservierten C-Terminus fihrt dies auf eine noch unbekannte Art und Weise zum Erken-
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nen nicht nativer Proteine (Banecki ez a/., 1996; Goffin und Georgopoulos, 1998; Szabo ez al., 1996).
Hsp40 vom Typ2, wie das menschliche Hdjl und Sislp aus Hefe (Luke ez 4/, 1991; Zhong und
Arndt, 1993) besitzen kein Zink-Finger Motiv aber den konservierten C-Terminus. Mechanismus
und Substratspezifitit threr Chaperon-Aktivitit ist daher etwas verschieden von den Hsp40s des
Typs 1.

Die Hsp40s vom Typ3 besitzten lediglich die J-Domine als gemeinsames Merkmal und wei-
sen keine Affinitit zu denaturierten Proteinen auf. Aus diesem Grund werden sie anderen Defi-
nittonen folgend nicht zu den Hsp40s gezihlt. Zu dieser Gruppe gehoren z. B. virale T-
Antigene, deren J-Domine etwas anders aufgebaut ist (Berjanskii ez a/, 2000), und auch das Auxi-
lin, das uber eme C-terminale J-Domine verfiigt und zusammen mit Hsp70 am Auflosen des
Clathringeriistes von mit Clathrin umbhiillten Vestikeln beteiligt ist. Eme J-Domine 1 der Mitte
des Molekts findet sich beim Zuotin (Zuolp) aus Hefe; dieses nukleinsiaurebindende Protein
(Zhang et al., 1992) befindet sich an Ribosomen (Yan ez al., 1998).

Formen von Hsp40 sind 1n fast allen Zellkompartimenten vorhanden. Im Cytosol von S. ce-
reviszae sind dies unter anderem Sis1p und Ydjlp. Das Sis1p hat offenbar eine besondere Funk-
tion, da es fiir das Ubetleben der Zelle essentiell ist. Fin letal wirkender knock-out ist fiir
Hsp40s ungewohnlich, da zwar eme Spezialisierung innerhalb der Proteingruppe vorliegt, essen-
tielle Funktionen jedoch von anderen Homologen ibernommen werden konnen. Sislp wurde
als high copy suppressor emnes Phinotys einer Mutation im SIT4-Gen gefunden (SIT4-
Suppressor 1) (Luke ez al, 1991) SIT4 kodiert fur eme serin- und threoninspezifische
Phosphoprotein-Phosphatase, die an der Regulation des Ubergangs von der spiten G1 in die S-
Phase des Zellzyklus beteiligt ist. Entsprechende Homologe sind aus Schizosaccharomyces pombe
(Psilp) (Park ez al, 1995), Cryptococcus curvatus (CSIS) (Specht et al., 1998) und Phytophthora mega-
sperma bekannt (P#SIS) (Specht, 1997).

1.3  Die fiir die Untersuchung ausgewihlten Organismen

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung von SIS aus zwei Organismen: Cryptococcus curva-
tus einem hefe-artig wachsenden Basidiomyceten und dem pflanzenpathogenen Oomyceten Phy-

tophthora megasperma.
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1.3.1  Cryptococcus curvatus

Bei diesem basidiomycetischen Hefe handelt es sich um eine sogenannte Olhefe, das heifBt,
sie kann abhingig vom Nahrungsangebot groflere Mengen Triacylglyceride synthetisieren, spei-
chern und bei Bedarf wieder mobilisieren. Unter geeigneten Bedingungen kann der Lipidgehalt
bis zu 60% der Trockenmasse ausmachen Bei Saccharomyces cerevisiae sind es nur maximal 4-6 %
(Daum ez al, 1998; Tuller ez al, 1999) Die Akkumulation von Lipiden kann durch das Kohlen-
stoff/Stickstoff Verhiltnis im Medium beinflusst werden (Evans und Ratledge, 1983). Bei einem
ausgeglichenen Verhiltnis (C/N=18) werden nur geringe Mengen Lipide synthetisiert, bei Stick-
stoffmangel und ausreichendem Kohlenstoffangebot (C/N=99) steigt die Syntheserate stark an
(Evans und Ratledge, 1983; Park ez a/, 1990).

Dieser Stoffwechselprozess wird durch eine cytosolische ATP-Citrat-Lyase ermoglicht. Die-
ses Enzym bildet aus Citrat unter ATP-Verbrauch Oxalacetat und Acetyl-CoA, welches fir den
Aufbau der Fettsiuren verwendet wird (Evans ez a/, 1983). Olhefen sind bis auf wenige Ausnah-
men 1n der Lage, ithre Fettreserven zu mobilisieren, wenn exogene Kohlenstoffquellen knapp
werden. Zusammen mit der Regulierung des Fettstoffwechsels kann bet C. c#rvatus auch die
Chaperonaktivitat beeinflusst werden. Der Gehalt an CSIS unterliegt abhingig vom Nahrungs-
angebot sehr deutlichen Verinderungen (Lubeck, 1997).

Cryptococcus curvatus (Apiotrichum curvatum, Candida curvata, ATCC 20509) 1st biotechnologisch
sehr gut untersucht, da die Fahigkeit zum Wachstums auf Lactose eine Verwertung von Molke
zur Produktion hochwertiger Fette ermoglicht (Akindumila und Glatz, 1998; Daniel e al, 1999;
Meesters ez al., 1997). C. curvatus 1st emn Verwandter des humanpathogenen Cryptococcus neoformans,
uber Infektionen durch C. crrwatus beim Menschen wurde bisher jedoch nur emnmal berichtet

(Dromer ez al., 1995).

1.3.2  Phytophthora megasperma

Phytophthora megasperma gehort als Oomycet zum Reich der Stramenopile und wichst 1n Wur-
zeln verschiedener Pflanzen. Der bekannteste Vertreter der Gattung Phytophthora ist P. infestans,
der Erreger der Krautfiule bei Kartoffeln. Oomyceten verfiigen im Gegensatz zu Pilzen tber
einen uberwiegend diploiden Lebenszyklus. Abhingig von duBleren Bedingungen kann die Ver-
mehrung tber Zoosporen oder sexuell iber die Verschmelzung von Antheridium und Oogoni-
um mit Ausbildung von Oosporen erfolgen (Elliot, 1983; Ribero, 1983). Nach Keimung dieser
Sporen wichst ein neues Myzel heran, das aus unseptierten, multinukleiren Hyphen besteht. In
den 1im Wachstun befindlichen Hyphenspitzen befindet sich das sogenannte ,,funktionelle Cy-

toplasma® mit Zellkernen, Dictyosomen, Mitochondrien, ER, freien Ribosomen und sekretori-
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schen Vestkeln, wahrend in alteren Bereichen des Mycels vorzugsweise Reservecytoplasma aus
Vakuolen und Lipidkorpern anzutreffen 1st. Auch wenn Oomyceten in threm Erscheinungsbild
Pilzen dhneln, zeigen sie biochemisch Homologien zu Pflanzen: Die Zellwand enthilt Cellulose
und die Lysinsynthese erfolgt tiber den Diaminopimelinsiure-Weg. Im Gegensatz zu Pilzen,
mnsbesondere zu Saccharomyces cerevisiae, 1st iber Chaperone in Oomyceten nur wenig bekannt.
Neben etnem Hsp90 aus Achlya ambisexualis sind Hsp70s aus Bremia lactucae, Achlya klebsiana und

Phytophthora cinnamomi beschrieben worden.
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2 Methoden

Fir Medien und Puffer sowie zum Waschen von Zellpellets wurde entsalztes Wasser ver-
wendet, das im Falle von DNA-Priparationen autoklaviert und bei Handhabung von RNA zu-
satzlich vorher 2 h mit 0,1 % (v/v) DEPC gerthrt wurde. Inkubationen und Zentrifugationen
erfolgten bei Raumtemperatur, sofern nicht anders angegeben. Die bet Zentrifugationen ver-
merkten Radialbeschleunigungen beziehen sich jeweils auf die Bechermitte, Geschwindigkeits-
zentrifugationen erfolgten grundsitzlich nur m der Ultrazentrifuge Tegimenta Centrikon T-

2060.

2.1 Verwendete Materialien und Chemikalien

2.1.1 Chemikalien

Alle Standardchemikalien wurden 1 der Qualitit p.a. von den Firmen Merck (Darmstadt),
Roth (Katlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen), Riedel de Haen (Seelze) und Fluka
(Neu-Ulm) bezogen. Lediglich Methanol, Isopropanol und Essigsiaure wurden fir Waschlosun-

gen u. 4. auch in technischer Qualitit eingesetzt.

Versuchssatze (Kits), Reagenzien und Enzyme
Ampholyte Serva, Heidelberg
Amplify™ Amersham-Pharmacia-

Biotech, Fretburg

Antikorper gegen IgG (Kaninchen) als Konjugat mit Biorad, Minchen
alkalischer Phosphatase

Antikorper gegen IgG (Maus) als Konjugat mit Dako, Hamburg
alkalischer Phosphatase

Antikorper gegen IeG (Kaninchen) als Konjugat mit Dako, Hamburg
Peroxidase

Antikorper gegen IgG (Maus) als Konjugat mit Dako, Hamburg
Peroxidase

Antikorper gegen IgG (Kaninchen), biotinyliert Amersham-Pharmacia-

Biotech, Fretburg

Peroxidase, gekoppelt an Streptavidin Amersham-Pharmacia-
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Anti-0-Tubulin, monoklonal, Klon DM1A

Antt GST, monoklonal

Anti LexA, monoklonal

Anti DnaK|

Reagens zur Modifizierung am 5°-Ende der mRNA
(Capping-Reagens; m’-GpppG)

Farbereagenzien (BCIP und NBT)

Folin-Ciocalteus-Reagens

Hefe Two-Hybrid-System “Hybrid Hunter™”

In vitro-Translationssysteme

Langenstandards fiir RNA und DNA

Lytische Enzyme aus Trichoderma harzianum

Molekulargewichtsstandard fiir SDS-PAGE

Systeme zur Isolierung von Plasmiden

,»QIAquick Gel-Extraction-Kit*

Restriktionsendonucleasen

Ribonuclease A, 90 U/mg
Rinderserumalbumin (BSA) Fraktion V
ZERO Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit
PCR-Script™ Amp Cloning Kit

Radiochemikalien

0.[32P]-dCTP, 3000 mCi/mmol, 10 mCi/ml

Y[??P]-ATP, 3000 mCi/mmol, 10 mCi/ml

o[*?P]-A'TP, 3000 mCi/mmol, 10 mCi/ml
[*5S]-L.-Methionin, >1000 mCi/mmol, 15,4 mCi/ml

Biotech, Fretburg
Sigma, Deisenhofen
Santa Cruz, Santa Cruz
Santa Cruz, Santa Cruz
dianova, Hamburg

Roche, Mannheim

Promega, Madison
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Leek, NL
Promega, Madison
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Amersham-Pharmacia-
Biotech, Fretburg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Leek, NL
Stratagene, Heidelberg

Amersham-Pharmacia-
Biotech, Fretburg
Amersham-Pharmacia-
Biotech, Fretburg
NEN, Kéln
Amersham-Pharmacia-

Biotech, Fretburg
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Blotting Papier GB 002, GB 003

Nitrocellulosemembran BA 85; 0,45 pm Porengrofe

Nylon* Membran ,,QIABRANE*

Rontgenfilm X-Omat AR, BIOMAX M

Entwickler D-19

Fixtersalz Unifix

ECL™- Kit und Hyperfilm ECL™
Biotech, Fretburg

Parafilm

Tinte 4001, Konigsblau

2.1.3 Oligonukleotide

Schleicher&Schuell,
Dassel

Schleicher&Schuell,
Dassel

Qiagen, Hilden

Kodak, Rochester

Kodak, Rochester

Kodak, Rochester

Amersham-Pharmacia-

American National Can

Pelikan, Hannover

Die 1m folgenden aufgefiihrten Oligonukleotide wurden von der Firma Lifetechnologies

(Glasgow, UK) synthetisiert und 1n Standardqualitit fiir Hybridisierungen, Sequenzierungen und

PCR-Amplifikationen eingesetzt.

Universal 5" - GTA AAA CGA CGG CCA GT =37
Reverse 5" - CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’

pHybLex/Zeo forward 5- AGG GCT GGC GGTTGG GGT TAT TCG C -3

pHybLex/Zeo reverse 5- GAG TCA CTT TAA AAT TTG TAT ACA C -3’
pYESTtp forward 5- GAT GTT AAC GAT ACC AGC C -3’

pYESTtp reverse 5- GCG TGA ATG TAA GCG TGA C -3’
pmhsp70KIEEVD 5- AAG ATC GAG GAR GTC GAC — 3’
pmhsp70forT 5- GGT GCT GAT CAA GAT GC— '3
pmhsp70forTT 5- GCT GCG TAC GGC CTG — 3’

pmhsp70forITT 5- ACCTGC TGC TGC TGG -3

pmhsp70forTV 5- GAG AAC AAG ATC ACG ATC — 37
pmhsp70forV 5- GAG AAG GAG GAG TAC G — 3’
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pm13.3EcoRIsense 5- ACC AAA GGA ATT CCA CAC ACT ACC =3’
pm13.3Xholanti 5- CAG CTT ACT CGA GCA ACATCG GC -3
pm14.18aclsenseBA 5- AAG AGT GAG CTCTCC GAG CCG -3
pm14.1KpnlantiBA 5- GCC ACA AGG TAC CAC ATCCTC C -3’
pm14.1BamHIsensePR 5- GAA GAG TAC CGG ATC CGA GCC G =3
pm14.1SphlantiPR 5- ACG GGA GCATGC ATA AACGTT GC -3
pm17.1.2EcoRIsenseBA 5-CTG AATTCG CTC AGT CTG TGT CC -3
pm17.1.2NotlantiBA 5-GTCTGC GGC CGCTTA GTC GAC -3’

pm17.1.2HindIIIsensePRA 5- AAC TAA GCT TGC TCA GTC TGT GTC -3’
pm17.1.2EcoRIantiPR 5- GCG AGA CATTGA ATT CGT CTCCG =3"
pmb.2.3EcoRIsenseBA 5-AAG ACG AATTCG CTC AAG CGA CG =3

pm5.2.3KpnlantiBA 5- AAT GTA GGT ACC GAG GACGGC C -3
pm5.2.3HindIIIsensePR 5- AAG ACA AGCTTG CTC AAG CGA CG =3°
pm5.2.3EcoRIantiPR 5-ACG GCG AAT TCC CGC CGCTCG =37

2.1.4 Gerite und Apparaturen

Zentrifugen
Kiihlzentrifuge | 21-B
Ultrazentrifuge Spinco 1.2-65 B
Ultrazentrifuge AIRFUGE
Ultrazentrifuge Centrikon T-2060

Dichtegradientenfraktionierer
Elektrophoreseapparaturen
Vakuumgeltrockner
Westernblotapparatur

Photometer Uvikon 930
Thermocycler

Elektroporator ,,Micro-Pulser™
Vakuumtischzentrifuge SPEED VAC

Hybridisierungsofen

Beckman, Munchen
Beckman, Munchen
Beckman, Munchen
Tegimenta, Ziirich; tber
Kontron, Eching
Isco, Heidelberg
Keutz, Reiskirchen
BioRad, Minchen
Keutz, Reiskirchen
Kontron, Eching
Perkin Elmer, Weiterstadt
BioRad, Minchen
Bachhofer, Reutlingen
WTBinder
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2.1.5 Biologisches Material

Cryptococcus curvatus

Phytophthora megasperma

Saccharomyces cerevisiae

L40 (Invitrogen)

Escherichia colt
XL2-Blue (Stratagene)

XL1 (Stratagene)

XL10-Gold Kan (Stratagene)

TOP10 (Invitrogen)

TOP10F" (Invitrogen)

M15 p|REP4] (Qiagen)

ATCC 20509, American Type Culture Collection

63697, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM),

Braunschweig

MATa his3A200 trp1-901 leu 2-3112 ade2 LYS2:
(4lexAop-HIS3) URA3:(8lexAop-lacZ) GAL4

(Der vollstindige Genotyp dieses Stammes 1st unbekannt

(Vojtek et al., 1993))

recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relal ac
[E“proAB lacliZAM15 Tn10 (Tet') Amy Cam!]

recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relal ac
[E“proAB laclaZAM15 Tn10 (Tet') Amy Cam]

TetR A(merA) 183 A(merCB-hsdSMR-mrn) 173 end A1
sup E44 thi-1 recAl gyrA96 rel Al lac Hte [IF” proAB
lacliZAM15 Tn10 (Tet®) Tn5 (Kan®) Amy)]

E- merA A(mrr-hsdRMS-merBC) ®@80/acZAM15 AlacX74
deoR recAl araD139 A(ara-len) 7697 galU galKK rpsL endAl

nupG

F {lacdaTn10(Tet®) } merA  A(mrr-hsdRMS-merBC)  ®80/ac/.
AM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-len) 7697 galU
2dlK 1psL. endA1 nupG

Nat® St 11 lac- ara mtl- gal- F- recA* uvr*

13



Methoden

2.2 Anzuchtmethoden

Bei der Anzucht von Hefe- und Bakterienkulturen wurden stetile Kulturkolben und Petti-
schalen verwendet, zum Uberimpfen dienten ausgeglithte Platindsen und Skalpellklingen bei
Plattenkulturen, bzw. sterile Pipettenspitzen bei Flissigkulturen. Medien und Gefille wurden 30

min bei 121 °C und 1 bar Uberdruck autoklaviert.

2.2.1 Kulturen von Cryptococcus curvatus

Die Hefe lag bereits als Plattenkultur vor und wurde urspriinglich von der American Type

Culture Collection bezogen (Abschn. 2.1.5).

Medium fiir Plattenkulturen 20 g/1 Malzextrakt
5 g/1 Pepton aus Casein
15 g/1 Agar Typ E

Eine Stammkultur der Hefezellen wurde auf Agarplatten bei 4 °C gelagert. Alle 4 Wochen
erfolgte ein Uberimpfen auf neue Platten, die zum Anwachsen der Hefe zunichst 3 Tage bei 30
°C aufbewahtt wurden. Um ein Austrocknen zu verhindern, wurden Petrischalen mit Parafilm

verschlossen.

Anzucht in Fliissigkultur

Fir die Anzucht in Flussigkultur wurde zunichst eine 20 ml Vorkultur (Normalmedium) in
einem mit Alufolie verschlossenen Erlenmeyer-Kolben mit Zellen einer Plattenkultur angeimpft
und 3 d bei 30 °C und 250 rpm in einem Schiittelinkubator herangezogen. Nach Bestimmung
des gepackten Zellvolumens (packed cell volume, pcv, Abschn. 2.2.1.1) wurde eine 400 ml
Hauptkultur mit einem Volumen Vorkultur angeimpft, das einem gepacktem Zellvolumen von
375 ul entsprach, um somit ein vergleichbares Wachstum bei jeder Anzucht zu erreichen. Bet
klemeren Hauptkulturen wurden entsprechend geringere Mengen uberimpft. Als Medien fiir
Hauptkulturen fanden je nach Experiment Normalmedium (Holdsworth und Ratledge, 1991;

Park et al., 1990)oder Stickstoffmangelmedium Verwendung.

14



Methoden

Normalmedium 1,5g/1 Hefeextrakt
3¢/l NH
30 g/l Lactose Monohydrat
7¢/l  KHPO,
5¢/1  NaHPO#12 H;O
1,5g/1  MgSO46 H20
100 mg/1 CaCl>2 H20
8 mg/l FeCls6 H20O-
1mg/l  ZnSO47 HO
2mg/l MnSO4+H:0
64 ng/l CuSO4

pH 5,5 mit HC

N-Mangelmedium wie Notmalmedium, jedoch nur 0.5 g/1 NH4Cl

Die Anzucht der Hauptkultur erfolgte bei 30 °C und 250 rpm in einem Schiittelinkubator je
nach Experiment 16 h bis 7 d.

2211 Bestimmung des Zellvolumens

Zur Bestimmung des gepackten Zellvolumens (packed cell volume, pcv) wurden von der
Kultur je nach Zelldichte 200-500 pl 1n emn spezielles Zentrifugenrohrchen mit ausgezogener,
skalierter Kapillare gegeben, mit Wasser auf 5 ml aufgefillt und 10 min ber 2000 xg in einem
Ausschwingrotor zentrifugiert. Der pcv-Wert in pl konnte direkt abgelesen werden. Es wurden

stets Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

2.2.2 Anzucht von Phytophthora megasperma

Dieser pilzahnliche Protist aus der Reich der Stramenopilen, wurde urspriinglich von der
DSMZ bezogen und als Plattenkultur auf Gemiisesaft-Agar kultiviert. Alle vier Wochen wurde
ein etwa 1 cm? groles Agarstick auf eine neue Platte tberimpft. Bet Dunkelheit und 23 °C

wuchs das Myzel innerhalb einer Woche bis an den Rand der Petrischale.

V8-Medium 200 ml/1 Gemusesaft (,,Campbell’s V8)
2,86 g/1 Calciumcarbonat
-1h gertihrt und 20 min bei 13000 xg abzentrifugiert

Oleat-Medium V8 Medium mit 2 g/1 K-Oleat, 1% Tween40 (voremulgiert
in 10 ml Wasser)

V8-Agar V8 Medium mit 15 g/1. Agar

Die Anzucht in Flussigkultur erfolgte in mit Wattestopfen verschlossenen Fernbachkolben
mit jeweils 100 ml Medium. Zum Inokulieren dienten Agarstiickchen vom Myzelrand einer 3-4
Tage alten Plattenkultur, wobei je nach gewiinschter Kultivierungsdauer mit 3 bis 9 Agarstiicken

pro Kolben angeimpft wurde. Das Myzel lies man 3 bis 20 Tage bei 23 °C im Dunkeln wachsen.
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2.2.3 Bakterienkulturen

SOB-Medium

SOC-Medium

LB-Medium

LB-Medium (low salt)

LB —Amp100
LB Ampigo-Kanazs

20 g/l  Trypton
5¢/l  Hefe-Extrakt
10 mM NaCl
25 mM KCl
10 mM  MgClz
10 mM  MgSO4

pH 6,7-7,0

SOB-Medium mit 20 mM Glucose

10g/1 BACTO-Ttypton
5¢/l  Hefeextract
10g/1  NaCl

10g/1  BACTO-Ttypton
5¢g/1 Hefeextract
5¢g/l1  NaCl

LB-Medium mit 100 mg/1 Ampicillin, Tti Na-Salz
LB-Medium mit 100 mg/1 Ampicillin, Tti Na-Salz, 25 mg/ml
Kanamycinsulfat

1L.B Kanasp LB-Medium mit 50 mg/1 Kanamycinsulfat

LB (low salt) Zeozs LB-Medium (low salt) mit 25 mg/1 Zeocin™

LB Tetyo LB-Medium mit 10 mg/ml Tetracycline/HCIl
Ubernachtkenlturen

Fir emne praparative Plasmidisolierungen wurden 100 ml des entsprechenden Mediums in et-

nem 500 ml Anzuchtkolben mit 150 pl emner Glycerinkultur angeimpft. Die Kultur wuchs bet 37

°C und 225 rpm in einem Schiittelinkubator tiber Nacht in die stationire Phase.

Glycerinkulturen

Um Bakterienstimme langfristig zu lagern, wurden 500 ul einer Ubernachtkultur mit 700 pl

sterilem 87%igem Glycerin sorgfiltig gemischt und bei -20 °C gelagert.
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2.2.4 Kulturen von Saccharomyces cerevisiae

YPAD 10 g/1 Hefeextrakt
20g/l  Pepton
20 g/l  Glucose Monohydrat
100 mg/1  Adenin
YC 5,7 g/l Yeast Nitrogen Base w/o Amino acids (Difco)
10 g/1 Betnsteinsiure
je 0.1 g/1  Adenin, Arginin, Cystein, Leucin, Lysin (K),
Threonin, Tryptophan (W), Uracil (U)
je 0,05 g/l  Aspartat, Histidin (H), Isoleucin, Methionin,
Phenylalanin, Prolin, Serin, Tyrosin, Valin
pH 7,5 mit 10 N NaOH
20 g/l Glucose (100 ml/1 sterilfiltrierte 20%ige Glucoselésung

nach dem Autoklavieren zugefiigt)

Fir Selektion auf Auxotrophie bzw. Prototrophie wurden eine oder mehrere der fettgedruckten Kompo-
nenten weggelassen

YPAD-Zeoso
YC-Zeosp

YPAD mit 300 mg/1 Zeocin®
YC mit 300 mg/1 Zeocin®

fur Plattenkulturen wurden 20 g/1 Agar hinzugefugt

Ubernachtkulturen
In emem 25 ml Erlenmeierkolben wurden 10 ml des jeweils benotigten Mediums mit einer

Kolonie von einer Agarplatte angeimpft und tiber Nacht bei 30 °C und 200 rpm inkubiert.

Glycerinkulturen
Zur langfristigen Lagerung von Hefestimmen wurde eine Kolonie von emer Agarplatte n 15

% (v/v) stetilem Glycerin suspendiert und bei —80 °C gelagert.

2.3 Transformation kompetenter Zellen von E. coli

Die Transformation von E. /i mit Plasmid-DNA erfolgte entweder durch Elektroporation
oder durch Hitzeschock. Hierfiir wurden die Bakterien jeweils entsprechend kultiviert und vor-
bereitet.

2.3.1 Herstellung kompetenter Zellen (E. coli) fiir Elektroporation

Alle Schritte erfolgten bei 0 °C mit entsprechend vorgekiihlten Bechern und Losungen

Waschlésung 15 %(v/v) Glycerin in bidest. Wasser
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Ein Liter LB-Tets-Medium wurden mit 10 ml einer dichtgewachsenen Ubernachtkultur ange-
impft und bei 37 °C und 225 rpm bis zu einer optischen Dichte von 0,9 inkubiert. Nach 20 min
Abkthlen 1m Fiswasserbad wurde die Bakteriensuspension auf zwei Zentrifugenbecher verteilt
und 10 min bei 6000 xg abzentrifugiert. Die Pellets wurden in jeweils 250 ml Waschlosung re-
suspendiert und einer erneuten Zentrifugation unter gleichen Bedingungen unterworfen. Dieser
Waschschritt wurde noch dreimal wiederholt, das abschlieBende Bakterienpellet in 3 ml Wasch-
16sung aufgenommen und nach Aliquotieren und Einfrieren in Ethanol/Trockeneis bei —80 °C

gelagert.

Transformation

5 wl eines entsalzten Ligationsansatzes (Abschnitt 2.15.10) wurden in einer auf EFis vorge-
kiihlten Elektroporations-Kivette mit 50 ul Zellsuspension gemischt, eine Minute auf Eis inku-
biert und emem Strompuls (2,5 kV; 6 ms; 25 uF) ausgesetzt. Nach sofortigem Zugeben von 950
ul SOC-Medium erfolgte zur Regeneration der Zellen eine 45minttige Inkubation bei 37 °C und
225 rpm. Die Bakterien wurden 3 min bet 2000 xg abzentrifugiert, in 50-100 ul LB-Medium re-

suspendiert und auf einer LB-Agarplatte mit entsprechenden Selektionsmarkern ausplattiert.

2.3.2 Herstellung kompetenter Zellen (E. coli) fiir Hitzeschock-Transformation

Es kam eine Methode von Inoue, ¢f a/l. (1990) zur Anwendung.

SOB-Medium 20 g/1  Trypton
5¢/1 Hefe-Extrakt
10 mM  NaCl
2.5mM KCl
10 mM  MgCl
10 mM  MgSOy4
pH 6,7-7,0

Transformationspuffer 10 mM PIPES
250 mM KCl
55mM MnCl,
15mM CaCly
pH 6,7 mit KOH (vor MnClz.Zugabe)
sterilfiltriert

Ein Liter SOB-Medium wurde mit 10 ml einer dichtgewachsenen Ubernachtkultur ange-
impft, bei 18 °C und 225 rpm bis zu einer ODgoo von 0,90 herangezogen und anschlieBend 10
min auf Eis abgekiihlt. Alle folgenden Schritte erfolgten auf Eis bzw. bei 4 °C. Die Bakterien
wurden 10 min bei 2500 xg abzentrifugiert, das Medium sorgfiltig abgenommen und das Zell-
pellet in insgesamt 300 ml eiskaltem Transformationspuffer resuspendiert. Nach einer

10minttigen Inkubation auf Fis erolgte eine Zentrifugation unter gleichen Bedingungen. Die
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Zellen wurden vorsichtig n 80 ml Transformationspuffer resuspendiert mit 6 ml DMSO ver-
setzt und weitere 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBen wurde die Zellsuspension in 1 ml Ali-

quots in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —80 °C gelagert.

Transformation

200 pl kompetente Zellen wurden mit 10 ul DNA-Losung versetzt und 45 min auf Eis inku-
biert. AnschlieBend erfolgte ein einminiitiger Hitzeschock bei 42 °C. Nach 5 Minuten Abkiithlen
auf Fis wurden 800 pl LB-Medium hinzugegeben und die Bakteriensuspension 60 min bei 37 °C
und 225 rpm inkubiert. Nach 3mintitigem Abzentrifugieren bet 2000 xg wurde das Bakterienpel-
let in 50 ul LB-Medium resuspendiert und auf einer Agarplatte mit entsprechendem Selektions-

medrum ausplattiert.

2.4 Transformation von kompetenten Zellen von Saccharomyces cerevisiae

Um Saccharomyces cerevisiae mit Plasmid DNA zu transformieren, kam eine Methode nach
(Agatep ez al., 1998) zur Anwendung, bei der die Erlangung der Transformationskompetenz und
Transformation in einem Schritt erfolgten. Iir einen Transformationsansatz wurden 108 Zellen
und 1-5 pg Plasmid-DNA benoétigt. Das folgende Protokoll ergab 10 Ansitze. Alle Schritte er-

folgten soweit nicht anders angegeben bet Raumtemperatur.

Lithiumacetat-Losung 1 M Lithiumacetat

PEG-Losung 50% (w/v) Polyethylenglykol M; 3350

Lachs-DNA 2mg/ml Lachssperm DNA->7kB (SIGMA D1626),
5 min bei 95 °C denaturiert

50 ml YPAD-Medium wurden mit einer Ubernachtkultur auf eine ODgoo von 0,2 angeimpft
und bis zum Erreichen einer ODgoo von 1,0 bet 30 °C und 200 rpm inkubiert (ca. 3-4 h). Dies
entspricht bet dem hier verwendeten Hefestamm 1.40 emer Zelldichte von 2 x 107 Zellen pro
ml. 50 ml Zellsuspension wurden 5 min bei 3000 xg abzentrifugiert, das Pellet in 25 ml sterilem
Wasser resuspendiert und unter gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden
in 2 ml 100 mM LiOAc aufgenommen und 15 s bei 10 000 xg abzentrifugiert. Das Pellet wurde
in 500 ul 100 mM LiOAc resuspendiert, auf zehn 1,5 ml-Reaktionsgefilie verteilt und 5 min bei
3000 xg zentrifugiert. Pro Transformationsansatz wurden in der aufgefiihrten Rethenfolge auf
das Zellpellet gegeben: 240 pul PEG-Losung, 36 ul Lithiumacetat-Losung, 50 pl Lachs-DNA, 1-

5 pg Plasmid DNA in 34 ul Wasser. Anschlieend wurde bis zum vollstindigen Resuspendieren
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am Vortex kriftig gemixt. Nach einer 45miniitigen Inkubation bei 30°C erfolgte ein 30mintitiger
Hitzeschock bei 42°C. Die Zellen wurden anschlieBend 5 min bei 2000 xg abzentrifugiert und
der Uberstand vorsichtig abpipettiert. Nach sanftem Resuspendieren in 1 ml Wasser wurden 200
ul auf eine Agarplatte mit entsprechendem Selektionsmedium gegeben und vorsichtig verteilt.
Sobald die Giberschiissige Losung eingezogen war, wurde die Platte bis zum Erscheinen von Ko-

lonien bei 30 °C inkubiert (2-14 Tage).

2.5 Zellfraktionierung von Cryptococcus curvatus

2.5.1 Aufarbeitung zur Anreicherung von Ribosomen und rauhem ER

Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Fis oder bei 4 °C. Losungen und Puffer wurden entspre-
chend vorgekuhlt. Die angegebenen Mengen und Volumina beziehen sich auf eme 400 ml 14-18
h auf Normalmedium gewachsene Hauptkultur (7-8 g Frischgewicht). Vor Beginn jeder Aufar-

beitung wurde der pcv-Wert bestimmt, um e reproduzierbares Wachstum zu uiberpriifen.

2511 Z.ellaufschlufy

Inhibitor-Mix 200 mM PMSF
200 mM TLCK
200 mM p-Aminobenzamidin
in DMSO
Aufschlulpuffer A 20 mM HEPES
10 mM KCl1
5mM MgCl2
pH 7,5 mit KOH
1 mM DTT, frisch hinzugegeben
0,5 %(v/v) Inhibitor-Mix, frisch hinzugegeben
Glaspetlen 0,75-1 mm Durchmesser, mit 2 N HCI gewaschen und getrocknet

Eine 400 ml Kultur wurde auf zwei Zentrifugenbecher aufgeteilt und 5 min bei 1500 x g
zentrifugiert. Die Zellpellets resuspendierte man in je 100 ml Wasser, vereinigte sie in einem
Zentrifugenbecher und zentrifugierte erneut unter gleichen Bedingungen. Das so erhaltene Pel-
let wurde in 40 ml H2O resuspendiert und auf 4 Glaszentrifugenréhrchen (30 ml) verteilt. Nach
einer fiinfminiitigen Zentrifugation bei 2000 xg wurden die Uberstinde sorgfiltig abpipettiert
und das Frischgewicht der Zellen bestimmt. Pro Gramm Zellmasse wurden 1,5 ml Aufschluf3-
puffer A sowie Glasperlen bis zum unteren Rand des Meniskus der Flissigkeit hinzugegeben.
Im Wechsel wurde funfmal 30 s am Vortex kriftig gemixt und mindestens 30 s auf Eis gekuhlt.

Nach Abpipettieren der Rohextrakte wurden die Glaspetlen noch zweimal mit jeweils 0,5 ml
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AufschluBpuffer A gewaschen. Simtliche Uberstinde wurden in einem Zentrifugenbecher vet-

einigt.

2512 Differentialzentrifugation

Das Homogenat aus dem Zellaufschlufl wurde 10 min in einem Festwinkelrotor ber 2000 xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und einer erneuten Zentrifugation
unter gleichen Bedingungen unterworfen. Mit dem erhaltenen Uberstand - im folgenden als
Rohhomogenat bezeichnet - erfolgte emne 30mintitige Zentrifugation bet 13 000 xg in emem
Ausschwingrotor. Das Pellet wurde in 1 ml AufschluBpuffer A aufgenommen, wihrend der U-
berstand einer einstindigen Ultrazentrifugation bei 100 000 x g im einem Festwinkelrotor unter-
zogen wurde. Das resultierende Pellet aus Membranen und Polysomen, wurde mit einem Pinsel
in 1,5-2 ml AufschluBpuffer A resuspendiert, wihrend der Uberstand zum Pelletieren von Ribo-
somen und groBBen Protemkomplexen 4 h bet 230 000 xg 1n emnem Festwinkelrotor zentrifugiert

wurde. Das Pellet wurde 1 1,5-2 ml Aufschlusspuffer A resuspendiert.

