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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Ribosomenbiogenese ist ein hochkomplexer und fundamentaler Prozess in allen lebenden
Zellen. In Eukaryoten ist die Bildung der beiden ribosomalen Untes#gen unter anderem von

ca. 80 Assembilierungsfaktorerabhangig. Darunter bilden vier von ihnen in der grof3en
ribosomalen Untereinheit daNsaXRrplcRpficMakl6;Modul im pra 60&Partikel.

DasHauptnteresse meiner Doktorarbeit lag dabei auf der Charakterisierung descBisianwefet
Proteins Makl16aus Saccharomyces wmvisiae Mittels Koexpression von Mak1l6 mit seinem
gekurztenInteraktionspartner Rpfl konnte ein stabiler Proteinkomplex isoliert werden. Diese
Komplexbildung wurde durch GréRenausschlusschromatogragmalysiert Anschlie3end
konnte in vitro mittels biochemischenMethoden, durch UV/Vis, E®; und Modlbauer
Spektoskopie, de Anwesenheit eineg4Fe;4SEClusters imMak16Rpfl¢cKomplex gezeigt

werden.

Die funktionelle Analyse der Cysteinreste von Mak16 wuridt Plasmidkodierten Einzet und
Doppelmutantenin vivo mittels Tupfeltest durbgefihrt, bei denen die Cysteinresien NG
Terminus von Mak16 in Alanine mutiert wurden. Nach@epletion des endogenen Mak&ren

die C284 und die C43AMutanten nicht in der Lage,die Lebensfahigkeit der Zellepu
gewahrleisten und wurde deswegels essenell identifiziert Die C38AMutante rettete den
Wachstumsdefekt nur teilweise, wahrend die Mutante C15A das Wiitigzhstum fast
komplett wiederherstellen konnte. DiaVirkung der Doppelmutation C15A/C38A auf das
Zellwachstum fUhrte unter nichpermissiven Bedingungen zu einem verstarktem
Wachstumsdefekt im Vergleich z@38&Mutante. Durch die Isolierung und Aufreinigung der
Mak16 CysteigMutantencKomplexe mit gekirztem Rpfin vitro konnten diese ebenfalls
spektroskopisch charakterisiert und als Liganden identifiziert werden. Zusammenfassend sind die
vier Cysteinreste: 15, C28, C38 und C43 entscheidend fir die ESemvefetCluster
Koordination in Mak16, wahrend die beiden nicht konservierten Cysteinreste C55 und C108 nicht

Teil der Metallbindung sind.

Um die Rolle des EiseBchwefeiClusters in der Ribosomenbiogenesd molekularer Ebene zu
untersuchen wurdenmehrerein vivoAnalysen durchgefiihrt. Dabei wurde die Auswirkung von
depletiertenCIA;Maschinenproteinen in Verbdung mit einer eingeschranktdfiserSchwefet
ClustecKoordination in einer MakkMutante (C38Apuf den Phénotyp und dabei das Konzept
der synthetischen Letalitdt untencht. Fir diese Studien wurdealgktoseregulierbare Stamme

entwickelt, de sowohl den Promoto von MAK16 als auch die Promotoren der CIA

\Y,



Zusammenfassung

Maschinenproteine unter die Kontrolle v .¢Promotoren stellten. Die Ergebnisse zeigten, dass
es eine funktionelle Koetation zwischen den getestete@lA\Maschinenproteinen und Mak16
gibt und dass der Phanotyp der MakMutante eng mit dem fehlerhaften Einbau vom Eigen
SchwefetCluster verbunderst. Die Herunterregulierung deinzelnerCIA;Faktoren flhrte dabei
zum Zelltod der Makl@Mutante.

Interaktionsstudien in  vivo mit Eisexq¢SchwefetClustegKoordination beeintréchtigten
Mak16; Mutanten und Rpflzeigten im Vergleich zu WildtygMak16 und Rgf mitels
Immunprazipitation dass ApgMak16 mit Rpfl keine Bindung eingehen kann, wohingegen der
Wildtyp mit Rpfl interagiert Diese Ergebnisse zeigten, dass Amevesenheit eineEieng
SchwefetClusterdn Mak16sehr wahrscheinlicessenzielfir die Stabilitat von Mak16 selbst und

indirekt fur die Bindung mit Rpf1 ist.

Anhand von Red@Stresstestsn vivomit Hefezellen, wurde die Auswirkung von Paraqua@:H

DTT und Vitamin Kauf den Phanotyp von Wildtgpak16 und auf eine MakI®/iutante mit
Wachstumsdefekt, C38A, anhand Tipfeltests bewertet. Mittels dieser Studien konnte sowohl ein
dosisabhangiger (DTT), als auch ein substratabhéngiger Efe®t, (Vitamin K) auf das
Wachstum der Zellen beobachtet werden. Um den dosisabhéngigen infsblien Charakter von
Vitamin Kk wahrend der Wachstumsphase zu untersuchen, wurden mit Hilfe von
Wachstumskurven die Verdopplungszeiten der Zellen bestimmt. Die Mutantenzellen und die
Wildtypzellen wiesen dabei eine vergleichbare Verdopplungszeit auf,cledeiesen die
stressinduzierten Makikfutantenzellen eine langere Laighase auf. Dies bedeutet, dass die
EisemrSchwefetClustegKoordination beeintréachtigten Makt&ellen eine langere Zeit
bendtigen um sich den Stressbedingungen anpassen zu kdnnen, aflsclli jedoch ein
Wachstum aufwiesen wie stressinduzierte MakWGldtypzellen. Dies lasst eine ndtzliche

biologische Funktion von Mak16 in der Regulation der Ribosomenbiogenese vermuten.

Zu den besonderen Merkmalen von Mak16 gehort neben dem [4E€48}er die Ahnlichkeit zur
ribosomalen L28e Proteinfamilie im ¢lNerminus und die unmittelbare Nahe zu dem
Expansionssegment ES7a der ribosomalen RNA 25S. Um den Einfluss von Mak16 auf die rRNA zu
untersuchen, wurden ProtegRNA Interaktionsstudien durchgefuhriNach erfolgreicher
Isolierung des rRN#Z&xpansionssegments ES7a zeigten erste Ergebnisse mittels demgASgi8A

eine Bindung zwischen der rRNA ES7a und dem Makl1@/Rjpfteinkomplex.

Zusammenfassend konnte durch diese Arbeiten ein bedeutender Fortschritt im Verstandnis zur
Funktion des Eisg$chwefeiClusters des Makl6/RpfProteinkomplexes in  der

Ribosomenbiogenese erbracht werden

Vi
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 EisermSchwefatProteine

EisewSchwefetProteine sind essentielle biomolekulare Komponenten, die in einer Vielzahl
von biologischen Prozessen eine Schlusselrolle spiBlerse wichtige Klasse von Proteinen

tragt essentielle Cofaktorerdie EisegSchwefetCluster.

1.1.1 EisergSchwefetCluster

Obwohl EisegSchwefetCluster zu den altesten Bestandien der lebenden Materie
gehoren, wurden Eis@schwefetCluster erstaunlicerweise erst in den 1960 Jahren in
Proteinen entdeckt Die in der Natur wichtigsten und gangigsten Vertreter voret€is
SchwefetProteinen enthalten: ZFe;29¢, [3F&4SY; und [4F&4SECluster(Abbildungl). In

den meisten Fallen werden die Eig&thwefetCluster Uber SeitenkettggBchwefelatome

von Cysteinen an das Protein koordiniert. Diese Vielfalt ermogtieht EiseqSchwefet
Proteineneine Vielzahl an wichtigen biologischen Funktionen und Aufgaben in der Zelle zu
Ubernehmen. Zu ihren Hauptaufgaben zahlen die wirkweise als Algeun der
Generegulationdie Erhaltung der strukturellen Integritat, die RNA Modifizierumgl DNA

Reparatur sowie den Elektronentransp@Beinertet al.,1997; Jacquot, 2018)

[2Fe-2S] [3Fe-4S] [4Fe-4S]

Abbildung1: Schematischer Aufbau von ErsgSchwefetClustern

Ré&aumliche Anordnung der Eigamd Schwefelionen die Uberwiegend in biologischen Systemen vorkommen. Die
haufigsten Clustertypen sind hierbei der rhombische @26k und der kubischer [4E4SEClustertyp. Der
[BFeg4StClustertyp entsteht vorwiegend durch den Zerfall eines @geClusters. Eigene Darstellung mit
BIOVIA Discovery Studio 2019, abgeleitetrmmecave, 2006
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Eine der bekanntesten Ausnahmen ist fl2Se;23¢Cluster tragende RieskBrotein. Hierbei

sind zwei der vier koordinierenden Cysteth@ch zwei Histidine erset (Link, 1999)Uber die
Jahre konnten neben Cystein und Histidiren noch weitere Aminosauren identifiziert
werden, die an Eisenionen koordinieren konpere zum Beispiel: Aspartat, Arginin, Glutamin
oder Tyrosin(Fontecave, 2006)Ene weitere Besonderheit findet sich bei dem Enzym
Aconitase. Die Enzymaktivitat wird durch eine Anderung des beinhaltenden Clusters
bestimmt. Hierbei erfolgt eine reversible Umwandlung eif3¢s;4 Sk Cluster der die inaktive
Formbegunstigt in einen4Fe;4St Cluster, der die aktive Form aktivi€Brownet al.,2002)

In der Natw gibt es auch durch Kombination einfacher Strukturen komplexere Cluster. Die
MocabhangigeNitrogenase beinhaltet zum Beispiel ein weites Spektamverschiedenen
EiserSchwefetClusterformen. Bei der Reduktion von Stickstoff kommt es zu einer
Interaktionzwischen zwei Komponenten, ddasen;Protein welchesinen[4Fe4St Cluster

tragt und dem Ma@EiserProtein, welcheginen[8Fe&;73¢Doppelkubartragt, der aus zwei
[4Fe4SkClustern aufgebaut istdie sich ein gemeinsames Sulfidion teilddiese kiden
Clusterformen dienen dem Elektronentransfer im Engystem. Das McEisergProtein
besitzt noch eine zweit€lusterform bei der ein Eisenion durakin Molybdan ausgetauscht
wurde, ein[7Fe;99¢Molybdénc¢CarbidtHomocitrat Cluster, an dem die Stickstoff Aktivierung
und Reduktion zu Ammoniak erfol{¥eyer, 2008; Spatzat al.,2011; Jacquot, 2018Neben

der Nitrogenasenthalt der Komplex | der AtmungsketachtEisegSchwefel Cluster, die fur

den Transport der Elektronen zustandig s{8azanoet al.,2006)

1.1.2 Biosynthese von EiseSchwefetProteinen

Anfang der 190er Jahre konnte gezeigt werde, dass mdoglich ist EiseBchwefetCluster

auf Ap@roteine spontann vitrozu assemblieren. Hierzu brauchte man hohe Konzentrationen
an Eiseq und Sulfidsalze um cen Cluster an das Protein zu rekonstituieren und die Atk

des Holproteins zuilick zu gewinner(Malkin et al., 1966) Die Annahme, dass dies auch
in vivo spontan erfolgt, wutle in den 90er Jahreviderlegt Deanet al. entdeckten, dass die
EiserrSchwefetCluster Biosynthese mit Hilfe einer Komplexen Maschinerie erfolgt und der
Einbau des Clusters katalysiert widl Eisenq und Sulfidionen in ihrer freien Form toxisch

wirken (Jacobsoret al.,1989; Pyet al.,2010)

EiserSchwefetProteine kommen in allen Domanen des Lebens vor hegltzenfiir ihrer

Biosynthese vergleichbare Prinzipien wie die Verwendung einer Desulfurase zum

2
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Schwefelerhalt, ein Eisendonorprotein zum Eisenerhalt, die zentrale Rolle von einem
Gerustprotein zur EisegBchwefetCluster Synthese und Chaperone, die den Transfer des
Clusters vom Gerustprotein zum Zielproteireranlassen(Johnsonet al., 2005) Bei
Prokaryoten sind drei unabhéngig voneinander arbeitende Systeme bekannt. Die
ISE Maschinerie ifon¢sulphurcclustel), das SUFSystem gulphucutilizationfactors) und das
NIFgSystem fitrogen fixatior). Letzteres wurde als erste Assemblierungsmaschinerie in dem
ProteobakteriumAzotobacter vinelandentdeckt (Rocheet al., 2013) Eukaryoten verfigen
ebenfalls Uber die IMaschinerie welche furdie Synthese der EiseBchwefetCluster
verantwortlich ist. Die Biosynthese der Eisg®chwefatCluster in vivo umfasst in
eukaryotischen Zellen mehr als 30 bekannte ProtéPaulet al.,2015a) Hierbei erfolgt ein
Zusammenspiel der mitochondrialekisergSchwefetCluster Assemblierungsmchinerie
(IS&Maschineri@, der EisemrSchwefetCluster Exportmaschinerie und derytsolischen
EisewSchwefatProtein Assemblierungsaschinerie CIA: cytosolic irogsulfur protein

assembly(Braymeret al.,2017)

Cytosolische Eisen-Schwefel-Protein

Assemblierungsmaschinerie (CIA) Nukleare Fe/S Proteine

Elektronentransferkette 6
@ @ D @ @
Ty > [ Nar) = SN — Mak16 - Assemblierungsfaktor
& \ @,4 @@ Pol1 - DNA Replikation
N A

ey \ Rad3 - DNA Reparatur

CIA Zielkomplex
NADPH
Cytosolische Fe/S Proteine

N @

Eisen-Schwefel-Cluster - tRNA-Modifizierung
Exportmaschinerie (ISC) - Proteinbiogenese

- Eisenregulation

Zytosol

Eisen-Schwefel-Cluster @ Q
Assemblierungsmaschinerie (I1SC)

Mitochondrium CIA Adapterkomplex

Abbildung2: Ubersichtder Biogenesevon zytosolischen und nukleéren EisggSchwefetProteine.

Fur die Bildung der Eisg®chwefelProteine ist ein Zusammenspiel der d&&Semblierungs und 1SG
Exportmaschinerie der Mitochondrien mit der €Afsemblierungsmaschinerie im Zytosol notwendig.

Exenplarisch sind wichtige Funktionen von nukledren und zytosolischer;&i$emefeiProteinen aufgeditet.

&ZFQZS;CIuster,©4FQ4&CIuster, Eiserglonen, XS unbekannte schwefelhaltige Verbindung,
e¢: ElektronenEigene Darstellung nach Lill, 2020.
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Die mitochondrialdSGAssemblierungsmaschinenigt fur die Reifung aller zellularen Eigen
SchwefetProteine verantwortlich. Auf3erdem generiert die mitochondrialelSE
Assemblierungsmaschinerie eine noch unbekannte schwefelhaltige Verbindw® i(X
Abb.2), die mithilfe des Atm1 Transporterproteins (grau) in das Zytosol exportiert wird.
Anschlie3end verwerten Komponenten asttosolischa CIA Assemblierungsmaschirnkese
Verbindung, sowie Eisenionen (rot, kFeAbb. 3 undElektronen (€ in Abb. 3,um denEiser
SchwefetCluster auf dem GerugProtein Komplex aus Cfd1/Nbp36 assembliererHierbei
assistiert das Tripeptid Glutathion (grau, GSH) bei der Assembligiem@luster und die
Elektronen werden von der Elektronentransferkette, von NADPH aus Uber Tah18 und Dre2,
geliefert. Dieser Elektronentransferkomplex benétigt die [ Clusteribergabe der
Multidoméane Monothiol Glutaredoxin (Grg&rx4). Sobald der [4E4S}Cluster erfolgreich

auf dem Cfd1/Nbp35 Gerustkomplex hergestellt wurde, wird er an das Narl Protein
weitergegeben und zum GjZielkomplex weiter transportiert. Dieser besteht aus den
Proteinen Cial, Cia2 und Metl8 und liefert die ESahwefedCluste zu den
entsprechendenzytosolischen und nukledreApocEisermSchwefetZielproteinen. Fir das
RlilgProteinbendtigt der Transprt einen Adapterkomplexndem sichdie ProteineYael und

Ltol an den ClAZielkomplex anlagern, bevor der Cluster sein Zielpnotreicht (Rlil in

Abbildung2) (Lill, 2020; Mendegt al.,2020)

1.1.3 Funktion von Eise&$chwefetProteinen

Wie bereits erwahnt, stellen EiseSchwefetProteine eine der allgegenwartigsten und
vielseitigsten Gruppen von Metalloproteinen dar. Es gibt mehr alsy@gfchiedene Proteine
die EiseqSchwefetCluster enthalten ud in grundlegende Prozesse wie der Atmung, der
Photosynthese und der Stickstfitierung involviert sindJacquot, 2018Eine der wichtigsten
Funktionen ist der Elektronentransport. Dieser basiert auf der Eigenschaft des Eisenions
zwischen den Oxidationszustdnden +I1 und +lll wechseln zu kdonA#gemein sind die
Funktionen der [4F&1SEClustertragenden Proteine aufgrund einer Vielzahl an méglichen
RedoxZustanden flgibler als die [2FR&2SL;,Cluster(Beinertet al.,1997; Lillet al.,2006) So
kann das Redoxpotential eines [4B&LClusters je nach Proteinumgebung von 500 mV bis
unter ¢500 mV gemessen werden(Fontecave, 2006)Die bekanntesten Elektronen
transportprozesse finden in den Komplexen |, uhd IV der Atmungskette undden

Ferredoxinen statt(Whiteley et al., 1962; Jacquot, 2@). Eine weitere Funktion ist die
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Enzymkatalyse, érbei bildet der EisegSchwefetCluster einen Teil des aktiven Zentrums. Die
Aconitase zum Beispiel liefert ein Higm vom [4Fe49cCluster, welches nichtdurch
Cysteinrestekoordiniert wird, die Bndungsstelle fir das Substrat. Das Eiserfiomgiert
hierbei als Lewigaire und katalysiert die Isomerisierung von Citrat zu Isocitrat unter der
Abspaltung und Wiederanlagerung von ¥gar(Werstet al.,1990; Beinertet al., 1997; Lill,
2009) Eine weitere ubiquitare Klasse von EisgohwefetCluster beinhaltenden Proteinen
sind die RadikgscAdenosylmethionin (Radikal SAMENzyme, die erstmals 2001 von Sofia
et al. beschrieberwurden. Die damals mit ~ 600 Mitglieder identifiziere Familie, wuchs bis
heute auf ~220000 Mitglieder ar(Benjdiaet al.,2017) Sie katalysieren wiclge Reaktionen,

bei denen die Redokéivitat vom [4Fe43¢Cluster genutzt wirdum SAM zunb ¢Desoxy
adenosylradikal als Intermediat zu spalten und anschliel3endrdadbubstrate zu aktivieren
(Brodericket al., 2014) Eine wichtige Funktion von Radikal S@&vizymen ist die tRNA
Modifizierung(Landgragt al.,2016) Diese beinhaltet die tRM&altung und;Stabilitéat, sowie

die Aufrechterhaltung der Translationsgenauigkeit. Ein weiterer fibucech in der Forsaing

war die Entdeckung von [4Ed4SLClustern in Helikasen. Helikasen sind essentielle
Komponente, die bei der DMReplikation,¢Rekombination¢Reparatur und; Transkription
wirken und in Archaeen, Eukaryoten und Rag/oten konserviert vorliegen. Die
eukaryotische DNAHelikase XPDx¢roderma pigmentosum group; Rad3 inS. cerevisiag
besitzt einen4Fe;43¢Cluster der notwendj fur die Aktivitat und der DNgReparatur ist. Die
DNAcHelikase XPD entfaltet die DiPoppelhelix an geschadigten Stellen, um DIRAC
Reparatur mit andereassoziiert@ Proteinen zu ermoglichen. Mutanten voXPD, die keinen
EisewSchwefetQuster besitzen, konnen die DHelikasendinktion nicht aufrechterhalten
(Rudolfet al.,2006; Wuet al.,2012; Fusst al.,2015; ConstantineseAruxandeiet al.,2016)
EiserrSchwefatCluster spielen auch als Sensoren und Regulatoren eine védReille bei der
Genexpression. Hierbei sind sie in der Lage Faktoren, wie molekularen Sauerstoff oder
reaktive Sauerstofpezies ROSrdgactive oxygen specigsnitrosativer Stress und den
Eisenstatus der Zelleuerfassen und Genexpressionen zu moduliei2arch die andauernde
Forschung auf dem Gebiet, steigedZahl der neuen EiseBchwefetProteine weiter an.
Jedoch ist die Funktion des Clusters oft nicht eindeutig. Fur Proteine die im Zellkern lokalisiert
sind und an dem DNMetabolismusbeteiligt sind, geht man oftmals davon aus, dass die
Funktion die Erhaltung der strukturellen Integri@dés Proteingst. Dies trifft beispielsweise

auf Nukleasen und DNMRolymerasen zu. Die DRRolymerasen benétigen de@dFe;49¢
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Cluster zur Stabilisiergnder Gterminalen Doméane und um dadurch aktive Komplexe zu
bilden. Der Cluster hilft auRerdem bei der Aufrechterhaltung der katalytischen Polymerasen
Untereinheiten. Bei Abwesenheit deClusters wird der Polymeras@mplex instabil und es
kommt zum Verlusder Untereinheiten und dedamit einhergehenden Beeintréchtigudgr
Replikationsfunktior(Netzet al.,2012; Prindleet al.,2012). Ein Beipiel, beidem die Eisen
SchwefatCluster nicht nur zum Erhalt der Stabilitdt dienen, sondern noch weitaus mehr
Funktionen Ubernehmen, ist Rli1 (ABCE1 in humanen Zellen). Den Namen RIil1 bekam das
Protein von der zuerst entdeckten Eigenschdfe RNaseL Aktivitat des natirlichen
Immunsystems zu hemen: RNaseL Inhibitor (RIil}Bisbalet al.,1995) RIil ist ein Mitglied

der ABCATRbinding cassette Enzyme, essentiell und hoch konserviert in Eukaryoten. Es
besitzt zwei Nukleotichindende Doméanen (NBDsgine Hinge Domane und zwei aNg
Terminus lokalisierte[4Fe43¢Cluster. Die ATPase RIil weist eine Kqpi¢Schwanz
Anordnung der beiden NBDs auf, die durch die Hinge Domé&ne miteinander verbunden sind.
Sie bilden das aktive Zentrum, an dem die ¢§ffaltung erfolgt. Dabei wird durch die Bindung
von ATP eine Art iKkkcBewegung des &mcSchwefeiClusters eingeleitet und die ATP
Hydrolyse vollendet. Durch diese K§Blewegung wird chemische Energie in mechanische
Kraft umgewandelt, die noétig ist um die Ribosomen in ihre ribosomalen Untereinheiten zu
spalten. Ribosomendrycling ist nueine derFunktionen von RIil. Weitere Studien deuten
darauf hin, dass RIil auch eine wichtige Rolle wahrend der Translation dend

Ribosomenbiogenese spi¢Raulet al.,2015b; Beil3ett al.,2019; Yaruniret al.,2005)
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1.2Ribosomen

1.2.1Vorkommen und Funktion von Ribosomen

Ribosomen sind makromolekulare Maschinen die eine zentrale Rolle in der
Proteirbiosynthese einnehmen.Bei der Proteinbiosynthese sind Ribosomen fir die
Translation des genetischen Codes und der katalytischen Bildung der Peptidbindung zwischen
zwei Aminosauren zustandig. Unter der Verwendung von aminoacylteatesferRNA (tRNA)

wird die genetische Inforation der messengerRNA (mRNA)orlage in Aminosauren
Ubersetzt unduhrt anschliel3end azuPolypeptidBildung Die somit geregelte Herstellung von
Proteinen beeinflusst Zellen maf3geblich in ihrer Struktur, ihrer Funktion und ihrem Wachstum
(Cech, 2000)

1.2.2Biosynthese eukaryotischer Ribosomen

Eukaryotische Ribosomen assemld@n aus einer grofien 60S und einer kleinenS 40
Untereinheit die beide aus ribosomalen Proteinen und rRNA bestehen, und als Gesamtheit
das 80S Ribosom bild¢BenShemet al.,2011) Die kleine Untereinheit beinhaltet eirl8S
rRNA(1800 Nukleotidelund ist hauptsachlich fir die Erkennung und Bindung der mRNA
zustandig. Sie sorgt hierbei fur eine korrekte CaghamticodorgWechselwirkung zwischen der
MRNA und der tRNA. Dgeol3e Untereinheibindet die tRNAs unbeinhaltet drei rRNAs, 25S
(3396 Nukleotide)5.85(158 Nukleotideund 55(121 Nukleotide]Konikkatet al.,2017) Sie
bilden das innereGeristund das katalytische Zentruoher Ribosomen. Ca. 80 ribosomale
Proteine sitzen an diesen rRNAs und sind fir die richtige Faltung Staldilitat der
Untereinheiten zustandigBlacket al., 2021) Diegro3e Untereinheit besitzt das Peptiqgyl
Transferase Zentrum (PTC), welches ausschlie3lich aus rRNA besteht. In diesem Zentrum
werden die von der tRNA abgelieferteAminosauren kovalent awlie heranwachsende
Polypeptid;Kette verknipft (Kargaset al., 2019) Die Biogenese von Ribosomen in
Saccharomyces cerevisiamd anderen Eukaryoten ist ein hoch komplexer Prozess mit
zahlreichen Reifungsschritten. Hierbei wenden Eukaryoten bis zu 8% dergesamten
synthetisiertenRNAder Zelle fur die Hstellung von RibosomefMosset al.,2002) Fur den
Zusammenbau und dieeRung von Ribosomen wird das Zusammenspiel aller drei RNA
Polymeasen, Uber 20Biogenesefaktorenwie zum BeispiehAA€Typ ATPasen, GTPasen,

RNAHelikasen unaKinasenyibosomale Proteine (rProteine) und rRNAs, sowi@0Okleine
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nicht codierendenukleae RNAsgmall nucleolar RNAssnoRNAS) benétigHageet al.,2004;
Thomsoret al.,2013; Bal3leet al.,2019) Der gesamte Prozess der Ribosomenbiogenese lasst

sich in funf Hauptphasen unterteileAlgbildung3).

D

1. Transkription ¢
355 pra-rRNA 55 rRNA . - <+ o 9

L]

2. Prozessierung X

Nukleolus
5.85 rRNA

AN
185 rRNA 255 ,Rm v

\ . Modifizierung
pra-ribosomale Partikel I ‘\

mRNA

Zytoplasma

4. Transport

@@"“

5. Assemblierung

Abbildung3: Vereinfachtes Model der Synthese der kleinen und groRiensomalenUntereinheit

.snoRNA’ rProteine(RPs und RFE., Assemblierugsfaktoren (Biogenesefaktoren)

Die Ribosomenbiogenese erfolgt hauptsachlich im Nukleolus (eingefarbt in hell braun). Hierbei synthetisiert die
RNAPolymerase | die 35S gRNA und di&RNAPolymerase Il die 5S rRNA. Im Nukleoplasma (eingefarbt in hell
blau) werden snoRNAs und mRNAs denRNAPolymerase Il hergestellt. Wahrend der Transkription wird die
pra¢rRNA  prozessiert und modifiziert. Durch die Anlagerung von ribosom&mteinen und
Assemblierungsfaktoren werden gribosomale Partikel gebildet, die nach weiteren Reifungssehriths
Zytoplasma exportiert werden. Hier lagern sich reife 40S und 60S Untereinheiten zusammen und translatieren

anschlieBend mRNAs in Proteine. B@Barstellung, abgeleitet nach Baller, 2019.
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Die Phase beginnt im Nukeolus mit der Trangiption der ibosomalen DNA (i®A) durch

die RNAPolymerase | (Pd). Der rDNA Lokus liegt$cerevisiaeauf dem Chromosom XII und
enthalt mehrererDNAcKopien hintereinanderEine Hefezéd besitzt 15200 solcher rDNéA
Kopien, die bis zu 6% desChromosors XlI darstellerfHaeusleret al., 2006) Ene rDNA
Kopiekodiert hierbei fur eine 35S p¢&NA, die die Sequenzen fur die 18S, 5.8S und 25S rRNAs
beinhalten. Diese Sequenzen werden von Rdh ein einziges Transkript umgeschrieben.
Zwischen den rDN&Kopien sind zwei TrengDNA;Sequenzen enthalten deren
Zwischenraum degenetischen Code fiir die 5S rRéhalt. Die Transkription dieser 5S rRNA
erfolgt von der RNAPolymerae IIl (Pollll), die Uberwiegendauch tRNAs transkribiert
(Abbildung 4)6 [ ST Yy %tSals, 2017 Salimet al., 2017) Die dritte RNA Polymeragséie
RNAPolymerase lljst fur die Transkription derRroteine, der mRNA und den snoRNAs
zustandig. Sie werdevom Zitoplasma in den Nkleolus, fir die Assemblierung mit rRNAs ,
transportiert (Hein et al., 2013) Die entstandeneVorlaufeisrRNA (prdRNA) wird in den
Phasen 2 und 3 prozessiert, durch Eqdmd Exonukleasen vielfadfi modifiziert und in
katalytisch aktiven pracribosomalen Untereinheiten géaltet (Kapitel 1.2.3 Hierbei
durchlaufen die préribosomalen Partikel viele Stadien mit unterschiedlichen
Proteinzusammensetzungen, aufgrund von Assoziatiod Dissoziation friher und spéater
ribosomaler FaktorenEine stabile Zusammensetzung durch die Assoziation von rProteine
wird in Phase 4 fur den Transport durch die Kernponsrgtoplasma bendtigtin derletzten
Phase 5 erfolgt die Assemblierung der kleinen und grof3en Untereimhestytoplasmazu
einem funktionsfahigen Riboso(Boisvertet al.,2007) Mehr als 2000 Ribosomen werden so
jede Minute neu in den schnell wachsenden Hefezellen synthetisiert. Eine Fehlregulation bei
der RibosomegAssemblierung kann sichask auf dieFunktiondes Organismus auswirken
(Kobayashi, 2011; Woolfoet al.,2013)
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Telomere rDNA Centromer Telomere

chromosomxil ([ (O 0

" (ca. 150 Kopien)

IO OO T ore-
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< ARS
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Abbildung4: Organisierung desDNA Genlokus in 8erevisiae

Die rDNAKopien(150;200, ~ 9,1 kb) sind auf dem Arm des Chromosoms XII lokalisiert. Eine einzelne rDNA Einheit
beinhaltet die Gene der 35S und 5S rRNAs, die durch zweg¢DMAgSequenzen (IGS1 und IGS2) voneinander
unterteilt sind. Hier trangibiert dieRNAPolymerase | (Po) die 358pra rRNA, welche zu den 18S, 5,8S und 25S
rRNAs reift. DiIRNAPolymerase Il (Pdll) synthetisiert die 5S rRNEigene Darstellung, abgeleitetach
Kobayashi, 2011 und Woolford,2013

1.2.3 Prozessierung und Modifikation delefepracrRNA

Die Transkription der fA wird durch dieRNAPolymerase | katalysiert. Diese besteht aus 14
Untereinheiten und bildet den Komplex, der mit einer bestimmten Anzahl an Initsgion
Faktoren die rRNA transkiédst. Heutige Studiemeigen, dass die Prozessierutay pracrRNA
coctranskiptionell erfolgt (Klingeet al.,2019) Es wird geschétzt, dass in Wildtyp Hefezellen

70 % der pr&rRNAs cqtranskriptionell gespalten werdefFernandez’evidaet al., 2015)

Hierbei durchlebt die rRNA eine Vielzahl von Modifikationsschritten, um dierRf#As von

sich selber und von ITSNnd ETE&Regionereu trennen.Diese Regionen werden durch Eqdo

und Exonukleasen entfernt, woftir unter anderéhmteine bendtigtwerden,die grofdtenteils

in wichtige Cluster zusammengelagert sind. Zu diesen gehéren zum Beispiel die snoRNPs, die
entweder die Pseudouridylierung (H/ACA) oder dig®ribose;Methylierung (box C/D) der
pracrRNA katalysieren. Beide snoRNRKsrden von snoRNAs gesteuert. Diese snoRNAs
beinhalten charakteristische Sequenzabschnitte, welche von snoRNPs erkannt werden und
zur Bindung dieser fuhren. Die snoRNAs besitzen auRerdem die komplementaren Basen zur
Bindung deZietkRNA(Chenret al.,2020) Eine der wohl bekanntesten snoRNAs ist die U3 box
C/D snoRNAAnN ihr bildet sictein wichtiger Chagronkomplex Dieserist essentiell fur die

10
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Initiierung der Spaltung der frigm 18S/orlauferrRNA und somit ein wichtiger Bestandteil fur
die Assemblierung der kleinen ribosomalen UntereinHeiirch die Bindung der U3 box C/D
SnoRNA an die 35S gr&NA, kann di&paltung an den o8, A¢ und A¢Spalungstellen
durch Nukleasen eofgen unddie 20S pra&rRNAwird freigesetzt(Abbildungb) (Sharmeet al.,
1999) Fur langsam wachsende Zellen, bei denen dezéssierung postranskriptiondl
erfolgt, folgt eine weitere Spaltung der Spaltungsstellg iAitiiert von der RNase MRP,
wodurch dann die 23S ptéRNAfreigesetztwird. Fur die weiere Prozessierung der 20S und
der 23S prérRNA ist das Wiederloslosen der snoRNAs mittels R&likasen notwendig.
Durch Bosome und ExosognteraktionshNE G SA Y S & AgEiRle \Rh der 283Ppra9 ¢ {
rRNA entfernt und liefert somit die reife 18S rR{Angeet al.,2019) Die Prozessierung der
grof3en ribosomalen Einheit benétiginter anderem ebenso die Spaltung an deig A
SpaltungsstelleDurchin vivoUVCrosslinkinggonnteeine Quervernetzung von Rrp5 nahe der
As¢ und Ac¢Spaltungsstelle in der IT&Region beobdtet werden Hierbei bindet der €
Terminus von Rrp5 nahe depgSpaltungsstelle und ist dadurch sowohl fiie d8S rRNA
Synthese als aucldurch die Bindung desg¥erminus nahe der s§Spaltungsstelle, fur den
Syntheseweg der 5.8S und 25S rRNA verantwortliblrch dise ProteiqRNA]
Wechselwirkung wird vermutlich die Spaltung der kleinen und grof3en Untereinheit zeitlich
reguliert(Woolfordet al.,2013 Lebaroret al.,2013) Diese Spaltungen filhren zul7 SBprag
rRNA Intermediat und fur die Prozessierung der grof3en ribosomalen Urttereiverden
unter anderem drei weitere Nukleasenkomplexe benétigt, die diedR8gion entfernen. Die
Endonuklease Lasl schneidet hierbei an deS@altungstellen der ITS@Region und setzt
dabe die Vorlaufer rRNAs 7S und 2S.frei. In weitererschritten werden dich Nukleasen
Nukleotide an der pré&rRNA gekurzt. Hierbei aktiviert die Kinase Grc3 die Mdakie Ratl und
Raill, die die 25S Vorlaufer rRNA zu der reifen 25S rRNA trim(adingeet al.,2019) Ein
MultimercProteinkomplex, das Exosoentfernt Nukleotide undbildet die 6SpracrRNA.
Durch die Prozessierung sié&Nukleasenkomplexes Ngl2 und RgEntsteht daraufhin im
Zytoplasma die reife 5.8S rREBbbildungd) (Thomsoret al.,2010 Sterrettet al.,2021) Die
rRNA Prozessierung ishit der hierarchischen Einbindung von ribosomalen Proteinen

verknupft und hangt stark mit der Rekrutierung von ribosomalen Assemblierungsfaktoren ab.

