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Zusammenfassung

Im Gegensatz zu vielzelligen Organismen existieren in Saccharomyces cerevisiae nur drei
SR-Proteine. Diese fungieren als pendelnde Adapterproteine im nukleo-
zytoplasmatischen Transport von mRNAs. Ein wichtiger Vertreter ist Npl3, welches auch
mit aktiv translatierten mRNPs (messenger ribonucleoproteins) assoziiert ist. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Npl3 neben der Funktion des mRNA-Exports in
das Zytoplasma in weiteren Prozessen eine Bedeutung hat. So konnte dazu beigetragen
werden Npl3 als Pra-60S-Exportfaktor zu identifizieren. AuRerdem konnte nachgewiesen
werden, daB Npl3 (Gber den Export und die zytoplasmatische Reifung hinaus mit dem
Rpl10-haltigen 60S-Partikel assoziiert. Somit besitzt Npl3 das Potential liber die Bindung
an translationskompetente 60S-Untereinheiten die Translation zu beeinflussen.
Tatsachlich konnte die vorliegende Studie eine verringerte Translationseffizienz in
Hefezellen als Folge einer Verkiirzung der SR-Domane von Npl3 zeigen. Dagegen stellten
sich der mRNA- und der Pra-60S-Export aus dem Zellkern sowie die zytoplasmatische
Reifung des 60S-Partikels unbeeintrachtigt dar. Zusatzlich wiesen die Ergebnisse darauf
hin, dal’ eine generelle Methylierung bzw. die Phosphorylierungsstelle an Position 411 in
der SR-Domadne von Npl3 nicht essentiell fir die Translation ist. Vielmehr bedingt die
Verkirzung der SR-Doméne eine gestorte Bindung von Npl3 an das
translationskompetente  60S-Partikel und daraus folgernd eine Stérung der
Monosomenformation in der Translationsinitiation. Dieser Defekt in der
Monosomenbildung beruht auf einer ineffizienten Bindung von 60S-Partikeln an mRNA-
rekrutierte  43S-Initiationskomplexe. Verschiedene Suppressionsexperimente und
genetische Analysen in dieser Arbeit legen eine Rolle von Npl3 in Prozessen nahe, die mit
den Funktionen von Rpl10 und Fun12 assoziiert sind.

Des weiteren konnte eine Homomer-Bildung von Npl3-Molekiilen nachgewiesen werden,
welche vom N-terminalen Bereich der SR-Domdne abhdngig ist. Zusatzlich
demonstrierten Ko-Immunoprazipitations- und Immunfluoreszenz-Experimente, daR
dieser Domdnenbereich von Npl3 im Wesentlichen auch fir die Bindung des
Zellkernimportrezeptors Mtrl10 entscheidend ist. Weitere Ergebnisse deuteten darauf hin,

dal sich die Homomer-Bildung von Npl3 positiv auf die Translationsinitiation auswirkt.



Demnach kann vorliegende Arbeit Npl3, und insbesondere seiner SR-Domane, eine
essentielle Aufgabe fir die Translation zuweisen und ldsst dabei auf eine Funktion von
Npl3 im Prozess der Monosomenbildung wahrend der Translationinitiation, wie auch im

letzten zytoplasmatischen Reifeschritt des Pra-60S-Partikels schlieRen.



Summary

Saccharomyces cerevisiae possesses only three SR-proteins in contrast to multi-cellular
organisms. They are functioning as shuttling adaptor proteins in the nucleo-cytoplasmic
transport of mRNAs. One important representative is Npl3 which is associated with
actively translated mRNPs (messenger ribonucleoproteins). This study focused on a
potential additional role of Npl3 besides its function in exporting mRNAs to the
cytoplasm. The work contributed to the identification of Npl3 as a pre60S-export factor.
Moreover, it was shown that Npl3 stays bound to the Rpll0-containing 60S-particle
beyond the export and cytoplasmic maturation of pre60S-subunits. As a consequence,
Npl3 has the capability to assist in translation by its association with translation
competent 60S-particles. More specifically, truncating the SR-domain of Npl3 led to a
reduced translation efficiency of yeast cells. In contrast, nuclear mRNA- and pre60S-
export as well as the cytoplasmic maturation of 60S-particles were not substantially
affected. Additionally, the results indicated that methylation in general or the
phosphorylation site on position S411 in the SR-domain of Npl3 is not essential for
translation. Rather, the truncation of the SR-domain resulted in a decreased binding of
Npl3 to translation competent 60S-particles and a perturbance of monosome formation
during translation initiation. This monosome formation defect is a result of inefficient
binding of 60S-particles to mRNA-recruited 43S-initiation complexes. Different
suppression experiments and genetic analyses in this work suggested a role of Npl3 in
processes that are associated with the functions of Rpl10 and Fun12.

Furthermore, an NpI3 homomer formation, dependent on the N-terminal region of the
SR-domain, was demonstrated. Additionally, this specific part of the SR-domain of Npl3
was crucial for the binding of the nuclear import receptor Mtrl0 supported by co-
immunoprecipitation and immunofluorescence experiments. Moreover, the results
indicate that the formation of Npl3-homomers might influence translation initiation
positively. In summary, this work was able to assign Npl3 with its SR-domain an essential
role for translation and suggested a function of NplI3 in the process of monosome
formation during translation initiation as well as in the last cytoplasmic maturation step

of pre60S-particles.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Molekularer Transport liber die Kernmembran

Durch die raumliche Trennung der DNA vom Zytoplasma in der eukaryotischen Zelle muss
ein molekularer Austausch zwischen den Kompartimenten Uber die Zellkernmembran
erfolgen. Die Kernhille besitzt daflir supramolekulare Protein-Kanale, die sogenannten
Kernporenkomplexe (NPC= nuclear pore complex). Molekiile mit einer geringeren Grofl3e
als 40 kDa konnen passiv durch die Kanale diffundieren (Kiseleva et al., 1998). Jedoch
wurde auch ein GroRenausschluss fiir Molekiile von 60 kDa beschrieben (Gorlich and
Kutay, 1999). Trotz der Diffusionsmoglichkeit unterliegt der Transport kleinerer Molekiile
vorwiegend dem Signal-vermittelten, regulierten Transportweg liber den NPC (Breeuwer
and Goldfarb, 1990). Der Zellkerntransport von makromolekularen Strukturen scheint
aber generell Gber den Rezeptor-NPC-Signalweg Bedingung zu sein. Die Mehrheit der
makromolekularen Transporte bewerkstelligen Rezeptorproteine namens Karyopherine,
speziell der Karyopherin-B-Familie, welche schon frih-evolutiondar Funktionen im
Zellkerntransport Gbernahmen und daher stark konserviert sind (O’Reilly et al., 2011). Sie
sind vorwiegend fiir den Transport von Proteinen und nicht-kodierender RNAs
verantwortlich. In S. cerevisiae sind bislang 14 und in humanen Zellen 19 solcher B-
Karyopherine bekannt und untersucht (Chook and Siiel, 2011). Je nach Transportrichtung
werden sie in Importine oder Exportine eingeteilt und kdnnen daher Transportsignale fir
den Kernimport (NLS, nuclear localization signal) oder Kernexport (NES, nuclear export
signal) erkennen und binden. Wobei die Bindung der Importine an NLS-haltige Proteine
im Zytoplasma der Zeit-limitierende Schritt des Transports in vivo zu sein scheint (Dange
et al., 2008). Zellkerntransportsignale kdnnen ganz unterschiedlich gestaltet sein und
unterliegen keiner speziellen Konsensussequenz. Auch die Erkennung dieser durch die
Karyopherine ist nicht exklusiv, sondern stellen sich in einigen Fallen redundant dar (Fried
and Kutay, 2003). Zusatzlich sind Karyopherine durch eine hohe Affinitat zu Phenylalanin-
Glycin-reichen (FG-) Sequenzen der Nukleoporine, Komponenten des NPCs, und zu der
GTPase Ran gekennzeichnet (Wente and Rout, 2010). Interessanterweise ist nicht die

Translokation der Substrate Uber die Pore selbst energiekonsumierend, sondern die
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Einleitung

Aufrechterhaltung des Ran-GTP-Gradienten. Dieser treibt den gerichteten Transport
zwischen Kern und Zytoplasma an. Durch die hohe Konzentration von Ran-GTP im
Zellkern und dessen Assoziation an den Exportrezeptor selbst, wird die Substratbindung
gefordert. Nach dem Transport ins Zytoplasma stimuliert RanGAP (Ran-specific GTPase
activating protein) mit den Proteinen RanBP1 und RanBP2 (Ran binding proteins) die
GTPase-Aktivitdat von Ran und GTP wird hydrolysiert. Dabei entsteht eine niedrige
Konzentration an Ran-GTP im Zytoplasma, was wiederum die Interaktion von Substrat mit
Importrezeptoren verstarkt. Ran-GDP wird Uber den Faktor NTF2 (nuclear transport
factor) in den Zellkern transportiert, wo fiir die Bildung von Ran-GTP der nukledre Faktor
RanGEF (Ran-specific guanine nucleotide exchange factor) fir den GDP-Austausch
zustandig ist (Guttler and Gorlich, 2011; Wente and Rout, 2010).

Beispiele flir ein importierendes Karyopherin ist Mtrl0 (Transportin-SR in hdheren
Eukaryoten), welches SR-Proteine bindet, u. a. Npl3, und in den Kern transportiert
(Senger et al., 1998). Des weiteren ist der hochkonservierte Faktor Xpol (CRM1 in
héheren Eukaryoten) zu erwahnen. Xpo1l besitzt ein breites Substratspektrum und ist der
Hauptspieler im Proteinexport. Mithilfe des Adapterproteins Nmd3 ist es unter anderem
in den nukleo-zytoplasmatischen Transport ribosomaler 60S-Partikel involviert (Gadal et
al., 2001).

Obwohl vor kurzem CRM1-abhéngige Transportwege einiger mRNA-Spezies in hoheren
Eukaryoten beschrieben wurden, wird die Mehrheit der mRNAs, anders als beim
Transport von Proteinen bzw. nicht-kodierender RNAs, nicht (iber Karyopherine und
unabhangig vom Ran-Gradienten exportiert (Natalizio and Wente, 2013). Vielmehr spielt
daher die Verknlipfung von Transkription und Prozessierung mit dem nukleo-
zytoplasmatischem Transport von mRNA eine groBe Rolle. Dabei werden
kotranskriptionell zuerst Uber die C-terminale Domédne (CTD) der RNA-Polymerase Il
einzelne Faktoren und spater durch ein Folge von Assoziationen ganze Proteinkomplexe
auf das Transkript geladen, die gleichzeitig Einfluss auf die Transkriptionseffizienz sowie
auf nachfolgende Prozesse (wie Spleilling oder Polyadenylierung) bis hin zum Transport
der mRNA durch den NPC ins Zytoplasma haben kdnnen. Je nach Bedingungen entstehen
dabei RNA-Protein-Partikel, die aus einer Vielzahl unterschiedlicher Proteine bestehen
kénnen, sogenannte mRNPs (messenger ribonucleoproteins) (Natalizio and Wente, 2013).

Letztendlich scheint jedoch das entscheidende Signal fir die Gberwiegende Zahl der

9



Einleitung

exportkompetenten mRNAs die Rekrutierung von Mex67 (TAP oder NXF1 in hoheren
Eukaryoten) zu sein (Natalizio and Wente, 2013; Segref et al., 1997). Uber die Bildung
eines Heterodimers mit Mtr2 (p15 oder NXT1 in héheren Eukaryoten) kann der Kontakt
zum NPC hergestellt werden. Die treibende Kraft fiir den gerichteten Transport nach dem
bislang bestehenden Modell ist die DEAD-Box-RNA-Helikase Dbp5 (DDX19 in humanen
Zellen) und agiert dabei auf der zytoplasmatischen Seite des NPCs in unmittelbarem
Kontakt zum Nukleoporin Nup159/Rat7 (Nup124 in humanen Zellen) und seinem Kofaktor
Glel (Hodge et al., 1999; Schmitt et al., 1999). Dbp5 bindet ATP-abhangig mRNA und ist
dadurch Uber eine mechanische Aktivitat befahigt eine Umgestaltung der RNA-bindenden
Proteine des mRNPs zu bewerkstelligen. Die Dissoziation von Transportfaktoren, die den
Kontakt mit der Kernpore herstellen, scheint eine Zielrichtung des Transportsubstrats

herzustellen (Tieg and Krebber, 2012).

1.1.1 Reifung und Transport des ribosomalen 60S Partikels

In S. cerevisiae besteht die ausgereifte 60S ribosomale Untereinheit aus drei ribosomalen
RNAs (5S, 5,85 und 25S rRNA) und 46 ribosomalen Proteinen, wahrenddessen die 40S-
Untereinheit aus der 18S rRNA und 33 Proteinen zusammengesetzt ist (Jenner et al.,
2012). Die Transkription der rDNA findet im Nukleolus statt, wobei die Pra-5S rRNA lber
die RNA-Polymerase Il und die 35S rRNA, das Vorlaufertranskript beider rRNAs der
ribosomalen Untereinheiten, tiber die RNA-Polymerase | synthetisiert wird. Ribosomale
Proteine und Faktoren der Prozessierungsmaschinerie, wie snoRNAs und nicht-
ribosomale Proteine (trans-acting factors) konnen schon kotranskriptionell binden und
die Reifung der Untereinheiten einleiten. Der erste so gebildete Ribosomenkomplex wird
das Pra-90S-Ribosom genannt, der sich interessanterweise durch eine groBe Menge 40S-
assoziierter Proteine und durch nur sehr wenig 60S-assoziierte Faktoren auszeichnet.
Durch die Spaltung der 35S rRNA entsteht das Pra-40S- und das Pra-60S- Partikel, die in
das Kernplasma entlassen werden. Die Mehrheit der Pra-60S-Faktoren kann daraufhin an
das Partikel binden.

Der 27S rRNA-Vorlaufer der 60S-Untereinheit wird erst in 25S und 7S rRNA prozessiert,
spater entsteht aus der 7S rRNA die 5,85 rRNA. Wahrenddessen werden vor allem die Pra-
60S Partikel unter groBem Energie-Aufwand mithilfe von GTPasen und ATPasen

umgestaltet (Kressler et al., 2010; Strunk and Karbstein, 2009). Im Gegensatz zu den
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relativ wenigen Reifungsschritten des 40S-Partikels sind rund 100 Prozessierungsfaktoren
an der Biogenese der groRen ribosomalen Untereinheit beteiligt (Kressler et al., 2010;
Panse and Johnson, 2010).

Der nukleo-zytoplasmatische Transport pra-ribosomaler Untereinheiten ist Ran- und NPC-
abhangig. Interessanterweise werden beide Untereinheiten von dem Exportrezeptor
Xpol gebunden, wobei das 60S-Partikel zusatzlich Gber den Adapter Nmd3 kontaktiert
wird (Gadal et al., 2001; West et al., 2007). Aber auch in den mRNA-Export involvierte
Proteine wie Mex67-Mtr2 und Npl3, der pendelnde 60S-Reifefaktor Arx1l, sowie Ecm1l
wurden als 60S-Export-Faktoren, die einen direkten Kontakt mit der Kernpore herstellen
konnen, identifiziert (Bradatsch et al., 2007; Hackmann et al., 2011; Hung et al., 2008; Yao
et al., 2007, 2008, 2010). Einige Prozessierungsfaktoren bleiben wahrend des Transports
ins Zytoplasma noch am Partikel assoziiert. Dort finden dann spate Biogeneseschritte der
Pra-60S-Untereinheit statt, die eine geordnete Abfolge bedingen (Abbildung 1). So wird
zuerst die Bindestelle fiir die ribosomale Komponente Rpl24 (iber die Entlassung von
RIp24 und Nogl durch die Aktivitdt der ATPase Drgl befreit. Nach dem Einbau von Rpl24
wird der Transportfaktor Arx1 mit Albl Uber die ATPasen Ssal/Ssa2 mit Unterstltzung
des Zink-Finger-Proteins Reil und Jjj1 vom Partikel entfernt (Lo et al., 2010; Meyer et al.,
2010).

Nach der Dissoziation von RIp24 wird, gleichzeitig zu den oben genannten
Umgestaltungsprozessen, die stiel-dhnliche Basis des Ribosoms (stalk base) Uber die
Dissoziation von Mrt4 durch Yvhl und den darauffolgenden Einbau der
Strukturkomponente PO assembliert (Kemmler et al., 2009; Lo et al., 2009, 2010). Das
Protein PO bildet dabei die Binde-Plattform fiir weitere Komponenten, P1 und P2. Die
Formation der stiel-dhnlichen Ribosomenstruktur (stalk) ist besonders fir die spatere
Bindung von Elongationsfaktoren in der Translation bedeutend (Panse and Johnson,

2010).
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Jii1
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Abbildung 1: Zytoplasmatische Reifung der Pra-60S-Untereinheit. Die oben dargestellte
Zeichnung fasst die zytoplasmatischen Reifeschritte am Pra-60S-Partikel zusammen. Darunter ist
die Abfolge der einzelnen Reifeschritte in einem Pfeilschema dargestellt.: Die Aktivitat der ATPase
Drgl |6st die Inkorporation von Rpl24 durch die Dissoziation von Nogl und RIp24 aus. Dies fiihrt
wiederum zur Rekrutierung des Zink-Finger-Proteins Reil, welches mithilfe von Jjj1 und der
ATPase Ssa (Hsp70) die Ablosung von Arx1 und Alb1 verursacht und somit den Ausgang im 60S-
Partikel fiir die Polypeptidkette wahrend der Translation freigibt. Wéahrenddessen scheint
gleichzeitig Yvh1l den Austausch von Mrt4 gegen PO fir die Ausbildung der stiel-dhnlichen
Ribosomenstruktur (stalk) zu unterstiitzen. Uber den stalk assoziiert die GTPase Efl1 und
katalysiert die Entlassung von Tif6é von der fiir das 40S-Partikel vorgesehenen Bindestelle. Die
Dissoziation von Tif6 aktiviert die GTPase Lsgl, welches in Rpl10-Abh&ngigkeit den Exportadapter
Nmd3 entlasst, was fiir die stabile Integration von Rpl10 in das 60S-Partikel sorgt. (Modifiziert
nach Lo et al., 2010; Oeffinger, 2010; Panse, 2011)

Weiterhin wird Uber die stalk-Struktur sehr wahrscheinlich die Rekrutierung der GTPase
Efl1 gefordert, welche zusammen mit Sdo1 die Ablésung von Tif6 vom Partikel katalysiert
und die Schnittstelle fir die 40S-Verbindung freigibt (Lo et al., 2010; Menne et al., 2007,
Senger et al., 2001).
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Am Ende dieser Reaktionsreihe in der zytoplasmatischen Biogenese des 60S-Ribosoms
steht die stabile Inkorporation von Rpl10, Gber die Entlassung von Nmd3 durch Lsgl
(Hedges et al., 2005; Lo et al., 2010; West and Hedges, 2005). Die finale zytoplasmatische
Reifung ist nicht nur fir die Herstellung translationskompetenter ribosomaler
Untereinheiten, sondern auch fiir die Entlassung und das Recycling der Reifefaktoren
notwendig. Eine Storung des Recyclings kann zu einer nukledren Depletion der Faktoren
und damit indirekt zu einer negativen Beeinflussung der Prozessierung oder des

ribosomalen Exports fihren (Panse and Johnson, 2010).

1.2 Das SR-Protein Npi3

Die funktionelle Klasse der SR-Proteine ist zuerst in hoheren Eukaryoten beschrieben
worden. Einige der nukledr lokalisierten SR-Proteine dienen dem Spleifen von Intron-
haltigen Transkripten und stellen eine gut charakterisierte und essentielle Gruppe dar
(Busch and Hertel, 2012). Neben vielfaltigen nukledren Funktionen der SR-Proteine sind
bislang drei pendelnde Vertreter in Zusammenhang mit mRNA-Export beschrieben
worden, SRp20, 9G8 und ASF/SF2 (Caceres et al., 1998; Huang et al., 2003; Risso et al.,
2012).

In der Backerhefe sind interessanterweise ebenso drei SR-dhnliche pendelnde Proteine
gefunden worden (Birney et al., 1993; Hacker and Krebber, 2004; Windgassen and
Krebber, 2003). Eines dieser SR-Proteine ist Npl3. Neben der Ahnlichkeit in der
Aminosauresequenz zu den pendelnden, humanen SR-Proteinen (Birney et al., 1993)
besitzt Npl3 ein sehr dhnliches Transportverhalten und wird durch humane Homologe in
der Hefe transportiert und modifiziert (Huang and Steitz, 2005; und 2.1.1). Das Protein
Npl3 ist durch vier Doméanen charakterisiert: eine N-terminale Domane mit APQE-Motiv-
Wiederholungen unbekannter Funktion, zwei folgenden RNA-Erkennungsdomanen (RRM,
RNA recognition motif) und der C-terminalen Domine, die durch die Uberlappung von
SR/RS- und RGG-Wiederholungen gekennzeichnet ist und das NLS fir den Kernimport
enthadlt. Die SR-reiche C-Domadne von Npl3 ist auch der Proteinbereich, der tGberwiegend
modifiziert wird (Abbildung 2). Die Serinreste der SR/RS-Sequenzen stellen dabei
potentielle Phosphorylierungsstellen und die RGG-Peptide potentielle
Methylierungsstellen dar (Fu, 1995; McBride et al., 2005).
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1 125 276 414
APQE

277 PPIR RSNRGGFRGR GGFRGGFRGG FRGGFSRGGF GGPRGGFGGP

321 |RGGYGGYSRG GYGGYSRGGY GGSRGGYDSP RGGYDSPRGG YSRGGYGGPR
371 |NDYGPPRGSY GGSRGGYDGP RGDYGPPRDA YRTRDAPRER SPTR

Abbildung 2: Schematische Domanenstruktur von NplI3 mit Modifizierungsstellen in der
SR/RGG-Domine. Die N-terminale Doméane zeichnet sich durch APQE-Wiederholungen aus,
gefolgt von 2 RNA-Erkennungsmotiven RRM1 und RRM2 und der C-terminalen SR/RGG-Doméne.
In der Aminosiuresequenz der C-Doméane sind SR/RS-Wiederholungen (rot) und RGG-
Wiederholungen (unterstrichen) gekennzeichnet. Methylierte Argininreste (R) bzw.
phosphorylierte Serinreste (S) sind fett dargestellt, wobei entweder S349 oder S356
phosphoryliert ist. Kreise markieren Argininreste, die variabel dimethyliert, monomethyliert oder
unmethyliert in vivo vorliegen kdnnen. Fett-unterlegte Argininreste ohne Kreis liegen dimethyliert
vor. RRM=RNA recognition motif. (modifiziert nach: Hacker and Krebber, 2004; McBride et al.,
2005; Siebel and Guthrie, 1996)

In Hefe wurde Hmt1 (hnRNP Arg N-Methyltransferase 1) als hauptsachliche Typ | Arginin-
Methyltransferase identifiziert und gilt als Funktionsaquivalent zu PRMT1 in Mammalia
(Gary et al., 1996). Fiir die Methylierung von Npl3 an 17 Arginin-Resten im C-Terminus ist
ausschlieBlich Hmtl verantwortlich. So sind nach der Deletion von HMT1 keine
Methylierungen an Npl3 mehr detektierbar (McBride et al., 2005).

Der Serinrest an Position 411 wird durch die Kinasen Sky oder Ck2 phosphoryliert und
wurde mit einer Funktion im mRNA-Export bisher gut charakterisiert (Dermody et al.,
2008; Gilbert et al.,, 2001). Des weiteren wurde mindestens eine weitere
Phosphorylierung an Position S349 oder S356 mit bisher unbekannter Funktion
nachgewiesen (Bodenmiller et al., 2010; Ficarro et al., 2002). Anzumerken ist, dal8 sich die

Methylierung im C-Terminus negativ auf die Phosphorylierung der Stelle S411 durch Sky1

auswirken kann (Lukasiewicz et al., 2007).
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1.2.1 mRNA-Transport mithilfe des Exportadapters Npi3

Fiir einen Grofteil der Exportereignisse Gber die Kernporen, binden Exportrezeptoren ihr
Substrat nicht selbst sondern mithilfe von Adapter-Molekiilen. In Hefe ist eines davon der
sehr gut beleuchtete Exportadapter Npl3, welches sehr wahrscheinlich iber eine direkte
Interaktion mit der RNA-Polymerase Il auf mRNA-Molekile geladen wird (Dermody et al.,
2008; Lei et al., 2001) und dabei positiv auf die Transkription und die Rekrutierung von
SpleiR-Faktoren wirkt (Bucheli and Buratowski, 2005; Kress et al., 2008). Npl3 gehort zur
Familie der Serin-Arginin(SR)-reichen-Proteine, pendelt zwischen Kern und Zytoplasma
und wurde zunachst als essentieller Faktor und Hauptadapter fir den mRNA-Export
identifiziert (Lee et al., 1996). In Abbildung 3 ist eine Ubersicht des Transportzyklus von
Npl3 mit mRNA in einigen wichtigen Teilschritten dargestellt.

Bisher konnte keine spezifische mRNA-Erkennungssequenz fir Npl3 bestimmt werden.
Neben der Bindung einer gréRBeren Anzahl von Transkripten ribosomaler Gene scheint es
aber keine Praferenz gegenliber mRNA-Klassen zu besitzen (Kim Guisbert et al., 2005).
Eine Rekrutierung von Npl3 verhilft dem mRNA-Molekil zu einer verstarkten
Exportkompetenz, da Npl3 vom Exportrezeptor Mex67 gebunden werden kann (Gilbert
and Guthrie, 2004). Dieser Exportprozess ist evolutiondr konserviert, so binden die in
hoheren Eukaryoten vorkommendenden, pendelnden SR-Proteine mit gleichem
Transportverhalten den orthologen heterodimeren Rezeptor TAP-p1l5 (Mex67-Mtr2 in
Hefe) (Huang and Steitz, 2005; Lai and Tarn, 2004). Die Bindeaktivitat von Npl3 an
Strukturen und sein Exportverhalten kann Uber post-translationelle Modifikationen von
Npl3 beeinflusst werden. So besitzt es nach der kotranskriptionellen Rekrutierung an die
RNA (Uber die Interaktion mit der CTD der RNA-Polymerase eine Anti-
Terminierungsaktivitdat und unterstiitzt so die Elongation des Transkripts (Bucheli and
Buratowski, 2005; Dermody et al., 2008). Uber die Phosphorylierung durch Ck2 (Casein
Kinase 2) hochstwahrscheinlich an Position 411 in der SR-Domane wird diese Aktivitat
verringert, dadurch die Assoziation des Schneide-und Polyadenylierungsfaktors CPF
(cleavage and polyadenylation factor) und gleichsam die Termination der Transkription
gefordert (Dermody et al., 2008). Wéhrend der 3‘-Endformierung des Transkripts wird
Npl3 Uber die Phosphatase-Aktivitat der CPF-Komponente Glc7 dephosphoryliert und

kann so besser vom Exportrezeptor Mex67 gebunden werden (Gilbert and Guthrie, 2004),
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welcher wiederum den Export des mRNPs Uiber den NPC mit der Bindung an Mtr2
vermittelt.

Im Zytoplasma kann die Kinase Sky1 Gber Phosphorylierung des Serinrests an Position 411
in Npl3 die Bindung des Importrezeptors Mtrl0 erhéhen und somit die Dissoziation von
Npl3 vom Transkript auslosen (Gilbert et al., 2001). Anzumerken ist, daR die Interaktion
zwischen Mtr10 und Npl3 aber nur teilweise von der Phosphorylierung abhangig ist
(Gilbert et al., 2001) und die endgiiltige Ablosung eher die Bindung von Mtrl0 bedingt
(Windgassen et al., 2004). Auch liegt Npl3 ldanger mit dem Transportsubstrat gebunden
vor, da es mit Polysomen koprazipitiert (Windgassen et al., 2004). Nach dem Import von
Npl3 Uber das Karyopherin Mtr10 in den Zellkern, steht es dort wieder nukledren
Prozessen zur Verfligung.