2.5.1.3 Gradientenzentrifugationen
Um eine konstante Ionenstirke im gesamten Gradienten zu gewihtleisten, wurden saccharo-
sehaltige Losungen mit zweifach konzentrierten Puffern angesetzt und mit Wasser auf das ent-

sprechende Endvolumen aufgefiillt.

Geschwindigkeitszentrifugation
Zur Auftrennung der Komponenten des Pellets der Zentrifugation bei 230 000 x g erfolgte

eine Geschwindigkeitszentrifugation auf einem linearen Saccharosegradienten in einem 12 ml

Zentrifugenbecher.
Aufschlulpuffer 20, 50 und 60 AufschluBlpuffer A ohne DTT und Inhibitor-Mix
mit 20, 50 bzw. 60 % (w/w) Saccharose
Saccharosegradient 5 ml Aufschluipuffer 20
5 ml Aufschlulpuffer 50
1 ml AufschluBpuffer 60

Auf ein 1 ml 60 % Saccharosepolster wurde durch kontinuierliches Mischen von Aufschluf3-
puffer 20 und 50 in einem Gradientenmischer bei gleichzeitigem Abpumpen mit einer Peristal-
tikpumpe ein linearer Saccharosegradient geschichtet. 100-200 ul des resupendierten Pellets der
Zentrifugation bet 230 000 x g wurden aufgetragen und in einem Ausschwingrotor 32 h bet 200

000 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Gradient mit einem Dichtegradientenfraktionierer
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ausgepumpt. Hierbetr wurden 20 Fraktionen von je 600 ul erhalten mit der Auftragsstelle in der
ersten Fraktion. Wihrend des Auspumpens wurde mit Hilfe eines Photometers mit Durch-

flussktivette die Extinktion bei 280 nm kontinuierlich aufgezeichnet.

Isopyknische Dichtegradientenzentrifugation

Zur Anreicherung von rauhem ER erfolgte, ausgehend von emem Pellet der Zentrifugation

bet 100 000 xg, eine Flotation in einem Saccharosegradienten.

Aufschlulpuffer 15, 40 und 50 Aufschlufipuffer A ohne DTT und Inhibitor-Mix
mit 15, 40 bzw. 50 % (w/w) Saccharose

Saccharosegradient 6 ml linearer Gradient Aufschlupuffer 40/ AufschluBpuffer 15
4 ml AufschluB3puffer 40
Probe

1 ml AufschluBpuffer 50

Das resuspendierte Pellet der Zentrifugation bet 100 000 xg wurde mit Saccharose auf eine
Konzentration von 45 % (w/w) eingestellt, auf ein Polster aus 1 ml Aufschluipuffer 50 gegeben
und mit 4 ml Aufschlulpuffer 40 tberschichtet. AnschlieBend wurden mit Hilfe eines Gradien-
tenmischers ein liearer Gradient aus jeweils 3 ml Aufschlulpuffer 15 und AufschluBBpuffer 40
aufgeschichtet. Nach einer 20stundigen Zentrifugation bei 160 000 xg wurde der Gradient mit

emem Auspumper fraktionzert.

2.5.2 Aufarbeitung zur Anreicherung von Vakuolen und Lipidkérpern aus Cryptococ-

cus curvatus

Die Piparation von Vakuolen und Lipidkorpern erfolgt nach emer Methode von (Zinser und
Daum, 1995). Ausgehend von zwet 400 ml Hauptkulturen, die 16 h auf Normalmedium heran-

gezogen worden waren, wurden zunichst Sphiroplasten priapariert (Schiiring, 1994).
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Waschpuffer-1

,,Lysing Enzymes*

Sphiroplastenpuffer

Waschpuffer-2

PMSF-Loésung

10 mM Na-Citrat
600 mM KCl
5Mm DTT
pH 5,85 mit HCI

Chitinase-, Cellulase-, und Protease Aktivititen (SIGMA)
20 mM MES
2M Sorbit
pH 6,0 mit KOH
20 mM KHZPO,
12M  Sotbit
pH 7,4 mit KOH

1M PMSF in DMSO

Nach Besttmmung des pcv-Wertes (Abschn.2.2.1.1) wurden die Kulturen 5 min bei 1500 xg

abzentrifugiert und in insgesamt 200 ml eiskaltem Waschpuffer-1 resuspendiert. Es folgte ein

weiterer Waschschritt, wobei unter gleichen Bedingungen zentrifugiert wurde. Nach Bestim-

mung des Frischgewichtes wurde das Hefepellet in 12 ml Spharoplastenpuffer pro Gramm

Zellmasse resuspendiert. Durch Zugabe von 20 mg Lysing Enzymes pro Gramm Frischgewicht

wurde der Verdau der Zellwand eingeleitet. Die Zellsuspension liel man bei Raumtemperatur

stehen, wobet die Zellen durch gelegentliches leichtes Schwenken 1 Suspension gehalten wur-

den. Nach 90 min wurden die entstandenen Spharoplasten 10 min bet 2500 xg abzentrifugiert.

Das Pellet wurde in 50 ml Waschpuffer-2 unter Zugabe von 0,1 % (v/v) PMSF-Losung vorsich-

tig resuspendiert. Es folgten noch dret weitere Waschschritte unter gleichen Bedingungen. Nach

Bestimmung des Frischgewichtes erfolgte der Zellaufschluss durch milden osmotischen Schock.

Alle weiteren Schritte erfolgten auf Fis bzw. bei 4 °C.
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Aufschlusspuffer 10 mM MES
0,2 mM EDTA
12 % (w/w) Ficoll 400
pH 6,9 mit T'ris

Inhibitormix 200 mM PMSF
200 mM TLCK
200 mM p-Aminobenzamidin
in DMSO
Flotationsloésung-1 10 mM MES
0,2 mM EDTA
8 % (w/w) Ficoll 400
pH 6,9 mit Tris
Flotationslosung-2 10 mM MES
0,2 mM EDTA
8 % (w/w) Ficoll 400
600 mM Sorbit

pH 6,9 mit Tris

Flotationslosung-3 10 mM MES
0,2 mM EDTA
250 mM Sorbit

pH 6,9 mit Tris

Die Sphiroplasten wurden m 2,3 ml Aufschlusspuffer pro Gramm Frischgewicht resuspen-
diert und 1n einem Homogenisator nach Potter durch 20-30 Sto3e mit einem locker sitzenden
Pistill aufgeschlossen. Die Vollstindigkeit des Zellaufschlusses wurde am Mikroskop tiberprift.
Das Homogenat wurde anschlieBend mit einem Volumen Aufschlusspuffer verdinnt und zum
Abtrennen der Zelltrimmer 5 min bei 5000 xg in einem Festwinkelrotor zentrifugiert.

Der Uberstand wurde auf zwei Zentrifugenbecher verteilt und mit dem gleichen Volumen
Aufschlusspuffer iiberschichtet. Nach einer einstiindigen Zentrifugation bei 100 000 xg in einem
Ausschwingrotor wurde die flotierte Schicht an der Oberfliche der Gradienten abgenommen
und in insgesamt 4 ml Aufschlusspuffer erneut wie oben beschrieben homogenisiert. Die Sus-
pension wurde mit 7 ml Flotationslosung-1 tberschichtet und einer weiteren Zentrifugation
unter gleichen Bedingungen unterworfen. Danach wurde das flotierte Material in 4 ml Flotati-
onslosung-2 homogenisiert und mit 7 ml Flotationslésung-3 tberschichtet. Nach einer
30minttigen Zentrifugation bet 100 000 xg konnten die flotierten Lipidkorper von der Oberfla-

che abgenommen werden, wihrend sich die Vakuolen im Pellet befanden.
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2.6  Translation in vitro in einem zellfreien Extrakt aus Cryptococcus curva-

tus

Zur Untersuchung von Translationsvorgangen 7z vitro wurde aus Cryptococcus curvatus emn zell-
freies Translationssystem benutzt. Die Priparation erfolgte i Anlehnung an eine Methode von

(lizuka und Sarnow, 1997), die fur S. cereviszae entwickelt wurde.

2.6.1 Herstellung des Zellextraktes

Aufschluipuffer 30 mM HEPES
100 mM  KOAc
2 mM Mg(OAc)2
8,5 %(w/v) Mannit
2 mM DTT
0.5 mM PMSF
pH 7,4 mit KOH

Glaspetlen 0.75-1 mm mit 2 M HCI gewaschen und getrocknet
CaCly-Losung 125mM  CaCl;
EGTA-Losung 0,5 M EGTA

pH 7,5 mit KOH, sterilfiltriert

Eme 14 h auf Normalmedium gewachsene 400 ml Kultur (Abschn. 2.2.1) wurde 20 min auf
Ei1s abgekiihlt und anschlieBend 10 min bet 3000 xg abzentrifugiert. Die pelletierten Zellen wur-
den in insgesamt 100 ml AufschluBpuffer resuspendiert und einer erneuten Zentrifugation unter
gleichen Bedingungen unterworfen. Dieser Waschschritt wurde noch zweimal wiederholt. Nach
Bestimmung des Frischgewichtes wurden die Zellen in 1,5 ml Aufschlusspuffer pro Gramm
Zellmasse resuspendiert und auf zwer 50 ml Falcon-Rohrchen verteilt. Es wurden Glasperlen bis
an den unteren Rand des Meniskus hinzugegeben und sechsmal jeweils 30 s am Vortex auf
hochster Stufe gemixt und zwischenzeitlich auf Eis gekithlt. Die Aufschlusslosung wurde abpi-
pettiert und 5 min bei 30 000 xg in einem Festwinkelrotor abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
erneut 10 min bei 30 000 xg abzentrifugiert. Der daraus resultierende Uberstand wurde im wei-
teren als S30-roh bezeichnet und entweder aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80
°C gelagert, oder durch Molsiebchromatographie von niedermolekularen Bestandteilen befreit

Hierfiir wurde eine Sdule (30x1,3 cm) mit Sephadex G25 mit Aufschlusspuffer ohne Mannit
aquilibriert, 2 ml S30-roh aufgetragen und mit Aufschlusspuffer A ohne Mannit eluiert. Es wur-
den Fraktionen zu 1 ml gesammelt, und solche vereint, deren Extinktion bet 260 nm groéBer als

50 wat.
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2.6.2 Translation

Da bet der Molsiebchromatographie niedermolekulare Bestandteile wie Nukleotide und A-
minosiuren abgetrennt wurden, mussten diese zugesetzt werden.

Falls die im S30-Extrakt vorhandene RNA entfernt werden sollte erfolgte ein Verdau mit
Micrococcus-Nuklease. Hierfir wurden 250 ul S30 mit 3 pl Micrococcus-Nuklease (15 kU/ml)
und 9,6 ul 12,5 mM CaClz versetzt. Nach zehnminitiger Inkubation bet Raumtemperatur wurde
die Nuklease durch Zugabe von 1 ul 0,5 M EGTA maktiviert.

6xTranslationspuffer 132 mM HEPES
720 mM KOAc
12 mM Mg(OAc):
pH 7,4 mit KOH
CPK 20 mM HEPES/KOH, pH 7,4
10 mg/ml Creatinphosphokinase
50 % (v/v) Glycerin
ATP/GTP-Lsg. 20 mM ATP
4 mM GTP
Creatinphosphat 05M Creatinphosphat
AS Mix minus Methionin 1 mM Aminosiduren ohne Methionin (Fa. Promega)
Translationsansatz (15 ul) 7.5 ul S30
2,5ul 6x-Translationspuffer
0,4 ul CPK
0,6 ul AS-Mix minus Methionin
0,5 ul Creatinphosphat
1wl ATP/GTP-Lsg.
0.5 ul [33§]-L-Methionin
1wl 25mM DTT
mRNA in 2 pl Wasser

Zur Auflosung von Sekundarstrukturen wurde die mRNA 10 min auf 65 °C erhitzt und auf
Eis abgekiihlt. Der Translationsansatz wurde anschlieBend 2 h bei 24 °C inkubiert und anschlie-
Bend durch SDS-PAGE analystert.

2.7 Priparation von Gesamt-RNA aus Phytophthora megasperma

Fir Northerblot-Analysen erfolgte eine Praparation von Gesamt RNA nach emner modifi-
zierten Methode von (Chomczynski, 1992; Chomczynski und Sacchi, 1987). Die im Folgenden
beschriebene Vorschrift bezieht sich auf 1 g Myzel.
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Denaturierungslosung 25 mM Na-Citrat pH7,0

39M Guanidinium thiocyanat

0,5 % (w/v) N-Lautoyl-Satcosin Na-Salz

0,7 %o(v/v) B-Mercaptoethanol
Na-Acetatlosung 2M NaOAc, pH 4,1
Phenol- 90 % (w/v-) Phenol, wassergesittigt (FLUKA)
Chloroform/Isoamylalkohol 49 Vol. Chloroform

1 Vol.  Isoamylalkohohl
Formamid, mit Amberlite entionisiert.

Das Myzel wurde zur Entfernung von Kulturmedium kurz zwischen zwei Lagen Blotpapier
trockengepresst, in einen Morser mit flissigem Stickstoff gegeben und zu einem feinen Pulver
zerrieben. Das Pulver wurde in ein 50 ml Falcon-Tube mit 10 ml auf 60 °C vorgewirmter Dena-
turierungslosung gegeben, kurz geschiittelt, und mit 10 ml Phenol versetzt (ebenfalls auf 60 °C
vorgewirmt). Zur Phasentrennung wurde die Losung mit 1 ml Na-Acetatlosung und 2 ml Chlo-
roform/Isoamylalkohol versetzt und auf zwei Glaszentrifugenbecher verteilt Nach einer zehn-
minttigen Inkubation auf Fis folgte eine 20mintitige Zentrifugation bei 2000 xg. Die wisstige
Phase wurde vorsichtig in einen neuen Glaszentrifugenbecher tberfiithrt, mit 10 ml Isopropanol
versetzt und zur Fillung der RNA 1 h bei =20 °C inkubiert. Die Losung wurde 20 min bei
20 000 x abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 3 ml Denaturierungslosung
gelost. Das Losen konnte durch Erwiarmen auf 65 °C beschleunigt werden. Nach Zugabe von 3
ml Isopropanol erfolgte eine erneute einstiindige Inkubation bei —20 °C und eine weitere Zentri-
fugation unter gleichen Bedingungen. Das erhaltene Pellet wurde mit 2 ml 80 % Ethanol gewa-
schen, kurz bei Raumtemperatur getrocknet und unter Erwirmen auf 65 °C in etwa 300 pl For-
mamid gelost. Die Konzentrationsbesttmmung der RNA (Abschn. 2.15.1) erfolgte aus der noch
warmen Losung gegen eine Blindprobe mit der entsprechenden Menge Formamid. Bis zur wet-

teren Verwendung wurde die RNA bei —80 °C gelagert.

28  Siduredenaturierung von Proteinen (T CA-Fillung)

Zur Remigung und Ankonzentrierung von Proteinen vor emer Proteinbestimmung oder ge-

lelektrophoretischen Auftrennung erfolgte eine Fallung mit Trichloressigsaure (TCA).
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Fillungsansatz 1 Vol. Probe, H20 verdinnt
1/10 Vol. 0,15 % (w/v) DOC
1/10 Vol. 72 % (w/v) TCA
Waschlosung 80 % (v/v) Aceton

Der Fillungsansatz wurde mindestens 20 min auf Eis inkubiert, bei geringen Proteinkon-
zentrationen bis zu 2 h. AnschlieSend erfolgte eine 20miniitige Zentrifugation bet 13 000 xg und
4 °C. Bet Proben, die Detergentien enthielten, wurde das Pellet anschlieBend noch zweimal mit

Waschlosung gewaschen.

2.9  Methanol/Chloroform-Fillung

Vor einer SDS-PAGE (Abschn. 2.11) wurden Proben, die grofiere Mengen Lipide enthielten,
einer Proteinfillung mit Methanol/Chloroform unterzogen. Ein Volumen Probelosung wurde
mit 4 Volumen Methanol sorgfiltig gemischt, mit 1 Volumen Chloroform versetzt und 10 min
auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 3 Volumen Wasser erfolgte eine Smintitige Zentrifugation
bei 13 000 xg und 4 °C. Die wissrige Phase wurde verworfen, die Chloroformphase mit 5 Vo-
lumen Methanol versetzt und 15 min auf Eis inkubiert. Nach emer 10minttigen Zentrifugation
bei 13 000 xg und 4 °C wurde das Proteinpellet kurz getrocknet und in Probenauftragpuffer
(Abschn. 2.11) gelost.

210 Proteinbestimmung nach Lowry

Diese Methode der Proteinbestimmung basiert auf einer von Peterson (Peterson, 1977) mo-
difizierten Methode nach Lowry (1951). Zur Kalibrierung des Tests im Bereich von 1-60 pg

dienten Dreifachbesttmmungen mit BSA als Standard. Es wurden stets Doppelbestimmungen

durchgefiihrt.
Losung A 1 mM CuSOqy
2,125 mM KNa-Tartrat
200 mM NaOH
2,5 % (w/v) Na2COs3
2,5% (w/v) SDS
Losung B 16,7 % (v/v) Folin-Ciocalteus-Reagenz

Die Proteinprobe wurde TCA-gefillt (Abschn. 2.8) und das Proteinpellet in 400 pl H2O und
400 ul Losung A am Vortex gelost. Nach zehnminttiger Inkubation bei Raumtemperatur wur-

den 200 pl Losung B hinzugefiigt, sorgfiltig gemischt und zur Farbentwicklung weitere 30 min
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ber Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Messung der Extinktion bei 750 nm

gegen eine gleichbehandelte Referenzprobe ohne Protein.

211 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Analyse der Proteinzusammensetzung diente die diskontinuierliche Gelelektrophorese
unter denaturierenden Bedigungen nach Laemmli (Laemmli, 1970). Es wurde eine fertige, wiss-
rige Losung aus Actylamid und Bisacrylamid im Verhiltnis 30:0,8 eingesetzt (rotiphorese®

Gel30).

Sammelgell6sung 125 mM Tris/HCl pH 6,8
3,9 % (w/v) Actylamid-Monomete
0,1 % (w/v) SDS

Trenngellésung 375 mM Ttis/HCl pH 8,8

6-15 % Acrylamid-Monomere

0,1 % (w/v) SDS

10 % (w/v) Saccharose
APS-Losung 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
TEMED
Probenauftragpuffer 62,5 mM Tris

4% (w/v) SDS

4% (w/v) 2-Mercaptoethanol

10 % (w/v) Saccharose

0,002 % (w/v)  Bromphenolblau
Elektrodenpuffer 25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

Molmarker 10-120 kDa in 10 kDa-Schritten mit verstarkter 50 kDa-Bande,
200 kDa (Gibco BRL)

Je nach GroBe des Gels wurden 10 bzw. 15 ml Trenngel angesetzt. Die Polymerisation wur-
de durch Zugaben von 0,5 % (v/v) APS-Losung und 0,1 % (v/v) TEMED eingeleitet, die Lo-
sung anschliefend zwischen die Gelplatten gegossen und mit Wasser tiberschichtet. Nach voll-
staindigem Auspolymerisieren wurde das Wasser entfernt, die Sammelgellosung mit 1 % (v/v)
APS-Losung und 0,1 % (v/v) TEMED versetzt, auf das Trenngel gegossen und der Proben-
kamm emngesetzt.

Zur Probenvorbereitung wurden entweder Pellets aus TCA-Fallungen in Probenauftragpuf-
fer gelost oder - im Falle kleiner Probenvolumina - direkt mit mindestens 1 Volumen Proben-
auftragpuffer vermischt. Nach finfmintitigem Erhitzten auf 100 °C und Abkthlen auf Eis er-

folgte eine zehnminiitige Zentrifugation bei 4 °C und 13 000 x g in einer Tischzentrifuge.
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Proben mit Reticulozytenlysat wurden nicht aufgekocht, sondern lediglich 2 min auf 65 °C er-

hitzt.

Elektrophorese

Nach dem Auftragen der Proben erfolgte die Elektrophorese zunichst bet 20 mA. Bet Erret-
chen der Trenngelgrenze wurde die Stromstirke auf 35 mA erhoht. Sobald die Farbstofffront
die Gelgrenze erreichte, wurde die Elektrophorese beendet. Das Gel wurde anschlieBend gefarbt

(Abschn. 2.11.1) bzw. auf Nitrocellulosemembran geblottet (Abschn. 2.13.1).

2.11.1 Proteinanfirbung

Die in emner Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden je nach ge-
wunschter Empfindlichkeit entweder durch Farbung mit Coomassie-Brilliant-Blue R-250 oder

durch emne Anfiarbung mit Silber sichtbar gemacht.

2.11.1.1  Anfirbung mit Coomassie

Farber 50 % (v/v) Methanol

5% (v/v) Essigsaure

0.25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250
Entfirber 28 % (v/v) Isopropanol

5% (v/v) Essigsaure

Das SDS-Polyacrylamidgel wurde zur Fixierung der Proteine zunichst 10-15 min in Entfar-
ber geschwenkt. Nach 10- bis 20mintitiger Behandlung mit Farber wurde der Hintergrund mit

Entfiarber unter mehrmaligem Wechseln der Losung vollstindig entfarbt.

2.11.1.2  Anfirbung mit Silber

Sofern sehr geringe Proteinmengen detektiert werden sollten, erfolgte eine Anfarbung mit Silber.
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Fixierer 30 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure
Thiosulfatlosung 30 % (v/v) Ethanol
200 mM Na-Acetat/Essigsaure pH 6.0

0,1 % (w/v) Na25203

Silberlsung 0,1 % (w/v) AgNOs
0,025 % (v/v)  Formaldehydlosung (37 %)

Entwickler 2,5 % (w/v) NazCO3
0,05 % (v/v) Formaldehydlosung (37 %)

Stopplosung Essigsiure

Alle Losungen wurden vor Gebrauch frisch angesetzt, bet Entwickler und Silberlosung er-
folgte die Formaldehydzugabe 10 min vor der Verwendung. Alle Inkubationen erfolgten auf
emer Wippe.

Zur Immobilisierung der Proteine wurde das SDS-Polyacrylamidgel zunichst zweimal 15
min in Fixierer geschwenkt. Das Gel wurde kurz mit Wasser abgespiilt, danach 30 min in Thio-
sulfatlosung inkubiert und anschlieBend dreimal jeweils 30 min mit Wasser gewaschen. Es folgte
eme 25miniitige Inkubation in Silberlésung. Nach kurzem Absptlen mit Wasser wurde das Gel
bis zur gewtnschten Anfiarbung i Entwickler inkubiert. Das Abstoppen der Farbereaktion er-
folgte durch Zugabe von Essigsiure, bis keine Gasentwicklung mehr sichtbar war. Das Gel

wurde anschlieend noch dreimal 5 min in 1 % (v/v) Essigsdure geschwenkt.

2.11.2 Fluorographie

Um bei der Belichtung von Rontgenfilmen durch Radioaktivitit die Intensitit zu steigern,
wurden entsprechende Gele mit Verstitkerlosung (Amplify™, Amersham-Pharmacia-Biotech)
behandelt.

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung von mit [33S]-L-Methionin radioaktiv markier-
ten Proteinen wurde das Gel nach Abschnitt 2.11.1 mit Coomassie gefirbt, um die Banden des
Molmarkers sichtbar zu machen. Das Gel wurde zunichst 15 min in Wasser geschwenkt und
anschlieBend 30 min mit Amplify™ behandelt. Nach kurzem Absptilen mit Wasser wurde es auf
Blotpapier GB 002 in emnem beheizten Geltrockner unter Anlegen eines Vakuums getrocknet.
Die Exposition erfolgte durch direktes Auflegen emnes Rontgenfilms in emner Expositionskassette

fir 1-7 d bet Raumtemperatur.
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2.12 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese erfolgte in der ersten Dimension eme Auf-
trennung der Proteine entsprechend ithrem isoelektrischen Punkt. Diese 1solektrische Focussie-
rung erfolgte nach einer Methode von [O Farrel, 1977 #1299] mit Hilfe von Trigerampholyten
in einer vertikalen Gelapparatur i Glastéhrchen von 18 cm Linge und 1 mm Innendurchmes-

Ser.

Probenpuffer

Aquilibrierungslésung

SDS-Agarose

Anodenlésung

Kathodenlésung

0,2 % (v/v)
0,25 % (v/v)

8.6 M
2 %(w/v)

1,44 % (v/v)
0,48 % (v/v)
0,025 % (w/v)

0,5M

2,3 Y%(w/v)
0,77 % (v/v)
0,05 % (w/v)
10 % (v/v)

0,5M

2,3 % (w/v)
0,77 % (w/v)
1,0 % (w/v)
10 mM

0,1 M

Gellosung 1,86 ml Actylamid/Methylenbisactylamid
(28,38%/1,62%)

2,76 ml bidest. Wasser

0,56 ml Ampholyte 3-10

0,14 ml Ampholyte 5-7

2,8 ml Igepal CA 630 (10%(v/v)

77¢g Harnstoff

21,8 pul APS (10 % (w/v))
Uberschichtungslosung 1 95M Harnstoff
Uberschichtungslésung 2 0,5M Harnstoff

0,77 % (w/v) DTT

Igepal CA 630
Ampholyte pH 3-10

Harnstoff
CHAPS
Ampholyte 3-10
Ampholyte 5-7
PMSF

Tris/HCl pH 6,8
SDS

DIT
Bromphenolblau
Glycerin

Ttis/HCL, pH 6,8
SDS

DTT

Agarose

Phosphorsiure

NaOH

Die Glasrohrchen wurden an einem Ende mit Parafilm verschlossen und zu drei Vierteln
blasenfrei mit Gellésung gefiillt. Nach Auftragen von 50 ul Uberschichtungslsung 1 lie8 man
die Gelmatrix auspolymerisieren. Die zu fokussierenden Proben wurden mit dem doppelten
Volumen Probenpuffer versetzt und vor dem Auftragen auf die Gelmatrix 20 min bet 13 000 xg
abzentrifugiert. Anschliefend wurden die Rohrchen 1 die Gelapparatur eingesetzt, die Uber-

schichtungslésung entfernt und die Probe aufgetragen. Nach vorsichtigem Aufgeben von Uber-
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schichtungslosung 2 wurden Anoden- und Kathodenkammer mit den entsprechenden Losun-
gen geftllt und die Elektrophorese gestartet. Die Fokussierung erfolgte zum Finlaufen der Pro-
be zunichst 1 h bei 100 V, danach wurde die Spannung fiir 13 h auf 400 V und abschlieBend 45
min auf 600 V erhoht.

Zum leichteren Herausdriicken der Gelmatrix aus den Rohrchen wurden diese zunichst bei
—20 °C eingefroren. Nach dem Auftauen mit einem Foén konnten die Gelstringe mit Wasser
herausgespilt werden. Fur die anschlieBende SDS-PAGE (Abschn. 2.11) wurden die Gele 45
min bei Raumtemperatur in Aquilibrierungslosung inkubiert und mit geschmolzenener SDS-
Agarose auf dem Sammelgel fixiert. Die weitere Elektrophorese erfolgte wie 1 Abschnitt 2.11

beschrieben.

213 Immunologischer Nachweis von Proteinen

2.13.1 Transfer von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen (Westernblot)

Fir den immunologischen Nachweis besttmmter Proteine durch spezifische Antikorper
wurden die m emmem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine (Abschn. 2.112.11) im
Halbtrockenblotverfahren elektrochemisch auf Nitrocellulosemembran transferiert (Kyhse-

Andersen, 1984).

P1 300 mM Ttis
20 % (v/v) Methanol
P2 25 mM Tris
20 % (v/v) Methanol
P3 25mM Tris
40 mM e-Aminocapronsiure
20 % (v/v) Methanol
Firbelosung 2% (v/v) Tinte, Konigsblau
1% (v/v) Essigsaure
Entfirbelosung 200 mM NaOH

Fir den Halbtrockenblot wurden sechs Lagen Blotpapier (GB 002), getrankt in P1, und drei
Lagen, getrankt in P2, auf die Graphitanode der Blotapparatur geschichtet. Darauf wurden luft-
blasenfrei die mit P2 getrankte Nitrocellulose-Membran und das Gel gelegt. Nach Aufschichten
von neun Lagen Blotpapier, getrinkt in P3, und Aufsetzen der Kathodenplatte erfolgte der

Transfer bei einer konstanten Stromstirke von 1 mA/cm? innerhalb von 1-1,5 h.
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Die Anfirbung der geblotteten Proteine erfolgte durch funfminiitiges Schwenken in Farbelo-
sung und anschlieBendes Entfarben des Hintergrundes mit Wasser. Nach Dokumentation und
Markierung des Molmarkers, wurde die Membran durch Schwenken i Entfirbel6sung inner-
halb von maximal funf Minuten entfarbt. Durch kurzes Waschen mit Wasser wurden Reste von

Natronlauge entfernt.

2.13.2 Immunanfirbung

Block-Puffer 1 50 mM Ttis/HCl pH 7,5

50 mM NaCl

3 % (w/v) BSA, bei Verwendung des ECL-Kits™ 5 %
Puffer A 50 mM Ttis/HCl pH 7,5

50 mM NaCl
Puffer A/NP-40 0,05 % Igepal CA 620 in Puffer A

Die entfiarbte Nitrocellulose-Membran wurde zum Absittigen von freien Bindungsstellen 1 h
oder tber Nacht beir Raumtemperatur mit Block-Puffer 1 auf emer Wippe inkubiert. Nach
90minittiger Inkubation mit einer Verdunnung des entsprechenden Antiserums in Block-Puffer
wurde die Membran 10 min mit Puffer A, zweimal 10 min mit Puffer A/NP-40 und erneut 10

min mit Puffer A gewaschen.

Die Detektion eines Antigen-Antikorper-Komplexes auf der Nitrocellulosemembran erfolgte

mit zwei unterschiedlichen Systemen:

2.13.2.1  Immunanfirbung mit alkalischer Phosphatase
Diese Methode basiert auf einem Konjugat aus gegen speziesspezifische IgGs gerichteten
Antikorpern und Alkalischer Phosphatase, die unter alkalischen Bedingungen die Substrate NBT

und BCIP zu einem farbigen Prazipitat umsetzt.

2. Antikorper 1:3000 in Blockpuffer
Farbepuffer 100 mM Tris/HCl pH 9,5
100 mM NaCl
50 mM MgClz

0.67 % (v/v) 10 % NBT in 70 % DMF (Fa. Promega)
0,33 % (v/v) 5% BCIP in DMF (Fa. Promega)

Stopplosun 1% (v/v Essigsaure
PP g g
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Der Blot wurde 1 h mit dem 2. AntikOrper inkubiert und anschlieBend viermal jeweils 10
min mit Puffer A gewaschen. Die Anfiarbung der detektierten Banden erfolgte nach Zugabe von
Firbepuffer innerhalb von 2-10 min. Die Firbereaktion wurde durch kurzes Schwenken in

Stopplosung beendet.

2.13.22  Immunanfirbung mit Peroxidase

Bei der Verwendung von Peroxidase-gekoppelten ZweitantikOrpern erfolgte der Nachweis
der Peroxidase-Aktivitit entweder durch Chemolumineszenz mit Hilfe des ECL™-Kits (Fa.
Amersham-Pharmacia-Biotech, Freiburg) oder durch Oxidation von 4-Chloro-1-naphthol mit

H202 zu einem unloslichen farbigen Produkt.

2. Antikérper 0,2 % (v/v) Anti-Kaninchen-IgG, biotinyliert, in
Block-Puffer
3. Antikorper 0,15 % (v/v) Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-
Konjugat in Block-Puffer
Firbelosung 0,34 % (w/v) 4-Chlotro-1-naphthol
0,14 % (v/v) H202
10 % (v/v) Ethanol
in Puffer A
Stopplosung 1% (w/v) NaN;
ECL™_Kjt Losung 1
Losung 2

Nach emstindiger Inkubation mit dem 2. Antikérper wurde die Membran jeweils 10 min
zunachst einmal mit Puffer A, zweimal mit Puffer A/NP40 und wiederum einmal mit Puffer A
gewaschen. AnschlieBend inkubierte man 1 h mit dem 3. Antikérper und schlof} erneut vier
Waschschritte jedoch ohne Detergens an. Die Anfirbung erfolgte durch Inkubation 1 Farbelo-
sung bis zur gewlnschten Farbintensitit (5-20 min) und anschlieBendes kurzes Schwenken in
Stopplosung,.

Sollten empfindlichere Anfirbungen erzielt werden, wurde das ECL™-Kit (enhanced che-
moluminescence) benutzt. Dieses System beruht auf der Lumineszemz von Luminol bei peroxi-
dase-katalysierter Oxidation mit H2Oz. Der Zusatz von p-lodphenol fihrt zu einer Erhohung
der Quantenausbeute.

Der Blot wurde auf einer Glasplatte mit einer frisch angesetzten 1:1-Mischung der Losungen
1 und 2 des ECL™-Kits getrankt (40ul/cm? Membran), 1 min inkubiert und nach kurzem Ab-
tropfen in Saran®-Folie eingeschlagen. Die Detektion der markierten Proteine erfolgte durch

Auflegen von Rontgenfilm (Hyperfilm ECL) in einer Expositionskassette fir 10 s bis 15 min.
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2.13.3 Immunprizipitation

Mit den Antiseren gegen Sisl-Proteine aus Cryptococcus curvatus und Phytophthora megasperma
konnten die entsprechend radioaktiv markierten Antigene selektiv gebunden und an Protein A-
Sepharose immobilisiert werden. Diese Technik fand Anwendung sowohl nach einer Markie-
rung 7z vivo, als auch bei Untersuchungen mit Proteinen, die durch Translation zz vitro hergestellt

wurden

2.13.3.1 Immunprizipitation von Proteinen aus Cryptococeus curvatus nach einer radioaktiven
Markierung zn vzvo.
Zur Untersuchung der Biosynthese und Abbau von Sislp erfolgte zunichst eine Markierung

mit radioaktiven Methionin und anschlieBender Immunprizipitation.