11
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Abbildung5: Schema der Prozessierung der 35S¢pRAINA in Scerevisiae.
Dargestellt werden postund catranskriptionelle Modifikationsschritte der rRNA. Hierbei enthalt die 358 pra

rRNA die Sequenzen der reifen 18S, 5,8S und 25S rRNAs mit zusatzlichen internen und externen Regionen. Im Zuge

der Prozessierung erfolgen nach und nach Spaltungen aradgegebenen Spaltungsstell” und durch

Nukleasen werden Uberschissige Nukleotidmtfernt. Durch die Spaltung an der Spaltungsstelle A
resultieren die 20S und 222 pr&rRNA Sequenzen. Die weitere Reifung der groRen Untereinheit im Nukleolus,
Nukleus und Zytoplasma liefern die 5.8S und 25S rRNA. Die 208N#&awird ins Zytoplasmexportiert und

durch die Entfernung der internen transkribiertRegion, entsteht die 18S rRN#&Agene Darstellung, abgeleitet

nach(Klinge et al., 2019)
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1.3Mak16

Im Jahr 1963 entdeckten Bevan uMbkower das sogenannte Killerphanomenedimem
Saccharomyces cerevisi@@amm, welcher aus einer Brauery¥erunreinigung stammte. 1979
konnten die dafir verantwortlichen MAKGene (MAintenance of Wer), darunter MAK16,
identifiziert werden, die fur die Vermehrung linear doppelstrangiger RNA (dsRNA)
virusahnlicher Partikel nwendig sind(Wickneret al.,1979; Schmitet al.,2002) Bis heute
ist die genaue Funktiovon Mak16 noclungeklart jedoch konntenachgewiesen werden, dass
das Proteineine wichtige Rolle im Zellkeran der Reifng von der prgrRNA Ubernimmt
(Pellett et al., 2006) S. cerevisiadMak16 besteht aus306 Aminosaurerund weist eine
berechnete Masse von 35,69 kDauf (Wickner, 1988) Es besitzt eine schwache
Sequenzahnlichkeitmit der 60S ribosomalen L28e Proteinfamilie imqTRrminus (§117
Aminosauren), wohingegened Q;Terminusvon Makl6abwechselnde Regionen aus hqch
basischen undsauren Segmenten besitzt. De¢Terminus beinhaltet ein€ysteirgAbfolge

mit einem abschlieRenden Prolinach folgendem Motiv GX:zCX¥CXCP.

Wechselweise stark saure und
basische Regionen

118-306
|
Mak16 (306 AS): € € €€
15 28 3843 55 108
|
! 1-117 '
MSDEIVWQVINQSFCSHRIKAPNGONFCRNEY
NVTGLCTRQSCPLANSKYATVK DNGKLYLYM
KTPERAHTPAKLWERIKLSKNYTKALQQTDEH
LLHWSKFFRHKCKQRFTKLTQ
Mensch MQSDDVIWDTLGNKQFCSFKIRTK--TQSFCRNEYSLTGLCNRSSCPLANSQYATIKE-- 56 (300 As)
Maus MQSDDVIWNTLGNKQFCSFKIRTK--TQGFCRNEYSLTGLCNRSSCPLANSQYATIKE-- 56 (296 As)
Hund MQSDDVIWDTLGNKQFCSFKIRTK--TQSFCRNEYSLTGLCNRSSCPLANSQYATIKE-- 56 (296 As)
Indische Lotusblume MQHDEVIWQVIRH-NHCSFMAKIT--TGNFCRNPYNVTGICNRSSCPLANSRYATIRD-- 55 (294 As)
Candida albicans (Hefepilz) -MSDDIVWQTINH-QFCAFKVKTDK-GQNFCRNEYNVSGLCNRQSCPLANSRYATVKN-- 55 (314 As)
Encephalitozoon cuniculi (Parasit) | MNHDDAMWNVMGQ-TFCSFKVKTHDDKARFCRNPYNVTGLCQRGVCPLSNAQYATVVE-- 57 (233 As)
Trypanosoma brucei (Parasit) -MSDESLWRNISGENHCSFKMRTE--ENTLCRNQNNVTGLCDRFSCPLANSRYATVRA-— 55 (279 As)
Lokiarchaea —-—-LITSWNYLDK-GHCAFKSSSSE-KIMRCNHLFTVTGVHALNDCPLVQPKYISFQQ-— 81 (159 As)
Heimdallarchaea LIRDLAKWEHIFS-TQCAYRSSLKQTNKPICKHLFTNDSECKYFGCPIVQDNYVGFQR-— 80 (158 As)

Abbildung6: Schematische Darstellung des zwBiomé&nen Proteindlak16.

Oben: Im Terminus sind die vier konservierten Cysteine an den Positionen 15, 28, 38 und 43 in rot aufgezeigt.
Weniger konservierte Cysteine sitzen an den Stellean85108 und sind in orange gekennzeichnet. Unten:
Gezeigt ist die Sequenziibereinstimmung von Saccharomyces cerevisiae Mak16 mit verschiedenen Kandidaten aus

allen Bereichen des Lebens. Griiner Kasten: Eukaryoten und blauer Kasten: Asgard Archaeen. Das

hochlonservierte Cysteinmotiv wurde in rot und das abschlieende Prolin in griin aufgezeigt
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Hierbei zeigeneukaryotische Makl16; und AsgardArchaeacMakléclike Proteine eine
aulRerordentlich hohe Konservierurtes Cyin¢Motives auf,was fir eine fundamentale
Funktion von Makl6an einem konservierten Prozess einigen Bereichen des Lebens

nahelegt.

Mak16-like E

—

Eukaryoten

Asgard Archaea

kein Mak16 Archaea

Euryarchaeota
Bakterien

Abbildung7: Eine hypothetische Variante des phylogenetischen Baums

Dieser Baum wurde aufgrund von phylogéschen Untersuchungen von Asgard RiPdlymeraseqGenen

erstellt und unterstitzen die hochdiskutierte drei Domanen Topologie vom Baum des Lebens. Hierbei werden die
Asgard Archaeen als eine Schwestergruppe der Euryarchaeota bezeichnet. Eigene DarstellMaglreath et

al., 2019 Bilder adaptiert: Lokiund HeimdallskizzézernandezCaceregZarembaNiedzwiedzka et al., 2017)
Waldmausi(Welt.de), indische LotusbluméGartenbista) Spalthefe(Card2Brain)

PolysongVergleichsstudiewom Wildtyp und temperatursensitiven MAK16 Stamwelcher
eine Cysteirg zu TyrosigMutation an der 38 ASeinhaltet, zeigte einen Defekt in der
Assemblierung der 60S ribosomale Untereinheit beim Mutag&amm.Die Mengen a25S
und 5.8S rRNAvaren dabei stark reduziert. Besonders die Menge degR76termediates
war hierbei auRergewdhnlich niedrig und das @&S Intermediat zeigte einen leichten
Anstieg Diese Beobachtungen fiihren zu der Vermutung, dass Mak16 an der &abilisder
273B pracrRNA beteiligt is(Pellettet al.,2006)
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Abbildung8: rRNA Assemblierungnit der mdglichen Stabilisierungsfunktion von Mak16.

Anhand von @mperatursensitivegStudien konnte eine mdoglich&irkweise von Mak16 am 27SB QRNA
Segment vorgezeigt werdg€PRellett et al., 2006)Eigene Darstellung, abgeleitet naglinge et al., 2019

Durch verschiedenste TARufreinigungen konntgezeigt werden, dass Mak16 als ein friher
Assemblierungsfaktor bei der Ribosomenbiogenese im Nukleolus beteiligt ist. Zusamime
Rpfl, Nsal und Rrpl bitl Mak16 das NsaXRrpIlcRpfilcMakl6cModul und binden an die
Verbindungsregion der Doménen | und Il in der groR3en ribosomalen 60S Unterelnheit.
spateren nukleoplasmischen m@0S Stadien wurden diese Assemblierungsfaktoren nicht
mehr vorgefunden. Die AAAHTyp ATPase Rix7 entfernt Nsal und initiiert damit die
Dissoziation de®NsaXRrplRpficMaklecModuls (Kressleret al., 2008; Cheret al., 2017,
Kateret al.,2017)
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Abbildung9: Kryoelektronenmikroskopie basierte Modellierung dédsalRrpIcRpflcMakl6cModuls.

Das NsadRrpIRpficMak16cModul besteht aus den Proteinen Mak16 (rot), Nsal (oraiRf)l (lila), und Rrpl
(blau) verbunden mit dem ESExpansionssegment der RNA (helles grau). Oben: LokalisieruNgaleRrpi;
RpficMakl6cModuls und der RNA Domanenillund VI im pré60S ribosomalen Partikel. Unten: Auszug des
NsaXRrpXRpflcMakl6cModuls.(Kateret al.,2017)

Mak16 nimmt hierbedie zentrale Rollemn Modul ein und besteht aus einem knoten&hnlichen
N¢Terminus, einer zweischichtigen mittleren Doméane und einer verlangéntételix amCg
Terminus. Die mittlere Domane steht in direkter Verbindung mit dem Expansionssegment
ES7a derRNA und dié ¢Helix bindet an das Bqioomanprotein Rpf1Zhouet al.,2019)

Die heutige Forschung zeigt, d&datationen von Proteinen, die den Erhalt der ribosomalen
Struktur und die ribosomalen Funktionegewahrleisten, fir die Entwicklung zahlreicher
Krebsarten verantwortlich sind. Hervorzuheben sind hierbei Mutationen in MAK16, die das
Stoppen des Zellzyklus in der G1 Phase verursachen. In dieser Phase stellt die Zelle mRNA und
Proteine fur die Zellteilug her(Vicufaet al.,2019) Der systemische Lupus erythematodes
(SLEist eine der haufigsten Autoimmunerkrankungdder Vergleich von Protegroteing
Interaktionsstudien von 18 unterschiedlich exprimierten Proteinen, zwischen SLE Patienten
und gesunden Freiwilligen, deutet an, dass diese 60S ribosomalen Proteine miteinacde

mit Mak16 interagieren. Dies lasstdarauf schlieRen, dass Maki§G Antikdrper

wahrscheinliche gutdiomaker fur die Diagnose von SLE wéren. Anhand Mdmoarray
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Experimenten konnten erstmals agiAKL16 Antikérper mit SLE in Verbindung gebracht
werden. Weitere Studien missen nun die Funktion dieser Antikdrper in dem
krankheitserregenden SLE Prozess und den dazugehdrigen Gewebeschaden genauer

untersuchen(Linget al.,2020)

1.4 Ziel der Arbeit

Im Folgenden soll nun adfs essentiellélefecProtein Mak16gin neues noch unbekanntes
EisewSchwefetProtein eingegangen werden, welcheals Assemblierungsfaktor an der
Reifung dei60S;rRNA inder Ribosomenbiogenedeeteiligt ist.Vorlaufige Ergebnisseeigen
die Anwesenheit eines essentiellekisemSchwefetZentrums in eukaryotischen und
humanen Makl6;Proteinen (Wittmaack (Dupe), 2018) Mittels Struktug und
Funktionstudien von Makl1@Proteinen invivo in Saccharomyces cerevisiagird die
Auswirkung von geschwéachten Maschinenproteinen in Verbindung mit einer eingeschrankten
EiserSchwefécClustegKoordination in MakléMutanten auf den Phanotyp und dabei das
Konzept der synthetischen Letalitat untersudburch die biochemisch€harakterisierung von
Mak16cProteinenin vitro, soll die die Rolle dasiserrSchwefetClusters in Mak18nd dessa
Funktion in der Ribosoembiogenese erforscht werderDie Methoden umfassedabei die
UVNVig, E®R; und MoébauergSpektroskopie.Um die Essentialitat de&isemSchwefet
Clusters von Mak16 fur die Kompt@ildung mit seinen Interaktionspartnern zu untersanh
soll die ProteigProteircWechselwirkung mittels Immunoprazipitation vamlildtypcMak16
und EiserrSchwefetbeeintrachtigten Mutantendurchgefuhrt werden.Ein einzigartiges
Merkmalvon Mak16ist die stark basische §@erminale Doméane, die awdine rRNA;Bindung
hindeutet Dieser Aspekt wird im Rahmen veémoteigRNABindestudien mittelSEMSA
Interaktionsassay Hlectrophoretic Mobility Shift Assaysntersucht. Diese Forschung an
Mak16 ist entscheidend, um die Rolle des EisemSchwefeiClustes in der

Ribosomenbiogenesauf molekularer Ebene zu verstehen.
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2. Materialien

2.1 Gerate

Tabellel: Gerate

Gerat

Bezeichnung, Hersteller

AbsorptiongMikrotiterplattencLesegerat

Agarosegelkammer
Anaerobe Glove Box (Anaerobes Zelt)
Autoklav

Brutschranke

Chromatographiesystem
Digitalkamera
Eismachine

Elektroden

ElektrophoreseSpannungsquelle

ESR undubehér

ELx808(, BioTex

Breath;Easy®, Diversified Biotech

Tetra Vertical Electrophoresis Cell Biostédi®icProtean®,
LaboratoryProducts®, Coy

LVSA40/60, Zirbus

Herathern{ IMC 18, Thermo Scientific
Herathern IGS 100, Thermo Scientific
INCUYLIN®g VWR

Akta Sta, GE Healthcare

IXUS 155, Canon

AF 80 Scotsman

InLa EasypHcElektrode, Mettler ToledHd
InLaB Micro¢pHcElektrode, Mettler ToledH
InLabt Redox MicrqElektrode, Mettler Toled
Power PA® 300, BigRad

Power Source 300V, VWR®

Bruker 122SHQ&V1/1017 Cavity

Bruker Elexsys E580 Electron Paramagnetic
Bruker ER 167FBSQ Fingerdewar

Bruker Netzteil ER 082 (155/45)

Bruker Pulsed Microwave Bridge E§8010
Oxford Instrument ESR 900 heliwontinuougflow cryostat

Resonance Console
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Gerat

Bezeichnung, Hersteller

Fraktionssammler

Geldokumentationssystem

Geltrocknungsrahmen, MAQSet
Magnetrihrer
Mikrowelle

Mossbauer und Zubehor

Multipipette

pHcMeter
Pipetten
Pipetboy

Pumpen

Redoxtitration
Reinstwasseystem

Rotoren

SC100, Beckman

Frac30, GE Healthcare

Fusion SL Lourmat, Vilber

UPP 110, Sony

Roth

IKA KMO 2, Janke & Kunkel

W401, Privileg

CRYO Industries of America IHelium closedcycle Kryostat
OptistatDN Stickstoffflug&ryostat

Oxford Instruments

WissEl GmbH Analyser

12¢Channel §50 pl, Flow Titertek

12¢Channel 5300 pl, Flow Titertek

pH 522, WTW

Research® plus 10, 100, 200, 1.000 pl, Eppendorf
Accujet®pro, Brand

ProSilent a50, JBL GmbH & K6.

Peristaltikpumpe P1, Pharmacia Biotech
{S@Sy 9EOSttSyOSu adz ALI NI
Arium®pro VF Ultrapure Water System, Sartorius
Rotator SB3, Stuatt

JA.10,Beckman

JLAS8.1, Beckman

JA25.5Q Beckman

Ac4¢62, Beckman

F¢35¢6¢30, Beckman
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Gerat Bezeichnung, Hersteller

Schittler/Inkubatoren Excella E28§ New Brunswick
Innova 4000, New Brunswick
Max@M 4000, Thermos Scientific
Multitron Pro,INFORS HT
Schwingmiihle MM 400, Retsch
Spilmaschine Mielabor Automatic G7733, Miele
Professional PG 8581 mit PG 8596 AE Dosierschrank, Miel
Sterilbank LaminAir HB 2448, Heraeus Instruments
Msa;Advantaget, Thermo Scientific
SonikatofUltraschaltHomogenisator Typ UW 2200 mit SpitzeK76, Bandelin electronic
Thermocycler PCR Sprint Thermal Cycler, Hybaid Limited
T100« Thermal Cycler, BiRad
Thermomixer ThermoMixe®comforut, Eppendorf
Thermomixer® 5436, Eppendorf
Trockenschrank T 5050, Heraeus
KTG 800, Heraeus
UV/Vig Spektrophotometer Bio Photometer plus, Eppendorf
U\W1280, Shimadzu
UV1900i UNVIS, Shimadzu
Genesys 108 Thermo Scientific
Vortexer RSVA 10, Phoenix Instrument

Minishaker MS1, IKA

Waagen L 610 D, Sartorius

Feinwaage excellence, Mettler Toledo

WesterrgBlot Turbo Transfer System TrangBlot® BiagRad

Wippschdittler Rocker 3D digital, 1KA
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Gerat

Bezeichnung, Hersteller

Zentrifugen

Coulter Avant® Beckman

JZ21 M/E,Beckman

Centrifuge 5430 R, Eppendmarf

5810 R, Eppendoxf

MicroStar 17, VWR

MicroStar 17R, VWR

2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle2: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller, Bezeichnung

Cellophanbdgen

EinmagMikropipette (96Well)
EinmatKuvetten (1,5 ml halbmikro PS)
Einwegimpfosen

Eppendorf VIS/Klvetten
Spritzenfilter0,22 pm

Spritzenfilter0,45 um

Glasperlen

Gummiwischer

Kryoréhrchen 2,0 ml

OpergTop Thinwall Polypropylen
Zentrifugationsrohrchen

Parafilm M
Pasteurpipetten
Petrischalen @xH) 92 x 1énm, 150 x 20 mm)
PD1@Saulen
tALSGOSYyaLmAGl Sy

omn >f X

Polypropylen Réhrchen

Roth

Sarstedt

Sarstedt/Brand

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt / VWR

GE Helathcare

Roth, 0,761,0 mm

Deutsch und Neumann

Sarstedt

Beckman

Bemis, WI 54956

Roth

Sarstedt

GEHealthcare

Sarstedt, Ultratip

Greiner Bigone, 14 ml PP Tube Steril runder Boden
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Verbrauchsmaterialien

Hersteller, Bezeichnung

Prazessionswischtiicher
ReaktionsgefalRe (15 ml, 50 ml)
ReaktionsgefalRe (1,5 ml, 2 ml)
ReaktionsgefalRe PGRubes
Rosettenzelle

Spritzen (5 ml, 10 ml, 50 ml)
Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml)
Ultrafiltrationseinheit

U\WcKlvetten

WesterrgBlot Filterpapier

WesterrgBlot Nitrocellulosemembran

Kimtech Science, Kimberly Clark

Greiner Bigone, Cellstar Tubes, Sarstedt

Greiner Bigone

Greiner Bigone

Spezialanfertigung Glasblaserei TUK &hnlich zu Bandelin R

B. Braun

Sarstedt

Pall, Macrosep Centrifugal Devices 10 K/ 30 K

Brand

Thermo Scientific, Extra Thick Western Blottid@ X 20 cm)

GE Healthcare, Amersham Protran (8@5 pm) 30 cm x4 m

2.3 Software

Tabelle3: Software

Software

Anwendung

Hersteller

AlphaFold

BIOVIA Discovery Studio Visualizer

Chromas

Clustal Omega

ExPASy

Labsolution UV/Vis

Unicorn

VisionCapt

VISIONLite

Xper

ProteinstruktuDatenbank

Simulierung und Modulierung von Proteine
DNA;SequengAnalyse
DNA;SequengVergleich

GenA Protein Translation

UV/Vig Spektrophotometer
Chromatographiesystem
Geldokumentationssystem

UV/Vig Spektrophotometer

ESRSpektrometer

Deepmind
Dassault Systemes
Technelysium (online)

EMBIEBI

SIB Swiss Institute of
Bioformatics

Shimadzu

GE Healthcare

Vilber Lourmat

Thermo Fisher Scientific

Bruker
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2.3 Chemikalien

Tabelle4: Chemikalien

Materialien

Chemikalien

Hersteller

Aceton

Adeninsulfat

AgacAgar

Agarose LE

Agarose LE Molecular Biology grade, Ultrapure
Ammonik

Ammoniumacetat

Ammoniumeisen(lgsulfat (Mohrsches Salz)
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin (Amp)

LcAscorbinsaure

Benzylviologendichlorid

Bradford;Reagenz

Bromphenolblau

BSA Albumin Fraktion V

Calciumchlorid

Chlorofrom

Coomassie Brilliant BluegB50

Cytochrom C
N¢Cyclohexy3c¢aminopropansulfonsaure (CAPS)

Desoxycholat (DOC)

Deso@ NA o2y dz]l f S2AARGNRALIK2 ALK

Dextran(M;: ~1.500)

b X ¢DHhethylphenylendiamin (DMPD)

ORb¢t C

VWR Chemicals
SigmaAldrich
Roth

Genaxxon Bioscience
Thermo Scientific
Kraft

Riedel de Haen
Riedel de Haen
Sigma&Aldrich
AppliChem
Sigma&Aldrich
SigmaAldrich
AppliChem
Serva

Roth

Roth

Thermo Scientific
Roth
SigmaAldrich
Roth
Sigma&Aldrich
New England Biolabs Inc.
SigmaAldrich

Fluka
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Chemikalien Hersteller
Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem
1,4¢Dithiolthreitol (DTT) AppliChem
Eisen(llgchlorid SigmaAldrich

S’Eisenpulver

Essigsaure

Ethanol (absolut 99,8 %)

Ethanol (tech.)

Ethanol absolute for molecular biology
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Feren

Formaldehyd

Formiergas Arcal F5
D(+)x;,Galaktose

D(+xGlukose

Glycerin

Geneticin (G 418)

Harnstoff

Hefeextrakt

Helium (flissig)

LcHistidin

Imidazol
Isopropyt,R¢Dcthiogalactopyranosid (IPTG)
Igepal CA630

Kaliumchlorid
Kaliumhexacyanoferrat(lIl)

Kaliumhydroxid

bereitgestellt von
AGSchinemann RTPU

Roth

Roth
Brenntag
AppliChem
AppliChem
Sigma&Aldrich
AppliChem
Nippon Gases
Roth

Roth

Roth

Roth

Merck

Roth

Air Liquid
SigmaAldrich
AppliChem
AppliChem
SigmaAldrich
Merck
Sigma&Aldrich

J.T. Baker
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Chemikalien Hersteller
Kanamycin ApliChem
LachsspermeDNA Invitrogen
LB;Medium (Luria, Bertani) Roth
LcLeucin Roth
Lithiumsulfid SigmaAldrich
Luminol SigmaAldrich
Magermilchpulver AppliChem
Magnesiumchlorid Hexahydrat Merck
Manganchlorid Tetrahydrat Fluka
3¢Mercaptoethanol Merck
Menadion Roth
Methanol Sigma&Aldrich
LcMethionin Merck
Methylviologen SigmaAldrich
Natriumanthrachinog2¢sulfonat SigmaAldrich
Natriumchlorid Roth
Trinatriumcitargdihydrat Merck
Natriumdithionit SigmaAldrich
Natriumdeoxycholat (DOC) SigmaAldrich
NatriumdihydrogenphosphgMonohydrat Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva
di¢NatriumhydrogenphosphaDihydrat Merck
Natriumhydroxid J. T. Baker
Natriumpyrophosphattetrabasisch (PP SigmaAldrich
Neutralrot Sigma&Aldrich

Nourseothricin (CIoNAT)

Werner BioAgents
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Chemikalien Hersteller
Pepton Roth
Phenosafranin SigmaAldrich
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) SigmaAldrich
Polyethylenglycol (PEG) 4000 Roth
Ponceau S AppliChem
2¢Propanol Molecular Biology grade AppliChem
Safranin O Sigma&Aldrich
Salzsaure (konz.) J. T. Baker
Schwefelséaure Fluka
SORBRMedium Roth

Sorbitol Roth
Tetramethylethylendiamin (TEMED) AppliChem
Trichloressigsaure (TCA) SigmaAldrich
[Tris(hydroxymethyl)ymethylamino]propansulfonséaure (TAPS) Roth
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) AppliChem
Tetracyclin Hydroclorid AppliChem
Triton X100 Serva
L¢Tryptophan SigmaAldrich
Tweerg20 SigmaAldrich
Uracil SigmaAldrich
Hefe;Stickstoff (Basis) Formedium
Wasserstoffperoxid AppliChem
Zinkacetat SigmaAldrich
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2.4 Vorgefertigte Losungen und Reagenzien

Tabelle5: Vorgefertigte Losungen und Reagenzien

Vorgefertigte Losungen uniReagenzien

Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)
Cut SmarBuffer

GelRe®(1000x)

DNAGel Loading Dye Purple (6x)

pHcEichlésungen

PhusiorHFReaction Buffer (5x)

Pliwa® (Lésung zur Flachendesinfektion)
Proteaselnhibitor-/ 2 O1 G+ At X Oh Y L-¥eiS |
RNaseAway® (Losung zur RiN#aktivierung)

T4 DNA Ligadguffer (10x)

ThermoPol Buffer

Roth

New England Biolabs Inc.
Biotium

New England Biolabs Inc.
AppliChem

New England Biolabs Inc.
Hansa Trading

Roche

Molecular Bio Products
New England Biolabs Inc.

New England Biolabs Inc.

Tri Reagent® SigmaAldrich
2.5 GrolRenstandards
Tabelle6: GrolRenstandards

Grélenstandards Hersteller

Blue Prestained Protein Standard 190 kDa)
wurde geédndert in
Blue Prestained Protein Standard 250 kDa)

1 kb Plus DNA Ladder

Name wurde geéndert in
2¢log DNA Ladder (0510,0 kb)

ProteinMarker Il (6,5212 kDa)
Rot®i Mark Standard (1212 kDa)

RiboRuler High Range RNA Ladder@®kb)

New England Biolabs Inc.

New England Biolabs Inc.

AppliChem

Roth

Thermo Scientific
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2.6 Saulen und Saulenmaterialen

Tabelle7: Saulen und Saulenmaterialen

Saulen undSéulenmaterialen Hersteller

NigNTAcAgarose Cube Biotech
NigNTAcAgarose HP 5 ml GE Healthcare
HiPrep26/60 Sephacryl@00 HR GE Healthcare

HiTrap Heparin HP 5 ml GE Healthcare

Sephadex &5 M PD10 Columns GE Healthcare
Sephadexz¢200 Pulver Pharmacia Fine Chemicals

2.7 Antibiotika

Tabelle8: Antibiotika

Antibiotika Stammldsung Endkonzentration im Medium
Ampicillin 100 mg/ml Reinstwasser 100 pg/ml

Nourseothricin (CIoNAT) 100 mg/mIReinstwasser 100 pg/ml, 5Qug/ml

Geneticin (G418) 100 mg/mIReinstwasser 500 pg/ml, 200 pg/mi
Kanamycin 30 mg/miIReinstwasser 30 pg/ml

Tetracyclin Hydrochlorid 10 mg/mIEtOH 7% 10 pg/mi

2.8 Antikorper

Tabelle9: Antikorper

eingesetzte

Antikorper Verdunnungen Herstellung Quelle

Goat ant¢rabbit Ig&HRP 1:5000 (BSA) monoklonal Santa Cruz Biotechnology
h¢HA 1:2000 (BSA) monoklonal Santa Cruz Biotechnology
h¢Myc 1:2000 (BSA) monoklonal Santa Cruz Biotechnology
GoatanticmouseHRP 1:10000 (Milch) monoklonal Prof. Roland Lill

h ¢His 1:1000 (Milch) monoklonal Invitrogen

h¢Porin 1:2000(Milch) monoklonal Prof. Roland Lill
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2.9 Enzyme
Tabellel0: Enzyme
Enzyme Hersteller
DNase A NewEngland Biolabs Inc.

Phusion DNé&Polymerase

Restriktionsendonukleasen
(BanmHIcHF,Dpnl, EcaREHF HindlIgHF ,Ncd¢HF Ndd,
Sad¢HF,Sal¢HF, Xhd, Xbd, PsicHF,BsBI, SpdcHF)

RNase A
T4 DNALigase
Taq DNAPolymerase

Zymolyase100T (Arthrobacter luteus)

New England Biolabs Inc.

New England Biolabs Inc.

AppliChem

New England Biolabs Inc.

New England Biolabs Inc.

Nacalai Tesque Inc.