Unter einigen anderen Proteinen ist auch Npl3 ein Substrat der Methyltransferase Hmt1,
welche an transkribierten Genen assoziiert ist (Henry and Silver, 1996; Siebel and Guthrie,
1996; Yu et al, 2004). Neben der Phosphorylierung wird disskutiert, dass auch
Methylierung von Npl3 den Export von mRNA beeinflussen kann. Dabei wurde eine
Unterstlitzende Funktion von methyliertem Npl3 in der Regulation der
Transkriptionselongation und -termination vorgeschlagen (Chen et al., 2010; Wong et al.,
2010). Definitiv ist aber der Transport von Npl3 durch fehlende Methylierung
beeintrachtigt. So wird durch die Deletion von HMT1 die Kernexportrate von Npl3
gemindert (Shen et al., 1998) und die Npl3-Interaktion mit Proteinen verandert (McBride
et al., 2005; Yu et al., 2004). Grundsatzlich scheint die Methylierung von Npl3, oder
generell mRNA-bindender Proteine, Protein-Protein-Interaktionen zu reduzieren und
dariiber nachfolgende Schritte wie Exportprozesse zu regulieren bzw. dynamischer zu

gestalten (Tutucci and Stutz, 2011).
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Abbildung 3: Transportzyklus des pendelnden SR-Proteins NplI3 durch den Export von mRNAs.
Wahrscheinlich unphoshoryliertes Npl3 wird von der C-terminalen Domane (CTD) der RNA-
Polymerase Il (RNAPII) wahrend der frilhen Transkription auf die mRNA rekrutiert, wo es
Transkriptionselongation und Assoziation von Splei-Faktoren unterstiitzt. Die Trankriptions-
assoziierte Methyltransferase Hmtl methyliert Npl3 besonders im C-Terminus (Me), was den
Export von Npl3 begiinstigt. Uber die Casein Kinase (Ck2)-vermittelte Phosphorylierung am
Serinrest 411 wird die Transkriptionsterminierungsaktivitdit von Npl3 gestarkt, welche die
Rekrutierung des cleavage and polyadenylation factors (CPF) an die RNAPII fordert. Die CPF-
Komponente und Phosphatase Glc7 dephosphoryliert Npl3 und erhoht dadurch fir die
Bindungsaffinitat fiir Mex67. Uber das Exportsignal Mex67 kann das mRNP iiber den nuclear pore
complex (NPC) exportiert werden. Im Zytoplasma dissoziiert Mex67 von der mRNA wohingegen
Npl3 auf translatierten Transkripten gebunden bleibt. Uber die Kinase Sky1l wird NplI3 erneut am
Serinrest 411 phosphoryliert und womoglich unterstitzt dies die Bindung des Importrezeptors
Mtr10. Die Bindung von Mtr10 I6st Npl3 vom Transkript und wird in den Zellkern importiert. Nach
der RNA-abhangigen Dissoziation von Mtrl0, steht Npl3 wiederrum recycelt fir die erneute
Bindung mit mRNA zur Verfligung. Ob eine Demethylierung im Zytoplasma von Npl3 erfolgt oder
eine Dephosphorylierung vor der Rekrutierung an mRNA bleibt offen. (modifiziert nach Tutucci
and Stutz, 2011).
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1.2.2 Pra-60S-Export mithilfe von Npl3

Ein weiteres Exportsubstrat fir Npl3 neben der mRNA wurde vor kurzem beschrieben. So
bindet und transportiert Npl3 Pra-60S-Partikel aus dem Zellkern in das Zytoplasma. Npl3
scheint schon friih wahrend der 60S-Reifung mit dem 90S-Partikel, speziell der 35S rRNA,
zu assoziieren. Nach der nukledren Reifung kann das Pra-60S-Partikel auch Mex67-
unabhangig von Npl3 lber den NPC transportiert werden. Die Autoren schlagen ein
Modell vor, in dem Npl3 Uber die direkte Bindung an die 255 rRNA den Kontakt mit dem
NPC Uber die Komponente Nup60 herstellt, da die Interaktion zwischen Npl3 mit Nup60
in vivo und eine direkte Interaktion von Npl3 mit FG-Motiven und mit 25S rRNA
nachgewiesen werden konnte (Hackmann et al., 2011). Ob Npl3 mit dem Pr&-60S-Partikel
nach dem Export noch léanger assoziiert bleibt und die Ablésung ahnlich wie beim mRNA-

Transport durch Mtrl10 und Npl3-Modifikationen reguliert wird, bleibt zu untersuchen.

1.3 Die Translation

Die Biosynthese von Proteinen (Translation) bedingt die Verfligbarkeit aller bendtigten
Strukturen im Zytoplasma. Deswegen ist in Eukaryoten unter anderem die Funktionalitat
des Kernexports von RNAs und Ribosomen essentiell. Interessanterweise sind bisher
einige Faktoren, bekannt fir Kernexportfunktionen auch fir Funktionen in der Translation
beschrieben worden.

Die Translation lasst sich in drei bis vier Teilschritte untergliedern, die jeweils von einem
speziellen Set an Faktoren gesteuert wird: Initiation, Elongation, Termination und
Ribosomen-Recycling. Wobei die Prozesse Termination und Ribosomen-Recycling
wahrscheinlich nicht getrennt betrachtet werden kénnen, da sie nahtlos in einander
Ubergehen sowie gleiche Faktoren involviert sind.

In der Regulation der Genexpression galt lange Zeit die Synthese von RNA, also die
Transkription als Kontrollangelpunkt. Doch durch die intensivere Untersuchung der
Translation wurden darin mehr und mehr posttranskriptionelle Kontrollmechanismen
aufgedeckt (Leppek et al., 2011; Sonenberg and Hinnebusch, 2007). Im Prozess der
Translation scheint bisher die Initiation der groBte Angriffspunkt fir die Steuerung der

Proteinbiosynthese zu sein (Sonenberg and Hinnebusch, 2009).
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1.3.1 Die eukaryotische Translationsinitiation

Die Initiation der Translation in Eukaryoten kann in verschiedene Reaktionen unterteilt
werden: mRNA-Aktivierung, Scannen, AUG-Erkennung und die Verbindung der
ribosomalen Untereinheiten zum Monosom (Abbildung 4).

Um mRNAs zu decodieren miissen Ribosomen auf das Transkript geladen werden. Dies
passiert fir den Hauptteil aller mRNAs in Abhdngigkeit von der Kappenstruktur. Dafiir
muss die mRNA in einem translationskompetenten Zustand vorliegen, d. h. die korrekte
Beladung mit dem Poly(A)-bindenden Protein PABP, dem Kappenbindekomplex elF4F
(bestehend aus elF4A, elF4G und dem Kappen-bindenden elF4E) und dem Faktor elF4B.
Eine Zirkularisierung translatierter mRNAs Uber die Verbindung von PABP mit elF4G wird
angenommen und in einem closed-loop Modell diskutiert (Topisirovic et al., 2011).

Ein weiterer Schritt ist die Bildung des 43S-Partikels, auch 43S-PIC (preinitiation complex)
genannt. Dabei wird der terndre Komplex (TC= ternary complex) aus der Initiator-Met-t-
RNA und dem GTP-tragenden elF2 gebildet, bevor dieser mit den Initiationsfaktoren elF3,
elF5, elF1 und elF1A an das 40S-Ribosom binden kann und das 43S-Partikel entsteht. Bei
diesem Schritt scheint sich Hefe von anderen Eukaryoten unterscheiden. Demnach kann
der TC zusammen mit den Initiationsfaktoren elF3, elF5 und elF1 auch 40S-unabhangig in
einem Multifaktorkomplex (MFC) vorliegen. In hoéheren Eukaryoten wurde dieser
Komplex jedoch bisher nicht beschrieben. Die Anlagerung der elFs an die 60S-
Verbindungsstelle der 40S-Untereinheit blockieren dabei die Formation von mRNA-freien
Monosomen durch Eigenassoziation von 40S und 60S (Aitken and Lorsch, 2012;

Hinnebusch, 2011).
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Abbildung 4: Anerkanntes Modell der eukaryotischen kappen-abhangigen
Translationsinitiation. Beginnend mit der Dissoziation der ribosomalen Untereinheiten, kann sich
ein 43S-Préinititationskomplex (43S-PIC) aus 40S, elF1, 1A, 3, 5 und TC (ternary complex, elF2-
GTP-Initiator-t-RNA) bilden. Die mRNA wird Uiber die Bindung des elF4F-Komplexes (elF4A, E, G)
und elF4B an die Kappe (m’G) und Assoziation von PABP an den poly(A)-Schwanz aktiviert. Nach
der Rekrutierung des 43-PIC an die mRNA entsteht der Komplex 43S-mRNA, stabilisiert durch eine
vernetzte Interaktion zwischen elF4G, elF3, elF5, elF4B. Das 43S-PIC scannt den 5’UTR mithilfe der
Helikase-Aktivitat von elF4A, und einer stabilisierenden Wirkung der mRNA-Struktur Gber Dedl
und Dhx29. Nach der GTP-Hydrolyse von elF2 wahrend des Scannvorgangs kann die Startkodon-
Erkennung durch Basenpaarung zwischen der Met-tRNA"" und dem AUG-Triplett stattfinden.
Gleichzeitig dissoziiert elF1 und P;. Es ensteht der 485-Komplex. Mit der Dissoziation von elF2-GDP
und dem Eintritt von elF5B-GTP wird das 60S-Partikel an das 40S-Partikel rekrutiert. Durch die
GTP-Hydrolyse von elF5B dissoziieren elF1A und elF5B vom Partikel und machen das 80S-
Monosom elongationsbereit. elF2-GDP wird (iber elF2B, einen GTP-exchange factor (GEF), fir
eine erneute Assemblierung in TCs zu elF2-GTP recycelt. Die potentielle Phosphorylierung von
elF2 stellt eine Regulationsmaglichkeit in der Ausbildung von TCs dar. (nach Hinnebusch, 2011)
Fiir die Rekrutierung des 43S-PICs an die mRNA ist der gesamte Kappenkomplex sowie
elF3 essentiell und wissenschaftliche Befunde stiitzen, dal} insbesondere der Kontakt von
elF4G mit elF3 notwendig ist. In Mammalia konnte eine Bindedomane in elF4G fir elF3
identifiziert werden, wahrend in Hefe diese Bindedomane fehlt und eher intaktes elF3 die
Ribosomenassoziation an mRNA stimuliert (LeFebvre et al., 2006; Phan et al., 2001). In
der jlingeren Literatur wird jedoch die Hauptaufgabe von elF4G in der PIC-Rekrutierung
eingeschrankt. Womaglich ist elF4G fir die PIC-Beladung einer Untergruppe von mRNAs
unterstitzend, was auf eine unterschiedliche mechanistische Regulation, eventuell (iber
die Heterogenitat kappen-assoziierter Komponenten, hinweist (Hinnebusch and Lorsch,
2012).

Anzumerken ist auch die unterschiedliche Komposition des elF3-Komplexes in Mammalia
und Hefe, dementsprechend besitzt elF3 aus Mammalia 13 Untereinheiten (elF3a-m)
wahrend Hefe-elF3 aus nur 5 Hauptuntereinheiten namens elF3a, elF3b, elF3c, elF3g und
elF3i (Hefe-Nomenklatur: Tif32, Prtl, Nipl, Tif35, Tif34) und einer assoziierten
Untereinheit elF3j (Hcrl) zusammengesetzt ist (Hinnebusch, 2006).

Des weiteren ist die Helikase elF4A zu nennen, die die mRNA als Einzelstrang-Matrize
nahe der Kappe fir die Assoziation des 43S-PIC vorbereitet. Neuere Befunde legen die
Involvierung weiterer DEAD-Box-Helikasen nahe. So soll die starke Helikasenaktivitat von
Ded1 (Hefeortholog des humanen DDX3) sowie das humane DHX29 besonders bei mRNAs
mit hochstrukturierten 5’UTRs den Scan-Vorgang unterstiitzen (Hinnebusch, 2011;

Jackson et al.,, 2010). Das einmal angelagerte 43S-PIC scannt die 5-UTR Uber die
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Komplementaritdt des Codons der Initiator-t-RNA. Dabei stellt man sich das 40S-Partikel
in einer sogenannten ,offenen” Konfirmation vor, in der die mRNA leicht durch den
mRNA-Bindetunnel gleiten kann. Diese Konformation soll besonders durch elF1 und elF1A
gefordert werden. Folgend kommt es zur Erkennung des Startcodons (AUG), was dem
Eintritt der Met-t-RNA®" in die Peptidyl-t-RNA-Stelle (P-site) entspricht. Die AUG-
Erkennung induziert die GTP-Hydrolyse von elF2-GTP durch das GTPase-aktivierende
Protein elF5 und die Bildung eines stabilen 48S-PICs durch Basenpaarung der Initiator-t-
RNA mit dem AUG und die Entlassung von elF1 und des aus der Hydrolyse entstandenen
P; (inorganic phosphate) (Hinnebusch, 2011). Die Konformation des PIC wechselt nun in
den geschlossenen Status und der Komplex arretiert. Infolgedessen dissoziiert elF2-GDP,
wahrscheinlich mit elF5, vom Komplex und geben den C-Terminus von elF1A fir die
Bindung mit elF5B-GTP frei, welches wiederum die Verbindung des PIC mit der 60S-
Untereinheit zum elongationskompetenten 80S-Partikel katalysiert. Durch die GTP-
Hydrolyse von elF5B dissoziieren elF5B-GDP und elF1A vom Komplex (Fringer et al.,
2007). Durch die Ablésung von elF1A wird die A-Stelle des Ribosoms befreit, folglich kann
der Elongationsfaktor eEF1A binden und die Elongation einleiten (Acker et al., 2009).
Moglicherweise bleibt der Faktor elF3 weiterhin gebunden um an nachgeordneten
Schritten, wie an dem Recycling oder an den Reinitiierungseregnissen, teilzunehmen.

Bemerkenswerterweise ist die GTP-Hydrolyse durch elF5B nicht fir die Verbindung der
Untereinheiten, sondern fiir die Entlassung von elF5B und elF1A essentiell. So kénnen
Monosomen trotz blockierter GTPase-Aktivitdt von elF5B formiert werden, aber keine
Proteindissoziation auszulésen, was zu einer inhibierten Elongation durch festgesetzte
80S-Partikel am AUG fihrt (Pestova et al., 2000; Shin et al., 2002). Interessanterweise
sind elF5B (eukaryotisches Ortholog von IF2) und elF1A (eukaryotisches Ortholog von IF1)
die beiden Komponenten, die in allen drei Domanen des Lebens (Archaea, Bacteria,
Eukaryota) konserviert sind und einige gleiche Funktionen im Initiationsprozess
Ubernehmen. Es gibt Evidenzen, daR speziell in Eukaryoten elF5B und elF1A Uber ihre
beiden C-Doméanen miteinander interagieren und dadurch elF1A die Positionierung von
elF5B unterstitzt und folglich die Ribosomen-abhdngige GTPase-Aktivitat fordern kann
(Acker and Lorsch, 2008). Auch zeigten kinetische Analysen, daR elF5B die
Geschwindigkeit der Verbindung der ribosomalen Untereinheiten und die Dissoziation

von elF1A in Abhangigkeit von seiner Konformation stark erhoht (Acker et al., 2009).
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Generell sind demnach Translationskomplexe auch ohne elF5B zur Monosomenformation

befahigt, doch die Katalyse durch elF5B beschleunigt diesen Vorgang in grollem Mal3e.

1.3.2 Regulationsmechanismen in der Translation

Die Starke der Proteinsynthese kann posttranskriptionell im Allgemeinen entweder (iber
die Halbwertszeit der mRNA oder Uber den Translationsprozess selbst gesteuert werden.
Dabei ist die Beladung der mRNA mit Ribosomen der kritischste Faktor, weshalb die
meisten der translationellen Regulationen in der Initiation zu finden sind. Prinzipiell nutzt
die Zelle verschiedenartige Angriffspunkte, was zu einer globalen Kontrolle der
Proteinsynthese liber den Hauptteil der mRNAs oder zu einer spezifischen Kontrolle von
MRNA-Gruppen fihren kann. Oft finden globale Regulationen aufgrund von
extrazelluldren Stimuli, dem Energie-Status oder der Aminosdure-Verfiugbarkeit in der
Zelle statt. Das geschieht weitestgehend liber Modifizierungen bzw. Phosphorylierung der
Haupt-Initiationsfaktoren oder ihrer Bindepartner. Beispiele dafiir sind die
Phosphorylierung von elF2, was die Ausbildung von ternaren Komplexen (TC) reduziert,
und die 4E-Bindeproteine (4E-BP), die im hypophosphoryliertem Zustand eine hohe
Affinitat zu elF4E besitzen und dadurch eine kompetitive Wirkung auf die elF4E-elF4G-
Interaktion ausiben (Gebauer and Hentze, 2004; Sonenberg and Hinnebusch, 2009).
Doch nicht nur Initiationsfaktoren, die die Rekrutierung von 40S-Partikeln unterstiitzen,
sondern auch ribosomale Untereinheiten kénnen Ansatzstellen fur eine translationelle
Kontrolle sein. So wurde ein Mechanismus zumindest in Mammalia Uber die Steuerung
der 60S-Verflgbarkeit beschrieben (Gandin et al., 2008). Der Faktor elF6 (Tif6 in Hefe)
spielt eine wesentliche Rolle in der Biogenese von 60S-Partikeln, wobei die Assoziation
von elF6 mit dem 60S-Partikel die 80S-Formierung verhindert. So steuert elF6 nicht nur
die Reifung, sondern im Wesentlichen die Menge an 60S-Untereinheiten, die
translationskompetent fiir die 40S-mRNA-Bindung zur Verfiigung steht. Uber externe
Stimuli kann die Bindung von elF6 reguliert werden (Brina et al., 2011).

Neben der globalen Regulation wird die Translation spezifischer mRNA-Gruppen meist
Uber spezielle Elemente im 5'UTR oder 3’UTR reguliert. Eine Strategie ist die Sequenz-
spezifische Assoziation von RNA-bindenden Proteinen, wobei bisher selten Protein-RNA-
Interaktionen im 5’UTR, der Hauptteil jedoch im 3‘UTR gefunden wurde. Die Repression

Uber den 5’'UTR erfolgt anscheinend (ber die Blockierung der 43S-Rekrutierung und nicht
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Uber die Anlagerung von elF4F. Proteine, die im 3’UTR binden, regulieren oft die Lange
des poly(A)-Schwanzes, aber es sind auch einige Falle bekannt in denen der poly(A)-
Schwanz unverandert bleibt und eher ein direkter Eingriff des Proteins in die Initiation,
insbesondere die Rekrutierung von elF4F, vermutet wird. So beschreibt das allgemeine
Modell der Repression Uiber den 3‘UTR eine inhibitorische Ringbildung der mRNA Uber ein
mRNA-bindendes Protein, einem daran bindenden Adapterprotein und der letztendlichen
SchlieBung des Rings liber ein Kappen-bindendes Protein (Jackson et al., 2010).

Auch die Zeitspanne fiir die Bildung von Initiationskomplexen wird zur Kontrolle von der
Zelle genutzt. Beispielsweise enthalten 45-50% der Gene in Mammalia und 13% in Hefe
upstream open reading frames (UORFs). Der Mechanismus kann zusammengefasst als
Antenne fiir die Verfligbarkeit von Initiationskomponenten, speziell TCs, beschrieben
werden. Nach der Termination am uORF, wird das 60S-Ribosom und elF2, sowie die t-RNA
entlassen. Dennoch kann ein Teil der so entstandenen 40S-PICs weiterhin den 5’UTR

scannen, bleibt aber ohne den Einbau von elF2-Met-t-RNAM®

inkompetent ein neues
AUG zu erkennen. Die Verfligbarkeit von TCs bestimmt also wie weit der PIC migrieren
kann. In diesem Prozess ist die Lange sowie die Sekundarstruktur und somit auch die
bendtigte Zeit fiir die Translation des uORFs fiir eine Reinitiierung des eigentlichen ORFs

entscheidend (Hinnebusch, 2011; Jackson et al., 2010).
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2 Material und Methoden

2.1 Wichtige Geradte und Programme

AKTA™purifier 10 mit Fraktionierer (GE Healthcare, Uppsala/Schweden)

Bio-1D Quantifizierungsprogramm far Chemilumineszenzsignale (Peqlab,
Erlangen/Deutschland)

Phospholmager FLA-3000 (FUJIFILM Europe GmbH, Disseldorf/Deutschland) mit
Software AIDA Image Analyzer v.4.22

Chemilumineszenzgerit Fusion SL (Peqglab, Erlangen/Deutschland)

Dichtegradientenfraktionssystem: Fraktionierer Model Foxy Jr; Optical Unit Type 11;
Absorptionsmonitor Model UA-6; Gradient Former Model 160 (Teledyne Isco, Lincoln,
Nebraska/USA)

FastPrep®-24 (MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich)

Fluoreszenzmikroskop Leica DMI6000B (Leica, Wetzlar/Deutschland) mit der Kamera
LEICA DFC360FX

Geltrocknungsanlage Model 583 (BioRad Laboratories, Herkules/USA)

Gradient Master 108 (BioComp Instruments, Fredericton/Kanada)

Image J Bildquantifizierung, Peakflachenmessung (Freeware von Wayne Rasband)

Image Gauge 3.01 Quantifizierung der der Firma Fujifilm, Tokyo/Japan

Lichtmikroskop Leitz Biomed Typ 020-507-010 (Leica, Wetzlar/Deutschland)

Q-RT-PCR Gerat Rotor Gene Q (Qiagen, Hilden/Deutschland)

Szintillationszdhler LS1701 (Beckman Coulter, Krefeld/Deutschland)

Sonifier W-250 D (G. Heinemann, Schwabisch Gmiind, Deutschland)

Tetradenmikroskop Nikon Eclipse E400 (Nikon, Dusseldorf/Deutschland)

Ultrazentrifuge WX Ultra 80 (Thermo Fisher Scientific, Schwerte/Deutschland)
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2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Soweit es nicht besonders vermerkt ist, wurden alle Chemikalien und
Verbrauchsmaterialien von den Firmen Acros (Geel, Belgien), GE Healthcare (Freiburg,
Deutschland), Apollo Scientific Limited (Derbyshire, England), BD Biosciences (Heidelberg,
Deutschland), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Difco (Detroit, USA), Fisher Scientific
(Nidderau, Deutschland), Invitrogen (Frankfurt am Main, Deutschland), Merck
(Darmstadt, Deutschland), New England Biolabs (Frankfurt am  Main,
Deutschland),Promega (Mannheim, Deutschland), Roche Diagnostics (Mannheim,
Deutschland), Serva Feinbiochemika (Heidelberg, Deutschland), Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland), Th.Geyer (Renningen, Deutschland) sowie VWR International (Darmstadt,

Deutschland)bezogen.

Tabelle 1: Aligemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialen

Chemikalie Bezugsquelle

Agarose NEEO Ultra-Qualitat Carl Roth, Karlsruhe/Deutschland

Amersham HybondTM-N+ Membran | GE Healthcare, Freiburg/Deutschland

Bacto Yeast nitrogen base w/o amino | Becton Dickinson, Franklin Lakes/USA
acids

Coomassie brilliant blue R-250 Sigma-Aldrich, Taufkirchen/Deutschland
Complete EDTA-free/Protease Roche Diagnostics, Mannheim/Deutschland
Inhibitor cocktail

Cy3-0Oligo-dTsg Biospring, Frankfurt/Deutschland
Cycloheximid Sigma-Aldrich, Taufkirchen/Deutschland
DAPI Merck, Darmstadt/Deutschland
5-Fluoroorotic Acid (5-FOA) ApolloScientific, Stockport/UK

Formaldehyd Losung (ACS reagent) | Sigma-Aldrich, Taufkirchen/Deutschland

Galaktose (D (+)) Acros Organics, Geel/Belgien

GFP-Trap_A ChromoTek, Planegg-Martinsried/Deutschland
Glasperlen 0,2-0,5 mm Carl Roth, Karlsruhe/Deutschland

Glutathione Sepharose 4B GE Healthcare, Freiburg/Deutschland
Hefeextrakt Carl Roth, Karlsruhe/Deutschland

Hybond N* Nylon Membran GE Healthcare, Freiburg/Deutschland
IgG-Sepharose™ beads GE Healthcare, Freiburg/Deutschland

Ni-NTA Agarose Qiagen, Hilden/Deutschland
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Material und Methoden

Bezugsquelle

Nitrocellulose Membran (Protran®)

PerkinElmer, Waltham/USA

Objekttrager 12 well

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte/Deutschland

y-[P*’]-ATP (SRP-301)

Hartmann Analytik,
Braunschweig/Deutschland

Polyallomer Réhrchen fir die
Ultrazentrifugation

Beckman Coulter, Krefeld/Deutschland

Poly-L-Lysin Hydrobromid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen/Deutschland

Protease inhibitor cocktail for yeast

Sigma-Aldrich, Taufkirchen/Deutschland

Protein G Sepharose

Applied Biosystems, Foster City/USA

Raffinose

Serva, Heidelberg/Deutschland

Rotiphorese Gel 30

Carl Roth, Karlsruhe/Deutschland

[3°S]-Methionin (SCIS-103)

Hartmann Analytik,
Braunschweig/Deutschland

Saccharose

Carl Roth, Karlsruhe/Deutschland

Salmon sperm DNA

Sigma-Aldrich, Taufkrichen/Deutschland

Tabelle 2: Antikorper

Antikorper Verdiinnung in | Bezugsquelle

WB
HRP-Anti-Maus (Ziege) 1:15000 Dianova, Hamburg/Deutschland
HRP-Anti-Kaninchen (Ziege) 1:20000 Dianova, Hamburg/Deutschland
Anti-elF3a (Kaninchen) 1:1000 Schenkung von L. Valasek, Prag
Anti-elF3g (Kaninchen) 1:2000 Schenkung von L. Valasek, Prag
Anti-elF4E (Kaninchen) 1:5000 Schenkung von M. Ashe, Manchester
Anti-Hem15 (Kaninchen) 1:10000 Schenkung von R. Lill, Marburg
Anti-His (Kaninchen) 1:200 Santa Cruz, Heidelberg/Deutschland
Anti-GFP (Kaninchen) 1:2000 Santa Cruz, Heidelberg/Deutschland
Anti-GFP (Maus) 1:2000 Santa Cruz, Heidelberg/Deutschland
Anti-GST (Kaninchen) 1:1000 Santa Cruz, Heidelberg/Deutschland
Anti-Kaninchen-IgG Invitrogen, Frankfurt/Deutschland
AlexaFluor®488 (Ziege)
Anti-myc (Kaninchen) 1:2000 Santa Cruz, Heidelberg/Deutschland
Anti-Npl3 (Kaninchen) 1:5000 H. Krebber
Anti-Por (Kaninchen) 1:5000 Schenkung von R. Lill, Marburg
Anti-Rpl35 (Kaninchen) 1:5000 Schenkung von M. Seedorf, Heidelberg
Anti-Rps3 (Kaninchen) 1:5000 Schenkung von M. Seedorf, Heidelberg

WB, Western-Blot-Analysen
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Tabelle 3: Kits

Material und Methoden

Kit

Bezugsquelle

Amersham ECL Prime Western

GE Healthcare, Freiburg/Deutschland

ExperionTM RNA StdSens Analysis Kit

BioRad Laboratories, Herkules/USA

GoTaq(R) gPCR Master Mix

Promega, Madison, WI/USA

NukleoSpin extract I

Macherey-Nagel, Diiren/Deutschland

NucleoSpin RNAII

Macherey-Nagel, Diiren/Deutschland

RC DC Protein Assay (containing
solution A, Band S)

BioRad Laboratories, Herkules/USA

RNase free DNase |

Qiagen, Hilden/Deutschland

PGEM®-T Vektor System

Promega Corporation, Madison/USA

Tabelle 4: Enzymatische Produkte

Produkt

Bezugsquelle

Maxima Reverse Transcriptase,
Random Hexamer Primer

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte/Deutschland

Dream Tag DNA Polymerase

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte/Deutschland

Phusion® High-Fidelity DNA Polym.