TNS-Puffer 50 mM Tris/HClpH 7.5
300 mM NaCl
2% (w/v) SDS
Inhibitor Mix 200 mM PMSF
200 mM TLCK
200 mM p-Aminobenzamidin
in DMSO
TNT-Puffer 50 mM Ttis/HCl pH 7.5
300 mM NaCl
1% (v/v) Triton X 100
TN-Puffer 50 mM Tris/HClpH 7.5
300 mM NaCl
T-Puffer 50 mM Ttis/HCl pH 7.5

Von einer Hauptkultur wurden 10 ml in einen 50 m-Kolben iberfithrt mit 250 uCi [33§]-L-
Methionin versetzt und 30 min bei 30 °C und 250 rpm weiterinkubiert. Die Zellen wurden 5
min bei 13 000 xg abzentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in 200 pl TNS-Puffer aufge-
nommen mit 5 ug bakteriell Gberexprimiertem Sislp versetzt und 15 min auf 100 °C erhitzt.
Nach Abkiihlen auf Eis wurden 900 ul TNT-Puffer und 4,5 pl Inhibitor-Mix zugesetzt, so dass
die Konzentration an SDS nur noch 0,2 % (w/v) betrug. Das Lysat wutrde anschlieBend 10 min
bei 13 000 xg klarzentrifugiert und der Uberstand mit 10 ul Antiserum versetzt. Zur Bildung des
Antikorper/Antigen-Komplexes wurde der Prazipitationsansatz 2 h in einem Invertierer bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Zugabe von 5 mg Protein A-Sepharose,
die zuvor 1 h in 200 pl TNT-Puffer vorgequollen worden war. Nach 2 h weiterer Inkubation

wurde die Protein A-Sepharose 2 min bet 2000 xg abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml
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TNT-Puffer resuspendiert unter gleichen Bedingungen abzentrifugiert. Anschliefend erfolgten
noch sechs weitere Waschschritte mit jeweils 1 ml TINT-Puffer und zwet mit TN-Puffer. Die
pelletierte Protein A-Sepharose wurde dann in 1 ml T-Puffer resuspendiert und mn ein neues
Reaktionsgefal} iiberfithrt. Nach einer abschlieBenden Zentrifugation wurde das Pellet mit 30 pl
SDS-Probenpuffer (Abschn. 2.11) versetzt und 5 min auf 100 °C erhitzt.

2.13.3.2  Immunprizipitation von Proteinen nach Translation in vitro

Zur  Untersuchung  von  Protein/Protein-Wechselwitkungen — diente die  Co-
Immunprazipitation von Proteinen, die durch Translation 7z vitro erhalten wurde. Hierfir wur-
den 180 pl TNT-Puffer mit jeweils 10 ul Translatat der mutmallichen Interaktionspartner ver-
setzt und 2 h bei Raumtemperatur leicht geschittelt. AnschlieBend wurden 10 ul Antiserum hin-
zugegeben und weitere 2 h inkubiert. Die Immobilisierung das Antigen/Antikorper-Komplexes
mit Protein A-Sepharose und die weitere Schritte erfolgten wie im vorigen Abschnitt beschrie-

ben.

2.14 Priparation von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus transformierten E. co/7 Stimmen dienten verschiedene
Kits der Fa. QIAGEN. Um DNA-Mengen von tiber 100 ug zu erhalten wurde ausgehend von
einer 100 ml Ubernachtkultur das ,,QIAprep Plasmid Midi Kit* verwendet. Aus 3 ml Uber-
nachtkulturen lieBen sich mit dem ,,QIAprep Spin Plasmid Min1 Kit* etwa 10 ug DNA erhalten.
Die Praparation erfolgte nach den Protokollen des Herstellers. Die abschlieBende Elution der
DNA bei Minipraparationen erfolgte mit H.O. Die DNA-Pellets nach einer Midipraparation
wurden in insgesamt 100 ul Wasser gelost. Die Lagerung der Plasmid-DNA erfolgte bei -20 °C.

Fir Plasmid-Priaparationen im Mini-Maf3stab, bei denen die Reinheit der DNA nicht ent-
scheidend war, fand aullerdem eine modifizierte Methode nach (Holmes und Quigley, 1981) An-

wendung (,,Boiling Prep®).

STET-Puffer 50 mM Ttis/HCl pH 8,0

0,5 % (v/v) Ttiton X-100

50 mM EDTA

8 % (w/w) Saccharose
Lysozym-Losung 10 mg/ml Lysozym
Phenol Phenol, TE-gesattigt , (Roti®-Phenol, Roth)
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1,5 ml Bakterienkultur wurden 30 s bet 13 000 xg abzentrifugirt, und die pelletierten Zellen
anschlieffend in 350 ul STET-Puffer vollstindig resuspendiert. Der Zellaufschluf3 erfolgte durch
Zugabe von 20 ul Lysozym und sofortiges zwemmintitiges Erhitzen im kochenden Wasserbad.
Nach emer funfminiitigen Zentrifugation betr 13 000 xg konnte das Pellet aus genomischer
DNA, Proteinen und Membranbestandteilen mit einem Zahnstocher herausgefischt werden. Die
verbleibende Losung wurde mit STET-Puffer auf 350 pl aufgefillt, mit 20 ul Phenol versetzt
und am Vortex sorgfaltig gemischt. Durch Zugabe von 400 ul Isopropanol und Zentrifugieren
bei 13 000 xg wurden die Nucleinsiuren gefillt. Des Pellet wurde mit 95 % (v/v) Ethanol gewa-
schen, kurz getrocknet und in 50 ul Wasser aufgenommen. Da bei dieser Art der Priparation
groBere Mengen RNA mit aufgereinigt wurden, erfolgte der anschlieBende Restriktionsverdau

unter Zusatz von RNase A.

2.15 Verfahren zur Behandlung und Analyse von Nukleinsduren

(Sambrook ez al., 1989)

2.15.1 Bestimmung der Konzentration

Zur niherungsweisen Besttmmung von Konzentration und Remheit von Plasmid-DNA und
RNA wurde die Extinktion emer waBrigen Verdiinnung der entsprechenden Nuklemnsaurelosung
bei 260 und 280 nm gemessen. Bei einem Quotienten Eag/Easo von 2 konnte die Priparation als
praktisch rein angesehen werden. Die Konzentration der Ausgangslosung wurde bestimmt nach
der Formel cug/ul] = Eag x F x 0.001 x Verdinnung in der Kivette, wobei F=50 fiir dsSDNA
und F=40 fiir RNA einzusetzen ist.

Fir geringe DNA-Mengen erfolgte die Konzentrationsabschitzung durch Agarosegele-
lektrophorese und Vergleich der Bandenintensitit mit den Banden eines quantifizierbaren Stan-

dards (Molecular Weightmarker VII, Fa.Roche)

2.15.2 Phenol/Chloroform-Extraktion

TE-Puffer 10 mM  Tris
1mM EDTA
pH 8,0 mit HCI

Phenol/Chloroform 25 Vol. TE-gesittigtes Phenol, (Roti®-Phenol, Roth)
24 Vol. Chloroform
1 Vol. Isoamylalkohol
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Zur Entfernung von Proteinen aus Nuklemsiurepriparationen wurde die Losung auf min-
destens 100 pl aufgefiillt, mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform versetzt, am Vortex
sorgfiltig gemischt und zur Phasentrennung in einer Tischzentrifuge 1 min bei 13 000 x g zentri-
fugiert. Die wissrige Phase wurde in ein neues Cup tberfiihtt, wihrend die Phenol/Chloroform-
Phase mit dem gleichen Volumen TE-Puffer extrahiert wurde. Die vereinigten wiassrigen Phasen
wutden so lange mit Phenol/Chloroform extrahiert, bis an der Interphase kein Protein mehr
sichtbar war. Um Phenolreste zu entfernen, erfolgte eine weitere Extraktion der wissrigen Phase

mit einem Volumen Chloroform. Die so geremnigte Nukleinsaure wurde anschlieSend mit FEtha-

nol gefillt (Abschn. 2.15.3).

2.15.3 Prizipitation mit Ethanol

Nach einer Phenol/Chloroform-Extraktion oder zur Reinigung und Ankonzentrierung wur-
den Nukleinsauren mit Ethanol gefallt. Hierfur wurde die Nukleinsiurelosung mit 1/10 Vol. 3
M NaOAc, pH 6.0 und 2.5 Vol. Ethanol gemischt und mindestens 1 h bet -20 °C inkubiert.
Nach 20-minttiger Zentrifugation bei 13 000 x g in einer Tischzentrifuge wurde das Pellet mit
70%igem Ethanol gewaschen und 10 min bei 37 °C getrocknet. Danach wurde es in Wasser,

TE-Puffer oder einem anderen Reaktionsmedium gelost.

2.15.4 Sequenzspezifische Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen

Pro pg geloster DNA wurden je nach Enzym 1-5 U der entsprechenden Endonuklease ein-
gesetzt, wobet die Endkonzentration an Enzymlosung im Reaktionsansatz maximal 10 % betrug.
Die Reaktionspuffer wurden von den jeweiligen Herstellern mitgeliefert und nach deren Emp-
fehlungen eimngesetzt. Die anschlieBende Inkubationstemperatur und -dauer richtete sich eben-
falls nach dem verwendeten Enzym, meistens jedoch 1-4 h bei 37 °C. Im priparativen MaB3stab
erfolgte der Restriktionsverdau haufig iber Nacht. Die Vollstindigkeit des Verdaus wurde an-
schlieBend durch DNA-Agarosegelelektrophorese (Abschn. 2.15.7.1) iiberpriift.

2.15.5 Anwendung der PCR zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten

Um Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen einzuftihren wurden die entsprechenden
DNA-Abschnitte durch die Polymerase-Kettenreaktion (Saiki ez a/., 1988; Saiki e al., 1985) ampli-
fiziert, wobet die gewtlinschten Schnittstellen durch Fehlpaarungen in den Oligonukleotiden et-
zeugt wurden. Die Durchfithrung erfolgte nach (Innis 7 @/, 1990) mit der Vent™-Polymerase

der Firma NEB.
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PCR-Ansatz (50 ul) 5ul 10xPuffer
100 ng Template-DNA
40 pmol sense-Primer
40 pmol anti-sense Primer
auf 49 ul mit Wasser aufgefiillt
1ul (1U) Vent™-Polymerase

Vor der Zugabe des Enzyms wurde der Ansatz 2 min bei 95 °C denaturiert (,,Hot-Start®)
Die Reaktion erfolgte in einer PCR-Maschine mit Deckelheizung der Firma Perkin Elmer. Es
wurden in der Regel 25 Zyklen ausgefiihrt, bestehend aus 20 s Denaturieren bei 95 °C, 20s An-
lagerung der Primer bei entsprechender Temperatur T, Elongation bei 72 °C fir 1 min pro 800
Basenpaaren. AbschlieBend erfolgte eine zehnmintutige Elongationsphase bei 72 °C. Die Anlage-
rungstemperatur T, lag in der Regel 8 °C unter der Duplexdissoziationstemperatur Tq, welche

niherungsweise berechnet wurde durch die Formel:

Tq=20(A+T)+4¢(G+C)

Hiebei bedeuten A, T,C,G die Anzahl der entsprechenden Basen, Fehlpaarungen zum Einfi-
gen von Mutationen wurden wie passende Basen berechnet.
Die PCR Reaktion wurde durch Agarosegelelktrophorese kontrolliert und das gewtinschte

Amplifikat durch ein praparatives Gel aufgereinigt, ausgeschnitten und aus dem Gel extrahiert.

2.15.6 Klonierung von PCR-Produkten

Um PCR-Produkte zu klonieren fanden zwet Kits der Firmen Stratagene und Invitrogen
Verwendung. Das ,,PCR-Script™ Amp Cloning Kit*“ beruht auf der blunt end-Ligation des
PCR-Produktes 1 den mit 57/ I geschnittenen Vektor pPCR-Script Amp SK(+). Im Ligation-
sansatz befand sich neben der T4-Ligase zusitzlich 7/ 1, so dass auftretende Religationen durch
die Endonuklease sofort wieder geschnitten wurden, bei einer Ligation von Vektor mit Insert
die S7/ 1 Erkennungssequenz zerstort wurde. Fur PCR-Produkte mit mnterner S7f I-Schnittstelle
konnte dieses System daher nicht verwendet werden, so dass auf das ,,Zero blunt® TOPO® PCR
Cloning Kit“ der Firma Invitrogen ausgewichen wurde. Hierbe1 erfolgte die Ligation 1n den line-
arisierten pCR®-blunt IT TOPO®-Vektor, dessen 3°-Vektorenden kovalent mit Topoisomerase I
aus Vacoinia-Virus verknupft waren. Die Ligaseaktivitit dieses Enzyms wurde fiir die Klonierung
ausgenutzt . Zur Vernichtung von Religationen enthielt der Vektor das «dB-Gen aus E. w/, des-

sen Expression nur bei Ligation des PCR-Produktes verhindert wurde, wohingegen Religationen
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zur Bxpression des toxischen Genproduktes und somit zum Absterben der Zellen fiihrte. Bet

beiden Systemen wurde nach dem jeweiligen Protokoll des Herstellers verfahren.

2.15.7 Elektrophorese von Nukleinsiduren

2.157.1 DNA-Agarosegelelektrophorese
Zur Analyse bzw. Praparation von Plasmid-DNA-Fragmenten nach einem Restriktionsver-

dau oder emer PCR-Reaktion erfolgte eme elektrophoretische Auftrennung in einem Agarose-

gel.

Gellosung 0,8-1,5 % (w/v) Agatose in 1x-TAE-Puffer
10x-TAE-Puffer 400 mM Tris
200 mM Essigsiure
10 mM EDTA

pH 7,5 mit NaOH

6x-Probenpuffer 30 % (w/v) Glycetin
0.25 % (w/v) Bromphenolblau
0.25 % (w/v) Xylencyanol FF

Firbelosung 0,001 % (w/v)  Ethidiumbromid

30-40 ml der Gellosung wurden aufgeschmolzen, auf etwa 60 °C abgekiihlt und in einen ho-
rizontalen Geltrager mit Kamm gegossen. Nach dem Erstarren wurde das Gel in einer E-
lektrophoreseapparatur mit 1x TAE-Puffer Gberschichtet und der Kamm herausgezogen. Die

Proben wurden mit 1/5 Vol. 6x-Probenpuffer vermischt und kurz abzentrifugiert.

Elektrophorese

Nach Auftragen der Proben erfolgte die Elektrophorese bet einer konstanten Spannung von
10V pro cm Gellinge fiir etwa 1-1,5 h. Zur Anfirbung der DNA-Fragmente wurde das Gel
10 min 1 Firbelosung gelegt und kurz mit Wasser gespult. AnschlieBend konnten die Banden
am UV-Transilluminator bei 302 nm analysiert werden.

Um bei praparativen Gelen eine Schiadigung der Plasmid-DNA durch UV-Strahlung zu ver-
meiden, erfolgte die Anfirbung mit Kristallviolett (Rand, 1996). Hierfir wurden sowohl der Gel-
16sung, als auch dem TAE-Puffer 10 mg/1 Kristallviolett zugesetzt. Der 6x-Probenpuffer durfte
hierbei kein Bromphenolblau enthalten Die zu isolierende Bande wurde anschlieBend mit einem

Skalpell ausgeschnitten.

41



Methoden

2.15.7.2  RNA-Agarosegelelektrophorese
Zur Analyse von RNA und fiir anschlieBende Northernblots erfolgte eine elektrophoretische

Auftrennung unter denaturierenden Bedingungen.

Gellosung 1,3 % (w/v) Agarose

19,7% (v/v) Sx-Laufpuffer

18 % (v/v) Formaldehydlsg. (37 %)
5x-Laufpuffer 100 mM MOPS

40 mM Natriumacetat

5mM EDTA

pH 7,0 mit NaOH

Probenpuffer 50 % (v/v) Glycetin

1 mM EDTA

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

0,25 % (w/v) Xylencyanol FF

520 mg Agarose wurden in 25 ml Wasser aufgeschmolzen, unter Schwenken mit einer Mi-
schung aus 7,14 ml Formaldehydlosung 37 % und 7,68 ml 5x-Laufpuffer versetzt und sofort in
emnen Geltriger mit Kamm gegossen. Nach Abkithlen wurde das Gel in einer Elektrophore-

seapparatur mit 1x Laufpuffer Giberschichtet.

Probenzusammensetzung max. 30 pg RNA in 5,5 pl H20 oder Formamid
2,0 ul 5x Laufpuffer
3,5ul Formaldehydlsg. 37 %
10 ul Formamid (entionisiert)
1l Ethidiumbromidlsg. 1%

Die Proben wurden zum Aufschmelzen von Sekundirstrukturen 10 min auf 65 °C erhitzt,

auf Fis abgekiihlt, mit 2 ul Probenpuffer vermischt und kurz abzentrifugiert.

Elektrophorese
Nach Auftragen der Proben erfolgte die Elektrophorese bet einer konstanten Spannung von
5V pro cm Gellange fur 3-4 h. AnschlieSend konnte die RNA am Transilluminator bet 302 nm

analysiert werden.

2.15.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel nach einem priparativen

Restriktionsverdau erfolgte mit dem ,,QIAquick Extraction Kit* der Fa. Qiagen. Es wurde nach
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dem Protokoll des Herstellers verfahren. Die Menge an isolierter DNA wurde anschliefend

durch eme weitere Agarosegelelektrophorese quantifiziert.

2.15.9 Dephosphorylierung von linearisiertem Vektor

Um bei symmetrischen Klonierungen eine Religationen des Vektors zu vermeiden, wurden
die 5°-Phosphatreste durch alkalische Phosphatase entfernt. Es wurde die ,,shrimp alkaline
phosphatase® (SAP) der Firma Amersham Pharmacia Biotech verwendet und nach dem Proto-

koll des Herstellers eingesetzt. Im Anschluss erfolgte eine praparative Agarosegelelektrophorese.

2.15.10 Ligation von DNA

Um durch Restriktionsverdau erhaltene DNA Fragmente mit passenden Uberhingen zu zu-
sammenzufiigen, wurde die T4-DNA-Ligase der FFirma Amersham-Pharmacia-Biotech verwen-

det.

Ligationsansatz (20 ul) 45 fmol Insert-DNA
15 fmol Vektor-DNA
2 ul 10x-Puffer
1l T4-Ligase (1U)

Nach einer Inkubation von 3 h bei Raumtemperatur wurden 5-10 ul des Ligationsansatzes
fir die Transformation von kompetenten [E. /i Zellen (Abschn. 2.3) eingesetzt. Sollte die
Transformation durch Elektroporation erfolgen, wurde der Ligationsansatz zuvor durch Dialyse
entsalzt. Hierfir wurde eme Nitrocellulose-Membran (0,025 um Porengrofie, Fa. Millipore) mit
der hydrophoben Seite nach oben auf 10 ml aqua bidest. gelegt und 10 ul des Ligationsansatzes
aufpipettiert. Nach 2-3 Stunden Inkubation war eine ausreichend geringe Leitfihigkeit der

DNA-Losung fiir die anschlieBende Elektroporation erreicht.

2.16 Screening von cDNA-Banken

2.16.1 Koloniehybridisierung und Rescreen

Die Hybridisierung der Filter mit radioaktiv markierten DNA-Sonden erfolgte wie unter Ab-
schnitt 2.19 beschrieben. Wenn bei der Autoradiographie einzelne Kolonien auf beiden Filtern
emn positives Signal zeigten, wurden diese von den Masterfiltern mit emem sterilen Zahnstocher
abgenonmmen und zum Heranzichen einer Ubernachtkultur in 3 ml LB-Ampio gegeben

(Abschn. 2.2.3). Da die Signale nicht immer eindeutig einer einzelnen Kolonie zuzuordnen wa-
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ren, mussten mehrere in Frage kommenden Kolonien abgenommen und einem Rescreen unter-
zogen werden. Hierfir wurden 3 ml emer mit LB-Medum auf das dret bis sechsmillionenfache
verdiinnten Ubernachtkultur auf einen Nitrocellulosefilter von 8 cm Durchmesser ausplattiert.
Der Filter wurde dafiir in eine Nutsche auf eine Lage mit LB-Medium getrinktes Blotpapier
gelegt und die Bakterienlosung unter Anlegen eines leichten Vakuums gleichmilig darauf ver-
teilt. Der Filter wurde anschlieBend auf eine LB-Ampioo Agarplatte gelegt und tiber Nacht bet 37
°C inkubiert. Von diesem Masterfilter wurden nach einer Methode von (Hanahan und Meselson,
) Replikafilter erstellt. Zwischen Glasplatten mit je zwei Lagen Blotpapier wurde ein Nitrocellu-
lose-Filter BA85, der zuvor auf emer LB-Ampioo-Platte angefeuchtet worden war, auf den Mas-
terfilter gelegt. Nach gleichmifigem Anpressen wurden mit einer Kantile am Rand der Filter
asymmetrisch drer Locher als Positionsmarken in die noch zusammenhingenden Filter gesto-
chen. Ein zweiter Replikafilter wurde auf die gleiche Weise angefertigt. Zum Anwachsen wurden
die Filter blasenfret auf LB-Ampioo-Agarplatten gelegt und im Falle der Masterfilter 4 h im Falle
der Replikafilter 10 h bei 37 °C inkubiert. Die Masterfilter wurden mit Parafilm verschlossen
und bei 4° C aufbewahrt.

2.16.2 Behandlung der Replikafilter

Fir die Koloniehybridisierung muften die Bakterien auf den Nitrocellulosefiltern zunichst

lysiert und die Plasmid-DNA auf der Membran fixiert werden.

Denaturierungslosung 05M NaOH
1,5M  NaCl
Neutralisierungslosung 1,0M  Tris
15M NaCl
pH 7,0 mit HCI
20x SSPE 02M NaH;PO4
3,6M  NaCl

20 mM EDTA
pH 7,4 mit NaOH

3x SSC 45 mM Natriumcitrat
450 mM NaCl
pH 7,5 mit HCI

Waschlosung 3x SSC mit 0,1 % (w/v) SDS

Zur Lyse der Bakterien wurden die Replikafilter 10 min auf mit Denaturierungslésung
getrinkten Blotpapier GB 002 gelegt. Nach zehnminttigem Trocknen auf Filterpapier folgten
zwel Neutralisierungsschritte auf mit Neutralisierungslosung getrinkten Blotpapieren. Die Filter

wurden anschlieBend 5 min auf 20x SSPE getrinktem Blotpapier inkubiert und an der Lli&
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den anschliefend 5 min auf 20x SSPE getrinktem Blotpapier inkubiert und an der Luft
gtrocknet. Die Membranen wurden abwechselnd mit jeweils zwer Lagen Blotpapier zwischen
zwel Glasplatten geschichtet und zum Fixieren der DNA 2 h bei 80 °C und 20 Torr im Vaku-
umofen gebacken. Zum Abl6ésen der Bakterien wurden die Filter zunichst tiber Nacht bei 50 °C
in Waschlosung inkubiert, wobei die Losung mehrfach gewechselt wurde. Noch verbliebene
Bakterienreste wurden anschlieBend vorsichtig abgewischt. Die Filter wurden kurz in 2x SSC

geschwenkt und konnten anschlieBend fiir die Hybridisierung eingesetzt werden.

217 Transfer von RNA auf Nylon*-Membran (Northernblot)

Der Transfer von RNA auf Nylon*-Membranen erfolgte als absteigender Blot unter alkalisch
denaturierenden Bedingungen. Die auf der Trigermembran immobilisierte RNA konnte an-

schliefend mit DNA-Sonden hybridisiert werden (Abschn. 2.19).

Transferlésung 50 mM NaOH
2x SSC 30 mM Na-Citrat
300 mM NaCl
pH 7,0 mit HCI

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung von RNA wurde das Agarosegel ohne zusitz-
liche Vorbehandlung fiir den absteigenden Blot emgesetzt. Das bei der weiteren Hybridisierung
storende Formaldehyd wurde wihrend des Blottens ausgewaschen. Auf emen ca. 5 cm dicken
Stapel aus Blotpapier (GB003 und GB004) wurden luftblasenfrer 3 Lagen Blotpapier GB002
und die Nylon+-Membran gelegt, die zuvor mit Transferlésung angefeuchtet worden waren.
Nach Auflegen des Agarosegels wurde um das Gel herum ein Blotrahmen auf die Membran fest
aufgedriickt und an Innen- und AuBenkante mit geschmolzener Agarose abgedichtet. Nach U-
berschichten des Gels mit Transferlosung wurde die RNA innerhalb von 3 h vollstindig aus
dem Gel herausgelost und auf die Membran tbertragen. Zur Quervernetzung wurde der Blot
anschliefend am Transilluminator 2 min UV-Licht (302 nm) ausgesetzt, wobei die ribosomalen
Banden wund der GroBenstandard angezeichnet wurden. Nach Neutralisierung durch
10minttiges Schwenken in 2x SSC konnte der Blot fiir Hybridisierungen eingesetzt werden oder

wurde zur Aufbewahrung in Frischhaltefolie eingeschlagen.
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2.18 Transfer von DNA auf Nylon*-Membran (Southernblot)

Der Transfer von DNA aus einem Agarosegel erfolgte nach einer Methode von
Chomczynski (1992) als absteigender Kapillarblot. Blotpapier und Membran wurden exakt auf
GelgroBie zugeschnitten.

Um spatere Hybridisierungssignale einordnen zu kénnen, wurde vor dem Blotten eine trans-
parente Folie auf das Gel gelegt und die Banden des Molmarkers und sowie die Lage der Pro-

bentaschen markiert.

Denaturierungslosung 3M NaCl
04M NaOH
Transferlésung 3M NaCl
8 mM NaOH
6x SSC 90 mM Na-Citrat
900 mM NaCl
pH 7,0 mit HCI

Das Gel wurde zunichst 1 h in Denaturierungslosung und anschlieBend 15 min in Transfer-
l6sung geschwenkt. Auf einen 4 cm dicken Zellstoffstapel wurden luftblasenfrer 5 Lagen Blot-
papter GB 002 und die 1n Transferlosung angefeuchtete Membran gelegt. Nach Auflegen des
Gels wurden 5 weitere Lagen GB 002, getrinkt n Transferlosung, aufgeschichtet und abschlie-
Bend ein Blotpapier mit dreifacher Breite aufgelegt, dessen tuiberhingende Kante 1n ein Vorrats-
gefall mit Transferlosung fithrte. Der Stapel wurde mit emner Glasplatte angedriickt und mit et-
nem 100 g-Gewicht fixiert. Nach 90 min war der Transfer beendet. Die Membran wurde 10 min
mit 6x SSC neutralisiert und konnte nach Quervernetzung durch 1 min UV-Licht (302 nm) fiir

die Hybridisierung eingesetzt werden.

2.19 Hybridisierung

2.19.1 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die Markierung erfolgte nach einer Methode von Feinberg und Vogelstein (1983) mit dem
,Random Primers Labelling Kit*“ der Firma Gibco unter Finsatz von O-[32P]-dCTP nach dem
Protokoll des Herstellers, wobei jedoch nur mit dem halben Ansatz gearbeitet wurde. Nach Ab-

lauf einer Halbwertszeit wurde die doppelte Menge an radioaktivem dCTP eingesetzt.

46



Methoden

2.19.2 Radioaktive Markierung synthetischer Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden am 5’-Ende durch die T4-Polynukleotidkinase mit [3?P] Phosphat

markiert.

Reaktionsansatz (50 ul)

10 pmol Oligonukleotid

5ul 10X-Puffer

6l ¥-[*?P]-ATP

1 U(1pl) T4-Polynukleotidkinase (Fa. ap-biotech)

Der Markierungsansatz wurde 45 min bei 37 °C inkubiert und zur Inaktivierung der Kinase 5

min auf 65 °C erhitzt.

2.19.2.1  Bestimmung der Finbaurate von Radioaktivitat

Nach einer Markierungsreaktion wurden zwet Aliquote von 1 ul auf Filterpapier (DE-81)

gegeben. Eines der Filterpapiere liel man trocknen, wihrend das andere nachemnander dreimal

mit 0,5 M NaH2PO4, pH 7,4; dreimal mit Wasser; zwetmal mit Ethanol und abschlieBend mit

Diethylether gewaschen wurde. Nach vollstindigem Trocknen wurden von beiden Proben die

Cerenkov-counts am Szintillationszahler gemessen und aus der Differenz die Eimnbaurate be-

sttmmt.

2.19.3 Hybridisierung

Die Hybridisierung erfolgte in verschraubbaren Glaszylindern in etnem Hybridisierungsofen.

Replikafilter wurden in Glaspetrischalen inkubiert.

50x Denhardt’s

20x SSPE

Prihybridisierungslosung
fiir markierte dsDNA

Prihybridisierungslosung
fir Oligonukleotide

1% (w/v)
1% (w/v)
1% (w/v)

200 mM
3,6 M
20 mM

25 % (v/v)
20 % (v/v)
50 % (v/v)
0,01 % (w/v)

25 % (v/v)
20 % (v/v)
2% (w/v)
0,01 % (w/v)

Ficoll 400
Polyvinylpyrrolidon, M; 25000
BSA

NaH;POyq

NaCl

EDTA

pH 7,7 mit NaOH

50x Denhardt’s

20x SSPE

Formamid

Herings-DNA (hitzedenaturiert)

50x Denhardt’s

20x SSPE

SDS

Herings-DNA (hitzedenaturiert)
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20x SSC 300 mM Na-Citrat
3 M NaCl
pH 7,0 mit HCI

Waschlosung I 2x SSC

0,1 % (w/v) SDS
Waschlosung IT 0,2x SSC

0,1 % (w/v) SDS
Waschlosung IIT 0,1 % (w/v) SDS

Um die freien Bereiche der Membran abzusittigen, wurde diese bei 40 °C mindestens 6 h
oder tiiber Nacht in 10 ml Prahybridisierungslosung geschwenkt. Die Hybridisierung erfolgte
durch Zugabe des Markierungsansatzes (Abschn. 2.19) und weitere Inkubation unter Schwenken
bei 37-41 °C tber Nacht. Die hybridisierten Membranen wurden in mehreren Schritten jeweils
30 min zunichst bet der Hybridisierungstemperatur in Waschlosung I, bei Bedarf auch in
Waschlosung IT oder III bei der gleichen oder bei hoherer Temperatur gewaschen. Nach erfolg-
ter Autoradiographie lie} sich die radioaktive DNA-Sonde meistens durch dreimaliges Aufko-

chen der Membran in Waschlosung III entfernen.

2.19.4 Autoradiographie

Die gewaschenen, hybridisierten Membranen wurden getrocknet und in Frischhaltefolie ein-
geschlagen. Nach Auflegen emes Rontgenfilms dauerte die Autoradiographie 1n emner mit Ver-

starkerfolien ausgekleideten Expositionskassette zwischen 3 h und 6 d.

2.19.5 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte mit dem cycle sequencing System der Firma Perkin
Elmer

Die Methode beruht auf der Kettenabbruchmethode nach Sanger ez a/ 1977), die hier ver-
wendeten Didesoxynukleotide waren mit einem fiir jede der vier Basen spezifischen Fluores-
zenzfarbstoff gekoppelt. Die Analyse der erzeugten DNA-Fragmente erfolgte durch Polyacry-
lamid-Gelelektrophorese mit Fluoreszenzdetektion der Gelbanden im ,,ABI Prism 377

Sequencer®.
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Sequenzierreaktion (20 ul) 500 ng Plasmid-DNA
10 pmol Primer
8 ul Ready-reaction-mix
Probenauftragelosung 5 Vol Formamid
1 Vol 25 mM Na-EDTA, pH 8,0 mit
5% (w/v)Dextranblau

Die Sequenzierung erfolgte in 25 Zyklen mit jeweils 30 s Denaturieren bei 96 °C, 15 s Anla-
gern der Primer bei 50 °C sowie 4 min Elongation bei 60 °C. Danach wurde der Reaktionsan-
satz auf 4 °C abgekuhlt. Zur Enfernung von Salzen und Oligonukleotiden wurde eine Ethanol-
tallung nach Abschnitt 2.15.3 durchgefiihrt mit dem Unterschied, dass nach der Ethanolzugabe
sofort ohne weitere Inkubation zentrifugiert wurde. Das getrocknete Pellet wurde 1 4 ul Probe-

nauftragelosung gelost.

2.20 Transkription und Translation in vitro

Um radioaktiv markierte Proteine durch Synthese 7z vitro zu erhalten, wurden verschiedene
Retikulozytenlysat-Translationskits der Firma Promega benutzt. Beim gekoppelten TNT-T7-
Quick-System erfolgte Transkription und Translation im gleichen Reaktionsansatz, so dass ledig-
lich die unter Kontrolle des T7-Promotors stehenden cDNA zugegeben werden musste. In be-
stimmten Fillen wurde emn System benutzt, bei dem zunichst die benotigte mRNA nach einer
Methode von Gurevich ez al. (1991) aus der entsprechenden, klonierten cDNA durch Transkrip-

tion zn vitro prapariert wurde.

2.20.1 Transkription in vitro

Da linearisterte Plasmide 1m allgemeinen bet der Transkription zz vitro bessere Resultate erge-
ben, wurden 15 pg Plasmid DNA mit einer Restriktionsendonuklease verdaut, die hinter dem
3’-Ende des Inserts schnitt. Sollten verkurzte Transkripte erhalten werden, wurde eine Nuklease
mit entsprechender Schnittstelle innerhalb des Inserts ausgewihlt. Nach Phenol/Chloroform-

Extraktion (Abschn. 2.15.2) und Ethanolfillung (Abschn. 2.15.3) wurde das DNA-Pellet in 50 pl

Wasser gelost.
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Nukleotidlosung 2mM ATP, 2 mM CTP, 2 mM GTP, 2 mM UTP

Transkriptionsansatz (100 pl) 50ul Plasmidlosung
10l 10x Reaktionspuffer
im 1 mM DTT
20 ul  Nukleotidlésung
5pul 10 mM m’GpppG
100 U  RNase-Inhibitor
60U  RNA-Polymerase T7

Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C wurden weitere 60 U der RNA-Polymerase T7 hin-
zugefiigt und erneut 1 h bei 37 °C inkubiert. Zum Entfernen der DNA wurden 20 U DNase 1
(RNase-frei) zugegeben und der Transkriptionsansatz weitere 15 min bei 37 °C inkubiert. Nach
einer Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolfillung wurde das RNA-Pellet in 100 ul Was-

ser gelost und die Konzentration der RNA bestimmt. Die Lagerung der Transkripte erfolgte bei
-80 °C.

2.20.2 Translation in vitro

Die Translation erfolgte in Nuklease-behandeltem Reticulozytenlysat aus Kaninchen. Das
synthetisierte Polypeptid wurde dabei mit [33S]-L-Methionin radioaktiv markiert. Abhingig von
dem jeweiligen Transkript wurden 1-10 ug mRINA 1n 20 ul Wasser zum Auflésen von Sekundar-

strukturen 10 min auf 65° C erhitzt und auf Eis abgekuhlt.

Translationsansatz (50 pl) 20ul  mRNA-Lsg (1-10 pg)
1wl 1 mM Aminosiuremischung ohne Methionin
1,3 ul  [PS]-L-Methionin (20 uCi)
25ul  Reticulozytenlysat

Bei Verwendung des gekoppelten TNT-T7-Quick-Systems wurde direkt von der unter der

Kontrolle des T7-Promotors stehenden cDNA ausgegangen.

Transkriptions/Translatonsansatz 40 ul ~ TNT-T7-Quick-Master Mix
imi Plasmid DNA-Lsg: (1ug/ul)
2 ul [S]-L-Methionin (25 nCi)
Tul DEPC-Wasser

Die Translationsansitze wurde 1,5 h bei 30 °C inkubiert und auf Eis abgestoppt. Zum Ab-
trennen der Ribosomen erfolgte eine zweistindige Zentrifugation in einer Airfuge bet 120 000 x

g. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
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gelagert. Zur Kontrolle wurden 4 pl mit 15 pl SDS-Probenpuffer versetzt und durch SDS-
PAGE (Abschn. 2.11) und anschlieBende Fluorographie analysiert.