2.10 Komplettsysteme

Tabellell: Komplettsysteme

Kit Hersteller
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen
NucleoSpifi Gel and PCR Clearmp Macherey,Nagel
NucleoSpifi Plasmid (NoLid) MachereyxNagel
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2.11 Oligonukleotide

2.11.1 Oligonukleotide zur klassischen Klonierung

Tabellel2: Oligonukleotide zur klassischen Klonierung

Name { SljdzS¢To W p ¥ Zur Klonierung von

Mak16_BamHI_For  GCA CTGGA TCGAT GTC CGA CGA AAT TGT TTG GCA AC

pETDuetlcHisMak16
Mak16_Pstl_rev GCA CTGTG CAGTA TTG TGC CAC TTC TTG CTC AGC
ETDuet1cRpfl,
Ndel_Rpfl_Sc_For(2) GCA CTGAT ATGCT CTC GGT AAT GAG ATA AAC ATC  PETDUStIGRP
pETDustlg
Xhol_Rpfl_Rev GCA CTGTC GAGTT TAC GAA TGG AAC ATA AAT AAA AC |jigMak16/Rpfl

Ndel_Rpfl_Q58M_Foi GCA CTGAT ATGCG ATA GAG AAC ACT AGA GTG TAC G pETDuetlc

HisMak16/Rpflsc29s
Xhol_Rpfl_Rev GCA CTGTC GAGTT TAC GAA TGG AAC ATA AAT AAAAC
Ncol_Rrpl_For CAT GC CAT GGAAT GGA GAC CTC CAA CTT TGT TAA AC
pColaDuet1¢Rrpl
Hindlll_Rrpl_Rev CAT GBE AGC TTCAAAT CCCTTC CACTCTTCCTC
BamHI_Rrpl_For CAT GG GAT GBATG GAG ACC TCCAACTTT GTT AAAC
pColaDuet1¢HisRrpl
Hindlll_Rrpl_Rev CAT GE AGC TTCAA AAT CCCTTC CACTCTTCCTC
pColaDuet1¢Nsal,
Ndel_Nsal For GGA ATT@A TAT BG GTT ACT# AGT CAG CTG TGT GGA T
pColaDuet1¢Rrpl/Nsal,
pColaDuet1¢
Xhol_Nsal Rev CCETGGAGITAAATTTIGCTITTCTIACTGGC
HisRrp1l/Nsal
Twinstrep_Xbal ATG GTACT AGAAT AAT TTT GTT TAACTT TAAGAA GG pETDuet1c
) TwinStrepMak16/Rpfl
Twinstrep_BamHI ATG GTA&GA TCGCC CTG GAAATACAAGTTTTCG
Mak16 NP_Sacl F ATG GTAAG CTCGC AGA GAA GAAAGACTG GATC
p414NReMak16
Mak16_NP_Pstl_R ATG GTETG CAGTATTG TGC CACTTC TTG CTC AGC
Nsal NP_Sacl F ATG GT&AG CTCTT CAG AGC CAT CAT AAT ATCC
p4l4NReNsal
Nsal New_ Sall_ R ATG GTA&TC GACAG CGT CGC GTT CAG GAAGTG C
Cicl_BstBI_Nf ATG GTATC GAATG GAT ATT CAT CCACTC AG
p414NR;Cicl
Cicl Pstl NP_R ATG GTETG CAGTAACT TTT AGC CTT CTT GAC AGC
Cial_NP_Sacl F ATG GT&AG CTCCG CCT GCT TAT TCG ACATC
p416cNR;Cial
Cial_NP_sall_R ATG GTS&TC GACTACGCTGCTTTTTC TAG AGAC
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Name

{ SljdzS¥io Wip W

Zur Klonierung von

Nbp35_NP_Sacl_F

Nbp35_NP_Pstl_R

ATG GTASAG CTCGT CTAACG ATG CAATGT ACAC

p4l4cMet25¢Nbp35ts

ATG GTRETG CAGTA TAC ATC CCC CAC AGC ATCTCGC

Rpfl_Spel_For

Rpfl_EcoRI_Rev

GCT CGACT AGRATG GCT CTC GGT AAT GAG ATA AAC

GCT CGGAA TTCGA ATG GAA CAC TAT AAATAA AAC

p4licMet25¢MyccRpfl

2.11.2 Oligonukleotide zur Mutagenese

Tabellel3; Oligonukleotide zur Mutagenese

Name { SljdzS¥To Wdp ¥ Zur Mutagenese von
C28A_mut_for GGT CAA AAT TTT GCC AGA AAT GAG TAT AAC G PETDuetlc
HisMak16(C28A)/RpEk.295
C28A_mut_rev CAT TTC TGG CAA AAT TTT GAC CAT TAG GTG CC
C38A_mut_for GGG TTG GCT ACA AGG CAA TCA TGC CCA CTT GCC pETDuet1c
HigsMak16(C38A)/Rptk29s
C38A_mut_rev GCC TTG TAG CCAACC CAG TGA CGTCAT BRI TG
PETDustlq
C38A/C43A_mut_for GGT TGG CTA CAA GGC AAT CAG CCC CACTTG CCA
HisMak16(C38A/CA43A)/
C38A/C43A_mut_rev GTG GGG CTG ATT GCC TTG TAG CCA ACC CAG TGA Rpflsaczes
C55A_mut_for GCA ACA GTG AAG GCT GAC AAT GGG AAA CTG TAC pETDuatlc
HisMak16(C55A)/Rptk29s

C55A_mut_rev

CCATTGTCAGCCTTCACT GTTGCATACTTG G

Mak16_192_f

Mak16_192_r

GAT AAT GTA ACA AAT GGA AGA GGA GAATTC TCA(

CCATTTGTTACATTATCT TCT TCC AGACCT TTT CC

PETDuetl¢HisMak16ic10d
Rpflssc20s

Mak16_for C38Y

Mak16_rev_C38Y

CTG GGT TGT ATA CAA GGC AAT CAT GCC CAC TTG |

GAT TGC CTT GTATAC AACCCAGTGACG TTATACT

p416cNRMak16ts

nbp35¢mutgfor CAA GTG TAT GAG AGAATC TGG C p416cNFeNbp35ts (Y204C)
(nach Yarunirt al.2005)

nbp35¢mutgrev CTC ATACACTTG TTT ATT GAG ATG TGC

cfdi¢cmutcfor TAT AAG TGA AAA CAT GTC AGG GTT TGT ATG C p416cNRcCd1ts (1193S)
Yaruninet al. 2005

cfdigmutgrev TTT CAC TTA TAC CGA GGA TCT TTA AAT CG
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2.11.3 Oligonukleotide flir di®equenzierung von Plasmiden

Tabellel4: Oligonukleotide fur die Sequenzierung von Plasmiden

Name { SljdzS¥io Wip W
Seql_Mak16 GAT TCC CTC GCT AGA CAG G
Seq2_Mak16 GTC CGACGAAATTGTTTG GC

Seq3_Mak16_r
Nsal_seql
Nsal_seq2
Nsal_Seq3
Nsal 4 r
Cicl_seql
Cicl_seq2
Cicl_seq3
Cigl_seq4 R
Cial_Seql
Cial_Seg2
Cial_Seg3_R
checl¢RpficFor
checl¢RpficRev
checkmutnsalcfor
checkmurtcfdlcfor
pPRS_4xx_Sacl
T7_forward
T7_reverse
Cye50_rev

His_seq310

GGT TGT TAT TAT @GR GTG CG

CTT CTT CCT CAT CCA GGT AG

GAC TGA CAC TTC CGT ACAATC

GTG GAAATAGAT TCGAGTTTCC

CAG CGT CGC GTT CAG GAAGTG

GCT ACC ACACAACGT CTG

GAC AGC AGG CAG ATAAACC

GCA TAT GAG GCT AGA AAC GC

CAT ATG CAC CGC ACT CTATG

GAA GCG CTT CGG AATTCAG

CTCACACTTCGCTGTTAGC

GCG TTATAG TGA TAC AAA GG

CCT TCG TGT AAT ACA GGG TCG

GGG CGT GAA TGT AAG CGT GAC

CTG ATA AAT ATATAT TTG CAT ACG

AGT AAC TAC CCC ACAGAG TGT TGC

GGATAA CAATTT CAC ACA GG

TAATAC GACTCACTATAG G

TGC TAG TTA TCTC AGC GG

GGA CCTAGACTT CAGGTTG

CTC ACAGAC GCG TTG AAT TG
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Oligonukleotide zur Identifikation der tsPlasmide aus der Sammlung von Prof. Dr. Ed Hurt

Seq_Cfd1l_F CAT CTC TGA CGT CGC CTG
1193S
Seq_Cfd1 R CTC AGC TCC TCT GCAATC G
Seq_Nbp35_F GAC ACC TGT CTA TGT GAC TG
Y204C
Seq_Nbp35_R CCT CCA TAT AAT GG ATC
Seq Nsal_F CAC ATT CGT AGC TGC TAC
Seq_Nsal R CTC TCA TAT CCA ACC TGT CG S43L, P375L, SA05F, E428C
Seq_Nsal_F2 CCG TGA ACC ATT ATC TCA G
Seq_Cicl_F CTG ACG ACAGTATAGTTAC V23l, T30A, E68G, L140
_ 1180V
Seq_Cicl_R GCA TGT GTT CTA BAT ATA GG

2.11.4 Oligonukleotide zur Herstellung und Uberpriifung von Hefestammen

Tabelle15: Oligonukleotide zur Herstellung und Uberpriifung von Hefestammen

Name { SljdzS¥io Wirp W Stamm
Mak16_S1 GTG ATT GGT ATA GAG GCABATGCA TTG CTT AGT TC

TTC TTT TGA TGC GTA CGC TGC AGG TCG AC
Mak16_S4 CTA TGA GAG CAG AAA CTT TGA TTA ATC ACT TGC C

ATT TCG TCG GAC ATC GAT GAA TTC TCT GTC G GALLI0CNBP3S5/GAl-
Checkmak_F GAT TCC CTC GCT AGA CAG G MAKL6
Checkmak_R GTG CTBAC CAA CGT AGT GTC
Cicl_s1 CTG TGC TTC ACC GTT GCG TCA ATA AAT GTG AAG 1

TCA CTT CAT ACA TGC GTA CGC TGC AGG TCG AC
Cicl_S4 GCTTGG TGT ACT TAC AGG CGT AGA TTT CTT TGA G

CTT TTT AGC CAT CGA TGA ATT CTC TGT CG GALECICL
Check_Cicl._for GAG GGC TGG TCA CAG ATT ACC
Check_Cicl_rev CCT TAA CCG CTG TTG CAC TGG
Gall_orf Nbp35 CTG CTG GTA GCA CTT CGT CGT TTA CAT GTG GTA (

CAG TCA TCG AAT TCC TTG AAT TTT C
Gall_prom_Nbp35  CGC ATT CAT TAA TGG TGT AATAPATGC GTA GAA ATA

TTT TGA TCG ATG AAT TCG AGC TC GALE10CNBP35

Check_Nbp35_for

Check_Nbp35_rev

CAC AAT TCT CTC AGT TCT ATG C

AAG TGC CCA ACT TAG CAT TGC
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Name

{ SljdzS¥io Wip W Stamm

GalCfd1His_Prom

GalCfd1His_Nterm

Cfd1_prom_control

Cfd1l_354rev

GAA ATA ACT GGA AAT ACA ATT ACA AAG CGATAAT
GATCTT TGG TTC CTATCG ATG AAT TCG AGC TC

TTT ATT CCT GCC AAA GAG GCC GCA GGA ACG CCT

TGT TCC TCC ATC GAA TTC CTT GAA TTT TC GALL10cCFDL/GAIQ-

CAC ATC GAT AAG AGT GAA ACA TAT CC MAKLG

CAT AGA AATT CTT AGG ACCC

GalCialHis_Prom

GalCialHis_Nterm

PromCial_control

Hisfor_control

CTAATT GTAGAAACG TTT GAATTT AAG GAATCT G,
GAT GTG CAT AGC AGT GTG ATG AAT TCG AGC TC

CAT ATC TTT TCC TTG TAA AGT TTC AAA GAC TTA AT
TTG ATA GAC GCC ATC GABTTGAATTT TC

GCACTTCTATCTTGT TTTGTGTTIGC

GALL10¢CIAIGALLMAKLG

TGC AGT GTG ATG ATC ATC GAT G

GalL_Rpfl_S1 CGA TTG AAC ACCT AA GGA AGA GGT AAA GCA GGC
TAT TGA AAT ACG TAC GCT GCAGGT CGAC
GalL_Rpfl_S4 TCTTGCTC TTTAGC TTG TTT GTG ATG TTT ATC TCA
AGA GCC ATC GAT GAATTC TCT GTC G GALERPF1
Rpfl_331rev CAA ATT CAT AAG CGC TCT TCT TAG CG
Rpfl_¢169for TCAGTGCATTTTTCATTT TCG CGT TCG
2.12 Plasmide
2.12.1 Ausgangsplasmide
Tabellel6: Ausgangsplasmide
Ausgangsplasmid Beschreibung Promotor  Tag Marker Referenz

pFAG&NatNT2

pYM_N27_His

pYM_N27

p416_MET25

p414_MET25

P414 Met25_Myc_Nbp3E S. cerevisiablbp35,

zur Amplifikation GALZL10 G Am@R (Jankeet al.,2004)

desGAL%10g HIS3MX6

Promotors

zur Amplifikation GALL G AmER (Greth, 2018)

desGALL, HIS3MX6

Promotors

zur Amplifikation GALL G AmER (Jankeet al.,2004)

desGALL, natNT2

Promotors

ohne Insert MET25 G Am@R (Mumberget al.,
URA3 1994)

ohne Insert MET25 q Am@R Mumberget al,,
TRP1 1995

MET25 1xMyc Am@R Netzet al.,
Ncterminaler TRP1 2012

1xMya;Tag
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Ausgangsplasmid Beschreibung Promotor Tag Marker Referenz
pETDuet1 ohne Insert, Hig; T7 His AmpR Novagen
Tag
pColaDuet1 _?_de Insert, Hi; T7 His KarR Novagen
2.12.2 Plasmide zur Expressiorbircerevisiae
Tabellel7: Plasmide zur Expression $ cerevisiae
Name Beschreibung Promotor Marker Referenz
p414cNRcMak16 S. cerevisiabak16 ausnv303 MAK16 AmR diese Arbeit
TRP1
p414NRgMak16ts  TemperatursensitiveS. cerevisiadlak1l6 mit MAK16 Am@R  diese Arbeit,
folgenden Punktmutationen: C15R, E107K, TRP1 (BenAroyaet al.,
N109K, E150K, G168D, V191M, L200Q, G2: 2008)
A244E mittels Klonierung
p414 NP_Cial S. cerevisia€ial ausW303 CIAL AmRR (Greth, 2018)
TRP1
p414cNPgNsal S.cerevisiaeNsal ausv303 NSAl AmpR  diese Arbeit
TRP1
p414cNRcNsalts TemperatursensitiveS. cerevisiablsal mit NSA1 AmpRR diese Arbeit,
folgender Punktmutation: W230R mittels TRP1 (Kresleret al.,
Mutagenese 2017)
p414cNRcCicl S. cerevisia€icl ausVv303 Cic1 AmpR diese Arbeit
TRP1
p414cNRcCiclts TemperatursensitiveS. cerevisia€icl mit cici Am@R  diese Arbeit,
folgenden Punktmutationen: V23, T30A, TRP1 (Gadakt al.,2001)
E68G, L140V, D143L, 1180V, T221S, K227R
G252E, S265L, P267S, A287P, E331K, 1354
mittels Klonierung
p4licMet25¢Mycg  S. cerevisiablbp35 Ccterminaler MygTag Met25 AmER Netzet al.,
Nbp35 TRP1 2012
p4l4acMet25¢Mycg  TemperatursensitiveS. cerevisiaBlbp35 mit  Met25 AmpR diese Arbeit,
Nbp35ts folgender Punktmuation: Y204C mittels TRP1  (Gadakt al.,2001)
MutageneseCcterminaler MygTag
p414cMet25¢ TemperatursensitiveS. cerevisiablbp35 mit ~ Met25 AmpR diese Arbeit,
Nbp35ts folgenden Punktmutationen: D201G, L302Q TRP1  (BenAroyaet al.,
mittels Klonierung 2008)
p4lacMet25¢Mycg  S. cerevisiaBpflausW303 Ccterminaler Met25 AmER diese Arbeit
Rpfl MycTag TRP1
p416cNR;Cfd1l S. cerevisia€fdl CFD1 AmpR Netzet al.,
URA3 2012
p416cNR;Cfd1lts TemperatursensitiveS. cerevisiae€Cfdl mit CFD1 AmER diese Arbeit.
folgender Punktmutation: 1193S mittels URA3 (Gadalet al.,2001)
Mutagenese
p416cNF;Nbp35 S. cerevisiaBlbp35 Nbp35 AmpR Netzet al.,
URA3 2012
p416cNRcNbp35ts  TemperatursensitiveS. cerevisiaBlbp35 mit  NBP35 AmER diese Arbeit,
folgender Punktmutation: Y204C mittels URA3 (Gadalet al.,2001)

Mutagenese
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Name Beschreibung Promotor Marker Referenz
p416cNRCial S. cerevisia€ial ausv303 CIAL Am@R,  diese Arbeit
URA3
p416cNRCialts TemperatursensitiveS. cerevisia€ial mit CIA1 Am@R  diese Arbeit,
folgender Punktmutation: L10S mittels URA3 (BenAroyaet al.,
Klonierung 2008)
p416cNReMak16 S. cerevisiabak16 ausv303 MAK16 AmR diese Arbeit
URA3
p4l6cNRcMakl1l6ts  TemperatursensitiveS. cerevisiaMakl16 mit MAK16 AmpRR diese Arbeit,
folgender Punktmutation: C38A mittels URA3  (Pelktt et al.,
Mutagenese 2006)
p4lecMet25¢3HA;  S. cerevisiablak16,Ccterminaler 3HATag Met25 AmR diese Arbeit
Yal025¢ URA3
p416cMet25¢3HA;  S. cerevisiabak16mit folgender Met25 AmpR  diese Arbeit
YakC15A Punktmutation: C158, Gcterminaler 3HATag URA3
p4lecMet25¢3HA;  S. cerevisiablak16mit folgender Met25 AmpRR diese Arbeit
YakC28A Punktmutation: C8A Ccterminaler 3HATag URA3
p416cMet25¢3HA;  S. cerevisiabak16mit folgender Met25 Amp?  diese Arbeit
YakC38A Punktmutation: C38ACcterminaler 3HATag URA3
p4lecMet25¢3HA;  S. cerevisiablak16mit folgenden Met25 AmRR diese Arbeit
SEMak16c Punktmutatioren: C15A undC38AC; URA3
C15A/C33 terminaler 3HATag
p4l16cMet25¢3HA;  S. cerevisiabak16mit folgender Met25 AmpR diese Arbeit
YakC55A Punktmutation: C55, Gcterminaler 3HATag URA3
2.12.3 Plasmide zur Expressiorkincoli
Tabellel18: Plasmide zur Expression ki coli
Name Beschreibung Schnittstelle Marker Referenz
pETDuet1¢HisMak16 MCSIS.cerevisiagMlak16, Mak16 in MCSI:  Am@R diese Arbeit
N¢Terminaler HiggTag BanHI/Pst
pETDuet1¢HissMak16/Rpfl MCSIS. cerevisiaMak16, Mak16 in MCSI:  Am@R dieseArbeit
N¢Terminaler Hig Tag, BanHI/Pst
MCSIIS. cerevisiaBpfl Rpfl in MCSII:
Ndd/Xhd
pColaDuet1¢HisRrpl/Nsal MCSIS. cerevisiaRrpl, Rrplin MCSI: KarR diese Arbeit
N¢Terminaler Hig Tag, BanHI/Hindll
MCSII:S. cerevisiablsal Nsal in MCSII:
Ndd/Xhd
pColaDuet1¢Rrpl/Nsal MCSIS. cerevisiaRrpl Rrplin MCSI: KarR diese Arbeit
MCSIIS.cerevisiaeNsal Ncd/Hindll
Nsal in MCSII:
Ndd/Xhd
pETDuet1¢HisMak16:c19d/Rpfl MCSIS. cerevisiabak16, Mak16 in MCSI:  Am@R diese Arbeit
N¢Terminaler HigTag, BanHI/Pst
CcTerminal trunkiert, Rpfl inMCSII:
MCSII:S. cerevisiaRpfl Ndd/Xhd
pETDuet1¢HisMak16/Rpflsecoes MCSIS. cerevisiabak16, Mak16 in MCSI:  Am@R diese Arbeit
N¢Terminaler HigTag, BanHI/Pst
MCSII:S. cerevisiaRpfl, Rpfl in MCSII:
N¢Terminal trunkiert Ndd/Xhd
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Name Beschreibung Schnittstelle Marker Referenz
pPETDuet1cHissMak16(C28A)/ MCSIS. cerevisiabak16, Mak16 in MCSIl:  Am@R diese Arbeit
Rpflsecoos N¢Terminaler HigTag, BanHI/Pst

Cysteinmutante, Rpfl in MCSII:

MCSIIS. cerevisiaBpfl, Ndd/Xhd

N¢Terminal trunkiert
pPETDuet1cHissMak16(C38A)/ MCSIS. cerevisiabak16, Mak16 in MCSIl:  Am@R diese Arbeit
Rpflsac2os N¢Terminaler HigTag, BarmHI/Pst

Cysteinmutant, Rpfl in MCSII:

MCSIIS. cerevisiaBpfl, Ndd/Xhd

N¢Terminal trunkiert
pETDuet1¢HisMak16(C38A/C43A)/  MCSIS. cerevisiabak16, Mak16 in MCSI:  KarR diese Arbeit
Rpflsec2os N¢Terminaler HigTag, BanHI/Pst

Cysteinmutant, Rpfl in MCSII:

MCSIIS. cerevisiaBpf1, Ndd/Xhd

N¢Terminal trunkiert
pETDuet1¢HisMak16(C55A)/ MCSIS. cerevisiabak16, Mak16 in MCSI:  Kark diese Arbeit
Rpflssc2os N¢Terminaler HigTag, BanHI/Pst

Cysteinmutant, Rpfl in MCSII:

MCSIIS. cerevisiaBpf1, Ndd/Xhd

N¢Terminal trunkiert
pCDFDuetl_ES7a S. cerevisiae ES7avor T7 SnR diese Arbeit

Expansionssegment ES7a Promota-1 und

in MCSII:
EcoNI/Kpnl

2.13 Zellstamme

2.13.1E. coliStamme

Tabellel9: E. oli Stamme

Stamm Genotyp Eigenschaften und Anwendungen
NER® 5¢ f LIKI « ¥ Kdz! H gl@cE)NBIphoA ginv44 hohe Replikationsund grof3e
synnofl O%ovamp 3TA&NI cbc Transformationseffizienz fur Plaghe
kleiner und mittlerer GréRRe
NEB 10cbeta nolgiN$dzo tTcpt I NF¥5mMod F5SNAGIG @2y b9o.ph O

NEE 5¢ f LJKIl

T7 expressysY/H

galE15el4c y n Rt | O%npamp
rpsL (StrB NLJIK

T K dz! H klécE)NIBIphoA ginva4
synnpof I Qs seeyl reldl

MiniFlysY lac(Can®) / fhuA2 lacZT7genel
[lon] ompT gabulA1l R(mg73::miniTnlQ
Te®H2 [dem] R(zgt210:Tn1G;Tef) endAl
n oY &g 114:1S10

NB O
a KBIRMSner8Q) NN
F proABtlachk o f | OwiOTame@eRi/ 1 F

Transformatioseffizienz fur groRere
Plasmide

eine starke Expressionskontrolle dudelek
ermdglicht das Knen potenziell toxischer
Gene

Verbessertes BL2Derivate fir die Tq
Expression, die durch die strenge Kontrol
der TE&RNAPolymerase (durch Lysozym)
die Expression toxischer Geaamdglicht
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2.13.2S. cerevisiaBtamme

Tabelle20: S. cerevisia&tamme

Hintergrund

Stamm Genotyp Stamm Vorlage(Marker) Referenz
W30 1A MATaleu2¢3, 112 hisg G [« (Thomaset
11, 15 tplcl, canXk100, al., 1989)
adeX1, ura X1
GALKMAK16 W303;1ApMAK186: W30x 1A pYM_N27 diese Arbeit
natNTZ,pGALL (AmER natNT2)
GALKMAK16 GALE10g W303;1ApMAK1E: GALEMAK16 pFAB&natNT2 diese Arbeit
NBP35 natNTZGALL, (Am®R, HIS3MX6)
pNBP35HISEpGALL10
GALKMAK16 GALE10¢ W303;1ApMAK16: GAL%10cCIAL pYM_N27 diese Arbeit
CIAl natNTZpGALL, (AmR natNT2)
PCIALHISZpGALLE10
W303;1ApMAK16:
SQSEMAKWGAL“OC natNTZpGALL, GALL10cCFD1  PYM_N27 diese Arbeit
pCfd1:HISZpGALL10 (Amp?, natNT2)
GALKLCIC1 W303;1ApCicl: W30 1A pYM_N27 diese Arbeit
natNTZ,pGALL (AmER natNT2)
GALKCICIGALE10g W303;1ApCICL GALECIC1 pFAG&natNT2 diese Arbeit
NBP35 natNTZ,pGALL, (AmER HIS3MX6)
pPNBP35HISEpGALE10
GALEKCICIGALLE1Qg W303;1ApCICt GAL%10cCIAL pYM_N27 diese Arbeit
CIAl natNTZ,pGALL, (AmR natNT2)
pCIALHISZpGALE10
GALKCICIGALZL10G W303;1ApCICL GALL10cCFD1 pYM_N27 diese Arbeit
CFD1 natNTZ,pGALL, (AmER natNT2)
pCfd1:HISZpGALL10
GALKMAK16 GALERPF1 W3031ApMAK16: GALEMAK16 pYM_N27 diese Arbeit
natNTZ,pGALL, (Am@R natNT2)
pRPFIHISEpGALE10
ClAlcts MATadzNJ} opn £ S ¢ C Ber;Aroya
KAdaonpmy$@mpp et al, 2008
Ol y:ugU2
MFA1pr:His3;pCIAL
ts::URA3
NBRB¢ts MATadzNJ} opn £ S ¢ q BercAroya
KAdonpm f@&any et al, 2008
Ol y:ugU2
MFA1pr:His3;pNBP3%
ts::URA3
MAKL6cts MATadzNJ onn £ S ¢ C BercAroya
KAdonpm feé&amny et al, 2008
Ol y:ugU2
MFA1pr:His3;pMAK1g&
ts::URA3
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3. Methoden

Alle gentechnischen Schritte wurden gemal3 den Verordnungen des Gentechnikgesetzes unter
Berucksichtigung der Sicherheitsstufe S1 durchgefuhrt. Alle gentechnisch veranderten
Organismen und kontaminierte GefalRe, sowie Losungen und Medien wurden zur Entsorgun
autoklaviert und dadurch unschadlich gemacht. Nicht autoklavierbare Materialien wurden mit
einer EthanaiLésung (70 % v/v) desinfiziert. Alle verwendeten Puffer und Losungen wurden
in Reinstwassegeldst, wenn nétig der gewtinschte gWert durchZugabe von HGINaOH

bzw. KOlgLOsungen eingestellt und anschlieBend autoklaviert. Nicht autoklavierbare

Lésungen wurden sterilfiltriert.

3.1 Mikrobiologische Arbeiten

3.1.1 Medium zur Kultivierung vda coli

LB:Medium
Hefeextrakt 5,00 dl
NaCl 10,0 dl
Trypton 10,0 dl

AnschlieRendwutoklavieren
3.1.1.1 FlussigmediugKultivierung

Die Kultivierung vok. colerfolgte in LRMediummit den entsprechenden Selektionsmarkern
bei 37 °C und @ rpmin einem Schittelinkubator¢(K SN 2 { OA S yaD)dbarO> al E
Nacht.

3.1.1.2 FestmediugKultivierung

Die Kultivierung vork. coliauf Festmedium erfolgte auf tBgar Platten. Daflr wrde das
LB; Nahrmedium mit AgacAgar (20 g/l) in Reinstwasser gelost und autoklaviert.
Anschlie3end wurde bei ca. 60 °G@amtsprechende Antibiotikum dem Medium hinzugefugt,

jeweils 25 ml in Petrischalen gegossen und nach der Abkuhlung bei 4 °C gelagert.
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3.1.2 Medien zur Kultivierung véh cerevisiae

YP (VollgMedium

Hefeextrakt 10,049

Pepton 20,09

Auffullen mitReinstwasser auf 900 ml und autoklavieren.
Medium auf 60 °C abkiihlen.

Glukose/Galaktose 20 % (w/v)

Zugabe von 100 ml der jeweiligen Zuckerlésung.
Zugabe der Adeninsulfatlsg. (siehe Aminosaghkéin) auf eine
Endkonzentration von 2 % (viv)

SC (MinimaMedium

Ammoniumsulfat 5,009

Yeast Nitrogen Base 1,90 g

Auffullen mit Reinstwasser auf 900 ml und autoklavieren.
Medium auf 60 °@bkiihlen.

Glukose/Galaktose 20 % (w/v)

Zugabe von 100 ml der jeweiligen Zuckerldsung.
Zugabe des AminosaureMix auf eine
Endkonzentration von 2 % (viv)

AminosaurergMix

Adeninsulfat A 600 mg
L¢Histidin H 150 mg
LcLeucin L 500 mg
L¢Tryptophan w 300 mg
Uracil U 150 mg

Auffullen mit Reinstwasser auf 150 ml und autoklavieren.
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3.1.2.1 FlussigmediugKultivierung

Die Kultivierung vors. cerevisiaerfolgt in Y8 oder SGMedium. Um eine Karamellisierung

des Zuckers zu vermeiden wurde das Medium ohne Zuckerzusatz in Reinstwasser geldst und
autoklaviert. AnschlieBend wurde der Zucker, je nach Auxotrophie die entsprechenden
Aminosauren und die bendtigh Antibiotika zur Selektion hinzugefiigt. Die Kultivierung
erfolgte bei 30 °C und 150 rpm im SchuttelinkubatdlHORS HT, Multitron Prd)ie Dauer

der Kultivierungvurde in jedem Experiment explizangegeben.

3.1.2.2 FestmediugKultivierung

Die Kultivierung vois. cerevisiaerfolgte ebenfalls auf Yfoder SEMedium mit AgagcAgar
(209/), einer Kohlenstoffquelle, den nétigen Aminosauren und Antibiotika. Diese wurden
nach der Abkihlung des Nahrmediums auf 60 °C hinzugegeben, in Petrisagdssegund
nach der Abkihlung bei 4 °C gelagert.

3.1.3 Optische Dichte

Das Wachstum voR. coliund S. cerevisia@ellen kann durch die Messung der optischen Dichte
0SA < T ebestinimf wedderb Bei dieser Wellenlange ist die Streuung nur van de
vorhandenen Zellen in der Kultur abhangig. Je konzentrierter die Zellsuspension, desto hdher ist
die Absorption bei O&do. Ab einer Ok» = 0,3 wurden Verdinnungen (1:5 oder 1:10) hergestellt

und vermessen. Auf diese Weise kann das Wachstum regelméagigrifh werden.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 PolymerasgKettenreaktion (PCR)

Die PolymeraseKettenreaktionist ein von Kary Mullis (1983) entwickelt@svitro Verfahren

zur Amplifikation beliebiger Nukleinsauresequenzen. DiedPeAymerase benétigt passende
Oligonukleotide (Primer), um mit den hinzugegebeDs&oxynukleosidtriphosphatef@NTPs)

die einzelstrdngige DNA/@rlagg zu Doppelstrangen zu synthetisiareDiese Reaktion wird

in mehreren Zyklen wiederholt, bei denen die synthetisierte DNA jeweils als Vorlage flr einen
neuen Zyklus verwendet wird und damit eine exponentielle Vermehrung der AusgdziNgs

liefert. Ein Zyklus besteht dabei aus drei Schritten.
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1. DenaturierenBei einer Temperatur von 98 °C werden die Wasserstoffbriickenbindungen

zwischen dem Doppelstrang aufgebrochen und dadurch zwei Einzelstrédnge erhalten.

2. Primerhybridisierunddie Primer werden an die komplemengh Einzelstrange angelager

Die Temperatur orientiert sich dabei an den Schmelzpunkten der Oligonukleotide und sollte

dabei 5 °C unter dem Schmelzpunkt liegen.

3. Elongation:Die DNAt 2f @ YSNJ &S @S NI Ny &EBdeliler an§elagerten ¢ /
Oligonukleotide zu einem komplemen&ir DNAStrang, sodass ein neuer Doppelstrang

gebildet wird.

In dieser Arbeit wurden fur die Amplifikation von Genen fiir eine Klonierung hauptséchlich die
Q5¢ und die PhusiogPolymerasenNew England Biolabs [nmit den entsprechenden Puffern
verwendet. Dese Polymerasen zeichnen sich durch ihre sehr geringen Fehlerraten aus. In der
Tabelle 21 ist ein typisches Pipettierschema eines BA#satzes dargestellt und das
dazugehdrige PQfRrogramm ist iMabelle22 gezeigt. Bei der Verwendung von PlasgitilA

als Vorlage wird eine Denaturierungszeit von 3 min gewahlt, wahrend die Dauer der
Denaturierung auf 5 min erhéht wurde, wenn genomische DNA eingesetzt wurde. Die Dauer

der Elongation wurde der Lange der zu amplifizierendend®¢4uenz angepasst.

Tabelle21: Pipettierschema eines PGRnsatzes

Nukleasefreies Wasser X ul

Q5c/PhusiortPolymerasePuffer 10 ul
Vorwartsprimer (10 uM) 2,5 ul
Ruckwartsprimer (10 pM) 2,5 pl

Plasmi&DNA (bzw. 1 pl 1:10 verd. chromosomale DI' 30 ng
Rbe¢t Q& 1,0 ul

Q5¢/PhusiorgPolymerase 0,5 ul

Gesamtvolumen von 50 pl
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Tabelle22: PCRProgramm fir Q5/PhusiogPolymerasen

Anzahl der Zyklen Temperatur  Dauer
2,0 min (Plasmide)

1x 98 °C 5,0min
(genomische DNA)
98 °C 10's
35 x 51¢65 °C 30s
72 °C 30 s/kb
1x 72 °C 10 min
4°C K

Fur die Uberprifung von Klonierungeshne vorheriger Isolation der DN#vurden die Klone
mittels KolonigPCR aufpositid S Y Lrgeys &kt Dieses Verfahren erlaubt es eine groRere
Anzahl an Klonen gleichzeitig auf das Gen von Interesse zu untersuchen. Daflir wurde eine
minimale Menge einek. coliKlons mit Hilfe einer 10 ul Pipettenspitze aufgenommen und in
dem, bereits mit dem PGRnsatz tine Polymerase, gefillten PCRibe resuspendiert.

Danach erfolgte die Zugabe der TRglymerase und der Start des RERogrammes.