New England Biolabs, Beverly/USA

RiboLock RNAse Inhibitor

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte/Deutschland

T4-Polynukleotidkinase

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte/Deutschland

Zymolase 20T

Seikagaku corporation, Tokyo/Japan

2.3 Stamme

2.3.1 Escherichia coli Stamme

Far die Amplifikation von Plasmid-DNA wurde der Bakterienstamm DH5a mit dem

Genotyp (supE44 lacZU169(80lacM15) hsdR17 recAl endAl gyrA69 thi-1 relA149)

verwendet, welcher sich von dem E. coli-Stamm DH1 ableitet. Flir die Herstellung von

rekombinanten Proteinen wurde der E. coli-Stamm BL21 (DE3) mit dem Genotyp (F-, dcm,

ompT, hsdS(rB- mB-), galA (DE3)) verwendet.
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2.3.2 Saccharomyces cerevisiae Stamme

Tabelle 5: Hefestamme

Material und Methoden

Stamm- Genotyp Quelle

nummer

HKY36 MATa ura3-52 leu2A1 his3-200 Fred Winston,

Boston

HKY45 MATa ura leu ade2 xpol::LEU2 + p CEN HIS3 xpol-1 Heike Krebber

HKY124 MAToa ura3-52 leu2A1 his3A200 rat7-1 (Gorsch et al., 1995)

HKY157 MATa ura3 leu2 his3 ade npl3::HIS3 + p CEN URA3 (Shen et al., 1998)
NPL3-myc

HKY160 MATa ura3-1 leu2 his3 lys2 ade2 ade3 npl3::HIS3 (Lee et al., 1996)
+p CEN LEU2 npl3-17

HKY265 MATa ura3-52 leu2-3,112 trp1-901 his3A200 gal4A Clontech
gal80A

HKY270 MATa ura leu ade trpl mtr10::HIS3 (Senger et al., 1998)
+p CEN TRP1 mtr10-7

HKY380 MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 met15A0 npl3::kanMX4 | Euroscarf

HKY381 MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 lys2A0 Euroscarf

HKY408 MATa ura3 leu2 trp1 his3 prt1-1 Mark Ashe,

Manchester

HKY578 MATa ura3 leu2 trp1 his3 ade TIF4631-3xmyc Heike Krebber

HKY611 MATa ura3 leu2 his3 npl3::kanMX4 rat7-1 Heike Krebber

HKY644 MATa ura3 leu2 trp1 his3 ade2 mex67::HIS3 (Segref et al., 1997)
+p CEN LEU2 mex67-5

HKY705 MATa ura3 leu2 trp1 his3 rix1-1 (Bassler et al., 2001)

HKY749 MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 npl3::kanMX4 Heike Krebber

funi2::kanMX4 + p CEN URA3 NPL3
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Tabelle 5: Hefestimme (Fortsetzung)

Material und Methoden

HKY767 | hmt1:: kanMX4 rpl10:: kanMX4 + p CEN URA3 diese Arbeit
rpl10(G161D)-GFP

HKY802 MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 lys2A0 (Hackmann et al.,
RPL25-3xmyc:HIS3MX6 2011)

HKY805 MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 met15A0 npl3::kanMX4 (Hackmann et al.,
RPL25-3xmyc:HIS3MX6 2011)

HKY812 MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 lys2A0 Isg1::kanMX4 Heike Krebber
+p CEN LEU2 Isg1-2

HKY816 MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 lys2A0 Isg1::kanMX4 Heike Krebber
+p CEN LEU2 Isg1-3

HKY858 MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 rpl10::kanMX4 Heike Krebber
+p CEN URA3 RPL10-GFP

HKY863 MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 lys2A0 rpl10::kanMX4 Heike Krebber
+p CEN URA3 rpl10(G161D)-GFP

HKY890 MATa ura3 leu2 his3 lys2 mtr2::kanMX4 (Bassler et al.,
+p CEN TRP1 mtr2-21 + p CEN URA3 MTR2 2001)

HKY892 MATa ura3 leu2 his3 lys2 mtr2::kanMX4 (Bassler et al.,
+p CEN TRP1 mtr2-33 + p CEN URA3 MTR2 2001)

HKY894 MATa ura3 leu2 his3 lys2 nmd3::kanMX4 (Bassler et al.,
+p CEN TRP1 nmd3-2 + p CEN URA3 NMD3 2001)

HKY906 MATo ura3A0 leu2A0 his3A0 trpl::kanMX4 Heike Krebber
mtr2::kanMX4 + p CEN TRP1 mtr2-21
+ p CEN URA3 MTR2

HKY918 MATo ura3A0 leu2A0 his3A1 trpl::kanMX4 Heike Krebber
funi2::kanMX4 mtr2::kanMX4+ p CEN TRP1 mtr2-21
+ p CEN URA3 MTR2

HKY931 MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 trpl1::kanMX4 Heike Krebber

HKY934 MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 npl3::kanMX4 Heike Krebber

trpl::kanMX4
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Tabelle 5: Hefestimme (Fortsetzung)

Material und Methoden

HKY947 MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 met15A0 hmt1::kanMX4 Euroscarf,
Frankfurt a. M.

HKY949 MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 met15A0 fun12::kanMX4 | Euroscarf

HKY990 | hmtl::kanMX4 fun12::kanMX4 diese Arbeit

HKY991 MATa rpl10::kanMX4 trp1::kanMX4 Heike Krebber
+p CEN URA3 RPL10-GFP

HKY994 MATa rpl10::kanMX4 npl3::kanMX4 trp1::kanMX4 Heike Krebber
+p CEN URA3 RPL10-GFP

HKY1047 | MATa ura3 leu2 his3 trp1 rio2::kanMX4 (Schafer et al.,
+p CEN LEU2 rio2-1 2003)

HKY1056 | MATa ura3 leu2 his3 lys2 trp1 fun12::kanMX4 rix1-1 diese Arbeit

HKY1058 | MATa ura3 leu2 his3 lys2 trp1 fun12::kanMX4 diese Arbeit
rio2::kanMX4 + p CEN LEU2 rio2-1

HKY1243 | MATa ura3A0 leu2A0 his3A1 lys2A0 rpl10::kanMX4 diese Arbeit

+p CEN HIS3 rpl10(G161D)
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2.4 Plasmide

Tabelle 6: Plasmide

Material und Methoden

Plasmid Charakteristika Quelle
nummer
pHK12 CEN URA3 Pppy-NLS-NES-GFP-GFP (Taura et al., 1998)
pHK13 2u URA3 MTR10 A.M. Tartakoff, Cleveland
pHK25 CEN LEU2 NPL3 Heike Krebber
pHK87 CEN LEU2 (Sikorski and Hieter, 1989)
pHK88 CEN URA3 (Sikorski and Hieter, 1989)
pHK103 2u LEU2 (Christianson et al., 1992)
pHK104 2u URA3 (Christianson et al., 1992)
pHK119 ampR GST(pGEX4T-1) Pharmacia
pHK144 21 URA3 Pga-GFP-NPL3 (Lee et al., 1996)
pHK145 21 URA3 Pgp-GFP-C-NPL3 (139 aa) Heike Krebber
pHK154 CEN LEU2 npl3-17 (Lee et al., 1996)
pHK195 2u URA3 NPL3 (Lee et al., 1996)
pHK230 21 URA3 Pga-GFP (Lee et al., 1996)
pHK238 CEN LEU2 NPL3-myc (myc inserted into the Pmll | Heike Krebber

site of NPL3)
pHK285 2u LEU2 MTR2 (Santos-Rosa et al., 1998)
pHK391 2u TRP1 GAL4 DNA-BD Clonetech
pHK392 2u LEU2 GAL4 AD Clonetech
pHK418 CEN LEU2 GFP-NPL3 (Gilbert et al., 2001)
pHK598 2u LEU2 ADE3 NPL3 Heike Krebber
pHK697 CEN URA3 RPS2-GFP (Milkereit et al., 2003)
pHK698 CEN URA3 RPL25-GFP (Gadal et al., 2001)
pHK718 2u ADE3 URA3 NMD3 (Hedges et al., 2005)
pHK719 2u LEU2 NMD3 (Hedges et al., 2005)
pHK747 CEN URA3 RPL10-GFP Heike Krebber
pHK758 CEN TRP1 rpl10(G161D)-GFP Heike Krebber
pHK763 21 TRP1 Papy-GAL4-BD-NPL3 diese Arbeit
pHK764 2 LEU2 Pppy-GAL4-AD-NPL3 diese Arbeit
pHK765 CEN URA3 GFP-NPL3 (Hackmann et al., 2011)
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Tabelle 6: Plasmide (Fortsetzung)

Material und Methoden

pHK777 CEN LEU2 6xmyc-NPL3 Heike Krebber

pHK805 2u LEU2 PADH:GAL4-AD-nplI3AC diese Arbeit
(Aaa276-414)

pHK806 2u LEU2 PADH:GAL4-AD-npI3AN (Aaal- diese Arbeit
124)

pHK809 2u LEU2 PADH:GAL4-AD-npI3ANAC diese Arbeit
(Aaal-113 & Aaa276-414)

pHK810 2u LEU2 PADH:GAL4-AD- npl3ANA1 diese Arbeit
(Aaa1-195)

pHK829 2u LEU2 PADH-GAL4-AD-npl3A25 diese Arbeit
(Aaa390-414)

pHK830 2u LEU2 Ppp-GAL4-AD-npl3A50 diese Arbeit
(Aaa365-414)

pHK831 2u LEU2 Ppp-GAL4-AD-npl3A75 diese Arbeit
(Aaa340-414)

pHK832 2u LEU2 Ppp-GAL4-AD-npl3A100 diese Arbeit
(Aaa315-414)

pHK833 2U LEU2 Papy-GAL4-AD-npl3A125 diese Arbeit
(Aaa290-414)

pHK835 CEN LEU2 nplI3A50 (Aaa365-414) diese Arbeit

pHK836 CEN LEU2 nplI3A75 (Aaa340-414) diese Arbeit

pHK837 CEN LEU2 npl3A100 (Aaa315-414) diese Arbeit

pHK838 CEN LEU2 npl3A125 (Aaa290-414) diese Arbeit

pHK845 6xHIS-NPL3 (Hackmann et al., 2011)

pHK882 CEN URA3 MTR10-GFP Heike Krebber

pHK1227 2u URA3 Pgp-GFP-NES-C-NPL3 (139 aa) diese Arbeit

pHK1234 2u URA3 FLAG-FUN12 (Choi et al., 2000)

pHK1274 CEN LEU2 NLS-npI3A100 Heike Krebber

pHK1276 GST-NPL3 Heike Krebber

pHK1291 CEN HIS3 rpl10(G161D) diese Arbeit

pHK1302 2u URA3 RPL10 diese Arbeit

pHK1303 CEN URA3 Papy-GFP-NPL3 diese Arbeit

pHK1304 CEN URA3 Ppy-GFP-npl3A4100 diese Arbeit

pHK1305 CEN URA3 Pap-GFP-NLS-npl3A100 diese Arbeit

pHK1321 CEN URA3 N-GFP-NPL3 diese Arbeit

pHK1322 CEN LEU2 C-GFP-NPL3 diese Arbeit
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2.5 Kultivierung von Stammen

Zur Herstellung von Festmedium wurde dem entsprechenden Fliissigmedium fiir E. coli
1,5% bzw. fur Hefe 1,8% (w/v) Agar zugesetzt. Die Ndhrmedien autoklaviert und
hitzelabile Komponenten wie Antibiotika wurden vor ihrer Verwendung sterilfiltriert und

dem autoklavierten Medium zugesetzt.

2.5.1 Kultivierung von E. coli

LB-Medium (pH 7,5) (Sambrook et al., 1989)

1% (w/v) Pepton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NacCl

2xXYT Medium (pH7,0)

1,6% (w/v) Pepton
1% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (w/v) NaCl

Zur Selektion von plasmidkodierten Resistenzen wurden die Medien durch Ampicillin in
einer Endkonzentration von 100 pg/ml oder Kanamycin mit 20 pg/ml erganzt. Die
Kultivierung der E. coli-Stamme erfolgte, sofern nicht anders angegeben, bei 37 °C.
Submerskulturen wurden mit Einzelkolonien von Agarplatten beimpft und in einem
Schiittelinkubator bei 180 UpM bebriitet. Ubernachtkulturen wurden mindestens 16 h
inkubiert. Zelldichten wurden durch Tribungsmessung in einem Spektralphotometer bei

einer Wellenldange von 600 nm.
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2.5.2 Kultivierung von Hefe
YPD-Medium (Rose et al., 1990)
1% (w/v) Hefeextrakt

2% (w/v) Pepton
2% (w/v) Glukose

Nahrstoff-Mangelmedium (Rose et al., 1990)

0,7% (w/v) Bacto yeast nitrogen base w/o amino acids
0,2% (w/v) Yeast synthetic dropout medium supplement

2% (w/v) Glukose

Zur Selektion eines plasmid- oder genomlokalisierten Markergens, das eine
Stoffwechselauxotrophie des Hefestammes komplementierte, wurde das Nahrstoff-
Mangelmedium so gewahlt, dass es das Produkt des jeweiligen Stoffwechselweges nicht

enthielt.

FOA-Platten (Rose et al., 1990)

0,7% (w/v) Bacto yeast nitrogen base w/o amino acids
0,2% (w/v) Yeast synthetic dropout medium supplement
0,1% (w/v) 5-Fluoroorotic acid

2% (w/v) Glukose

1,8% (w/v) Agar

Das Medium wurde sterilfiltriert und dem Agar nach dem Autoklavieren zugesetzt. FOA-
Platten konnten zur Selektion Uracil-auxotropher Zellen verwendet werden, da das
Produkt des Gens URA3 5-Fluoroorotic acid zu der toxischen Substanz 5-Fluorouracil

metabolisiert.
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Sporulationsmedium (Rose et al., 1990)

Lésung 1:
0,5% (w/v) Hefeextrakt
306 mM Kaliumacetat
Loésung 2:

5 mM Glukose

0,4 mM Adenin

0,7 mM Uracil

0,4 mM Tyrosin

0,2 mM Histidin

0,3 mM Leucin

0,2 mM Lysin

0,2 mM Tryptophan
0,3 mM Methionin
0,2 mM Arginin

1,2 mM Phenylalanin
5,9 mM Threonin

Nach dem Autoklavieren von Losung 1 und dem Sterilfiltrieren von Lésung 2 wurden

beide Losungen im Verhaltnis 1:1 zusammengegeben.

Die verwendeten Hefestaimme wurden standardmafig bei 25°C kultiviert.
Submerskulturen wurden mit Einzelkolonien von Agarplatten oder mit Teilen einer
Vorkultur beimpft. Ubernachtkulturen wurden in einem Schiittelinkubator bei 130 rpm
bebritet. Zelldichten wurden durch Auszdhlen in einem Hamazytometer oder durch
Tribungsmessung in einem Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 600 nm
bestimmt. Hefekulturen wurden in einer logarithmischen Wachstumsphase (1-3x10’
Zellen/ml) geerntet, bei 4200 x g und 10 min zentrifugiert und fir nachfolgende
Experimente in flissigem Stickstoff schockgefroren oder frisch verwendet. Zur Induktion
Galaktose-induzierbarer Promotoren wurden die Zellen bis zum Erreichen der

logarithmischen Wachstumsphase in Nahrstoff-Mangelmedium bebritet, welches 2%
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(w/v) Raffinose anstelle von Glukose aufwies. AnschlieBend erfolgte die Induktion durch

Zugabe von 2% (w/v) Galaktose.

2.6 Molekularbiologische Verfahren

2.6.1 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Die Herstellung chemisch-kompetenter Zellen erfolgte im Wesentlichen nach Inoue et
al.1990. Ein Zellaliquot von 100 pl wurde auf Eis mit 1 pg-1 pug Plasmid-DNA bzw. dem
gesamten Ligationsansatz fir 30 min und anschlieSend fir 2 min bei 42°C inkubiert. Den
Zellen wurde danach sofort 1ml LB-Medium zugefiihrt und fir 45 min bis 1,5 h bei 37°C
bebritet. Nach einer Zentrifugation fir 5 min bei 2000 x g konnten die Zellen auf

Selektivfestmedium aufgebracht werden.

2.6.2 Transformation von Hefe mit DNA

Die Transformation von Hefe wurde im Wesentlichen nach (Gietz et al., 1992) ausgefiihrt.

TE/Lithiumacetat (pH 7,5)

100 mM Lithiumacetat
10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA

PEG/TE/Lithiumacetat (pH 7,5)

40% (v/v) PEG 4000
100 mM Lithiumacetat
10 mM Tris/HCI

1 mM EDTA

Der Hefestamm wurde im entsprechenden Medium bei 25 °C bis zum Erreichen der
logarithmischen Wachstumsphase (1-3 x 10’ Zellen/ml) kultiviert. Die Zellen wurden
sedimentiert und mit 1 ml TE/Lithiumacetat gewaschen. Nach dem erneuten Aufnehmen
des Zellpellets in TE/Lithiumacetat wurde die Zelldichte auf 1x 10° Zellen/ml eingestellt.
50 ul dieser Suspension wurden mit 1 pg Plasmid und 50 pg hitzedenaturierter

Heringssperma-Trager-DNA vermischt. Nach Zugabe von 300 ul PEG/TE/Lithiumacetat
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wurde die Probe fiur 30 min bei 25°C liber Kopf rotiert. Nach dem anschlieBenden
Hitzeschock fiir 15 min bei 42°C wurden die Zellen sedimentiert (1 min, 16100 x g) und in

A. dest. resuspendiert und auf entsprechendem Selektivagar ausplattiert und bebriitet.

2.6.3 Isolierung chromosomaler DNA aus Hefe

Chromosomale DNA aus Hefe wurde anndhernd an (Rose et al., 1990) gewonnen.

Detergenz-Lyse-Puffer (pH 8,0)

10 mM Tris/HCI

1 mM EDTA

2 % (v/v) Triton X-100
1% (w/v) SDS

100 mM NaCl

TE-Puffer (pH 8,0)

10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA

Hefezellen aus 10 ml einer Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation (5 min, 3.800 x
g, RT) sedimentiert und der Uberstand verworfen. Nach einmaligem Waschen mit 500 pl
A. dest. wurden die Zellen in 50 pl A. dest. resuspendiert. Es folgte der Aufschluss der
Hefezellen durch Zugabe von 200 pl Detergenz-Lyse-Puffer, 200 pl Phenol-Chloroform-
Amylalkohol (25:24:1), 300 ul Glasperlen und vortexen mit der FastPrep Maschine bei 5
m/s fur 25 s. Der Ansatz wurde mit 200 pl TE-Puffer vermischt und die Phasen durch
Zentrifugation (5 min, 16100 x g, RT) separiert. Die wassrige, von Proteinresten befreite
Oberphase wurde tberfuhrt und die chromosomale DNA durch Versetzen mit 6 ul 7,5 M
Ammoniumacetat und 1 ml Ethanol (abs.) als Ammoniumsalz geféillt. Das entstandene
Prazipitat wurde sedimentiert (10 min, 16100 x g, RT), mit 70%-igem Ethanol gewaschen
und bei RT luftgetrocknet. Im Anschluss wurde die chromosomale DNA in 50-100 pl TE-

Puffer aufgenommen und bis zum spateren Gebrauch bei -20 °C gelagert.
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2.6.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus Hefe

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus Hefezellen erfolgte mithilfe des Kits ,,NucleoSpin
RNAII“ und der Herstellerangaben. Im Anschluss wurde die RNA in 50 ul DEPC-
behandeltem A. dest. eluiert und bis zur spateren Verwendung bei -80°C aufbewahrt. Die

Konzentration der RNA wurde spektralphotometrisch ermittelt.

2.6.5 Quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

Die quantitative RT-PCR diente in dieser Arbeit fiir den Nachweis von gebundener RNA an
immunoprazipitierten Proteinen, da man mit dieser Methode auch kleinere Unterschiede
in der RNA-Bindung feststellen kann. Dazu wurden 250-500 ng co-prazipitierter RNA mit
Random Hexamer-Primern und der Maxima Reverse Transkriptase mittels
Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben. Als Kontrolle fiir die Amplifikation
unspezifisch bindender RNAs an die Matrix wahrend der Ko-Immunoprazipitation wurde
der gesamte Uberstand des Eluats fiir die cDNA-Synthese eingesetzt. Die cDNA jeder
Probe wurde anschliefend 1:30000 oder verdiinnt und jeweils 5 pl der Verdiinnung in
Triplikaten von 20 ul Reaktionsansatzen eingesetzt. Der GoTaq gPCR Master Mix enthielt
bereits SYBR Green, DNA-Polymerase und Puffer. Als gewlinschte Primer fiir die Analyse
der 25S rRNA wurden HK653 (5’-CCTTAGTAACGGCGATGAAGCGG-3’) und HK654 (5'-
GGAATTTACCACCCACTTAGAGCTGC-3’) in einer Konzentration von je 0,1 uM eingesetzt.

Die gRT-PCR wurde in einem Rotor Gene Q Gerat betrieben.

gRT-PCR Programm

95°C 5 min Initiale Denaturierung
95°C 5s Denaturierung

45 Zyklen | 61°C 10s Hybridisierung
60°C 15s Elongation

Fir die Auswertung wurde der ct-Wert der eigentlichen Probe von dem ct-Wert der

Negativkontrolle abgezogen. Dieser Wert ergab den Act-Wert der Probe.
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2.6.6 Dot-Blot-Analyse zur Detektion von poly(A*)-RNA

Die Proben extrahierter RNA wurden in gleichem Volumen von 10 pl auf eine Hybond N*-
Nylonmembran getropft. und mithilfe eines UV-Stratalinker 2400 bei 254 nm und 120000
;.u/cm2 fixiert. Die Membran wurde anschliefend in Prahybridisierungsldésung fir 1 h bei

42°Cvorinkubiert.

Préhybridisierungslosung

0,5 M Na,PO, (pH 7,5)
7% SDS
1 mM EDTA

Fir die Herstellung der Sonde wurden 250 ng bereits synthetisiertes Oligonukleotid
(HK238 = oligo dTs;) mit 100 pCi von radioaktivem y-[P*’]-ATP mit 10 U T4-
Polynukleotidkinase fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Dabei erfolgte die Ubertragung des y-
Phosphat vom ATP auf die Hydroxylgruppe des dTs, Oligonukleotids. Uber eine
Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 75°C fir 10 min wurde die radioaktive
Markierungsreaktion gestoppt. Nach der Prazipitation mit 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat, 20
pg Glykogen und 3 Volumen Ethanol bei -20C° tiber Nacht wurde die Sonde bei 16100 x g
und 45 min pelletiert, gewaschen, getrocknet und in 100 ul DEPC-behandelten Wasser
aufgenommen. Das gesamte Volumen der Sonde (100 ul) wurde in der
Prahybridisierungslosung auf der Nylonmembran Uber Nacht bei 42°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurde die Membran mit 2x SSC, danach mit 1x SSC je 15 min bei RT und

anschliefend mit 0,5x SSC fiir 15 min bei 42°C gewaschen.

20x SSC (pH 7,0)

3 M NacCl
0,3 M Na-Citrat

Schlussendlich wurden Signale auf der Membran mit dem Phospholmager detektiert und

ausgewertet.
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2.7 Zellbiologische Methoden mit Hefe

2.7.1 Fluoreszenz in situ Hybridisierung von poly(A*)-RNA

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) ist ein Verfahren, um Nukleinsduren, wie
RNA oder DNA, in Geweben oder in einzelnen Zellen, mit Hilfe einer Sonde, die lber
Basenpaarung an die spezifische Nukleinsdure bindet, nachzuweisen. Fiir die FISH von
poly(A")-RNA wurden Hefezellen verwendet, die sich in der logarithmischen
Wachstumsphase befanden (1-3x10” Zellen/mL). Je nach temperatursensitiven Phinotyp
wurden die Kulturen der jeweiligen nichttolerierbaren Temperatur ausgesetzt. Die Zellen
wurden durch Zugabe von 37% (v/v) Formaldehyd auf eine Endkonzentration von 2,6%
(v/v) fixiert und schwenkend fir 30-60 min bei der gleichen Temperatur inkubiert. Die
Hefezellen wurden durch Zentrifugation pelletiert (4200 x g, 3 min). AnschlieRend wurden
das Pellet zweimal mit 1 mL P-Lésung gewaschen und entsprechend der Zellmenge in

100-500 pl P-Losung aufgenommen.

P-Lésung

1,2 M Sorbitol
0,1 M Kaliumphosphat-Puffer (pH 6,5)

Zur Permeabilisierung der Zellmembranen wurden 100 pl der Zellsuspension mit 10 mM
DTT inkubiert (10 min, RT) und anschlieBend die Zellwand durch Zugabe von 1-10 U
Zymolase enzymatisch  aufgelést. Die enzymatische Reaktion wurde im
Phasenkontrastmikroskop verfolgt, bis ein gewisser Anteil der Hefezellen (50-75%)
Sphéroplasten bildeten und einen dunklen Kontrast erhielten. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation pelletiert (16.100 x g, 10 s, RT), einmal mit P-Loésung gewaschen und
danach in einem angemessenen Volumen P-Lésung resupendiert. Ublicherweise sollte
eine hohe Zelldichte eingestellt werden, da die Anzahl der darauffolgenden Waschschritte
die Zellzahl auf dem Objekttrager stark minimieren kann. Wahrenddessen wurde der
Objekttrager mit Poly-L-Lysin behandelt (0,3% (w/v) Poly-L-Lysin, 5-15 min, RT), mit A.
dest gespiilt und sofort feucht oder luftgetrocknet benutzt. AnschlieBend wurden 25 pL
der Zellsuspension auf einen teflonbeschichteten 12-well-Objekttrager gegeben und fir

5-10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit P-Losung und 0,5% (v/v)

41



Material und Methoden

Triton X-100 permeabilisiert (10 min, RT) und einmal kurz mit P-Lésung gewaschen.
Nachdem die Zellen mit 0,1 M Triethanolamin (pH 8,0) aquilibriert wurden (2 min, RT)
folgte eine Inkubation mit 0,25% (v/v) Essigsaureanhydrid in 0,1 M Triethanolamin (pH
8,0) (10 min, RT), wodurch die polaren Gruppen der Proteine blockiert wurden. Nach der
Prahybridisierung der Proben mit Hybridisierungspuffer fiir 1-2 h bei 37°C wurde die Cy3-
gekoppelte oligo-dTso-Sonde mit einer Verdliinnung von ca. 1:500 zugesetzt. Die

Hybridisierung der Proben erfolgte (iber Nacht (12-16 h) bei 37°C.

Hybridisierungs-Puffer

50% (v/v) deionisiertes Formamid
4x SSC (pH 7,0)

1x Dendhardts-Losung

125 pg/mL tRNA (10 mg/mL)

10% (w/v) Dextransulfat

50% Dendhardts-Losung

1% (w/v) Ficoll
1% (w/v) Polyvinylpyrrolidon
1% (w/v) BSA
AnschlieBend wurden die Zellen kurz mit 2x SSC und danach fiir 60 min bei RT mit 2x SSC

inkubiert. Danach folgten Waschschritte mit herabgesetzter Salzkonzentration (1x SSC (60
min, RT), 1x SSC (30 min, 37°C), 0,5x SSC (30 min, RT).

20x SSC (pH 7,0)

3 M NacCl
0,3 M Na-Citrat

AnschlieBend wurden die Hefezellen mit Aby-Waschlésung 1 (1 min, RT) und mit Aby-
Waschlosung 2 (5 min, RT) gewaschen und die DNA mit DAPI (0,3 uM in Aby-Waschlosung
2) gefarbt (2-5 min, RT).
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Aby-Waschlésung 1

0,1 M Tris/HCI (pH 9,0)
0,15 M NacCl

Aby-Waschldsung 2

0,1 M Tris/HCl (pH 9,5)
0,1 M NacCl

Es folgten drei weitere Waschschritte mit Aby-Waschlosung 2 fur jeweils 5 min bei RT.
Danach wurde der Objekttrager im Dunkeln getrocknet und abschlieRend in Mounting-

Losung eingebettet.

Mounting-Losung

2% (w/v) n-Propyl-Gallat
80% (v/v) Glycerol (100% (v/V))
in PBS (pH 8,0)

Flir eine Langzeitlagerung bei -20°C wird das Versiegeln mit klarem Nagellack empfohlen.