2.21 Bakterielle Expression rekombinanter Proteine

Um Proteine in groflerer Menge zu erhalten,erfolgte ausgehend von der entsprechenden
cDNA eine Uberexpression in Escherichia coli. Zur vereinfachten Aufreinigung mittels Affini-
tatschromatographie erfolgte die Expression als Fusionsprotein, entweder mit einem Hexahisti-
dinpeptid (QIAExpress System, Qiagen), oder mit Glutathion-S-Transferase aus Schistosomas

Japonicurz (Amersham-Pharmacia-Biotech).

2.21.1 Expression und Reinigung von GST-Fusionsproteinen

Aufschlusspuffer 8mM NaH,POy
1,5 mM KHzPO4
137 mM NaCl
3mM KCl
2mM  MgCl
2mM  B-Mercaptoethanol
pH 7,5 mit NaOH

Waschpuffer 50 mM NaH,PO,
300 mM NaCl
2mM  B-Mercaptoethanol
pH 7,2 mit NaOH

Elutionspuffer 50 mM Glutathion in AufschluBlpuffer
Bindungspuffer 10 mM  Hepes
150 mM KCl
3mM  MgCl;
pH 7,2 mit KOH

In einem 2 1-Schikanekolben wurden 1 1 LBAmpiooKanazs-Medium mit 10 ml einer dichtge-
wachsenen Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C und 225 rpm bis zu einer optischen Dich-
te von 1,0 herangezogen. Nach Induktion mit 0,2 mM IPTG erfolgte emne 6stindige Inkubation
bei 23 °C und 225 rpm. Die Bakterien wurden bei 5000 xg abzentrifugiert und das Pellet in 10
ml Aufschlusspuffer resuspendiert. Nach dreimaligem Einfrieren in flissigem Stickstoff und
Auftauen auf Fis wurde der Zellaufschluss durch 4 Ultraschallpulse von 10 s Dauer vervollstin-
digt. AnschlieBend wurden die unloslichen Bestandteile 20 min bei 30 000 xg abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde zu 2 ml Glutathion-Agarosebeads gegeben, die zuvor in 5 ml Aufschluss-
puffer aufgequollen wurden. Es erfolgte eine 16stundige Inkubation bei 4°C unter langsamen
invertieren. Die Suspension wurde 1n eine Siule mit Frittenboden gegeben und mit 20 ml Auf-

schlusspuffer, 10 ml Aufschlusspuffer 2 mM ATP, 20 ml Waschpuffer und 20 ml Aufschluss-
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puffer gewaschen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgt mit 2 ml Flutionspuffer. Die
Proteinlosung wurde anschlieBend mit Hilfe einer Molsiebsaule (PD10) auf Bindungspuffer a-

quilibriert und nach Zusatz von 0,1 % NaNj bei 4°C gelagert.

2.21.2 Expression und Reinigung rekombinanter Proteine mit 6xHistidin-Tag

Die Expression und Reinigung der rekombinanten Proteine mit 6xHistidin-Tag erfolgte mit
dem QIAexpress-System der Firma QIAGEN (Qiagen, 1998).
Die Aufreinigung iber Ni2*-NTA-Agarose erfolgte mit Hilfe emer FPLC-Anlage von A-

metrsham-Pharmacia-Biotech.

Ultraschallpuffer 50 mM NazHPO4
600 mM NaCl
10 mM Imidazol

pH 8,0 mit HCl

Elutionspuffer 50 mM NaHPOy
600 mM NaCl
250 mM Imidazol

pH 8,0 mit HCI

Hepespuffer 10 mM HEPES/KOH pH 7,5

Die Expression und Ernte der Bakterien erfolgte wie bet GST-Fusionsproteinen (s.0.), mit
dem Unterschied, dass die Expression mit 1 mM IPTG fiir 4 h bei 37 °C erfolgte. Die pelletier-
ten Zellen wurden 1 5 ml Ultraschallpuffer resuspendiert, dreimal in fliissigem Stickstoff einge-
froren und wieder aufgetaut und anschlieBend 4 mal 10 s mit Ultraschall aufgeschlossen. Nach
20miniitigem Abzentrifugieren bei 30 000 xg wurde der lésliche Uberstand mit einer Flussrate
von 0,2 ml/min auf eine Saule mit Ni**-NTA-Agarose aufgetragen und anschlieBend so lange
mit Ultraschallpuffer bei 1 ml/min gespult, bis alle nicht gebundenen Proteine ausgewaschen
waten. Die Elution erfolgte bei 0,5 ml/min durch kontinuietliches Hinzumischen von Eluti-
onspuffer bis zu emner Konzentration von 100 %. Es wurden Fraktionen von jeweils 2 ml ge-
sammelt. Die Fraktionen mit dem hochsten Gehalt an eluiertem Protein wurden anschliefend
Uber eine Molsiebsdule (PD 10) in Hepespuffer umgepuffert und die Reinheit durch (SDS-
PAGE Abschn. 2.11) iiberpriift.
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2.22 Untersuchungen zur Interaktion von Proteinen

2.22.1 Proteininteraktion in vivo (Hefe Two-Hybrid-System)

Zur genetischen Analyse der Wechselwirkung zweier Proteine 7z vivo diente das Two-Hybrid-
System 1n Saccharomyces cerevisiae. Diese Methode erlaubt es, die Interaktion zweier Proteine X und
Y durch Aktivierung eines Reportergenes zu untersuchen. Hierzu wird die Tatsache ausgenutzt,
dass Transkriptionsfaktoren aus mindestens zwei Dominen bestehen: einer DNA-bindenden
(DBD) und einer aktivierenden Domane (AD). Das Prinzip beruht auf der Fusionierung des
einen zu untersuchenden Proteins mit der DNA-bindenden Domine, wihrend der mutmaBliche
Interaktionspartner mit der aktivierenden Domine fusioniert wird. Beirde Hybrid-Proteine wer-
den uber zwei Plasmide in emem Hefestamm coexprimiert, der Reportergene enthalt. Die regu-

latorischen Bereiche dieser Gene enthalten Bindungsstellen fiir die DNA-bindende Domaine, die

No expression

Reporter gene
LexA UAS P 2

B42AD
Y

Reporter gene No expression
LexA UAS

Activation of transcription

Reporter gene Expression

LexA UAS

Abbildung 2-1 Funktionsprinzip des Two-Hybrid-Systems zum Nachweis der spezifi-
schen Wechselwirkung zweier Proteine X und Y durch Reportergenaktivierung

in Hefe als ,,upstream activating sequences® fungieren. Das am hiufigsten verwendete Two-

Hybrid-System beruht auf dem Transkriptionsfaktor Gal4p. Da es sich hierbei um ein Protein
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bzw. regulatorische DNA-Abschnitte aus Hefe handelt, besteht das Problem der unspezifischen
Aktivierung der Reportergene. Das hier verwendete Hybrid Hunter™-System benutzt anstelle
von Galdp zwei Komponenten aus E. co/. Als DNA-bindende Domine wird ein Abschnitt des
LexA-Repressors verwendet, wihrend als transkriptionsaktivierende Domiane B42 zum Finsatz
kommt. Bet B42 handelt es sich um eine stark saure Aminosiuresequenz, die beim Screenen von
genomischen DNA-Fragmenten aus E. w/ nach in Hefe transkriptionsaktivierend wirkenden
Sequenzen gefunden wurde (Ma und Ptashne, 1987).

Um unspezifische Aktivierung der Reportergene ausschlieBen zu kénnen, wurden nach der
Transformation mit dem LexA-Fusionsprotein mindestens 10 Hefetransformanden zum einen
auf histidinfreiem Medium (YC-HUK Zeosw) ausgestrichen und zum anderen auf [3-

Galaktosidase-Aktivitat Gberprift.

2.22.1.1  B-Galaktosidase Filter Assay

Z-Puffer 60 mM KHzPO,4
40 mM NaH,PO4
10 mM KCl
1 mM MgSOy4

pH 7,0 mit KOH

X-Gal-Losung 50 mg/ml 5-Brom-4-chlot-3-indoxyl-B-D-galaktosid in DMF

Auf die Agarplatte mit den zu testenden Kolonien wurde ein steriler Nitrocellulose-Filter ge-
legt und leicht angedriickt. AnschlieBend wurde der Filter abgezogen, mit den anhaftenden Ko-
lonien nach oben in eine Schale aus Aluminiumfolie gelegt und auf fliissigen Stickstoff schwim-
men gelassen. Nach einer Minute wurde die Schale fiir 10s untergetaucht und danach
herausgenommen. Sobald der Filter aufgetaut war, wurde er blasenfre1 in eme Petrischale gelegt,
die zuvor mit einem Rundfilter, getrinkt mit 30 ul X-Gal-Losung in 1,5 ml Z-Puffer, ausgelegt
worden war. Die Petrischale wurde zum Verhindern von Austrocknung mit Parafilm verschlos-
sen und bei 30 °C inkubiert. Je nach Aktivitit zeigte sich innerhalb von 1-6 h eine deutliche

Blaufirbung.

Von Transformanden, die keine unspezifische Aktivierung der Reportergene zeigten, also
keine B-Galaktosidaseaktivitit besaBen und Histidin-auxotroph waren, wurde eine Westernblot-
Analyse mit LexA-Antikorper durchgefithrt. Da das LexA-Konstrukt tiber keimne Kernlokalisati-

onssequenz verfiugte und somit in relativ groer Menge vorhanden sein musste, wurde fiir die
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weitere Two-Hybrid-Analyse ein Transformand gewihlt, der einen moglichst hohen Expressi-

onslevel zeigte.

Cracking Buffer 8 M Harnstoff
5% (w/v) SDS
40 mM T'ris/HCI, pH 6,8
0,1 mM EDTA
1% (v/v) B-Mercaptoethanol
0,04 % (w/v) Bromphenolblau
Glaspetlen 0.75-1 mm, mit 2N HCI gewaschen und getrocknet
4x-SDS-Probenpuffer 250 mM Ttis/HCL, pH 6,8
40 % (w/v) Saccharose
16 % (w/v) SDS
16 % (w/v) B-Mercaptoethanol

Von einer Ubernachtkultur in YPAD-Zeos wurden 5 ml bei 5000 xg 5 min abzentrifugiett,
und das Zellpellet 10 min bei —80 °C inkubiert. Zu den gefrorenen Zellen wurden 100 ul auf
60 °C vorgewirmter Cracking Buffer hinzugefiigt und sorgfaltig vermischt. Nach Zugeben von
100 pl Glasperlen und 10miniitiger Inkubation bei 70 °C wurde 1 min am Vortex kraftig gemixt.
Glaspetlen und Zelltrimmer wurden anschlieBend 5 min bei 13 000 xg abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Cup tberfithrt und mit 40 pl 4x-SDS-Probenpuffer versetzt. 10-

20 ul wurden einer SDS-PAGE mit anschlieBender Westernblotanalyse unterzogen.

2.22.2 Untersuchung zur Proteininteraktion in vitro

22221  Wechselwirkung zwischen Hsp70-Isoformen und Sislp

Zur Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Hsp70-Isoformen und Sislp 7z vitro wut-
den bakteriell uberexprimierte, affinitatsgereinigte Proteine verwendet. Um unspezifische Wech-
selwirkungen auszuschlieBen, wurden GST-Fusionsproteine vor den Wechselwirkungsexperi-
menten mit Ni2*-NTA Agarose 5 min auf Eis vorinkubiert, 2 min bet 3000 xg abzentrifugiert,

und der Uberstand fiir die weiteren Untersuchungen eingesetzt.

Bindungspuffer 10 mM Hepes
150 mM Kdl
3 mM MgClz
pH 7,2 mit KOH
Waschpuffer 50 mM Hepes
300 mM NaCl
3 mM MgClz
pH 7,5 mit KOH
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Die zu untersuchenden Protemne wurden mit den verschiedenen Hsp70-Isoformen in Bin-
dungspuffer, je nach Experiment mit 2 mM ATP oder 2 mM ADP, 5 min bei 37 °C inkubiert
und auf Fis abgekiihlt. Nach einer 20miniitigen Zentrifugation bei 13 000 xg und 4°C wurden
die Uberstinde jeweils zu 20 ul Ni2*-N'TA-Agarose gegeben und 20 min bei 4 °C leicht geschiit-
telt.

Das Affinititsmaterial mit den gebundenen Proteinen wurde 3 min bei 3000 xg pelletiert und
die Uberstinde verworfen. Es folgten 6 weitere Waschschritte mit jeweils 1 ml Waschpuffer mit
2 mM des entsprechenden Nukleotids. AnschlieBend wurden die gebundenen Proteine durch
Elution mit zweimal 250 ul Elutionspuffer gelost, mit Trichloressigsiaure gefallt und anschlie-

Bend elektrophoretisch getrennt und einer Westernblotanalyse unterzogen.

2.22.22  Bestimmung der ATPase-Aktivitit von Hsp70
Die Besttmmung der ATPase-Aktivitit von Hsp70 erfolgte mit radioaktiv markiertem -

[32P]-ATP und Analyse der Hydrolyseprodukte mittels Diinnschichtchromatographie.

A'TPase-Puffer 10 mM Hepes
150 mM KCl1
3 mM MgCl,
pH 7,2 mit KOH
Laufmittel 0,5M LiCl
1M Ameisensiure

Fir einen Reaktionsansatz (36 ul) wurden bakteriell iberexprimierte und geremigten Hsp70-
GST-Fusionsproteme 1 emer Konzentration von 200 nM und Sis1p in einer Konzentration von
400 nM in ATPase-Puffer eingesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von ATP in einer End-
konzentration von 8 nM gestartet (,,single-turnover“-Bedingungen). Die Inkubation des Reakti-
onsansatzes erfolgte bei 37 °C in einem Heizblock. In regelmifBigen Zeitabstinden wurden
0,7 ul entnommen und auf eine DC-Platte (20 x 20 cm, Polyethylenimincellulose IF auf Glas)
aufgetragen. Nach dem vollstindigen Trocknen der Proben wurde die Platte in die zuvor tber
Nacht gesattigte DC-Kammer gestellt. Sobald die Laufmittelfront 15 cm zuriickgelegt hatte,
wurde die DC-Platte herausgenommem, bet Raumtemperatur getrocknet und in Frischhaltefolie

eingeschlagen. AnschlieBend erfolgte eine Autoradiographie.
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3  Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung von SIS in Phytophthora megasperma und Cryptococ-
cus curvatus. Die Untersuchungen bezogen sich 1n erster Linie auf die mtrazellulire Lokalisation,
die Rolle als Partner von Hsp70 und die Funktion bei der Translation.

Da SIS zumindest zu einem Teil mit Ribosomen assozitert vorliegt und deren Lokalisation
sowohl an Membranen als auch an Cytoskelettstrukturen bekannt ist, sollte die Lokalisation von
SIS besonders hinsichtlich dieser Strukturen niher untersucht werden.

Fir das SIS wird emne unmittelbare Funktion bet der Translation postuliert. Die Vorgehens-
weise der Untersuchungen hierzu orientierte sich an den Moglichkeiten, die fir beide Organis-
men vorgegeben waren: In P. megasperma standen neben DnaJ-Protemen auch Klone fur drei
cytosolische Hsp70s zur Verfiigung. Dadurch ergab sich die Moglichkeit die Untersuchung der
SIS/Hsp70 Wechselwirkung 7z vitro in den Vordergrund zu stellen. In ersten Vorversuchen zeig-
te sich, dass eine Priparation von intakten Ribosomen aus P. megasperma nicht moglich war, denn
auch bet massivem Einsatz von RNase-Inhibitoren, z. B. 20 mM Vanadylribonucleoside, wurden
die ribosomalen RNAs im Verlauf der Praparation stets angedaut. Im Gegensatz dazu hatte sich
gezeigt, dass aus C. curvatus intakte ribosomale Strukturen pripariert werden konnten. Darauf
aufbauend sollte die Funktion von SIS in bezug auf die Translation in einem zz vitro System un-

tersucht werden.

3.1 Lokalisation von SIS in Cryptococcus curvatus

3.1.1 Lokalisation an Stukturen des rauhen ER

Die Lokalisation von SIS-Proteinen an Ribosomen gilt als gesichert, sowohl in Saccharonzyces
cerevisiae (Zhong und Arndt, 1993),als auch in Cryptococcus curvatus (Specht et al., 1998). Ribosomen,
bzw. Polysomen liegen jedoch nur zu einem Teil frei 16slich im Cytosol vor, hiufig sind sie mit
Zellstrukturen assoziiert. Dazu zihlen das Endoplasmatische Retikulum und ebenso Strukturen
des Cytoskeletts. Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen aus S. cerevisiae deuteten auf
eine Lokalisation von SIS in der Nihe des Kerns hin, so dass zunichst tiber eine Beteiligung am
mRNA-Transport aus dem Kern heraus spekuliert wurde (Luke ez @/, 1991). Eine derartige Loka-
lisation 1n Kernnahe lieBe jedoch auf eine Assoziation mit dem ER schlieen, da fiir Hefe zwet
Populationen von ER beschrieben sind: Zum einen solches das in der Nihe der Plasma-

membran lokalisiert ist, und zum anderen ER, das sich eng um den Kern herum befindet und in
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die Kernmembran iibergeht. Bet Untersuchungen in C. curvatus wurde das SIS ebenfalls an gro-
Ben Strukturen gefunden, die neben Ribosomen auch Bestandteile des Cytoskeletts und Memb-
ranen enthielten. Dies deutet auf eine Lokalisation am ER hin.

Diese Vermutung sollte durch Priaparation und anschlieBende Westernblotanalyse von rau-
hem ER untersucht werden. Die Priparation von ER wurde fir diesen Zweck optimiert und
erfolgte schlieBlich wie in Abschnitt 2.5.1 beschrieben. Der Zellaufschluss wurde mit Glaspetlen
durchgefiihrt, ein Schritt, dessen exakte Durchfithrung fiir die Priparation entscheidend war.
Die Ausbeute an Membranstrukturen war bei unzureichender mechanischer Beanspruchung
namlich sehr gering, obwohl andere Zellstrukturen in tblichen Mengen vorhanden waren. Of-
fenbar wurden die Zellwinde so weit zerstort, dass das Cytoplasma auslaufen konnte, ER und
andere Membranstrukturen jedoch nicht ausreichend zerschlagen wurden und dadurch bereits
zusammen mit Kernen und Zelltrimmern bei 2000 xg pelletierten.

Die Zentrifugation bei 100 000 xg zum Pelletieren von Mikrosomen ergab Niederschlige, die
auch groBere Mengen an freien Polysomen enthielten. Um diese bei der nachfolgenden Dich-
tegradientenzentrifugation durch das viskose Polster, bestehend aus 50 % (w/w) Saccharosel6-
sung zu pelletieren, wurde eine 20stiindige Zentrifugation bet 160 000 xg gewihlt. Diese lange
Dauer bei hoher Zentrifugalbeschleunigung ermoglichte die Unterscheidung von flotierten
Membranstrukturen, loslichen Protemnen an der Auftragstelle, sowie Ribosomen und andere
groflen Proteinkomplexen im Pellet. Nach der Zentrifugation wurde der Gradient in 19 Fraktio-
nen fraktioniert mit der Auftragsstelle in Fraktion 17, das Pellet wurde 1 600 pl Aufschlusspuf-
fer resuspendiert. Nach einer TCA-Fallung wurden die Fraktionen durch SDS-PAGE analysiert
und auf Nitrocellulosemembran geblottet.

Wie die Protemnanfirbung (Abb. 3-1) belegt, befindet sich der Hauptteil der flotierten Struk-
tur in Fraktion 5 entsprechend einer Saccharosekonzentration von 33-34 % (w/w). Dies ent-
spricht einer Gleichgewichtsdichte von 1,14 g/cm?, einem Wert, der fiir rauhes ER angegeben
witd (Quail, 1979).

Eine Untersuchung der Fraktionen auf NADH-abhingige Cytochrom bs Reduktase als
Lettenzym fir ER-Membranen zeigte jedoch im gesamten Gradienten keine Aktivitit. Hingegen
ergab die Proteinanalyse der flotierten Struktur ganz emndeutig, dass es sich bet der Membran um
rauhes ER handelt. Im GroBenbereich zwischen 20 und 40 kDa lag ein fiir ribosomale Proteine

sehr charakteristisches Bandenmuster vor.
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Abbildung 3-1 Nachweis von SIS an rauhem ER
Subfraktionierung von Membranstrukturen durch Flotation in einem Saccharosegradienten

100 ul eines resuspendierten Pellets der Zentrifugation bei 100 000 xg wurden mit Saccharose auf eine Endkon-
zentration von 45 % (w/w) eingestellt, in einem 12 ml Zentrifugenbecher auf ein Polster aus 1 ml Sacchatroseld-
sung 50 % (w/w) gegeben und mit 4 ml Saccharoselosung 40 % (w/w) ubetschichtet. Nach Aufgeben eines linea-
ren Saccharosegradientenradienten (6 ml) von 40 % (w/w) bis 15 % (w/w) etfolgte eine 20stundige Zentrifugation
bei 160 000 xg. Der Gradient wurde mit einem Auspumper in 19 Fraktionen von jeweils 600 pl fraktioniert, und
das Pellet in 600 pl Wasser gelost. Nach einer TCA-Fillung wurden jeweils 1/3 der Proben fir eine SDS-PAGE
mit anschlieBender Westernblotanalyse benutzt.

A) Proteinanfirbung mit Tinte

B) Immunanfirbungen mit Antikérpern gegen CiSIS, cytosolische Hsp70, o-Tubulin, CeAktin, Pz14-3-3
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Die Immunanfirbung mit dem CSIS-Antiserum zeigte emne Vertellung fur SIS, die nicht
ausschlieflich fiir eine Co-Lokalisation mit ribosomalen Proteinen spricht, die Menge an SIS 1n
der Polysomenfraktion im Pellet war etwa genauso grof3 wie an der flotierten Struktur, wohinge-
gen die Menge an ribosomalen Proteinen im Pellet um emn mehrfaches stirker war. Das CeSIS ist
offenbar nur zum Teil mit Ribosomen assoziiert, ein anderer Teil bindet an andere membranhal-
tige Strukturen.

Da SIS, als ein DnaJ-Protemn, wahrscheinlich mit emmem Hsp70-Homologen interagiert wire
eine Co-Lokalisation mit etnem Hsp70 zu erwarten. An der flotierten Struktur liefen sich mut
emem AntikOrper gegen den C-termmalen Bereich emnes cytosolische Hsp70 aus Gurke
(Diefenbach und Kindl, 2000) kein Protein detektieren, lediglich in der Fraktion des Pellets er-
folgte eine Anfiarbung bet 70 kDa. Der verwendete AntikOrper erkennt in Cytosolfraktionen von
C. curvatus neben der Form bei 70 kDa auch noch zwei weitere Proteine in stirkerer Intensitit
von 80 und 82 kDa. Offenbar sind diese Isoformen in dieser Priparation nicht enthalten Das
geringe Molekulargewicht, und die Assoziation mit Ribosomen lassen vermuten, dass es sich
hierbei um ein Ssb-homologes Hsp70 handelt.

Die Anfirbungen mit Antikorpern gegen Aktin aus C. curvatus (Borgman, 1998) und gegen o-
Tubulin zeigen, dass sich an diesen ER-Strukturen auch noch Reste des Cytoskeletts befinden.
Von einer generellen Verunremigung mit cytosolischen Proteinen 1st jedoch nicht auszugehen.
Als Kontrolle hierfur diente die Anfarbung mit einem Antikérper gegen ein 14-3-3-Protein aus
Phytophthora megasperma (Binnewies, 1999). Es zeigt sich bei der Flotation zur Gleichgewichtsdich-

te nur an der Auftragstelle eine Anfirbung.

3.1.2 Membranassoziation von SIS

Die Assoziation von CiSIS mit rauhem ER konnte auf mehrere Arten erfolgen. Es konnte
die Bindung direkt iiber Membranlipide erfolgen, oder tiber Membranproteine, oder die am ER
lokalisierten Ribosomen. Aus der Aminosauresequenz von CcSIS ergibt sich kein Hinweis auf
eine ausreichend groB3e hydrophobe Region, geeignet fiir emne direkte Assoziation mit Membran-
lipiden. Es existiert auch kemn Farnesylierungsmotiv und es sind weder Transmembranhelices
noch andere Strukturelemente vorhanden, die eine Membranverankerung erkennen lieSen. Dies
schlieBt jedoch eme direkte Wechselwirkung keineswegs aus. Es wurde daher untersucht, ob

bakteriell iberexprimiertes SIS an synthetische Liposomen bindet.
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Die Liposomen wurden aus Sojalecithin naturlicher Zusammensetzung pripariert, so dass
eine Vielzahl verschiedener Membranlipide fiir emne mogliche Bindung zur Verfiigung stand. Die
Liposomen wurden freundlicherweise von Elmar Hjorth zur Verfugung gestellt. 150 pl der Li-
posomensuspension wurden mit 3 pug CSIS 15 min bet 30 °C inkubiert auf eine Saccharosekon-
zentration von 55 % (w/w) eingestellt, mit einem Saccharosegradienten von 40 % (w/w) bis 25
% (w/w) tberschichtet und zur Flotation der Liposomen 18 h bei 100 000 xg zentrifugiett.

Nach Fraktionierung des Gradienten wurden die Fraktionen durch SDS-PAGE analysiert.

123456789 10111213141516171819
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Abbildung 3-2 Membranbindung von SIS
-Flotation von Liposomen mit bakteriell iiberexprimiertem CcSIS

100 pl einer Liposomensuspension aus Sojalecithin wurden mit 3 pg bakteriell iiberexpremiertem CeSIS

10 min bei 30 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert, mit Saccharose auf eine Endkonzentration von 55 %
(w/w) eingestellt, auf ein Polstet aus 60 % (w/w) Saccharose aufgetragen und mit einem lineaten Saccharo-
segradienten (10 ml) von 40 bis 25 % (w/w) tiberschichtet. Nach einer 20stindigen Zentrifugation bei

100 000 xg wurde der Gradient in 19 Fraktionen zu je 600 ul fraktioniert und mit TCA gefallt. Nach SDS-
PAGE und Blotten auf Nitrocellulose erfolgte eine Proteinanfirbung mit Tinte. Die Auftragstelle befand sich
in Fraktion 18

Abbildung 3-2 zeigt die Proteinanfirbung des Westernblots, die zeigt, dass das CeSIS voll-
stindig an der Auftragstelle blieb, nimlich in den Fraktionen 16 bis 19. Die Liposomen hinge-
gen flotierten bis in die obersten Fraktionen 1 und 2 des Gradienten. Dort lief3 sich jedoch auch
in der deutlich empfindlicheren Immunanfirbung kein SIS detektieren, so dass eine Affinitit

von SIS zu diesen Membranstrukturen nicht besteht.

3.1.3 Subfraktionierung von rauhem ER nach Behandlung mit Detergens

Um weitere Hinweise iiber die Art der Bindung von SIS zu erhalten sollte das rauhe ER wei-
ter subfraktioniert werden. Durch emne Behandlung mit Detergens wurden die Membranbe-
standteile solubilisiert und die erhaltenene Suspension durch Zentrifugation durch em Polster
aus 45 % (w/w) Saccharose weiter aufgetrennt. Hierbei blieben Membranproteine in Losung ,
wihrend Ribosomen und andere grofle Proteinkomplexe durch das Polster hindurch pelletier-
ten.

Fir diese Behandlung wurden die das rauhe ER enthaltenden Fraktionen zweler Flotati-

onsgradienten nach Abschnitt 3.1.1 verwendet. Sie wurden mit Triton X-100 1n einer Endkon-
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zentration von 3% versetzt und zur Solubilisierung der Membranen 15 min ber Raumtemperatur
und anschlieBend 1 h bei 4 °C geschiittelt. Die nahezu klare Losung wurde auf ein Polster aus
2,8 ml Puffer A (45 % (w/w) Saccharose) gegeben und in einem Festwinkelrotor 20 h bei
150 000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend in 4 Fraktionen zu je 1 ml abge-

nommen und ebenso wie das Pellet einer Westerblotanalyse unterzogen (Abb. 3-3).
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Abbildung 3-3 Lokalisation von CcSIS nach Subfraktionierung von rauhem ER durch Detergens

Die Fraktionen mit rauhem ER zweier Gradienten nach Abschnitt 3.1.1 wurden mit 3 % (v/v) Triton X-
100 behandelt und in einem Festwinkelrotor 20 h bei 150 000 xg durch ein Polster aus 2,8 ml Saccharose-
16sung (45 % (w/w)) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in vier Fraktionen zu 1 ml vorsichtig abge-
nommen (Spur 1 bis 4) und das Pellet (Spur 5) in Wasser resuspendiert. Nach einer TCA-Fillung wurden
Detetrgensreste durch Waschen mit 80% (v/v) Aceton entfernt und die ethaltenen Proteine einer SDS-
PAGE mit anschlieBender Westerblotanalyse unterzogen.

A) Proteinanfirbung
B) Immunanfirbung mit C:SIS-Antiserum (1:5000)

In der Proteinanfirbung zeigt sich, dass der grofite Teil der Proteine unter diesen Zentrifuga-
tionsbedingungen pelletierten. Unter den Protemnen, die durch Detergens in Losung gehalten
wurden, fallen insbesondere Proteine bei 32, 43, 52 und 80 kDa auf. Das CSIS befand sich, wie
auch die Ribosomen-Proteine vollstindig im Pellet. Diese Sedimentation zusammen mit gro3en
Proteinkomplexen lisst eine direkte Assoziation von CcSIS mit Membranen unwahrscheinlich
erscheinen. Der Befund, dass unter den gegebenen Umstinden SIS sedimentiert, beweist, dass

SIS nach wie vor mit grofleren Proteinkomplexen — vermutlich Ribosomen — assoziiert wat.
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3.1.4 Lokalisation von SIS an grof3en Strukturen

Um letztere Aussage zu bestitigen und um ausschlieSen zu konnen, dass die im Pellet einer
Zentrifugation bei 100 000 xg enthaltenen Strukturen durch unspezifisches Verkleben von ver-
schiedenen Protein- und Membrankomplexen entstanden, wurde ein Zellextrakt aus C. curvatus
durch Molsiebchromatographie untersucht.

Zu diesem Zweck erfolgte nach Abschnitt 2.5.1 ein Zellaufschluss mit Glasperlen. Nach den
Vorzentrifugationen bei 2000 xg erfolgten zur Entfernung von Mitochondrien und Peroxisomen
zwel 20 minutige Zentrifugationen bei 30 000 xg. Die groBten noch verbliebenen Strukturen in
diesem Uberstand sollten Mikrosomen sein. Zur weiteren Analyse wurde das Lysat auf eine
Molsiebsaule (40x4 cm) mit Superose-6 gegeben. Dieses Material ermoglicht emne Trennung in
einem GroBenbereich von 6000-50 kDa Die Elution erfolgte in einer FPLC-Anlage bei 4 °C
mit einer Flussrate von 0,2 ml/min. Es wurden Fraktionen zu 2 ml gesammelt und durch SDS-

Page mit anschlieBender Westerblotanalyse untersucht.
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Abbildung 3-4 Lokalisation von SIS an groflen Strukturen von iiber 20S

Vom Uberstand einer Zentrifugation bei 30 000 xg wurde 600 ul mit einer FPLC-Anlage iiber eine Molsiebsiule
(Superose 6, 40x4cm) bei einer Flussrate von 0,2 ml /h aufgetrennt. Es wurden Fraktionen von jeweils 2 ml gesam-
melt. Jeweils 1/10 der Fraktionen (bei den Fraktion 18 bis 24 jeweils 1/20) wurden mit TCA gefillt (Abschn. 2.8),
die Proteine durch SDS-PAGE (Abschn. 2.11) aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembran geblottet.

A) Proteinanfirbung

B) Immunanfirbung mit C:SIS-Antiserum (1:5000)
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Abbildung 3-4 zeigt die Proteinanfirbung und die Westernblotanalyse mit C:SIS-Antikorper.
Im Durchbruch (Fraktionen 4 und 5) erschienen Strukturen, die aufgrund des Proteinmusters
mm Bereich unter 40 kDa grolere Mengen Ribosomen enthielten. Dies konnen sowohl freie Po-
lysomen, als auch rauhes ER sein. Etwas spiter (Fraktionen 9 und 10) eluterten Strukturen, die
ein ahnliches Muster aufweisen und hdchstwahrscheinlich freie 16sliche Ribosomen, der Gto-
Benabschitzung nach Monosomen enthalten. In der Immunanfirbung zeigte sich, dass die
Hauptmenge an C:SIS an den groflen Strukturen zu finden war und nicht im Bereich von Mo-
nosomen. Diese Daten entsprechen den vorher erhaltenen Ergebnissen und zeigen, dass die bei
der Flotation von Pellets einer Zentrifugation bei 100 000 xg erhaltenen Fraktionen kein Arte-

fakt der Aufarbeitung darstellen.

3.1.5 Bindung von SIS an Membranstrukturen

Es sollte zunichst untersucht werden, wie die Bindung an Membranstrukturen erfolgt. Hier-
zu wurde die Membranfraktion (das Pellet emner Zentrifugation bei 100 000 xg) mit durch Trans-
lation 7z vitro erhaltenen radioaktiv markiertem SIS mkubiert. Um einen Hinweis auf eine mogli-
che Bindungsdomine zu erhalten, wurden zwei Konstrukte erzeugt, bei denen spezielle
Regionen entfernt wurden. Bei dem Konstrukt CiSISAG/F wurden durch Verdau mit Nar I die
fir die Aminosauren 96 bis 248 kodierenden Basen herausgeschnitten und der verbliebene Vek-
tor im korrekten Leserahmen religiert. Dadurch wurden Teile der G/F-reichen Region und die
GGM(P)-Repeats entfernt. Beim Konstrukt Ct:SISA145C wurde das Plasmid mit der cDNA vor
der Transkription mit Xho I verdaut so dass bet der Translation ein am C-Terminus um 145 A-
minosauren verkirztes Protein entstand.

Da bet der Translation ein Teil des gebildeten Proteins als naszierendes Polypeptid an den
Ribosomen des Reticulozytenlysats vorliegt, konnte dadurch eme unspezifische Wechselwirkung
mit ER auftreten. Um dies auszuschlieBen, wurden die Translationsansitze mit Puromycin in
einer Endkonzentration von 2 mM versetzt und zur Ablésung der Ribosomen 20 min bei 30 °C
weiterinkubiert. AnschlieBend wurden die Ribosomen durch eine 90miniitige Zentrifugation bei
130 000 xg abgetrennt.