Tabelle23: Pipettierschema eines KoloriPCRAnNsatzes

Nukleasefreies Wasser X ul
ThermoPol Puffer 2,5 ul
Vorwartsprimer (10 uM) 0,5 ul
Ruckwartsprimer (10 uM) 0,5 ul

1 Pipettenspitze Zelle
Rb¢t Q& 0,5 ul
TagPolymerase 0,125 ul

Gesamtvolumen von 25 pl
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Tabelle24: KoloniegPCRProgramm

Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer

1x 95 °C 3,0 min
95 °C 20s

35x 55¢68 °C 30s
68 °C 1,0 min/kb

1x 68 °C 5,0 min
4°C K

3.2.2Agarosegelelektrophorese

Durch die Agarosegelelektrophorese lassen sBNA(Fragmente nach ihrer Grofie
auftrennen. Durch das Anlegen einer Spannung wandern die negativ geladeneqn DNA
Fragmente zur Anode, wobei kleinere Fragmente schneller als groRere Fragmente wandern.
Zur Visualisierung wird GelRed als Farbstoff verwendet, mdeh der Bindung an die
Fragmente unter U§Licht fluoresziert. Bi 19giges Agarosesy wurde mit 1g Agarose in
100mI TAEPuffer (1x) hergestellt. Um die Agarose vollstandig zu lI6sen, wurde sie 2 x 1 min
in der Mikrowelle erhitzt und anschlieBend zu ein&@el gegossen. Eine analytische Probe
bestand aus 42 ul PCRProdukt, 1/10 GelRed.Q0) und 1/6 Gel Loading Buffer, aufgefillt
mit Reinstwasser auf 20 pl. Die Menge flr eine praparative Probe wurde dermg\MoNnen
entsprechend angepasst, mit einem Gesaalimen von max. 75 pl. Durch die Verwendung
eines StandargMarkers (1 kb plus/2 log DNRdder) konnen die GroRen und die Menge der
untersuchten DNAFragmente aufgrund der Lage und der Intensitaten der Banden
zugeordnet und abgeschatzt werden. Zur Auftrang wude die Elektrophorese flr
45¢ 60 min bei 100 V durchgefihrt.

TAEPuffer (5)

Trig;Base 2M
Essigsaure 1M
EDTA 50mM

Die PuffegL6sung besitzt einepHcWert von ca. 8,5
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3.2.3 Reinigung von DNA aus PCR Anséatzen und Agarosegelen

DNAaufPCR! YANGT Sy dzy R LINNLI NI G4A @Sy NuckoSNBRaGeRII St Sy
and PCR Clegupa @2y ! 3 NraSz 9yl eyvySy dzyR bdzOft S20GAF
wurde in ko0 n > f  ¢PUffelz(TE) 2lyieit.

3.2.4 Restriktionsverdau

Ein Restriktionsverdau istas gezielte Zerschneiden von DNA in kleinere, definierte Stlicke
mittels Restriktionsenzymen. Diese Restriktionsenzyme erkennen ihre spezifischen
Schnittstellen, schneiden innerhalb dieser Sequenzen und bilden Eabginente mikeinem

p W t KeoalLdkdr (S A yEhde. Dmbei kbnhen entweder glatte Endbluiit end3 oder
Uberstehende Endensticky endy generiert werden, die mit einer anschlie3enden Ligation
chemisch verknipft werden kénnen. Der Restriktionsverdau wird sowoldié&liKlonierung,

als auch fur das Uberpriifen von Klonen auf eine erfolgreiche Klonierung verwendet. Ein
typische Restriktionsverd@énsatz ist inTabelle25 dargestelt. Der Verdau wurde, wenn
nicht anders angegeben, bei 37 °C fur 2 h inkubl&I€C{¢Linee, VWR und anschlie3end mit
RSYCleanUp YA (G | dZFASNBAYAIGD

Tabelle25: RestriktionsverdagAnsatz fir Vektor und Insert

Nukleasefreies Wasser Xul

CutSmart Puffer 1/10 des gesamten Volumens
Restriktionsenzym 1 1,5ul

Restriktionsenzym 2 1,5ul

DNA ~2 ug (Insert), ~1 ug (Vektor)

Gesamtvolumen von 100 pl (Insert) und 60 pl (Vektor)
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3.2.5 Ligation

Bei der Ligation werdeawei zuvor verdaute DNAragmente unter der Ausbildung einer
Phosphodiesterbindung miteinander verknupft. Dadurch ist es moglicle, gazielte DNA
Sequenzn einen Vektor einzubauen und mittelsd@NALigase zu verknlpfen, sofern die
Ubergange der beideNlolekiile kompatible sindDie Ligationen in dieser Arbeit wurden mit

der T4DNAcLigase und dem TEhigasePuffer durchgefuhrt. Der Ansatz wurde, wenn nicht
anders vermekt, bei 22 °C fur 1 h ligiefRie Menge des Vektors betrug 100 ng und die Menge
des bertigten Inserts ist abhangig von dessen Grol3e, der GrolRe des Vektors und errechnet

sich mit folgender Formel:

s e i P LD QQWOE KO QDE | msi@&m
"7 "OE RQ'QbhQ Q0RO 8

Sandardgemall wurden die Verhaltnisse 1:1, 1:3 und 1:5 (Vektor:Insert) getestet. Der
komplette Ligationsansatz wurde anschliel3end in kompeté&nteoliZzellen transformiert. Im

Folgenden ist ein typisches Pipettierschema einer Ligation dargestellt.

Tabelle26: Pipettierschema einer Ligation

Nukleasefreies Wasser X ul

Insert(DNA X ng
Ligase 1,0 ul
LigasePuffer 2,0 pl
Vektor DNA 100 ng

Gesamtvolumen von 20 pl

3.2.6 Transformation i&. coli

Die Transformatiorbezeichnet die Aufnahme von freier DNA aus dem umgebenden Medium
in kompetente Zellen (Bakteriebzw. Hefezellen). Chemisgfompetente E. coliZellen
(100pl) wurden zunéachst langsam auf Eis aufgetaut (15 min), anschlieRend RjBdAId

(5¢ 20 ng) bzw. der komplette Ligatiariszw. Mutationsansatz hinzugegeben und fir 15 min
auf Eis inkubiert. Mittels eines Hitzeschocks bei 42 °C flr 30 s, wird das Eindringen der Fremd

DNA in die Zellen erméglicht und anschliel3end 2 min auf Eis gekiuhlt. Bagughabe von
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sterilem LBRMedium (950 pl) wurden die Zellen bei 37 °C fur 45¢himund 850 rpm inkubiert
(Thermomixer Eppendorf comforthn Anschluss wurden die Zellen bei 5000 rpm fir 5 min
zentrifugiert (MicroStar 17, VWR)nd das Medium (ca. 950 werworfen. Das Zellpellet
wurde im restlichen Medium resuspendiert und mit einem DriggBgatel auf einer LB
Agarplatte mit entsprechenden Antibiotika ausgestrichen. Die InkubationszeitEd=oli
Zellen betrug bei 37 °C, wenn es nicht anders angegefete, 16 h tber NachtNCl{Line®,
VWR.

3.2.7 Isolierung von PlasngidNA au<. coli

Zur Isolierung von PlasngBNA wurde eine Ubernachtkultur von 6 micMg&dium und den
entsprechenden Antibiotika mit einer Kolonie inokuliert. Diese wurde bei 37 °QaMdpom

16 h Uber Nacht inkubiertirfnova 4000, New Brunswickdm nachsten Morgen erfolgte die

LA2f ASNHzy3I RSNJS5b! YAU RSY akNagel SieNAwyfde t f | &
YAG RSY ! Ignacbpy plastR&NIA & 2f A SNI S  dgPlRer voy deoSaulex 9 f ¢
eluiert. Die erhaltene DN#&Konzentration wurde photometrisch mit denkppendorf
BioPhotometer pluR dzZNOK RAS aSaadadzy3d RSNI ! 06a2NLIJiAzy o6SA
Die isolierte DNA konnte anschlieBend mit einem Kontrollverdau awg eifolgreiche

Klonierung untersucht werden.

3.2.8 Sequenzierung

Potenzelle positive Klone wurden abschlieRend durch Sequenzierung auf Richtigkeit und
Vollstandigkeit in der Abfolge der Nukleotide Uberprift. Fir eBequenzierungsprobe
wurden 500 ng DNA mit 1 pl des entsprechenden Sequenzierungsprimers (10 pM) gemischt,
auf 5 pl mit HO aufgefllt und zur Firma S&Q in Kaiserslautern eingeschickt, wo die Analyse
nach Sanger durchgefuhrt wurde (1977). Fur die Seqarnyy bei Eurofins wurden ebenfalls

500 ng DNA (> 1000 bp) mit 2,5 ul Sequenzierungsprimer (10 uM) gemischt ungdnaitH

10 pl aufgefullt. Die Proben wurden abgeschickt und die Analyse nach Sanger durchgefihrt
(2977). Mit einer Sequenzierung konnte c&0c800 Nukleotide zuverlassig untersucht
werden. DieAuswertung deenthaltenen Datererfolgte mitden Programnen Chromasund

Clustal Omega
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3.2.90rtsgerichteteMutagenese

Bei derortsgerichtetenMutagenese kann die DNA gezielt verandert werden. Debenen

einzelne Nukleotide eines Gensiit speziell angefertigten Primerausgetauscht, entfernt
oder inseriert werdenDiese Primebestehen aus einem ca. Basen langen komplementaren
Bereich, dernn der Mitte die gewiinschte Mutationbeinhaltet, sowieeinem ca. 10 Basen

langen Ulerhang an der @Seite, zur Hybridisierung mier VorlaggZheng et al., 2004).

In dieser Arbeit wurden mittels gezielter Mutagenese bestimmte Aminosauren durch Alanin
ersetzt, um so deren Wichtigkeit fur das Protein votedesse zu Uberprifen. Naather
Amplifikation wird der Ansatz mit dem Restriktionsenzippnlverdaut, um die methylierte
AusgangsDNA von dem mutierten PGRrodukt abzutrennen, denn das mutierte RCR
Produkt liegt unmethyliert vor. Die Mutagenese verlief Uber zwei aufeinanderfolgenden PCR

Reaktionen. Das Pipettierschema ist in @labelle27 dargestellt.

Tabelle27: Pipettierschema einer gezielten Mutagenese

A B
Nukleasefreies Wasser 34 ul 34 ul
PhusiorgPuffer 10 ul 10 pl
Vorwartsprimer 2,5 pl C
Ruckwartsprimer C 2,5 ul
Plasmid (ca. 30 ng) 2,0 ul 2,0 ul
Rb¢t Wa 1,0 ul 1,0 pl
PhusiorgPolymerase 0,5 ul 0,5 ul

In der ersten PQfReaktionwurden zunachst zwei Einzelstrangerch komplementare

Primer, diedie Mutation enthielten,amplifiziert (1. PCRAnschliel3end wurden je 25 ul aus
den Ansatzen A und B miteinander vereinigt, O,PllisiorPolymerase hinzugegeben und
die zweite PCR durchgeful{&. PCR)oei der die Einzsfrange zu Doppelstrange hybridisiert

wurden.
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Tabelle28: 1. PCRgezielte Mutagenese)

Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer

1x 98 °C 30s
98 °C 15s

8 x 55°C 30s
72 °C 1,0 min/kb
4°C K

Tabelle29: 2. PCRgezielte Mutagenese)

Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer

1x 98 °C 30s
98 °C 15s
18 x 55°C 30s
72 °C 1,0 min/kb
1x 72 °C 10 min
4°C K

Im Anschluss an die zweite R&Raktion wurde der Mutageneseansatz mit 1Dgnl zum
Verdau deVorlagen¢DNA versetzt und fir 1 h bei 37 °C inkubiéhGlLinee, VWR. Nach
anschlieBender Aufreinigung (Kapitel 3.2.3) und Transformatién @ol{Kapitel 3.2.6) wurde
eine Ubernachtkultur mit einer Kolonie inokuliert und fur 16 h Gber Nacht bei 37 °C und
200rpm inkubiert (nnova 4000, New Brunswickipie PlasmigDNA lonnte am néachsten
Morgen isoliert und aufgereinigt (Kapitel 3.2.7), die Konzentration photometrisch bestimmt

und durch Sequenzierung (Kapitel 3.2.8) die Mutation der DNA bestatigt werden.
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3.3 Isolierung und Reinigung von RNA

Alle verwendeten Gegenstandevurden zum Entfernen vonRNase mit einer
XKL %NatriumhypochloritLosung oder RNase Awayeingespruht, verrieben und mit
Reinstwasser alagpilt und es wurden bereits Rdigfreie Verbrauchsmaterialien erworben.
Danach durften die Gegenstande uNthterialien nur noch mit RNase freien Handschuhen
und im gereinigten RNA Bereich verwendet werdefie A.6sungen wurden mitiner

autoKavierten DEPGReinstvasser¢Losungangesetzt.

DEPGReinstwasserLosung
DEPC 1mil

Wasser 11

30 min¢ 1 him Abzuglhren, anschlieBend auttkvieren.

3.3.1 Isolierung von RNA (ES7a) mittels Sephad2@dG

Ca. 0,5 g gewaschene Hefezellen wurden in ¢Raffer (50 mM PP300 mM NacCl, pH9,0,

1 Protease Inhibitor Tablette auf 15 ml) im Verhaltnis 1:1 resndpert. Die Zellsuspension
wurde in Kugelform in flissigen Sticksigétropft und schockgefroren. Die Zellkugeln wurden
mittels einer Retsch Schwingmihle MM 400 aufgeschlossen, wie in Kapitel 3.5.2 beschreiben.
Das aufgeschlossene, gefrorene Zellpulvarde mit LysigPuffer im Verhaltnis 1:1 versetzt

und abwechselnd mittels Vortex und Eisbad (20s vortex, 30s Eisbad) getaut. Anschlie3end
g dzZNR S RAS %St f adza QifeyTdp Zinwalk yolyp®pyheBetkman
Zentrifugationsrohrchen bei 4 °C fur 30 nund 16.000pm zentrifugiert (Rotor JA25.50,
Beckmann Coulter AvantiperUberstand wurde vorsichtig entnommen, ohne die Fettschicht
aufzuwirbeln oder einzuziehen und in ein neues Falcon (15 ml) gegeben. Das Falcon wurde bei
4 °C far 10 min bei 4.000 rppentrifugiert(Eppendorf Centrifuge 5810 R, Rota44&62). Der

klare, leicht braunliche Uberstand wurde ohne Fettschicht und Zelltrimmer entnommen und

in ein neues Falcon (15 ml) pipettiert. Eine bei 4 °C Uber Nacht gequollene Seplqadéx G
Suspension (M mg Sepadex @200 in 40 ml Lysi®uffer) wurde in dem Verhéltnis 1:2
(Sephadex : Uberstand) zu dem Uberstand hinzugegeben. Das Ube&tqigdexGemisch

wurde langsam rotierend bei 4 °C flr 1 h homogenisiert. Anschliel3end wurde das Gemisch in
15 ml Falcons bei 4 °Crfa min und 4.000 rpm zentrifugie(Eppendorf Centrifuge 5810 R,
Rotor A4¢62)und der Uberstand entnommen. Die Sephagigeads wurden mit LygjBuffer
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im Batchprozess bis zu dreimal gewaschen. Im Anschluss wurden die Sejidestesx mit
dem ElutiongPuffer(200 mg/miDextranin LysigPuffer) versetzt und langsam rotierend bei

4 °C fur 30 min homogenisiert. Die Be&dspension wurde bei 4 °C fir 5 min und 4.000 rpm
zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5810 R, Rotay4462) und der Uberstand wurde in ein
RNasefreies Reagenzgefal3 Uberfiuhrt und in flissigem Stickstoff schockgefroren.
Anschlieend wurde die RNA aus derold®@ extrahiert (Kapitel 3.3¢3.3.3) und
aufkonzentriert. Die isolierte RNA wurde mittels einem U&efylamidgel (10 %) tUberprift.

3.3.2 RNAExraktion von Lysat/Eluaffrdgermateriamittels TriReagent

Zu 500 pl Lysat/Eluat oder eine geeignete Mengd @igermaterial (Beadsyurden 1500 pl
TRIzol gegeben. Zur maximalen Auftrennung der Phasen wurden 200 pl Qintorofo
hinzugegeben und das Gemisth s gevortext. Nach einer Ruhezeit von 15 min wurde das
Gemisch bei 4 °C f's min und 11.000 rpnzentrifugiert(MicroStar 17R, VWRDie obere
Phase konnte vorsichtig entnommen, mit 500 gPPopanol versetzt und gemischt werden.
Nach einerRuhezeit von 10 min wurde das Gemisahi # °C fur 10 min und 11.000 rpm
zentrifugiert(MicroStar 17R, VWRINd ein weil3es bis farbloses Pellet konnte am Rand des
ReagenzgefalRes und am Boden erhalten werden. AnschlieRend wurde der Uberstand
vorsichtig entérnt, das Pellet mit 1,5 ml Ethanol (75 %) gevortext und fur 5 mirdud@D rpm
zentrifugiert(MicroStar 17, VWRNachdem der Uberstand entfernt wurde, konnte das Pellet
an Luft getrocknet werden. Zuletzt wurde das getrocknete Pellet in einernagsgena
Menge an RNasgreiem Reinstwsser gelost (Vortex). Sollte sie das Pellet nicht direkt |6sen,
kann nach Kapitel 3.3.3 verfahren werdddie RNA Konzentration konnte anschlieRend
spektroskopisch mittels <=260/280nm Ratio gemessen und durch ein UREA
Polyacrylamidgel (10 %d abelle 30Yerifiziert werden.

TBE,Puffer (10x)

Tris(pH +,6) 0,89 M
Borsaure 0,89 M
EDTA (pH8,0) 20 mM

pHcWert auf 8,3mit HCleinstellen.
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Tabelle30: Pipettierschema eine’)REA&Polyacrylamidgel (10 %)

40 %Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese Gel 3( 2,5 ml

30 % APS 33 ul
Harnstoff 4,89
10x TBE 1l
TEMED 4 pl
RNasefreies DEPReinstwasser X ml

Auffullen mit Reinstwasser atb ml.

TBELaufpuffer (0,5x)
10x TBE 5 %(v/v)

RNasefreies HO 95 % (v/v)

Ladepffer (2x)

Bromphenolblau 0,02 % (w/v)
Formamid 90 % (v/v)
EDTA 20 mM

In Aliquoten €20 °C) einfrieren.

Der Laufpffer wurde mit RNasefreiem Reinstwasser angesetzt. Die Glasplatten wurden
zusammengesetzt, die Polyacrylamidldsung vollstdndig hinein pipettiert und der Kamm sofort
vorsichtig eingesetzt. Die Gelpolymerisation betrug&Dmin. Anschliel3end wurde das Gel

in die mmer gesetzt und mdem Laufpffer gefillt und bei 40 V fir 6@in vorgeheizt, um

den Uberschissigen Harnstoff zu entfemdie Proben wurden mit 2x Laddfer versetzt

und fur 5minauf 90 °C erhitzt. Bevor die Taschen des Gels beladen werden konntenemusst
diese gruntich mit dem Laufpffer durchgespult werden, indem mit einer Pipette der lcauf
Puffer grindlich in die Taschen pipettiert wurde. Nun konnten die Taschen beladen und das
Gel bei 40 V fur 1Bin gestartet werden. AnschlieRend wurde die Spannung alf 8hoh

und fir 2 h laufen gelassen. Nach der Elektrophoresede das Gel mit RNaskeiem
Reinstvasser abgespilt und in ein@elRed/DER®Vassec¢Ldsungir 1 Stunde geschwenk.
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Die RNA konnte anschlieBend unterd®%#ahlung imFusion SL Lourmaimagerdetektiert
werden.

GelRed/DEPEReinstwassecLosung

GelRed (1000x) 3ul

DEPCReinstvasser 10 mi

3.3.3 Losen des RNA Pellets

Zu der schockgefrorenen RNA wurden 500 pl Isopropaegéloen und dieses Gemisch bei
¢ 20 °C fur 1 h inkubiert. Das Gemisch wderinvertiert, fur 10 min und 12.000 rpm
zentrifugiert(MicroStar 17, VWRInd der Uberstand vorsichtig entnommen. Das Pellet wurde
zweimal mit 700 ml Ethanol gewaschen, fir 5 min uBdDQ@0 rpmzentrifugiert (MicroStar
17R, VWR)nd Luft getrocknet. Anschltend kann das Pellet in vorgémmten RNasefreiem

Reinstwasser (550 °C) geldst (Vortex) werden.

3.3.4EMSAInteraktionsassay

Der GelelektrophoresgMobilitdtsverschiebungstestE{ectrophoresis Mobility Shift Asgay
EMSA) wird zum Nachweis vBroteinkomplexen migebundenemMukleinsauren verwendet.

Das Protein wird mit der RNBzw. DNA)nkubiert unddas Gemisch mittelBolyacrylamid
Gelelektrophoreseentsprechend der Grol3e aufgetren@indet das Protein an die RNA, ist
eine Verschiebung ddBande zu beobachterlle Losungen mussten immer frisch angesetzt
werden und konnten nur einmal verwendet werden. Gele mussten frisch gegossen und
konnten nicht im Kihlschrank gelageremien. Es wurde ein natives Tggolyacrylamidgel

(5%) nach folgenderRez@t vorbereitet (Tabelle 31).
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Tabelle31: Pipettierschema eineEMSATBE,Polyacrylamidgel (5 %)
Acrylamid (30 %) 1,7 mi

APS (10 %) 70 ul
RNasefreies DEPC Reinstwasser 7,3 ml
5x TBE 1,0 ml

TEMED 3,5 ul

Auffullen mitReinstwasser auf 10 ml

Nachdem das Gel vollstandig ausgehartet war (ca. 30 min) wurde es in die Gelkammer
gespannt undbei 40 V fur 1 im Laufuffer ohne Proben laufen gelassen (dieser Schritt kenn
beliebig verlangert werden).

EMSABindungspffer

DDT 1mM
Igepal 0,01 % (v/v)
MgCh (x 6H20) 1 mM
NaCl 300 mM
PRe¢Puffer(pH=9,0) 50 mM

Nach der Herstellung des Puffers und den Verdinnungen wurden Rikzse
Reagenzgefal3es vorbereitet und beschriftet. Anschlieend wurden 10 pl RNA (1,3 pg) in die
Reagenzgefal3e (1,5 ml) pipettiert und das Protein in den unterschiedlichen Konzentrationen
hinzugegeben und fur 3tin bei Raumtemperatur inkubiertAnschlieend wurden sie mit

2 ul Glycerol versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Zwei Probemden mit dem
Ladegelmix (Ladefer (2x)) versetzt, weshalb alle anderen Proben farblos waren und
langsam pipettiert werden mussten. Das Gel mit den Proben wurde bei 60 V fur ca. 1 1/2 h,
bis die dicken blauen Banden den unteren Rand des Gels erreicht hatten, gefahren. Nach
erfolgreicher Elektrophorese, wurde das Gel aus den Glasscheiben gel6st undifueiher
GelRed/DER®ReinstvasserLosungKapitel3.3.2 sanft geschwenkt. Zuletzt kann die RNA im

Gel mittels U\¢Bestrahlung infFusion SL Lourmdmagervisualisiert werden.
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3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Herstellung kompetentdt. coliZellen

Zellen sind kompetent, wenn sie in der Lage sind FrghA aufzunehmen. Diese Zellen sind
die Voraussetzung, damit Plasmi2NA durch Transformation in die Zelle aufgenommen
werden kann. Zur Herstellung der kontpeten E. coliZellen wurde eine Ld®@bernachtkultur

(25 ml) mit dem gewiinschtef. coliStamm bei 37 °C und 200 rpm Uber Nacht inkub ey
Brunswick Innova 4000Am néchsten Morgen wurde eine vorgewarmte §GB(kultur

(500 ml) mit 1 % (5 ml) der Ubmachtkultur inokuliert und bei 30 °C und 200 rpm inkubiert
(New Brunswick Innova 40QQ)is eine OBy von 0,5 erreicht wurde. Anschliel3end wurden
die Zellen bei 4 °C fur 10 min und 3.000 rpm zentrifudieckman J&1 M/E, Rotor J&LO)

und der Uberstad verworfen. Das Zellpellet wurde in eisgekihltefittriertem TB;Puffer

(50 ml) resuspendiert und anschlieend fur 10 min auf dem Eis inkubiert. Danach wurden die
Zellen unter Ruhren mit 1,75 ml DMSO versetzt und erneut 10 min auf Eis inkubiertt Zuletz
wurden die Zellen in vorgekuhlte EpmiorfcGefalle aliquotiert (200 pl), in flissigem
Stickstoff schockgefroren und be80 °C bis zur Verwendung gelagert.

TB;Puffer
Cad 15 mM
HEPE$pH=6,7) 10mM
KCI 250 mM
MnCh 55 mM

pHcWert auf 6,7einstellen.

SORMedium
Hefeextrakt 5 g/l
Trypton 20 g/l
KCI 2,5mM
NacCl 10 mM
MgCh 10 mM

pHcWert auf 7,0 einstellemind autoklavieren.
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3.4.2 Glycerinkultureik. coli

Zur Herstellung von Lagerungskulturen wurden 500 pl Ubernachtk(ilByMedium) mit
500>| Glycerin (50 %, v/v) versefzjevortextund in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die

Kulturen wurden be¢80 °C gelagert.

3.4.3 Transformation i&. cerevisiaand homologe Rekombination

Um Plasmide mittels Transformation odendare DNAFragmente mittels homologer
Rekombination in das Hefegenom einzufihren wurde die Lithiumageteihode
angewandt.(Gietz & Woods, 2002; Itet al, 1983) Ubernachtkulturen (YfMedium mit
Zucker) der Hefezellen wurden am néchsten Morge2550 ml frischem Y&Medium mit
Zucker auf eine Qfgbvon 0,2 inokuliert und bei 30 °C und 150 rpm inkubibfttigitron Pro,
INFORS HTis eine OByovon 0,6;1,0 erreicht wurde. Die Zellen wurden geerntet, indem sie
fur 3 min und 3500 rpm zentrifugie(Eppenarf Centrifuge 5810 R, Rotéc4¢62) und mit

10 ml sterilem Reinstwasser gewaschen wurden. Das Pellet wurde in 1 ml Lithiumgacetat
Losung resuspendiert, in ein neues Reagenzgefald tberfuhrt und fir 2 min und 7.000 rpm
zentrifugiert(MicroStar 17, VWRPer Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde in
dem der Olpo entsprechendem Volumen (G;6,0) in der Lithiumacetgtésung
resuspendiert. Je Transformation wurden 100 pl der Zellsuspension entnommen, mit 2,5 pl
LachsspermeDNA (denaturiert bei 95 °fdr 5 min und anschlie3end direkt auf Eis gelagert)
bei einer Plasmiglransformation oder 10 pl LachssperdNA bei einer homologen
Rekombination. AlRerdem wurden lineare DNA (100 ng) oder verdinntes Plasawde
700l PEGLO6sung hinzugegeben und der Atisbei 30 °C fir 30 min und 550 rpm inkubiert
(Thermomixer Eppendorf comfortBei einer PlasmgI ransformation folgte anschlieRend ein
Hitzeschock bei 42C fiir 15 minThermomixer Eppendorf comfgrtbei einer homologen
Rekombination wird der Hitzeschoauf 45 min verlangert. Danach folgte bei der homologen
Rekombination die Erholungsphase, indem die Zellen pelletiert, in 1 mMeétium
resuspendiert und €3 h bei 30 °C und 550 rpm inkubiefthermomixer Eppendorf comfgrt
wurden. Danach wurden die Zei fir 5 min und 5.000 rpm zentrifugigitlicroStar 17, VWR)

und mit 1 ml sterilen Reinstwasser gewaschen und erneut pelletiert. Zuletzt wurden die Zellen
(Plasmid¢ Transformation und homologe Rekombination) in 100 pl sterilen Reinstwasser
resuspendiert undauf SGPlatten mit Zucker undlem entsprechenden Selektionsdruck

ausgestrichen.
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Die Inkubation erfolgt bei 30 °C fligf2 Tage Thermo Scientific, Heratherm 1GS1,06)it

anschlieBendem Uberimpfen der einzelnen Kolonien auf frische Selektionsplatten.

LithiumacetattLosung

EDTA (pH8,0) 1 mM
Lithiumacetat Dihydrat 100 mM
Tris (pH=7,5) 10 mM

Sterilfiltrieren (0,22 pum).

PEGLGsung

PEG 4000 40 % (W/v)

In LithiumacetatLosungSteril filtrieren (0,22 pm).
Lachssperma: 10 mg/ml

3.4.4Chromosomal®NA;Isolierung aus Hefe

Aus einer 10ml Ubernachtkultur (Y&Medium mit Zucker) erfolgt die Isolierung der
chromosomalen HefeDNA, indem die Zellen zuerst fur 10 min und 3.000 (gmpendorf
Centrifuge 5810 R, Rota¢4¢62) bei Raumtemperatur gerntet wurden. Der Uberstand
wurde verworfen, das Pellet in 0,9 ml Sorbifeuffer resuspendiert und in ein neues
Reagenzgefal? (1,5 ml) Gberfihrt. AnschlieBend wurden 0,1 ml Zymolyasg1@0ul) und

1 ul [KMercaptoethanol im Abzug hinzugegeben und 1381 °C fur 30 min inkubiert
(Thermomixer Eppendorf comfortparaufhin wurde fir 5 min und 5.000 rpm zentrifugiert
(MicroStar 17, VWRJler Uberstand verworfen und das Pellet in 0,4 ngPiEfer mit RNase
A (20 pg/ml) resuspendiert. Im nachsten Schritt wand30 pl TEFuffer hinzugeben, das
Reagenzgefal vorsichtig invertiert und bei 60 °C fir 30 min inkublegtihomixer Eppendorf
comfort). Danach wurden 80 pl Kaliumacethbsung hinzugegeben, erneut vorsichtig
invertiert und 1h auf Eis gekihlt. Es folgine Zentrifugation bei 4 °C fur 15 min und
13.000rpm (MicroStar 17R, VWRit anschlieRendem verwerfen des Uberstandes und der
Zugabe von 1 ml kaltem Ethanol (100 % v/v) wurde die DNA gefallt. Maich®kubationszeit
wurde die DNA bei 4 °C fur 15 mund 13.000 rpm zentrifugie@icroStar 17R, VWR)
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Das DNAPellet wurde mit 500 pl kaltem Ethanol (70 % v/v) gewaschen und nach erneuter
Zentrifugation bei Raumtemperatur fir 10 min und 13.000 ridhicroStar 17, VWR)vurde

der Uberstand verworfen undas Pellet luftgetrocknet. Zuletzt wurde das Pellet in 300 gl TE
Puffer mit RNase A gelost.

Sorbitol¢Puffer
EDTA (pi8,0) 100 vl
KpPuffer (pH=7,4) 10 mM
(4:1 Mischung von 1 MoRQ und 1 M KEPQ)
Sorbitol 900 MM
TE&Puffer
EDTA (pH8,0) 278mM
SDS 2,2 % (wiv)
Tris (pH=8,0) 222mM
TE;Puffer
EDTA (pH8,0) 1 mM
Tris (pH=8,0) 10 mM

KaliumacetatLosung: 4,91 g mitO ml Reinstwasser auffullen und aldavieren.

3.4.5 Glycerinkultures. cerevisiae

Zur Herstellung vorLagerungskulturen wurden 1,2 ml Ubernachtkultur qMBdium) mit
400>t Df @ OSNRY 0 gemortéxthind it RUgsigenZSiidkdio schodkgefroren. Die
Kulturen wurden be¢80 °C gelagert.