2.7.2 Immunfluoreszenz-Farbung

Antikorper-Blockierungspuffer

0,1 M Tris/HCI (pH 9,0)

0,15 M Nacl

5% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS
0,3% (v/v) Triton X-100

Die Immunfluoreszenz dient der in-situ-Analyse von Proteinen und damit ihre lokale
Verteilung in einer Zelle. Die Herstellung und Fixierung der Proben sowie die
enzymatischem Lyse der Zellwand vor dem Aufbringen der Zellen auf einen Objekttrager
erfolgten wie bei der FISH ( 2.7.1). Im Anschluss an die Permeabilisierung der
Zellmembran mit Triton X-100 wurden die Zellen fir 30 min bis 1 h bei RT mit Antikérper-
Blockierungspuffer inkubiert, um unspezifische Antikérperbindungen zu minimieren. Der

Erstantikorper wurde in Antikorper-Blockierungspuffer verdiinnt (Anti-Npl3 1:500), auf
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die Zellen gegeben und liber Nacht (12-16 h) bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Uberschiissige Antikdrpermolekiile wurden durch einen kurzen Waschschritt mit Aby-
Waschlosung 1 (1 min, RT) sowie aufeinanderfolgende Waschschritte fiir 10 min und 30
min mit Aby-Waschlésung 1 bei RT und fiir 10 min und 30 min mit Aby-Waschlésung 2 bei
RT entfernt. AnschlieRend wurde der Fluoreszenz-markierte Zweitantikorper (lgG
AlexaFlour®488 mit Verdiinnung 1:200) in Blockierungspuffer fiir 2 h bei RT auf den Zellen
inkubiert. Nach dieser Behandlung folgten die gleichen Waschschritte wie oben
beschrieben und eine zusatzliche Farbung der DNA mit DAPI und Einbettung in Mounting-

Losung ( 2.7.1).

2.7.3 GFP-Mikroskopie

Anzucht, Ernte und Fixierung der Zellen erfolgte in GFP-Mikroskopie-Studien genauso wie
in 2.7.1 beschrieben, nur mit einer Anderung der Fxierdauer. Um die fluoreszierende
Struktur von GFP zu erhalten wurden die Zellen nicht zusatzlich inkubiert sondern sofort
nach Zugabe von Formaldehyd pelletiert und in P-Lésung gewaschen. In GFP-
Mikroskopie-Studien sollte die Zellsuspension eine deutlich geringere Zelldichte
aufweisen (milchig triib), da in dieser Methode weniger Waschschritte zum Einsatz
kommen. Die Behandlung und Beladung des Objekttragers erfolgte wie in 2.7.1 erlautert.
Nach der Behandlung mit Triton wurden die Zellen mit P-Lésung und Aby-Waschlésung 2

gewaschen und die DNA-Farbung mit DAPI durchgefiihrt.

2.7.4 Radioaktive Markierung von Proteinen zur Bestimmung der
Proteinneusynthese in vivo
Zur Bestimmung der Translationsrate und Neusynthese von Proteinen wurden Hefezellen
mit radioaktiv-markiertem Methionin und Cystein inkubiert, die in die Proteine wahrend
der Translation eingebaut wurden. Diese markierten und neusynthetisierten Proteine
wurden im Anschluss Uber Audioradiographie detektiert. Dazu wurden Hefezellen in
Methionin-Mangelmedium, bei 25°C kultiviert. AnschlieBend wurden die Kulturen in der
logarithmischen Wachstumsphase (1-3 x 10’ Zellen/mL) zentrifugiert (4200 x g, 3 min), in
1 ml frischem Medium resuspendiert und in ein 2 mL Reaktionsgefal mit einem
Schraubverschluss Uberfiihrt. Nach einer Vorinkubation bei der fiir einige Mutanten

restriktiven Temperatur wurde die Zellsuspension mit 200 pCi radioaktiv-markiertem
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[3>S]-Methionin und -Cystein fiir 10 min inkubiert. Nach der Zentrifugation (16.100 x g, 2

min, RT) wurden die Zellen zweimal mit 1 ml A. dest. gewaschen und anschliefend in 200
pl PBS aufgenommen und mit 100 pl Glassperlen und 10 pl Proteaseinhibitor-Mix (Roche)
mit der FastPrep24 bei 5 m/s und 30 s aufgeschlossen. Nach dem Pelletieren der
Zelltrimmer (16100 x g, 5 min) wurde der Proteingehalt mit den Losungen von BioRad
(RC DC Protein Assay) bestimmt und gleiche Proteinmengen jeden Stammes (ca. 60-100
pg) mittels SDS-PAGE auf einem 10%-iges PAA-Gel aufgetrennt. Um die Beladung nach
dem Gellauf zu kontrollieren, wurde anschliefend eine Comassie-Farbung wurde eine
Coomassie-Farbung durchgefiihrt ( 2.8.7). AbschlieBend wurde das Gel mit einer Gel-
Trocknungsanlage bei 80°C fir 1,5 h auf Filterpapier getrocknet und die radioaktiv-
markierten Proteine durch Autoradiographie mit Hilfe des Phospholmager System oder
durch Rontgenfilm detektiert. Die entstandenen Signale konnten durch Verwendung der

Software Image Gauge 3.1 quantifiziert werden.

2.8 Proteinbiochemische Methoden

2.8.1 Herstellung von Zelllysaten

Fir die Herstellung von Zelllysaten aus Hefe wurde eine beliebige Menge Zellpellet
gewonnen und dieses je nach GroRe bis 500 pl in ein 2 ml-SchraubdeckelgefdR oder tiber
500 pl in ein 15 ml-Falkon Uberfiihrt. Fir den Aufschluss wurden alle nachstfolgenden
Schritte penibel auf Eis ausgefiihrt. Dem Zellpellet wurde das gleiche Volumen des fiir den
jeweiligen Assay-spezifischen Puffers und 1 Volumen Glasperlen zugefligt. Um den
verstarkten Proteinabbau wahrend des Aufschlusses von Hefe zu verhindern, wurden
zweierlei Proteaseinhibitor-Mischungen (von Roche bzw. Sigma, jeweils 5 pl zu 100 i
Zellpellet) hinzugegeben. Die Reaktionsgefdfle wurden dann mit der FastPrep-Maschine
mit 5 bis 6 m/s fiir 25 s gevortext. Gegebenenfalls wurde dieser Schritt 2-3mal wiederholt.
Der entstandene Proteintberstand wurde besonders fiir den darauffolgenden Einsatz in
Ko-Immunoprazipitationen mit mehrmaligem ReaktionsgefalBwechsel zentrifugiert
(dreimal 10 min, 16100 x g, 4°C).

Bakterien wurden mit einem Sonifizierer aufgeschlossen. Das Bakterienpellet (ca. 1 g
Feuchtgewicht) wurde in einem 50 ml Falkon in rund 3 ml des gewiinschten Puffers

resuspendiert und mit einer mittelgroBen Spatelspitze pulverisiertem Lysozym fiir 30 min
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auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde in einem Eisbad unter der Vermeidung von
Schaumbildung solange sonifiziert bis die Suspension ihre Tribung verlor. Der
Proteiniberstand wurde auch mit mehrmaligem GefdBwechsel bei voller

Zentrifugationskraft und 4°C geklart und fiir darauffolgende Experimente vorbereitet.

2.8.2 Ko-Immunoprazipitation zur Analyse von Protein-Protein und Protein-RNA
Interaktionen
Zelllysate aus Hefezellen wurden, wie unter 2.8.1 beschrieben, gewonnen. Das
Zellvolumen richtete sich nach der Expression und damit der Ausbeute des gewiinschten
Proteins, dall immunoprazipitiert werden sollte. Fiir Protein-Protein-Interaktionsstudien
wurde, wenn nicht anders angegeben, standardmaRig PBSKMT-Puffer verwendet. Fir
vorwiegend zytoplasmatische Proteininteraktionen wurde die Triton-Konzentration 0,1%-
ig gewahlt. Fir Membran-assoziierte Interaktionen konnte die Triton-Konzentration auf

0,5% erhoht werden.

1x PBS (pH 7,4)

137 mM NacCl
2,7 mM KCI

10 mM Nay;HPO,
2 mM KH,PO4

PBSKMT-Puffer

1x PBS

3 mM KCl

2,5 mM MgCI2

0,1 % (v/v) Triton X-100

Da einige spezifische Primdrantikorper zur direkten wildtypischen Proteinerkennung in
Ko-Immunoprazipitationen (IP) minderwertige Ergebnisse erbrachten, wurden
vorwiegend fiir diese Experimente etablierte Antikérper, die gegen einen Fusionstag
gerichtet sind, verwendet. Je nach Markierung des gewiinschten Proteins wurde fir GFP
der Anti-GFP-Antikorper aus Kaninchen und fir myc der Anti-myc-Antikdrper aus Maus
verwendet. Jeweils 2 pug des Antikorpers wurden mit 10 pl ProteinG-Sepharose (50%-ige
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Suspension) den Proteinlysaten zugesetzt und fiir 4 h bei 4°C drehend inkubiert. Eine
weitere Agenz, namens GFP-Trap_A, stand fiir die IP von GFP-getaggten Proteinen zur
Verfiigung. Bei dieser Art von Agarose sind die Anti-GFP-Antikdrper aus Alpaka bereits an
den Beads gekoppelt. Von dieser 50%-igen Suspension wurden 10 ul pro Reaktion
verwendet.

Nach der Rotation flr 4 h bei 4°C wurden die Beads in den Reaktionsansatzen finfmal mit
1-2 ml PBSKMT-Puffer tber Kopf drehend gewaschen und jeweils bei 2000 x g fiir 2 min
pelletiert. AnschlieBend wurden die Beads in SDS-Probenpuffer (2.8.6) aufgenommen und
die Proteine mit 5 min bei 95°C eluiert. AnschlieBend wurden die Proben fir die SDS-
PAGE benutzt.

Speziell fir Protein-RNA-Interaktionsstudien wurde die GFP-Trap-Agarose und der RNA-

IP-Puffer verwendet.
RNA-IP-Puffer

25 mM Tris-HCI (pH 7.5)
100 mM KCI

0,2% (v/v) Triton X-100
0,2 mM PMSF
5mMDTT

Zusatzlich zu Proteaseinhibitoren wurde den Zelllysaten noch ein RNAse-Inhibitor
(RiboLock) beigefligt. Die Lysate wurden vor der Ko-Immunoprazipitation mit DNasel mit
einer Endkonzentration von 10 U/ml fir 30 min bei 30°C behandelt. Nach der Inkubation
und dem Waschen mit RNA-IP-Puffer ( oben) wurden die Beads in zwei Fraktionen geteilt.
Ein Zehntel der Beads wurde fiir die Analyse mittels SDS-PAGE in SDS-Proben-Puffer
aufgenommen, der andere Teil der Beads wurde mit Proteinase K bei 37°C fiir 30 min
behandelt und anschlieRend mit einer Phenol-Chloroform-Mischung gevortext. Danach
wurde der Uberstand noch einmal mit Chloroform ausgeschiittelt. Die wéssrige, RNA-
haltige Phase wurde mit 0,1 Volumen 1M LiCl, 0,9 Volumen Ethanol und 20 ug Glykogen
versetzt, Uber Nacht bei -20°C prazipitiert und pelletiert (16100 x g, 45 min, 4°C). Letztlich
wurde das Pellet mit 70%-igem Ethanol gewaschen und bei 55°C 2-3 min getrocknet,

bevor die RNA in 10 ul RNase-freiem Wasser geldst wurde. Die so ko-immunoprazipitierte
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RNA wurde entweder in einer Dot-Blot-Analyse verwendet, oder in der gqRT-PCR

eingesetzt.

2.8.3 Affinitatsreinigung heterolog exprimierter Proteine fiir
Interaktionsstudien
Fiir die Analyse, ob Npl3-Molekille ohne weitere Faktoren aus Hefe miteinander
interagieren kénnen, wurden die in E. coli exprimierbaren Konstrukte GST-NPL3 und His-
NPL3 verwendet. His-Npl3 wurde wie in (Hackmann et al., 2011) beschrieben
aufgereinigt. Die Expression des Konstrukts GST-NPL3 wurde in dem E. coli Stamm
BL21DE3 unter Zugabe von 1 mM IPTG bei 16°C Uber Nacht induziert. Die Zellen wurden
durch Zentrifugation (4400 rpm, 10 min) geerntet und in 50 ml Falkons Gberfihrt. Circa 1

ml Zellpellet wurde durch Sonifizieren in Binde-Puffer aufgeschlossen ( 2.8.1)
Binde-Puffer

20 mM HEPES

5% Glycerin

100 mM NaCl

2 mM MgCl,

0,14% (v/v) 2-Beta-mercaptoethanol
1mM PMSF

Fir die Affinitatsreinigung von GST-Npl3 wurde Glutathion-Sepharose 4B benutzt. Da die
Sepharose starke unspezifische Bindungen mit nicht GST-haltiger Proteine aufwies, wurde
die Matrix vor dem eigentlichen Experimentansatz mit bakteriellem Lysat aus BL21DE3 fiir
4 h bei 4°C inkubiert und dadurch freie Bindungsstellen blockiert. Danach wurden 15 pl
Sepharose von 50%-iger Suspension mit dem GST-Npl3 enthaltenem Bakterienlysat und
45 ug aufgereinigtes His-Npl3 gemischt und fir 2 h bei 4°C drehend inkubiert. Als
Negativkontrolle wurde ein Reaktionsansatz mit GST und His-Npl3 mitgefiihrt. Alle Lysate
enthielten 200 pg/ml RNaseA um eine RNA-vermittelte Interaktion zwischen Npl3-
Molekulen auszuschlieBen. Die Reaktionsansdtze wurden sechsmal mit Binde-Puffer
gewaschen, bevor die Protein durch Zugabe von SDS-Proben-Puffer und erhitzen eluiert

wurden.
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2.8.4 Separierung von Ribosomen mittels Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation
Hefezellen wurden bei den gewiinschten Temperaturen in logarithmischer Phase
angezogen. Vor der Ernte wurde Cycloheximid in einer finalen Konzentration von 100
ug/ml der Kultur zugegeben und bei der Anzuchttemperatur oder auf Eiswasser 15 min
inkubiert. Die Prozedur zur Herstellung von Zelllysaten in Gradientenlyse-Puffer erfolgte
im Wesentlichen wie in 2.8.1 beschrieben, nur ohne Zugabe von Proteaseinhibitoren.
Speziell der Zusatz des DMSO-haltigen Proteaseinhibitors von Sigma-Aldrich erzielte

erfahrungsgemal in der schlussendlichen Absorptionsmessung schlechte Ergebnisse.

Gradientenlyse-Puffer

20 mM Tris-HCl (pH 7,5)

20 mM KCl

5 mM MgCl2

12 mM Beta-Mercaptoethanol

100 pg/ml Cycloheximid

Die linearen 12 ml Saccharosegradienten wurden erst mithilfe des
Dichtegradientenfraktionssystem, spater mithilfe des Gradient Master-Gerats in
Polyallomer-R6hrchen gegossen. Je nach Auftrennungsgrad der Ribosomen kann ein 4-
55%-iger Gradient eingesetzt werden. StandardmaRig in dieser Arbeit wurden fir die
niedrigkonzentrierte 7% und fir die hochprozentige Losung 47% Saccharose verwendet.
Diese wurden dann in den Apparaturen zusammen zum linearen Gradienten vermischt

und auf Eis in den Zentrifugeneinsatzen vorgekihlt.

Saccharosegradienten-Puffer

20 mM Tris-HCl (pH 7,5)
20 mM KCl
5 mM MgCl2

Entweder 7% (w/v) oder 47% (w/v) Saccharose

Um alle Gradientenrohrchen mit gleicher Menge Zellysat zu beladen, wurde eine

Absorptionsmessung mit dem Nanodrop-Gerat bei 260 nm durchgefiihrt. Danach wurden
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je Stamm 15 Units des Lysats auf den Saccharosegradienten gegeben und bei 287000 x g
fir 2,5 h in einem TH-641 Rotor in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Fir die Bestimmung
der Menge an ribosomalen Untereinheiten wurde 7 Units Zelllysat vor dem Beladen der
Roéhrchen mit 100 mM EDTA 30 min auf Eis vorinkubiert, um 80 S-Partikel zu dissoziieren.
Die Trennung der Untereinheiten erfolgte bei gleicher Geschwindigkeit, aber bei einer
verlangerten Zentrifugationszeit von 3,5 h. Nach der Zentrifugation wurden die
Gradientenproben mithilfe des Dichtegradientenfraktionssystem und dem Einpumpen
von 60%-iger Saccharoselésung bei einer Geschwindigkeit von 20% in ca. 600 ul
fraktioniert und aufgefangen. Dabei wurde kontinuierlich ein Spektrogramm bei 254 nm
aufgenommen. Die Fraktionen des Gradienten konnten fiir weitere Experimente genutzt

werden, z. Bsp. Analyse der enthaltenen Proteine (iber eine Fallung.

2.8.5 Fallung von Proteinen

Um Proteine aus wassrigen Losungen zu prazipitieren wurde 1 Volumen 20%-ige
Trichloressigsaure (w/v) zugegeben, gut gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Das
Prazipitat wurde bei 16100 x g und 10 min pelletiert. Um Reste der Sdure zu entfernen,
wurde das Pellet zweimal mit 80%-igem Aceton (v/v) gewaschen und anschlieBend bei RT
getrocknet. Um die Proteine groRer Pellets wieder in Losung zu bringen, wurde
mindestens 50 ul SDS-Proben-Puffer hinzugegeben und die Proben in einem 1,5 ml

Reaktionsgefaf3-Schittler 10 min gevortext.

2.8.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur Auftrennung von Proteinen wurde eine diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewendet e. Das SDS-Gel besteht aus einem 5%-igen

Sammelgel und standardmaRig 10%-igen Trenngel.
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Trenngel (10%)
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16,7% (v/v) Rotiphorese Gel 30

125 mM Tris/HCI (pH 6,8)

0,1% (w/v) SDS

0,1% (w/v) APS

0,1% (v/v) TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)

33% (v/v) Rotiphorese Gel 30

375 mM Tris/HCI (pH 8,8)

0,1% (w/v) SDS

0,1% (w/v) APS

0,05% (v/v) TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)

Fir die Probenaufbereitung wurden ca. 100 pg Proteinlysat oder Reaktionsansétze aus IP-

Experimenten mit SDS-Proben-Puffer versetzt und 5 min bei 95°C inkubiert.

SDS-Probenpuffer (3 x)

300 mM Tris/HCI (pH 6,8)

30% (v/v) Glycerin

6% (w/v) SDS

5% (v/v) Beta-Mercaptoethanol

0,02% (w/v) Bromphenolblau

Fir 1x SDS-Proben-Puffer zusatzlich 5% (v/v) Beta-

Mercaptoethanol.

Die zu analysierenden Proben wurden zusammen mit Protein-GréRenstandards

(Unstained oder Prestained Protein Ladder).in die Geltaschen des SDS-Gels geladen. Das

Proben wurden anschlieBend in einer mit SDS-Elektrophorese-Puffer gefiillten Apparatur

bei 25 mA im Sammelgel und 35 mA im Trenngel aufgetrennt.
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SDS-Elektrophorese-Puffer

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

2.8.7 Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen
Flr Expressionskontrollen in heterologen Systemen und fiir die Kontrolle der gleichen
Proteinbeladung wurden die SDS-Gele mit Coomassie gefarbt. Dafiir wurden die Gele 30

min in Fixierer geschwenkt und anschlieRend fir 10 min mit der Farbeldsung inkubiert.

Fixierer
50% (v/v) Methanol
10% (v/v) Eisessig
Farbelosung

50% (v/v) Methanol
0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blau R 250 (muss sich erst in
Methanol I16sen)

10% (v/v) Eisessig

Nach der Farbung wurde das Gel mit Entfarber bedeckt und fir 10-15 min geschwenkt.
Zur schnelleren Entfirbung konnte der Gelschale noch ein Zellulosepaper beigelegt
werden. AulRerdem bestand die Option das Gel in Entfarber in der Mikrowelle kurz zu

erhitzen.
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Entfarber

5% (v/v) Methanol
7% (v/v) Eisessig

2.8.8 Westernblot

Fir die Immundetektion von Proteinen mit Chemilumineszenz werden diese
Ublicherweise nach der Trennung mithilfe der SDS-PAGE auf eine Membran
elektrophoretisch Ubertragen. Dazu wurde hier die Semi-Dry-Blot-Methode verwendet.
Eine Schicht aus zwei Lagen Filterpapier (Dicke: 3 mm), die Nitrozellulose-Membran, das
SDS-Gel und wieder zwei Lagen Filterpapier wurden in Blotpuffer gendsst und in dieser
Reihenfolge auf die Anodenflache der Blot-Apparatur luftblasenfrei gelegt. Danach wurde

die Kathodenplatte aufgelegt und mit Schrauben fest verschlossen.

Blotpuffer

25 mM Tris-Base (pH 8,3)
192 mM Glycin
10% (v/v) Methanol

Nach 1,5 h bei 1 mA/ cm® Gel- bzw. Filterpapierflaiche wurde die Membran in
Ponceauldsung ca. 5 min gefarbt mit A. dest entfarbt und die Proteinbeladung sowie die
Gleichmaligkeit des Blotverfahrens kontrolliert. Eventuell wurde der nun sichtbare

GroRenstandard auf der Membran gekennzeichnet.

Ponceauldsung

5% (v/v) Eisessig
0,25% (W/v) Ponceau S

Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde die Membran ca. 1 h mit 5% (w/v)
Milchpulverlésung in TBS inkubiert. Zum Nachweis der Proteine von Interesse wurde die
Membran mit dem gewinschten primdren Antikorper in 2%-iger Milchpulverlésung in
TBST bei 4°C tiber Nacht schwenkend inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Membran
nach 3 Waschschritten zu je 5 min mit TBST mit dem jeweiligen HRP-konjugierten
Sekundarantikorper fur 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach weiteren 3
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Waschschritten wurde eine Immundetektion durch Chemilumineszenz mit einem ECL-Kit

durchgeflhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Npl3-Npl3-Interaktionsdomdne ist essentiell fir die

Uberlebensfihigkeit von Zellen

3.1.1 Die Interaktion zwischen Npl3-Proteinen ist unabhdngig von anderen
Faktoren
Eine Assoziation zwischen Npl3-Molekiilen wurde bereits in der Literatur beschrieben (Yu
et al., 2004), jedoch zeigten die Autoren keine unabhdngige Npl3-Interaktion von anderen
Strukturen, wie mRNA oder anderen Proteinen. Um die Natur der Npl3-Npl3-Interaktion
eingehender zu bestimmen, wurde eine Ko-Immunoprazipitation zuerst in vivo
vorgenommen. Dabei wurden Wildtypzellen in der logarithmischen Phase geerntet,
aufgeschlossen und unter Zugabe von RNase A (200 ug/ml) Npl3-myc immunoprazipitiert.
Der myc-Tag dieses Fusionskonstrukts wurde nicht direkt 3‘-endig, sondern in die Pmll-

Schnittstelle von NPL3 integriert (pHK238).

L E L E
RNase - + - +
GFP-NpI3 ’ - — ’
Hem15 | "

Abbildung 5: Die physikalische Interaktion von Npl3-Molekiilen ist nicht von einzelstringiger
RNA abhangig. Interaktion in vivo. Western Blot Signale zeigen eine RNase-insensitive Interaktion
von GFP-NpI3 mit Npl3-myc im wildtypischen Stammbhintergrund, wobei Npl3-myc
immunoprazipitiert wurde. Rechts ist die Kontrolle ohne Npl3-myc dargestellt. Eine weitere
Kontrolle stellt die Detektion von Hem15 als unspezifischen Interaktionspartner dar. (*=
unspezifisches Signal)

Die Abbildung 5 verdeutlicht eine RNase-insensitive Interaktion von Npl3-myc mit GFP-
Npl3. Da Npl3 ein wichtiger 60S- und mRNA-Transportfaktor ist (Hackmann et al., 2011;

Lee et al., 1996), kann durch die Zerstérung von einzelstrangiger RNA wahrend der
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Reaktion die Verbindung der Npl3-Molekiile iber mRNA ausgeschlossen werden.
Trotzdem kann mithilfe dieses Experiments keine Aussage lber doppelstrangige RNA-
Strukturen, wie in 60S-Ribosomen zu finden, oder andere Adapterproteine, die die
Interaktion vermitteln kénnten, getroffen werden. Um Hefe-spezifische Faktoren
auszuschlieBen, wurde auch der Organismus E. coli (BL21DE3) als heterologes
Expressionssystem genutzt. GST-NpI3 wurde in dem Bakterienstamm exprimiert, die
Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen und mit aufgereinigtem His-Npl3 inkubiert. Uber
die Affinitatsreinigung von GST-Npl3 mit Glutathion-Sepharose wahrend RNaseA-Zugabe
konnte His-NplI3 als positiver Interaktionspartner identifiziert werden (Diplomarbeit
Frederik Hinz, AG Krebber). Dass die Interaktion nicht unspezifisch GUber den grolRen
Affinitats-Tag GST vermittelt war, wurde durch den Reaktionsansatz mit unfusioniertem
GST und His-Npl3 kontrolliert. In diesem Eluat ist kaum ein Signal von His-Npl3 zu
erkennen. Durch den erneuten Einsatz von RNase A konnte auch hier die Bindung lber
Einzelstrang-RNA vermieden werden. Das in vivo und in vitro Ergebnis in beweist
demnach eine Interaktion von Npl3-Proteinen, die keine weiteren Strukturen wie mRNA

oder Proteine bendtigt.

3.1.2 Die minimale Interaktionsdomane von Npl3-Molekiilen liegt im C-
Terminus und ist essentiell
Um die verantwortliche Domaéne fir die Interaktion von Npl3-Molekilen zu bestimmen,
wurden Yeast-Two-Hybrid-Analysen durchgefiihrt, in denen um ganze Domdnen
verkilirzte NPL3-Konstrukte mit einem wildtypischen NPL3 im Stamm HKY265 exprimiert
wurden (Abbildung 6A). Die Transkriptionsaktivierung der Markergene und somit
Wachstum auf dem Vierfach-Selektionsmedium (QDO) wird als positive Interaktion
gedeutet. Die Analyse ergab, dalR das Wachstum auf dem Selektivmedium von der C-
Domane von Npl3 abhangig ist. Nur wenn beide eingebrachte Vektoren die Sequenz fiir
den C-Terminus enthielten, konnte auch ein Wachstum auf QDO-Platten beobachtet
werden. Dal} die C-Domaéne ausreichend fiir eine Interaktion mit Npl3 ist, zeigt die Ko-
Immunoprazipitation in Abbildung 6B. In dieser wurde wildtypisches Npl3-myc prézipitiert
und auf Interaktion mit dem C- oder N-Terminus von Npl3 untersucht. Durch die Zugabe
von RNase kann eine Verbindung der Proteine Uber einzelstrangige RNA-Strukturen

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 6: Der C-Terminus von Npl3 vermittelt die Interaktion von Npl3-Molekiilen. (A)
Verkiirzte Versionen von Npl3 wurden mittels Yeast-Two-Hybrid-Analyse auf Interaktion mit dem
Volllangenprotein untersucht. Das Wachstum von Zellen, die Konstrukte mit enthaltener C-
Domane tragen, auf Vierfach-Selektivplatten (QDO) zeigt eine positive Interaktion. Die
aufgebrachte Zellmenge wurde auf —LEU —TRP-Platten kontrolliert. Rechts ist die Verkiirzung von
NplI3 schematisch dargestellt. (QDO=quadruple drop out; AD=Aktivierungsdomane von Gal4,
BD=DNA-Bindedomane von Gal4, N=N-Domane, RRM1 bzw. RRM2=RNA-recognition motif 1 bzw.
2, C=C-Domane). (B) Die Ko-Immunoprazipitation von Npl3-myc mit dem C-Terminus von Npl3 (C-
npl3-GFP, links) zeigt eine RNase-insensitive Interaktion in vivo. Die Spezifitdt der Interaktion
zeigen fehlende Signale fiir den N-Terminus von Npl3 (N-npl3-GFP, rechts) oder Hem15. Allen
Reaktionen wurde 200 pg/ml RNaseA zugesetzt (L=Lysat, E=Eluat)

Um die Interaktionsdomdne noch weiter einzugrenzen, wurden schrittweise
Verkirzungen von NPL3 um 75 bp (= 25 Aminosduren) vorgenommen und diese
wiederum mit dem Volllangen-NPL3-Konstrukt in Yeast-Two-Hybrid-Analysen auf eine
Interaktion Uberprift (Abbildung 7A). Eine Deletion der C-terminalen 25 oder 50
Aminosauren (AS) hatte keinen negativen Einfluss auf die Interaktion, wobei die
Verkilirzung um 75 AS ein deutliches Wachstumsdefizit hervorrief und die Verkiirzung um
100 AS das Wachstum der Zellen auf dem Selektivmedium ganzlich ausblieb. Aus diesen
Daten ldsst sich eine minimale Npl3-Interaktionsdomdne von Aminosaure der Position

277 bis 364 festlegen (schematisch dargestellt in Abbildung 8D).
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Abbildung 7: Die minimale Interaktionsdomine von Npl3-Molekiilen ist fiir das Uberleben der
Zellen essentiell. (A) Verkiirzte NPL3-Konstrukte zeigen in Yeast-Two-Hybrid-Analysen, daR die
Deletion von 25 bzw. 50 Aminosauren (A25 bzw. A50) keinen Einfluss auf das Zell-Wachstum auf
Vierfachselektionsplatten (QDO=quadruple drop out), dagegen aber eine weitere Verkiirzung von
Npl3 das Wachstum schwicht (A75) oder ganz aufhebt (A100 bzw. A125). (B)
Komplementationstest von npl3A(+pNPL3 URA3) mit LEU2-kodierenden Plasmiden der verkiirzten
Versionen von NPL3. Auf den Verlust des URA3-Plasmides wurde auf FOA (5-Fluoroorotic acid)-
Platten selektiert. Alle Platten wurden wenn nicht anders angegeben bei 25°C fiir 3-4 Tage
inkubiert.