Es wurde bereits gezeigt, dass die Assoziation von SIS mit Ribosomen nur bet Anwesenheit
von ATP erfolgt (Lubeck, 1997). Da im Translationsansatz ein ATP-regenerierendes System auf
der Basis von 10 mM Creatinphosphat enthalten war, wurde ein Translationsansatz zur ATP-
Hydrolyse mit 5 U Apyrase versetzt und weitere 30 min bei 30 °C inkubiert. Neben dem SIS

aus P. megasperma wurde zum Vergleich weitere mit Membranen assoziierte DnaJ-Proteine einge-
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setzt. Fir das PzDna] aus P. megasperma wurde eine Lokalisation am ER diskutiert (Porschewski,
1997), betm CsDna] handelt es sich um ein Dna] aus Cucumis sativus (Gurke), das uber emn Farne-

sylrest an der Glyoxisomenmembran verankert 1st (Preisig-Muller e al., 1994).
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Abbildung 3-5 Bindung von DnaJ-Proteinen an rauhes ER und Ribosomen -

Dichtegradienten-Flotation von radioaktiv markierten Proteinen mit Membranfraktionen aus
Cryptococcus curvatus

Jeweils 40 pl eines Translationsansatzes wurden mit 250 pg eines resuspendierten Pellets einer Zentrifuga-
tion bei 100 000 xg 10 min bei Raumtemperatur inkubiert auf ein 50% Saccharosepolster aufgetragen mit
einem Saccharose-Stufengradienten (40/30/15 % (w/w)) uberschichtet und 20 h bei 160 000 xg zenttifu-
giert. Die Gradienten wurden jeweils in 12 Fraktionen fraktioniert und nach TCA-TFillung einer SDS-
PAGE mit anschlieBender dreitigiger Fluorographie unterzogen.
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Fir die Flotatton wurden jeweils ein 40 ul-Translationsansatz mit 250 ug Protein (27 pl) emes

resuspendierten Pellets einer Zentrifugation bei 100 000 xg zunichst 15 min bei Raumtempera-
tur leicht geschiittelt, mit Saccharose auf eine Endkonzentration von 45 % (w/w) gebracht und
in einem 4 ml Zentrifugenbecher auf ein Polster aus 500 ul Saccharoselésung (50 % (w/w)) ge-
geben. AnschlieBend wurde ein Stufengradient aus 1,5 ml 40 %, 800 ul 30 %, und 800 ul 15 %
Saccharoselosung aufgeschichtet. Nach einer 20stindigen Zentrifugation bei 160 000 xg wurde
der Gradient von oben in Fraktionen von jeweils 400 pl abpipettiert und nach TCA-Fillung
durch SDS-PAGE und anschlieBende Fluorographie analysiert. In Abbildunfg 3-5 sind die Fluo-
rographien der entsprechenden Coflotationen gezeigt. Die Zentrifugation von CSISAG/F so-
wie der mit Apyrase behandelten Probe erfolgte in einem Rotor mit grolerem Volumen, so dass
mehr Fraktionen erhalten wurden, die Flotationsstrecke war jedoch identisch mit den anderen
Gradienten.
Bei den verschiedenen DnaJ-Proteinen zeigt sich die erwartete Membranassoziation, am starks-
ten beim PzDnal, bet dem der flotierte Anteil deutlich hoher war als der an der Auftragstelle
verbliebene. Das Dna] aus Gurke flotierte ebenfalls; vermutlich bewirkt die Farnesylierung eine
allgemeine Membranaffinitit, so dass eine Wechselwirkung auch mit ER-Membranen erfolgte.
Die beiden SIS-Proteine aus C. curvatus und P. megasperma zeigten eine ahnliche Verteilung, das
SIS aus Cryptococcus zeigte jedoch einen stirkeren Anteil an den Ribosomen im Pellet. Diese
Bindung von (SIS an Ribosomen unterscheidet sich von der Bindung an Membranstrukturen.
Die Flotation von CSIS erfolgte auch nach Depletion von ATP, wohingegen kein Sedimentie-
ren mit den Ribosomen zu beobachten war, in der Pelletfraktion befindet sich kein SIS.

Die Flotationen des Konstrukts Ct:SISAG/F verhielt sich dahnlich wie das vollstandige Prote-

in. Das C-terminal verkirzte Konstrukt C:SISA145C hingegen zeigte weder Affinitat zu Ribo-
somen noch zu Membranstrukturen. Die hierfir notwendige Domiane war offenbar nicht mehr

vorhanden.

3.2 Untersuchungen zur Lokalisation von SIS an lytischen Membrankom-

partimenten

3.2.1 Prdparation von Lipidkérpern und Vakuolen

Da fir das Sislp aus Saccharomyces cereviszae eine Rolle beim proteolytischen Abbau von Prote-
men diskutiert wird und cytosolische Hsp70s vermutlich am Protemtransport in Vakuolen betei-

ligt sind (Horst ez al., 1999), wurde untersucht, inwieweit das SIS 1n Cryptococcus curvatus iber Va-
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kuolen abgebaut wird und ob generell eine Assoziation mit Vakuolen vorliegt. Hierfiir wurden
zunichst Vakuolen pripariert. Da bei Pilzen die Vakuole in enger Verbindung mit Lipidkorpern
vorkommt und 1n bestimmten Entwicklungsstufen sogenannte Fettvakuolen erscheinen, wurden
von C. curvatus Zellen aus einem frihen Wachstumsstadium (16 h) auf Normalmedium gewihlt,
so dass nur wenige Lipidkoérper vorlagen.

Die Priaparation erfolgte nach einer Methode von Zinser und Daum (1995), bet der Vakuolen
und Lipidkérper mit Hilfe mehrerer Flotationen durch Loésungen verschiedener Zusammenset-
zung und Dichte zunichst gemeinsam aufgereinigt und in einem abschlieBenden Zentrifugati-
onsschritt vonemander getrennt wurden. Die genaue Durchfiihrung ist mn Abschnitt 2.5.2 be-

schrieben. Abbildung 3-6 zeigt schematisch die Vorgehensweise.
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Von den priparierten Vakuolen und Lipidkérpern wurden durch Methanol/Chloroform-
Fillung (Abschn. 2.9) die Proteme isoliert und durch SDS-PAGE mit anschlieBendem
Westernblot analysiert (Abb. 3-7). Bei der Immunanfirbung mit dem CSIS-Antikérper konnte
in beiden Bahnen kein SIS detektiert werden. Um die priparierten Lipidkorper naher zu charak-
terisieren erfolgte eine Immunanfirbung mit einem Antikorper gegen P32 einem Hauptprotein
mn Lipidkorperpriparationen aus C. crrvatus (Schuring, 1994). Bei diesem Protein handelt es sich
um ein Homologes zu mitochondrialem Porin (P. Gnau, pers. Mitteillung). Es bestand daher die
Vermutung, dass eventuell Porin durch Autophagocytose von Mitochondrien i Vakuolen ge-
langte und die Lokalisation am Lipidkorper durch Verunremigung mit Vakuolenmembranen
entstand. Aus der hier gezeigten Praparation geht jedoch hervor, dass es vorzugsweise an Lipid-

korpern zu finden 1st, und nur in geringer Menge an Vakuolen.

A Dq ' Abbildung 3-7 Priparation von Lipidkérpern und
100 Vakuolen aus Cryptococcus curvatus
Ausgehend von einer 400 ml-Hauptkultur (14 h Not-
80- malmedium) wurden nach Abschnitt 2.5.2 Vakuolen
60— und Lipidkérper prapariert. Nach Fillung mit Metha-
=3 -— nol/Chlotoform (Abschn. 2.9) wutden 1/20 det
50— g el Vakuolenproteine (Spur 1)und die Halfte der Lipid-
- - korperproteine (Spur 2) einer SDS-PAGE mit an-
40— - o schlieBender Silberfarbung unterzogen (A) Eine weite-
res identisches SDS-Gel wurde auf eine
J— - Nitrocellulosemembran geblottet und fiir eine Im-
30| = ' munanfirbung mit Antikérper gegen P32 benutzt (B)
20~
|
B 40-
—
30—

68



Ergebnisse

3.2.2 Untersuchung zum Abbau von SIS in Cryptococcus curvatus durch pulse-chase

Markierung und Immunprizipitation

Da der Gehalt von Sislp in verschiedenen Phasen des Wachstums von C. curvatus starken
Verinderungen unterliegt (Lubeck, 1997), muss ein kontrollierter Abbau erfolgen. Dies kann
entweder durch Ubiquitinierung und anschlieBenden Abbau durch das Proetasom erfolgen, oder
iber die Vakuole. Da die vakuolire Proteasen selektiv durch PMSF gehemmt werden, wihrend
der Proteasom-Weg unbeeinflusst bleibt, sollte diese Tatsache in einem pulse-chase-Experiment

ausgenutzt werden.

ohne PMSF 1 mM PMSF
\ \ \
0 min 30 min 60min 90min 0min 30 min 60 min 20min

200
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100
80—
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Abbildung 3-8 Abbau von SIS - Immunprizipitation mit CcSIS-Antiserum nach pulse-chase label-
ling von Cryptococcus curvatus mit 3S-Methionin in Anwesenheit von PMSF

Jeweils 10 ml einer 14 h auf Normalmedium gewachsenen Hauptkultur (Abschn. 2.2.1) wurden mit 10 pl

1 M PMSF in DMSO bzw. 10 ul DMSO versetzt. Beide Kulturen erhielten jeweils 200 uCi [*3S]-Methionin.
Nach 30 min wurde nicht radioaktives Methionin in einer Endkonzentration von 5 mM zugegeben und im
Abstand von jeweils 30 min 2 ml Zellsuspension entnommen und fiir eine Immunprizipitation (Abschn.
2.13.3.1) verwendet. Die prizipitierten Proteine wurden durch SDS-PAGE und anschlieBende Fluo-
rographie analysiert.

Hierfur wurde eine Wachstumsphase (45h N-Mangel) gewihlt, wahrend der die CeSIS-
Konzentration in der Zelle stark abnimmt. Von einer 100 ml Kultur in dieser Phase wurden un-
ter sterilen Bedingungen zweimal jeweils 10 ml 1n ein 25 ml-Kulturkolben tiberftihrt. Beide Kul-
turen wurden mit 200 uCi [*§]-L-Methionin versetzt. In einen Kolben wurden 10 ul einer
1 M PMSF-Losung in DMSO gegeben, in den anderen lediglich 10 ul DMSO. Nach 30 min In-
kubation bei 30 °C und 250 rpm wurden 200 pl 0,25 M Methioninlésung hinzugegeben, die Kul-
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turen weiterinkubiert und in bestimmten Zeitabstinden jeweils 2 ml Zellsuspension entnom-
men. Die Zellen wurden abzentrifugiert und fiir eine Immunprizipitation (Abschn. 2.13.3) mit
CSIS-Antiserum und anschlieBende SDS-PAGE (Abschn. 2.11) benutzt. Die Zunahme der
Zellmasse und somit des Gesamtproteins 1st in dem hier verwendeten Zeitrahmen zu vernach-
lassigen.

Abb 3-8 zeigt die Fluorographie des immunprazipitierten CSIS 0, 30, 45, 60 und 90 min
nach Zugabe des nicht radioaktiven Methionins - jeweils mit und ohne PMSF 1m Kulturmedi-
um. Es zeigte sich, dass etwa zwei Drittel des markierten CSIS innerhalb von 90 min abgebaut
wurden. Fine Hemmung der vakuoliren Proteasen durch PMSF hatte kemen Einfluss auf die

Abbaugeschwindigkeit.

3.3 Untersuchungen in vitro zur Funktion von SIS bei der Translation

Aufgrund genetischer und zellbiologischer Untersuchungen uber Sislp in Saccharomyces cerevi-
siae von Zhong und Arndt (1993) ergaben sich Anhaltspunkte fiir eine Rolle von Sislp bet der
Translation. Genauere Untersuchungen konnten nur zz vitro erfolgen. Da die an der Translation
beteiligten Komponenten im allgemeinen hoch konserviert sind, konnen die meisten eukaryonti-
schen Translationsfaktoren speziestibergreifend ausgetauscht werden. Die fiir Untersuchung von
Translationsvorgingen zz vifro haufig verwendeten und sehr gut charakterisierten eukaryonti-
schen Translationssysteme, basierend auf Reticulozyten- und insbesondere Weizenkeimlysat
schieden jedoch aus, weil die vorhandenen Antikorper gegen SIS aus P. megasperma und C. curva-
tus 1m Westernblot keine entsprechenden homologen Proteme in diesen Systemen erkannten.
Fir die Untersuchung einer moglichen Funktion von SIS bei der Translation musste daher ein

zellfretes 7z vitro Translationssystem aus C. curvatus etabliert werden.

3.3.1 Herstellung und Test eines zellfreien Translationssystems aus Cryptococcus cur-

vatus

Zunichst musste eine Methode gefunden werden, einen translationsfihigen Zellextrakt zu
erhalten. Bisher wurden derartige Systeme aus Basidiomyceten nicht beschrieben. Als emzige
pilzliche Organismen wurden einige Staimme von Saccharomyces cerevisiae fur die Praparation von
vitro Translationssystemen benutzt.

Fine Praparation ausgehend von Sphiroplasten erschien als die schonendste Methode, ergab

jedoch in mehreren Versuchen kein geeignetes Zelllysat, auch nicht nach Regeneration der
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Sphiroplasten 1n emnem Medium mit hoher Konzentration an Mg?*. Als letztlich erfolgreich er-
wies sich ein relativ riider Zellaufschluss mit Glaspetlen und zwei anschlieBenden kurzen Zentri-
fugationen bet 30 000 xg. (Abschn. 2.6.1) Dieser Zellextrakt, im weiteren als S30-roh bezeichnet,
erwies sich in ersten Versuchen mit radioaktivem Methionin als translationskompetent, wenn
auch nur in geringem Malle. Das natiirlich vorhandene Methionin wurde daraufhin durch Gel-
filtration mit Sephadex G25 entfernt. Die dabe1 erhaltene Priparation wird im weiteren als S30
bezeichnet. Durch Westernblotanalyse wurde anschlieBend tberprift, ob das SIS intakt geblie-
ben war, da es gegentiber proteolytischem Abdau sehr empfindlich 1st. Es zeigte sich, dass trotz
des nur geringen Zusatzes von Proteaseinhibitoren kein Abdau erfolgt war.

Fir den Translationsansatz mussten die dadurch abgetrennten niedermolekularen Kompo-
nenten wie Ammosiuren und Nukleotide wieder hinzugefiigt werden. Als energieregenerieren-
des System wurde Creatinphosphat/Creatinphosphokinase zusammen mit ATP und GTP zuge-
setzt. Nach Optimierung der Konzentrationen von Kalium und Magnesium und verschiedenen
Versuchen zur Inkubationstemperatur und -dauer konnte ein System erhalten werden, dass die
mm Zelllysat vorhandene mRNA 1n ausreichender Menge in radioaktiv markierte Proteine um-

setzt, so dass eine Analyse durch SDS-PAGE moglich wurde. Die exakte Beschretbung der Zu-

E kDa

-100
-80

3,0 5,6 7.4 9.8

Abbildung 3-9 in vitro Translation in einem zellfreien Extrakt aus Cryptococcus curvatus

Ein S30-Extrakt aus Cryptococcus curvatns wurde mit | 33S]-Methionin unter Zusatz eines ATP regenerierenden Sys-
tems (Creatinphophat/Creatinphosphokinase) 2 h bei 24 °C inkubiert, mit Aceton gefillt und durch 2D-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die anschlieBende Fluorographie dauerte 5 Tage.
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sammensetzung ist in Abschnitt 2.6 beschrieben. Trotz Molsiebchromatographie blieben die
tRNAs im Lysat anscheinend erhalten, der Zusatz von deacylierter tRNA aus S. cerevisiae oder E.
co/ hatte kemnen Einfluss auf die Menge an Translationsprodukt.

Um eine Ubersicht tiber die 7z vitro translatierten Proteine zu erhalten erfolgte eine zweidi-
mensionale Gelelektrophorese.(Abb. 3-9) ausgehend von einem dreifachen Translationsansatz
nach Abschnitt 2.6.

Es zeigte sich, dass eme Vielzahl von Proteinen 1n gut detektierbarer Menge translatiert wur-

de und somit ein fir die weiteren Untersuchungen brauchbares System etabliert werden konnte.

3.3.2 Einfluss von CSIS auf die Translation

Es wurde untersucht, inwieweit zugesetztes SIS, oder Depletion des im Zelllysat vorhande-
nen SIS durch Antikorper einen Einfluss auf die Rate der neusynthetisierten Proteine hat. Fir
die Depletion konnte das Antiserum dem Translationsansatz nicht direkt zugesetzt werden, da
sich bei Versuchen mit verschiedenen Antiseren gezeigt hatte, dass offenbar Serumbestandteile
unabhingig von Antikorpern zu einer starken Hemmung der Translation fihrten. Ein Grund
hierfiir konnte der Salzgehalt des Serums sein, weil zz vitro Translationssysteme allgemein sehr
empfindlich gegentber Chloridionen sind. Aus diesem Grund erfolgte fur die weiteren Untersu-
chungen eine Aufremnigung der Antiseren.

Hierfur wurden 10 pl Antiserum mit 5 mg m 150 pl 1x-Translationspuffer (Abschn. 2.6.2)
vorgequollener Protein A-Sepharose versetzt und 2 h in emem Invertierer bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die Protein A-Sepharose mit den gebundenen Antikérpern 2 min
bet 2000 xg abzentrifugiert und mn 400 ul 1x-Translationspuffer resuspendiert. Es folgten 5 wei-
tere Waschschritte unter gleichen Bedingungen. Nach emer abschlieBenden Smintitigen Zentri-
fugation bei 2000 xg wurde die Sepharose in 20 pl S30 suspendiert und 1 h bei Raumtemperatur
leicht geschiittelt. Die Protein A-Sepharose wurde erneut abzentrifugiert. Vom Uberstand wur-
den 7,5 pl fiir einen Translationsansatz (Abschn. 2.6.2) emngesetzt. Aus Vergleichen mit Im-
munprazipitationen lieB3 sich abschitzen, dass die Menge an Antiserum ausreicht, um die zehn-
fache Menge der im Lysat enthaltenen Menge an SIS zu binden. Da es jedoch denkbar wire,
dass das Protein fiir den Antikérper unzuginglich vorliegt, wurden 7,5 pl zur Uberpriifung der
Entfernung von SIS durch Westernblotanalyse benutzt. Die Immunanfirbung zeigte, dass mut
dem CiSIS-Antikorper kein Protein detektiert werden konnte. Zum Vergleich wurde unbehan-

delter S30-Extrakt aufgetragen (Abb. 3-10 B).
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Fir die Analyse des Einflusses bet Erhohung des SIS-Gehaltes wurde den Translationsansit-
zen vor der Inkubationen bakteriell Giberexprimiertes CSIS in verschiedenen Konzentrationen
hinzugefiigt. Hierfiir wurde zunichst ein sechsfacher Ansatz zusammengegeben, aliquotiert und
danach das rekombinante Protein zugegeben. Abbildung 3-10 A zeigt die Fluorographien der
durch SDS-PAGE aufgetrennten Translationsprodukte. Es zeigte sich, dass zugegebenes SIS
keinen Einfluss auf die Menge der translatierten Proteine hatte, die Intensititen der Banden sind

mn den Spuren 1-5 gleich.

A , B
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Abbildung 3-10 Einfluss von SIS auf die Translation in vitro
A) Fluorographie der durch SDS-PAGE aufgetrennten translatierten Proteine

Zu einem 7z vitro Translationsansatz basierend auf einem nicht nukleasebehandelten Zelllysat von C. curvatus
(830) wurde bakteriell tiberexprimiertes CcSIS (Spuren 1-4) in unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt
bzw. das vorhandene SIS durch Antikérper entfernt (Spur 6). Zum Vergleich dient ein Ansatz ohne zugesetz-
tes SIS (Spur 5) bzw. im Falle der Behandlung mit Antikorper eine Probe, die mit Praserum (Spur 7) behan-
delt wurde.

B) Kontrolle des Entfernens von SIS aus dem S30 durch Westernblotanalyse

Von den mit Antikérper (Spur 1) bzw. mit Priaserum (Spur 2) behandelten Zelllysaten wurden jeweils 7,5 ul
durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet. Die Immunanfibung erfolgte mit C¢SIS-
Antikérper in der Verdinnung 1:5000.

Die Spur 6 mit der Behandlung durch C:SIS-Antikorper zeigte keinen Unterschied im Ver-
gleich zu der Probe, die nur mit Priserum behandelt worden war (Spur 7). Die Intensitit beider

Banden ist im Vergleich zu der unbehandelten Probe deutlich stirker, was vermutlich auf Ver-
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anderung der Salzkonzentrationen durch die Behandlung mit an Protein A-Sepharose immobili-

sierten AntikOrpern zuriickzufiihren war.

3.3.3 Untersuchung zur Initiation der Translation

Bisher wurde der gesamte Vorgang der Translation betrachtet, ohne die einzelnen Phasen
der Initiation, Elongation und Termination unterscheiden zu konnen. Fir die Untersuchung der
Initiation 1m S30-Extrakt musste zunachst die endogene mRNA entfernt und anschlieend eine
Reporter-mRNA zugesetzt werden. Zu diesem Zweck erfolgte ein Verdau mit Micrococcus-
Nuklease. Dieses Enzym, hiufig auch als S7-Nuklease bezeichnet, ist nur in Anwesenheit von

Ca’*-Ionen aktiv, so dass nach dessen selektiver Komplexierung durch EGTA die als Reporter

A

Nukleasebeh, - = = — + + + +
Luciferase mRNA — + — — — + — —
PmSIS-mRNA — —_ - + — — — +
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Abbildung 3-11 Translations-Initiation in einem zellfreien S30-Lysat aus Cryprococcus curvatus

A) Zu Translationsansitzen basierend auf einem Zelllysat aus C. curvatus (Abschn. 2.6) wurden jeweils 0,5 g Luci-
ferase mRNA (Spuren 2 und 6) bzw. 2 pug P#SIS-mRNA (Spuren 4 und 8) zugefiigt, die zuvor durch Transkription
in vitro erzeugt wurden. In den Spuren 1, 3, 5 und 7 wurde keine mRNA zugesetzt. Nach einer 2stindigen Inkubati-
on bei 24 °C wurden die Translationsansitze durch SDS-PAGE und anschlieBende Fluorographie analysiert. In den
Spuren 5 bis 8 wurde die RNA des Zelllysats vor der Translation durch Micrococcus Nuklease abgedaut. Der
Rontgenfilm wurde 3 Tage exponiert.

B) Kontrolle der eingesetzten mRNA durch Translation in Reticulocytenlysat. Es wurden 0,5 ug Luciferase mRNA

(Spur 1) bzw. 2 ug P#SIS mRNA (Spur 2) fiir jeweils einen 15 ul Translationsansatz (Abschnitt 2.20.2) eingesetzt. 5
ul Translatat wurden fiir eine SDS-PAGE verwendet. Die anschlieBende Fluorographie dauerte 24 h
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fiur Translation zugesetzte mRNA nicht angegriffen wird. Als Reporter wurden die mRNAs fir
Luciferase und P»SIS emgesetzt; sie hatten sich 1 Reticulocytenlysat- und Weizenkeim-
Translationssystemen als besonders effektiv erwiesen.

Die Praparation der mRNA erfolgte nach Abschnitt 2.20.1 durch Transkription 7z vitre. Die
so erhaltene mRNA wurde zur Entfernung des bei der Transkription in hohem Uberschuss zu-
gefiigten Capping-Reagens dret aufeinanderfolgenden Ethanolfillungen unterzogen. Anderen-
falls wire es denkbar, dass das freile m7GpppG die Cap-bindenden Initiationsfaktoren blockier-
te. Trotz mehrerer Versuche liel sich mit dem S30-Lysat aus C. c#rvatus kene Bildung von
Translationprodukten dieser mRNAs beobachten (Abb 3-11 A)), weder ber Anwesenheit des
endogenen Messengers (Spuren 1 bis 4) noch nach dessen Entfernung (Spuren 5 bis 8). Die

Qualitit der verwendeten mRNA war vorher in Reticulocytenlysat tiberprift worden (Abb. 3-11

B)).
3.3.4 Translation von viraler RNA

Da das Translationssystem offenbar keine Cap-abhingige Translations-Initiation ausfithren
konnte, wurde untersucht, ob die Translation viraler RNA moglich 1st, da fir deren Initiation
iber ,,internal ribosome entry sites® (IRES) ein anderes Subset an Initiationsfaktoren notwendig
ist. Es wurden zum einen die RNA des Brome-Mosaik-Virus (Gruppe der Bromoviren) und
zum anderen eine modifizierte RNA des Potato-Virus X (Gruppe der Potex-Viren) benutzt.
Letztere leitet sich von einem Virus ab, das unter anderem Kartoffeln und Petunien befallt. Das
Virus wird auch zur Expression von Fremdproteinen in Pflanzen benutzt, nachdem die ge-
wunschte cONA an die Stelle des Genes eines entbehrlichen Hillenproteins kloniert worden ist.
Das hier verwendete Konstrukt enthielt an dieser Stelle die cDNA des grun fluoreszierenden
Proteins (GI'P) aus Aeguora victoria, vor diesem Gen befand sich in der RNA des Virus eine in-
ternal ribosome entry site (IRES).

Die beiden erwihnten RNAs wurden fur Translationsansitze aus unterschiedlichen Zellpra-
parationen verwendet. Hierfiir wurden sowohl Zellextrakte benutzt, die niedermolekulare Be-
standteile enthielten (S30-roh), als auch solche, die iber Molsiebchromatographie gereinigt wur-
den. (S830). Beide Priparationen wurden sowohl mit endogener RNA als auch nukleasebehandelt
eingesetzt. Die beiden Lysate S30 und S30-roh wurden nicht aus denselben Zellen pripariert, so
dass bei der Translation der endogenen mRNA ein etwas unterschiedliches Proteinmuster erhal-
ten wurde. Es zeigte sich auch hier (Abb 3-12), dass offenbar in keiner der Praparationen die

zugesetzte mRNA 1n Proteine translatiert wurde.
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Abbildung 3-12 Translation von viraler RNAs im S30 Extrakt aus C. curvatus

Zu Translationsansitzen nach Abschnitt 2.6.2 wurden jeweils 0,3 pg der entsprechenden RNA gegeben. Es
wurden sowohl rohe Zelllysate (S30 roh, Bahn 1-3 und 7-9) benutzt als auch solche, die durch Molsiebchroma-
tographie von niedermolekularen Bestandteilen befreit wurden (830, Bahn 4-6 und 10-12). In den Bahnen 1-6
blieb die RNA des Zelllysats erhalten, in den Gibrigen Proben wurde sie durch Nuklease entfernt.. Nach 2 h
Inkubation bei 24 °C wurden die Tranlationsprodukte durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die anschlieende Fluo-
rographie dauerte 3 Tage

A) Fluorographie der Translationsprodukte im S30 Lysat aus C. curvatus

B) Fluorographien der Kontrolltranslation in Retikulozytenlysat

3.3.5 Vergleiche des in vitro Translationssystems mit der Situation in vivo

Zu emer niheren Charakterisierung des nach Abschnitt 3.3.1 erhaltenen Translationssystems
wurde untersucht, inwieweit die zz vitro translatierten Proteine (Abb. 3-9) der Situation in der
Zelle entsprechen. Es wire denkbar, dass im Falle der Translation 7z vitro bei der Praparation des
Zelllysats bestimmte Strukturen bevorzugt erhalten blieben. So konnten Ribosomen am rauhen
ER besonders geschiitzt sein, und damit deren Produkte 1 erster Linie unter den Translati-
onsprodukten zu finden sein. Um dies zu uberprifen, erfolgte ein Vergleich durch 2D-
Gelelektrophorese der zz vitro translatierten Proteine mit denen einer Zellfraktionierrung nach
emer radioaktiven Markierung 2z vivo.

Von einer 400 ml Hauptkultur (14 h, Normalmedium, Abschn. 2.2.1) wurden 10 ml 1n einen
50 ml Etlenmeierkolben tberfithrt, mit 200 uCi [%§]-L-Methionin versetzt und — ebenso wie die
restliche Hauptkultur - 30 min bei 30 °C und 250 rpm weiterinkubiert. Der Markierungsansatz

wurde fiir eine Zellfraktionierung nach Abschnitt 2.5.1 benutzt. Sowohl das Pellet, als auch der
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Uberstand der Zentrifugation bei 100 000 xg wurden mit Aceton gefillt. Aus der restlichen

Hauptkultur wurde ein translationsfihiger Zellextrakt (Abschn. 2.6.1) pripariert. Von diesem

Extrakt wurden 30 pl fur einen Translationsansatz 7z vitro nach Abschnitt 2.1.4 benutzt und

F kDa

-120

5.6 7.4 9.8

3,0 56 7.4 9.8

3,0 5.6 7.4 9.8

Abbildung 3-13 Vergleich der im S30-Zelllysat translatierten Proteine mit denen einer Markierung in vivo

Ausgehend von einer 14 h auf Normalmedium gewachsenen Hauptkultur wurden 10 ml fiir eine radioaktive Markie-
rung 30 min mit [33S]-Methionin weitetinkubiert und und anschlieBend fiir eine Zellfraktionierung nach Abschnitt 2.5.1
eingesetzt. Aus der restlichen Hauptkultur wurde ein S30-Zelllysat nach Abschnitt 2.6 fiir eine Translation 7z vifro pri-
pariert. Von der Markierung 77 »ivo wurden fiir die Analyse durch 2D-Gelelektrophorese der Uberstand und das Pellet
der Zentrifugation bei 100 000 xg mit Aceton gefillt und in Probenauftragelosung aufgenommen. Aus dem S30 Zellly-
sat wurde ein vierfacher Translationsansatz nach Abschnitt 2.6.2 prapartiert und ebenfalls auf ein 2D-Gel aufgetragen.
Die anschlieBende Fluorographie dauerte 5 Tage.

A) Fluorographie der Proteine aus der Translation 7 vitro

B) Fluorographie der neusynthetisierten Proteine im Pellet der Zentrifugation bei 100 000 xg nach radioaktiver Markie-
rang zn vivo

C) Fluorographie der neusynthetisierten Proteine des Uberstandes der Zentrifugation bei 100 000 xg nach radioaktiver
Markierung 7 vivo
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ebenfalls mit Aceton gefillt. Die getrockneten Pellets wurden in Probenauftragepuffer (Abschn.
2.12) gelost und fiir eine zweidimensionale Gelelektrophorese und anschlieBender Fluorographie
verwendet. Abbildung 3-13 zeigt den Vergleich der neusynthetisierten Proteine aus der Mikro-
somenfraktion und aus dem Cytosols mit den durch Translation 7z vitro erhaltenen.

Es zeigte sich emn nahezu identisches Muster der zz vitro translatierten Proteine (Abb. 3-13 A))
mit der cytosolischen Fraktion (Abb. 3-13 C)). Die besonders auffallenden Ubereinstimmungen
sind in den beiden Gelen hervorgehoben. Einige wenige Proteine im Cytosol der Markierung zx
vivo wurden bet der Translation zz vztro nicht gebildet.

Es wire jedoch auch denkbar, dass emige Proteme wihrend der Inkubation des zz witro-
Ansatztes besonders stark abgedaut wurden. Die Proteine der Membranfraktion sind im zz vitro
Ansatz nicht Gberproportional vertreten. Allerdings sind Membranproteine bei der 1soelektri-
schen Focussierung problematisch, da sie teillweise nicht in das Gel einlaufen. Das zeigte sich
auch hier an der Vielzahl von verschmierten Spots an der Auftragsstelle im basischen Bereich
(Abb 3-13 B)). Ein Teil der Proteine wird dadurch nicht repriasentiert. Dennoch zeigt die deutli-
che Ubereinstimmung der 7z vitro translatierten Proteine mit der Cytosolfraktion, dass das Trans-
lationssystem hinsichtlich der Translationsprodukte die Situation der Protemnsynthese iz vivo

widerspiegelt

3.4 Untersuchungen zur Wechselwirkung von PmSIS mit cytosolischen

Hsp70-Isoformen aus Phytophthora megasperma

3.4.1 Screening einer cDNA-Bank von Phytophthora megasperma nach cytosolischen
Hsp70

Da genetische Untersuchungen in Saccharomyces cerevisae n bezug auf Proteinabbau eine be-
vorzugte Wechselwirkung von Sislp mit cytosolischen Hsp70 der Klasse Ssb hindeuten und
nicht mit Ssa (Ohba, 1997), sollten als Erginzung zu den dret bereits vorhandenen Ssa-
Homologen Hsp70s aus Phytophthora megasperma auch solche der Ssb-Gruppe gesucht werden.
Bisher sind solche Hsp70s nur in Pilzen bekannt, ein Vorhandensein derartiger Homologe 1n
Stramenopilen erschien denkbar.

Bei Sequenzvergleichen von cytosolischen Hsp70s verschiedener pilzlicher Organismen zeig-
ten sich nur emnige wenige kurze Bereiche, die sowohl innerhalb der Ssb-Klasse konserviert wa-
ren, und gleichzeitig nur wenig Homologien zu den dret bekannten Hsp70s aus P. megasperma

besallen. Aus diesen Aminosiuresequenzen wurden anhand der codon-usage von P. megasperma
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zwel degenerierte Oligonukleotide abgeleitet. Diese wurden zur Hybridisierung einer cDNA-
Bank (2 Tage Wachstum auf Oleatmedium) eingesetzt. Die cDNA-Bank wurde freundlicherwei-
se von Peter Porschewski zur Verfiigung gestellt. Nach Rescreening und Uberpriifung von 18
vereinzelten Klonen durch Southernblot ergaben 3 Klone schwache, jedoch deutliche Signale
und wurden ansequenziert. Sequenzvergleiche ergaben, dass es sich jedoch nicht um Hsp70s
handelte. Alle drei Klone enthielten Sequenzen der B-Untereinheit der mitochondrialen ATP-
Synthase (nicht volle Linge).