3.4.6 Isolierung vol. cerevisiaGesamtzellextrakt

Fur de Gesamtzellextraktion wurden ca. 100 ml Gro3kulturen auf eirggg®@@n 0,1 inokuliert
und bei 30 °C tber Nacht inkubielNFORS HT, Multitron Prdn. der Regel wurden so 0,5 g
Zellen mittels Zentrifugation bei Raumtemperatur fir 5 min und 3.500 rpmrngee

(Eppendorf Centrifuge 5810 R, Rof#4¢62) und mit HO gewaschen. Das Zellpellet wurde
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mit einer entsprechenden Menge eisgekihltem TN&HW@er (0,5 g Zellen bendtigten 500 pl
Puffer), 10 pl PMSF und Glasperlen (ca. 1 ml) versetzt und in ein Eebomt) Gberfuhrt. Die

Zellen wurden medtanisch mit Glasperlen lysigitVoontneret al.,1990; Pieriket al.,2009)

indem das Falcon auf dem Kopf fuir 60 s gevortext und anschliel3end direkt 60 s auf Eis gekuhlt
wurde. Dieser Vorgang wurde dreimal hinter einander durchgefuhrt. Danach wurden die
Falcons fur 5 min und 4.500 rpm zentrifugiéEppendorf Centrifuge 5810 FRRotor A¢4¢62)

und der Uberstand in ein neues Reagenzgefal (1,5 ml) tberfiihrt. Nach Zentrifugation bei 4 °C
fir 10 min und 13.000 rprtMicroStar 17R, VWRJurde der Uberstand erneut entnommen

und in ein neues Reagenzgefall (1,5 ml) Uberfihrt. Anschlie3enthteo die

Gesamtproteinkonzentration bestimmt werdé€Kapitel 3.5.83.5.9)

TNETGPuffer
EDTA (pi7,4) 2,5 mM
Glycerin 10 % (v/v)
NacCl 150 mM
Tris (pH=7,4) 10 mM
Triton X100 0,5 % (v/v)
PMSF in EtOH 0,2M

3.4.7 Wachstumstegtt ¢ N LJF S 8. Selietlisiae @2 vy

. SA  SAYSY a¢NLI¥StiSadga 6ANR RSN 9Ay Tt dzaa
Wachstumsphanotyp einer Hefepopulation bestimmt. Mit dieser Art des Wachstumstests ist

es moglich, den Einfluss von ein€ystenmutante des Proteins von Interesse in einem
Depletionsstamm zu analysieren. Daftir wurde von einer exponentiell wachsenden Hefekultur

die ORoo bestimmt, ein Aliquot von der Qg = 0,5 entsprechenden Menge in 1 ml
entnommen und fir 10 min und 13.000 rpm zentrifugi@icroStar 17, VWRPDer Uberstand

wurde verworfen und das Pellet in 1 ml sterilem Reinstwasser resuspendiert. Anschliel3end
wurde in einer Mikrotiterplatte eine serike Verdinnung (fiinfmal 1:10) hergestellt. Mit einer
Mehrkanalpipette wurden je 5 pl der Verdidungen auf eine @garplatte mit Zucker und
3S8SSA3AySGSy | dzZE2UNRLIKASYL N] SNy o3S(NBIFa§ef G & dzy
inkubiert Heratherm 1IGS100,hermo Scientific)
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3.4.8Wachstumstesta ¢ N LJF S f 8. Safetiisiami@RRegox Stressoren

GALEMAK16Hefezellenwurden mit den folgenden Plasmiden p4télet25 (3),416¢NR;
Mak16 (WT) und 4XNR;Mak16cC38A (C38A) transformietibernachtkulturen wurden auf
eine ORoo= 0,2 verdinnt und furé&3 h kultiviert. Nach dem Erreichen von einersaB 0,4
wurden die Zellen mit den entsprechenden RedoxStressren unterschiedlicher
Konzentrationennduziert und fur weitere zwei Stunden kwlert. Anschliel3endvurde ein
Aliquot von der OB = 0,5 entsprechenden Menge in 1 ml entnommen und fur 10 min und
13.000 rpm zentrifugiertMicroStar 17, VWRIPer Uberstand wurde verworfen und das Pellet
in 1 ml sterilem Reinstwasser resuspendierts@trieend wurde in einer Mikrotiterplatte
eine serielle Verdunnung (finfmal 1:10) hergestellt. Mit einer Mehrkanalpipette wurden je
5 pl der Verdinnungen auf eine @@arplattemit entsprechendem Zuckemd geeigneten

I dzE 2 G NB LIK A S Y| NJn8 Nig'Plated Suirden Fe530 PG firdeage inkubiert
(Heratherm IGS100, Thermo Scientific)

Tabelle32: RedoxStressoren

Redox Sressor Stammldsung

DTT 1000 mM in Reinstwassel
H.O; 1000 mM in Reinstwasser
Paraquat 100 mM inReinstwasser

Vitamin Kk (Menadion) 100 mM inEthanol

3.4.9Wachstumskurve und Verdopplungszeit \®ncerevisiae

Das Zellwachstum erfolgt durch sich wiederholende Zellteilungen, was zu einer
Zellvermehrung fuhrt. Um Hefestamme phanotypisch miteinander zu vergleichen, wurde das
Zellwachstum fir mehrere Stunden verfolgt. Dafiir wurde eindJ®€rnachtkultumit Zucke

in 25 ml frischem S®edium mitZucke auf eine Okhovon 0,1 inokuliert. FUr eine manuelle
Uberwachung wrde uber den gesamten Tggde Stunde eine Probe entnommen und die
ODxoo Vverfolgt Fir die automatische, maschinelle Uberwachung wurde Adisorptions;
MikrotiterplattencLesegerate (BioTek ELX808) verwendet. Dafur wurden die Zellsuspensionen

auf eine Olgyo von 0,1 mit SEMedium mit jeweiligem Zuckeverdinnt (max. 100 pl) und in
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eine steile 96cWellcMikrotiterplatte pipettiert. Die Platte wurde in das Lesegerat eingelegt
und bei 30 °C wurde alle 10 min die Platte fi& @eschittelt und die Proben bei einer &D
gemessen. Durch das Erstellen einer Wachstumskurve kdnnen die verschieSigEmeme
verglichen und die Verdopplungszeaier Zellen bestimmt werden. Die Verdopplungszeit
wurde mit den folgenden Formeln berechnet:

&

E5p

Q4

Q‘

mit m = A definiert als:

<« = Verdopplungszein = A = Wachstumsrate

3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Heterologe Proteinexpressionkncoli

Die Plasmide von Interesse wurdenBncoliT7¢Express LysY/Zellen transformiert (Kapitel
3.2.6), die Agarplatten erst bei 3€ Tir 1632 h und anschlieRend bei 25 °C weitere 8 h
inkubiert (Thermo Scientific, Heratherm IMC 18)ach erfolgreicher Transformation wurde

eine Ubernachtkultur in €2 | LBMedium mit entsprechenden Antibiotika inokulief® %
Inokulum). Die Zellen wuesh bei 37 °C auf eine @von 0,3 kultiviert und bei Erreichen der
ODyoovon 0,5 auf 20 °C reduziert (New Brunswick Excella E25). Daraufhin wurde direkt IPTG
(0,5 mM Endkonzentration) hinzugegeben, um die Expression zu starten. Das Wachstum der
Zellen efolgte Uber Nacht fir 16 h. Die Zellen wurden am nachsten Morgen durch
Zentrifugation bei 4 °C fur 15 min und 4.000 rg@deckmann Coulter Avanti, Rotor dBA)
geerntet und das Pellet bis zum Aufschlussq2éi °C gelagert.
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3.5.2Zellaufschluss mittels Retsch Schwingmthle MM 400

Fur den Zellaufschluss mit der Retsch Schwingmihle MM 400 musste das Zellpelletin Lysis
Puffer resuspendiert (0,5¢Puffer:Zellen) und ifrorm vonKugelchen in flissigem Stickstoff
schockgefroren werden. d&ir wurde die ZelgLysigPuffegSuspension mit einer 10 ml
Pipette direkt in den flissigen Stickstoff getropft, wodurch Zellkiigelchen entstanden. Der
Metalllysisbehéalter (50 ml), die Metallkugeln (@ 25 mm), ein Metallspatel und ein
Kunststofftrichter, soue ein 50 ml Falcon wurden vorgekihlt, indem sie fir eiMgauten in
flissigen Stickstoff gelegt wurden. AnschlieRend wurde der Lysisbehalter mit einer Zange aus
dem flissigen Stickstoff gehoben und der sich im Metallbehalter befindliche flissigedtickst
ausgegossen. AnschlieBend wurden die Metallkugel und die Zellkiigelchen (maximales
Zellkigelchenvolumen von 17 ml in einem 50 ml Falcon) zlgig in den Behélter gegeben und
dieser inklusive TeflaDichtungsring verschlossen. Der Zellaufschluss erfolgtezay fur je

2 min bei einer maximalen Frequenz von 30 Hz, mit einer 1 min Pause zwischen den
Durchgéngen. In dieser Pause wurde der Melaisisbehalter 1 min in flissigem Stickstoff
gekuhlt. Nach dem erfolgreichen Zellaufschluss wurde das Pulver miaddel und

Kunststofftrichter in ein 5@nl Falcon gegeben und bis 2erwendung be¢80 °C gelagert.

LysigPuffer
DTT 1 mM
Glycerin 5 % (w/v)
lgepal 0,1 % (w/v)
MgCh 5mM
NaCl 100 mM
100 mM PMSF 1mM
Tris (pH=7,5) 50 mM

Je 15 ml 1Proteaselnhibitor¢Tablette.

3.5.3 Zellaufschluss mittels SonikdtditraschalkHomogenisator

DaskE. coliZellpellet wurde im anaeroben Zelt auf Eis getaut und in einem anaerobex Lysis
Puffer (LysisPuffer: 50 mM NabPQ, 300 mM NCI, 10 mMimidazol, pH= 8,0) fur die

Reinigung der Proteine mittels fINTACAgarose resuspendiert. Die Zellsuspension wurde im
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anaeroben Zelt bei 4 °C fur 15 min und 5.000 rpm zentrifu¢igrpendorf Centrifuge 5430R,
Rotor F35¢6¢30) und der Uberstand verworfen.d3 Pellet wurde in 5100 ml LysisPuffer
resuspendiertund je eine Spatelspitze Lysoz und DNase hinzugegeben. Na&&h min
Inkubationszeit wurde den Zellen eine halbe Spatelspitze PMSF, gelost in 1 qiPufjsis
hinzugegeben undurch 3 minBeschallug (30s Beschallung 20 s Pausejittels UltraschaH
Homogenisator (55 % Power UW 220QK76, Bandelin SONOPULS) anaerob auf Eis
aufgeschlossen. Zum Entfernen der Zelltrimmer folgte im Anschluss an den Aufschluss eine
Zentrifugation bei 4 °C fur 1 h und.R200 rpm(Bed&man Coulter Avanti, $§25.50).

3.5.4 Reinigung von Proteinen mitt&s;NTACAffinitdtschromatographie

Der nach dem Zellaufschluss erhaltende Uberstand watsbestfiltriert (0,22 pm), um @&e
Verstopfung der Séule durdileinere Partikel zu vermeidemnd anschlieRengjemal den
Anweisungen des Herstellers unter Verwendung einer vorgepackten 5¢TR{Saule mit
dem Akta StagChromatographiesystem auf diegNiTA.Saule aufgezogen (2 ml/mirbie an

die Saule gebundenen Proteine wurden mit dem WaBelifer (50 mM NahPQ, 300 mM
NaCl, 20 mM Imidazol, pH8,0) fir ca. 1 h gewaschen (1 ml/min) und danach mit dem
ElutiongPuffer (50mM NaHPQ, 300 mM NacCl, 250 mM Imidazol,gMert von 8,0) eluig.

Die Proteine wurden unmittelbar nach der Elution unter Verwendung eine¢l®D
Entsalzungssaule (GE Healthcare), die zuvor mit deth@PBntsalzungguffer (25 mM PP

300 mM NaClpH =9,0) aquilibriert wurde, vom Imidazol getrennt (entsalzt) und incPD
EntsalzungsPuffer eluiert. Zur Charakterisierung wurde das Eluat unmittelbar nach dem
Entsalzen mittels UV/\4Spektroskopie analysieiKapitel 3.5.15) Fur weiter Messungen
gdzZNRSY RAS t NRPOSY aO0OK2O13ASTFNRBNBY dzyR 0SA bHn

3.5.5 Proteinaufknzentration durch Zentrifugieren

Um die Proteinkonzentration nach dem  Eluieren zu erhdéhen, wurden
Membrankonzentratoren verwendet. Durch die Wahl einer geeigneten Porengro3e (30 kDa),
kénnen kleineren Molekile durch ZentrifugatiofEppendorf Centrifuge 54&R, Rotor
F¢35¢6¢30)die Membran passieren, wohingegen grof3ere Proteine auf der Membran bleiben
und somit aufkonzentriert werden. AnschlieRend wurden die Proben mit flissigem Stickstoff

schockgefroren und be&iB0 °C in Glasflaschchen geddg
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3.5.6 Reinigung von Proteinen mittels GroRenausschlusschromatographie

Die chromatographische Trennung von Proteinen anhand ihrer Gro3e in Lésung wird als
GrolRenausschlusschromatographie bezeichnet. Im Gegensatz zu anderen
Chromatographiemethoden gibt es bei der GroRenausschlusschromatographie keine
Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und der stationaren Phase der Saule. Mittels
dieser Methode kdnnen Aggregate oder andere Kontaminationen, die zum Beispiel durch
Abbau enstanden sind, von den Proteinen von Interesse getrennt werden. Fur die
GrolRenausschlusschromatographie wurde eine HiPrep 26/60 Sephg260 SIRSaule im

Akta Start Proteinaufreinigungssystem verwendet. Mit dieser Saule ist eine Auftrennung von
Proteinender Grof3en 5 bis 250 kDa mdglich. Die Chromatographie wurde anaerob mit
entgastem Puffer durchgefiihrt. Im ersten Schritt muss die Saule, durch das Auftragen von
Proteinen bekannter GroRRen, kalibriert werden. Im Allgemeinen wurde die Saule fir die
Kalibrieung und Auftrennung von Proteinen mit 1 CV (318 ml, 1 ml/mgPu@er aquilibriert,
gefolgt von der Beladung mit dem Protein(komplex) von Interesseifil, 1 ml/min) und der
Elution mit 1,5 CV (1 ml/min)cBuffer. Erfolgte eine Absorptionsanderung vod onAU
wurden mit dem Fraktionssammler Fraktionen von 2 ml Eluat gesammelt und Spektren bei
<=Hyn VYY 6t NRB(SAYF a2 2nlfEiskeSohwefatGhysier) gemessen.
Eluatfraktionen des gleichen Maximums wurden anschlieend vereinigt und mittels
Membrankonzentratoren bei 4 °C und 7.000 rpm aufkonzentriert (Eppendorf Centrifuge
5430 R, Rotord35¢6¢30) (Kapitel 3.5.5)

G¢Puffer
CAPS (pH10,0) 25 mM

NaCl 200 mM

pHcWert von 9,0 einstellen und autoklavieren.
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3.5.7 Reinigung von Proteinen mittels Hepg8epharose

HeparirgSepharose ist ein sehr gutes Saulenmaterial zur Trennung vogEDMEproteinen.

Der Ligand derHeparirgSepharose ist ein Polysaccharid augGDicosamin undDg
Glucuronsaure, welche jeweil;2 Sulfatgruppen tragen. Die DKBindeproteine binden
aufgrund ihrer stark positiv geladenen Domanen an die Hep8gpharose und durch eine
Erhohung der lonenstke des Puffers konnen die DiBindeproteine wieder eluiert werden.

Die HeparigSepharose wurde an das Akta Start Chromatographiesystem angeschlossen und
mit dem H;Puffer aquilibriert. In dieser Arbeit wurden die Proteineluate auf die Heparin
Sepharose gatlen und durch Erhéhung der lonstarke eluiert (1 M Kla&ung). Es wurden
Spekiren beic I Hyn yY o0t NR&SAY I miue N¥bwetat@ldstarizy R
gemessen. Die Proben wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Analyse

mittels SI3PAGE bei80 °C gelagert

HcPuffer
CAP$pH=10,0) 50 mM

NaCl 200 mM

pHcWert von 10,0 einstellen und autoklavieren.

3.5.8 Proteinbestimmung mittels Micg8iuretgcMethode

Die Micra;BiuretctMethode ist eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Peptiden und
Proteinen (Goa, 1953). In der BiumReaktion koordinieren Ctglonen mit vier
Stickstoffatomen einer Peptidbindung im alkalischen Milieu, wodurch ein blauvioletter
Konplex gebildet wird. Dieser Komplex kann photometrisctxbeil’ pnp yYY @SN¥NSa &
und die gemessene Extinktion ist proportional zum Proteingehalt des Eluats. Durch das
Erstellen einer Kalibriergeraden mit einer fiéerten Proteinkonzentration desBSA

Standard, kann die Konzentration des Proteins bestimmt werden. Das zu vermessende
Protein wurde in unterschiedlichen Verdinnungen vermessen und die Kalibriergerade wurde

nach folgendem Pipettierschema angefertigt.
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Tabelle33: Micro¢Biuret Pipettierschema

Blank BSAStandard(2 mg/ml) Proteinprobe

Reinstwasser (ul) 1000| 950 900 850 800 700 | 950 900 850

Protein (pl) 0 50 100 150 200 300 [ 50 100 150

Zu jeder Probe wurden 100 pl eineOELOsung (0,15 %, wiinzugegeben, invertiert und
fur 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe 100 ul TCALAsung (70 %, w/v)
wurden die Proben gemischt, fir 10 min und 13.000 rpm zentrifugMitroStar 17, VWR)
und der Uberstand vorditig entfernt. Nach der Zugabe von 950 ul Nga0ssung (3 %, w/v)
wurde das Pellet mittels Vortexen gelést und anschlieRend 50 pl KBiwoetgReagenz
hinzugeflgt, invertiert und fir 15 min unter Lichtausschluss inkubiert. Zuletzt wurden die

Proben bei einfJ 2 Sf f Sy F4RnmanEinmalkivetten vermessen.

Micro¢Biuret¢cReagenz

Kupfersulfat 70 mM
Natriumcarbonat 0,94 M
Trinatriumcitrat;Dihydrat 0,59 M

Auffillen mit Reinstwasser auf 100 ml.

3.5.9 Proteinbestimmung mittels Bradford

Die alternative Proteinbestimmung mittels dem Bradfqgitest ist eine quantitative
Bestimmung von Proteinen im Mikrogrammbereich (Bradford, 1976). Aufgrund dieser hohen
Empfindlichkeit dient diese Methode zum Beispiel zur schnellen Uberprifung von
nichtfarbigen EluatFraktionen oder um die Proteinkonzentration in Zellextrakten zu
bestimmen. Die Methode basiert auf der Bindung des Raffss Coomassie Brilliant Blue

Rg 250 an die unpolaren Seitenketten der Proteine. In saurem Milieu fuhrt diese Bindung zu
einem Rrbumschlag, welcher sein Absorptionsmaximum kei ' pdhp VYVY Kl {Gd
Bradford;Test ist die gemessene Extinktion proportional zum Proteingehalt der Probe. Zur
Kalbrierung wurde BS&Standardgewéhlt und die eingesetzten Proben auf eine geeignete
Konzentation verdinnt. Das Pipettierschema ist dabelle34 zu entnehmen, wobei immer
Duplikate angesetzt wurden. Jede Verdiunnung wurde mit 900 ul BragReahenz versetzt,

FTNNI Mma YAY Ay1dzoASNI dzyR RAS 9EGAY1dA2Y 0SA
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Tabelle34: Bradford Pipettierschema

Blank BSA Standard(0,1 mg/ml) Proteinprobe

Reinstwasser (ul) 100 | 80 60 40 20 0 99 95 90

Protein (pl) 0 20 40 60 80 100 1 5 10

3.5.10 Eiseg/Schwefellestimmung

Um die &chiometrie desEiserSchwefetClusters zu analysieren, wurde der Eisemd
saure;labile Schwefelgehalt des Proteins bestimmt. Die Eisenbestimmung nach Lovenberg
etal. (1963) detektiert nur den Eisengehalt von ngHanggebundenen Eisenionen. Diese
Methode basiert auf der Freisetzung des Eisens aus dem Protein und der Umwandlung zu
Fe*clonen. Mit der Verwendung des eisensensitiven Farbstoffs Feren kommt es anschlieRend
zur Chelatisierung mit den Pelonen und der dabei entstandene blaufarbige Komplex kann
bei einer Wellenlange von= 593 nm photometrisch vermessen werden. Dabei werden keine
absoluten Werte ermittelt, sondern es wird eine Kalibriergerade mitmniumesen(lly

sulfat erstellt, mit der der Eisengehalt ermittelt wird. Zur Erstellung der Kalibriergerade und
der Probenvorbereitung wurde nach folgendem Pipettierschema gearbeitet. Die

Proteinproben kdénnen pur oder entsprechend verdinnt verwendet werden.

Tabelle35: Eisenbestimmung Pipettierschema

Blank Eisensandard (0,2 mg/ml) Proteinprobe

Reinstwasser (pl) 100 | 90 80 60 40 20 0 90 80 70
ReagenZpl) 0 10 20 40 60 80 100 10 20 30

Zu den pipettierterReaktionsansatzen wurden 100 pl HCI (1 %, w/v) gegeben und fir 10 min
bei 80 °C inkubiertThermomixer Eppendorf comfortNach dem Abkulhlen, wurden 500 ul
Ammoniumacetat (7,5 %, w/v) hinzugegeben, durch Vortexen gemischt und 100 ul
Ascorbinsaure (4 %, whhinzupipettiert. 100 pl SDS (2,5 %, w/v) und 100 ul Feren (1,5 %,
w/v) wurden hinzugegeben und der Ansatz fimin und 13.000 rpm zentrifugiefMicroStar

17, VWR) Der Uberstand wurde anschlieRend bei einer Wellenlange wen 593 nm

vermessen.

Die Schwefelbestimmung nach Fogo & Popowsky (1949) ermdéglicht die Bestimmung von

saure;labilem Schwefel. Dabei wird der Schwefel von Methionin oder Cystein nicht detektiert,
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sondern der EisegBchwefetCluster des Proteins wird mit Zinkacetat und Natriuntoyd

zu Zinksulfat umgesetzt urals $¢lonenaus dem Proteigeldst und zu Schwefelwasserstoff
umgewandelt Als Kalibrierstandard wurde Lithiumsulfid (2 mM in 10 mM NaOH) verwendet,
um eine Kalibrierungsgerade zu erstellen und déarelabilen Schwefelgehalt des Proteins

zu bestimmen. Die Kalibriergerade und die Probenvorbereitung wurde nach folgendem
Pipettierschema angesetzt. Die Proteinproben kénnen pur oder entsprechend verdinnt

verwendet werden.

Tabelle36: Qulfidbestimmung Pipettierschema

Blank Qulfidstandard (2 mM) Proteinprobe

Reinstwasser (ul) 200|195 190 185 180 175 |[190 180 170

ReagenZpl) 0 |5 10 15 20 25 |10 20 30

600 ul Zinkacetat (1,0 %, w/v) und 50 ul Natriumhydroxid (7,0 %, w/v) wurden zu dem
Pipettieransatz gegeben, 15 min inkubiert und fur 15 s und 13.000 rpm zentrifugiert
(MicroStar 17, VWR).Nach anschlieBender Umsetzung im sauren Milieu zum
Schwefelwasserstoff, konnte dieser mit 150 DMPD (0,1 %, w/v) unter oxidativen
Bedingungen und 150l Fed (10 mM in 1 M HCI) den Farbstoff Methylenblau bilden. Nach
20 min Inkubationszeit wurde die Probe fur 7 min und 13.000 rpm zentrifudictoStar 17,

VWRnd der Uberstand bei einer Wellenlange von 670 nm vermessen.

3.5.11TCAPrazipitation

Die Trichloressigsaure (TGRj)azipitation von Proteinen ist eine biochemische Methode zur
Proteinaufkonzentration und Abtrennung von Verunreinigungen der Proteine. Zur Fallung
gdzNRSYy Hp >t | STST St t S ELBNRIBAI%) egebenrgpmisett und 2 NB S
10 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end wurden die Proteinprazipitate bei 4 °C flr 10 min und
12.000 rpm zentrifugier{MicroStar 17R, VWRlzy R RNXB A Y I f ¢20RGkalt&@S p nn
Aceton gewaschen. Der Uberstand wurde entfeuntd die Pellets wurden fir 15 min
luftgetrocknet, bevor sie in 68 f x LaemmgLade;Puffer (Kapitel 3.5.1yeldst wurden. Kurz

vor der Verwendung der Proben wurde diese bei 95 °C fir 10 min denaturiert, gefolgt von

dem Abkuhlen auf Eis und einer kurZéentrifugation(MicroStar 17R, VWR).
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3.5.12 NatriumdodecylsulfgPolyacrylamidgelelektrophorese (SIPAGE)

Die SD&AGE ist eine biochemische Trennmethode von Laemmél. (1970) die zur
Identifizierung von Molekiulmassen und zur Reinheitskontrolle vasteifren dient. Das
Prinzip beruht auf die unterschiedlichen Laufeigenschaften verschiedener Proteine im
elektrischen Feld. Hierzu wurden die Proben mit Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert, um
die Disulfidbricken der Proteine zu spalten, damit die Lgefeschaft der Proteine im Gel
allein von der molekularen Proteingrof3e abhangig ist. Dabei wandern grof3e Proteine
langsamer, wahrend kleinere Fragmente weitaus schneller durch das elektrische Feld zur
Anode wandern. In dieser Arbeit wurde die §BSGE zuruswertung einer Proteinreinigung

und fur die Durchfihrung eines WestatBlots verwendet. Die elektrophoretische
Auftrennung der Proben erfolgt tGber ein Polyacrylamidgel. Dieses Gel setzt sich aus einem
gro3porigen Sammelund einemengporigen Trenngetusanmen. Je hoher der Anteil an
Acrylamid im Gel, desto geringer ist die Porengroffas Sammelgel dient zur
Aufkonzentration der Proteine an der Gelgrenze zum Trenrsgetjlass die Proteine nicht
schon wahrend des Auftragens in das Trenngel diffundierendw@ridie Auftrennung erfolgt

bei Anlegen einer Spannumgin nach der Gréf3e (Lange) der Aminoséiietten (AgKetten).

Kurze A&Ketten passen besser durch das engmaschige Netz, wandern also schneller als lange
A Ketten durch das Gel. Zuerst wurde das Tgaimgegossen und mit Ethanol Gberschichtet

bis die Polymeridaon eintrat. Der Alkohol wurde entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel
gegeben und eine vollstéandige Polymerisation abgewartet. In der vorliegenden Arbeit wurden
SD&PAGEs mit 12,5 % Trenngeleamwendet. Der Elektrophoregeaut;Puffer (1x) wurde in

die Kammer gegeben, sodass die Gele bedeckt waren. Die Proben wurden nqielffeie
versetzt und bei 95 °C fur 5 min denaturiert. AnschlieRend wurden die Proben aufgetragen
(max. 20 pl) und eine Spaung von 75 V wurde fur die ersten 15 min angelegt. Bei dem
Erreichen der Proben in das Trenngel wurde die Spannung auf 100 V erhodht. Durch einen
mitlaufenden Standard, konnten die molekularen Massen bestimmt werden.

TrenngetPuffer (4x)

Tris(pH=8,8) 15M

SDS 0,4% (W)
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Tabelle37: PipettierschemadesTrennges (12,5%)fur 2 Mini¢Gele

Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) 5,00 ml
AP&LOsung 10 % (w/v) 100 pl

Reinstwasser 3,90 mi
TEMED 10,0 pl
TrenngetPuffer (4x) 3,00 ml

SammelgetPuffer (4x)

Tris(pH=6,8) 0,5M

DS 0,4% (w/v)

Tabelle38: Pipettierschema deSammelget fiir 2 MinicGele

Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) 0,60 ml
AP&LOsung 10 % (w/v) 50,0 ul
Reinstwasser 2,73 ml
SammelgejPuffer (4x) 1,13ml
TEMED 5,00 pl

ElektrophoreseLaufpuffer (k)

Glycin 0,19 M
SDS 0,1 % (w/v)
Tris 25 mM

Der pHtWert betragt etwa 8,3
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LaemmligProbenpuffer (5x)

Bromphenolblau 0,1 % (w/v)
Glycerin 10 % (v/v)
SDS 2 % (wiv)
Tris(pH=6,8) 125 mM
DTT 80 mM

In 100 pl Aliquote einfrieren.

Proteine, die irausreichender Menge vorliegex@,5 ug), konnen durch Gelfarbung direkt im

Gel visualisiert werden. Hierzu wurde der Farbstoff Coomassie Brillant Blau verwendet, der
sich unspezifisch an basische Aminosaureseitenketten anlagert. Daflir wurde das Gel von den
Glasplatten gel6st und fir miestens 1 h in eine Coomasdi@rbeldésung gelegt und auf
einen Wippschuttler gestellt. Danach wurde das Gel mit der Coont&ssigrbeldsung
entfarbt, bis die Proteinbanden deutlich hervortraten und der Hintergrund nur noch schwach
blau gefarbt war. Um digGele zu lagern, wurden sie anschlieRend in die Coongassie
Konservierungslosung eingelegt. Diese Konservierungslosung entfarbte den Hintergrund
komplett und machte die Farbung der Banden haltbar. Im letzten Schritt wurden die Gele
zwischen zwei Bogen Geltknungsfilm aus Cellophan in em Geltrocknungsrahmen

gespanntfur mindestens 3 Tage getrocknet, danach ausgeschnitten und zuletzt eingescannt.

CoomassieFarbelésung

Coomassie Brilliant BluegeB®50 0,25 % (w/v)
Essigsaure 5%

Ethanol 50 %

CoomassieEntfarbeldsung

Essigsaure 10 %

Ethanol 30%
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CoomassieKonservierungslésung

Ethanol 20%

Glycerol 5%

3.5.13 WestergBlot

Der WesterBlot ist ein spezifischer Nachweis fir die auf eine¢PBSE aufgetragenen
Proteine, mittels AntigegAntikdrperreaktion vorTowbin, Het al. (1979) und Burnette, W.N.
(1981) Zunachstwurden Proteine von der SBBAGEauf eine NitrocellulosgMembran
(0,45um) tbertragenTrang,Blot ® Turbo Transfer Systemm) sie den Antikdrpern zuganglich

zu machen. Aufgrund der negativen Ladung der Proteine in degPEE, wandern diese bei
einer angelegten Spannung zur Anode und bilden dhapeiophobe Wechselwirkungen mit

der Membran aus. Mit dem Transt@uffer wurden zwei WestegBlot Filterpapiere
angefeuchtet und eins davon auf die Anodenplatte platziert. Die ebenfalls angefeuchtete
NitrocellulosgMembran wurde auf das Filterpapier gelegdie SD&AGE vorsichtig,
blasenfrei auf die Membran gelegt und diese mit dem zweiten Filterpapier bedeckt.
Abschliel3end wurde die Kathodenplatte auf den Stapel gelegt, die Schublade geschlossen, in
die Apparatur geschoben und die Ubertragung fiir 30 beiin25 V / 1 A gestartet. Vereinzelnd
wurde die NitrocelluloseMembran im Anschluss fur einigdinuten in einer PonceagS;
Losung inkubiert, um einen Uberblick tiber die Gesamtverteilung der Proteine zu bekommen.
Die gefarbte Membran wurde fotografiert undinTBSEPuffer wieder entfarbt. Anschlie3end
wurde die Membran in ein 50 ml Falcon Uberfihrt und bei 4 °C fir 1 h in 25 ml Blocklésung in
einem Rotator inkubiert, um unspezifische Bindestellen zu blockieren. Die Blocklésung wurde
abgegossen und die Inkubah mit der PrimarantikbrpegLdsung erfolgte bei 4 °C im Rotator
tber Nacht. Am néachsten Morgen wurde die Membran dreimal fir 15 min mit¢FBE&r

auf einem Wippschuttler gewaschen, bevor die Membran in der Sekundarantikiuising

fur mindestens 1 h kubierte. Nach weiteren drei Waschschritten (je 15 min) in TBG&ffer
wurde die Membran mit der EClenhanced chemiluminescgqtdsung (Peroxglosung:
Luminol/EnhanceylLésung (Verhaltnis 1:1)) entwickelt. Die Aufnahme erfolgte mit der Fusion

SL Vilber barmat Dokumentationsmaschine mit der, von dem Gerét vorgeschlagenen Zeit.
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TransfecPuffer

Ethanol 20 % (v/v)

5x TrangBlot Turbo® 20 % (v/v)

Ponceau &LOsung

TCA 3 % (wW/iv)
Ponceaus 0,2 % (w/v)
TBSfPuffer (10x)

NaCl 1,37M
Tris 200mM

pHcWert von 7,4 einstellen.

TBSTPuffer (1x)

TBS (@x) 10% (v/v)
Tween 20 1,0% (v/v)
BSABIlocklosung

BSA Albumin Fraktion V 1 % (w/v)

In TBSEPuffer(1x)

Milch¢Blockldsung

Magermilchpulver 5 % (w/v)

In TBSEPuffer(1x)
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3.5.14Koimmunoprazipitation

Die Koimmunoprazipitation (ColP) umllldowrtAssayssind eng verwandte Methoden,

welche stabile ProteigProteingWechselwirkungen identifizieren. Beide Methoden beziehen

sich auf die Immunprazipitation, die die spezifische Isolation eines Proteins aus einem
Gesamtzellextrakt ermoglicht. Der Nachweis dert&ingProteingWechselwirkung erfolgt

in vitromit Hilfe vonTragermaterialBead$, an denen das Protein von Interesse samt seinen
Interaktionspartnern aus einem Gemisch heraus prazipitiert wird. DabeidasdProtein Gber

einen Tag an die Beadgkoelt und mittels Zentrifugation abgetrennt. Dadurch wird das

Protein zusammen mit seinen gebundenen Interaktionspartnern separiert und der Uberstand

YAUG YAOKG 3ISo6dzyRSySy tNRGSAYSY 1 ygHASY G TSN
LYYdzy20SI Ra 1 dz lleximakt gegdben Di®idbei ¥ §G f8r 1 h unter Rotation
inkubiert. AnschlieBend wurden die Beads beiCAfur 5min und 3.000 rpneentrifugiert

(Micro Star 17 R, VWR) und der Uberstand entfernt. Im Anschluss wurden die Beads dreimal
mitje 500> f ¢ dPOffND IS 6 A OKSY dzy R 1 dzNJ 5S i SxLade2 y & dzN.
Puffer resuspendiert. Bevor die Proben auf die GI2&E aufgetragen werden konnten,

wurden diese bei 95 °C fur 5 min denaturiert und direkt auf Eis gekihlt.