Um eine Aussage (iber die Notwendigkeit der Npl3-Assoziation in vivo zu erhalten,
wurden Komplementationsvektoren, die die verkiirzten NPL3-Versionen und den
Selektionsmarker LEUZ2 tragen, hergestellt. Diese Vektoren beinhalten den 5‘- und 3-UTR
von NPL3 und wurden in npl3A-Zellen des S288c-Stammhintergrund eingebracht
(Abbildung 7B). Da NPL3 in diesem Stammhintergrund essentiell ist, lag der np/3A-Stamm
bereits mit einem URA3-haltigen Vektor komplementiert vor. Uber das Wachstum auf

FOA(5-Fluoroorotic acid)-Platten wurde auf den Verlust des URA3-Plasmids selektiert.
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Wenn die Zellen mit dem LEU2-Vektor Uberlebensfahig waren, konnten sie auf FOA-
Platten wachsen.

Interessanterweise korreliert die Stirke der Komplementation des np/3A mit den
Interaktionsstarken aus den Yeast-Two-Hybrid-Analysen. Konstrukte, die um mehr als 50
AS verkiirzt wurden, kénnen npl3A-Zellen nur noch teilweise (npl3A75 bzw. npl3A100)
und eine weitere Verkirzung nicht mehr komplementieren (npl3A125). Dabei fallt
besonders die Mutante np/3A100 auf, die einen vollstandigen Verlust der
Interaktionsfahigkeit mit Npl3-Molekiilen (Abbildung 7A) und trotzdem eine teilweise
Komplementation der Knockout-Zellen aufweist. Diese Mutation wirkt sich
schwerwiegender bei 37°C aus, bewirkt damit eine Temperatursensitivitat der Zellen und

fahrt zum Zelltod.

3.2 Die Interaktionsdomdne fiir Npl3-Molekiile uberlappt mit der

Bindedomane fiir den Importrezeptor Mtr10

Der C-Terminus von Npl3 (Aminosdurebereich 283-414) wurde bereits als
Interaktionsdomane fir den Importrezeptor Mtrl0 beschrieben (Senger et al., 1998).
Aufgrund dessen wurde angenommen, dass die Bindung der verkirzten Npl3-Versionen
zu Mtr10 beeinflusst sein kann. Eine Lokalisationsstudie sollte Aufschluss dartiber geben.
Mithilfe der Immunfluoreszenz mit einem Primdrantikdrper gegen Npl3 und einem
Alexad88-gekoppelten Sekundarantikorper, konnte die zelluldre Verteilung ermittelt
werden (Abbildung 8A). Dabei fallt auf, dall eine Misslokalisation des Proteins im
Zytoplasma bereits bei einer Verkiirzung um 50 AS auftritt. Die Wiederherstellung der
wildtypischen Kernlokalisation kann aber durch Uberexpression des Importers MTR10
erreicht werden. Dagegen kdnnen die zytoplasmatischen Proteine npl3A75 kaum und
npl3A100 nicht mehr im Kern angereichert werden (Abbildung 8A).
Die Lokalisationsstudie der Proteine wurde mit einer Interaktionsstudie untermauert.
Uber Ko-Immunoprazipitationen von Mtrl10-GFP wurde versucht den jeweiligen Npl3-
Bindepartner nachzuweisen (Abbildung 8B). Die Starke der Interaktion zwischen der
jeweiligen Npl3-Version und Mtrl0 korreliert stark mit den Ergebnissen der
Immunfluoreszenz aus Abbildung 8A. Wobei npl3A25 keine Unterschiede in der Bindung
im Vergleich mit Wildtyp-Npl3 hat, schwéacht sich diese mit npl3A50 deutlich um die
Halfte ab, verringert sich weiterhin bei npl3A75 und verschwindet ganzlich bei npl3A100.
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Abbildung 8: Die Interaktionsdomadne fiir NplI3-Proteine iiberlappt stark mit der Bindedomane
fiir den Importrezeptor Mtr10. (A) Die zelluldre Lokalisation der Npl3-Proteine wurde mithilfe von
Immunfluoreszenzanalysen (a-Npl3 und a-Hase-Alexa488) untersucht. Dabei wurden npl3A-Zellen
mit verkiirzten NPL3-Konstrukten komplementiert und die Protein-Lokalisation unter dem Einfluss
eines 2u-Leervektors und eines 2p-Vektors mit MTR10 untersucht. (B) Die Western-Blot-Analyse
zeigt eine Ko-Prazipitation von Npl3-Versionen mithilfe von Mtr10-GFP. Die Detektion von Porl
diente als Negativinteraktion. (C) Die zelluldre Lokalisation der Npl3-Proteine in der mRNA-
Exportmutante rat7-1. Zellen wurde mittels Immunfluoreszenz detektiert. Die Zellen wurden fiir 1
h bei 37°C inkubiert. (D) Schematische Darstellung von Npl3 mit Fokus auf die C-Domaéne. Die
Uberlappung der Interaktionsdoméane fiir Npl3-Proteine ((AS) Aminosaurebereich 277-364) mit
der Interaktions-domane fir Mtrl0 (Aminosdurebereich 283-390) ist mithilfe von Pfeilen
gekennzeichnet. (N= N-Domane, RRM= RNA-recognition motif, C= C-Domaéane). Der Malstab in
den mikroskopischen Aufnahmen entspricht 5 pum.

Ob der Transport der verkiirzten Proteine vom Kern ins Zytoplasma an mRNPs gekoppelt
ist, kann Giber den Transportblock von mRNA untersucht werden. Dazu wurden die dafir
codierenden Vektoren in einen Stamm (np/3A rat7-1) eingebracht, der durch den np/34
und durch eine temperatursensitive Mutation der Kernporenkomponente Nupl59
gekennzeichnet ist (Abbildung 8C). Die Mutation rat7-1 fihrt zu starken Exportdefekten
und zur Anreicherung von poly(A)'RNA im Zellkern (Gorsch et al., 1995). Fir die
Untersuchung der Proteinlokalisation wurden erneut Immunfluoreszenz-Experimente
nach der nicht-permissiven Temperatur von 37°C und 1h durchgefiihrt. Wie die Abbildung
8C erkennen lasst, konnte durch den blockierten mRNA-Export nur eine sichtbare
Anreicherung von npl3A50 im Kern beobachtet werden. GroRere Verkiirzungen von Npl3
sind nicht dominant im Kern sichtbar und scheinen nicht mehr mit dem mRNA-Transport
verbunden zu sein.

Zusammenfassend belegen die Daten eine erhebliche Uberschneidung der
Interaktionsdomane fir Npl3-Molekile und der Interaktionsdomane fir Mtrl0
(Abbildung 8D). Demnach gehen Storungen in der Npl3-Npl3-Interaktion mit einer
defekten Bindung von Mtrl0 einher. Trotz der Verkirzung von Npl3 um 50
Aminosaurereste (npl3A50) kann das Protein noch an Transportprozessen. Eine weitere

Verkiirzung fihrt jedoch zu einer starken Misslokalisation und die Teilnahme an

Exportprozessen aus dem Zellkern ist eher unwahrscheinlich.
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3.2.1 Die Relokalisation von npI3A100 in den Zellkern hat marginale
Wachstumsvorteile

Aufgrund der vorherigen Daten (Abbildung 8) liegt die Vermutung nahe, dafl die

Wachstumsdefekte einer Mutante mit Storungen in der Npl3-Interaktion eventuell ihre

Ursachen in der Misslokalisation des Proteins haben (Abbildung 8A).

A npl3A+ pNPL3 URA3

25°C 37°C

oo b N

GFP-NLS-
GFP-Npl3  GFP-npI3A100  npl3A100

Abbildung 9: Der Kernimport von npl3A100 hat einen maRigen Einfluss auf die
Komplementation von npl3A. (A) Der Wachstumstest auf FOA (5-Fluoroorotic acid)-Platten, die
auf den Verlust des URA3-haltigen Plasmids selektieren, demonstriert einen geringfligigen
Wachstumsvorteil fir NLS-np/3A4100-tragende Zellen und die Letalitdt bleibt bei 37°C bestehen.
Die Platten wurden fiir 3-4 Tage inkubiert. (B) GFP-Lokalisationsstudien belegen den erfolgreichen
Reimport von npl3A100 durch die Fusion eines NLS (nuclear localisation signal) von SVA40. Der
Malfstab entspricht 5 um.

Um dies exemplarisch zu testen, wurde ein Mtr10-unabhangiges Kerntransportsignal an
das Protein npl3A100 fusioniert. Das nuclear localisation signal, kurz NLS, stammt aus
dem Simian Virus 40 (SV40) und bedient sich dem Transportweg tiber Importin o/B. Die
Relokalisation von NLS-npl3A100 in den Zellkern wurde Uber eine Immunfluoreszenz
(Diplomarbeit Frederik Hinz) sowie liber GFP-Mikroskopie bestatigt (Abbildung 9B). Im
Vergleich zu npl3A100- haben NLS-npl3A100-Zellen zwar einen Wachstumsvorteil bei
25°C, aber der ist nur geringfiigig. Aulerdem bleibt die Temperatursensitivitat der Zellen

bei 37°C bestehen, was zur Letalitat im gleichen MaBe wie bei np/3A100-Zellen fiihrt.

62



Ergebnisse

3.2.2 npl3A100 ist nicht verstarkt mit Polysomen assoziiert

Wie die Abbildung 8 demonstrierte, ist der Importrezeptor Mtr10 nicht mehr in der Lage
npl3A100 zu binden. Eine gestorte Bindung zu Mtrl0 kann zu einer verldngerten
Assoziation von Npl3 mit Polysomen fiihren. Die Autoren Windgassen et al. postulieren,
dalR Npl3 durch die Interaktion mit Mtrl0 von der mRNA abgeldst wird. Wenn diese
Interaktion jedoch vermindert ist, kommt es zu einer Anreicherung von Npl3 an

Ribosomen-tragenden mRNAs (Windgassen et al., 2004).
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Abbildung 10: Mtrl0-interaktionsdefektes npI3A100 ist nicht verstarkt Polysomen-assoziiert.
Die Verteilung der Proteine Npl3 (oben) bzw. npl3A100 (unten) wurde im
Saccharosedichtegradienten  mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Rps3 gilt als
Ladungskontrolle der 40S-haltigen Fraktionen. Die detektierten Signale eines Proteins wurden
quantifiziert und als Anteil am Gesamtsignal in Prozent angegeben (Ratio). Die gestrichelte Linie
trennt Fraktionen ohne Monosomen (80S) von Fraktionen mit Monosomen.

Ein dhnliches Phanomen wiirde bei npl3A100 in Betracht kommen und daher wurde

dessen Verteilung im Saccharosedichtegradienten untersucht (Abbildung 10).
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Uber eine Western-Blot-Analyse  wurden koprazipitierte Proteine aus
Gradientenfraktionen mit spezifischen Antikérpern sichtbar gemacht. Die erhaltenen
Signale wurden mit dem Programm Bio-1D quantifiziert, wobei der Gradient in
Monosomen-haltige Fraktionen und Fraktionen ohne Monosomen eingeteilt wurde. Die
Werte wurden auf die Gesamtsignalmenge bezogen und in Prozent angegeben. Dabei
konnte eine polysomale Verteilung beider Npl3-Proteine von ca. 25% ermittelt werden,
wahrenddessen Rps3 zu durchschnittlich 65% mit Polysomen koprazipitiert. Demnach
konnte keine starkere Assoziation von npl3A100 im Vergleich zum Wildtyp-Protein mit
translatierten mRNAs beobachtet werden. Eine Erklarung dafiir ware eine geringere
Affinitat oder Bindung von npl3A100 an mRNA. Da Npl3 auch mit 60S-Partikeln assoziiert,
konnten Gber diese auch Npl3-Molekile in Polysomenfraktionen einflieRen. Eine gestorte
Bindung an 60S-Ribosomen koénnte damit einen &hnlichen Effekt auslosen. Diese

Moglichkeiten werden in den folgenden Abschnitten genauer untersucht (3.4.1 bzw. 3.7).

3.3 Interagierende Npl3-Molekiile lokalisieren im Kern und im

Zytoplasma
Um die Frage zu kldren, in welchen Kompartimenten der Zelle Npl3-Molekile miteinander
interagieren, wurde die Methode der Fluoreszenz-Komplementation genutzt (Kerppola,
2006). Als fluoreszierendes Proteintag wurde eGFP genutzt. Dazu wurde das 239
Aminosauren-lange eGFP in einen N-terminalen (1-155 AS) und einen C-terminalen
Bereich (156-239 AS) geteilt und jeweils mit Npl3 fusioniert. Beide plasmidkodierten
Konstrukte (N-GFP-NPL3 bzw. C-GFP-NPL3) wurden zusammen oder einzeln in
Wildtypzellen eingebracht und auf Fluoreszenzsignale liberprift. Wahrend die Konstrukte
einzeln keine Fluoreszenz auslosten, war in Wildtypzellen mit beiden Vektoren ein
deutliches Kernsignal zu erkennen (Abbildung 11). Auch in der mRNA-Exportmutante
rat7-1 konnte ein Kernsignal ausgemacht werden. Angesichts der mehrfachen
Methylierung von Npl3 in der C-terminalen Domane sollte die Bedeutung des
Methylierungsstatus auf die Npl3-Npl3-Interaktion analysiert werden. Dazu wurde ein
Stamm mit der Deletion von HMTI1, kodierend fiir eine Arginin-Methyltransferase,
genutzt. Die GFP-Signale in hmtlA-Zellen waren jedoch im Vergleich zum Wildtyp
unverandert. Dagegen weist die Mutante mtr10-7, mit Defekten im Npl3-Zellkernimport,
eine Interaktion von Npl3-Proteinen im Zytoplasma auf. In Folge des verringerten
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Transports von Npl3 in den Zellkern, reichert sich das GFP-Signal zytoplasmatisch an. Es
kann also demonstriert werden, dall Npl3-Molekiile im Kern und im Zytoplasma

interagierend vorliegen konnen.

rat7-1 hmt1A mitr10-7

+ pC-GFP-NPL3
+ pN-GFP-NPL3

WT

+ pN-GFP-NPL3 + pC-GFP-NPL3

Abbildung 11: Die Interaktion zwischen Npl3-Molekiilen findet im Kern und Zytoplasma statt.
Gezeigt ist das GFP-Signal interagierender Npl3-Molekiile durch die Fluoreszenzkomplementation.
Der N-Terminus und der C-Terminus von GFP, fusioniert an Npl3 (C-GFP-NpI3 bzw. N-GFP-Npl3),
missen in unmittelbare Nahe kommen um ein fluoreszierendes GFP zu bilden. Das Signal wurde
nach einer Inkubation von 30 min bei 37°C in Wildtypzellen, der mRNA-Exportmutante rat7-1, der
Methyltransferasemutante hmt1A und der Importrezeptormutante mtr10-7 verglichen. Darunter
ist der Wildtyp mit Einzelvektoren dokumentiert. Der MaRstab entspricht 5 um.

Ob Mtr10 eine Bedeutung bei dem Transport interagierender Npl3-Proteine oder bei der
Dissoziation von Npl3-Npl3-Verbindungen hat, kann mit diesem Experiment nicht direkt
geklart werden. Da Npl3 ein bekannter mRNA- und 60S-Exportfaktor ist (Hackmann et al.,
2011; Lee et al., 1996) und diese Funktionen den Zellkern bedingen, stellt sich nun die

Frage in welchem Kompartiment die Interaktion von Npl3-Molekiilen einen Nutzen hat.

3.4 Eine gestorte Npl3-Npli3-Interaktion korreliert mit Translations-

defekten

3.4.1 NPL3-Interaktionsmutanten besitzen einen funktionsfihigen Transport
von poly(A)'RNA
Die vorherigen Daten demonstrierten fir nicht-Interaktionsfahige Npl3-Mutanten einen

starken Wachstumsdefekt (Abbildung 7) und Npl3-Npl3-Interaktionen sind im Zellkern
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und im Zytoplasma zu finden (Abbildung 11). Um die Griinde der Wachstumsdefekte
aufzudecken und die Bedeutung der Npl3-Interaktion zu analysieren, wurde zunachst die
nukledre mRNA-Exportfunktion in den Mutanten untersucht. Hierbei wurde poly(A")RNA

mithilfe einer Cy3-markierten oligo dT-Sonde in den Zellen sichtbar gemacht.

npi3A
+pNPL3 +pnpl3A50 +pnpl3A75  +pnpl3A100
. . - . B
npl3A
+pNLS-
npl3A100 +pnpl3-17 mex67-5

. . . S

Abbildung 12: Der Transport von poly(A)'RNA in interaktionsdefekten Mutanten von NPL3 ist
ungestért. Das Ergebnis einer FISH mit einer Cy3-gekoppelten oligo-dT-Sonde zeigt die
Lokalisation der mRNA in Zellen nach einer Temperaturdanderung fiir 1 h bei 37°C. Die bekannten
MRNA-Exportmutanten npl3-17 und mex67-5 zeigen eine starke Kernakkumulation, wobei die
Interaktionsmutanten von NPL3 (vor allem npl3A75 und np/3A100) eine zytoplasmatische
Verteilung der mRNA aufweisen. Der MaRstab entspricht 5 um.

Fir eine positive Anfiarbung von poly(A)'RNA im Zellkern wurden die Exportmutanten
npl3-17 und mex67-5 mitgefuhrt (Abbildung 12A). Allerdings konnte keine Anreicherung
des Signals im Kern in den verkiirzten Mutanten von NPL3 belegt werden. Die Verteilung
der mRNA ist verglichen zum Wildtyp unverandert zytoplasmatisch. Auch die NLS-Version
von npl3A100 besitzt keine Defekte im mRNA-Export, obwohl das Protein in den Zellkern
gelangt (Abbildung 9). Trotz einer nukledren Depletion von npl3A100 ist der mRNA-
Transport nicht beeintrachtigt, demnach ware Npl3 unter diesen Bedingungen fiir den

MRNA-Export nicht essentiell, wie bereits in einer anderen Arbeit gezeigt werden konnte

(Hackmann et al., 2011).
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3.4.2 NPL3-Interaktionsmutanten verfiigen iiber einen ungestorten Pra-60S-

Transport

NplI3 wurde vor kurzem eine Funktion im Pra-60S-Export zugeschrieben (Hackmann et al.,
2011). Die Ergebnisse der Autoren stiitzen das Modell, daR Npl3 {iber die Bindung der
25SrRNA und der Herstellung des Kontakts zur Kernpore tUber Nup60, Pra-60S-Partikel
transportiert. In der vorliegenden Arbeit wurde dafiir untersucht, ob Npl3 Pra-60S-Export-
Defekte in einer anderen Exportmutante (nmd3-2) ausgleichen kann (Abbildung 13) und
konnte damit Daten zur dieser Veréffentlichung beitragen. Uber die Uberexpression von
NPL3 kann das Wachstum (Abbildung 13A), die Misslokalisation der Pra-60S-Partikel
(Abbildung 13B) sowie die Schulterbildung, durch den Mangel an 60S-Ribosomen im
Zytoplasma (Abbildung 13C), in nmd3-2-Zellen kompensiert oder gemindert werden.

Durch diese zweite Transportfunktion von Npl3, liegt es nahe auch diesen Prozess in
Zellen mit verkiirzten Npl3-Versionen zu untersuchen. Mittels Lokalisationsstudien des
GFP-markierten, ribosomalen Proteins Rpl25 der 60S-Untereinheit wurden dennoch keine
Defekte, Uber eine mogliche Misslokalisation dokumentiert (Abbildung 14A).
Wildtypzellen wie auch NPL3-Interaktionsmutanten wiesen keine Anreicherung des GFP-
Signals im Kern auf, im Gegensatz zur Pra-60S- und Pra-40S-Export-Mutante xpo1-1.

Um zusatzlich Stérungen im Transport der kleinen ribosomalen Untereinheit
auszuschlieBen, wurde das GFP-getagte Protein Rps2 auf die zellulare Verteilung
untersucht. Als Komponente des 40S-Partikels kann Rps2-GFP bei Exportdefekten nukleéar
lokalisieren, wie in der Mutante xpol-1 gezeigt (Abbildung 14B). Auch in dieser Analyse

war keine Anreicherung des GFP-Signals in den verkiirzten NPL3-Mutanten zu erkennen.
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Abbildung 13: Npl3 ist ein Pra-60S-Exportrezeptor und kann Transportdefekte in einer Mutante
kompensieren. (A) Die bekannte Pri-60S-Exportmutante nmd3-2 erhilt durch Uberexpression
von NPL3 eine hohere Wachstumsrate, (B) eine Unterstlitzung im Prd-60S-Export vom Zellkern ins
Zytoplasma bei der nicht-permissiven Temperatur von 37°C, visualisiert (iber das GFP-getaggte
ribosomale Protein Rpl25-GFP und (C) eine sichtbare Verminderung der Schulterbildung (siehe
Pfeil) im Polysomenprofil bei der semi-permissivenTemperatur von 30°C. (Daten vero6ffentlicht in
Hackmann et al., 2011). Der MaRstab der mikroskopischen Aufnahmen entspricht 5 um.
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A npl3A
+pNPL3  +pnpl3A50 +pnpl3A75 +pnpl3A100  XpoT-1

B npl3A
+pNPL3  +pnpl3A50 +pnpl3A75 +pnpl3A100  xpo1-1

Abbildung 14: Der ribosomale Export ist unbeeinflusst in Mutanten mit gestorter Npi3-
Interaktion. Der Pra-60S- bzw. Pra-40S-Transport wurde mittels GFP-Mikroskopie der
ribosomalen Protein Rpl25-GFP (A) bzw. Rps2-GFP (B) untersucht. Gezeigt sind npl3A-Zellen
komplementiert mit NPL3-Konstrukten sowie die Pra-40S- und Pra-60S-Exportmutante xpol-1.
Der Malstab entspricht 5 um.

Rpl25-GFP

Rps2-GFP

3.4.3 NPL3-Interaktionsmutanten sind durch Translationsdefekte
gekennzeichnet

Weil die Transportprozesse in np/3A100-Zellen keine auffalligen Defekte aufzeigen, wurde
die Moglichkeit einer unbekannten zytoplasmatischen Funktion von Npl3 in Betracht
gezogen. Es wurde gezeigt, dall Npl3 auch nach dem nukleo-zytoplasmatischen Transport
mit Polysomen assoziiert ist (Abbildung 10 und Windgassen et al., 2004). Daraufhin wurde
die NPL3-Mutante np/3A4100, mit dem vollstandigen Verlust der Npl3-Npl3-Interaktion,
gewdhlt und auf die Sensitivitdt eines Translationsinhibitors getestet. Abbildung 15
demonstriert eine vergleichende Wachstumsanalyse von Stammen auf Vollmedium (YPD)
und Vollmedium mit dem Translationselongationshemmer Cycloheximid. Es wurden
verschiedene Konzentrationen von Cycloheximid getestet, wobei sich die Ergebnisse stark
dhnelten und sich fur die Abbildung mit 0,04 pg/ml entschieden wurde. Wildtypzellen
zeigen kaum eine Wirkung auf diese Substanz, wahrend npl/3A-Zellen eine starke
Sensitivitat aufweisen, ahnlich wie die Mutanten fun12A und rpl10(G161D), die Stérungen
der Translationsintiation inne haben (Abbildung 15).

Die Mutante npl3-17 ist durch einen geschadigten mRNA- und 60S-Export gekennzeichnet

(Hackmann et al.,, 2011). Erstaunlich ist, daRR trotz der kombinierten Defekte beider
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Transportprozesse kein Wachstumsnachteil durch die zusatzliche Drogeneinwirkung fir
npl3-17-Zellen entsteht.

Um einen generellen Uberblick iiber die additive Wirkung von Cycloheximid mit
Stérungen im mRNA- oder 60S-Export zu erreichen, wurden weitere Mutanten getestet.
Die starke Nukleoporinmutante rat7-1, sowie mtr2-33, beides mRNA-Exportmutanten,
zeigten genauso wenig einen Wachstumsdefekt wie die 60S-Export-Mutanten mtr2-33
oder nmd3-2.

YPD YPD
+ 0,04 pg/ml Cycloheximid

¥ WT

npl3A100

fun12A
rpl10(G161D)
y npl3-17
mitr2-21
rat7-1
mitr2-33
nmd3-2

hmt1A

Abbildung 15: Die Sensitivitdt der Interaktionsmutante np/34100 auf den Translationsinhibitor
Cycloheximid ist vergleichbar mit der Sensitivitit von Mutanten der Faktoren der spiten
Translationsinitiation. Eine Wachstumsanalyse auf Vollmediumplatten (YPD) versetzt mit 0,04
ug/ml Cycloheximid lasst einen starken Wachstumsdefekt fur np/34100-Zellen, den Stamm mit
der Deletion von elF5B/FUN12 und fur die Mutante des ribosomalen Proteinfaktors RPL10
erkennen, wobei mRNA-Export-Mutanten (np/3-17, rat7-1, mtr2-21) oder 60S-Exportmutanten
(hmd3-2, mtr2-33), sowie Zellen mit der Deletion der Methyltransferase (hmtlA) keinen
Wachstumseinfluss erkennen lassen. (Die Daten stammen aus dieser Arbeit und der Doktorarbeit
von Alexandra Hackmann, AG Krebber)

Um einen Hinweis auf die Wirkung des Methylierungsmangels von Npl3 auf eine
Cycloheximid-Sensitivitat zu erhalten, wurde zusatzlich der Stamm hmt1A in der Analyse
geprift. Die Deletion des Gens fiir die Arginin-Methyltransferase Hmtl fiihrt zum
vollstandigen Verlust der Methylierung von Npl3 (McBride et al., 2005). Da hmt1A-Zellen

keine Wirkung auf die Substanz zeigt, kann davon ausgegangen werden, daf die

Sensitivitat von np/3A100-Zellen nicht auf fehlende Methylierungen zurilickzufiihren ist.
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In Zusammenhang mit fehlenden mRNA- und 60S-Exportdefekten in npl3A100-Zellen,
belegt die Abbildung 15 vielmehr, dal® die sensitive Wirkung von Cycloheximid in einer
Storung einer weiteren Funktion von Npl3 begriindet ist.

Diese Ergebnisse fiihrten zur Uberlegung den Prozess der Translation genauer zu
untersuchen. Mithilfe der in vivo-Markierung von Proteinen Uber den Einbau von [3°s]-
Methionin kann die Protein-Neusynthese in einer bestimmten Zeit analysiert werden. Das
Ergebnis dieser Analyse ist exemplarisch in Abbildung 16 dargestellt. Ein Rontgenfilm
demonstriert die Signale von [3°S]-markierten Proteinen, die innerhalb von 10 min
synthetisiert wurden. Dabei wurde die Laufspur als Gesamtsignal eines Stammes
betrachtet. Eine Proteinbestimmung der Zellextrakte war notwendig um die Beladung des
SDS-Gels mit jeweils 100 pg Gesamtprotein zu garantieren. Als Assay-Kontrolle fiir sehr
starke Defekte in der Translationsinitiation wurde die temperatursensitive elF3-Mutante
prt1-1 mitgefiihrt. Sie weist kaum eine Synthese von Proteinen nach einer Prainkubation
bei 37°C auf. Die Proteinsynthese der NPL3-Mutanten np/3A75 und npl3A100 ist, je nach
Starke des Npl3-Npl3-Interaktionsverlusts auch stark reduziert. So zeigen npl3A4100-
Zellen, die keine Npl3-Interaktion besitzen, eine groBere [355]—Signalabnahme, als
npl3A75-Zellen (Abbildung 16A). Im Gegensatz zu np/3A50-Zellen, die keine Reduktion im
Vergleich zum Wildtyp Interessanterweise konnte, korrelierend mit der Insensitivitat
gegeniber dem Translationshemmer Cycloheximid ( Abbildung 15), kein Defekt in der
Proteinsynthese von npl3-17-Zellen erkannt werden (Abbildung 16B). Eine
Beeintrachtigung des mRNA-Exports und des 60S-Exports ist also noch keine
Voraussetzung um Translationsdefekte hervorzurufen.