Da em weiteres direktes Screening nach weiteren Ssb-homologen Hsp70s mit degenerierten
Oligonukleotiden in Ermangelung entsprechender Sequenzbereiche wenig aussichtsreich er-
schien, wurde eine andere, umgekehrte Strategie gewahlt. Zunichst sollten moglichst viele cyto-
solische Hsp70 gefunden werden, um dann die Ssa-Homologen herauszusortieren Da die die
drei bekannten Hsp70 alle am C-Terminus das fiir cytosolische Hsp70 typisches KIEEVD-
Mottv besitzten, jedoch kein bekanntes Ssb-Homologes eine solche Sequenz aufweist, sollte dies
als Unterscheidungskriterium dienen. Hierzu wurde die cDNA-Bank zunichst mit emnem N-
terminalen 916 bp DNA-Fragment des Hsp70-2 unter mal3ig stringenten Bedingungen (40 %
Formamid, 39 °C) hybridisiert. Da die ATPase-Domine am N-Terminus bei Hsp70s hoch kon-
serviert 1st, sollten so moglichst viele entsprechende Proteine erfasst werden. Von den insgesamt
etwa 1500 Hybndisierungssignalen, die jeweils auf beiden Filtern identisch waren, wurden 96
abgenommen, und die Plasmide pripariert. Da nur wenige Signale eindeutig Bakterienkulturen
zugeordnet werden konnten erhielten viele Praparationen mehrere Plasmide. Durch
Southernblotanalyse wurde daher zunichst uberpriift, welche Plasmide tatsichlich mit der
Hsp70-Sonde hybridisierten. (Abb. 3-14 A, C) Um die nicht interessierenden SSA-Homologe zu
erkennen, wurde der Blot anschlieSend mit einem Oligonukleotid gegen das KIEEVD-Motiv
unter stringenten Bedingungen (2% SDS, 39 °C) hybridisiert (Abb 3-14 B, D). Der Vergleich
zeigt, dass alle Fragmente, die mit der Hsp70-Sonde hybridisierten, ebenfalls mit der KIEEVD-
Sonde ein Signal gaben. Es gab sogar ein Fragment, das nur mit der letzteren Sonde hybridisierte
(Klon Nr 40). Es handelte sich um einen nicht volle Lange Klon, der fiir die Untereinheit 5 der
mitochondrialen NADH Ubichinon Reduktase kodierte. Offenbar war unter den so erhaltenen
Klonen keiner, der eme cDNA fiir ein SSB-Homologes enthielt. Dennoch wurden 9 Klone an-
sequenziert, um eventuell weitere Hsp70-Isoformen zu erhalten. Es fanden sich beim Anse-
quenzieren von N- und C-terminalen Bereichen nur Klone, die den beiden bereits bekannten

Isoformen Hsp70-1 und Hsp70-3 entsprachen.
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Abbildung 3-14 Analyse von cDNA Klonen durch Southernblot

Von den beim Screenen einer cONA-Bank nach cytosolischen Hsp70 erhaltenen positiven Klonen wurden die
Plasmide pripariert, die Inserts aus dem Vektor herausgeschnitten und die Fragmente durch Southernblot analysiert

A und C Hybridisierung Hsp70-2 Sonde
B und D Hybridisierung mit einem Oligonukleotid gegen das KIEEVD-Motiv

3.4.2 Uberexpression und Reinigung von PmSIS und Hsp70

Zur direkten Untersuchung der Wechselwirkung von P#SIS mit den dret Isoformen cytoso-
lischer Hsp70s 7z vztro wurden bakteriell iiberexprimierte affinititsgereinigte Proteine verwendet.
Das P#SIS wurde als His-Tag Fusionsprotein tberexprimiert und tber Ni?*-NTA-Agarose auf-
gereinigt (Abschn. 2.21.2). Die Expression und Aufreinigung der Hsp70s erfolgte nach Ab-
schnitt 2.21.1 als Fusionsproteine mit Glutathion-S-Transferase aus Schistosomas japonicum. Diese
Methode wurde gewiahlt, um emerseits emen anderen Affinititstag einzufiihren, zum anderen
fithrte die Uberexpression der Hsp70s als His-Tag Fusionsproteine in E. c/ auch bei niedrigen
Temperaturen und geringer IPTG-Zugabe zu Bildung von inclusion bodies, wohingegen die
GST-Fusionsproteine zum uberwiegenden Teil 16slich vorlagen. Die Klone mit den Hsp70-
GST-Fusionsproteinen wurden freundlicherweise von Peter Porschewski zur Verfiigung gestellt.

Em generelles Problem bei der Verwendung bakteriell iiberexprimierter Proteine war eine
mogliche Verunreinigung mit DnaK, dem Hsp70-Homologen aus E. /. Dies wurde insbeson-
dere bei GST-Fusionsprotemen haufig beschrieben. Da eme solche Kontamination bei den
nachfolgenden Experimenten zu Artefakten gefithrt hitte, wurde zunichst bei der Reinigung der
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GST-Fusionsprotemne zur Entfernung von DnaK ein Waschschritt mit ATP-haltigem Puffer
durchgefithrt. Um eventuell noch vorhandene DnaK Mengen zu detektieren, die in der
Proteinanfiarbung nicht sichtbar waren, erfolgte eine Westernblotanalyse mit einem DnaK-

Antikérper (Abb 3-15 B)).

Hsp70 {Xbbildun.g ??-15 Uberpr‘ﬁfung der Reinheit bakteriell
— iiberexprimierter Proteine

kDa o :

1.2 3 PmSS Die drei cytosolischen Hsp70 aus Phytophthora megasperma
200- wurden als GST-Fusionsproteine in E. co/Z iberexprimiert
]l und tber Glutathion-Agarose aufgereinigt (Abschn.

— 2.21.1). Das P#SIS wurde fusioniert mit einem 6xHis-tag
80— - tberexprimiert und durch Ni-NTA-Agarose aufgereinigt
60— (Abschn. 2.21.2) Die Proteine wurden anschlieSend tber
eine Molsiebsdule (PD10) in die jeweils benotigten Puffer
50— uberfiihrt und ein Aliquot von 10 ul durch Westerblot
analysiert. Im Falle vom P#SIS wurden vier Fraktionen
 —— aufgetragen (Spuren 5 bis 8), um fir die weitere Verwen-
40- dung diejenige mit dem geringsten Gehalt an Abbaupro-
dukten auszuwihlen.

A) Proteinanfirbung
B) Immunanfirbung mit DnaK-Antikorper (1:1000)

70~

1 23 45 67 8

Im Rahmen der Empfindlichkeit der Immunanfirbung zeigte sich keine Verunreinigung
durch DnaK.. Als Kontrolle fiir die Anfarbung wurde in Spur 1 Gesamtextrakt aus E. co/Z aufge-
tragen. In der Proteinanfirbung sind beim P#SIS zusitzlich Banden im Bereich unterhalb von
30 kDa zu ertkennen. Durch Immunanfirbungen mit Antikérpern gegen PwSIS und das
RGS(His)s-Epitop konnten diese als C-terminal verkirzte Abbauprodukte identifiziert werden.
Die Bildung dieser Produkte lie3 sich auch durch den Einsatz verschiedener Proteaseinhibitoren
wihrend der Aufarbeitung nicht verhindern. Fur weitere Experimente wurden solche Fraktionen

mit dem geringsten Anteil dieser Abbauprodukte ausgewihlt.

3.4.3 Interaktion von PmSIS mit Hsp70

Fir die Untersuchung der Wechselwirkung (Abschn. 2.22.2.1) wurden die GST-
Fusionsproteine zuniachst mit Ni?*-NTA Agarose 5 min auf Fis mkubiert, um unspezifisch an
das Affinitatsmaterial bindende Proteine zu entfernen (Hohfeld ¢z 4/, 1995). In einem 780 pl An-
satz wurden 10 pg GST-Hsp70 mit 10 pug His-Tag-P#SIS 5 min bei 37 °C inkubiert, an Ni?*-

NTA Agarose immobilisiert und die Proteine nach mehreren Waschschritten mit 250 mM Imi-
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dazol eluiert. Je nach Experiment enthielten Bindungs- und Waschpuffer 2 mM ATP, 2 mM
ADP bzw. kein Nukleotid. Als Negativ-Kontrolle diente ein His-Tag 14-3-3 Protein aus P. mega-
sperma. Zusitzlich erfolgten Kontrollexperimente ohne His-Tag Protein, um eimn ausreichendes
Waschen des Ni?*-NTA Materials zu iberpriifen.

Abbildung 3-16 zeigt die Westernblotanalyse der von Ni?*"NTA Agarose eluierten und an-
schlieBend mit TCA gefillten Proteine. Die Immunanfirbung erfolgte mit Antikérpern gegen
GST, PnSIS und Pm14-3-3. Auffillig ist, dass die Wechselwirkung von P#SIS mit allen drei
Hsp70 unter diesen Bedingungen offenbar in dhnlich starkem Umfang erfolgte. Ein unspezifi-

sches Binden an Proteine allgemein oder an das Ni12*-NTA-Material konnte dadurch ausge-

ATP b - -
ADP —+ —— + —— 4+ —+ + + + + +
HSP70-1 +4+ + —-——— — — + —— 4+ — —
HSP70-2 —_——t + - —— + — — + —
HsP70-3 @~ —— — — — — + 4+ ==+ —— +
PmMSIS ++ + + + + 4+ + + - — = — — —
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Abbildung 3-16 Nachweis der Interaktion von PmSIS mit cytosolischen Hsp70-Isoformen in vitro
durch Bindung an Ni?*-NTA-Agarose

Gereinigte GST-Hsp70 Fusionsproteine (10 pug) wurden zusammen mit 10 ug P#SIS und gegebenenfalls

2 mM ATP oder ADP 5 min bei 37 °C inkubiert und 20 min bei 13 000 xg abzentrifugiert. Die Uberstinde
wurden zu jeweils 20 pl NiZ*-NTA-Agarose gegeben. Nach 20 min Inkubation bei 4°C wurde das Affini-
tatsmaterial mit insgesamt 6 ml Waschpuffer gewaschen und die gebundenen Proteine mit 2 x 250 ul

250 mM Imidazol eluiert. Nach einer TCA-Fillung wurden die Proteine einer SDS-PAGE mit anschlieBen-
der Westernblotanalyse unterzogen. Zur Uberpriifung unspezifischer Wechselwirkungen erfolgten entspre-
chende Versuche mit His-tag-Pnz 14-3-3 anstelle von P#SIS und zusitzlich Ansitze ohne His-Tag Protein.

Die Immunanfirbungen erfolgten mit Antikérpern gegen GST, P#SIS, und Pr14-3-3. 27
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schlossen werden. Erstaunlicherweise erfolgte die Wechselwirkung von SIS mit den einzelnen
Hsp70-Isoformen unabhingig von zugesetzten Nukleotiden und auch ganz ohne Zusatz von
ATP oder ADP; dies ist moglicherweise auf einen Aufreinigungsschritt der Hsp70s in Anwesen-
heit von ATP zurtickzufiihren, so dass fir die Experimente schon mit ATP vorbeladene Protei-
ne benutzt wurden. Das hier gewihlte molare Verhaltnis SIS:Hsp70 von 2:1 wird fiir derartige
Untersuchungen sehr hiufig verwendet, unter physiologischen Verhiltnissen liegt Hsp70 in e1-
nem etwa 10-20fachen Uberschuss gegeniiber DnaJ-Proteinen vor. Entsprechende Experimente
mit einen 10fachen Unterschuss an P#SIS fithrten bei ATP-Zusatz zum Ausfallen des tiberwie-
genden Teiles der Proteine, ergaben ansonsten jedoch kein anderes Ergebnis. Fine derartige

Aggregatbildung bei Anwesenheit von ATP wurde mehrfach beschrieben (King ez 4/, 1995).

3.4.4 Nachweis der PmSIS/Hsp70-Wechselwirkungen durch Coimmunprizipitation

von in vitro Translataten

Um eine Wechselwirkung zwischen Hsp70 und SIS aus Phytophthora megasperma unter mog-
lichst physiologischen Bedingungen zu untersuchen, erfolgte eine Co-Immunprizipitation von
Proteinen, die durch Translation 7z vitro (Abschn. 2.20) erhalten wurden.

Die Translationsansitze wurden zur Entfernung der Ribosomen 90 min abzentrifugiert und
jeweils 10 ul der Uberstinde miteinander vermischt und zur Bildung des Komplexes 15 min bei
Raumtemperatur mkubiert. Die weitere Vorgehensweise 1st in Abschnitt 2.13.3 beschrieben.
Zunichst lieB sich auf diese Weise kein Hsp70 coprizipitieren. Da im Translationsansatz ein
ATP-regenerierendes System auf der Basis von Creatinphosphat/Creatinphophokinase enthal-
ten war, was vermutlich die Bildung des SIS/Hsp70 Komplexes verhinderte, wurde in einer wei-
teren Versuchsrethe das ATP aus den Translationsansitzen entfernt. Hierzu wurden jeweils
50 ul eines Translationsansatzes mit 4 U Hexokinase und 5 pl einer 0,5 M Glucosel6sung ver-
setzt. Zum Abpuffern der bei der Phosphorylierung der Glucose freigesetzten Protonen wurden
zusitzlich 5 ul 0,5 M Hepes/KOH pH 7,5 zugegeben. Die gewihlten Konzentrationen sollten
ausreichen, um die im Retikulocytenlysat enthaltenen 10 mM Creatinphosphat und 1 mM ATP
zuverlissig zu hydrolysieren. Nach emer 30minttigen Inkubation ber Raumtemperatur konnten
die so von ATP befreiten Translationsansitze fir die Co-Immunprazipitation eingesetzt werden.

Als Kontrolle wurde zum einen das SIS-Translatat weggelassen um unspezifische
Wechselwirkungen des Antikorpers oder der Protein A-Sepharose mit den Hsp70s
auszuschlieen. Zum anderen erfolgte eine Immunprazipitation mit translatiertem Aktin aus C.
curvatus und entsprechendem Aktin-Antikérper, um zu tberprifen, ob Hsp70 unspezifisch an

Proteine bindet. 83
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Abb 3-17 zeigt die Fluorographie der durch SDS-Page aufgetrennten Proteine. Unter den
gewiahlten Bedingungen lie3 sich fiir alle dret Hsp70s eme Wechselwirkung mit P~SIS nachwei-
sen. Durch die Kontrollen konnten unspezifische Wechselwirkungen ausgeschlossen werden.

Eme Bevorzugung eines der Hsp70s gegentiber einem anderen erfolgte nicht.

PmSIS-AK CcAktin-AK
Hsp70-3 Hsp70-2  Hsp70-1 Hsp70-3 Hsp7 0-3
PmSIS PmSIS PmSIS - CcAKktin
kDa
100-
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Abbildung 3-17 Nachweis der Interaktion von PmSIS mit cytosolischen Hsp70s durch Co-
Immunprizipitation nach Translation in vitro

Je 10 pl der jeweiligen von Ribosomen und ATP befreiten Translationsansitze wurden miteinander inkubiert und
der gebildete Komplex durch Immunprizipitation (Abschn. 2.13.3.2) mit P#SIS-Antikorper isoliert. Die prizipi-
tierten Proteine wurden durch SDS-PAGE (Abschn. 2.11) und anschlieBende Fluorographie analysiert. In Spur 4
erfolgte die Prizipitation ohne P#SIS—Translatat. Spur 5 zeigt eine Kontrolle auf unspezifische Wechselwirkung
von Hsp70 durch einen Prazipitationsansatz mit Aktin aus C. curvatus anstelle des P#SIS in Gegenwart von
Hsp70-3.

3.4.5 Einfluss von SIS auf die ATPase-Aktivitit von Hsp70

Die Untersuchung der ATPase-Aktivitit erfolgte einerseits zur Kontrolle, ob bei der Ubet-
expression der Hsp70 GST-Fusionsproteine in E. co/z aktive Proteine erhalten wurden, anderer-
seits sollte untersucht werden, mnwieweit fir die Wechselwirkung mit P#SIS moglicherweise eine
Spezifitat fur die emnzelnen Isoformen vorliegt. Die Bestimmung erfolgte mit radioaktiv markier-
tem ATP und anschlieBender Analyse des ATP/ADP Verhiltnisses durch Dunnschichtchroma-

tographie (Abschn. 2.22.2.2.). Fir einen Ansatz wurde das jeweilige Hsp70 in einer Konzentrati-
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on von 200 nM emgesetzt. Um single-turnover Bedingungen sicherzustellen wurde eine geringe
ATP-Konzentration von 8 nM gewihlt.

Uber einen Zeitraum von 90 min wurden in Zeitabstiden von 5 bzw 10 Minuten jeweils
0,7 ul der Reaktionsansitze entnommen und auf emne DC-Platte aufgetragen. Fin vorheriges
Abstoppen der Reaktion 1st bet dieser Methode nicht notwendig. Abbildung 3-18 zeigt die Auto-

radiographien der Dunnschichtchromatographien. Alle drei Hsp70 wiesen eme geringe, unter-
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Abbildung 3-18 Einfluss von PmSIS auf die ATPase-Aktivitit der drei cytosolischen Hsp70-Isoformen
- Autoradiographien von durch DC aufgetrenntem radioaktivem ADP und ATP

Ein Reaktionsansatz (36 pl) mit 200 nM Hsp70, 8 nM o[*2P]ATP und ggf. 400 nM PmSIS wurde bei 37 °C inkubiett.
Nach den jeweils angegebenen Zeitriumen wurden 0,7 pl entnommen und auf eine DC-Platte aufgetragen. Nach been-
deter Chromatographie wurden die Platten fir die anschlieBende Autoraadiographie 14 h auf einen Réntgenfilm gelegt.
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einander sehr dhnliche ATPase-Aktivitat auf. Die Expression in E. ¢/ und die Fusion mit Glu-
tathion-S-Transferase fiihrte bet kemnem der drei Proteine zu einem vollstindigen Verlust der
Aktivitat. Das PuSIS zeigte erwartungsgemill keine ATPase-Aktivitat. Eine Verunreinigung
durch ATP-hydrolysierende Proteine konnte somit ausgeschlossen werden. Zur Uberpriifung
der Autohydrolyse erfolgte ein Reaktionsansatz ohne Protein.

Der Zusatz von PumSIS fihrte bei kemnem der Hsp70s zu einer Steigerung der ATPase-
Aktivitat. Die Grinde hierfiir konnen vielfiltig sein. Moglicherweise wechselwirken die Proteine
auch zn vivo nicht miteinander, andererseits konnten die bakteriell Giberexprimierten Proteine
auch aufgrund der heterologen Expression und dem Zufiigen der Affinititstags nicht in der La-

ge miteinander zu interagieren. Moglicherweise fehlt auch ein weiterer Interaktionspartner

3.4.6 Nachweis einer Spezifitit der Interaktion von cytosolischen Hsp70 mit DnaJ und

SIS aus Phythophthora megasperma mit Hilfe des Two-Hybrid-Systems

Da fir Untersuchungen der Hsp70/Dna]-Wechselwitkungen zr vitro zwangslaufig Bedingun-
gen gewihlt werden mussten, die nicht denen mnnerhalb der Zelle entsprechen konnten, wurde
zur weiteren Untersuchung das Two-Hybrid-System herangezogen. Auf diese Weise konnte die
Wechselwirkung 7z vzvo untersucht werden. Angaben zum Two-Hybrid-System wurden bereits in
Abschnitt 2.22.1 gemacht. Die Analyse der Hsp70/Dnal-Wechselwitkung erfolgte in beide
Richtungen, das heil3t, dass zum emen die DnaJ-Homologen mit der DNA-bindenden Domine
und die Hsp70s mit der transkriptionsaktivierenden Domine fusioniert wurden und umgekehrt.
Neben dem P#SIS wurde auch die Wechselwirkung mit einem weiteren DnaJ-Homologen aus

Phytophthora, PmDna], (Porschewski, 2000)) untersucht.

3.4.6.1 Erzeugung der Fusionskonstrukte

Im Gegensatz zu dem hiufig verwendeten auf dem Transkriptionsfaktor Galdp basierenden
Two-Hybrid-Systemen, fand hier das ,,Hybrid Hunter™* System der Firma Invitrogen Verwen-
dung, das auf keinem natiirlichen Transkriptionsfaktor beruht, sondern heterologe DNA-
bindende und transkriptionsaktivierende Dominen benutzt (LexA-Repressor bzw. B42 aus E.
coli). Fur die N-terminale Fusion des zu untersuchenden Proteins mit der DNA-bindenden Do-
mine von LexA wurde der Vektor pHybLex/Zeo (Kddetr-Plasmid) benutzt. Zur Selektion so-
wohl m E. e/, als auch in S. cerevzsiae enthalt dieses Plasmid ein Resistenzgen (ble aus Trichoalete:-

chus hindustanus) gegen das Antibiottkum Zeocin®. Die Erzeugung des Fusionsproteins mit der
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transkriptionsaktivierenden Sequenz B42 aus E. w/ erfolgte mit Hilfe des Vektors pYESTrp2
(Beute-Plasmid). B42 leitet sich von keinem nattirlichen Protein ab, sondern 1st etn DNA Frag-
ment aus E.co/Z, das bei Translation in dem hier verwendeten Leseraster als transkriptionsaktivie-
render Faktor in Hefe wirkt. Der Vektor pYESTtp2 besitzt als Selektionsmarker fur E.co/i ein
Ampicillin-Resistenzgen. Fur die Selektion in . cereviszae enthalt das Plasmid das TRP7-Gen, das
die Selektion auf Tryptophan-Prototrophie in Trp- Stimmen etlaubt. Als Hefestamm wurde 1.40
benutzt; dieser enthalt im Genom integriert die Reportergene HIS3 (Histidin-Prototrophie) und
lacZ. (B-Galaktosidase). Weitere Figenschaften der Vektoren und der Hefe sind im Handbuch
des Herstellers ausfiihrlich beschrieben (Invitrogen, 1999).

Zunichst wurden durch PCR ausgehend von der cDNA der Hsp70s bzw. der DnaJ-Proteine
mit Hilfe von entsprechenden Primern am 5’- und am 3’-Ende passende Restriktionschnittstel-
len eingefihrt. Somit entstanden ber der PCR-Amplifizierung DNA Produkte, die sich nach
Restriktionsverdau mit den beiden entsprechenden Endonukleasen i den ebenso geschnittenen
Vektor ligieren lielen.

Abbildung 3-19 zeigt die entsprechenden Klonierungen mit den Schnittstellen und die zu-
satzlichen Aminosauren, die aus der multiple cloning site (MCS) bzw. aus dem 5" untranslatier-
ten Bereich hervorgingen. In vielen Fillen wurde das Startmethionin ausgetauscht. Die Kon-
strukte wurden anschlieSend sequenziert, um zu uberprifen ob das Leseraster korrekt war und
ob durch die PCR Mutationen eingefihrt wurden. PzSIS wurde direkt tber die Noz I
Schnittstellen der Adapter aus den Klonierungsvektor pT713-18U herausgeschnitten und 1 den
Not T geschnittenen, dephosphorylierten Vektor pHybLex/Zeo ligiert. Nach Transformation in
E. cli wurde die Orientierung des Inserts durch Restriktionsanalyse tUberprift. Das PzDna]
wurde aus dem Vektor pCR mit Kpz I und Noz I herausgeschnitten und in den entsprechend
verdauten Vektor pHybLex/Zeo ligiert. Fir die Umklonierung in pYESTtp2 wurde das P~zDna]
zuerst aus dem Vektor pGex4-T3 (Porschewski, 2000) tber Sa/1 und Noz I 1n den Vektor pCI
umkloniert und anschlieBend unter Ausnutzung der erweiterten MCS iber Kpz I und Noz I 1n
pYESTrp2 klontert. Die Transformation von E. /. erfolgte grofltenteils in chemisch
kompetente Zellen des Stammes TOP10 F’. Bei den Konstrukten PzSIS[pHybLex/Zeo],
Hsp70-1[pYESTtp2] und Hsp70-3[pHybLex/Zeo] fand der Stamm XI.-1 Verwendung.
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Abbildung 3-19 Ubersicht iiber die Klonierung der Konstrukte fiir das Two-Hybrid-System

Die explizit angegebenen Aminosiuren ergeben sich aus multiple cloning sites (MCS) und 5°- nichttranslatierten
Bereichen. Mutationen beim Startmethionin der codierenden Sequenz sind durch Fettdruck hervorgehoben.
Das natiitliche Stop-Codon blieb jeweils erhalten, entsprechend wurden die Molekiilmassen berechnet. Die
Grofe der Protein-Domainen ist nicht mal3stabsgetreu.

Fir die Two-Hybrid-Analyse wurde

S. cerevisiae 1.40 mit den Vektoren fur die LexA-

Fusionsproteine transformiert und auf YPAD-Zeosw ausplattiert. Jeweils 10 Transformanden

wurden auf unspezifische Aktivierung der Reportergene tberprift. Zu diesem Zweck wurden

sie auf histidinfreiem Medium (YC-HUK-Zeosw) ausgestrichen, um eine unerwiinschte Aktivie-

rung des HIS3-Gens ausschlieBen zu konnen. Zusitzlich wurde von den Transformanden ein 3-
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Galaktosidase-Filtertest durchgefithrt. Als Vergleich diente bei beiden Tests der Vektor, da un-

fusioniertes LexA zu einer geringen Reportergenaktivierung fihrte (Invitrogen, 1999).

Hefetransformanden, die nicht auf histidinfreiem Medium wachsen konnten und eine deut-

lich geringere B-Galaktosidase-Aktivitit aufwiesen als unfusioniertes LexA, wurden anschlieBend

durch Westernblotanalyse auf die Expression der Hsp70 bzw. DnaJ-Proteine tberpriift
(Abschn. 2.22.1). Abbildung 3-20 zeigt die entsprechende Immunanfirbung mit LexA-

Antikérper. Die Expression der LexA-Konstrukte ist relativ schwach zu erkennen, was auf den

kDa PmSIS  PmDnad Hsp70-1 Hsp70-2 Hsp70-3

200-

110-
90-|

70—
60—

50—

Abbildung 3-20 Westernblotanaly-
se der LexA-Fusionsproteine

Von den mit den LexA-Konstrukten
transformierten Hefestiammen wut-
den Ubernachtkulturen herangezo-
gen. Die Zellen wurden mit Glasper-
len aufgeschlossen und die erhaltenen
Rohhomogenate einer SDS-PAGE
mit anschlieBender Westernblotanaly-
se unterzogen. Die Immunanfirbung
erfolgte mit LexA-Antikorper in der

Verdinnung 1:500.

LexA-Antikorper zuriickzufithren 1st, mit dem Sislp Antikorper ergeben sich in der entspre-
chenden Bahn sehr viel deutlichere Anfirbungen (keine Abb.).

Die Fusionsproteine mit der transaktivierenden Domine wurden zusitzlich durch Translati-

on 7z vitro (Abschn. 2.20.2) uberprift; dies war moglich, da der Vektor zusitzlich Gber emen T7-

Promotor verfugte. Die Fluorographie der durch SDS-PAGE aufgetrennten Translationspro-

dukte ist in Abbildung 3-21 wiedergegeben.

kDa
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90—
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40—
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20—
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PmSIS 1 2 3 PmDnal
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Abbildung 3-21 Kontrolle der mit B42
fusionierten Proteine durch Translation in
vitro

Die im Two-Hybrid Vektore pYESTtp2 unter
der Kontrolle des T7 Promotors stehenden
B42-Fusionsproteine wurden durch gekoppel-
te Transktiption/Translation i vitro mit [»S]-
Methionin radioaktiv markiert (Abschn. 2.20).
Jeweils 5 pl Translatat wurden fir die SDS-
PAGE mit anschlieBender Fluorographie
eingesetzt.
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3.4.6.2 Analyse der Wechselwirkung von P#SIS

Nach dieser Uberpriifung der Plasmide wurden fiir die eigentliche Two-Hybrid-Analyse die
Beuteplasmide in diejenigen Hefestimme transformiert (Abschn. 2.4), die bereits das LexA-
Konstrukt enthielten. Zum Vergleich diente jeweils das unfusionierte Protein. Die Zellen wur-
den zur Selektion auf Aktivierung des Reportergens auf histidinfreies Medium (YC-WHUK-
Zeos) ausplattiert. Zusitzlich wurde zur Uberpriifung auf vergleichbare Transformationsraten
auf ein Medium ausgestrichen, das lediglich auf die Anwesenheit beider Plasmide selektierte
(YC-WU-Zeosw). Abbildung 3-22 A zeigt die entsprechende Two-Hybrid-Analyse mit den
Hsp70-Homologen als LexA-Fusionsproteine und P#SIS, fusioniert mit der transaktivierenden
Domine. Nach zwei Tagen Inkubation zeigten sich auch bei allen anderen Kombinationen eini-
ge wenige Kolonien, die jedoch einen Tag spiter wieder abstarben. Nur bet der Kombination
PmSIS mit Hsp70-1 und Hsp70-3 wuchsen emige Kolonien weiter. Die Abbildung zeigt die
Agarplatte nach 7 d Wachstum bei 30 °C.

B
Hsp70-3
+PmSis } Hsp70-3
/’/‘ s
Hsp70-1 / o | Hsp70-1 J Hsp70-1
+PmSis ko e +Vektor

W

-Hsp 70-2

Abbildung 3-22 Nachweis der Wechselwirkung von PmSIS mit drei cytosolischen Hsp70-Isoformen
durch Two Hybrid Analyse

Die drei cytosolischen Hsp70s wurden als LexA-Fusionsproteine jeweils zusammen mit P#SIS, fusioniert mit
B42, in Saccharomyces cerevisiea 1.40 coexprimiert. Bei einer Interaktion beider Proteine kommt es zur Reporterge-
naktivierung, von HIS3 (Histidin Prototrophie) bzw. /cZ (B-Galaktosidase).

A) Wachstum auf histidinfreiem Medium. Nach der Transformation mit dem zweiten Plasmid wurden 2 % des

jeweiligen Transformationsansatzes auf YC-WHUK-Zeosg ausgestrichen und 7 d bei 30 °C inkubiert.
B) B-Galaktosidase Filtertest nach 1 h Inkubation bei 30 °C
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Von diesen wurden einige Kolonien abgenommen, 2 Tage auf YPAD Zeosw herangezogen
und ein B-Galaktosidase-Filtertest (Abschn. 2.22.1) angefertigt. Zum Vergleich wurden auch die
oben erwihnten nur kurzfristig angewachsenen Kolonien, die das Hsp70-2 exprimierten, heran-
gezogen. Fine Blaufirbung erfolgte nur bet Hsp70-1 und Hsp70-3 (Abb. 3-22 B). Offenbar er-
folgte eine Wechselwirkung von P#SIS nur mit diesen beiden cytosolischen Hsp70, aber nicht
mit dem Hsp70-2.

Fir den umgekehrten Test, bet dem Sislp mit LexA fusioniert wurde und die Hsp70-
Isoformen mit B42, ergab der Test ber Wachstum auf histidinfreien Medum bet allen Hsp70-
Isoformen emn Wachstum, das vergleichbar war mit dem von unfusioniertem B42. Von diesen
Transformanden wurden jeweils 12 fiir den B-Galaktosidase-Filtertest herangezogen, da die Ak-
tivierung dieses Reporters stringenter ist. Nach 2 h Inkubation bei 30 ° C zeigte sich auch hier
nur bet den Kolonien mit Hsp70-1 und Hsp70-3 eme Blaufirbung (Abb 3-23 B).

Um die Stringenz fiir die Selektion auf Prototrophie zu erhohen, wurde dem Medium
10 mM 3-Amino-triazol (3-AT) hinzugefiigt. Diese Substanz diente als kompetitiver Inhibitor

fiir die Imidazolyl-glycerophosphat-dehydratase, das Produkt des HIS3-Gens. Die ber nur gerin-

A C
Hsp70-1 Hsp702 Hsp70-3 Veldor

] PmSIS/Hsp70-1

B
Hsp70-1 Hsp70-2 Hsp70-3 Veldar

] PmSIYHsp70-3

] PmSIS/Hsp70-2

Abbildung 3-23 Two Hybrid-Analyse der Wechselwirkung zwischen PmSIS und drei cytosolischen
Hsp70 Isoformen

PmSIS wurde als LexA-Fusionsprotein jeweils zusammen mit einem der drei Hsp70s , fusioniert mit B42, in
Saccharomyces cerevisiae I 40 coexprimiert. Bei einer Interaktion beider Proteine kommt es zur Reportergenakti-

vierung, von HIS3 (Histidin-Prototrophie) bzw. /acZ (B-Galaktosidase).
A) Wachstum auf YC-WU-Zeosq (Selektionsmedium auf Anwesenheit beider Plasmide)

B) Wachstum auf histidinfreiem Medium (YC-WHUK-Zeos0.) in Gegenwart von 10 mM 3-Amino-triazol
C) B-Galaktosidase-Filtertest nach 2 h Inkubation bei 30 °C
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ger (unspezifischer) Aktivierung des Reportergens exprimierten Mengen konnten auf diese Wei-
se inhibiert werden, so dass kein Wachstum auf histidinfreiem Medium mehr méglich war. Zu-
nichst wurde die mit beiden Plasmiden transformierte Hefe auf YC-WU-Zeosoo ausgestrichen,
um lediglich auf das Vorhandensein beider Plasmide zu selektieren. In einem zweiten Schritt
wurden die Kolonien komplett von der Platte geschabt und 1n 1 ml Wasser suspendiert. Jeweils
10 wl der Zellsuspension wurden auf eine Platte YC-WHUK-Zeos00/10 mM 3-AT gegeben.
Nach 8 Tagen zeigte sich Wachstum lediglich bet Hsp70-1 (Abb. 3-23 A). Geringere Konzentra-

tionen an 3-Amino-triazol fihrten zu keiner Inhibition unspezifischer Wechselwirkungen.

3.4.6.3 Fehlende Wechselwirkung mit PzDna]

Ganz andere Resultate wurden erhalten, wenn die Wechselwirkung der dret Hsp70s mit ei-
nem dem SIS verwandten DnaJ-Protein, dem P»Dna] durchgefihrt wurden. Es wurden nur
sehr wenige Klone erhalten, die auf histidinfreilem Medium wuchsen. Die Anzahl war genauso
gering wie bet der Transformation mit dem leeren Vektor. Das gleiche Ergebnis ergab sich auch
aus der umgekehrten Analyse, bet der P»~Dna] mit LexA und die Hsp70s mit B42 fusioniert
wurden. Ein Zusatz von 3-Aminotriazol fithrte zu keiner Steigerung der Selektivitit sondern
bewirkte bereits ab einer Konzentration von 2 mM eme vollstindigen Unterdriickung des
Wachstums. Von den wenigen Kolonien, die auf histidinfreiem Medium wuchsen, wurden je-
weils 12 auf YPAD-Zeosm herangezogen und ein B-Galaktosidase-Filtertest durchgefiihrt. Nach
8stindiger Inkubation bei 30 °C ergab sich keine Blaufirbung (Abb. 3-24).

PmDnaJ/Hsp70-1 Hso70-1/PmDnal
PmDnaJ/Hsp70-3 Hsp70-3/PmDnaJ
PmDnaJHsp70-2 Hsp70-2/PmDnaJ

Abbildung 3-24 Two Hybrid-Analyse der Wechselwirkung zwischen PmDna] und drei cytosolischen
Hsp70 Isoformen

B-Galaktosidase Filtertest nach 8h Inkubation bei 30 °C Bei einer Interaktion beider Proteine kommt es zur
Reportergenaktivierung, von /kcZ (B-Galaktosidase).

Bei den Hefekolonien in Abbildung A wurde P~Dna] als LexA-Fusionsprotein jeweils zusammen mit einem
der drei Hsp70s , fusioniert mit B42, in Saccharomyces cerevisiea 1.40 coexprimiert. In Abbildung B erfogte der
Test mit vertauschten Fusionspartnern.
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Im Two-Hybrid-System lasst sich folglich keme Weschselwirkung von PzDna] mit den drei

Hsp70s nachweisen.