3.5.15 UV/VigSpektroskopie

Die Spktren wurden im Wellenlangenbereich vers 250 nm bisx=650nm aufgenommen
und die Proteinprobe so verdinnt, dass das Absorptionsmaximura Be#80 nm zwischen
0,5 und 1,5 lag. Als Blank wurde der Entsalzgidfgier ohne Protein verwendet. Bei einem
[4Fe4SECluster zeigte sich im sichtbaren Bereich ker 41@430 nm ein deutlicher
schulterartiger Verlauf. Anhand des Verhéltnisses der Absorptioner Het10 nm undk =
280 nm kann der Clustergehalt im Protein mit folgender Formel abgeschéatzt werden:

O i £ 1 roiRoE & azt

O wi &1 nodXp & d

zpmnh TOQ TY O0ao0i L QQ

3.5.16 ESESpektroskopie

Mit Hilfe der Elektronenspinresonanz wird die Absorption von Mikrowellen gBaKd;
Bereich einer Probe mit freieklektronen gemessen, die sich im statischen Magnetfeld
befinden (Zavoisky, 1945). Mit dieser Methode wurde in dieser ArbeiCtlisterart eines

EiserSchwefatProteins und das elektrochemische Potential eines Proteins bestimmt. Je
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nach Redoxzustand und@ges Clusters werden charakteristische Spektren erhalten. Um den
im gereinigten Protein enthaltenen [4E4SF'cCluster vermessen zu kénnen, wurddie
Proben vor der Messung unter anaeroben Bedingungen mit Natriumdithionit versetzt und zu
einem [4Fe4S}cCluster reduziert. Zur Messung wurden 30Ppbbemit Natriumdithionit

(2 mM, Endkonzentratioh versetzt, in ein E§QRo6hrchen gegeben, verschlossen urath

einer Inkubationszeit voB min in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Pnotngrden bei

10 K (unter flussiger Heliumkihlung), einer Modulationsfrequenz von 100 kHz, einer
Modulationsamplitude von 1,5 mT, einer Mikrowellenleistung von 0,21 mW undrein
Mikrowellenfrequenz von 9,42 GHz mit 2 Scans vermessen. In der Regehwligd®roteirg
Proben auch alsoas isolatedi und oxidiert gemessen. Fir doas isolatedd t NP0 S 4§ dzNR ¢
300ul der ProteigProbe in ein Rohrchen gefullt, schockgefroren und flrodieierte Probe
wurden 300 pl mit Kaliumhexacyanoferrat(l11)niM) versetzt und 2 min inkubiert, bevor die

Probe in ein Réhrchen geflllt und schockgefroren wurde. Die Proben wurden bis zur Messung

in flissigem Stickstoff gelagert.

3.5.17 Manuelle Redoxtttion

Zur Bestimmung des elektrochemischen Potentials wurde eine Redoxtitration unter
anaeroben Bedingungen im anaeroben Zelt durchgefiihrt. Fur die Redoxtitration wurde ein

Ansatz aus Mediatmix 1, PR;Puffer und Poteinprobeverwendet.

Tabelle39: Redoxtitrationsansatz

Protein ca. 3 mg/mi
PRcPuffer 200 mM
Mediatormix 1 40 uM

Endvolumen von 3,00 ml.
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Der Mediatormix 1 bestand aus Mediatoren, die unter Sauerstoffausschluss geldst wurden
und dient dazu da®lektronische Potential in der Losung zu puffern. Das Potential des
Gemisches wurde langsam verringert, indem definierte Mengen an einer frisch angesetzten
NatriumdithionitcLosung (2 mM, 20 mM, 50 mM in 200 mM d™affer, pH = 9,0)
hinzugegeben wurdeund dabei das Potential der Probe mit einer Redeiiode
(Silber/Silberchlorid+207 mV) gemessen wurde. Somit wurde das Potential des Gemisches
schrittweise verringert und an verschiedenen Punkten wurde jeweils eine Probe (300 pl)
entnommen, in ein EXRO6hrchen Uberfuhrt, mit Gummistédbchen versiegelt und direkt in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur Sicherstellung, dass das Protein zu jedem Zeitpunkt
der Probenentnahme noch funktionsfahig und voll reduzierbar war, wurde eine weitere Probe
entnommenund diese mit einem Uberschuss an Natriumdithionit vollstandig reduziert, in ein
Rohrchen gefillt und schockgefroren. Von diesen Proben wurden anschliel3egfsipestien

gemessen.

Mediatormix 1

Safranin O ¢289 mV
Neutralrot ¢329 mV
Benzylviologen ¢358 mV
Methylviologen c449 mvV

3.5.18 Automatisierte Redoxtitration

Die automatische Redoxtitration wurde mittels UVRASpektroskopie begleitet, indem alle
3 min ein UV/VigSpektrum aufgenommen wurde, wahrend parallel @agential gemessen
wurde. Zur Reduktion wurden alle 4 min 15 pl Natriumdithigbdsung (15 pl, 0,3 mM, in
200mM PRgPuffer) fur 1 min mittels einer RPumpe zu dem ProtegMediatormix 2

(Mediatormix2: 186ul, 10 uM Endkonz.) in der dKivette im Photospektrometer titriert,
2min unter RUhren homogenisiert, anschlieBend ein U\Sjektrum aufgenommen

(<=200¢850 nm, 2 min) und gleichzeitig das Redoxpotential vermessen.
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Tabelle40: Ablauf der automatischen Redoxtitration

1 min Zugabe von 15 pl/min Natriumdithiomit6sung (0,3 mM)
2 min Homogenisierung durch Ruhren
2 min Aufnahme eines UV/MiSpektrums und das dazugehorige Potent

Bevor dieProteingRedoxtitration gestartet wurde, wurde eine Blgf@edoxtitration ohne
Protein ausschlie3lich mit Mediatormix 2 durchgefiihrt. Vor dem Start der automatischen
Titration, wurde das Protein in RPuffer von<=250¢800 nm, sowohl vor als auch nach der
Zugabe des Mediatormix 2 (10 uM Endkonz.), vermessen. Danach wurde die Titration nach
dem Ablauf der automatischen RedoxtitrationTiabelle40 gestartet und fir insggamt 20

aufeinander folgenden Durchgange vollzogen.

Mediatormix 2

Neutral Rot ¢329 mV
Benzylviologen ¢358 mV
Methylviologen c449 mvV

3.5.19 MéRbauerSpektroskopie

Die MoRRbauegSpektroskopie ist eine wichtige Untersuchungsmethode um Kernzustande auf
ihre elektronische und magnetische Umgebung zu untersuchen (MoRRbauer, 1958). Hierbei
SNF2ft 30 RAS 9YAaaA 2 gQuansh Rrickstaitie?2 NIndi eisBnyialtigd 2 v
Verbindungen messen zu konnen, wird eib@ e’ ¢Strahlungsquelle und da¥Feglsotop
bendtigt. Dieses liegt allerdings nur in einer sehr geringen Menge naturlich vor und muss
deshalb explizit bei der Zlichtung der Kulturen eingebaut werden. Zum Einb&(Feomurde
zunachst ein@’FecAmmoniumeisencitratlosung angefertigt. Daftir wurelée (33,5 mg) in

ein kleines Pillenglas eingewogen und in 1 ml HCI (8 M) Uiber Nacht, mit Parafilm verschlossen
geruhrt. Das Parafilm wurde mit kleinen Léchern versehen, um das ei@n des
entstehenden Hzu ermdglichen. Am néchsten Morgen wurde zu der hellgelben Lésung 4 ml
Reinstwasser und Trinatriumaticdinydrat (200 mg) hinzugegeben. Mit Ammoniak (12,5 %)
wurde anschlieBend ein mWVert zwischen 5 und 6 eingestellt. DiéFeq Ammoniung
eisencitratlésung wurde aliquotiert und beR0 °C gelagert. Im néachsten Schritt folgte der

Einbau vort’Fe in den EisegschwefetCluster wahrend dem Zellwachstum. Daflir wurde die
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S"FegAmmoniumeisencitratlosung (50 uM) dem Zellmediden GroRkultir zugesetzt und wie

in den Kapiteh 3.5.1¢3.5.4 beschrieben, mit dem Wachstum u#ellaufschluss wie Ublich
weiter verfahren. Die Eluatprobe wurde auf ein maximales Volumen von 400 ul
aufkonzentriert (Kapitel 3.5.5), in ein Mo6Rbauerprobentdpfchen pipdttisnd in flissigem
Stickstoff gefroren und gelagert. Die Aufnahme der Spektren wurden in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Volker Schiinemann von Dr. Christina Miller und Dipl. Biophys. Jonathan Oltmanns
aufgenommen. Es wurden Messungen bei 77 K und 4,2dtgefthrt, sowie Messungen im

externen Magnetfeld.
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4. Ergebnisse

4.11n vitroUntersuchungen zum Einfluss des Ec&chwefetClusters
von HefeMak16

In allen Organismesind bereits viele wichtige EiseBchwefetZielproteine bekannt, deren
Cluster fur die Funktion der Proteine den meisten Félleressentiell sind (siehe Einleitung

In der folgenden Arbeitvurde ein noch unerforschtegisermSchwefetZielprotein untersicht

und spektroskopisch charakterisiert. Es handelt sich hierbei um das ribosomale

Reifungsprotein Mak16.

4.1.1 Uberexpression und Aafnigung von Hidlak16

Fur ein besseres Verstdndnis der Wichtigkeit des MaRideins wahrend der
Ribosomenbiogenesayurde in der vorliegenden Arbeit das eukaryotische MajErétein
ausS. cerevisigeauch als HetgMak16 benannt, genauer untersucht.

Um das HefeMak16 mit spektroskopischen Methodecharakterisieren zu kénnerstieine
Methode zur Isolieung desProteins in MilligrammgMengen nétig. Weit verbreitet ist hierfur
die heterologe Proteiexpression. DasMAK1&Gen wurde dafur indie multiple
Klonierungsstelle | deBxpressionsvektempETDuetl kloniert. Aufgrund derbeobachteten
Toxizitat von Uberexprimigen HefegMak16 gegeniberE. coli Zellen, waren besondere
Bedingungerzur erfolgreichen Uberexprimierungrforderlich wie die Verwendung eines
streng kontrollierten Klonierungsstammes vda colio b 9 . p 19 tindlKiedrig€ W
Temperaturen (2830 °C), sowohl aufen NahrmediumPlatten als auch im flissig&edium
(Kapitel3.2.1¢3.2.7). Die Verifizierung der Klonierung erfolgte nach der Plastsalierung
und cAufreinigung mit einem Testverdau und einer anschlieenden Sequenziersig de
Plasmidsiurchgefiihrt von der Firma SEIJ (Kapitel 3.2.8). Fiir digberexprimierung wurde
das designte KonstruktpETDuetl¢HiSMAK16 in E. coli T7 ExpresslysY/f Zellen
transformiert. Am nachfolgenden Tag wurde dagAmBpcMedium einer Grof3kultur mit einer
Ubernachtkultur (2 % v/v) inokuliert. Das Zellwachstum und die Uberexpressiontenfolg

in Kapitel 3.5.1 beschlaben und die Zellen wurden anschlieend im anaeroben Zelt durch
Beschallung mittel8lltraschal{Homogenisatoaufgeschlossen (Kapitel 3.5.8)ie Isolierung

von HigMak16 erfolgte mittels N¢NTAJAgarose ebenfalls unter sauerstofffreien

79



Ergebnisse

Bedingungen (Kapitel 3.5.4). Das farblose Eluat wurde imElusonspuffer (50 mM Tris,
300mM NacCl, 256nM Imidazo] pH=8,0) bereits nach wenigeMinuten trib.

Die Verwendung eineBhosphat,Puffers(50mM NaHPQ/NaHPQ,, 300 mM NalCpH=8,0
mit Konzentrationen an Imidazol wie bei den qHsaffern wahrend der gesamten
Aufreinigung verbesserte die Stabilitdt des Proteins, sodass erstmals;pr@hipitertes
HisMak16cEluat erhalten wurdeDas Eluat ist iAbbildungl0 (A) gezeigt und wies eine leicht
beige Farbe aufAusbeute:3,15 mgProtein proLiter LBMedium), was auf die Anwesenheit

eines Chromophors hindeutet

A B

Masse
(kDa)

212
118

66

45

29

20

14

6,5

HisgMak16

D

—r—-

—

Abbildung10: Charakterisierung vomgereinigtem HisMak16.

(A)Eine Fotographie des g#nigten Proteingst abgebildet(B)Diemit Coomassie gefarbteDEPAGEeigt die

wahrend der AufreinigunggntnommenenProbensowie demEluat €a 3,5 ug). Folgende Proben wurden
aufgetragen: Vor Induktion (VI), Nach Induktion (NI), Pellet (P), Lysat (L), Durchlauf (D), Waschprobe (W), Eluat
(E). Marker: Protein Marker, Broad Rangec¢d2 kDa, NEB #P770Xateinamen: SOPAGE HiMakl6
20190220.jpg, Eluat BiMlak16 20190220.jpg

Wahrend der Expression, Isolierung und Aufreinigung wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
Proben genommemnund anschliel3end mit Hilfe dSD8PAGE (12,5 %) untersucht (Kapitel
3.5.12). Das Ergebnis istAbbildungl0 (B) dargestelltin der dargestellten Reinigung, sowie

bei wiederholter Reinigung unter identischen Bedingungen, zeigteesiehBande bei etwa
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50 kDa, sowie zwei weitere Bande bei ca. 70 kbad einige Abbauprodukte oder

kontaminierende FPoteine unter 30 kDa.

Abbildungl1 (A) zeigt das aufg@mmene UV/VieSpektrum mit Absorptionsmaxima ber
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330 und 41Q@430 nm. Durch eine Reduktion mit Natriumdithionit (4 mM Endkonz.), konnte

das Vorkommen eineRedoxaktiven EisergrSchwefetClusters nachgewiesen werden. Dazu
betrachtet man die Absorption heeiner Wellenlange vorx = 41@420 nm. Bei dieser
Wellenlange nimmt durch die Reduktiosles Clustersdie Absorption um & 50 % ab
(Abbildung 11 (A), grau gestrichelte LiniejMukund et al., 1990) HigMak16 zerfiel

anschlieBend innerhalb sehr kurzer Zeit, wodurch eine deutliche Tribung des Eluats entstand.

Diese Instabilitéat erschwerte weitere spektroskopische Untersuchungbbildungl1l (B)

zeigt die gemessenen Eispund sdurelabilen Schwefelwerte pro Monomer Hislak16von

ca. 0,7+ 0,7 Eiserr und 0,3 = 0,3 Sulfidionen Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die

Uberexpression voidisMak16in einer labilen, hauptsachlichsemigApocForm von Mak16

resultierte.

A
1,2

0.8

0,6

Absorption

04

0,2

o 1

isoliert

reduziert

lonengehalt pro Monomer His,Mak16

4

. Fe3+/2+
S

250 350

Abbildung11: UV/Vig;Spektrum vorHisMak16.

(A) Dargestellt sind die UV/¥Bpektren der isoliertef®,5mg/ml Proteinkonz.und mit Natriumdithionit (4 mM
9y R12Yy1T ®0 NBRdZl A SNI Sy ¢a5NE1AISBlindivert dien N En@&zur@pyiEd M I
NaHPQ/NaH:PO, 300 mM NaClpH = 8,0). (B) Gezeigt wird der Eisennd saure;labile Schwefelgehalt von
HisMak16 pro Proteinmonomein=2] Dateinamen: UgVis HisMak16 20190220.xIsxEisenrSchwefelgehalt

His6Mak16 201902200180406 xIsx,[n=2]

450
Wellenlange (nm)

550

650
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Parallel zu meiner Forschung wurderste KrygEMcStrukturen von Mak16 vero6ffentlicht
(Kateret al., 2017) Diese gaben Aufschlusber die Struktur des dderminalen Teilsson
Mak16 mit einer maximalen Lange von 191 Aminosduren (RDBCOF)Das Felen des G
terminalen Teils ab &191 deutet aufproteolytischen Abbau odegine ungeordnete, sehr
flexible Struktur hinAnhand dieser neuen Erkenntnisse umé Hilfe vonBIOVIA Discovery
Studio Visualizewurde die Struktur deblsaXRrpIRpficMakl6;Modulsvisualisiert. Hierbei
wurde de Bindung zwischen Mak16 und Rpfl deutlishbildungl2 zeigt wie die langé ¢

Helix des BA@Proteins(Brix domain associated protgilmlak16(AS:Lys 140 bis Ser 17@&)yrch

das BrixProtein Rpfl ragt. Ein nahegelegenegaltblatt von Rpfl vewollgandigt diese Brix
Bindung Demnachag eine Uberexpression der beiden Bindungspartner zur Stabilisierung von

Mak16 als nachster Schritt nai€ateret al.,2017)

Rrpl

Mak16

[4Fe-4S] Domdne
Mak16

C-Terminus
(AS 191)

Rpfl

Abbildung12: Strukturmodell desNsalRrpIlcRpflicMak16¢Moduls visualisiert mit BIOVIA Visualizer.

Gezeigt ist die 3¢Btruktur defNsaXRrplcRpflicMakl6cModuls erstellt nach dem Eintrag der PDB Bank: 6COF.
Gelb: Nsal, Blau: Rrpl, Rot: Mak161@1) und Lila: Rpfl. Zurdseren Veranschaulichung der Bindung zwischen
Rpfl und Mak16 wurde Rpfl im CPK (space filling spheres: raumfullende Kugeln) Stil und Mak16 im Banderstil
dargestellt.Eigene Darstellung mit BIOVIA Discovery Studio 2019.
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4.1.2 Uberexpression undufreinigung des Hisak16/RpfKomplexes

Die GeneMAK16und RPFlaus Hefewurden indie multiplen Klonierungsstellen désrg
Expressionsvektor pETDgétkloniert. Die Familie der Dug¥ektoren tragen kompatible
Eigenschaften um in einem geeigneten Wirtsstamm maximal acht Zielgene gleichzeitig zu
koexprimieren. Sie tragen kompatible ReplikamsterschiedlichéAntibiotikaresistenzen und
besitzen jeweils zai Multiple Klonierunggsllen. In einem ersten Klonierungsschritt wurde
RPFIn die MSC IXhol/Nde) und in einem zweiten SchrittAK16in die MCS IBamHI/Psi
kloniert (Kapitel 3.2.43.2.9. Die Uberexpressiotier beiden Proteingiber denpETDuet1¢
HisMAK18RPF¢gVektor erfolgte ebenfalls tber Nacht i&. coliT7¢ExpresdysY/f Zellen.
Jedoch wurde die Temperatur von 30 °C auf 20 °C reduziert, um ein langsameres Wachstum
zu gewabhrleisten. Die Aufreinigung erfolgte erneut mittelsNNIACAgarose unter anaeroben
Bedingungen Als LysiPuffer wurde50 mM NaHPQ/NaHPQG, 300 mM NaCl10 mM
Imidazol, pH 8,0verwendet. DeWasclt und der ElutiongPufferenthielten dagegen@mM

und 250 mMIimidazol,die anderen Komponenten waren identis@apitel 3.5.4). Die SRS
PAGEADbbildungl3) zeigte, mit Ausnahme zur der \¢amduktionsprobe (VI), in allen wéahrend

der Aufeinigung gesammelten Proben (NI, IE D, W) zwei Hauptbanden naipparenten
Massen vor85 und 52 kDaDie Eluatprobe (E) zeigt ebenfalisei ausgepragtelauptbanden

und weiterhin einigeAbbauprodukte oder lbntaminierende Foteine unter 30 kDaHierbeli

zeigt HisMakl1l6 (berechnete Masse: 37kBa) ein irregulares elektrophoretisches
Laufverhaltenmit einer ungefdhren Masse voB2 kDa wahrend die Masse vonRpfl
(berechnee Masse 35,1 kDa) erwartungsgemald bei 35 kDa detektiert wurdeses
aulReordentliche Laufverhalten von Hidak16 ist durch den relativ hohen Anteil negativ
geladener Reste bedingt. Eine einfache Erklarung fur diese Beobachtung ist, dass stark saure
Domanenin der Struktur von Mak16DS elektrostatisch abstof3en. Dies fuhrt neweielativ

geringenSD&Bindung und folglich zu einer niedrigen elektrophoretischen Mobilitat.

Zur Verifizierung oblisMak16tatsachlich mit deProteinbande bei 52 kDeorreliert, wurde
eine WestermBlot¢Analyse mit monoklonalem Antikérper gegen den sk§jTag des

HisMak16cProteins durchgefihrtAbbildungl4).
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Masse HisgMak16/Rpf1
(kDa)
VI NI P L D W E
212 ——
118 —— i S -\
66 —— 8F—8—8—
s R g s BN | «— HisgMak16 berechnet: 37,3 kDa
45 g
S g e s g, | +— Rpfl berechnet: 35,1 kDa
R PN e
29
20 —
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6,5 ——

Abbildung13: SDEPAGE/on HigMak16/Rpfl.
Die SD&AGE zeigt die wahrend der Aufreinigung entnommenen Proben sowie denc&lbayg). Folgende
Proben wurden aufgetragen: Vor Induktion (VI), Nach Induktion (NI), Pellet (P), Lysat (L), Durchlauf (D),

Waschprobe (W), Eluat (E). Marker: Protein Marker, Broad RangéZXDa, NEB #P7702).tBlaame: SDS
PAGE HiMak16¢Rpfl 20190321.jpg
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Abbildung14: Nachweisvon HisMak/Rpfl mittels WesterrgBlot.

Es wurden Proben, digahrend de Aufreinigung entnommenen wurden, dalsiat ur: 3 pg) und Verdinnungen
(1:100, 1:1000) des Eluatantersucht Der Nachweisron HisMak16 erfolgte durch Immundetektion unter
Verwendung des Hjgntikdrpers(6xcHis Tag Monoclonal Antibody (HIS.H8) Invitrggeittels WestergBlot.
Folgende Proben wurden aufgetragen: Vor Induktion (VI), Nach InduktioR€N&},(P), Lysat (L), Durchlauf (D),
Waschprobe (W), Eluat:(Eluatnach GréfRenausschlusschromatograpfiaximum 2, siehe Abbildung 25)
sowie die Eluat Verdinnungen 1:100 und 1:1088&rker: Blue Prestained Protein Standard, Broad Range (11
190 kDa, EB #P7706Belichtung 20 min Dateiname: WestergBlot HisMak16¢Rpfl antg¢His.jpg [n=1].
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Die Analyse deverschiedenerwéhrend der Aufreinigung entnommenen Proben beldgt,
Eluat sowie in denl&atcVerdinnungen X00x, 100%), das auf3erordentliche Laufverhalten

von HigMak16 bei ca52 kDa.

Die Aufreinigung lieferteine Ausbeute voi3,46 mgProtein proliter LB;Medium alsklares
braunliches Eluat Abbildung 15 (A)), wobei ein Teil des Protejkomplexes an das
Saulenmateal gebunden blieb, was aufggregation des Proteins hinweidllach der
Entsalzung50 mM NaHPQ, 300mM NacCl, pH= 8,0), zur Entfernung des Imidazols, blieb
erstmals eine Tribung des Eluats aDg entsalzten Fraktionen wurden vereinigt und mit
einem Konzentrator der AusschlussgroRe von 10 kDa aufkonzentriert (Kapitg). Pas
UV/VigSpektrum Abbildung 15 (B)) des gereinigten HMak16/RpfKomplexes zeigte
ebenfalls die Absorptionsmaxima von éMak16, jedoch mit einer breiteren strukturierten
Schulter mithéherer Absorption im Bereich von 44820 nm, im Vergleich zu Hislak16
(Abkildung 11). Die gemessenen Eiserund saurelabilen Schwefelwerte zeigten eine
deutliche Steigerung des lonengehaltes pro Monomer Protein igMaisl6/RpftKomplex
im Vergleich zidisMak16, mit Werten von ca. 6;41,3Eiserg und 4,4+ 0,4ulfidionen pro
HisMak16Rpfl (Abbildung15 (C)).Diese Werte sind jeddn nicht mit nur einem intakten
[4Fe;4SEkCluster in Higviak16 erklarbar. Sie konnen auch darauf hindeuten, dass zusatzliches

Eisen an ProtegAggregaten des Hislakl6/RpflcKomplexes gebunden ist.
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Abbildung15: Charakterisierungron gereinigtem HisMak16/RpflcKomplex

(A) Eine Fotographie des gereinigten Proteinkomplexes ist abgel{lijeDie UV/VisSpektren der isolierten
(0,6 mg/ml Proteinkonz.und mit Natriumdithionit (4 mMEndkonz.) reduzierten Proben sind im Bereich von
<=250 nnt650 nm dargestelltAls Blindwert diente der Entsalzungspuffed ihM NaeHPQ/NaHPQ, 300 mM
NaC] pH=8,0). (C)Gezeigt wird der Eiserund sédureglabile Schwefelgehalt von Hidak16 Rpfl Dateinamen:

Eluat HisMak16¢Rpfl 20190208.jpg, WVis HisMak16¢Rpf120190321.xIs)EiserrSchwefelgehalt HiMak 16
Rpf1201902082019032%20191106 [n=3].

4.1.3 Uberexpression und Aufreinigung desMak16.19/RpflcKomplexes

Zur Optimierung des Proteinkomplexes dlak16/Rpfl im Hinblick auf die vermutlich
sichtbaren ProteinabbaiBanden auf der SRBAGEAbbildung 13 wurde die Strukturvon
Mak16 in KryagEMcDaten erneut betrachtet. Mittels derAlphaFold Protein Structure
Databasekonnte der rAumliche Aufbau von Mak16 visualisiert werdé&lob({ldungl6). Solche
flexiblen Regionen sind strukturell gesehen anfalliger flr den proteolytischen Abbau wahrend
der Uberexpression und Aufreinigung B coli Daher wurde ein Konstrukt entworfen, bei

dem dieser Teil von Mak16 entfernt wurde, um wedéintersuchungen durchzuftihren.
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Modellierungvon Mak16 Zuverlassigkeit der Modellierung:

B Sehr hoch (pLDDT > 90)
Zuverladssig (90 > pLDDT > 70)
Niedrig (70 > pLDDT > 50)

I Sehr niedrig (pLDDT < 50)

Protein MAK16

AF-AOAT719C801-F1 | Model 1 | Instance 1_555 | A | GLY 192

306 UNP AOA719C801 192 G
pLDDT Treffer (1 Rest): 62,66 (Niedrig)

Einfllhrung eines STOP Codons (AS 192)

Abbildung16: 3D¢Modellierung von HefeMak16.

Gezeigt ist die 3¢Modellierung von Mak16 €B06 AS mittels AlphaFold. Zur bessergrranschaulichung der
Zuverlassigkeit dieses Modedlind die einzelnen Abschnitte nach der Zuverlassigkeit der Strukturvorhersage
farblich gekennzeichnet. Die Aminosaure an der 192 Stelle wurde hervorgehoben und zeigt die Stelle, an der das

STOP Codon gefiihrt wurde. AlphaFold Protein Structure Database)

Dafur wurde im nachsten Schritt mittetgelgerichteter Mutagenese eiRAASTOP Codon an
die Stelle des Codons fiur Glyci®2 in das MAK16 Genin pETDuetl¢HisMAK18RPF1

eingefuhrt (Kapitel 3.2.9). Dierfolgreiche Einfuhrung wurdenittels Sequenzierung der
isolierten PlasmigDNA bestatigtAbbildungl7).
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HisgMAK16, 4, pETDuet—1-RPF1 (MCS II)
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Abbildung17: Sequenziemgsauszug/on HigMak16 mit erfolgreicher StogCodon Mutation.

Die von der Firma SEK analysierte Probe wurde mit der Chromas Software ausgewertet.

Die anschlieBende Uberexpression und Aufreinigung wurde analog beschriebenen
Prozedere der Reinigung von #lek16/Rpfl durchgefuhrt (Kapitel 3.5.1, 3.5uhd 3.5.4).
Bereits visuell konnte nach dem Zellaufschluss mit anschlieRender Zentrifugaticsehein
heller Uberstand beobachtet werden, welcher auf eine geringe Proteinexpresaitfoder
geringen EiserSchwefetCluster Einbahindeutet. Die anschliel3ende Aufreinigung Gbeg Ni
NTAAgarose lieferte ein hellgelbes Eluat. Eine Analyse mittels;FSlE=zeigte keine
markanten Unterschiede zwischen Viend Nach nduktion und im Eluat werdegeringe
Mengen an Proteiren (E2) undKontaminantenangereichert(Abbildung18). Das UV/Vis
Spektrum inAbbildung19 zeigt zwei Asorptionsmaxima bei 340 und 44420 nm fir das
Elwat, was auf eine kleine Menge an isoliertéfisMak16,c191 hindeutet Das Protein wurde
unverdunnt vermessen und der geringe Anteil an ClustelO20 nm) konnte mit
Natriumdithionit (4 mM Endkonz.) reduziert werden. Bereits nach kurzer Zeit zeigte sich
jedoch eine Triibung der Probe, die &rfizipitationder Proteine hindeutete, weshalb dieser

Ansatz nicht weiterverfolgt wurdgn=2]).
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Masse HisgMak16,_44,/Rpfl
(kDa) Vi N P L D W E &
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<— ? - Rpfl berechnet: 35,1 kDa
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Abbildung18: SDEPAGE/on HigMak161c10/Rpfl.

Die mit Coomassie gefarbt8 DEPAGE zeigt die wahrend der Aufreinigung entnommenen Proben sowie dem
Eluat. Folgende Proben wurden aufgetragen: Vor Induktion (VI), Nach Induktion (NI), Pellet (P), Lysat (L),
Durchlauf (D), Waschprobe (WgrdinntesEluat (k), Eluat (E). Marker: Potein Marker, Broad Rang@¢212

kDa, NEB #P7702). Dateme: SDPAGE HiMak161c101cRpfl 20190709.jpg

1,0

isoliert - - - - reduziert
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Absorption
o
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0,0 .
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Wellenlange (nm)
Abbildung19: UV/Vix;Spektrum von Higvlak161c10/Rpfl.
Die UV/VigSpektren von HiMak16ic10/Rpfl isoliertund mit Natriumdithionit (4 mM Endkonz.) reduziert sind
dargestellt. Das Gesamtspektrum der isolierten Probe wurde verkleinert eingefligt @i@,Apsorption unter
290 nm war fur eine zuverldssige Aussage zu hotls. Blindwert diente der Entsalzungdeuf

(50mM NaHPQ/NaH:PQ,, 300 mM NaCpH=28,0). Dateinamen: UgVis HisMak161c101¢Rpfl 20190709.xlIsx
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4.1.4 Uberexpression und Aufreinigung desMak16/Rpfla2oscKomplexes

In einem weiteren Versuch wurde degNerminus von Rpfl gekirzt. Die Visualisierung der
Sekundarstruktur der Proteine désaXRrplcRpficMakl6cModuls mittelsBIOVIA Visualizer
lasst eine Mterminale flexible Verlangerung von Rpfl, die aus den Aminosaureis 58
besteht, erkennen. IrAbbildung20 wird die Entfernung der Extension von Rpfl Nsak
RrpXRpfilgMakl6;Modul dargestellt.

Mak16
C-Terminus
(AS191) 4,

Mak16
C-Terminus
(AS 191) 3

Mak16 Mak16

[4Fe-4S] Doméne [4Fe-4S] Doméne

Rpfl Rpflsg sos

Abbildung20: Entfernung des NTerminus von Rpfl iMisalRrplcRpficMak16¢Modul.

Die Abbildung zeigtasNsaXRrpIcRpficMakl6;Modul vor und nach der visuellen Entfernung de3&minus
von Rpf(PDRE Nr. 6COF)Gelb: Nsal, Blau: Rrpl, Rot: Maki&, Lila links: Rpfl und Lila rechts Rgfés. Eigene
Darstellungmit der SoftwareBIOVIA, 2019

Dafur wurdedas RPHsg205s Gen von der genomischer DNA (W303) mit entsprechenden
Primern amplifiziert. Dem ¥ 2 NJRrilNdRWiar so designt, dass er die Schnittstiitiel (CAT
ATG) und anschlie3end als komplementrare Bdsarkleotide) zum genomischen Rpfl die
Codons, die fur didminoséuren 5866 kodieren, enthieltDas Codon 58 von Rpét ATG und
wird durch dieNdel Schnittstelle kodiertAus dem Plasmid pETDg&tHisMAK16/RPF1
wurde mittels RestriktionsverdauN@d und Xhd) das VolllangegencRPE aus der MCS I
entfernt und anschlieBend das gekiurztBPHss205s Gen welches mit den gleichen
Restriktionsenzymen verdaut wurde das Plasmid ligierfKapitel 3.2.43.2.8. Dasneue
Konstrukt pETDueflcHisMAK18RPFis; 295 konnte mittels anschlie3endeSequenzierung
verifiziert werden Abbildung21).
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Abbildung21: Sequenzierungauszudur die Deletion der Aminosauren¢d7 von Rpfl
Die von der Firma SEI analysierte Probe wurde mit der Chromas Software gedffnet und ausgewertet

(Chromas)

Die Uberexpression und Aufreinigung vonsMisk16/Rpfksc29s erfolgte unter den gleichen
Bedingungen wie die vorherigen Aufreiniggen mit der Verwendung dd3hosphagPuffers

(50 mM NaHPQ, 300 mM NaCl0¢250 mM Imidazol, pH 9,0). Die SDEPAGEADbbildung

22) zeigte, dass durch die Entfernung der freibeweglichen Verlangerung von Rpfl,

niedermolekulare Eluatbanden (83utlichreduziert werden konnten.
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Abbildung22: SDEPAGE/on gereinigtem HisMak16/Rpflss;2os.