Demnach verdeutlichen die Ergebnisse, dal} speziell NPL3-Mutanten mit fehlender Npl3-

Npl3-Interaktion durch eine globale Stérung der Translation charakterisiert sind.
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Abbildung 16: Die Translation in Interaktionsmutanten von NPL3 ist stark verringert. Die
Proteinneusynthese ist mithilfe eines Rontgenfilms (oben) dargestellt. Zu sehen sind die Signale
von [**S]-markierten Proteinen Gber den Einbau von [**S]-Methionin innerhalb von 10 min. Die
Stamme wurden bei 25°C oder 37°C prainkubiert. Zur Kontrolle des Gesamtproteingehalts der
Zelllysate wurde entsprechend das SDS-Gel mit Coomassie gefarbt (unten). (A) Dargestellt ist
Proteinneusynthese von NPL3-Mutanten, Wildtypzellen und der Translationsinitiationsmutante
prtl-1 bei 25°C und nach 10-miniitiger oder 30-minitiger Pra-Inkubation bei 37°C. (B)
Proteinneusynthesen der mRNA- und 60S-Exportmutante np/3-17, Wildtypzellen und der Mutante
prt1-1 bei 25°C und nach einer 30-minitigen Pra-Inkubation bei 37°C. (Die Daten stammen aus
der vorliegenden Arbeit und aus der Doktorarbeit von Thomas Grof3, AG Krebber)

Kirzlich wurde veroffentlicht, daR SR-Domanen im Allgemeinen einen Translations-
hemmenden Einfluss iber die Interaktion mit elF4G bewirken kénnen (Rajyaguru et al.,
2012). Die Autoren wiesen eine direkte Interaktion zwischen dem heterolog exprimierten
SR-Protein Npl3 und elF4G nach, und zeigten eine hemmende Wirkung auf die
Proteinsynthese eines Reportergens lber ansteigende Konzentrationen von Npl3 in vitro.
Wenn die SR-Domane allerdings fehlte, konnte keine Hemmung der Translation

beobachtet werden.
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Abbildung 17: Die physikalische Interaktion zwischen elF4G, einer Untereinheit des mRNA-
Kappen-Bindekomplexes, und Npl3 ist indirekt und wird in vivo liber RNA vermittelt. Die
Western-Blot-Analyse der Ko-Immunoprazipitation von elF4G-myc deckt eine RNase-sensitive
Interaktion zu Npl3 auf, wahrend die Interaktion von elF4G zu elF4E durch RNase-Zugabe
ungestort bleibt. Die Detektion von Hem15 dient der Kontrolle von unspezifischen Bindungen.
(L=Lysat, E=Eluat, *= unspezifisches Signal))

Um diesem Hinweis nachzugehen, wurde in dieser Arbeit die Interaktion von Npl3 und
elF4G in vivo untersucht. Dazu wurde eine Ko-Immunoprazipitation von genomisch
getagtem elF4G-myc in Hefe durchgefiihrt (Abbildung 17). Auffallend hierbei ist die
RNase-sensitive Interaktion zwischen Npl3 und dem Kappen-bindenden Protein elF4G.
Diese Protein-Verbindung scheint durch einzelstrangige RNA vermittelt zu sein. Im
Gegensatz dazu bleibt die Interaktion zwischen den Kappen-assoziierten Proteinen elF4G
und elF4E auch unter RNase-Zugabe unvermindert.

Mit dem Wissen, dal’ np/3A100-Zellen denen die Npl3-SR-Domane fehlt und trotzdem
Translationsdefekte aufweisen und dem Ergebnis, dalR Npl3 scheinbar in vivo keinen
direkten Proteinkontakt mit elF4G hat, kann die inhibierende Wirkung von wildtypischem
Npl3 auf die globale Translation hinterfragt werden. Vielmehr machen die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit auf die Bedeutung der SR-Domane von Npl3 auf eine unterstiitzende

Funktion in der Translation aufmerksam.
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3.5 Ein Defekt in der Npl3-Npi3-Interaktion geht mit einer gestorten

Monosomenbildung an mRNA einher

3.5.1 Das Polysomenprofil von npl3A4100-Zellen ist durch verlangsamte
Translationsinitiationsereignisse gekennzeichnet

Wenn Zellen Translationsdefekte aufweisen, ist es interessant zu untersuchen, ob man

charakteristische Eigenschaften in einem Polysomenprofil erkennen kann. Deshalb wurde

das Polysomenprofil von npl3A100-Zellen mithilfe von Saccharosedichtegradienten-

Zentrifugation und anschlieBender Absorption bei 254 nm analysiert.

npl3A +pnpl3A100 npl3A +pNPL3
2 N
<(\I
60S | Polysomen 60S | Polysomen
80S 80S

Abbildung 18: Das Polysomenprofil von np/34100-Zellen ist durch einen Schulter-Phdnotyp
charakterisiert und deutet auf verlangsamte Translationsinitiationsereignisse hin. Die
graphische Darstellung demonstriert die Absorption (254 nm) von Zelllysaten der np/3A-Zellen,
komplementiert durch Vektoren mit npl34100 oder NPL3, nach einer Saccharose-
Dichtengradientenzentrifugation. Die Pfeile kennzeichnen zusatzliche Schultern an den
dominierenden Peaks.

Wie in Abbildung 18 zu erkennen ist, zeigt das Profil von np/3A100-Zellen im Vergleich
zum Wildtyp abfallende Peakhdhen in den hinteren Polysomenfraktionen, was auf eine
weitgehend schlechte Translationsrate hinweist, und eine Schulterbildung am 80S- bzw.
ersten Polysomen-Peak. Diese Schultern entstehen durch die Akkumulation von mRNAs,
die ein oder mehrere Monosomen und eine zusatzliche, am Startcodon sitzende 40S-
Untereinheit tragen (Helser et al., 1981). Dieses Phanomen wird sichtbar, wenn in der

Zelle die Zusammenfiihrung beider ribosomaler Untereinheiten um einige Zeit verzogert

ist.
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Abbildung 19: Die gestérte Monosomenbildung in der Mutante np/34100 wird durch die
verringerte physikalische Interaktion der ribosomalen Untereinheiten verdeutlicht. (A) Gezeigt
ist eine Western-Blotanalyse einer Ko-Immunoprazipitation von Rpl25-myc, einem ribosomalen
Protein der 60S-UE. Die Detektion des Interaktionspartners Rps2-GFP (Protein des 40S-Partikels)
reflektiert die Interaktion Uber die Bildung von 80S-Partikeln. Hem15 ist als Negativkontrolle der
Interaktion untersucht worden. (B) Die Quantifizierung von drei Interaktionsstudien spiegelt das
Verhaltnis von Rps2 zu Rpl25 vergleichend zum Wildtyp (WT) wider.

Um die Gesamtanzahl an Monosomen zu analysieren, wurde eine Ko-
Immunoprazipitation des 60S-Partikels ber Rpl25-myc durchgefiihrt (Abbildung 19A).
Durch die Detektion des Interaktionspartners Rps2-GFP, konnte die Menge an
gebundenen 40S-Partikeln vergleichend zum Wildtyp ermittelt werden. Deutlich
erkennbar ist die starke Reduktion der Verbindung von 60S und 40S in np/3A100-Zellen
um ca.70% (Abbildung 19B). DaR eine Stérung in der Formierung von Monosomen,
resultierend in einem Polysomenprofil mit Schulterbildung, auch in anderen Mutanten
beobachtet werden kann, zeigt Abbildung 20. In dieser sind exemplarisch
Polysomenprofile der Mutanten rp/10(G161D) und nmd3-2 mit einem Schulter-Phdnotyp

dargestellt. Das ribosomale Protein Rpl10 befindet sich an der unldslichen Seite des 60S-

Partikels (Spahn et al., 2001) und trdgt unter anderem zur Anheftung beider

75



Ergebnisse

Untereinheiten an mRNA bei (Eisinger et al., 1997). Mutationen in RPL10 kénnen aber
auch Defekte in der Prozessierung von 60S-Partikeln auslosen (Gadal et al., 2001).

Die Mutante nmd3-2 ist durch 60S-Exportdefekte charakterisiert (Gadal et al., 2001).

WT nmd3A +pnmd3-2
E
3 ¥oad
<
I I | I I |
40S 60S 40S  60S
80S  Polysomen 80S  Polysomen
rpl10A +prpl10G161D

A 254 nm

I I
40S 60S I
80S  Polysomen

Abbildung 20: Verschiedene Mutanten zeigen einen Schulter-Phdnotyp im Polysomenprofil. Die
Absorption (254 nm) von Zelllysaten nach Saccharosedichtegradienten-Zentrifugation ist grafisch
gezeigt. Es werden Ribosomenprofile von der Mutante rp/10(G161D) mit einem Schaden in der
Verbindung von Untereinheiten, die Mutante nmd3-2 mit Defekten in Reifung und Export der
60S-UE und des Wildtyps gezeigt. Die Stdmme wurden vor der Lyse fiir 30 min bei 37°C inkubiert.
Die Pfeile kennzeichnen zusatzliche Schultern an den dominierenden Peaks.

Beide Mutanten belegen, dall neben einer gestdorten Verbindung von 40S- und 60S-
Ribosomen an mRNA auch ein Mangel an translationskompetenten 60S-Partikeln zu

verlangsamten Translationsinitiationsereignissen fiihren kann.

3.5.2 In npl3A100-Zellen sind keine Reifungsdefekte von 60S-Ribosomen
erkennbar

Um die genauen Ursachen fiir die verlangsamten Initiationsereignisse in np/3A100-Zellen

zu ergriinden, wurde analysiert, ob ein genereller Mangel an 60S-Partikeln in diesen
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Zellen vorherrscht. Dazu wurden die ribosomalen Untereinheiten Uber Saccharose-
Dichtegradienten-Zentrifugation unter Zugabe von EDTA aufgetrennt.

npi3A
WT + pNPL3 + pnpI3A100 nmd3A+ pnmd3-2

1,9 (£0,21) 2,1 (x0,2) 2 (x0,3) 1,3 (£0,17)

A 254 nm

[ |
40S 605

Abbildung 21: Das Verhidltnis der ribosomalen Untereinheiten in npl3A100-Zellen ist
wildtypisch. 80S-Partikel wurden (iber den Zusatz von EDTA in ribosomale Untereinheiten
dissoziiert und die Zelllysate nach einer Saccharose-Dichtengradienten-Zentrifugation auf
Absorption bei 254 nm Uberprift. Des weiteren ist das Verhaltnis der Peakflache von 60S zu 40S
mit Standardabweichung von 4 Experimenten gezeigt (Zahl in der Box).

Bei hohen Konzentrationen von EDTA dissoziieren 80S-Partikel in ihre Untereinheiten und
konnen Uber die Bestimmung der Peakflache zueinander ins Verhdltnis gesetzt werden.
So hat der Wildtyp ein 60S/40S-Verhéltnis von rund 2, wahrend die 60S-Exportmutante
nmd3-2 durch den Mangel an 60S-Partikeln nur einen Wert von 1,3 aufweist (Abbildung
21). Die NPL3-Mutante np/3A100 dagegen zeigt kein reduziertes 60S/40S-Verhiltnis. Dies
bedeutet, daR die Mutante nicht durch einen ribosomalen Abbau von der 60S-
Untereinheit durch fehlende Reife- oder Exportschritte gekennzeichnet ist.

In Ubereinstimmung mit der wildtypischen Lokalisation der 60S-Partikel in np/3A100-
Zellen (Abbildung 14A) und den Ergebnissen von Abbildung 21 kann keine
Beeintrachtigung des Exports von oder der Menge an 60S-Partikeln beobachtet werden.
Dennoch wurde getestet, ob die Uberexpression von NMD3 potentiell Defekte in
npl3A100-Zellen aufheben oder schmiélern kann. Jedoch konnte weder ein
Wachstumsvorteil (Abbildung 22A) noch eine Anderung im Polysomenprofil (Abbildung
22B), beispielsweise durch Schwachung der Schulterbildung, in np/3A100-Zellen durch

eine hohe Kopienzahl von NMD3 identifiziert werden.
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Abbildung 22: Der Phanotyp von npl34100-Zellen @ndert sich nicht durch unterstiitzten 60S-
Export. (A) Im Wachstumstest erhalt die Mutante np/34100 keinen Wachstumsvorteil durch die
Uberexpression von NMD3 im Vergleich zu Zellen die einen Leervektor tragen (2u). (B) Die
Absorption (254 nm) nach einer Dichtegradientenzentrifugation wurde ermittelt. Die
Schulterbildung ( Pfeile) in der Mutante np/3A100 ist trotz Uberexpression von NMD3 im
Vergleich zum Leervektor (2u) unverdandert. Die Zellen wurden vorher bei 37°C fiir 1h inkubiert.
Da eine Formation von Schultern im Polysomenprofil auch aus zytoplasmatischen
Prozessierungsdefekten des 60S-Partikels resultieren kann, wurde dieser Aspekt weiter
untersucht. Im Zytoplasma unterliegt das 60S-Partikel noch einigen aufeinanderfolgenden
Reifungsschritten bevor es die endglltige Translationskompetenz durch die Dissoziation
von Nmd3 mithilfe von Lsgl erhélt (Lo et al., 2010). Durch dieses Ereignis wird einerseits
die Position auf dem 60S-Partikel fiir die Verbindung mit der 40S-Untereinheit frei, die
vorher durch Nmd3 blockiert war und andererseits wird sehr wahrscheinlich das
ribosomale Protein Rpl10 im Partikel stabilisiert (Hedges et al., 2005; Sengupta et al.,
2010).

Um die vollstandige Reifung des 60S-Partikels in der Mutante np/3A100 zu analysieren,
wurde der Einbau von Rpl10 kontrolliert. Eine Ko-Immunoprazipitation von Rpl10-GFP
und die Detektion des ko-prazipitierten, ribosomalen Strukturproteins Rpl35 sollte
Aufschluss Uber die Verbindung von Rpl10 mit anderen ribosomalen Proteinen der

groflen Untereinheit im Komplex geben. Abbildung 23 demonstriert keine Unterscheide

der Rpl10-Rpl35-Interaktion in np/3A100-Zellen im Vergleich zum Wildtyp.
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Abbildung 23: Der Einbau von Rpl10 in zytoplasmatische 60S-Partikel in np/3A100-Zellen ist
ungestort. Es wurde mithilfe der Ko-Immunoprazipitation von GFP, unter der Zugabe von RNase,
Rpl10-haltige Partikel gereinigt und auf die Interaktion mit der 60S-ribosomalen
Strukturkomponente Rpl35 untersucht. Diese Interaktion ist in Zellen mit Volllangen-Npl3 und
dem verklrztem npl3A100 unverandert. Die Lyse der Zellen erfolgte nach einer
Temperaturverdanderung auf 37°C fir 1h.

Die Daten weisen stark daraufhin, dal} die Mutante np/3A4100 keine Defekte im Transport
oder der zytoplasmatischen Reifung besitzt, aber trotzdem durch verlangsamte
Translationsereignisse, sichtbar an der Schulterbildung im Polysomenprofil,

charakterisiert ist.

3.6 NPL3 kann Stérungen in der Monosomenbildung kompensieren

Die vorangegangenen Ergebnisse deuten auf eine Funktion von Npl3 in der Formation von
80S-Partikeln wahrend der Translationsinitiation hin. Um die Hinweise auf die Bedeutung
von Npl3 in der Verbindung von ribosomalen Untereinheiten zusatzlich zu stitzen,
wurden genetische Analysen durchgefiihrt. Um genetische Interaktionen zu identifizieren,
wurden Doppelmutanten hergestellt, wobei ein defektes Gen mit einem URA3-haltigen
Vektor komplementiert wurde. In der folgenden Wachstumsanalyse wurde der Verlust
dieses Vektors durch Selektion der Zellen auf FOA-Platten vollzogen (Abbildung 24). Dabei
wurde das Wachstum der Einzelmutanten (links) mit dem Wachstum der
Doppelmutanten (rechts) verglichen. Dieser Vergleich belegt eine genetische Interaktion
von NPL3 mit Faktoren, die in der Verbindung von ribosomalen Untereinheiten mitwirken
(FUN12, RPL10). So sind die Doppelmutanten npl3A4100 rpl10(G161D) und np/3A100
fun12A stark wachstumseingeschrankt oder nicht lebensfahig. Im Gegensatz zu der
Kombination der Mutation np/3-17, verantwortlich fir mRNA- und 60S-Exportdefekte, mit
rpl10(G161D) oder fun12A, die zu keinem verminderten Wachstum fihrt.
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Abbildung 24: Die Kombination von Defekten in der Verbindung ribosomaler Untereinheiten
mit einer fehlenden Interaktion von Npl3-Molekiilen ist tédlich fiir Zellen. Der Wachstumstest
auf FOA(5-Fluoroorotic acid)-Platten demonstriert eine spezifische, genetische Interaktion
zwischen den Mutanten der Translationsinitiation (rp/10(G161D), fun12A) und npl3A100. Dagegen
hat die Kombination von mRNA-Export-, ribsomaler Export- oder ribosomaler Prozessierungs-
mutanten mit rp/10(G161D) oder fun12A keinen Einfluss auf die Uberlebensfihigkeit der Zellen im
Vergleich zu den Einzelmutanten (links). Weiterhin zeigt die Methylierungsmutante hmti1A in
Kombination mit funi2A und Isg1-2 keine und in Kombination mit rp/10(G161D) nur leichte
Wachstumsdefizite. Die Platten wurden bei 25°C fir 3 Tage inkubiert. (Die Daten stammen aus
dieser Arbeit und aus der Doktorarbeit von Thomas Grol3, AG Krebber.)

Zusatzlich ist das Wachstum der Doppelmutanten aus fun12A oder rpl10(G161D) mit
weiteren mRNA- bzw. 60S-Exportmutanten (mtr2-21 bzw. mtr2-33, nmd3-2 oder xpo1-1)
oder Mutanten mit Prozessierungsdefekten ribosomaler Untereinheiten (rix1-1, rio2-1)
unbeeinflusst im Vergleich zu den Einzelmutanten.

Die Methyltransferase-Mutante hmtl1A zeichnet sich durch die fehlende Methylierung
einiger mRNA-bindender Proteine (u. a. Npl3) aus. In Kombination mit der
Translationsinitiationsmutante fun12A oder der Mutante /sg1-2, mit Defekten in der
zytoplasmatischen Ablésung von Nmd3 vom 60S-Partikel, zeigt hmtlA keine
Wachstumsdefizite. Leichte Wachstumseinschrankungen sind allerdings bei der Doppel-
Mutante hmt1A rpl10(G161D) zu erkennen (Abbildung 24).

Die Interaktion von NPL3 mit RPL10 oder FUN12 scheint jedoch spezifisch auf den Verlust

der Npl3-Npl3-Interaktion (in np/3A100) zurickfihrbar zu sein, jedoch weder auf mRNA-
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oder 60S-Export-Defekte (z.B. in np/3-17), noch auf Methylierungsmangel von Npl3
(hmt1A).

Aufgrund der Spezifitdt der genetischen Interaktion kam die Frage auf, ob NPL3 auch
spezifisch Defekte in Translationsinitiationsmutanten supprimieren kann. Dazu wurde
NPL3 auf einem Uberexpressionsvektor in Wildtypzellen, in die Mutanten rp/10(G161D)
und funl2A, sowie in Mutanten von LSG1 eingebracht. Das Wachstum dieser Stamme
wurde mit dem Wachstum der Stamme mit einem eingebrachten Leervektor verglichen
(Doktorarbeit Thomas GroB, AG Krebber). Die Uberexpression von NPL3 st in
Wildtypzellen leicht toxisch, aber kann dennoch den Mutanten rp/10(G161D) und funi2A
einen Wachstumsvorteil verschaffen, wahrend die Mutanten von LSG1 unbeeinflusst
bleiben. Im Gegensatz dazu kann die Uberexpression von MTR2 (mRNA- und 60S-
Exportfaktor) oder NMD3 (60S-Exportfaktor) das Wachstum der Mutanten nicht
beglinstigen.

Um der Ursache der Suppression der Wachstumsdefekte der Mutanten durch eine hohe
Kopienzahl an NPL3 nachzugehen, wurde das Polysomenprofil untersucht. Es konnte
allerdings kein sichtbarer Effekt auf das Polysomenprofil von fun12A-Zellen durch NPL3
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Das Profil dieser Zellen zeichnet sich durch
einen hohen Anteil an salzsensitiven 80S-Partikeln und durch verminderte
Polysomenpeaks aus (Choi, 1998). Vor Kurzem wurde neben der bekannten Funktion in
der Translationsinitiation eine neue Funktion von Funl2 in der Qualitatskontrolle von
40S-Ribosomen beschrieben (Strunk et al., 2012). Durch die komplette Deletion von
FUN12 kann es zu einer Uberlagerung der Defekte und deshalb zu einem mannigfaltigen
Phdnotyp des Polysomenprofils flihren, der durch NPL3 moglicherweise nicht zu

supprimieren ist.
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Abbildung 25: NPL3 kompensiert Defekte in der Verbindung von ribosomalen Untereinheiten in
der Mutante rp/10(G161D). (A) Durch Uberexpression von NPL3 wird der Schulter-Phdnotyp des
Polysomenprofils von rpl10(G161D)-Zellen deutlich vermindert. Eine hohe Kopienzahl des 60S-
Transportfaktors NMD3 hat keinen Einfluss. Die Pfeile zeigen die Schultern an den Haupt-Peaks
an. (B) Jedoch werden die Exportdefekte von 60S-Partikeln in rp/l10(G161D), visualisiert durch das
ribosomale Protein Rpl25-GFP, nicht von der Uberexpression von NPL3 beeinflusst. Der MaRstab
entspricht 5 pum. Die Zellen aus (A)+(B) wurden bei der semi-permissiven Temperatur von 30°C
Uber Nacht kultiviert.

Im Gegensatz dazu konnte aber eine Verdanderung des Profils von rp/10(G161D)-Zellen
durch die Uberexpression von NPL3 demonstriert werden (Abbildung 25A). Im Vergleich
zu den Zellen mit Leervektor oder Uberexpressionsvektor mit NMD3, fiihrt die hohe
Kopienzahl von NPL3 zu einer Schwachung der Schulterbildung, was als Unterstiitzung in
der Monosomenbildung zu interpretieren ist. Diese Unterstitzung von NPL3 wird aber
nicht etwa Uber die Aufhebung der 60S-Misslokalisation (Hedges et al., 2005) in
rpl10(G161D)-Zellen kompensiert, da die nukledre Misslokalisation des 60S-Reporters
Rpl25-GFP unverandert bleibt (Abbildung 25B).

Um zu untersuchen ob die Faktoren universell Defekte ausgleichen kénnen, wurde die

Uberexpression von FUN12 oder RPL10 in np/3A100-Zellen analysiert (Abbildung 26A).
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Abbildung 26: Die Expression von FUN12 kann den Schulter-Phdnotyp im Polysomenprofil von
npl34100 abschwichen. (A) Nach einer Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation wurden die
Polysomenprofile von np/3A100-Zellen ermittelt. In die Zellen wurden Uberexpressionvektoren
entweder mit einem Leervektor, FUN12 oder RPL10 eingebracht. Die Schultern sind durch Pfeile
gekennzeichnet. (B) Der positive Einfluss von FUN12 auf np/3A100-Zellen wird auch durch den
Wachstumsvorteil im Vergleich zum Leervektor deutlich. Die Zellen wurden bei der semi-
permissiven Temperatur (30°C) Gber Nacht angezogen.

Interessanterweise konnte der Schulter-Phanotyp des Polysomenprofils nur durch FUN12,
jedoch nicht durch RPLIO gemildert werden. Zusatzlich konnte auch ein
Wachstumsvorteil von np/3A100-Zellen durch FUN12 demonstriert werden (Abbildung
26B). Dieser ist allerdings nicht stark ausgepragt.

Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse ein potentielles Zusammenspiel von Npl3

mit Fun12 und Rpl10 in wichtigen Schritten der Monosomenbildung.

3.7 Effektive Monosomenbildung wird durch die Verbindung von Npi3
mit dem Rpl10-haltigen 60S-Partikel unterstiitzt

Die bisherigen Untersuchungen dokumentieren eine wichtige Funktion von Npl3 in der
Zusammenfiuhrung von ribosomalen Untereinheiten an mRNA. Genetische Analysen
demonstrierten, dalk die Funktion von Npl3 in der Monosomenbildung wahrscheinlich mit
den Faktoren Rpl10 und Funl12 in Verbindung steht.

Die Npl3-Npl3-Interaktionsmutante npl3A100 ist durch verlangsamte
Translationsinitiationsereignisse gekennzeichnet. Worauf diese Defekte im physikalischen

Sinne beruhen, sollte im Folgenden untersucht werden.
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Npl3, als 60S-Exportfaktor wurde bereits im Komplex mit pre-60S-Partikeln nachgewiesen
(Hackmann et al., 2011). Eine Analyse liber eine mogliche zytoplasmatische Interaktion
mit dem 60S-Partikel, ist allerdings noch unbeschrieben. Um diese Fragestellung zu
bearbeiten, wurde auf die zytoplasmatischen, Rpl10-haltigen 60S-Partikel fokussiert. Das
Strukturprotein Rpl10 assoziiert nach dem Export mit dem 60S-Ribosom und dessen
stabile Integration gilt als einer der letzten Schritte in der 60S-Reifung (Lo et al., 2010;
Sengupta et al., 2010). Eine Ko-Immunoprazipitation von Rpl10-GFP sollte Aufschluss liber
einen Kontakt von Npl3 mit dem zytoplasmatischen Partikel geben. Diese Interaktion
konnte positiv bestdtigt werden (Abbildung 27A). Wenn man allerdings die
Interaktionsfahigkeit von npl3A100 zu Rpl10 untersucht, fallt auf, daRk diese im Vergleich
zum Wildtyp-Protein Npl3 stark vermindert ist. Die Interaktion von Rpl10 und Rpl35 lber
das 60S-Partikel bleibt jedoch unverandert, belegend fiir die Prazipitation ganzer 60S-

Partikel und nicht nur freivorliegendem, nicht inkorporiertem Rpl10.

L E
Rpl10-GFP + + - + + -

Rpl10-GFP S s “
K - .

Npl3 " - -

npl3A100 -
Hem15 SO—

Abbildung 27: Die Interaktionsmutante npl3A100 besitzt eine starke Stérung in der Bindung an
Rpl10-haltige 60S-Partikel. Die Western-Blotanalyse der Ko-Immunoprazipitation von Rpl10-GFP
belegt einen RNA-unabhangigen Kontakt mit dem Volllangen-Protein Npl3. Diese Interaktion ist
stark reduziert im Fall von npl3A100. Dagegen bleibt die Interaktion von Rpl10 mit Rpl35
unverdndert. Die Detektion von Hem15 dient als Kontrolle der Spezifitdt des Experiments. Den
Reaktionen wurde RNaseA zugegeben. (*= unspezifisches Signal)

In diesem Zusammenhang wurde auch die potentielle Interaktion zwischen Npl3 und
Funl2 analysiert. Es konnte jedoch mittels Ko-Immunoprazipitation kein Kontakt
zwischen Npl3 und Funl12 nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), obwohl die
genetischen Analysen stark fir die gegenseitige Unterstiitzung in ihren Funktionen

sprechen (Abbildung 26). Entweder assoziieren beide Proteine nicht zusammen in

demselben Komplex oder die Interaktion ist transient und deswegen nicht detektierbar.
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Um einen weiteren Einblick in die Natur der Interaktion von Npl3 und Rpl10 in der
Mutante rpl10(G161D) mit Monosomen-Defekten (Schulter-Profil) zu erhalten, wurde

eine vergleichende Ko-Immunoprazipitation zum Wildtyp unternommen (Abbildung 28).