3.4.6.4 Die Wechselwirkung von SIS korreliert mit einem Expressionsstadium

Die im Two-Hybrid-System nachgewiesene Wechselwirkung von P#SIS korreliert offen-
sichtlich mit der Expressions-Situation in Phytophthora megasperma. Im Rahmen des Screening
nach weiteren cytosolischen Hsp70s 1n emer cODNA-Bank von Phytophthora (Abschnitt 3.4.1) fiel
bei der Analyse der positiven Klone durch Southernblot auf, dass ausschlieBBlich Fragmente iiber
2 kb mit den Hsp70-Sonden hybridisierten (Abb 3-14). Dies ist insofern bemerkenswert, als die
Inserts durch Restriktionsverdau mit Baz H I und EwR T aus dem Vektor herausgeschnitten
wurden. Wihrend Hsp70-1 und Hsp70-3 keine derartigen Schnittstellen aufweisen, besitzt
Hsp70-2 eme mterne EwR I-Schnittstelle, so dass ein 1,1 kb-Fragment entstehen miisste. Dieses
Fragment wurde auch als Sonde fir den Southernblot benutzt. Offenbar handelte es sich bet
ketnem der 59 positiven Klone um ein Hsp70-2. Diese Isoform stammte aus einer cODNA-Bank
aus Mycel nach 21 Tagen Wachstum auf Tomatenmedium und wurde in dem hier verwendeten
Wachstumsstadium (2d Oleat-Medium) nur sehr schwach oder Uberhaupt nicht exprimiert. Im
Gegensatz dazu wurden die beiden anderen Hsp70s - geschitzt anhand der Zahl der Hybridisie-
rungssignale - recht stark exprimiert. Um dies mit der Expression von PzSIS zu korrelieren,
erfolgte eine Analyse durch Northernblot mit RNA-Proben aus Mycel nach 2, 4 und 20 Tagen
Wachstum jeweils auf Gemisesaft (V8)-Medium und Oleat-Medium. Als Sonde fiir P#SIS wur-

de emn PszI-Fragment der entsprechenden cDNA verwendet.

V8-Medium Oleat-Medium Abbilduflg 3-25 Norther.blotanal}.rse der
Expression von PmSIS in verschiedenen

2‘d 4d Qdd 2‘d 44 2 dd Wachstumsphasen auf V8- und Oleat-
medium
A —28 S

A) Hybridisierung mit 32P markierter P#SIS-

Sonde (Autoradiographie nach 3d
1,6 koo 185 ( grap )

B) Ethidiumbromidanfiarbung der rRNA
Banden im Gel
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Die Hybridisierung ergab fiir das P#SIS emen transienten Verlauf mit einem Expressions-
maximum bet 4 Tagen Wachstum unabhingig vom Medium (Abb. 3-25 A)). Die Expression
von PmSIS erfolgt dhnlich wie die von Hsp70-1 und Hsp70-3 bevorzugt in einer frithen Wachs-

tumsphase.
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4 Diskussion

4.1 Lokalisation von SIS

4.1.1 Lokalisation von SIS am rauhen ER

Das SIS aus Cryptococcus curvatus konnte an Strukturen gefunden werden, die durch eine
Gleichgewichtsdichte von 1,14 g/cm? charakterisiert wurden. Aufgrund dieser Dichte und eines
hohen Gehaltes an Ribosomen 1st davon auszugehen, dass es sich bei dieser Membranstruktur
um rauhes ER handelt. Ein vergleichbare Lokalisation wurde auch fur SIS in Phytophthora mega-
sperma getunden. Wihrend die Funktion von DnaJ-Proteinen im Lumen des ER insbesondere
beim Proteinimport relativ gut bekannt ist (Jensen und Johnson, 1999; Misselwitz ez al., 1999; Yu et
al., 2000), muss die Rolle von cytosolischen DnaJ-Homologen im Zusammenhang mit dem ER
als unbekannt gelten. Eine Lokalisation von C®&SIS im Lumen des ER erscheint dabei ausge-
schlossen, denn eine entsprechende Targetingsequenz fehlt, und die Solubilisierung bei Behand-
lung der Mikrosomenfraktion mit 1 M NaCl, bzw. 100 mM Na>COj3 weist das SIS als peripheres
Membranprotein aus. Auch konnte bei einer Translation zz witro in Gegenwart von Hunde-
pankreasmikrosomen keine Prozessierung beobachtet werden.

In Saccharomyces cerevisae 1st das Ydjlp als ein cytosolisches DnaJ-Homologes zum Teil an der
cytosolischen Seite des ER lokalistert (Caplan ez al., 1992). Die Membranbindung erfolgt be1 die-
sem Protein tUber einen Farnesylrest. Die Aminosiuresequenzen von CSIS und PzSIS enthalten
kein Farnesylierungsmotiv und auch keine anderen Sequenzabschnitte, die auf eine direkte
Wechselwirkung mit Membranen hindeuteten. Die experimentellen Befunde aus der Flotation
mit Liposomen ergaben keine Membranaffinitit (Abschn. 3.1.2.) Bet der weiteren Subfraktionie-
rung des ER durch Solubilisierung mit Detergens und anschlieBender Zentrifugation befand sich
das SIS im Pellet, so dass es entweder an Ribosomen oder andere grof3e Strukturen gebunden
war.

Das naheliegendste wire eine Assoziation von SIS mit membrangebundenen Polysomen. In
den Experimenten zum nachtriglichen Beladen des ER wurde jedoch gefunden, dass die Asso-
ziation im Gegensatz zur Wechselwirkung mit freien Polysomen keiner zusitzlicher Energie
bedarf, ein wesentlicher Unterschied im Bindungsverhalten. Andererseits bindet ein C-terminal
um 145 Aminosauren verkiirztes SIS weder an ER noch an freie Polysomen. Moglicherweise

liegt dies jedoch nicht am Fehlen einer entsprechenden Bindungsdomine, da die Fahigkeit zur

95



Diskussion

Bindung vom Aggregationsgrad abhingig sein konnte. Fir das Sislp aus S. cerevisiae beschrieben
Sha ez al. (2000), dass fir eine Chaperon-Aktivitit eine Dimerisierung notwendig ist, die jedoch
beim Fehlen von 15 Aminosiduren am C-Terminus nicht mehr erfolgte. Fir das CSIS wire eine
dhnliche Dimerisierung denkbar, die fir emne Bindung an Ribosomen und einen weiteren Bin-
dungspartner am rauhen ER essentiell ist. Da das C:SIS ohne eine naszierende Polypeptidkette
an Ribosomen binden kann, fiir die Bindung jedoch offenbar Energie notwendig 1st, konnte dies
an der Beteiligung eines Hsp70 liegen. Es wire denkbar, dass nach Depletion von ATP simtli-
ches Hsp70 in der ADP Form oder ohne gebundenes Nukleotid vorliegt und durch diese Form
das CSIS von den Ribosomen abgelost wird. Dass die Bindung an Ribosomen und groBe Struk-
turen nicht sehr fest ist und ein dynamisches Verhalten aufweist, zeigt sich an anscheinend wi-
derspriichlichen Ergebnissen zur Lokalisation. Bei Fraktionierung eines Uberstandes einer
Zentrifugation bet 30 000 xg durch Molsiebchromatographie wurde das CiSIS fast ausschlieBlich
an groBen Strukturen gefunden; wurde der gleiche Uberstand auf einen Saccharosegradienten
gegeben und einer mehrstiindigen Geschwindigkeitszentrifugation unterzogen, blieben nicht
unerhebliche Mengen mit den l6slichen Proteinen an der Auftragstelle (Lubeck, 1997), Offenbar
wurden bet der Gelfiltration Komponenten, die das Ablosen des CiSIS bewirken, sehr schnell
von den groflen Strukturen entfernt.

Das Konstrukt mit der Deletion det GGM(P)-Repeats und Teilen der G/F-reichen Region
flotierte ebenfalls mit dem ER. Die Rolle der G/F-reichen Region erwies sich beim Sislp aus S.
cerevisiae als essentiell fiir das Uberleben der Zelle (Yan und Craig, 1999). Wihrend ein Konstrukt
aus der G/F reichen Region von Sislp und der tbrigen Sequenz von Ydjlp den an sich letalen
knock out von Sislp komplementieren konnte, ermoglichte das umgekehrte Konstrukt aus der
G/F reichen Region von Ydjl und der restlichen Sequenz von Sislp kein Uberleben der Zellen.
Die Funktion dieser speziellen G/F-Domine beim Sislp ist unbekannt, bei NMR-
Strukuruntersuchungen (Huang ez a/, 1999a) mit der 1solierten J-Domaine des E. co/z Dna] zeigte
sich, dass die Erweiterung der Sequenz um 26 Aminosidutren der G/F-reichen Region, die selbst
keine definierte Struktur einnahm, zu einer Anderung der Anordnung der Helices in der J-
Domine fiihrte. Diese Region ist fiir die Regulierung der ATPase-Aktivitit des DnaK notwen-
dig. Untersuchungen von Huang ez a/. (1999b) deuteten auf einen dynamischen Effekt hin. Bet
Erweiterung der J-Domine um die G/F reiche Region zeigte sich eine Abnahme der Schwin-
gungen 1m Dna]J-Rickgrats im Pico- bis Nanosekundenbereich, wihrend im Mikro- bis Millise-
kundenbereich eine Zunahme der Molekildynamik zu verzeichnen war. Dies konnte auf die

Stmulierung der ATPase-Aktivitit von DnaK emen Einfluss nehmen.
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4.1.2 Lokalisation von SIS an lytischen Kompartimenten

Obwohl der Proteinimport in Vakuolen vornehmlich tiber Vesikel erfolgt, wurde in Hefe fur
den Import von Aminopeptidase I eine Beteiligung der Hsp70s Ssalp und Ssa2p beschrieben.
Diese beiden Proteine konnten an der Vakuolenmembran lokalisiert werden, was eine Rolle bei
der Fusion von Transportvesikeln mit der Vakuolenmembran wahrscheinlich erscheinen lasst
(Horst et al, 1999; Satyanarayana e# a/, 2000). Uber eine mogliche Beteiligung eines Dna]-
Homologen liegen bisher keine Erkenntnisse vor. Daher wurde eine mégliche Lokalisation von
CeSIS in lytischen Kompartimenten von Cryptococcus curvatus untersucht.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von C. curvatus zeigten Vakuolen/Lipidkorper, die im
Innern stark strukturiert erschienen und auf verstirkte Autophagie hindeuten. Dies bedeutet
jedoch, dass neben den strukturellen und funktionalen Vakuolenproteinen viele cytoplasmati-
sche Proteine vorhanden sind, die dort lediglich dem Abbau zugefiihrt werden.

Daher wurde der Abbau von C¢SIS durch pulse chase-labelling untersucht. Hierfur wurde
ein Wachstumsstadium gewihlt (45 h N-Mangel) gewihlt, bet dem eine starke Abnahme des
SIS-Gehaltes zu verzeichnen war. Durch Blockierung der vakuoliren Proteasen mit PMSE kann
der Abbau der Autophagosomen blockiert werden, so dass sich Autophagiekorper mn der Va-
kuole anreichern. Die Behandlung mit PMSFE bewirkt einen Phinotyp, der mit einer Mutation
von Aminopeptidase I (Apl) identisch ist. Apl ist die Protease, die fiir die Prozessierung und
Aktivierung der meisten vakuoliren Proteasen verantwortlich ist. Wiirde der Abbau von CSIS
tber die Vakuole erfolgen, hitte dies zu einer deutlichen Verzogerung gefuhrt. Da im pulse-
chase Experiment eine derartige Verzogerung nicht zu beobachten war, kann davon ausgegan-
gen werden, dass SIS nicht iiber die Vakuole abgebaut wird.

Be1 der Priparation von Vakuolen und Lipidkorpern konnte das SIS an keinem der beiden
Organellen detektiert werden.

Diese Priparation konnte hingegen zeigen, dass mn dem gewihlten Wachstumsstadium (16 h
Normalmedium) eine Trennung beider Organellen moglich ist. Dadurch konnte ein mutmassli-
ches Lipidkorperprotein (p32) dessen Lokalisation bisher zweifelhaft war, eindeutig an Lipid-

korpern lokalisiert werden (Abschn. 3.2).

4.2  Funktion von SIS bei der Translation

Die Etablierung eines 7z vitro Translationssystem aus Cryptococcus curvatus ermoglichte die Un-
tersuchung des Eimflusses von SIS auf die Translation. Fine Initiation zugesetzter mRNA war 1n

diesem System jedoch nicht moglich. Die Griinde hierfiir konnen vielfiltig sein. Moglicherweise
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wurde bei der Priparation des Zelllysats ein fiir die Initiation essentieller Faktor inaktiviert, oder
ein 7z vitro storender Faktor wurde nicht entfernt. Feinberg und McLaughin (1988) beschreiben
emen solchen nicht niher identifizierten Faktor, der sich durch Gelfiltration tber Sephadex
G 50 entfernen lie}. Entsprechende Versuche mit dem Zelllysat aus C. curvatus zeigten keinen
Effekt. In entsprechenden Systemen aus S. cerevisiae wurde beobachtet, dass fir die Initiation
emne mRNA erforderlich ist, die sowohl iiber eine Polyadenylierung als auch iber ein 5°-Cap
verfugen muss. Durch Zugabe eines Cap-Analogen zum Translationsansatz wurde die Initiation
verhindert (Iizuka und Sarnow, 1997). Fur die Untersuchungen in C. crrwatus wurde daher ver-
sucht, die durch Transkription 7 vitro erhaltene mRNA durch wiederholte Fillung von tber-
schiissigem ,,capping reagens zu befreien, was jedoch nicht tiberprift werden konnte.

Ein weiteres Problem bei Translationssystemen 1st eine Infektion durch Viren, die zum einen
Translationsvorginge direkt durch Modifikation von daran beteiligten Proteinen beeinflussen
und zum anderen auch durch die Anwesenheit viraler RNA, teillweise Doppelstrang-RNA, st6-
ren; dsRNA kann von der bei der Praparation des Lysates verwendeten S7-Nuklease nicht abge-
baut werden. In S. cerevisiae bewirkt die Anwesenheit von viraler L-A RNA eine vollstindige Blo-
ckierung der Initiation 7z wvitro (lizuka und Sarnow, 1997). Hochstwahrschemlich ist auch
Cryptococeus curvatus mit einem Virus infiziert. Matte ez a/. (1990) fanden ein virus-like particle
(VLP) von 35 nm Durchmesser, das ein lineares doppelstringiges RNA-Molekil von 1,55 pm
Lange enthielt. Fir die Translation iiber IRES (internal ribosome entry sites) werden einige Ini-
tiationsfaktoren nicht benotigt, ebenso ist ein 5’-cap nicht notwendig. Vor diesem Hintergrund
war es notwendig, von RNA-Viren abgeleitete RNA zu testen. Auch mit diesen RNAs war keine
Initiation feststellbar.

Das Fehlen der Translationsinitiation ermoglichte jedoch emne gesicherte isolierte Betrach-
tung der Elongation der im Zelllysat vorhandenen mRNA. Wie durch 2D-Gelelektrophorese
gezeigt werden konnte (Abschn. 3.3.5), reprisentiert das 7z vitro System den Zustand der Zelle 7
vivo sehr gut. Der Zusatz von CiSIS bzw. die Depletion des endogenen CiSIS mit AntikGrpern
hatte keinen Finfluss auf die Flongation (Abschn. 3.3.2). Es stellt sich jedoch die Frage, in wel-
chem Umfang CSIS depletiert werden muss, um einen Effekt zu haben. Vergleichen lisst sich
die Situation mit Untersuchungen in S. cerevisiaze (Zhong und Arndt, 1993), bei denen das SIS1-
Gen unter die Kontrolle des GAL1-Promotors gebracht wurde. Nach Wechseln von Galaktose-
auf Glucosehaltiges Medium bewirkte die daraus resultierende kontinuierliche Verringerung des
Gebhaltes an Sislp bis zu einer Abnahme um 90 % keine Anderung in Wachstumsverhalten und
Phanotyp. Erst bet emner Konzentration von Sislp geringer als 5 % des urspringlichen Gehaltes

kam es zu morphologischen Verinderungen wie einer ubergroBen Vakuole, Verhinderung der
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Zelltellung und Defekten der Kernwanderung von der Mutterzelle in die ausknospende Toch-
terzelle. Die Depletion des CiSIS mit Antikorpern im Zelllysat aus C. curvatus fihrte — belegt
durch Westernblotanalyse - zu einer Verringerung der C:SIS-Konzentration unter die Nach-
weisgrenze; diese Grenze lag deutlich unter 5 % der Ausgangskonzntration. Demnach kann ein
Emfluss von CSIS auf die Translations-FElongation weitgehend ausgeschlossen werden. Geneti-
sche Untersuchungen an S. cerevisiae kamen zu einem vergleichbaren Ergebnis: Bet einer tempe-
ratursensitiven SIS-Mutante, der die Peptidregion 255-276 fehlte, wurde nach Temperaturerho-
hung eine Verringerung der polysomalen Strukturen beobachtet, wihrend der Anteil an 80 S
Monosomen stark zunahm. (Zhong und Arndt, 1993). Da dieser Effekt bei der Blockierung der
Elongation durch Cycloheximid nicht auftrat, mussten die so beobachteten Monosomen aus
Polysomen hervorgegangen sein. Die Elongation wurde durch die Mutation im SIS anscheinend
nicht beinflusst, sondern eme Phase der Initiation moglicherweise die Dissoziation des 80S-
Komplexes in die Untereinheiten, bevor die Bildung der Priinitiationskomplexes erfolgt. (Zhong

und Arndt, 1993).

4.3 Wechselwirkung von SIS mit Hsp70

Beim Durchmustern einer cDNA-Bank von Phytphthora nach cytosolischen Hsp70 fiel die
tiberraschend hohe Zahl von Hsp70 Klonen auf. Diese Bank war aus 2 Tage altem Mycel bei
Wachstum auf Oleatmedium pripariert worden; diese Bedingungen stellen keine Stresssituation
dar. Das fiir die Emulgierung des Oleats dem Medium zugesetzte Tween40 sollte keinen storen-
den Effekt haben. In HeLa-Zellen, die um ein Vielfaches empfindlicher auf Detergentien reagie-
ren, wurde sogar Inhibition der Hsp70 Expression durch geringste Mengen Tween80 beobach-
tet (Piao ez al, 1999) Allerdings konnen offenbar auch spontan emne sehr hohe Hsp70
Expressionen erfolgen, fiir die kein Ausloser feststellbar 1st. In Zebrafisch wurden in einem fri-
hen Larvenstadium (80-84 h nach Befruchtung) ein entwicklungsabhingiger spontaner Anstieg
des Hsp70-Gehaltes beobachtet, der kurze Zeit spater wieder abnahm. (Yeh und Hsu, 2000).

Beim Screenen der Bank nach Hsp70s der Ssb-Klasse zeigten alle 59 niher untersuchten
Klone ein Hybridisierung mit der Sonde gegen das KIEEVD-Motiv der Ssa-Gruppe. Sofern
Phytophthora Ssb-Homologe besitzten sollte, sind diese auf mRNA-Ebene offenbar stark unter-
reprasentiert. In . cerevisiae ist jedoch das Gegenteil der Fall. Bei Wachstum auf Glucose-
Vollmedium wurden pro Zelle 50 Kopien SSB1- und SSB2-mRNA gefunden hingegen nur 2-4
Molekiille SSAT-mRNA und 5-10 Kopien von SSA2. SSA3 und SSA4 werden unter idealen
Wachstumsbedingungen nicht exprimiert. (Velculescu ez a/, 1997; Wodicka ez al., 1997)
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Bei Untersuchungen der Wechselwirkung 7z vitro konnte einerseits mit bakteriell iiberexpzi-
mierten Proteinen und andererseits durch Co-Immunprizipitation mit zz vitro translatierten Pro-
teinen eine Interaktion von P~SIS mit allen drei Hsp70s nachgewiesen werden. Fine Bevorzu-
gung eines der dret Hsp70s konnte nicht gezeigt werden, was bet 7z vitro Experimenten auch
nicht unbedingt zu erwarten ist. Zwar konnte von Diefenbach und Kindl (2000) eine ausgeprigte
Selektivitat der Wechselwirkung zz vitro von einem glyoxysomalen Dna| aus cucumis sativus mit
zwel cytosolischen Hsp70 beobachtet werden, dies 1st jedoch nicht die Regel. Fine
Dna] /Hsp70-Wechselwitkungen kann auch mit Proteinen aus wenig verwandten Spezies beo-
bachtet werden, beispielsweise Ydjlp aus S. cerevisiae mit Hsc70 aus Mensch (King ez al., 1995).

Die Grenzen einer Analyse iz vitro zeigte auch eine beobachtete Polymerisation von Hsp70
mit ATP bei SIS im Unterschuss, also einem Konzentrationsverhiltnis, das dem in der Zelle
entspricht. Ahnliches wurde von King ez a/, (1999) fiir Ydjlp in Verbindung mit Hsp70s aus He-
fe und auch Rinderhirn berichtet. Diese Bildung von Aggregaten 7z vitro kann interpretiert wers-
den als eine Art gegenseitiger Faltungsversuch, bet dem Hsp70 gleichzeitig sein eigenes Substrat
1st. Andererseits sind polymere Hsp70-Komplexe auch zz vivo gefunden worden. In Siugerzellen
existieren temperaturabhingig Hsp70- und Hsc70-Polymere, die bei Depletion von ATP de-
saggregierten (Gao ez al., 1996) AuBerdem wurden Hsp40-Aggregate gefunden, die keine Chape-
ron-Aktivitit besallen, sich jedoch bei oder Zugabe von denaturierter Luciferase auflosten.
(Angelidis ez al., 1999; Gao ez al., 1996) In Tabak-Zellen wurden dhnliche Komplexe sogenannte
,heat shock granula (hsg)* gefunden, die neben Hsp40 und Hsp70 auch noch smHsps (small
heatshock-proteins) enthielten (Smykal ez a/, 2000). Die Funktion dieser Komplexe 1st mogli-
cherweise eine Art Lagerung von zeitweilig nicht benotigten Chaperonen i emer inaktiven
Form (Gao ez al., 1996). Die Fahigkeit zur Bildung dieser Komplexe macht die Beurteilung einer
Interaktion 7z vitro, insbesondere bet Verwendung bakteriell tiberexprimierter Proteine in hohen
Konzentrationen, schwierig, da ein funktioneller Zusammenhang unter Umstinden nur vorge-
tauscht wird.

Bei der Untersuchung einer moglichen Stimulation der ATPase-Aktivitat der Hsp70s durch
PmSIS zeigte sich kein signifikanter Effekt. Entweder war SIS aufgrund des His-tags oder der
Uberexpression in E. w/ inaktiv, oder es fehlte ein denaturiertes Substrat. Da eine
PwSIS/Hsp70-Wechselwitkung unter méoglichst physiologischen Bedingungen die verlasslichs-
ten Aussagen erlaubt, erfolgte eine Analyse durch das Two-Hybrid-System.

Wiahrend zn vitro gezeigt werden konnte, dass P#SIS prinzipiell mit allen drer Hsp70s mter-
agieren kann, konnte durch Two-Hybrid-Analyse eine Selektivitit nachgewiesen werden. Die

Bewertung von Two-Hybrid-Analysen hat insbesondere bei Chaperonen mit Vorsicht zu erfol-
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gen. Die Affinitit zu unvollstindig gefalteten Proteinen, zum Beispiel die moglicherweise
schlechtgefalteten Fusionsproteine, fithrte fiir die Hitzeschockproteine zu einem unangefochte-
nen Platz 1 auf der Liste der falsch positiven Klone bei Two-Hybrid-Screens von cDNA-
Banken (Hengen, 1997). Fuir die Untersuchung der Wechselwirkung von P#SIS konnte dennoch
eme emndeutige, selektive Wechselwirkung nachgewiesen werden. Von den drei Hsp70s zeigte
emnes keine Wechselwirkung mit P#SIS.

Der Vergleich mit dem ebenfalls untersuchten DnaJ-Protein P»Dna], einem weiteren Hsp40
aus P. megasperma, ergab keine Wechselwirkungen mit den Hsp70s nachgewiesen werden. Dies
wurde in beiden Kombinationen mit den Two-Hybrid Fusionspartnern LexA und B42 bewie-
sen. PmDna] gehort ebenso wie das P#SIS zu den Typ2-Hsp40s. Eine generelle unspezifische
Wechselwirkung der Hsp70s oder der DnaJ-Homologen mit unvollstindig gefalteten Proteinen
konnte somit ausgeschlossen werden. Hsp70-1 und Hsp70-3, aber nicht Hsp70-2, interagieren
mit P»SIS, wihrend mit PzDna] keine Wechselwirkung erfolgt.

Dieser Befund aus der Two Hybrid-Analyse erscheint aus zwei Griinden plausibel. Ein Hin-

wets ergibt sich aus dem Vergleich der Aminosiuresequenzen.

* 20 * 40 * 60 * 8
;63 LV E BEIMAC L TIGY SVG IDLGT TY SCVGVWONDRVE I IANDQGNRTTP S YWAF TDSERLIGDAAKNQVAMNAHNTVFDAKRL I GRISSEEE]
Hsp70-2 : ;SEPIE §SVGIDLGTTYSCVGVWONDRVE I IANDQGNRT TP S YIAF TDR{ERL I GDAAKNQVAMNAHNTVF DAKRL I GRESSEE)
Sy [ e EEMA OV EGY S VG IDLGTTY SCVGVWONDRVE I IANDQGNRTTP SYMAF TDSERLIGDAAKNQVAMNAHNTVFDAKRL I GRS E)

Mag tGySVGIDLGTTYSCVGVWONDRVEIIANDQGNRTTPSYVAFTDsSERLIGDAAKNQVAMNAHNTVFDAKRLIGR

0 * 100 * 120 * 140 * 1
165 WAV K I SDP\YVOAD IKHWPFKLT SGAGDKPQITVQFKGESKTFQPEEISSMVLIKMREVAEAF IGKEVKNA! ETVPAYFNDSQ : 158
Hsp70-2 : | SDPE QADIKHWPFKLTSGAGDKPQITVQFKGESKTFQPEEISSMVLIKMREVAEAF IGKEVKNAVIITVPAYFND SOREENET]

1:C3 Y (VB MK F SDPIVOAD IKHWPFKLT SGAGDKPQI TVQFKGESKTFQPEE I S SMVLIKMREVAEAF I GKEVKNAVII TVPAYFND S Ol Y
KFSDPiVQADIKHWPFKLTSGAGDKPQITVOFKGESKTFQPEEISSMVLIKMREVAEAF IGKEVKNAViTVPAYFNDSQ

60 * 180 * 200 * 220 *
1165 WV B RO ATKDAGATAGLNVLRI INEPTAAATAYGLDKKGGERNVLIFDLGGGTFDVSL QIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFD : 237

;65 WV BV EROATKDAGATAGLNVLRI INEPTAAATAYGLDKKGGERNVLIFDLGGGTFDVSLIMIEEGIFEVKATAGD THLGGEDF DV
165 WV EIROATKDAGATIAGLNVLRIINEPTAAATAYGLDKKGGERNVLIFDLGGGTFDVSL EIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFD : 237

ROATKDAGAIAGLNVLRIINEPTAAAIAYGLDKKGGERNVLIFDLGGGTFDVSLLSIEEGIFEVKATAGDTHLGGEDFD

260 * 280 * 300 *
;63 Y (VB BN R T. VENF [TOF FKRKHRKDU TWNQRALRRLRTACERAKRTL.S§SAQAY IE IDSTMDGYDFNS T I TRARFEDMCGDY] : 316
HSp70-2 : OB FVANE R M isﬁE RRLRTACERAKRTLSHSAQAY IEIDILIMDGIDFNST I TRARFEDICGIHg] : 316
;Y [ BEIINR 1. VIN: FFOE F KRKHRKDUTISNORALRRLRTACERAKRTLSSISAQAY TEIDSLIIDGIDFNS T I TRARFEDMCGDY : 316

NRLVe FtgEFKRKHRKD T NqRalRRLRTACERAKRTLSsSAQAYIEIDsL DGiDFNSTITRARFEDmMCGAyFRKT

320 * 340 * 360 * 380 *
P LI i VKV LRDAK L SKSOVHEVVLYGGS TR IPKVOOLLSDF FNGKEBNKS INPDEAVAYGATVOAA T LSGNDSSEXLODLERETE
:E VB BEEM P VI.XolV L. RDEK LSKIEQV EfVLVGGS TRIPKVQQLLYDFFNGKERGKS INPDEAVAYGATVQAA T LS GleRpy SEKLOD LINECELY
IS PRI - B RDAK L. SKSOVHENV LY GGS TR TPKVOQLLSDF FNGKEBNKS INPDEAVAY GATVQAA T LSCNDSSEKLoDTJNIECE

MePVekVLRDaKLSKsQVhEvVVLVGGSTRIPKVQQLLsSDFFNGKEpnKSINPDEAVAYGATVQAAILSGndsSeKLQODL

400 * 420 440 * 460 *

*
Hsp70-1 : RN RSRRTYNanY AR TKKSOTF STYADNOPGVLIQVFEGERSMTRDNNLLGKFNLDLI PPMPRGEEEE W I
Hsp70-2 : AARNVAIAIRelAnNeleay i R KKEOR] STYADNQE/GVLIQVFEGERSMTRDN;LLGKFNLDGIPPMPRGEENE WL
Y [ M1 1. L. DVIIPL.SLGLETAGGVM AR TKKSOTF STYADNORGVLIQVFEGERSMTRD LLGKFNLDIPPMPR 1 474
LLLDVtPLSLGLETAGGVMTtLIaRNTTVPtKKsQtFSTYADNQpGVLIQVFEGERSMTRDNnLLGKFNLDGIPPMPRG

480 * 500 * 520 * 540 *
S S0 DV T DEDANG L LNV SVEK S TGKENK I TT TNDKGRLS QADT DRMVSEAEK YK SEDEANKYR 1 ERKNALENY AYS  BEEEE
Hsp70-2 : B - BVEKS TGKENK I TITNDKGRLSOSS IDRMVAE K YKSDENKSR L EEKNALENY g SEEEES
e T >0 1DV T DEDANG T LV SAVEK S TGKENK I T1 TNDKGRLS QAT DRMVEEAE K Y KSHDEANKEIR T ERKNALENY AN SMIEEE

VPQIDVTFDiDaNGILNVSaVEKSTGKENKITITNDKGRLSQadIDRMVseAEKYKseDEaNK RIEaKNALENYAysL
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560 * 580 * 600 * 620 *
LB NS LD 1 KR 8 <<y D KV BT EL. DA S EEMBEK ORELEGVANP TEOKMY AAAGOUPIEEEEE : 622
Hep70-2 : JSTRECLDAM KAZNIITHENAADRL R oL I DA O A HMISN A G ————————— 623

et PR - D TS DD VB L0 ANO SAE KE ENEE X ORE e GHAN THoKMY A ACE e e e T

RnslndEKLk ki e DKK idDKVteTi WLDAnQSaEKEEye KQkELEgVANPI1QKmYAAAGY pg

640 * 660 . .
Hep70-1 : --EYSECTITE RS SEATEEgy ¢ 650 Abbildung 41 Vergleich der
Hsp70-2 : —;EGEVGGAT GTEHGGAGGGESZERAAYY : 651 Aminosduresequenzen der drei cytosolischen
Hsp70-3 : PGELRee e Z-ACAPlaa Ny : 661 Hsp70 aus P. megasperma

GMpGgmpgaGapP g dqGPKIEEVD
Abweichungen von der Konsensussequenz sind
grau bzw. weil} unterlegt

Die Aminosauresequenzen aller drei Proteine weisen untereinander sehr hohe Homologien
auf, die ATPase-Domine im N-terminalen Bereich ist uber weite Abschnitte identisch. Zwei
wesentliche Unterschiede fallen jedoch auf. Das Hsp70-3 besitzt nahe dem C-Terminus eine
verlingerte Aminosauresequenz mit zwet GGMP-Repeats. Dieses Motiv ist bei Chaperonen
hiufig, existiert auch bei Hsp60s (Abdallah ez a/, 2000; Syin und Goldman, 1996) und Hsp40s, so
auch bei SIS. Die Funktion dieses vermutlich sehr flexiblen Bereichs ist bisher unklar, eine Rolle
bei der Bindung von Substratproteinen erscheint wahrscheinlich. Diese zusitzlichen GGMP-
repeats sind jedoch fir eme spezifische Wechselwirkung mit P#SIS anschemnend nicht aus-
schlaggebend, da das Hsp70-1 dieses Motiv nicht besitzt. Der andere auffillige Unterschied 1st
an keiner besttmmten Sequenz festzumachen. Hsp70-1 und Hsp70-3 besitzen untereinander
deutlich héhere Homologien als jeweils zum Hsp70-2. Bei diesem zeigt sich, wenn auch nur in
emigen wenigen Aminosiuren eine deutliche Abweichung zu den beiden anderen. Durch diesen
Abweichungen muss die Wechselwirkung mit SIS bestimmt werden, wahrscheinlich ist hierber
ein Bereich sehr nahe am C-Terminus entscheidend. Da bisher keine Strukturdaten vom extre-
men C-Terminus eukaryontischer Hsp70s existieren, sind genauere Aussagen nicht moglich.

Das Ergebnis aus der Two-Hybrid-Analyse wird auch durch die Expression der Hsp70 ge-
stutzt. Hsp70-1 und Hsp70-3 werden in einem frithen Wachstumsstadium stark exprimiert, zu
einem Zeitpunkt, zu dem auch P#SIS mRNA relativ stark vorhanden ist, wihrend keine Expres-

ston von Hsp70-2 feststellbar war.

4.4 Funktion von SIS

Die kiirzlich geloste Kristallstruktur eines C-terminalen Fragments (AS 171-352) von Sislp
aus Saccharomyces cerevisiae ergab eine gestreckte Anordnung aus zwei untereinander sehr dhnlich
aufgebauten Dominen, die im Kiristall iber eine kurze Helix am extremen C-Terminus ein co-
symmetrisches Dimer bildet. Eine hydrophobe Furche in der Nihe des Ubergangs zur J-

Domine stellt hochstwahrscheinlich eine Bindungsstelle fiir das Substratpeptid dar, so dass das
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in Abbildung 4-2 dargestellte Modell einer méoglichen Hsp40/Hsp70-Interaktion aufgestellt
wurde (Sha ez al., 2000)

Structure

Abbildung 4-2 Modell der Wechselwirkung von Hsp70 mit Hsp40 und einem Substratpeptid

(a) Zusammengesetztes Modell des terniren Komplexes anhand der Strukturdaten vom C-Terminus von
Sis1p aus Hefe (orange) und der peptidbindenden Domine von DnaK aus E.co/ (grau) Das DnaK ge-
bundene Peptid ist in rot dargestellt. Der mégliche Verlauf eines ungefalteten Proteins durch DnaK und
die putative Peptidbindungsdomine von Sis1p ist in blau dargestellt.