Die mit Coomassie gefarbt8 DEPAGEzeigt diewahrend der AufreinigungntnommenenProbensowie dem

Eluat €a. 10 ug) Folgende Proben wurden aufgetragen: Vor Induktion (VI), Nach Induktion (NI), Pellet (P), Lysat
(L), Durchlauf (D), Waschprobe (W), EluatN&yker: Unstained Protein Standard, Broad RangeZ@0 kDa,

NEB #P7717). Dateiname: §PAGE HiMak16¢Rpflssc205 2021017 (WT2)jpg.
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Es wurder?,6 + 1,4 mgHisMak16/Rpfksc9spro Liter LB;Medium als klares, braunes Eluat
erhalten (Abbildung 23 (A)). Das UV/VgSpektrum Abbildung 23 (B)) éhnelt dem des
HisMak16/RpftKompkxes mit zwei Absorptnsmaxima bex = 280 nm und410¢420 nm.
Die Probe lie3 sich mit Natrdithionit (4 mM) auf ca50 % der gemessenen Absorption bei
<=41@®420 nm reduzeren. Die Metallanalyse des Komplexes zeigt,4ydt: 0,9 Eiserg und

3,0+ 0,7 Sulfidonen proHisMak16/Rpfks.295 Ahnliche Menge an Eisen und Sulfid, wie die im
HisMak16/RpfKomplex gemessenen Wertakibildung23 (C)).
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1,0 )
. 6
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| m =
| . [}
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\ ~
| g4
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7 c 06 \ = [
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Wellenlange (nm)

Abbildung23: Charakterisierung von gereinigterflisMak16/Rpflsa;20s¢ Kompex.

(A) Eine Fotographie des gereinigten Prdtemplexesist abgebildet. (B) Die UV/¥iSpektren der isolierten

(1,3mg/ml Proteinkonz.und mit Natriumdithionit (4 mMEndkon3. reduzierten Proben sind im Bereich von

<=

250¢ 650nm dargestellt.Als Blindwert diente der Entsalzungspuffé® (nM NaHPQ/NaH:PQ, 300 mM

NaC] pH = 9,0). (C) Gezeigt wird der Eigemnd saurelabile Schwefelgehalt von Hidak16/Rpfks;2os.
Dateinamen: Eluat Hisak16¢Rpfl 58295 20210127(WT2)jpg, U\ Vis HisMak16¢Rpflss;205 20210127xIsX
EisenSchwefelgehalHisMak16¢Rpflss205201911182020012820200421xIsX, [n=3].

92



Ergebnisse

Fur den direkten Vergleich wurden die Proteinkomplexe ¢Nidk16/Rpfl und
HisMak16/Rpfks20s zusammen auf eine SEFAGE aufgetraggibbildung 24. Diese zeigt
deutlich, dass die niedermolekularen Banden bei der trunkierten Form von Rpfl, im Vergleich

zum Volllangenproteinschwacher sind

Masse
(kDa)
200

150
100

<«— HisgMak16 berechnet: 37,3 kDa

il
i
l

<«— Rpfl berechnet: 35,1 kDa
wusw | «— Rpflgg ,os berechnet: 28,1 kDa

N
(O]

[y
o

1R o
O o’
A R
W 0
R N
W e
Q¢

Abbildung24: SDEPAGE zum Vergleich der gereinigten Protg{lomplexe.

Dargestellt sind diel&atproben von Hidak16/Rpfl (~ 1419) und HigMak1§ Rpflss;es (~ 10ug) auf einer mit
Coomassie gefarbten SFRGEMarker: Unstained Protein Standard, Broad RangeZ00 kDa, NEB #P7717).
Dateinamen: SPAGE Vergleich der EluatesMigk16¢Rpflund HisMak16¢Rpflss20s.png.

Die Uberexpression der GenedisMAK16 und RPFids29s lieferte somit einen

prazipitationsfreien Proteirdmplex, mit einem [4Fe1SL Cluster, welchemim nachfolgenden
Teilder Arbeit spektroskopisch untersucht und genauer charakterigsierde. Zur Lagerung
wurden die Proteine aliquotiert, in flissigem Sticksteéhockgefroren und beg¢80 °C

aufbewabhrt.

4.1.4.1 GroRBenausschlusschromatographie desWiik16/Rpfksc295¢Kompexes

Im Anschluss an die fiNTA;Chromatographie folgte die Grol3enausschlusschromaiglgje
(Kapitel 3.5.6). Zum einen l&sst sich dabei die Quartarstruktur der Proteigdakisc und

Rpflsc29s untersuchen, indem ihnen ihre nativen Molektlmassen zugeordreztien.
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Zum anderen kann das Puffersystem gewechselt und ungewinschte Verunreinigungen durch

die Auftrennung der Pteine eliminiert werden.

In  Abbildung 25 ist das Chromatogramm von kWakl16/Rpfksc2os und den
Kalibrierungsproteine ADH (Homotetramer 147 kDa, Hoktamer 294 kDa), BSA (Monomer

66 kDa, Dimer 132 kDa) und Cytochroifi3kDa) abgbildet. Fir denHisMak16/Rpfksc29sg
Komplexlassen sich zwei ausgepragte Maxima erkennen. Die Fraktionen des Maximums 1
wurden ab 93 ml bis 108 nakreinigtund die Fraktionen des Maximums 2 wurden ab 128 ml

bis 158 ml vereinigt undurch Membranfiltration auf jeweils 2 ml konzentriert.

300 L Maximum 1 — HisgMak16/Rpflsg 505
p """" Hefe—ADH/BSA/Cytochrom ¢
250 |
Cytochrom ¢
|
2 200 |- h
% Maximum 2 I' I|
= e
2 150 | H
Q ] 1
1= P!
g = D
)
100 !
!
!
!
50 | .'
ADH, !
N
0 : Al
50 100 150 200 250 300

Volumen (ml)

Abbildung25: Analysedes HisMak16/Rpflss;20s¢Komplexeanittels Gro3enausschlusschromatographie

Das Experiment wurde mit der HiPrep 26/60 Sephacgd0® HR (GE ddlthcare) in CAP&Puffer
(25mM/ 100mM NaC] pH = 10,0) durchgefuhrt. Fir HisMak16/Rpfks20s wurden 6,5 ml (3 mg/ml)
aufgetragen.In dem GréRenausschlugsomatogramm ist das Elutionsprofil des Kdexes und das der drei
Eichproteine (ADHADHHomotetramer), ADH(ADH Homooktamer), BESBSA Monomer), BoBSA Dimer)

und Cytochromc) aufgezeigt. Fir die Trennung wurde eine Flussrate von 1 ml/min gewahlt. Dateiname:

GrolRenausschlusschromatographie vorsMak16¢Rpflss;205.png.

Die Abbildung 26 =zeigt die Auftragung der Massen der Proteine gegen den
Verteilungskoeffizienten @). Fir die zwei gesammelten Fraktionen von
HisMak16/Rpfks; 295 konnten dadurch GroRReriir Maximum 1von 22 + 10 kDa und fur
Maximum2 von 69 * 5 kDa (hervorgehoben in bleuAbbildung 2Habgeschatzt werden.
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Cytochrom ¢
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Abbildung26: Kalibrierungsgerade der Eichproteine und Maxima 1 und 2.

Anhand der bekannten GroRen der Eichproteine konnte eine Eichgerade erstellt werden, indgegéa
log*®(kDa) aufgetragen wurde und ein linearer Fit gesetzt wurde. Misaih konnten die GroRen der zwei
Maxima;Proben des Proteinkomplexadentifiziert werden. Dateiname: Kalibrierungsgerade eMak16¢

Rpfksc29s.png.

Die aufkonzentrierten ProbeMaxima 1 und 2wurden mit Hilfe der SD®AGEUNnd der
UV/Vig Spektroskopie untersuchDie Abbildung27 zeigt die SDFPAGE mitieer Probe vor
der Grolenausschlussadmatographie (vd@ und den beiden Proben Maximum 1 und

Maximum 2 nach der Gro3enausschlessomatographigMax. 1 und 2).

HiSSMak16/Rpf158_295

Masse
(kDa) vdG  Max. 1 Max.2

212 ——
118 ——

66 —
45 ——

S 2 @ | «—HisgMak16 berechnet: 37,3 kDa

9g |- e — Rpflcg 595 berechnet: 28,1 kDa

20 —

14 —

65

Abbildung 27: SD&PAGE desHisMak16/Rpflss2escKomplexes vor und nach GréfRenausschlusschip
matographie.

Die durch die GroRenausschlusschromatografie aufgetrennten Mawinnden separataufkonzentriert und
zusatzlich mit der vd¢Probeauf eine SDFPAGE aufgetragercd. 4 pg) und mit Coomassie gefarbMarker:
Protein Marker, Broad Rangeg(212 kDa, NEB #P7702). Dateina@ei3enausschlusschromatographiaxima
SDEPAGE HiMak16cRpflssc20s.png.

95



Ergebnisse

Es wurde keine ausgepragte Abtrennung der algrodukte in den drei Probenpxg und
nach der Grél3enausschlusschromgtaphie, beobachtet. Bei Mag.schienim Vergleich zu
den anderen Probereine hohere Menge an Rpi#d.2o5 im Komplex vorzuliegen, naheau
einem aquimolaren Verhaltnmi Mak16. Allerdings zeigt diese Probe eine starke Abbaubande
bei ca. 28 kDaMittels UV/VigSpektroskopie konnten eindeutige Unterschiede in den
Soektren der beiden Maximarkannt werden(Abbildung 28). Bei einem direkten Vergleich
der UV/VigSpektren von den bei Maximum 1 und 2 entnommenen Prob&Egte sich ein
deutlicher Unterschied in der maximalen Absorption im¢Bsteich. Insbesondere wurde
eine Verschiebung des Absorptiorsxmums bei< = 280 nmbeobachtet. Andieser
Wellenlange absorbieren die aromatischen Tryptophand Tyrosinreste und die Absorption
wird als Proteinmaximum definie(Anthiset al.,2013) Eine solche Adorptionsbande wurde
fur Max.2 detekiert. Eine Absorption bet= 260 nm lasst hingegen adds Vorhandensein
von NukleinsaureiRNA und DNAschlieRenMax. 1 hat eine deutlich héhere Absorptidrei
<=260 nmund enthalt einen hoheren Anteil an NukleinsaurBa jedoch alle Nukleinséduren
ein Absorptionsmaximum bek = 260 aufweisen, konnen diese nicht photometrisch

voneinander unterschieden werden.

260 nm 280 nm
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1,0
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Abbildung 28: UV/VisSpektroskopianalyse der Maxima des HisMak16/Rpflss;20s¢Komplexes nach
GroRenausschlusschromatographie

Die UV/VigSektren der beiden Maximaind im Bereich vor = 28¢560 nm dargestellt. Zur besseren
Veranschaulichung wurden durch die Absorptionspunkte<btei260 nm (Maximum 1, rot) ung= 280nm

(Maximum 2, blau) eine Gerade gelegt. Dateinalhe;Vis nach der Gffenausachlusschromatographiésx.
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Mittels AgaroseGelelektrophoresevurde die Anwesenheit von Nukleinséduren in den Proben
untersucht Sowohldie Probe wr der GroéRenausschlugdsromatogaphie als auch Max.
enthielten DNA oder RNAn Max. 2 wurde hingegen nur eine geringfigige Menge an
Nukleinsauren detektiertAbbildung29 (A)). Zur Identifizierung dekrt der Nukleinsauren,
wurden die Proben peils mit DNase | und RNase A amterschiedlicherinkubationszeiten
verdaut. Durch die Mischung mit EDdialtigem Ladepuffer wurde der Verdau gestopit.
Abbildung29 (B) sind die mit DNase | oder RNase A verdauten Proben Maxima 1 und 2 auf

Agarosegelen dargestellt.

A B

Max. 1
DNase |-Verdau RNase A—Verdau

- 1Omin 3Omin 1h - 10min 3Omin 1h

Basenpaare
10000 —

3000 —
2000 —

1000 —
500 —

Basenpaare

vdG Max. 1 Max. 2

Basenpaare

10000 —
10000 —

3000 —
2000 —

1000 —
500 —

3000 —
2000 —

1000 —

500 —

Max. 2
DNase |-Verdau RNase A—Verdau
- 10min 30min 1h - 10min 3Omin 1h

Basenpaare
10000 —

3000 —
2000 —

1000 —
500 —

Basenpaare

10000 —

3000 —
2000 —

1000 —
500 —

Abbildung29: Der HisMak16/Rpflss;20sKomplex zeigt gebundenBNA mittels Gelelektrophorese.

(A) Gezeigt ist das Agarosegel (1 %) beladen mit einer Proloen3roRenausschlusschromatograpliie G,

30 ug ProteirgEluat) undvlaxima 1 und 2 (je 30 pBroteirgEluat) nach de6GréRenausschlusschromatographie

Die Proben wurdegemafl KapiteB.2.2vorbereitetund mittelsAgarosegelelektrophoresmifgetrennt. Marker:

1 kb Plus DNA Ladder (100cip kb, NEB #N3200). (B) Die Proben der Maxird i) und 2 (34ug) wurden

jeweils mit DNasé (5 pg und RNase A {&g) fur 10 min, 30 min und 1 Stunde bei 37 °C verdautw8iden
anschlielend auf einem Agarosegel (1 %) elektrophoretisch aufgetrennt. Marker: 1 kb Plus DNA Ladder (100 bp
10 kb, NEB #N3200). Dateinamen: Agarodet®igt RNA Bindung na@r6éRenausschlusschromatograplpieg,

RNase und DNase Verdau von Max.1 Mad.2.png.
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Der DNasecNVerdau zeigte einen geringen Effekt auf die Nukleinsaureter Max. tProbe,
wohingegen nachRNase AVerdau die Intensitat der Bande bereits nach Min
Inkubationszeit deutlicabnahm Der geringe Effekt des DNag¥/érdaus auf é&i Max. &
Probe konnte durch einengeringen Anteil an RNasen in DNaszaulerklaren sein Diese
Beobachtungen deuteten auf einen hochmolekularewt&ncKomplex mitRNA hin. Der
DNase dVerdau von der Max.¢Probe zeigte ebenfalls keinen Effekt auf die hsigat der
schwachenBande. Der Verdau mittels RNase A konnte die Intensitéat der Bande hingegen
nahezu vollstéandigliminierenund deutete damit auf einegeringen Anteil amitgereinigter

RNAIn der Max. 2Probe hin.

Aufgrund dermufgenommenerJV/Vig Spektren dem RNas@¢ und DNasdcVerdauund den
errechneten GroRermer Maxima,lasst sich mit grof3er Wahrscheinlichkeit sagen, dass die
hellbeigeProbe des Maximums 1 mit 22 kDa ein hochmolekularer Komplex voahreren
Heterodimeren HisMak16/Rpfks29s(3 X 65,4 kDa = 196,3 kDajt gebundenerk.coli RNA
ist. Die Probe des Maxums 2beinhaltet Proteine mit einer Gréf3e von c&9kDa und
entspricht damit dem heteodimeren HisMak16/RpfksccoscKomplex(65,4kDa) mit einer

braunen Farbe.
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4.1.4.2 Aifreinigung mittels HeparigSepharoseles HisMak16/RpfksoscKomplexes.

Aufgrund der Ergebnisse der Grél3enausschlusschromatographie konnte eine Komplexbildung
zwischen HigMak16 und Rpfds.29s mit und ohneE. coliRNA identifizieriverden. Aufgrund

der Affinitat von HisMak16zuRNA, wurde ein weiterer Reinigungsschritt im Ansshian die
GroRRenausschluseromatographie angeschlosserBetrachtet man das Makg@rotein
bezlglich seiner Aminosauresequenz, zeigen siblwechselnd Abschnitte mit positiv
geladenen und negativ geladenen Aminoséaureresten. Die positiv geladenen Bereiche besitzen
dabei pgWerte von 9,81 und 10,75 und die negativ geladenen Bereiat\&eite von 3,23

und 3,77.

of
9
& 7

Ladung pro 5 Aminosauren
)
RNA-Protein Bindungswahrscheinlichkeit

8 |

10 0 0
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Aminosauren

Abbildung30: Mégliche RNAcbindendeRegionen in S. cerevisiae Mak16.

Oberhalb der Abbildung ist dercpVert der schattierten Bereiche angezeigt. LingkAchse: Durchschnittliche
Ladung von funf Aminosduren bei einem ¢@¥ert von 7,0 (schwarze Linie) Rechte §Achse: RNA
Bindungswahrscheinlichkeit von Pprint, eine Methode, die durch die Kombination von evolutiondren
Informationen und den Daten der Support Vector Maschine, ein verbessertes Verfahren zur Vorhersage von RNA
Bindungsstedin oder RNA interagierende Reste in einer Proteinsequenz (igtertar et al., 2008)X;Achse:

Positionder Aminoséauren in Makl®ateirame: RNAbindende Regionen in S. cerevisiae Mak16.xIsx.
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Deshalb wurde ein Chromatographieverfahren gewahlt, das dfifitht und nicht auf
GroRRenausschluss beruht. Heparin ist ein sulfatiertes Glycosaminoglycan, welches durch seine
Struktur in der Lage ist Wechselwirkungen mit Nucleinsénirelenden Proteinen
einzugehen. Strukturell ist Heparin ein lineares Polymer wierschlichen Langen und
Sequenzen. Bei der Interaktion mit D{ihdenden Proteinen imitiert Heparin die
polyanionische Struktur der DNAufgrund der Ahnlichkeit der Nlginsauren binden viele
DNAcbindende Proteine auch RNAouet al.,2020) In diesem Fall lag die Vermutung nahe,
dass HisMak16 als RN&indendes Protein in der Lage ist auch an Heg&a&pharosdinden

zu kénnen (KapiteB.5.7). Abbildung25 zeigt das Chromatogramm d&roRenausschlugs
chromatagraphie mit den beideMaximal und 2, welch@nschlieRend getrennt voneinander
aufkonzentriert und in zwei voneinander unabh&angigen Durchgangen auf die Heparin

Sepharosgegebenvurden (Abbildung 31).

40

30 -

20

Intensitat (mAU)

10

Intensitat (mAU)

30 4‘0 5‘0 6‘0 7‘0 30 40 50 60 70
Volumen (ml) Volumen (ml)

Abbildung 31: Aufreinigung von HigMlak16/Rpflss.205 mittels HeparirgSepharose
In CAP&uffer (50 mM/200 mM Na@dbH= 1Q0) und miteinem Salzgradienten von 200 mM 4000 mM NacCl
wurden die Proteinmaxima erhalten= Maximuln 560 mMNaC|] Maximum B: 506 mMNaC] Maximum C

588 mM NaCl Dateinamen: HepargChromatogramme nacroffenausschlusschromatograplipieg.

In Abbildung 31 sind die HeparigChromatogranme der Grof3enausschlussmaxima 1 @nd
aufgezeigt. Die Fraktionen der drei Maxima wurden in drei Pr¢Be@)vereinigt undmittels
Konzentratoren (AusschlussgroRel0 kDa) aufkonzentriert (Kapitel 3.5.5). Nach der
Aufkonzentratimm (auf je 50 ul) wies die Max¢Rrobe einehellbeige Farbe auf, die Max.
Bg Probe war dunkelbraun und die MaxcProbe zeigte eine hellbraune Farbung. Daraufhin
konnten die aufkonzentrierte Proben mittels SEREAGEAnalyse auf Reinheit und

Proteinverhéltnis untereinander untersucht werdefbpildung32).
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Masse HisgMak16/Rpflsg 595

(kDa) ___nach der HepaIrin—Sepharose

vdG A B C

)

212 ——
118 ——

66 ——
45 . B8 4. |«—HisgMak16 berechnet: 37,3 kDa

29 —— - - <+— Rpflgg g5 berechnet: 28,1 kDa

20 —

14 —
6,5 —

Abbildung 32 SD&PAGE der Aufreinigung von Hlidakl16/Rpflsszes mittels GroRRenausschlugs
chromatographieund anschliel3endeHeparingSepharose

Das Eluat vor deGroRenausschlusschromatograplfiel G, sowie dieMaxima A, B und C nach der Hepatin
Chromatographie wurden auf die SPPAGEufgetragen(ca. 4g) und mit Coomassie gefarbviarker: Protein
Marker, Broad Range (212 kDa, NEB #P7702)atBinamen: SDEFPAGE der HepartBepharosenach

GroRenausschlugshromatographiepng.

Die SD&AGE zeigte aquimolare Mengen voneMakl6 zu Rpfkgs sowohl in der
Max.A¢ Probe, als auch in der Maxc®obe. Die Max. BProbe zeigt deutlich geringere
Mengen an Rpfkeosim Vergleich zu HiMak16. De Max. GProbezeigt verglichen mit den

Max. A, und B;Probennahezu keine weiteren Banden, die auf Verunreinigungen durch
andere Proteine hindeuteten. Zusammenfassend lasst sich sagen, dasgtelm
GroRRenausshlusschromatograpie und anschlielRender HeparirgChromatographie das
Proteinverhaltnis sowie die Reinheit d&®mplexs HisMak16/Rpfksc2es zwar gesteigert
werden konnte (Abbildung 32, Maximum C), die Proteinaushkteu fir weiterflihrende
Versuche jedoch zu gering war. Deshalb erfolgte die weitere Charakterisierung des Komplexes

andem, mittds NLNTACAffinitatschromatograhie, aufgereinigtem Eluat.
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4.1.5Clusterabbau wahrend Exposition an Sauerstoff

In den ersten Milliarden Jahren des Lebens herrschte auf der Erde eine anaerobe Umgebung.
Eisen und Schwefel waren reichlich vorhanden und wurdenCluster in die damalig
vorhandenen Proteineingebaut Die spatere Sauerstoffanreicherung der Erdatmosphare
durch photosynthetische Organismen stellte jedoch eine Bedrohung fur die clusterabhangigen
Proteine dar, die nocimmer nicht vollstandig geklarst. Durch die Oxidation von Eisenrde
dessen Bioverfugbarkeit aegeschrankt unddie Organismemmussten komplexe Systeme
entwickeln um ihren Eisenbedarf zu deckeWerden EisegSchwefetCluster Sauerstoff
ausgesetzt, kann es zu einem Abbau des Clustensrien, welcher von deClusterPosition
¢Koordinationund ¢cUmgebung im Protein abh&ngsgj. Je besser der Cluster abgeschirmt ist,
desto luftstabiler ist das Protein. In détbbildung33 (A) sind die UV/VI&Spektren des
Proteinkomplexes HiMak16/Rpfks.205 an Luft (aerob) und unter Sauerstoffausschluss
(anaerob) dargestellt. Dabei wurden im Abstand von 30 min 8in Spektren der Proben
aufgenommen und deverlauf de Spekten miteinander verglichendm den Clustergehalt zu
bestimmen wurde die relative Absorption der Propieei der fir ein EisggSchwefetCluster

NEBt SOl yiSy 2 S&42@wnigegegndlis Zeit aufgetragdibbildung33 (B).

Anhand dieser Daten wird ersichtlich, dass es tber die Dauer vars@®ohl unter aeroben
als auch unter maeroben Bedingungen zu einer siisptionsabnahme beg 410420 nm
kommt, was auf eineNerlust de€iserrSchwefetClustes hindeutet. Ist der Proteinkomplex
Sauerstoff ausgesetfberob) konnte bereits nach drei Stunden ein Clusterverlust gan
25% beobachtet werderNach weiteren 5 Stunden wurdea. 40% urd nach insgesamt3lh
Uber 50 % des Clusters abgebdunter sauerstofffreierfanaerob)Bedingungen wurden nach
drei Stundenlediglich ca. 10 %es Clusters und nach 13itsgesamt ca20 % des Clusters
abgebautSomit zeigt sich deutlich, dass es unteradsen Bedingungen zu einer viel starkeren
Absorptionsabnahme und damit zu einem starkeren ESehwefetClusterabbau kommt,

als unter anaeroben Bedingungehbpildung33 (B))
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A
Aerob Anaerob
0,20 0,20
0,16 0,16
0,12 0,12
c =
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o
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Abbildung 33: Stabilitat des EisegSchwefetClustersvon HisMak16/Rpflss.205 unter aeroben und anaeroben
Bedingungen

A) Alle 30 min wurden innerhalb von 13 WV/VI®Spektren von HiMak16/Rpfksc29s an Luft und unter
Luftausschluss aufgenommen und als Zeitverlaufsspektren dargestellt. Aufgetragen ist die Absorption gegen den
Wellenl&ngenbereich von=340¢500 nm, um die Abnahme des fiir eirfdFe4St,Cluster relevanteNerlaufzu
beobachten. B) Zur besseren Veranschaulichung wurde die Absorption bei 410 nm gegen die Zeit aufgetragen.
DateinamenStabilitat des Clusters unter aeroben und anaeroben Bedinguprygny-Vis Stabilitat des Clusters

unter aeroben und anaeroben Bedingungésx.
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Die ZeitAbhangigkeit ist in Ubereinstimmung damit, dass numrch ene anaerobe
Aufreinigung deErhalt des Clusters und somit auch ein intaktes Praseiiertwerden kann

Da auch unter anaeroben Bedingungen ein leiclz@itbedingterClusterdbau beobachtet
wurde, wurden die Experimente immer im direkten Anschluss an die Aufreinigung mit
Entsalzung durchgefiihrt. Durch das Verzichten des mehrmaligen Gefrierens und Tauens der

Probe, konnten die gleichen Bedingungen fiur alle Experimente garawieden.

4.1.6 Uberexpression und Aufreinigung des sMiak16/Rpflaces¢Rrpl/Nsat;
Komplexes

Nach Uberexpression vaten GenerHisMAK16und RPFisc9sin vitro, wurde versuchtlas
gesamteNsaXRrplcRpfilcMakl6cModul in vitro zu isolieren. Dieser Kernpartikel wigll
Beginn der Bildung der 6@8ntereinheit bendttigt und besteht aus vier
Assemlitierungsfaktoren. Aus dem BgiRrotein Mak16 miseinem Interaktiospartner Rpfl,
dem beta;Propelleprotein Nsal und dem alplghelikalenProtein Rrpl. Dieses Modul bindet
zudem noch dascférmige rRNA Expansionssegment ES7a und verbindet dadurch die rRNA
Domanen | und I(Kater et al., 2017) Dafir wurdendie RRP1und NSA1Gene mittels
Klonierung in pColuetcl inseriert(Kapitel 3.2.£3.2.8. Anschliel3end wurden die beiden
verifizierten Vektoren pETDugt¢HisSMAK16/RPFskos und pColaDuetl¢HisRRP1/NSAL
in E. coliT7 ExpressysY/# Expressionszellekotransformiert urd tberexprimiert (Kapitel
3.5.]). Dielsolierung und Aufreinigung der Proteine erfolgemalog mittels NJ]NTA(Agaiose
unter anaeroben BedingunggiKapitel 3.5.4). Didbbildung34 zeigt die SDEFAGE mit den

wahrend der Aufreinigung gesammelten Proben und dem Eluat.

104



Ergebnisse

Masse HissMak16/Rpfls yos—HiscRrp1/Nsal
(kDa)
200 Vi NI P L D W E
150
100
85

70
60

50
40

+~— Nsal berechnet: 51,9 kDa (?)
S <«— HisgMak16 berechnet: 37,3 kDa

<«— HisgRrpl berechnet: 34,8 kDa

30 — <+— Rpfleg s berechnet: 28,1 kDa
25 —
20 —

15
10

Abbildung34: SDEPAGE von gereinigtemisalcRrplcRpficMakl6¢Modul.

Die mit Coomassie gefarbt8 DEPAGEzeigt diewahrend der AufreinigungntnommenenProbensowie dem

Eluat €a. 4g). Folgende Proben wurden aufgetragen: Vor Induktion (VI), Nach Induktion (NI), Pellet (P), Lysat
(L), DurchlautD), Waschprobe (W), Eluat (Ejarker: Unstained Protein Standard, Broddnge (1200 kDa,

NEB #P7717patename: SD@PAGE HiMak16/Rpflss; 20s¢HisRrpINsal.png.

Die zwei stark ausgepragten Banden bei ca. 30 kDa und 35 kDa konntes.BRpfihd
HisRrpl zugewiesen werdeBiese beiden Proteine dienten als Kéderproteine und konnten
erfolgreich Uberexprimiert und isoliert werdeBie Hauptbande bei 52 kixannHisMak16
zugeordnet werdenMit einer Proteingrof3e von 51,9 kDa koefedoch auciNsal1(51,9 kDa)
dieserBande beta. 52 kDa zugeordnet werden. Durch das wohimdglich gleiche Laufverhalten
beider Proteine, kbnnten sich beide Proteine auf derF2&E Uberlageritm Eluat auf der
SDEPAGE zeigten sich zudem wohlmdglkghige Abbauprodukte oderdktaminierende
Proteine unter 30 kDaDas UV/VigSpektrum ist irAbbildung35 (A) dargestellt und zeigt zwei
Absorption&  EA Yl 06 SA < [g420nynrDasyiach dépguReinigeng erhaltene
klare braunliche Eluat istn Abbildung35 (B) gezeigt(1,3 mg/L LB).
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Abbildung35: Charakterisierung des gereinigtédsalcRrpIcRpficMakl6¢Moduls.

AAYR AY

(A) Die UV/VigSpektren der isolierten und mit Natriumdithionit (4 mM Endkonz.) reduzierten P@Beng/ml)

Proteinkomplexes des

NsalxlIsx.

S NB A @50 nid daygestellt (B) Eine pbearbeitete Fotographie des gereinigte
isolierten HidMak16/Rpfkaczeos¢HisRrpl/NsatKomplexes ist

abgebildet [n=1].

Dateinamen: Eluat Hilak16¢Rpflssc2os¢HisRrpIcNsal.png undUVcVis HisMak16¢RPEss20s¢HiSRIpl

Die Isolierung deblsaXRrpIRpficMakl6;Moduls bendtigte weitere Optimierungsschritte,
die zu diesem Zeitpunkt nicht realisierbar waren.
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4.1.7 ESRund Md3bauergSpektroskopiedes EisegSchwefetClusters von
Mak16

Mittels Elektronenspinresonam&pektroskopie (E€Bpektroskopie) wurde der Clustertyp
untersucht. Daflur wurden die Proben unter anaeroben Bedingungen vorbereitet wie in Kapitel
3.5.16 beschreiben. Fr die ersten Titrationsversuche wurden weitere Puffersystenseegiete
Eine naheliegende Alternative zu dem verwendeten Phosphater ist der Pyrophosphat
Puffer. Aufgrund der Fahigkeit den @Bereich zwischen 8 und 8u puffern wurde
[Tris(hydroxymethyl)methylamino]propansulfonsauréTAPS) als weiteres Puffersystem
getestet. Mittels UV/VigSpektroskopie wurde diedhigkeitvon Natriumdithionitden Cluster

zu reduzierenbei den pgWerten 8 und 9 in Reund TAP&uffer, verglichen.

100 w©

pH=8
PP,
——TAPS

relative Absorption bei 415 nm (%)
5w
o o
(=

0 1 1 1 1 1

0 10 20 30 40 50 60
Zeit (min)

100
90
80
70
60
50
40
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20 F
10 |

relative Absorption bei 415 nm (%)

0 10 20 30 40 50 60

Zeit (min)

o

Abbildung36: Absorptionsabnahme nachatriumdithionitzugabe.

Die Rhigkeit von Natriumdithionit (2 mM Endkonzgden Clustervon HisMak16/Rpfks:29s (7,5 mg/ml) zu
reduziererwurde in unterschiedlichen Puffern mit unterschiedlich eingestgbigwWerten getestet. Innerhalb
60 min wurde alle @ min ein Spektrum aufgenommeDanach wurde die relativebsorptionder Probe bei der
fur ein EisegSchwefeiClusterrelevanten Wellenlange< = 415 nm gegen die Zeit aufgetragen. Dateiname:

RelativeAbsorptionsabnahme nach Natriumdithionitzugabe.xIsx. [n=1].
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Die UV/VigDaten zeigten einedeutliche Abnahmeder sichtbaren Absorption bei der
Verwendung des RiPuffers bei einem pkEWert von 9 von ca. 6%. Zur Verifizierung dieses
Ergebnisses wurde digtabilitdt des Proteins nachg@inutiger und Lstindiger Reduktion

durch Natriumdithionit bei unterschiedlichen gWerten mittels der sensibleren EGR
Spektroskopie untersucht.i®deutlichste Reduktiokonnte im PRPuffer bei einem plgWert

von 9 Uber dieMessung der Amplitudemles EB¢Signalsnach einer Stunde festgestellt
werden. Dieses Signal wurde auf 100 % normiert und die Signalstarken der anderen Spektren
prozentual an diesem Spektrum berechrigei einem pigWert von 10 wurde ein neues Signal

(*) im Spektrum detektiert.