L E
=y 2
> >
SRCH % <,
EE NN > = %
RNase - + - + - T
Rpl10/rpl10(G161D)-GFP - - e
Npl3 — - . —
Rpl35 — -
Hem15 iy o s

Abbildung 28: Das Mutantenprotein rpl10(G161D) und Npl3 bleiben auch nach der nicht-
permissiven Temperatur mit dem 60S-Partikel assoziiert. Die Western-Blotanalyse der Ko-
Immunoprazipitation von Rpl10- oder rpl10(G161D)-GFP demonstriert keinen Unterscheid in der
Interaktionsstarke zu Npl3 oder der 60S-Strukturkomponente Rpl35. Die Detektion von Hem15
diente als Negativkontrolle. (L= Lysat, E= Eluat)

Trotz des Anlegens der flr rp/10(G161D) restriktiven Temperatur von 37°C und der
folgenden Defekte in der Monosomenbildung (Abbildung 20) scheint weder das Protein
rpl10(G161D) durch eine moégliche Missfaltung vom 60S-Partikel zu dissoziieren, noch der
Kontakt von Npl3 an das rpll0-assoziierte 60S-Partikel gestort zu sein. Diese
Beobachtungen lassen schlufRfolgern, dalR die Defekte der Monosomenbildung in der
Mutante rp/10(G161D) nicht durch eine fehlende Assoziation von Npl3 an das Rpl10-
inkorporierte 60S-Partikel hervorgerufen wird, sondern womaglich tiber eine strukturelle
Veranderung des Proteins rpll0(G161D), was zu einer inkompatibleren
Oberflachenbeschaffung und zu einer verminderten Affinitdt zu 40S-Partikeln fiihren
kdnnte.

Die stark verminderte Interaktion zwischen npl3A100 und Rpl10, wirft die Frage auf, ob
auch andere Interaktionen zwischen Proteinen in np/3A4100-Zellen beeinflusst sind. Ob
beispielsweise die Assoziation von Funl2 (elF5B) in Translationsinitiations-Komplexe
ungestort ist. Dazu wurde GFP-Fun12 immunoprazipitiert und in der Verbindung zu dem
Faktor elF3 in Wildtyp- und np/34100-Zellen untersucht. Die Abbildung 29 zeigt eine Ko-

Immunoprazipitation von GFP-Fun12 und eine unverminderte Verbindung zu elF3a, elF3g
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und Rpl35 in np/3A100-Zellen im Vergleich zur Wildtypsituation. Es scheint also die
Inkorporation von Funl2 in Initiationskomplexe in der Mutante np/3A100 generell

moglich und unverandert zu sein.

L E
NPL3 npl3A100 NPL3 NPL3 npl3A100  NPL3
RNase - + - + +
GFP-Fun12 S . ae————
elF3a S -
elF3g | — - —_— —— —

Rpl35 -

Abbildung 29: Der Einbau von Fun12 (elF5B) in Initiationskomplexe scheint in np/3A100-Zellen
nicht gestort zu sein. Wildtyp- und np/34100-Zellen zeigen eine vergleichbare Interaktion von
Fun12-GFP (elF5B) mit den Initiationsfaktoren elF3a und elF3g, sowie mit dem 60S-Protein Rpl35.
Die Zellen wurden vor der Ernte bei 37°C fir 1 h inkubiert. Gezeigt ist eine Western-Blotanalyse
der Ko-Immunoprazipitation von GFP-Funl2. Die Detektion von Hem15 diente als
Negativkontrolle. (L= Lysat, E= Eluat)

Diese Resultate unterstiitzen das Modell, dal} eine effiziente Monosomenbildung (iber
eine funktionale Npl3-Rpl10-Interaktion am 60S-Partikel gewahrleistet wird. Zusatzlich
scheint der Kontakt von Npl3 mit Rpl10 von der Interaktion zwischen Npl3-Molekiilen

abhangig zu sein.

3.8 Eine Uberexpression der Interaktionsdomine im Kern stért die Npl3-

Npl3-Interaktion und die Monosomenbildung

Die Bildung von Monosomen wird durch Npl3-Npl3-Interaktion unterstitzt. Wenn die
Interaktion unterbunden wird, kommt es zu Defekten in der Verbindung von ribosomalen
Untereinheiten. Ausgehend von diesen Ergebnissen war es interessant zu untersuchen,
ob die Expression der Interaktionsdomdne fiir Npl3-Npl3-Verbindungen eine solche
stéren kann.

Dazu wurde der C-Terminus von Npl3 in Wildtyp-Zellen tiberexprimiert und die Zellen auf
unterschiedliche Phanotypen untersucht. Zuerst wurde die Starke der Npl3-Npl3-
Interaktion in vivo iber die Ko-Immunoprazipitation von myc-NplI3 und der Nachweis von

GFP-Npl3 analysiert.
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In Gegenwart der Expression von C-npl3 war eine deutlich geringere Interaktion zwischen
den beiden Npl3-Molekilen (Abbildung 30) nachweisbar, im Gegensatz zu Zellen mit
einem Leervektor (2u). Dies beweist eine kompetitive Wirkung des C-Terminus auf Npl3-
gebundene Komplexe. Ob die Storung sich direkt auf Npl3-Molekiile oder auf ganze

Komplexe auswirkt, kann durch die in vivo Ko-Immunoprazipitation nicht genau festgelegt

werden.
+2u +2u C-npl3 +2u
L E E L E E L E E
RNase - + - + - +
myc-Npl3 - - - _-— ——
GFP-NpI3 = = - - - -
Hem15 - - -

Abbildung 30: Die Interaktion von Npl3-Molekiilen wird durch Uberexpression der Npl3-
Interaktionsdomane gemindert. Mithilfe der Ko-Immunoprazipitation von myc-Npl3 aus Wildtyp-
Zellen wurde der Interaktionspartner GFP-Npl3 nachgewiesen. Gezeigt ist eine Western-Blot-
Analyse. Die Interaktion ist in Zellen, die den Uberexpressionsvektor mit dem C-Terminus (C-npl3)
tragen, stark reduziert. Die RNase-Zugabe ist im Bild gekennzeichnet. Hem15 wurde als
unspezifischer Interaktionspartner detektiert.

Da die C-Domaéne von Npl3 das Signal fiir den Kernimport tiber den Importrezeptor Mtr10
tragt (Senger et al., 1998), lokalisiert das Peptid im Kern (Abbildung 31A). Weil aber der
Prozess der Translation und somit auch die Funktion der Npl3-Npl3-Verbindungen in der
Monosomenbildung im Zytoplasma stattfindet, sollte das Peptid (C-npl3) im Zytoplasma
angereichert werden um dort eine Stérung zu verursachen. Dafir wurde N-terminal ein
Kernexportsignal (NES= nuclear export signal) fusioniert, was zu einer zytoplasmatischen
Verteilung von NES-C-npl3 fiihrte (Abbildung 31A). Die Uberexpression von NPL3 wirkt
toxisch auf Wildtypzellen. Interessanterweise wirkt sich auch die Uberexpression des C-
Terminus von Npl3 (C-npl3) negativ auf das Zellwachstum aus (Abbildung 31B), allerdings
starker als bei NPL3. Diese Verstarkung wird aber durch die Fusion des NES (NES-C-npl3)
wieder aufgehoben (Abbildung 31B). Zusatzlich zeigten auch nur Zellen mit
Uberexpression der kernlokalisierten C-Domine (ohne NES) einen Defekt in der
Monosomenbildung, reflektiert durch den Schulter-Phanotyp im Polysomenprofil

(Abbildung 31C). Wobei das Profil der Zellen mit NES-C-np/3-Vektor sich dem von Zellen
mit NPL3-Vektor dhnelt.
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Abbildung 31: Die Storung der Interaktion zwischen Npl3-Molekiilen im Kern fiihrt zur erhdhten
Toxizitat und zur reduzierten Bildung von Monosomen an mRNA. (A) Galaktose-induzierbare
GFP-Fusionen der NPL3-Kontrukte zeigen eine Kernlokalisation von Npl3 und C-npl3 im Wildtyp.
Der C-Terminus kann ins Zytoplasma lokalisiert werden, wenn zusétzlich ein NES (nuclear export
signal) fusioniert ist. Der MaRstab kennzeichnet 5 um. (B) Die Wachstumsanalyse von
Wildtypzellen auf Galaktose-haltigem Medium demonstriert eine erhohte Toxizitat bei
Uberexpression von C-npl3 im Vergleich zur NES-fusionierten Version NES-C-np/3 oder NPL3. Das
Wachstum auf Glukose dient als Kontrolle der aufgetropften Zellmenge. (C) Nur der
kernlokalisierte C-Terminus (C-npl3) kann in hoher Kopienzahl einen Schulter-Phdnotyp des
Polysomenprofils von Wildtypzellen hervorrufen. Das Volllingenprotein Npl3 oder der
zytoplasmatisch lokalisierte C-Terminus (NES-C-npl3) dagegen l6sen diesen Phanotyp nicht aus.
Schultern sind durch Pfeile verdeutlicht.
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Eine Storung der Monosomenbildung, reflektiert durch ein &hnliches Profil wie in
npl3A100, kann also nur von der kernlokalisierten C-Domane hervorgerufen werden und
scheint in einen groBeren Wachstumsnachteil flir die Zellen zu resultieren. Zusammen mit
der Aussage, daR eine Npl3-Npl3-Interaktion auch im Kern vorkommt ( Abbildung 11),
liegt es nahe, daR die Npl3-Npl3-Verbindung im Kern ausgebildet wird und auch nur dort

gestort werden kann.
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4 Diskussion

In vielzelligen Organismen ist eine Gruppe von Serine-Arginin-reichen Proteinen (SR-
Proteine) als Komponenten der Splicing-Maschinerie beschrieben worden. Uber ihre
Fahigkeit mRNA zu binden, wirken sie als Splicing-Regulatoren, besonders im alternativen
Splicing, und unterstitzen somit wichtige Prozesse in der Genexpression. In héheren
Eukaryoten scheinen SR-Proteine (Uber ihre nukledren Funktionen an das
Kernkompartiment gebunden zu sein. Drei Ausnahmen existieren jedoch: SRp20, 9G8 und
ASF/SF2, die als pendelnde mRNA-Transportfaktoren identifiziert wurden, (Busch and
Hertel, 2012; Wahl et al., 2009). Bemerkenswerterweise gibt es Anhaltspunkte, dal} die
pendelnden SR-Proteine neben dem mRNA-Export auch nachgeordnete Funktionen im
Zytoplasma Ubernehmen kénnen. So kann das Protein SFRS1 (ASF/SF2) die
Translationseffizienz bestimmter mRNAs erhohen und bildet somit einen Zusammenhang
zwischen mRNA-Export und Proteinbiosynthese (Michlewski et al., 2008).

Hefe besitzt im Gegensatz zu Metazoen nur einen geringen Anteil an Intron-haltigen
Genen und alternative Splicing-Ereignisse sind selten (Busch and Hertel, 2012).
Interessanterweise existieren in S. cerevisiae dennoch drei SR-dhnliche Proteine (Hrb1,
Gbp2 und Npl3), die zwischen Kern und Zytoplasma pendeln und mRNA transportieren
(Hacker and Krebber, 2004; Lee et al.,, 1996; Windgassen and Krebber, 2003). Das am
besten charakterisierte dieser Proteine ist Npl3 (Tutucci and Stutz, 2011). Frihere
Ergebnisse hatten bereits Hinweise geliefert, dall die Funktion von Npl3 neben dem
mMRNA-Export auch mit nachfolgenden Schritten verbunden ist. So bleibt Npl3, anders als
klassische nukleo-zytoplasmatische Exporter, Gber den mRNA-Transport hinaus mit aktiv

translatierten mRNAs assoziiert (Windgassen et al., 2004).

Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmals eine Funktion des SR-Proteins Npl3 in der
Translationsinitiation und schlagt Modelle vor wie Npl3 dabei unterstiitzend wirken kann.
Es wurde gezeigt, daR eine Npl3-Npl3-Interaktion in vivo ausgebildet werden und diese
Interaktion auch Zell-unabhéangig in vitro moglich ist (Abbildung 5, Abbildung 11). Dabei
lieR sich die minimale Npl3-Interaktionsdomane auf den Proteinbereich von Position 277-

364 ermitteln. Korrelierend mit dem Verlust der Npl3-Npl3-Interaktion ist in vivo die
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Verbindung ribosomaler Untereinheiten an der mRNA gestort und folgend tritt eine
geringere Translationsrate auf (Abbildung 16, Abbildung 19). Diese Storung in der
Mutante npl3A100 zeichnet sich durch ein verdndertes Polysomenprofil mit
Schulterbildung aus, gleichbedeutend mit einer verlangsamten Verbindung von 60S-
Untereinheiten mit den bereits mRNA-rekrutierten 40S-Partikeln (Abbildung 18). Da
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dazu beitrugen, neben der bereits bekannten
Funktion im mRNA-Transport, Npl3 als Prd-60S-Exportfaktor zu identifizieren (Hackmann
et al.,, 2011 und Abbildung 13), war ein zytoplasmatischer Mangel an 60S-Partikeln eine
potentielle Ursache fiir die verlangsamte Monosomenbildung. Doch in np/3A100-Zellen
konnten weder Exporteinschrankungen noch Defekte in der Bildung des 60S-Partikels
bestatigt werden (Abbildung 14, Abbildung 21). Auch ist die zytoplasmatische Reifung zur
Bildung translationskompetenter 60S-Partikel, besonders der Einbau von Rpl10,
funktionell (Abbildung 23). Die geringere Translationsrate von npl3A100-Zellen scheint
sich vielmehr durch die fehlende Rpl10-Npl3-Interaktion zu etablieren (Abbildung 27). Des
weiteren  konnten  genetische Interaktionen  zwischen NPL3 und dem
Translationsinitiationsfaktor FUN12 (elF5B) oder RPL10 die Funktion von Npl3 in der
Translationsinitiation stiitzen. Die genetische Interaktion von FUN12 und NPL3 ist von
spezifischer Natur. Demnach entsteht kein genereller Wachstumsnachteil fiir Zellen,
wenn eine Stérung der Translationsinitiation, wie in funi2A, mit Beeintrachtigungen in
MRNA- bzw. 60S-Export oder in der Prozessierung ribosomaler Untereinheiten kombiniert
vorliegt (Abbildung 24 und Doktorarbeit Thomas GroR3, AG Krebber). Dariiber hinaus
ermoglicht eine hohe Kopienzahl von NPL3 die gestérte Verbindung ribosomaler
Untereinheiten in der RPL10-Mutante rp/10(G161D) zu kompensieren, wahrend der 60S-
Exportfaktor NMD3 dies nicht vermag (Abbildung 25).

Weiterhin zeigen die Ergebnisse, dass die Methylierung von Npl3 durch die
Methyltransferase Hmtl keine essentielle Bedeutung fir die Translationsintiation
einnimmt. So zeigt HMT1 keine genetische Interaktion mit FUN12 oder LSG1 und hmt1A-
Zellen keine Sensitivitat auf den Translationsinhibitor Cycloheximid (Abbildung 24,
Abbildung 15).

AuRerdem zeigen die Resultate der vorliegenden Arbeit, daR die Uberexpression der C-
Domadne von Npl3 die Npl3-Npl3-Interaktion stort und folglich eine verlangsamte

Monosomenbildung, ahnlich wie in der Interaktionsmutante np/3A100, hervorruft
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(Abbildung 30, Abbildung 31). Dies beweist, dal} der C-Terminus in groBer Menge toxisch
wirkt und dieser Effekt wahrscheinlich aufgrund seiner kompetitiven Bindung an Npl3-
Molekile entsteht. Der Mangel an Npl3-Npl3-Interaktionen kann wiederum die
Monosomenbildung benachteiligen. Obwohl die Npl3-Npl3-Interaktion in beiden
Kompartimenten, Kern und Zytoplasma, erfolgen kann (Abbildung 11), findet die
Ausbildung dieser Npl3-Npl3-Verbindung wahrscheinlich vorwiegend im Kern statt. So
entsteht eine verlangsamte Monosomenbildung nur, wenn sich groe Mengen der C-
Domane im Kern anreichern und dort schlussfolgernd die Verbindung von Npl3-Npl3 {iber
eine kompetitive Bindung inhibieren kénnen (Abbildung 31).

Des weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit die Bindedomane in Npl3 fir den
Importrezeptor Mtrl0 auf einen bestimmten Bereich im C-Terminus (Position 283-390)
definiert werden (Abbildung 8). Da in Npl3 die Interaktionsdomane fir Npl3-Molekiile
stark mit der Bindedomane des Importrezeptors Mtrl0 Uberlappt (Abbildung 8), ist
anzunehmen, daB eine exklusive Bindung eines jeweiligen Partners zu einem Zeitpunkt
erfolgen kann.

In diesem Zusammenhang ist die Misslokalisation von npl3A100 im Zytoplasma zu
erwahnen (Abbildung 8). Obwohl das Protein nicht mehr pendeln kann, sind die nukleo-
zytoplasmatischen Transportfunktionen fir 60S-Partikel und mRNAs in npl3A100-Zellen
nicht sichtbar beeinflusst (Abbildung 12, Abbildung 14). Um dennoch zu testen ob die
Misslokalisation einen Einfluss auf np/3A100-Zellen hat, wurde der Import von npl3A100
in den Zellkern Uiber die Fusion eines Kernlokalisationssignals wiederhergestellt. Trotz des
funktionsfahigen Imports blieben NLS-np/3A100-Zellen wachstums-defizient (Abbildung 9)
und zeigten weiterhin eine Stérung in der Monosomenbildung (Diplomarbeit Frederik

Hinz, AG Krebber).

4.1 Wildtypisches Npl3 wirkt in vivo nicht translationsinhibierend,

sondern unterstiitzend fiir die globale Translation
Rajyaguru und Kollegen wiesen mit in vitro-Experimenten eine hemmende Wirkung von
wildtypischem Npl3 auf die Translationseffizienz eines Reporterkonstrukts nach
(Rajyaguru et al., 2012). Entgegen der Annahme der Autoren, dall Npl3 Uber die direkte
Bindung an elF4G generell die Translation (iber den Kappenkomplex inhibiert, konnte in
der vorliegenden Arbeit keine Protein-Protein-Interaktion zwischen Npl3 und elF4G in
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vivo nachgewiesen werden (Abbildung 17). Stattdessen scheint diese Verbindung lber
eine RNA-Struktur, womoglich Gber die mRNA zustande zu kommen. Auch ist der Effekt
der Deletion des C-Terminus von Npl3 nicht positiv, wie in Rajyaguru et al. 2012
beschrieben, sondern negativ fir die generelle Translationseffizienz in vivo (Abbildung
16). Zusatzlich beschrankten sich die Arbeiten von Rajyaguru und Kollegen auf die
Translation eines in vitro hergestellten Transkripts, wahrenddessen die vorliegende Arbeit
die gesamte Translation der Zelle untersuchte. Dementsprechend resultieren fir die Zelle
globale Proteinsynthesedefekte, wenn die C-Domane von Npl3, wie im Fall npl3A100,
beeintrachtigt ist (Abbildung 16). Dies spricht wiederum fiir eine unterstiitzende Funktion
von wildtypischem Npl3 in der Translation.

Widersprichlichkeiten zwischen in vivo und in vitro Befunden sind oft auf die
unterschiedlichen Reaktionsbedingungen zurlickzuflihren. So existieren intrazelluldre
Bedingungen oder Mechanismen, die Protein-Protein-Interaktionen und somit auch
Prozesse wie die Translation regulieren kdnnen, diese aber in artifiziellen Reaktionen oft
nicht ausreichend nachgestellt werden kénnen. Deshalb ist es durchaus von Bedeutung,
in vitro-Befunde mit in vivo-Resultaten zu erganzen und dies als Grundlage fiir ein Modell
eines zellularen Mechanismus zu nutzen (Hinnebusch and Lorsch, 2012).

Einen weiteren Diskussionspunkt bietet die Veroffentlichung Windgassen et al. 2004. Die
Autoren beobachteten, daR ein unnatirliches Importverhalten von Npl3 (npl3-27), im
Speziellen eine gestorte Bindung zum Importrezeptor Mtrl0, eine verlangerte Assoziation
von npl3-27 mit den translatierten mMRNPs hervorruft und dies mit einer Stérung der
Translation einhergeht. Weiterhin zeichneten sich np/3-27-Zellen durch eine Resistenz
gegenlber Translationsinhibitoren (Paromomycin, Cycloheximid) aus. Es wird vermutet,
daR dieser Phanotyp durch die verstarkte Anwesenheit des Proteins npl3-27 an der mRNA
hervorgerufen wird und elongierende Ribosomen behindert werden (Windgassen et al.,
2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde dem Protein npl3A100 eine fehlende Interaktion mit
dem Importrezeptor Mtr10 diagnostiziert (Abbildung 8), was einen ahnlichen Arrest an
translatierten mRNAs und folgende Inhibierungen hervorrufen kénnte. Jedoch wurden
mit der Mutante np/3A100 abweichende Beobachtungen gemacht; so ist das Protein
npl3A100 im Vergleich zu Npl3 nicht starker mit Polysomen assoziiert (Abbildung 10) und

npl3A100-Zellen sind nicht resistent, sondern hypersensitiv gegentiber Cycloheximid
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(Abbildung 15). Diese von npl3-27-abweichenden zelluldren Konsequenzen belegen die
Andersartigkeit der Mutation npl3A100, widerlegen eine Repression der Translation
durch eine GbermaRige mRNA-Assoziation und deuten eher auf eine positive Wirkung von
wildtypischem Npl3 auf die Proteinsynthese hin.

Zusammenfassend ist zu erwadhnen, dal eine gewisse Reprimierungsaktivitait von
wildtypischem NplI3 in der Translation nicht ausgeschlossen ist. Dennoch kann diese
Aktivitat keine globale Bedeutung in vivo besitzen (Abbildung 16), sondern kénnte eine
untergeordnete Rolle, bspw. bei Transkript-Untergruppen, einnehmen. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit untermauern jedoch eine allgemein unterstiitzende Funktion des

SR-Proteins Npl3 in der Biosynthese von Proteinen.

4.2 In welchem Zusammenhang steht die Npl3-Npl3-Interaktion mit der

Funktion in der Translation?

Fest steht, daR Npl3-Molekiile ohne die C-terminalen 100 Aminosaurereste nicht mehr
miteinander interagieren kénnen (Abbildung 7). Da die Verkirzung aber einen groflen
Eingriff in die Proteinstruktur von Npl3 darstellt, zog diese auch eine fehlende Bindung
von npl3A100 zu anderen Interaktionspartnern, wie Mtrl0 und Rpl10, nach sich
(Abbildung 27, Abbildung 8B). Anzumerken ist, dall durch die Deletion der 100
Aminosdurereste weitere, potentiell wichtige Bindungen an andere Strukturen gemindert
sein konnten. Dennoch liefert die vorliegende Arbeit einige Hinweise, welche einen
Zusammenhang zwischen der Bildung von Npl3-Npl3-Interaktionen mit der Translation
herstellt. Einerseits korreliert die zunehmende Verkiirzung des C-Terminus und damit der
Verlust der Npl3-Npl3-Interaktion (Abbildung 7) auffallend mit zunehmenden
Translationsdefekten in vivo (Abbildung 16). Andererseits 16st die Uberexpression der
Interaktionsdomane von Npl3 den gleichen Defekt in der Verbindung der ribosomalen
Untereinheiten aus, wie der Verlust der Npl3-Npl3-Interaktionsdomane (Abbildung 31C).
Zusitzlich wurde durch die Uberexpression der C-Doméne von Npl3 in Wildtypzellen eine
Storung der Npl3-Npl3-Verbindung nachgewiesen (Abbildung 30). Diese Ergenisse deuten
darauf hin, dal} die verminderte Npl3-Npl3-Interaktion einen negativen Einfluss auf die

Monosomenbildung auslost.
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4.3 Beeinflussen Modifizierungen von Npl3 im C-Terminus die Npl3-Npi3-

Interaktion oder die Translation?

Wie die Abbildung 2 darstellt, sind die meisten bekannten Modifizierungsstellen von Npl3
in seiner C-Domane zu finden, die dem verkiirzten Protein npl3A100 zum groRten Teil
fehlen. Methylierung und Phosphorylierung sind in einigen Arbeiten im Zusammenhang
mit dem Transportverhalten von Npl3 dargestellt worden (1.2.1). Allerdings wirken
Methylierungen auf Protein-Protein-Interaktionen allgemein eher inhibierend als
unterstltzend (Tutucci and Stutz, 2011). Ein Beweis dafir ist die verstarkte Interaktion
zwischen unmethylierten Npl3-Molekilen in methylierungsdefekten hmti1A-Zellen
(McBride et al., 2005; Yu et al.,, 2004). Demnach hat die Mutante npl3A100 durch die
fehlende Methylierung keinen Nachteil Protein-Protein-Bindungen einzugehen, vielmehr
ist der Interaktionsverlust zwischen npl3A100-Molekiilen auf die fehlende Npl3-
Interaktionsdomane zurilickzufiihren (Abbildung 6, Abbildung 7). Einen zusatzlichen
Hinweis darauf bietet die Abbildung 11, in dieser sind interagierende, unmethylierte
Npl3-Molekile in hmtlA-Zellen anhand eines GFP-Signals Uber Fluoreszenz-
Komplementation sichtbar. Das GFP-Signal ist dabei im Vergleich zu Wildtypzellen nicht
geschwadcht. Weiterhin entkraftet die vorliegende Arbeit einen negativen Einfluss von
unmethyliertem Npl3 auf die Translation, da der Translationsinhibitor Cycloheximid keine
wachstumshemmende Wirkung auf hmt1A-Zellen besitzt (Abbildung 15) und HMT1 keine
genetische Interaktion mit FUN12 oder LSG1 zeigt (Abbildung 24). Allerdings ist ein
leichter Wachstumsdefekt von hmt1A rpl10(G161D)-Zellen anzumerken (Abbildung 24).
Da Hmtl die hauptsachliche Arginin-Methyltransferase in Hefe darstellt, besitzt es viele
Methylierungssubstrate (Gary et al.,, 1996). Anscheinend entstehen dadurch
Beeintrachtigungen, die in Kombination mit Defekten der Mutation rp/10(G161D) ein
Wachstumsdefizit auslosen. Diese Stérungen sind aufgrund der fehlenden Sensitivitat auf
Cycloheximid, wahrscheinlich nicht auf die Translation zurtickzufihren (Abbildung 15).

Auch hat die Protein-Methylierung durch Hmtl keine essentielle Bedeutung fiir das
Zellwachstum, da hmt1A-Zellen keine Wachstumseinschrankungen zeigen (Abbildung 15).
Neben Methylierungsstellen sind auch Phosphorylierungstellen von Npl3 nachgewiesen
worden (1.2). Die einzige Phosphorylierungsstelle von Npl3, die bisher gut charakterisiert

wurde, liegt im duBersten C-Terminus an Position S411 (Gilbert et al., 2001). Durch diese
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C-terminale Position fehlt dieser Serinrest aber bereits in solchen Mutanten von Npl3, die
keine Interaktions- bzw. Translationsdefekte aufweisen (npl3A25 und npl3A50 in
Abbildung 7 und Abbildung 16). Also kann man auch hier einen essentiellen Einfluss der
Phosphorylierungsstelle auf die Npl3-Npl3-Interaktion sowie die zytoplasmatische
Funktion in der Translation verneinen.

DaB Modifizierungen von Npl3 jedoch einen gewissen Anteil an der Regulation seiner
zytoplasmatischen Funktion bzw. der Translation leisten kdnnen, kann nicht

ausgeschlossen werden.