(b) Schematisches Modell der Interaktion von Sislp-Dimer (griin) mit einem Hsp70 (gelb, vereinfacht
unterteilt in ATPase-Domine und Peptidbindungsdomine mit Deckel) Das Hsp70 dockt an das Sis-
Dimer mit dem gebundenen Substrat an, bei gleichzeitiger Wechselwirkung der J-Domine mit der ATPa-
se-Domine (Sha, ¢z a/.,2000)

Dieses Modell veranschaulicht dariiberhinaus, weshalb die Spezifitit der Hsp70/Hsp40
Wechselwirkung offenbar jeweils durch die C-Termini bestimmt wird (Lopez-Buesa ez al., 1998),
obwohl als direkte Interaktionspartner bisher nur die jeweils hochkonservierten N-terminalen
ATPase bzw. J-Domine bekannt waren.

Basterend auf diesem Modell lisst sich zusammen mit den weiteren Erkenntnissen iiber das
Sislp aus Hefe und das CSIS aus Cryptococcus curvatus eine Vorstellung der Funktionen von
Chaperonen wihrend der Translation aufstellen. Bisher wurde an naszierenden Polypeptidketten
lediglich das Zuotin (Zuolp) als ein an der Komplexbildung beteiligtes Hsp40 gefunden (Yan ez
al., 1998; Zhang et al., 1992) Fir dieses Hsp40 vom Typ3 mit einer J-Domine in der Mitte des
Molekils wurde eine Wechselwirkung mit den Hsp70s der Ssb-Klasse nachgewiesen. Beide Pro-
teine binden dabei an Ribosomen, das Zuotin wahtrscheinlich direkt an die ribosomale RNA
(Yan ez al., 1998). Die Bindung von Ssbp erfolgt jedoch unabhingig von Zuolp (Pfund ez al,
1998).
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Die enge funktionale Verbindung mit dem Ribosom zeigt auch die Promotorregion von
SSB1: Sie enthilt eine RPG-box, wie man sie bet Genen fir ribosomale Proteine findet (Lopez ez
al., 1999). Hsp70 vom Ssb-Typ sind daher nicht hitzeinduzierbar, da bei Hitzestress die Protein-

synthese eher verlangsamt wird.
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Abbildung 4-3 Modell fiir die Funktionen von Chaperonen bei der Translation

Die neusynthetisierte Peptidkette wird unmittelbar nach Austritt aus dem Ribosom durch den
Zuolp/Ssbp-Komplex gebunden und anschlieBed an Sislp weitergeleitet, Sobald ein Hsp70 der
Ssa-Familie in Wechselwirkung mit dem Sis1p tritt und es zur ATP Hydrolyse kommt, 16st sich der
ternire Komplex vom Ribosom ab, so dass fiir die wachsende Peptidkette ein neues Sis1p an das
Ribosom binden kann. Der Sislp/Hsp70 bleibt an der Peptidkette bis eine Weitergabe an andete
Chaperone oder Translokationsmaschinerien erfolgt.

Es scheint daher, als existierten mindestens zwei getrennte Hsp40/Hsp70 Systeme: eines aus
Zuotin/SSB das die nascierende Polypeptidkette direkt am Austrittskanal direkt in Empfang
nimmt, sowie ein nachgeschaltet witkender Komplex bestehend aus Sislp und Ssa-Homologen.
Dieses Ssa-Homologe konnte zunichst uber das Sislp am Ribosom gebunden werden und -
sobald durch ATP-Hydrolyse ein stabiler Komplex aus Sis1p, Hsp70 und dem Substrat gebildet
wird - vom Ribosom abdissoziieren. Die wachsende Polypeptidkette bliebe so vorliufig vor De-
naturierung geschutzt und konnte dann an weitere Chaperonsysteme wie TRiC oder das Hsp90-
System iibergeben, oder der Translokationsmaschinerie eines Organells zugefiihrt werden. Die

Fahigkeit von CiSIS, an ER zu binden, spricht fir eine Beteiligung an diesem Prozess. Fur be-
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stimmte Proteine kann auch das mehrfache Durchlaufen des Hsp40/Hsp70 Zyklus fur das Ex-
langen des nativen Zustands ausreichend sein. Entsprechend der jeweiligen Aminosiuresequenz
wird eine Wechselwirkung auch mit Hsp40 vom Typ1l und eventuell weiteren Hsp70 erfolgen.
Sollten alle Mechanismen zu keinem nativen Zustand fuhren, wird das Protein dem kontrollier-

ten Abbau uberfuhrt.
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5  Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Chaperon SIS aus dem fettspeichernden Basidiomyce-
ten Cryptococcus curvatus und dem pflanzenpathogenen Oomyceten Phytophthora megasperma charak-
terisiert. Der Schwerpunkt der Untersuchung lag auf der Beschreibung der mtrazellularen Loka-
lisation und der Funktion des Protems. SIS nimmt an der Translation teill und fungiert als

Partner von Chaperonen der Hsp70-Gruppe.

Durch Sedimentation und Gleichgewichtsdichtezentrifugation wurde das CSIS an Struktu-
ren des rauhen ER lokalisiert. Durch weitere Subfraktionierung wurde nachgewiesen, dass die
Interaktion an der Membran tber grosse Proteinkomplexe erfolgt. Eine direkte Interaktion von
SIS mit Membranlipiden konnte in Coflotationsexperimenten mit Liposomen ausgeschlossen
werden. Das SIS bindet posttranslational an rauhes ER, die Bindung erfordert im Gegensatz
zur Bindung an Polysomen kein ATP. Durch Untersuchung mit Konstrukten, bei denen Teile
des Proteins deletiert wurden, konnte gezeigt werden, dass der C-terminale Bereich fiir die Bin-

dung an Ribosomen und an Strukturen des rauhen ER notwendig 1st.

Fir Untersuchungen zur Translation wurde ein 7z vitro-Translationsystem aus dem Basidio-
myceten Cryptococcus curvatus etabliert. Die Translationsprodukte der endogenen mRNA wurden
durch zweidimensionale Gelelektrophorese und Vergleich mit einer radioaktiven Markierung z»
vivo naher charakterisiert. Mit Hilfe des Systems konnte durch Zuftigen von bakteriell tber-
exprimiertem SIS und Depletion des endogenen SIS mit Hilfe von Antikorpern ein Einfluss von

SIS auf die Translations-Elongation ausgeschlossen werden.

In Phytophthora megasperma wurde die Wechselwirkung von P#SIS mit drei cytosolischen For-
men von Hsp70 zz vitro und in vivo untersucht. Die dret Hsp70s zeigen Homologien zur SSA-
Klasse cytosolischer Hsp70s aus Saccharomyces cerevisiaze. Die Hsp70s wurden als GST-
Fusionsproteine und das P~SIS mit einem His-Tag in E. co/i iberexprimiert. Durch Komplex-
bildung konnte eine Wechselwirkung von P#SIS mit allen drei Hsp70s nachgewiesen werden.
Eine Co-Immunprizipitation von Proteinen, die durch Translation zz »iro erhalten wurden,
konnte diese Wechselwirkungen bestitigen. Die Anwendung des ,yeast two-hybrid systems®
ermoglichte den Nachweis folgender Wechselwirkungen. Das P#SIS mteragiert mit nur zwei der
drei Hsp70-Isoformen, emn anderes DnaJ-homologes Protein aus P. megasperma (PrmDnal) gibt

mit keinem der dret Hsp70s eine Wechselwirkung.
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6  Anhang

Abkiirzungen

Abb.
Abschn.
Amp.
APS
ATP
BCIP
BSA

bp

Cy, C. curvatus
cDNA
Ci

cpm

d

Da
dCTP
DEPC
dGTP
DMF
DMSO
DNA
DNase
DOC
DSM
dTTP
DTIT
Ee¢ E. ol
Eoago
EDTA
EGTA
ER

Xg

Fa.
GFP
GTP

h
HEPES
IeG
IPTG
IRES
Kana
kDa
LB-Medium
min

MCS

Abbildung

Abschnitt

Ampicillin

Ammoniumperoxodisulfat

Adenosintriphosphat

5-Brom-4-chlor-indoxylphosphat

bovine serum albumine (Rinderserumalbumin)

Basenpaare

Cryptococcus curvatus

zur mRNA komplementire Desoxyribonukleinsaure

Curie

Zetfalle pro minute

Tage

Dalton

Desoxycytidintriphosphat

Diethylpyrocarbonat

Desoxyguanosintriphosphat

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Desoxytibonuklease

Desoxycholat, Na-Salz

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

Desoxythymidintriphosphat

Dithiothreit

Escherichia colt

Extinktion bet 260 nm

Ethylendiamintetraessigsiaure, D1 Na-Salz

Ethylenbis-(oxyethylennitrilo)-tetraessigsaure

Endoplasmatisches Reticulum

Vielfaches der Erdbeschleunigung

Firma

grin fluoreszierendes Protein

Guanosintriphosphat

Stunde

2-[4-(2-Hydroxyethyl)-piperazinyl]-ethansulfonsaure

Immunglobulin G

Isopropyl-B-D-Galaktopyranosid

internal ribosome entry site (interne Ribosomenbindungsstelle)

Kanamycin

Kilo-Dalton

Medium nach Luria-Bertoni

Minuten

multiple cloning site (vielfache Klonierungsstelle)
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MES
MOPS
mRNA
NBT
NMR
NTA
OD
PAGE
P, P. megasperma
PMSF
RNA
RNase
rRNA
RT

s

S

Se, 8. cerevisiae
SDS
Sp. 8. pombe
SSC
SSPE
Tab.
TAE
TCA
TE
Tet
TEMED
TLCK
Tris
tRNA
TTP

U

uv
Vol.
v/v
w/v
W/ W
X-Gal
YC
YPAD
Z.€0

3-(N-Morpholino)-ethansulfonsiure
3-(N-Morpholino)-propansulfonsiure)
Boten-Ribonukleinsaure
Nitroblautetrazoliumchlorid
Kernspinresonanz

Nitrilotriacetat

Optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phytophthora megasperma
Phenylmethylsulfonylfluorid
Ribonukleinsiure

Ribonuklease

ribosomale Ribonukleinsaure
Raumtemperatur

Sekunden

Svedberg-Konstante (1013 s)
Saccharomyces cerevisiae (Backerhefe)
Natrtumdodecylsulfat
Schizosaccharomyces pomibe
Kochsalz-Natriumcitratpuffer
Kochsalz-Natriumphosphat-EDTA-Puffer
Tabelle
Tris-Essigsaure-EDTA-Puffer
Trichloressigsiure
Tris-EDTA-Puffer

Tetrazykline
N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin
N-Tosyl-lysinchlormethylketon
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-Ribonukleinsaure
Thymidintriphosphat

Einheit der Enzymaktivitit
ultraviolett

Volumen

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

Gewicht pro Gewicht

5-Brom, 4-Chlor-Indoxylgalaktosid
Hefe-Komplex-Medium
Hefeextrakt-Pepton-Adenenin-Dextrose
Zeocin®

108



Anhang

Literaturverzeichnis

Abdallah, M. A., Pollenz, R. S., Nunamaker, R. A. und Murphy, K. E. (2000). Identification
and characterization of a cDNA clone encoding the heat shock protein (Hsp60) from the
biting midge, Culicoides variipennis sonorensis Wirth and Jones. Biocherz Genet 38, 157-
05.

Agashe, V. R. und Hartl, FF. U. (2000). Roles of molecular chaperones in cytoplasmic protein
tolding. Semin Cell Dev Bio/ 11, 15-25.

Agatep, R., Kirckpatrick, R. D., Parchaliuk, D. L., Woods, R. A. und Gietz, R. D. (1998).
Transformation of Saccharomyces cerevisiae by the lithium acetate/single-stranded cat-
rier  DNA/polyethylenglycol (LiAc/ss-DNA/PEG) protocol. Technical TIBS  online
(http:] | tto.trends.com).

Akindumila, F. und Glatz, B. A. (1998). Growth and oil production of Apiotrichum curva-
tum in tomato juice. | Food Proz 61, 1515-7.

Anfinsen, C. B. (1973). Principles that govern the folding of protein chains. Science 181, 223-
30.

Angelidis, C. E., Lazandss, I. und Pagoulatos, G. N. (1999). Aggregation of hsp70 and hsc70
1 vivo is distinct and temperature-dependent and their chaperone function 1s directly re-
lated to non-aggregated forms. Ewr | Biochem 259, 505-12.

Baldwin, R. L. und Rose, G. D. (1999). Is protein folding hierarchic? I. Local structure and
peptide folding. Trends Biocherr Sci 24, 26-33.

Baldwin, R. L. und Rose, G. D. (1999). Is protein folding hierarchic? II. Folding intermedi-
ates and transition states. Trends Biochem Sci 24, T77-83.

Ballinger, C. A., Connell, P., Wu, Y., Hu, Z., Thompson, L. J., Yin, L. Y. und Patterson, C.
(1999). Identification of CHIP, a novel tetratricopeptide repeat-containing protein that
mteracts with heat shock proteins and negatively regulates chaperone functions. Mo/ Cell
Bio/19, 4535-45.

Banecki, B., Liberek, K., Wall, D., Wawrzynow, A., Georgopoulos, C., Bertoli, E., Tanfani,
F. und Zylicz, M. (1996). Structure-function analysis of the zinc finger region of the Dna]
molecular chaperone. | Bio/ Chem 271, 14840-8.

Bertjanskii, M. V., Riley, M. 1., Xie, A., Semenchenko, V., Folk, W. R. und Van Doren, S. R.
(2000). NMR structure of the N-terminal | domain of murine polyomavirus T anti-

gens:Implications for DnaJ-like domains and for mutations of T' antigens. | Bzo/ Chen.
109



Anhang

Binnewies, A. (1999). Charakterisierung eines Proteins [14-3-3] aus Phytophthora megasperma, Dip-
lomarbert. Philipps-Universitit, Marburg.

Bolliger, L., Deloche, O., Glick, B. S., Georgopoulos, C., Jeno, P., Kronidou, N., Horst, M.,
Morishima, N. und Schatz, G. (1994). A mitochondrial homolog of bacterial GrpE inter-
acts with mitochondrial hsp70 and 1s essential for viability. EMBO ] 13, 1998-20006.

Bukau, B., Deuerling, E., Pfund, C. und Craig, E. A. (2000). Getting newly synthesized pro-
teins into shape. Ce//101, 119-22.

Caplan, A. J., Cyr, D. M. und Douglas, M. G. (1992). YDJ1p facilitates polypeptide transloca-
tion across different intracellular membranes by a conserved mechanism. Ce// 71, 1143-
55.

Caplan, A. J. und Douglas, M. G. (1991). Characterization of YDJ1: a yeast homologue of
the bacterial dnaJ protein. | Ce// Bio/ 114, 609-21.

Chomczynski, P. (1992). One-hour downward alkaline capillary transfer for blotting of DNA
and RNA. Anal Biochen 201, 134-9.

Chomczynski, P. (1992). Solubilization in formamide protects RNA from degradation. Nu-
cleic Acids Res 20, 3791-2.

Chomczynski, P. und Sacchi, N. (1987). Single-step method of RNA isolation by acid gua-
nidinium thiocyanate- phenol-chloroform extraction. Anal Biochen 162, 156-9.

Cyr, D. M., Langer, T. und Douglas, M. G. (1994). Dna]J-like proteins: molecular chaperones
and specific regulators of Hsp70. Trends Biochem Sci 19, 176-81.

Dantel, H. J., Otto, R. T\, Binder, M., Reuss, M. und Syldatk, C. (1999). Production of
sophorolipids from whey: development of a two-stage process with Cryptococcus curva-
tus ATCC 20509 and Candida bombicola ATCC 22214 using deproteinized whey con-
centrates as substrates. .App/ Microbiol Biotechno/ 51, 40-5.

Daum, G., Lees, N. D., Bard, M. und Dickson, R. (1998). Biochemistry, cell biology and mo-
lecular biology of lipids of Saccharomyces cerevisiae. Yeasz 14, 1471-510.

Diefenbach, J. und Kindl, H. (2000). The membrane-bound Dna] protein located at the cy-
tosolic site of glyoxysomes specifically binds the cytosolic isoform 1 of Hsp70 but not
other Hsp70 species. Eur | Biochen 267, 746-54.

Dromer, F., Moulignier, A., Dupont, B., Gueho, E., Baudrimont, M., Improvist, L., Provost,
F. und Gonzalez-Canali, G. (1995). Myeloradiculitis due to Cryptococcus curvatus in
AIDS. Azds 9, 395-6.

Elliot, G. C. (1983) 1 Erwin, D. C., Bartnicki-Garcia, S. und Tsao, H. (Eds), Phytophthora - Its

Biology, Taxonomy, Ecology and Pathology, St. Paul, Minnesota, pp 71-80.
110



Anhang

Ellis, R. J. und Hartl, F. U. (1996). Protein folding in the cell: competing models of chaper-
onin function. FASEB ] 10, 20-6.

Ellss, R. J. und Hartl, F. U. (1999). Principles of protein folding in the cellular environment.
Curr Opin Struct Biol 9, 102-10.

Evans, C. T. und Ratledge, C. (1983). A comparison of the oleaginous yeast, Candida cur-
vata, grown on different carbon sources in continuous and batch culture. Lspids 18, 623-
9.

Evans, C. T., Scragg, A. H. und Ratledge, C. (1983). Regulation of citrate efflux from mito-
chondria of oleaginous and non- oleaginous yeasts by adenine nucleotides. Ewr | Biocher
132, 609-15.

Feinberg, A. P. und Vogelstein, B. (1983). A technique for radiolabeling DNA restriction en-
donuclease fragments to high specific activity. .Anal Biocherz 132, 6-13.

Gao, B., Eisenberg, E. und Greene, L. (1996). Effect of constitutive 70-kDa heat shock pro-
tein polymerization on its interaction with protein substrate. | Bio/ Chenz 271, 16792-7.
Goffin, L. und Georgopoulos, C. (1998). Genetic and biochemical characterization of muta-
tions affecting the carboxy-terminal domain of the Escherichia coli molecular chaperone

Dna]. Mo/ Microbiol 30, 329-40.

Gurevich, V. V., Pokrovskaya, I. D., Obukhova, T. A. und Zozulya, S. A. (1991). Preparative
in vitro mRNA synthesis using SP6 and T7 RNA polymerases. Anal Biochen 195, 207-13.

Hanahan und Meselson (1980). Plasmid screening at high colony density. Gezne 10, 63-7.

Hartl, . U. (1996). Molecular chaperones in cellular protein folding. Nazure 381, 571-9.

Hemmingsen, S. M., Woolford, C., van der Vies, S. M., Tilly, K., Dennis, D. T., Georgopou-
los, C. P., Hendrix, R. W. und Ellis, R. J. (1988). Homologous plant and bacterial pro-
teins chaperone oligomeric protein assembly. Nature 333, 330-4.

Hengen, P. N. (1997). False positives from the yeast two-hybrid system. Trends Biochem Sci 22,
33-4.

Hohfeld, J., Minami, Y. und Hartl, F. U. (1995). Hip, a novel cochaperone involved in the
eukaryotic Hsc70/Hsp40 reaction cycle. Ce// 83, 589-98.

Holdsworth, J. E. und Ratledge, C. (1991). Triacylglycerol synthesis in the oleaginous yeast
Candida curvata D. Lzpids 26, 111-8.

Holmes, D. S. und Quigley, M. (1981). A rapid boiling method for the preparation of bacte-
rial plasmids. Anal Biocherz 114, 193-7.

Horst, M., Knecht, E. C. und Schu, P. V. (1999). Import into and degradation of cytosolic

proteins by 1solated yeast vacuoles. Mo/ Bio/ Ce// 10, 2879-89.
111



Anhang

Huang, K., Flanagan, J. M. und Prestegard, J. H. (1999a). The influence of C-terminal exten-
sion on the structure of the "J- domain" in E. coli Dna]. Protein Sci 8, 203-14.

Huang, K., Ghose, R., Flanagan, J. M. und Prestegard, J. H. (1999b). Backbone dynamics of
the N-terminal domain in E. coli DnaJ determined by 15N- and 13CO-relaxation meas-
urements. Biochemistry 38, 10567-77.

lizuka, N. und Sarnow, P. (1997). Translation-Competent Extracts from Saccharomyces cer-
evistae: BEffects of L-A RNA, 5°-Cap, and 3 Poly(A) Tail on Translational Efficiency of
mRNAs. Methods 11, 353-60.

Innis, M. A., Gelfand, D. H., Sninsky, J. J. und White, T. J. (1990). PCR Protocols - A Guide to
Methods and Applications. Academic Press Inc., San Diego.

Inoue, H., Nojima, H. und Okayama, H. (1990). High efficiency transformation of Es-
cherichia coli with plasmids. Gezne 96, 23-8.

Invitrogen (1999). Hybrid Hunter. Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA.

James, P., Pfund, C. und Craig, E. A. (1997). Functional specificity among Hsp70 molecular
chaperones. Science 275, 387-9.

Jensen, R. E. und Johnson, A. E. (1999). Protein translocation: is Hsp70 pulling my chain?
Curr Biol 9, R779-R82.

Karzai, A. W. und McMacken, R. (1996). A bipartite signaling mechanism involved in Dna]-
mediated activation of the Escherichia coli DnaK protein. | Bio/ Chem 2771, 11236-46.

Kelley, W. L. und Geotrgopoulos, C. (1997). The T/t common exon of simian virus 40, JC,
and BK polyomavirus T antigens can functionally replace the J-domain of the Es-
cherichia coli Dna] molecular chaperone. Proc Natl Acad Se: U S A 94, 3679-84.

King, C., Eisenberg, E. und Greene, L. (1995). Polymerization of 70-kDa heat shock protein
by yeast DnaJ i ATP. | Bio/ Chem 270, 22535-40.

King, C., Eisenberg, E. und Greene, L. E. (1999). Interaction between Hsc70 and Dna]
homologues: relationship between Hsc70 polymerization and ATPase activity. Brzochemis-
1ry 38, 12452-9.

Kyhse-Andersen, J. (1984). Electroblotting of multiple gels: a simple apparatus without
buffer tank for rapid transfer of proteins from polyacrylamide to nitrocellulose. | Bzochen
Biophys Methods 10, 203-9.

Laemmli, U. K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227, 680-5.

112



Anhang

Langer, T., Lu, C., Echols, H., Flanagan, J., Hayer, M. K. und Hartl, F. U. (1992). Successive
action of DnaK, DnaJ and GroEL along the pathway of chaperone-mediated protein
folding. Nature 356, 683-9.

Laufen, T., Mayer, M. P., Beisel, C., Klostermeiter, D., Mogk, A., Reinstein, J. und Bukau, B.
(1999). Mechanism of regulation of hsp70 chaperones by Dna] cochaperones. Proc Nat/
Acad Sei U S A 96, 5452-7.

Lopez, N., Halladay, J., Walter, W. und Craig, E. A. (1999). SSB, encoding a ribosome-
associated chaperone, 1s coordinately regulated with ribosomal protein genes. | Bacterio/
181, 31306-43.

Lopez-Buesa, P., Pfund, C. und Craig, E. A. (1998). The biochemical properties of the AT-
Pase activity of a 70-kDa heat shock protein (Hsp70) are governed by the C-terminal
domains. Proc Nat! Acad Scz U S A 95, 15253-8.

Lu, Z. und Cyr, D. M. (1998). Protein folding activity of Hsp70 is modified differentially by
the hsp40 co-chaperones Sis1 and Ydjl1. | Bio/ Chem 273, 27824-30.

Lubeck, M. (1997). Charakterisierung der itrazelluliren Lokalisation des Dnal-Homologen Sis1p in
Apiotrichum curvatum. Diplomarbeit, Philipps-Universitat, Marburg.

Luke, M. M., Sutton, A. und Arndt, K. T. (1991). Characterization of SIS1, a Saccharomyces
cerevisiae homologue of bacterial dna] proteins. | Ce// Bio/ 114, 623-38.

Ma, J. und Ptashne, M. (1987). New class of yeast transcriptional activators. Ce// 51, 113-9.

Macario, A. J. L., Lange, M., Ahring, B. K. und De Macario, E. C. (1999). Stress genes and
proteins in the Archaea. Microbio/ Mo/ Bio/ Rev 63, 923-67.

Matte, O., Chabalier, C., Ratomahenina, R., Bossy, J. P. und Galzy, P. (1990). Isolation and
characterization of a RNA-virus like particle from Candida curvata. Bio/ Cel/ 68, 159-62.

Mayhew, M., da Silva, A. C., Martin, J., Erdjument-Bromage, H., Tempst, P. und Hartl, . U.
(1996). Protein folding in the central cavity of the GroEL-GroES chaperonin complex.
Nature 379, 420-6.

Mayhew, M. und Hartl, F. U. (1996). Lord of the rings: GroES structure. Science 271, 161-2.

Meesters, P. A., Springer, J. und Eggink, G. (1997). Cloning and expression of the delta 9
fatty acid desaturase gene from Cryptococcus curvatus ATCC 20509 containing histidine
boxes and a cytochrome b5 domain. App/ Microbiol Biotechno! 47, 663-7.

Misselwitz, E., Staeck, O., Matlack, K. E. S. und Rapoport, T. A. (1999). Interaction of BiP
with the J-domain of the Sec63p component of the endoplasmic reticulum protein trans-

location complex. | Bio/ Chem 274, 20110-5.

113



Anhang

Netzer, W. J. und Hartl, F. U. (1997). Recombination of protein domains facilitated by co-
translational folding in eukaryotes. Nazure 388, 343-9.

Netzer, W. J. und Hartl, F'. U. (1998). Protein folding in the cytosol: chaperonin-dependent
and -independent mechanisms. Trends Bzochem Sci 23, 68-73.

Ohba, M. (1997). Modulation of intracellular protein degradation by SSB1-SIS1 chaperon
system 1n yeast S. cerevisiae. FEBS Lezz 409, 307-11.

Park, S. K., Chon, S. K. und Yoo, H. S. (1995). A cDNA of Schizosaccharomyces pombe
encoding a homologue of DnaJ-like protein. Bzochim Biophys Acta 1262, 87-90.

Park, W. S., Murphy, P. A. und Glatz, B. A. (1990). Lipid metabolism and cell composition
of the oleaginous yeast Apiotrichum curvatum grown at different carbon to nitrogen ra-
tios. Can | Microbiol 36, 318-26.

Peterson, G. L. (1977). A simplification of the protein assay method of Lowry et al. which is
more generally applicable. Anal Biochenz 83, 346-56.

Pfund, C., Lopez-Hoyo, N., Ziegelhoffer, T., Schilke, B. A., Lopez-Buesa, P., Walter, W. A,
Wiedmann, M. und Craig, E. A. (1998). The molecular chaperone Ssb from Saccharomy-
ces cerevisiae 1s a component of the ribosome-nascent chain complex. EMBO [ 17, 3981-
9.

Piao, W., Yang, H., Yang, Y., Tao, H. und Chen, B. (1999). Inhibitive effects of Tween80 on
the HelLa line 1n vitro. Xibao Shengwuxne Zazhi 21, 136-9.

Porschewski, P. (1997). Lokalisation eines DnaJ-Proteins am Endoplasmatischen Retikulum von Phy-
tophthora megasperma. Diplomarbeit, Philipps-Universitit, Marburg.

Porschewsk1, P. (2000). Klonierung und cytologisch-biochemische Charakterisierung von Chaperonen in
Phytophthora megasperma. Dissertation, Philipps-Universitit, Marburg.

Preisig-Muller, R., Muster, G. und Kindl, H. (1994). Heat shock enhances the amount of
prenylated Dnaj protein at membranes of glyoxysomes. Eur | Biocher 219, 57-63.

Qiagen (1998). The OLAexpressionist. QIAGEN, Hilden.

Quail, J. H. (1979). Plant cell fractionation. Annu Rev Plant Physio! 30, 425-84.

Rand, K. N. (1996). Crystal violet can be used to visualize DNA band during gel electropho-
resis and to improve cloning efficiency. Technical TIBS online (http:/ | www.tto.trends.com).
Rassow, J., Maarse, A. C., Krainer, E., Kubrich, M., Muller, H., Megjer, M., Craig, E. A. und
Pfanner, N. (1994). Mitochondrial protein import: biochemical and genetic evidence for
mteraction of matrix hsp70 and the inner membrane protein MIM44. | Cel/ B/ 127,

1547-56.

114



Anhang

Ribero, O. K. (1983) in Erwin, D. C., Bartnicki-Garcia, S. und Tsao, H. (Eds), Phytophthora -
Its Biology, Taxonomy, Ecology and Pathology, St. Paul, Minnesota, pp. 55-70.

Saiki, R. K., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Scharf, S. J., Higuchi, R., Horn, G. T., Mullis, K. B.
und Erlich, H. A. (1988). Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a ther-
mostable DNA polymerase. Scence 239, 487-91.

Saiki, R. K., Scharf, S., Faloona, F., Mullis, K. B., Horn, G. T., Etlich, H. A. und Arnheim,
N. (1985). Enzymatic amplification of beta-globin genomic sequences and restriction site
analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Sczence 230, 1350-4.

Sambrook, J., Fritsch, E. F. und Maniatis, T. (1989). Molecular cloning - A Laboratory Manual.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.

Sanger, F., Nicklen, S. und Coulson, A. R. (1977). DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors. Proc Nat/ Acad Sci U S A 74, 5463-7.

Satyanarayana, C., Schroder-Kohne, S., Craig, E. A., Schu, P. V. und Horst, M. (2000). Cyto-
solic Hsp70s are involved in the transport of aminopeptidase 1 from the cytoplasm mto
the vacuole. FEBS Let 470, 232-8.

Scheufler, C., Brinker, A., Bourenkov, G., Pegoraro, S., Moroder, L., Bartunik, H., Hartl, I.
U. und Moarefi, I. (2000). Structure of TPR domain-peptide complexes: critical elements
in the assembly of the Hsp70-Hsp90 multichaperone machine. Ce//101, 199-210.

Schlicher, T. und Soll, J. (1997). Chloroplastic isoforms of Dna] and GtpE in pea. Plant Mo/
Bio/ 33, 181-5.

Schiiring, M.-P. (1994). Biosynthese eines Lipidkirperproteins der Olbefe Apuotrichum curvatum, Dis-
sertation, Philipps-Universitit, Marburg.

Sha, B., Lee, S. und Cyr, D. M. (2000). The crystal structure of the peptide-binding fragment
from the yeast Hsp40 protein Sis1. Structure Fold Des 8, 799-807.

Smykal, P., Hrdy, I. und Pechan, P. M. (2000). High-molecular-mass complexes formed in
vivo contain smHSPs and HSP70 and display chaperone-like activity. Ewr | Biochens 267,
2195-207.

Specht, V., Lubeck, M. und Kindl, H. (1998). Heat shock transiently enhances the synthesis
rate of Sislp, a ribosome- associated Dna] protein in the oleagenous yeast Apiotrichum
curvatum. Yeast 14, 419-30.

Suh, W.-C., Lu, C. Z. und Gross, C. A. (1999). Structural features required for the interaction
of the Hsp70 molecular chaperone DnaK with its cochaperone Dna]. | Bio/ Chem 274,
30534-9.

115



Anhang

Syin, C. und Goldman, N. D. (1996). Cloning of a Plasmodium falciparum gene related to
the human 60-kDa heat shock protein. Mo/ Biochem Parasitol 19, 13-9.

Szabo, A., Korszun, R., Hartl, F. U. und Flanagan, J. (1996). A zinc finger-like domain of the
molecular chaperone Dna] is mvolved 1n binding to denatured protein substrates. EMBO
J 15, 408-17.

Takayama, S., Bimston, D. N., Matsuzawa, S., Freeman, B. C., Aime-Sempe, C., Xie, Z., Mo-
rimoto, R. I. und Reed, J. C. (1997). BAG-1 modulates the chaperone activity of
Hsp70/Hsc70. EMBO ] 16, 4887-96.

Takayama, S., Xie, Z. H. und Reed, J. C. (1999). An evolutionarily conserved family of
Hsp70/Hsc70 molecular chaperone regulators. | Bio/ Chenz 274, 781-6.

Tuller, G., Nemec, T., Hrastnik, C. und Daum, G. (1999). Lipid composition of subcellular
membranes of an FY1679-derived haploid yeast wild-type strain grown on different car-
bon sources. Yeast 15, 1555-64.

Velculescu, V. E., Zhang, L., Zhou, W., Vogelstein, |., Basrai, M. A., Bassett, D. E., Jr., Hie-
ter, P., Vogelstein, B. und Kinzler, K. W. (1997). Characterization of the yeast transcrip-
tome. Ce// 88, 243-51.

Vojtek, A. B., Hollenberg, S. M. und Cooper, J. A. (1993). Mammalian ras interacts directly
with the serin/threonin kinase raf. Ce// 74, 205-14.

Wall, D., Zylicz, M. und Georgopoulos, C. (1994). The NH2-terminal 108 amino acids of the
Escherichia coli DnaJ protein stimulate the ATPase activity of DnaK and are sufficient
for lambda replication. | Bio/ Chem 269, 5446-51.

Wang, T. I., Chang, J. H. und Wang, C. (1993). Identification of the peptide binding domain
of hsc70. 18-Kilodalton fragment located immediately after ATPase domain is sufficient
for high affinity binding. | Bio/ Cherz 268, 26049-51.

Wodicka, L., Dong, H., Mittmann, M., Ho, M. H. und Lockhart, D. J. (1997). Genome-wide
expression monitoring in Saccharomyces cerevisiae. Naz Biotechnol/ 15, 1359-67.

Yan, W. und Craig, E. A. (1999). The glycine-phenylalanine-rich region determines the speci-
ficity of the yeast Hsp40 Sis1. Mo/ Cel/ Bio/ 19, 7751-8.

Yan, W., Schilke, B., Pfund, C., Walter, W., Kim, S. und Craig, E. A. (1998). Zuotin, a ribo-
some-associated Dna] molecular chaperone. EMBO ] 17, 4809-17.

Yeh, F.-L. und Hsu, T. (2000). Detection of a spontaneous high expression of heat shock
protein 70 1 developing zebrafish (Danio rer10). Biosci, Biotechnol, Biochen 64, 592-5.

Yu, M., Haslam, R. H. A. und Haslam, D. B. (2000). HED]J, an Hsp40 co-chaperone local-

1zed to the endoplasmic reticulum of human cells. | Bio/ Chem 275, 24984-92.
116



Anhang

Zhang, S., Lockshin, C., Herbert, A., Winter, E. und Rich, A. (1992). Zuotin, a putative Z-
DNA binding protein in Saccharomyces cerevisiae. EMBO ] 11, 3787-96.

Zhong, T. und Arndt, K. T. (1993). The yeast SIS1 protein, a Dna] homolog, 1s required for
the initiation of translation. Ce// 73, 1175-86.

Zinser, E. und Daum, G. (1995). Isolation and biochemical characterization of organelles
from the yeast, Saccharomyces cerevisiae. Yeass 11, 493-536.

Zylicz, M. (1993). The Escherichia coli chaperones involved in DNA replication. Philos Trans
R Soc Lond B Biol Sc 339, 271-7.

Zylicz, M., Ang, D., Liberek, K. und Georgopoulos, C. (1989). Initiation of lambda DNA
replication with purified host- and bacteriophage-encoded proteins: the role of the dnak,

dna] and grpE heat shock proteins. EMBO ] 8, 1601-8.

117