4.4 Welche Funktion hat Npl3 in der Unterstiitzung der Translation?

Offensichtlich  unterliegen  npl3A100-Zellen  einer globalen  Reduktion der
Proteinneusynthese, da nicht nur wenige Proteine, sondern der gesamte Proteinhaushalt
betroffen ist (Abbildung 16). Schlussfolgernd muss in dieser NPL3-Mutante ein Prozess
defekt sein, der Auswirkungen auf eine grole Menge an translatierten mRNAs hat. Nach
dem bisherigen Kenntnisstand Uber die charakteristischen Funktionen von Npl3 kdnnten
auch Defekte im Transport von poly(A)'RNAs und 60S-Partikeln in das Zytoplasma diesen
Effekt erkldren (Abbildung 13 und Hackmann et al., 2011; Lee et al.,, 1996). Dennoch
konnte in der vorliegenden Arbeit keine Storung des Exports beider Transportcargos
beobachtet werden (Abbildung 12, Abbildung 14). Demnach weist der Schulter-Phanotyp
des Polysomenprofils von np/3A100-Zellen auf eine Stérung in der Verbindung des 60S-
Partikels mit der an die mRNA rekrutierten 40S-Untereinheit und somit auf eine
beeinflusste Translationsinitiation hin (Abbildung 18). Die Initiation gilt als einer der best-
reguliertesten Prozesse in der Translation, dabei steht in vielen Regulationsmechanismen
die Rekrutierung des 43-S-PICs an die mRNA, also friihe Initiationsschritte, im Mittelpunkt
(Jackson et al., 2010). Jedoch weist der Schulter-Phdnotyp eines Polysomenprofils, wie in
npl3A100-Zellen, auf Defekte nach der Rekrutierung der 40S-Untereinheit an die mRNA
hin. DaR die Rekrutierung von 40S-Partikeln funktional ist, unterstiitzt ebenso die
unverminderte Bildung von Initiationskomplexen durch die intakte Interaktion zwischen
Fun12 (elF5B) und elF3-Komponenten (Abbildung 29). Da Funl2 erst spat an den
Initiationskomplex nach der 40S-Anlagerung assoziiert (Hinnebusch and Lorsch, 2012),
zeigen die Ergebnisse, daR eine grundlegende Assemblierung von Assoziations-

kompetenten 43S-Partikeln in np/3A100-Zellen gewadhrleistet ist. Demnach kdme eine
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Funktion von Npl3 in nachgeschalteten Prozessen der Initiation, wie Scanning, AUG-
Erkennung oder die Verbindung ribosomaler Untereinheiten zum Monosom, in Betracht.
Die vorliegende Arbeit liefert Hinweise auf eine Verbindung der Funktion von Npl3 und
Funl12. Die Abschwdchung der Schulterbildung im Polysomenprofil von np/3A4100-Zellen
durch die Uberexpression von FUN12 (Abbildung 26A) unterstiitzt genauso die Deutung
einer Funktionsdhnlichkeit von Npl3 und Fun12, wie die spezifische Wachstumsférderung
von funl2A-Zellen durch die erhéhte Expression von NPL3 (Doktorarbeit Thomas GroR,
AG Krebber). Fir diese Annahme wurden im Rahmen dieser Arbeit potentielle
Interaktionen zwischen Npl3 und Funl2, sowie mit Initiationsfaktoren verschiedener
Initiations-Phasen untersucht. Jedoch konnte keine bestdndige Interaktion zwischen Npl3
und Komponenten der Initiationskomplexe mittels Ko-Immunoprazipitationen
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Moglicherweise ist die Assoziation von Npl3
mit Initiationsfaktoren nur transient und deswegen schwer zu detektieren. Die
Stabilisierung potentieller Komplexe Uber fixierenden Agenzien kénnte mehr Aufschluss

dariber bringen, in welchem Umfang Npl3 mit Initiationskomplexen interagiert.

4.4.1 Der Zusammenhang zwischen Npl3 und dem ribosomalen Protein Rpl10 in
der Monosomenformation
Da Npl3 mit dem Pra-60S-Partikel wahrend des nukleo-zytoplasmatischen Transports
assoziiert (Hackmann et al., 2011), war es von Bedeutung den Verlauf dieser Assoziation
zu untersuchen. Interessanterweise konnte in der vorliegenden Arbeit eine starke
Interaktion von Npl3 mit dem ribosomalen Protein Rpl10 nachgewiesen werden und diese
ist unabhangig von einzelstrangiger RNA (Abbildung 27A). Die stabile Inkorporation von
Rpl10 ist der letzte Schritt in der zytoplasmatischen Reifung des Pr&-60S-Partikels und
vermittelt dessen volle Translationskompetenz (Abbildung 1 und Lo et al., 2010). Dabei
assoziiert Rpl10 in der Ndhe von Nmd3 mit dem Partikel und stimuliert mit der GTPase
Lsgl die Entlassung von Nmd3. Folglich entspannt sich die Oberflache des 60S-Partikels
und Rpl10 wird wahrscheinlich dadurch in die Endposition gebracht (Sengupta et al.,
2010). Da es sehr zweifelhaft ist, daf Npl3 nach dem nukleo-zytoplasmatischen Transport
erst vom Pra-60S-Partikel dissoziiert, um nach dem letzten Reifeschritt wieder zu
assoziieren, deutet die Interaktion zwischen Npl3 und Rpl10 stark darauf hin, dall Npl3

Uber den Transport hinaus auch wahrend der gesamten, zytoplasmatischen Umgestaltung

97



Diskussion

an dem 60S-Partikel gebunden bleibt. Die Ergebnisse zeigen demnach eine Verbindung
von Npl3 mit dem translationskompetenten 60S-Partikel und weisen darauf hin, daR Npl3
dadurch das Potential besitzt in den Prozess der Translationsinitiation einzugehen.

Um mehr Aufschluss tber den Zusammenhang zwischen NplI3 und Rpl10 zu erhalten,
wurde fir weitere Analysen eine RPL10-Mutante (rp/10(G161D)) genutzt. Diese zeichnet
sich durch eine Stérung in der Bildung des Monosoms in der Translationsinitiation,
sichtbar anhand des Schulter-Polysomenprofils, und zusatzlich einer Akkumulation von
Pra-60S-Partikeln im Zellkern aus (Abbildung 20, Abbildung 25B und (Hedges et al.,
2005)). Die Beeintrachtigung des Pra-60S-Exports entsteht allerdings durch sekundare
Effekte, sehr wahrscheinlich durch das ineffektive Recycling von Nmd3 und dem
verringerten Reimport in den Zellkern. Dort kann offenbar der Mangel an nukledrem
Nmd3 den Pra-60S-Transport nicht mehr ausreichend gewahrleisten (Hedges et al., 2005).
Im Gegensatz zu NMD3, kann jedoch die Uberexpression von NPL3 in der Mutante
rpl10(G161D) die Schulterbildung des Polysomenprofils mildern (Abbildung 25A) und den
Zellen einen Wachstumsvorteil verschaffen (Doktorarbeit Thomas GroR, AG Krebber).
Gleichzeitig fiihrt die Uberexpression von NPL3 dennoch nicht zu einer Kompensation der
Pra-60S-Exportdefekte in rpl10(G161D)-Zellen (Abbildung 25B). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen demnach verschiedenartige Wirkungen von NPL3 auf die
RPL10-Mutante; so werden die Defekte in der Monosomenformierung geschmalert, die
nicht aus einem verstarkten Pra-60S-Export hervorgehen, sondern eher aus einer
zytoplasmatischen Funktion resultieren.

Anzumerken ist, daB das Protein rpl10(G161D) in gleichen Mengen wie Wildtyp-Rpl10 in
60S-Partikel eingebaut wird und auch nach der Temperaturveranderung mit dem Partikel
assoziiert bleibt (Abbildung 28). Die Defekte in der Monosomenformation werden also
nicht durch die Dissoziation von rpl10(G161D) vom 60S-Partikel oder durch den Abbau
des mutierten Proteins ausgelost, sondern wahrscheinlich durch eine strukturelle
Veranderung des Proteins, was womoglich die Oberflache des Partikels verdandert und
dadurch die Translationskompetenz verringert. Interessanterweise ist Npl3 auch nach der
nichtpermissiven Temperatur am 60S-Partikel assoziiert und dessen Bindung wird nicht
durch die strukturelle Veranderung von rpl10(G161D) gestort (Abbildung 28). Demzufolge
konnte eine erhdohte Menge des Proteins Npl3 eine supprimierende Funktion aktiv am

60S-Partikel in rp/10(G161D)-Zellen (ibernehmen.
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Erstaunlicherweise ist das Protein npl3A100, im Gegensatz zu Wildtyp-Npl3, nicht
befdhigt eine Bindung zu Rpl10 oder Rpl10-enthaltenen Partikeln herzustellen (Abbildung
27A). Dies legt nahe, dal® die Defekte von np/3A100-Zellen in der Verbindung ribosomaler
Untereinheiten in der fehlenden Bindung begriindet liegen und folglich Stérungen in der
Proteinbiosynthese ausgelost werden. Die dargelegte Verbindung zwischen NPL3 und
RPL10 unterstiitzt demzufolge die Annahme, dall Npl3 in der Verbindung ribosomaler
Untereinheiten in der Translationsinitiation fungiert. Zusatzliche Beobachtungen wie die
gegenseitige, positive Beeinflussung zwischen NPL3 und FUNI12, wobei NPL3
wachstumsférdernd auf die Mutante fun12A bzw. FUN12 férdernd auf npl3A4100-Zellen
wirkt (Abbildung 26 und Doktorarbeit Thomas GroB, AG Krebber), deuten auf eine
Funktion von Npl3 in dem letzten Schritt der Translationsinitiation hin. Da Npl3 jedoch
nicht im Komplex mit Initiationsfaktoren nachgewiesen werden konnte (Daten nicht
gezeigt), ist es unwahrscheinlich, daR Npl3 einen kanonischen Faktor in der
Translationsinitiation darstellt. Womoglich fungiert Npl3 aber als Hilfs-Faktor, der an der
Bildung des Monosoms an der Schnittstelle der ribosomalen Vereinigung beteiligt ist,
vielleicht durch stabilisierende Wirkungen auf das Ribosom selbst oder auf Faktoren die

daran mitwirken.

4.4.1.1 Npl3in der zytoplasmatischen Reifung des 60S-Partikels

Eine weitere Interpretation fir die Funktion von Npl3 in der Verbindung ribosomaler
Untereinheiten ware, dall Npl3 unterstitzend in der zytoplasmatischen Reifung von Pra-
60S-Partikeln eine Rolle spielt und dadurch eine erhdéhte Translationskompetenz erzeugt.
Das Pra-60S-Partikel durchlduft, um eine Verbindung mit dem 40S-Partikel herstellen zu
kbnnen um in die Translation einzugehen, eine geordnete Abfolge von
Umgestaltungsprozessen im Zytoplasma (Panse, 2011). Fast alle Faktoren, die in diesem
Prozess vom Partikel im Zytoplasma abgelost werden (Nmd3, RIp24, Tif6, Nogl, Arx1,
Albl, Mrt4), wurden bereits auf das nukledre Pra-60S-Partikel rekrutiert und begleiten
oder unterstlitzen den nukleo-zytoplasmatischen Transport (Panse and Johnson, 2010
und Tabelle 7). Jedes dieser Proteine bildet ein Target fir einen speziellen Reifefaktor, das
dessen Aktivitat stimuliert oder als Basis fiir die Bindung an das Partikel fungiert. Der
Reifefaktor katalysiert nach der Bindung an die 60S-Untereinheit die Entlassung des

jeweiligen Targetproteins. Die entlassenen, nicht-ribosomalen Proteine kehren in den
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Zellkern zurick, gehen dort wieder in den néachsten Transport-Zyklus ein und
unterstltzen erneut den Pra-60S-Export.

Npl3 konnte eine solche zellkernrekrutierte Komponente darstellen, die auch
stimulierend auf die Umgestaltung des 60S-Partikels wirkt. Nun gehen jedoch Defekte in
der zytoplasmatischen Entlassung der nicht-ribosomalen Komponenten und dem dadurch
entstehenden Mangel im Zellkern oft mit einer Beeintrdchtigung im Pra-60S-Export und
einem Abbau von 60S-Partikeln einher (Tabelle 7 und (Karbstein, 2013; Strunk and
Karbstein, 2009)). Diese sekundaren Erscheinungen addieren sich mit den primaren
Defekten in der zytoplasmatischen Reifung. Beide Stérungen tragen jeweils zu einer
ineffizienten Bildung von Monosomen in der Translation bei (bspw. detaillierte Studie
Uber Nmd3-Entlassung (Hedges et al., 2005)). Die Tabelle 7 listet die bislang bekannten,
nicht-ribosomalen Proteine auf, die im Zellkern auf das Pra-60S-Partikel geladen werden
und nach dem Transport im Zytoplasma vorliegen. Mutanten dieser Faktoren weisen alle
eine Beeintrachtigung der Monosomenbildung in Form eines Polysomenprofils mit
Schulter-Bildung auf. Des weiteren zeichnen sie sich durch einen kombinierten Phanotyp

aus einem Defekt im Pra-60S-Export, sowie einer reduzierten Menge an 60S-Partikeln aus.

Tabelle 7: Zellkern-rekrutierte, nicht-ribosomale Faktoren der zytoplasmatischen
Pra-60S-Untereinheit

Faktor Phdnotyp Mutante Referenz
Schulter- 60S-Menge | Pra-60S
Polysomenprofil | reduziert misslokalisiert
NOG1 Ja Ja Ja (Harnpicharnchai et al., 2001;
Saveanu et al., 2003)
RLP24 Ja Ja - (Harnpicharnchai et al., 2001)
MRT4 Ja Nein/Ja Ja (Harnpicharnchai et al., 2001;
Kemmler et al., 2009)
ARX1/ Ja Ja Ja (Hung and Johnson, 2006; Hung
ALB1 et al., 2008; Lebreton et al., 2006)
TIF6 Ja Ja Ja (Basu et al., 2001; Senger et al.,
2001; Si and Maitra, 1999)
NMD3 Ja Ja Ja Abbildung 20 und (Gadal et al.,
2001)

Nein/Ja, unterschiedliche Beobachtungen in den Referenzen

Eine dhnliche Charakterisierung mit einer Kombination von Stérungen zeigen Mutanten
der zytoplasmatischen Reifefaktoren der Pra-60S-Untereinheit (Tabelle 8). Das ist

nachzuvollziehen, da die Reifefaktoren fiir die Ablésung der zellkern-rekrutierten, nicht-
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ribosomalen Proteine verantwortlich sind, und Stoérungen im Recycling einen dhnlichen
Phanotyp ausldsen.

Der Phanotyp der Mutante np/3A100 differiert jedoch entscheidend von den Phidnotypen
der Faktoren aus Tabelle 7 und Tabelle 8. So ist der nukleo-zytoplasmatische Transport
von Pra-60S-Partikeln in npl3A100-Zellen intakt (Abbildung 14) und es konnte keine
reduzierte Menge an 60S-Partikeln nachgewiesen werden (Abbildung 21), obwohl eine
nukledre Depletion von npl3A100 existiert (Abbildung 8). Dies ldsst erstens darauf
schlieBen, dal} diese Zellen den Pra-60S-Export Uber alternative Wege gewahrleisten
konnen. Zweitens ldsst sich daraus ableiten, dal? NpI3 wahrscheinlich nicht hauptsachlich
in die zytoplasmatische Ablosung eines zellkern-rekrutierten Faktors involviert ist, da kein
akkumulierender Effekt in np/3A100-Zellen in 60S-Export-Stérungen bzw. 60S-Abbau

resultiert.

Tabelle 8: Einige, nicht-ribosomale, zytoplasmatische Reifefaktoren des Pra-60S-

Partikels
Faktor Aktivitat Target Phdnotyp Mutante Quelle
Schulter | 60S-Menge | Pra-60S
-Profil reduziert misslokalisiert
DRG1 AAA-ATPase | Rlp24 Ja Ja Nein (Kappel et al.,
(Nog1) 2012; Pertschy et
al., 2007)
YVH1 Phospha- Mrt4 Ja Nein Ja (Kemmler et al.,
tase 2009)
REI1 Zn**-Finger- | Arx1/ Ja Ja Nein/Ja (Hung and
protein Albl Johnson, 2006;
Lebreton et al.,
2006)
EFL1 GTPase Tif6 Ja Ja Nein (Bécam et al.,
2001)
SDO1 - Tif6 n.s. Ja Ja (Menne et al.,
2007)
LSG1 GTPase Nmd3 Ja Ja Ja (Hedges et al.,
2005)

Nein/Ja, unterschiedliche Beobachtungen in den Referenzen

n. s., nicht sichtbar

Dennoch lenken einige Ergebnisse zu einer eventuellen Funktion von Npl3 in dem letzten
Reifeschritt, dem Rpl10-Einbau in das 60S-Partikel. Weil die zytoplasmatische Reifung des
60S-Partikels einer Schritt-Abfolge unterliegt und nicht-ribosomale Faktoren nach dem

Umgestaltungsschritt das Partikel verlassen, sind Faktoren friiher Schritte nicht mit
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Faktoren spéater Prozesse auf einem Partikel zu finden (Lo et al., 2010). Das Protein Npl3
jedoch koprazipititert mit dem ausgereiften, Rpl10-haltigen 60S-Partikel, demnach ware
eine Funktion von Npl3 in einem spaten oder letzten Reifeprozess denkbar (Abbildung
27A). Zusatzlich deuten die genetische Interaktion zwischen NPL3 und RPL10 und die
spezifische, fordernde Wirkung von (iberexprimiertem NPL3 in rpl10(G161D)-Zellen
(Abbildung 25A) daraufhin, daf NplI3 in den Schritt des Rpl10-Einbaus involviert ist. In
rpl10(G161D)-Zellen ist das Recycling von Nmd3 gestort (Hedges et al., 2005), obwohl
rpl10(G161D) an das 60S-Partikel binden kann (Abbildung 28). Womodglich wird
rpl10(G161D) nicht effektiv im 60S-Partikel platziert oder die Stimulation von Lsgl ist
verringert, resultierend in einer verminderten Ablosung von Nmd3. Obwohl eine erhdhte
Expression von NMD3 in rpl10(G161D)-Zellen wachstumsfordernd und Schulterbildung-
reduzierend wirken soll (Hedges et al., 2005), konnte dies in dem Suppressionsversuch
der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Bei gleichen Expressionsvoraussetzungen
Uber einen 2u-Vektor ist nicht NMD3, sondern NPL3 unterstiitzend in der Reduktion der
Schulter-Ausbildung des Polysomenprofils von rpl10(G161D)-Zellen (Abbildung 25A).
Zusatzlich hatte tberexprimiertes NMD3 auch keine positive Wirkung auf das Wachstum
oder das Polysomenprofil von np/3A100-Zellen (Abbildung 22). Diese Beobachtungen
belegen eine Unterschiedlichkeit in der Wirkung und somit eine differente Funktion von
Npl3 und Nmd3. AuBerdem zeigen die Ergebnisse, dall Npl3 einen anderen
Suppressionseffekt auf die Mutante rp/10(G161D) hat, als die bloBe Unterstiitzung im
Nmd3-Recycling.

Wenn der letzte zytoplasmatische Reifeschritt (Bindung von Rpl10) in np/3A100-Zellen
gestort ware, misste es moglich sein, eine geringere Einbaurate von Rpl10 in das Pra-60S-
Partikel zu detektieren. Aber interessanterweise ist die Bindung von Rpl10 im Vergleich
zum Wildtyp ungestort (Abbildung 23). Dieses Ergebnis spricht allerdings gegen die
Funktion von Npl3 in dem Reifeschritt des Rpl10-Einbaus und weist weiter auf eine
intakte Produktion von translationskompetenten 60S-Partikeln in der Mutante np/3A100
hin. Jedoch wiére es sinnvoll bekannte Mutanten der zytoplasmatischen Reifung, bspw.
von LSG1, auf die Inkorporation von Rpl10 hin zu untersuchen, ob tatsachlich Defekte
anhand einer Ko-Immunoprazipitation zu erkennen sind. Folgend sollte geklart werden,
ob eine Storung jedes beliebigen Reifeschritts aus der geordneten Abfolge in einer

geringeren Rpl10-60S-Bindung resultieren muss. Zusatzlich konnen  weitere
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Suppressionsversuche mit (berexprimiertem NPL3 in Reifefaktor-Mutanten die
Moglichkeit bieten, einen Einblick in die potentielle Funktion von NplI3 in anderen
zytoplasmatischen Reifeschritten zu erhalten.

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit zeigen, dal’ eine essentielle Funktion
von Npl3 in der ribosomalen Vereinigung existiert, die nicht durch die nukleo-
zytoplasmatischen Transporte bedingt wird, sondern im Zytoplasma vorherrscht. Da Npl3
mit translationskompetenten 60S-Partikeln nach der zytoplasmatischen Reifung
interagiert, hat es Potential aktiv in die Translation einzugehen. Einige Belege sprechen
flir eine Rolle von NplI3 im spaten Schritt der Translationsinitiation nach der AUG-
Erkennung und wahrend der Bildung des Monosoms mit Funl12 und Rpl10. Weitere
Ergebnisse lassen zusatzlich die Interpretation einer unterstiitzenden Funktion von Npl3
in der Bildung translationskompetenter 60S-Partikel zu. So ware es vorstellbar, daf’ Npl3
in dem letzten Reifeschritt, der Positionierung von Rpl10 positiv wirkt. Denn nicht jeder
Reifefaktor besitzt eine enzymatische Aktivitdt. Beispielsweise wirkt Sdol stimulierend
auf die Entlassung von Tif6, wahrend das eigentliche Enzym die GTPase Efl1 ist (Panse and
Johnson, 2010). Demnach kdnnte Npl3 als wichtige Pra-60S-Komponente ribosomale oder
nicht-ribosomale Proteine stimulieren oder stabilisieren und dadurch zur Etablierung

einer reifen, translationsfahigen Oberflache des 60S-Partikels beitragen.

4.4.2 Die Monosomenformation fiir die Translation wird durch Npl3 unterstitzt
Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dal} Npl3 fordernd fiir die 80S-Bildung in
der Translation ist. Sie liefert verschiedene Hinweise fiir eine Funktion von Npl3 an der
Schnittstelle der ribosomalen Verbindung. Dennoch ist auch eine Funktion von Npl3 in der
zytoplasmatischen Reifung des 60S-Partikels moglich.

So kann ein Modell vorgeschlagen werden, in dem Npl3 Uber die nukledren
Transportcargos in die Translation eingeht (Abbildung 32). Demnach kann Npl3 bereits
frih in der Ribosomenbiogenese die 35S rRNA, Bestandteil des 90S-Partikels,
kontaktieren und unterstiitzt den Transport des Pra-60S-Partikels aus dem Zellkern,
womoglich durch den direkten Kontakt mit dem NPC (Hackmann et al.,, 2011). Des
weiteren ist Npl3 Teil des mRNPs und fungiert auch hier als Exportfaktor fiir den
Transport in das Zytoplasma (Lee et al., 1996). Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, daR

Npl3-Molekiile miteinander interagieren kdnnen (Abbildung 5, Abbildung 6, Abbildung
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11). Darliber hinaus kann diese Interaktion im Zellkern und Zytoplasma vorliegen
(Abbildung 11). Aufgrund dessen werden Npl3-Molekile im Modell bereits im Kern fiir
den nukleo-zytoplasmatischen Transport interagierend als mogliche Homodimere
dargestellt. NplI3 kann mit Rpl10-haltigen 60S-Partikeln ko-prazipitiert werden (Abbildung
27) und bleibt demzufolge auch nach dem Pra-60S-Export wahrend der gesamten
zytoplasmatischen Reifeschritte am Partikel assoziiert. Unter anderem fdérdern die
genetischen Analysen zwischen NPL3 und RPL10 (Abbildung 24, Abbildung 25) die
Interpretation, daB Npl3 in die Effizienz der 60S-Reifung des letzten Schrittes, der Rpl10-
Inkorporation involviert ist. Nach der Entstehung des translationskompetenten 60S-
Partikels wéare eine Dissoziation von Npl3 bereits moglich. Die Npl3-Ablésung von
Komplexen Uber den Zellkernimporter Mtrl0 wurde bereits im Kontext des mRNA-
Transports beschrieben (Senger et al., 2001; Windgassen et al., 2004). Fir die Npl3-
Entlassung von ribosomalen Strukturen kénnte demnach ebenso Mtrl0 verantwortlich
sein. Da die Npl3-Npl3-Interaktionsdomane stark mit der Bindedoméne fir Mtrl0
Uberlappt (Abbildung 8), bindet Mtrl0 womdglich an den C-Terminus von Npl3
kompetitiv und wiirde die Npl3-Npl3-Interaktion storen bzw. auflésen. Ebenfalls kdnnte
ein ahnlicher Ablosungsmechanismus von mRNA fiir Npl3 existieren. Trotzdem ist eine
gleichzeitige Dissoziation von Npl3 von beiden Transportcargos sehr unwahrscheinlich, da
Npl3-Molekiile zu einem betrichtlichen MaRR mit aktiv-translatierten mMRNAs
koprazipitieren (Abbildung 10 und (Windgassen et al., 2004)).

Nach dem Transport der mRNA ins Zytoplasma kann das Npl3-gebundene Transkript in
die Translation eingehen. Die mRNA-assoziierten Initiationsfaktoren rekrutieren das 40S-
Partikel und unterstiitzen das Scanning bis das Startcodon erkannt ist. Nach folgender
Dissoziation einiger Initiationsfaktoren assoziieren Funl2 (elF5B) und die 60S-
Untereinheit an den 48S-Komplex. Womoglich wirkt Npl3 auch in diesem Prozess
unterstitzend, da Ergebnisse, wie die genetische Interaktion und Suppression zwischen

FUN12 und NPL3, diese Schlussfolgerung stiitzen (Abbildung 24, Abbildung 26).
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Abbildung 32: Modell fiir die Unterstiitzung von NpI3 in der Monosomenbildung fiir die
Translationsinitiation. Npl3-Molekiile kdénnen im Kern und im Zytoplasma miteinander
interagieren und sind hier als Homodimere dargestellt. NpI3 kann bereits mit dem 90S-Partikel
assoziieren. Nach der nukledren Reifung des Pra-60S-Partikels transportiert Npl3 das Partikel als
Exportfaktor in das Zytoplasma. Dort bleibt Npl3 wahrend der zytoplasmatischen Reifung des 60S-
Partikels bis zum Einbau von Rpl10 assoziiert und unterstiitzt womaoglich wichtige Reifeschritte. Es
existiert die Moglichkeit der Npl3-Dissoziation und die Auflésung der Homodimere durch Mtr10
bereits nach der Reifung. Da Npl3 auch als Exportfaktor mRNAs in das Zytoplasma transportiert,
kann das Npl3-assoziierte Transkript von der Translationsmaschinerie mit dem 40S-Partikel
beladen werden. Nach der Erkennung des Startcodons entsteht der 48S-Komplex. Nach der
Dissoziation einiger Initiationsfaktoren kann das 60S-Partikel und Fun12 (elF5B) an die mRNA
assoziieren und die Bildung eines Monosoms ausldsen. Dies wird moéglicherweise auch durch Npl3
unterstitzt. Eine eventuelle Mehrfachbindung zwischen Npl3-Proteinen ist hierbei denkbar. Nach
der Katalyse durch Fun12 wird das Monosom translationskompetent und geht in die Elongation
Uber. Im Laufe der Translation wird Npl3 vom Importrezeptor Mtr10 gebunden. Dabei I16st Mtr10
potentiell die Npl3-Npl3-Verbindung auf und I6st Npl3-Proteine von ihren Transportcargos, um sie
in den Zellkern zu bringen.
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Gegebenenfalls ware eine interagierende Wirkung von Npl3-Molekilen, die am 60S-
Partikel und an mRNA gebunden sind, hilfreich fir die Zusammenfiihrung beider
Komplexe.

In der spdten Translationsinitiation katalysiert Funl2 die finale Bildung des
elongationskompetenten Monosoms. Die Stdrke der Dissoziation von Npl3 von aktiv-
translatierten mRNA-Komplexen wird mithilfe von Mtrl10 gesteuert (Windgassen et al.,
2004). Der Zeitpunkt der Dissoziation ist dabei unbekannt. Vorstellbar ist, da Npl3-
Molekile und somit die mogliche Spaltung von Npl3-Npl3-Verbindungen nicht nur nach
der Beendigung der Initiation sondern in spateren Schritten der Translation, womaoglich
auch nach einigen Translationszyklen, durch Mtr10 von den Transportcargos abgelost
wird. Uber den Mtr10-Import in den Zellkern steht Npl3 wieder neuen Transportzyklen

und neuen Npl3-Npl3-Interaktionen zur Verfigung.
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