* CAPS, 1h, pH = 10
W o7 %
% CAPS, pH = 10
W 61%
PP, 1h, pH=9
W 100 %
PP,PH=9 | 5o

PP, 1h,pH=8 | g7 9%
Ppi, pH =8 70 %

Pi' lh, pH=8 82%

300 320 340 360 380 400
Magnetfeld (mT)

Abbildung37: pHcabhéangigeESRSignalevon HisMak16/Rpflss;2os.

Links: Gemessene ESRektren (10 K, 30 dB, Mikrovesileistung: 0,21 mW, btulationrsamplitude 1,5 mT) von
HisMak16/Rpfksc205in unterschiedlichen Puffern mit unterschiedlich eingestellter\y¢iten. Um die Stabilitat

der Probe nach der Natriumdithionitzugabe (2 mM) zu beurteilen, wurden die Proben nach der Zugabe direkt
(3min) und rach 1 h schockgefroren. Rechts: % Reduktiater der Annahmedass PP 1h, pH = 9 100 %
Reduktion entsprichDateinamepHcabhéngige ESfSignale von HiMak16/Rpfksc29s.XISX.
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Die nacHolgenden ESfExperimente wurderdaraufhinin PyrophosphagPuffer miteinem
eingestellten plgWert von 9 durchgefihrtDie Abbildung38 zeigt die ESfSpektrenvon
konzentriertem ProteinkomplexHisMak16/Rpfks.20s. Die isolierte Proe bdnhaltet
hauptséachlich ein Signal kompatibel mit einexidierten [3Fe 4S}¢Cluster, mit einem
ogy¢ Wert von 2,005 Nach einer Oxidation der isolierten Probe mKaliung
hexacyanidoferrat(lll) wies das Spektrum einen &hnlichen Verlaufalefdings mit einer
geringeren Intensitat, was auf einen Zerfall d§&Fe4Sl*¢Clusteranteilsbei einem
Uberschuss an Oxidationsmittel hindeutétm den Uberwiegend diamagnetischen Cluster
untersuchen zu konnen, wurde der Cluster durch Zugabe von Natiilionit zur

paramagnetischen Form reduziert.

isoliert
H]\/’ oxidiert
g.=2,015
a4 g,=1912
/ reduziert
® g,=1,886
300 320 340 360 380 400

Magnetfeld (mT)

Abbildung38: ESRSpektren des gereinigteRlisMak16/Rpflss2oscKomplexes

Drei ES&Spektren (9,350 GHz, 10 K, 30 dB, Mikremtdistung: 0,21 mW, bHulatiorsamplitude 1,5mT) von
HisMak16/Rpfks.205 (4,9 mg/ml Endkonz.): unbehandelt (isoliert), oxidiert niiE&CNg] (1L mM Endkonz.) und
reduziert mit Natriumdithionit (2 mM Endkonz.) sind dargestelligf®Hfer: 25 mM PP300 mM NaClpH= 90).
Dateiname ESRSpektrerdesgereinigten HisMak16¢Rpflsc205s KomplexsxIsx.

Bei der Reduktion mit Natriumdithionit (2 mM Endkonz.) konnten folgende;&§Rale
(g¢ Werte) nachgewiesen werdergx = 1,886,gy = 1,912 undg, = 2,015. Diese sind
charakteristisch fur eineFeg4S}cCluster.
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Zusammen mit den aufgenommerJV/VigSpekiren die ein breites, zentriege
Absorptionsmaximum bei 45420 nm zeigten, iefern diese Ergebnisse Beweise fiur die

Anwesenheit einesAFe4SFY*¢Qustersim HigMak16/RpfkscoscKomplex.

4.1.7.1 RedogEigenschaften von Hidak16/Rpfksc29s

Zur Bestimmung des Redoxpotentials vonsMak16/Rpfks.2os wurde die Absorption in
Abhangigkeit des Potentials gemessen. Die automatische, W¥péktroskopisch
begleitende Redoxtitration des Proteinkomplexes mit Mediatoriieferte 10 Spektrendie

in Abbildung39 dargestellt sindKapitel 3.5.18)Bei einer Wellenlange von 440 nm sind die
Beitrdge der Mediatoren in ihrer Absorption sehr gering, deswegen konnte bei dieser
Wellenlange die Reduktion des[4Fec4SPcClusters gut verfolgt werden. Fir
HisMak16/Rpfks.20s konnte einelektrochemisches Potential vaid 70 mV bestimmt werden
(Abbildung 40)Die Dauer der UV/\e&Redoxitration betrug ca. eine Stunde.
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Abbildung 39: Bestimmung des Redoxpotentials des 4NMsk16/Rpflss2oscKomplexe mittels UV/Visg
spektroskopisctbegleitende Redoxtitration

UV/Vigbegleitete, automatische Redoxtitration von #ak16/Rpfksczes (4,1 mg/m| PRgPuffer: 25mM PR,
300mM NaCl pH=90). In 5min Intervallen wurde Natriumdithionit (15 ul, 0,3 mM) zu dem Prajeiediatormix
2 (Mediatormix2: 10 puM Endkonz.) titriert und nach Homogenisierung ein U§3yisktrum aufgenommen
(hellblau: cag 300 mV; dunkelblu: ca ¢530 mV). DateinameRedoxpotentials des Hidak16¢Rpflksc2os(

Komplexes.xIsx.
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relative Intensitat
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Abbildung40: Bestimmung deglektrochemischa Potentials desHisMak16/Rpflss2es¢Komplexes.
Die<=440 nm normierte Extinktion beB2C wurde gegen das gemessum¢entialder Losungufgetragen und
an die Nerns{Gleichung angepas$PR¢Puffer: 25 mM PP300 mM NaClpH= 90). Dateiname: Bestimmung
des Redoxpotentials des shitak16¢Rpfls2oscKomplexes.xIsx.

Eine EStbasierte Redoxtitration konnte anschlieRend mittdddrzere ESHitration mit
wenigen Punkten und zusatzlichen, vollreduzierten Proben (Natriumdithionitiiberschuss) an
denselben Punkten verwirkliciverden. Mit dieser Art der Durchfiihrung konntedtabilitat

von Mak16 wahrend der Titration beobachteerden. So konnten anhand einer ESRration

in PRePuffer bei einem peWert von 9 und dem Mediatormik(Kapitel 3.5.17) grch einzelne
definierte Zugaben von Natriumdithionit gezielt Potentiale des Gemisches eingestellt, Proben
entnommen und in flissigem 8kstoff schockgefroren werdenNach anschlie3ender
Messung der Proben, konnte ein elektrochemisches Potential vom530 mV ermittelt

werden (Abbildung 41).

Anhand der UV/Vispektroskopisch begleiteten und EBRBsierten Redoxtitrationen konnte
das elekrochemische Potential vo Mak16 in den Bereich vog4d70 mV bis¢530 mV
eingeordnet werden. Proteine mit einem niedrig&edoxptential (280 mV bis¢705 mV)
wie Makl6 kommen haufig ov und koénnen in die Klasse dgiFe;4StCluster

koordinierenden Proteine eingeordnet werdéikoayet al.,2008)
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—— Redoxtitrationsproben
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Abbildung41: Redoxtitration des Higvlak16/Rpflss2os¢Komplexes.
Auszug der

gemessenen ESpektren

(9,356 GHz, 10 K, Mikrdesleistung: 0,21 mW,
Modulatiorsamplitude 1,5mT, (PR¢Puffer 25 mM PR 300 mM NaClpH = 9)) und Mediatormix 1

(Kapitel5.3.17. Zur Kontrolle der Stabilitdt von kNak16/Rpfks2es wurden zu jedem Potentialpunkt von
Interesse zwei Proben entnommen, eine Titrationsprobe und Biobe mit Natriumdithioilberschuss
(gestrichelte Lim). Mit abnehmendem Potential kaeime Zunahme der Amplitude die ESignale zwischen 350

und 360 mbeobachtet werden. [n=1]. Dateiname: Redoxtitration des\tik16¢Rpfls.20s¢Komplexes.xIsx.
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4.1.7.2 MdRbauergSpektroskopievon HigMak16/RpfEsc29s

In Zusammenarbeit mit Jonathan Oltmanns des AGs Schinemann (Fachbereich Physik) wurde
Zellen wahrend ihres Wachstums’FegAmmoniumeisencitrat fir die Md3bauerg
Spektroskopiehinzugegeben (Kapitel 3.5.19). Nach der Uberexpression und Isolierung des
Proteinkanplexes HigMak16/Rpfks20s, wurden MdbauergSpektren aufgenommen
werden. InAbbildung42 sind dieMdlbauergSpektrengezeigt. Dabei stellt (A) das Spektrum
derisoliertenProbe und (B) das Spektrum deithionit¢reduzierten Probe bei T = 77 K ohne
aulReres Magnetfeld dar. Die Messwerte werden durch die grauen Punkte dargestellt. Durch
die Addition der Simulationen derregelnen Komponenten ergibt sich die Gesamtanalyse des
Spektrums, die als schwarze Linie resultiert. Die einzelnen Komponenten der Probe werden
oberhalb der Messergebnisse gestaffelt dargestellt und sind mit Nummern versehen. Die
Analyseparameter der beide®pektren sind inTabelle41l und 42 angegeben.Fur das
Spe&trum der urbehandeltenProbe Abbildung42 (A)) ist die Isomerieverschiebung der
Komponente 1 von 02AY Y k ai) charakteristisch fliEiseniomn, welche eine formale
Ladung von 2,5+ tragerDie aus dem Spektrum yennene Quadrupolaufspaltung von
0,99Y Y Kk a qu)dpriéht fiir ein tetraedrisch koordiniertes Eisen. Diese Werte sind typisch flr
einen [4Fe4S]2<Cluster (AhrensBotzong et al., 2011; Pandeliaet al, 2015) Die
Komponente 1 hat einen Anteil von 50 % der Gesamtflache des Spektrums, was bedeutet,
dass zwei vorier Eisenionen im Cluster die gleiche chemische Umgebung besitzen und sich
nicht unterscheiden lassen. Die Komponente 2 besitzt nahezu die hgleic
Isomerieverschiebung von @4Yy" Y k &), was ebenfalls fur formal 2,5+ formal geladene
Eiseniomn spricht Die Quadrupolaufspaltung voh,31Y Y k & g2odpudet auch auf eine
tetraedrische Anordnung der Eisenionen hin. Die Komponente 2 hat den gleichen Anteil von
50% an der Gesamtflache des Spektrufhabelle 41)Obwohl mit ESEBSpektroskopie ein
schwacheg[3Fe;4S]1«Clustersignal beobachtet wurde, konnte kein Rb@uersignal fur
diese Art von Cluster detektiert werden (< 5. Zgysammenfassend lasst sich sagen, dass es
sich um einen [4F&S]2€Cluster aus jeweil2 leicht unterschiedlicherEisenpaagn mit
formaler Ladung von 2,5+ handekir das Spektrum denit Dithionit¢reduzierten Probe
(Abbildungd2(B)),sind die Analyseparameter in TabelleatfyegebenZuerst wurde versucht

die Anpassung des Spektrums mit 4 Komponenten durchzufuhren. Fir den oxidierten Anteil
in der reduzierten Probevurden die Parameter von Komponente 1 und 2 aus Tabelle 41

(Isomerieverschiebungen von 0,42 und 0,44 mm/s und Quadrupolaufspaltungen von 0,99 und
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1,31 mml/s, respektive) festgehalten. Es zeigte sich jedoch, dass der beste Fit fur die
experinentellen DatenTabelle 42, Abbildung?2 (B)) ohne einen Beitrag fur einen oxidierten
Anteil erzielt wurde. Diese Beobachtung schliesst nicht aus, dasseeskkmen Anteil (< 5%)

von oxidiertem Cluster in der reduzierten Probe gibt. Das Gesamtspektrum wurde von zwei
Spezies mit je einem Anteil von 50 % bestimmt. Die Isomerieverschiebung der Komponente 3
YA U nZIp o) korasgoadier mit dem Eisenpaareidem die beiden Eisenionen ein
formale Ladung von 2,5+ habemd die Isomerieverschiebung der Komponente 4 mit 0,58

Y Y k &) karrespondiert mit denkisenpaar der P&lonen (Pandelicet al.,, 2015)
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Abbildung42: Identifizierung eines [4F@ S Clusters in Higlak16 mittels Md3bauer¢Spektroskopie.
Mo6RbauerSpektren der oxidierten (A) und reduzierten (B)obBn des in ®Fegangereickerten
HisMak16/Rpfks 20scKomplexes. Die Spektren wurden bei 77 K und O T aufgenorhin2e. und 4stellen die
vier Subspektrerder jeweiligen Eisenkerne dar. Daruntsind in beiden Abbildungen 4@) und (B) die
experimentell gemessenen Datenpunkte mit den resultierenden Fits dargeBjéllim die Verschiebung des
MoRbauerspektrurain der reduzierten Probe zu verdeutlichen wurde der Fit fur die oxidierte ProAblaldsing
42 A mt 1,1 multipliziert und in Abbildung 4B) grau gestrichelt dargestellDateinamenMoéibauerSpektren
Hefe Mak16xIsx.

Tabelle41: Analyseparameter des M@bauercSpektrums der unbehandelteRrobe

Komponente 1 2
1 oYYkav 0,42 0,44
n 9 (mm/s) 0,99 131
m o06YYkKao 0,28 0,28
Area (%) 50 50
Zuordnung Fe>SicFe5t FeSicFe5t
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Tabelle42: Analyseparameter des M@bauercSpektrums deDithionit¢reduzierten Probe

Komponente 1 (ox) 2 (ox) 3 (red) 4 (red)
1 O0YYK 0,42 0,44 0,53 0,58
n 9 (mm/s) 0,9 1,31 0,96 1,33
m O0YYK 0,28 0,28 0,36 0,36
Area (%) 0 0 50 50
Zuordnung FeSicFe5t FeSicFe5t FetcFe* FeSicFeot

4.1.8 Untersuchung der EiseSchwefetClusterkoordination anhand
Cysteinmutanten

Anhand von bioinformatischen Untersuchungen Sn cerevisiazwon Mak16 wurden vier
konservierteCysteigReste C15, C28, C38, CdBd zwei nicht konservierte CysteReste:
C55 und C10@8n N¢Terminus identifizier{Kapitel 4.2.1)Um de Auswirkungen von fehlenden
Cysteiiganden auf Mak16 zu beurteilewurden durch Punktmutatione€ysteinmutanten
von Mak16 hergestellund die entsprechenden Varianteim E. coliexprimiert. Fir die
Exprimierungn E. coliwurden mittelstarke bistarke PhanotygCysteinmutanten, bezogen
auf die Tipfeltestergebnisse (Abbildung %8 gewahlt. Zusatzlichwurde die Doppe]
Cysteimutante C38A/C43A getestet um den Vestuzweier essentidr Clusterliganden zu
bewerten.Die CysteinmutanteC55A wurde als Negativkontrolle gewahlt, bei der ein Elogis

wie vomWT¢Mak16 erwartet wird Deshalbwurden die Cysteine an den Stellen 28, 38 und 55
in pETDuetl¢HisMAK16/RPFske20s zu Alanine ausgetauscht sowie einen Doppelaustausch
der Cysteine 38 und 43 durchgefuhrt (Kapitel 3.2.9). Die¢\@&ganten wurden
Uberexprimiert und die Proteine mittels N TA(Agarose aufgereinigt. Die @Yy&rianten
konnten in ausreichender Menge isoliert werden, um eine Charakterisierung mittels SDS
PAGE und UV/\4Spektroskopie, sowie die Bestimmung des HKjsand saurelabilen
Schwefelgehalts durchzufihrembbildung 43 zeigt die SDFPAGE aller Eluate der Gys
Varianten im Vergleich zum isolierten Wildggomplex. In allen Proben konnten zwei
Hauptbanden bei 28 kDa uri® kDa detektiert werden. Diese Banden kommtken beiden
Proteiren Rpflksc2os und HigMak16 zugeordnet werden. Die Doppglysteimutante wies
eine geringere Menge an HiMak16, dafur jedoch weitere Banden bei 70 k{btzeschock
Proteine)auf. Das Isolieren dieser Proteine und die geringere Menge ahl&k46 deuteten

auf ein Problender Stabilitat und Loslichkeiin. Dennoch konnte in allen Gyéarianten von
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einer Komplebildung mit Rpflausgegangen werden, denn in allen Proben konnitechl

Reinigung deblisMak16cProteinssein Bindungspartner Rpkt9s gewonnen werden.

Masse HisgMak16/Rpflsg 595

kDa
(200) WT C28A C38A (C38A/ C55A

150 C43A
100

o)
o

AR S W s g | «—His¢Mak16 berechnet: 37,3 kDa

S s S s e | = Rpflgg 55 berechnet: 28,1 kDa

N
(%}
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Abbildung43: SDEPAGEzum Vergleich der gereinigte@ys Varianten von HisMak16/Rpflssgs.

Die Probender WT, und Cysteinmutantenproteinkomplexeurden nach der Aufreinigung mittels gNITA;
Agarose mit anschlieBender Entsalzung auf diegBBSE (~ 115 pg) aufgetragemind mitCoomassie gefarbt
Marker: Unstained Protein Standard, Broad RangeZ@0 kDa, NEB #P7717). Dateiname: Charakterisierung der
gereinigten Cygv/arianten von Hidak16¢Rpflss.205 mittels SDEPAGE.png.

In Abbildungd4sind die isolierten Eluate dargestetlie sich in ihrer Farbenterscteiden.Der
WTcHisMak16/Rpfks2oscKomplex sowie die KontrglCysteimutante C55Azeigten ene
tiefe braunliche FarbeDie Cysteinmtanten C28A und C38A besaldg@ingegen eine rotliche
Farbeund die DoppeCysteimutante C38A/C48 war farblos.

Abbildung44: Eluate gereinigteiCygVarianten von HisMak16/Rpflss;2os.

Eine Fotographie der gereinigten ¥Ind Cysteinmitantenproteinkomplexe (WT: 4,0 mg/ml, C28A: 1,5 mg/ml,
C38A: 2,0 mg/ml, C38A/C43A: 1,7 mg/ml, C55A: 3,0 mg/ml) ist abgebilteiname: Foto der gereinigten Qys
Varianten von Hidlak16¢Rpflsczes. png.
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Die SD&AGE zeigt in allen Eluaten eine Bande bei ca. 50 kDa, shdakli$ zugeordnet
werden kann. Dgjedoch die Eluate von unterschiedlichen Farben gepragt waren zeig, das
die Eluate Mak16 mit unterschiedlich koordinierten Es®gchwefetClusern enthalten. Die
braunlich gefarbten Eluate deuten auf einen [4&8LClwster hin, wohingegen die roteafbe
einen [2Fe2SkCluster signalisiert. Zur weitemeCharakterisierung deCysteinnutanten
wurden anschlieBenddie Extinktionskoeffizienten gegen ediWellenlangen aufgetragen
(Abbildung45). Dabei werderdie Unterschiede zwischen den Cysteutamten deutlich. r
schulterartigeVerlauf bei<=410¢420 nmjonnte sowohl beim WdKomplexsowie bei allen
CygVarianten beobachtet weden. Bei den Cyd/arianen C28A C38Aund C38A/C43A
konnte ein auftretendedMaximum bei< =325 nm detétiert werden Beider CygVariante
C38A konnte neben diesen beiden Absorptionsmaxw@325 nm und 416430 nm) noch

ein weiteres Maximum bet=550c570 nmdetektiert werden

18 | —WT —C28A —C38A ——C38A/C43A —C55A
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Abbildung45: Analysegereinigter CygVarianten von HisMak16/Rpflss2es mittels UV/Vis;Spektroskopie.

Die UV/VigAbsorptionsspektren wurden in Bezug auf ihre molaren Extinktionskoeffizienten dargestelit.
Legende= Schwarz: WgHisMak16, lila: C28A, rot: C38A, blau: C38A/C43A, grau: CeidinameAnalyseder
gereinigten Cy@v/arianten mittels UWis;Spektoskopie.xIsx.

Deutliche Unterschiede zwischen den einzeln€gsteinnutanten werden auch in der

Abbildung 46 durch den Eiserg und sdure;labilen Schwefelgehalt pro Proteimezeigt.
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Verglichen mit den Eiserund saure;labildenSchwefelwerten des Mak&®VTs von ca4,2+
0,9 Eiser und 3,0 £+ 0,7 Qlfidionen pro HisMakl6Rpflksos zeigte die Makl6g
CysteinmutanteC55A ca. 3,80,3 Eiserg und 2,1+ 0,3 Sulfidonen. Die dreiCysteinmutanten
C28A(ca.1,1+0,5Eiser und ca. 0,5t 0,2 Sulfidonen), C38A(ca.1,8+ 0,1 Eiserg und 1,3+
0,2 Sulfidonen) und C3&/C43A(ca. 0,2+ 0,3 Eiserg und 0« 0 Sulfidonen) zeigten deutlich
geringere Werte fur den Eisemnd saure;labilenSchwefelgehalt prélisMak16¢Rpflsec2es.

Fe3+[2+ I
S

2 |
i IT
T
0 -

Makle— WT C28A C38A C38A/C43A (C55A

s

lonengehalt pro HissMak16/Rpflsg 55
(5]

HisgMak16/Rpflsg 5

Abbildung 46: Eisem und saureclabiler Schwefelgehalt isolierteiCygVarianten von HisMak16/Rpflss c2es¢
Komplexen
Die Cysteinmutanten wurden anhand des Ejsend saureglabilen Schwefelgehalts mit dem WT verglichen.

Dateiname: Eisequund Schwefelgehalt der isolierten §yarianten von Hidlak16¢Rpfls2os¢Komplexen.xIsx.

In Tabelle43ist die gerénigte Proteinmenge in mg pro LitkB;Medium angegeben. Dabei
wiesen, mit Ausnahme der Cysteinmutante C55A, alle Cystaamten 2¢ bis 3 fach

geringere Aulseuten als der W@Komplex auf.
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Tabelle43: Proteinausbeute nach der Aufreinigung von ENak16/Rpflss;2es und den CysVarianten
Isolierte Proteinmenge pro LitetB;Medium in mg von WgMak16 und CygVarianten. Dargestellt sind die

Durchschnitswerte aus je zwei bzw. drei (*) Aufreinigungen.

CygVariante mg/l LB
WT* 26+x14
C28A 12+0,8
C38A 0,9+0,1

C38A/C43A 0,9+0,6
C55A 2,5+1,0

Abbildung47 zeigt de ESRSpektren deDithionit¢reduziertenCysteinmutanten verglichen
mit dem Mak1@WT¢Spektrum. Fir di€ysteinnutanten C38A und C55A wurden eindeutige

Signale aufgenommen, die wie d&T einem [4Fe4SL Cluster zugeordnet werden kénnen.
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Abbildung47: ESRSpektrenisolierter CygVarianten von HisMak16/Rpflssc2es¢cKomplexen.

Gemessene E&Bpektren (10 K, 30 dB, Mikrowellenleistung: 0,21 mWiplitudenmodulation: 1,5 mT) bei
pH=10,0 in CAP&uffer (25 mM CAPS, 150 mM NacCl) nach Zugabe von Natriumdithionit (2 mM, Bimin).
ESRSignale wurden entsprechend auf die Proteinkonzentratidwrrigiert: WT: 2 mg/m] C28A: 3,4 mg/ml,
C38A: 135 mgiml, C38A/C43A: 0,4 mg/ml uZb5A: 1,5 mg/miDie gWerte wude entsprechend den Spektren

angegebenDateiname: ESfSpektren der Cysteinmutanten.xIsx.
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Bei der Cysteinotante C28A und bei deDoppetCysteimutante C38A/C43A konnte
aufgrund des geringen EisetSchwefekClustergalts, kombiniert mit der Labiit des
Dithionit¢reduzierten Clusters durch die Abwesenheit derCigandenkeine EB;Signat¢
detektiert werden.Die Betrachtung deg¢Werte derCysteinmutantemnmit einem [4Fe4S]¢
Clustesigna] zeigten vergleichbare Werte zum [4Feg4SHcCluster im  Wildtyp
HisMak16/Rpfksczos¢Komplex
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4.2 In vivoUntersuchungen z2m Einflussles EisegSchwefetClusters
von Mak16 in Hefezellen

In diesem Abschnitiwird untersucht, wie sich deRAustausch von Cysteinliganden zu
Alaninresten mittels zielgerichtetdlutageneseaufdie Funktion votMak16in Hefeauswirkt

Dafur wurdenMutationen dervier hochkonservierterCysteinreste, dién den verfligbaren
Kryostrukturen des MakI@roteinsaus Heé als ZigLiganden identifiziert wurden (C15, C28,
C38 und C43)xsowie Mutationen der Cysteinreste C55 und C108 vorgenommendasd
Wachstum von Hefezellen untersucht. Au3erdem wurde die Wirkung temperatursensitiver
(ts) Mutationen der CléMaschinerieFaktaen in Kombination mit Makl@sc¢Mutanten
getestet. DesWeiteren wurde diein vivo Toleranz der Mak1@C3BA Mutation gegenlber
RedoxStressgeneratoren untersucht. D&AK16ein essentielles Gen ist, kann es nicht ohne
Verlust der Lebensfahigkeit aus dem Genom entfernt werdda.Alternative zur Detion
wurden galaktoseregulierbare Stamme hergestellt, in denen die Expression des Genprodukts
durch das Wachstum in glukosetigém Mediumzeitlich reduziert wurde. Dazu wurde der
MAK16Promota gegen einGALPromota mittels homologer Rekombination ausgetauscht.

In dieser Arbeit wurde sowohl der stark®ALL10¢Promota als auch deGALLPronotor,

der genetisch verandert wurde dnzur schwacheren Expressi@uf Galaktosefuhrt,
eingesetzt. Ja nach Experiment wurden einfache oder doppelte galakeugdierbare
Stamme verwendet. Bei den Doppelmutantenstdmmen steht ein Gen unter der Kontrolle von

GALZL10cPromota, wahrend das ander&enunter der Kontrolle deSALLPromotas steht.

4.2.1 Komplementierung des Wachstgghéanotyps inS. cerevisiaenit Cyg
Varianten

Um die Wirkung des CysteilaningAustauschs von Mak16 auf das Zellwachstum zu
untersuchen, wurde das zentromere Plasmid At®rin die Expression von Mak16 unter
Kontrolle des endogenen MAKgBromotas (41&NRuaxkig Steht, hergestellt. Ein leeres
Plasmid (416MET25 oder Plasmide, welche eine \WKopie des Mak16 oder die Cystein
Varianten (C15A, C28A, C38A, C43A, C55ACHABA) sowie die DoppEglysteimutante
C15A/@B8A tragen, wurden in deSALEMAKL1&Stamm transformiert. Nach 28tindger
Uberexpression bzw. Petion von Mak16 in galaktogehzw. glukosehaltigem fliissigenSC

Medium wurden die Hefezellen gewaschen, eingfabhe serielle Verdinnung hergestellt
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und auf SGAgarplatten supplementiert mit Glukose oder Galaktose getipfelt uhddge lang
bei 30 °C inkubiert.

Stamm Plasmid Glu Gal

416—@
416—-NP-Mak16
416-NP-Mak16—C15A
416—-NP-Mak16—-C28A
416—-NP-Mak16—C38A

416-NP-Mak16—C15A/C38A

GALL-MAK16

416—-NP-Mak16—-C43A

O
O
@)
O
O
O
O
O

416 —NP-Mak16—-C55A

)

416—-NP-Mak16—-C108A

Abbildung 48. Wachstunskomplementation der Mak1§Cysteinmutanten zeigt unteschiedlichen
Komplementationsphé&notyp.

Abgebildet sind die Ergebnisse des Tupfeltests von galakéugdierbaren Makl16Zellen mit den jeweiligen
transformierten Plasmiden: MakgE&ysteinmutanten, WEMak16, leeres Plasmid (44®). Diese wurden flr
20 h in Glukos&Glu)und in GalaktoséGal)als Wachstumskontrolle kultiviert und gewaschen. Anschlie3end
wurden sie seriell verdunnt auf glukgseind galaktosehaltigen S@garplatten getipfelt. Nach einer
Inkubationszeit von zwei Tagen bei 30 °C konnte &d#achstum bewertet werden. Dateiname:

Wachstunskomplementation der Mak1@Cysteinmutanten.png.

Wie in Abbildung 48 gzeigt wird, weise die Zellen in Anwesenheit vOWT¢Mak16 auf
Glukose ein normales Wachstum auf, wahrend die Negativkontrolle mit leeresmi@l&ein
Wachstum zeigt. Dies zeigt sowohl die Korrektheit als auch die Stringenz der Depletion von
endogenem Mak16 auf Glukose. Es sollte auch angemerkt werden, dass das tragen einer Cys
Variante von Mak16 keine sichtbare Beeintrachtigung des Wachstufrgatakosehaltigem
Medium zeigte, das hei3tlass sie keine signifikanten dominanten negativen Auswirkungen
auf das Wachstum nahmen. Es ist auffallend, dass neben dem kp\kitBypcProteinauch

die CysteinmutanterC15A, C38A, C55A und C108A das Wachstudekl6depletierten

Zellen teilweise (C38A) oder vollstandig (C15A, C55A und C108A) erganzen konnten. Im
Gegensatz dazu war der Phanotyp bei der Esgiom der Cysteinmutante@28A und C43A so
stark, dass das Wachstum vors. cerevisiae vollstandig unterbinden wurde.

Interessanterweise hat der Austausch von Cystein gegen Alanin am AnfangTesnivius
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(C15A) im Vergleich zum Wildtypst keine Auswirkung. Die Cysteinmutar@88A zeigt

einen intermediaren Phanotyp, der sich jedoch zu einem sehr hartend®yé entwickelt,

wenn zusatzlichder CysteinrestC15 zu Alanin ausgetauscht wird. Es lasst sich daraus
schlieR3en, dass neben den Cysteinresten C2BQA8 auch der Cysteinrest C88r zuvor als
defekte allelische Mutante fur die rR§Reifung identifiziet wurde, und der Cysteinre€15

fur die Funktion von Mak16 entscheidend ist. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse mit
rekombinant exprimierten Mak16 und die hier vorgestellten Komplementationsstudiess

ein EisenSchwefetCluster in Mak16 vorhandertignd von den Cysteinresten C15, C28, C38
und C43 koordiniert wird. Die niatkonservierten Cysteinrest@n den Positiones5 und 108

sind nicht essentiell fir das Zellwachstum und wahrscheinlich nicht an derEdenefet

Koordination in Mak16 beteiligt.

4.2.2 Untersuchungen zur synthetischen Letalitat zwischexgMAschinerig
Faktoren und Mak16

In einem Gesprach mit Prof. Dr. Ed Hurt und PD Dr. Johann Baliler entstand der Vorschlag zu
testen, ob temperatursensitive Mutanten aus ihrer Sammludgtunter Allde von Cfdl,
Nbp35 und CialYaruninet al.,2005)die ene oder mehrerédPunktmutationenaufweisen,in
Kombination mit unseremtablierten galaktoseregulierbaren Stammen verwendet werden
kénnten, um eine genetische Interaktion zwischen EisgchwefetEinbau undder Mak16g
Funktion zu untersuchen. Diese drei esgdiellen Mitglieder der Cla
Assemblierungsmaschinergnd im Zytosol an dem Aufbau von EisBochwefetProteinen
beteiligt (Kapitel 1.1.2). Die zwei Proteine Cfdl und Nbp35 habeine genetische
Wechselwirkungund bildenin vivo einen stabilen KomplexSavohl Cfd1l als auch Nbp35
assoreren an ihren €Termini einen gemeinsamdAFe;4ST Cluster und Nbp35 bindet einen
weiteren [4Fe4SL Cluster an seinemd¥erminus Cial ist Teil deSIAZielkomplexes und ist
im Wesentlichen fir den Transfer von EisgSchwdel¢Clustern von dem CfdNbp35g
Komplexunter Beteiligung von Narduf die eigentlichen Zielproteingerantwortlich(Netzet

al., 2007)

Per Definition werden zwébene als synthetisch letal bezeichnet, wenn der isolierte Verlust
oder einzelne Mutationen eines dieser Gene von Zellen toleriert wird, wahmed

gleichzeitige Verlust oderi@ simultane Mutation beider Gene fur die Zellen letal ist.

123



Ergebnisse

Deswegen wurde getestedvb die Wirkung der C¢MaschinerigtsgMutanten in Kombination

mit Makl1l6cts¢Mutanten zu synthéscher Letalitat fihren.

Dazu wurden die MakIsc und Cictts¢cMutanten aus der &nmlung von Prof. Dr. Shay
BercAroya benutzBenAroyaet al.,2008) Cicl wurde als Negativkontrolle gewahlt, da es
kein EiseqSchwefetProtein ist und an einamicht mitMak16 zusammenhangender Stufer
Ribosonenbiogenese beteiligt istDie Kongtuktion der temperatursensitiven Plasmide
begann mit der Amplifizierung der gewiinschten Gene von der genomischegHéfemit
anschlielender Klonierung in die entsprechendentromereVektoren (Kapitel 3.2.£3.2.8).
Danach erfolgte die gezieltMutagenese einzelner Aminoséuren um digRsoteine zu
generieren (Kapitel 3.2.9). Zur Uberpriifung der Funktionalitat der Plasmide, wurden diese
einzeln transformiert, depletiert und mittels Tupfeltest auf einen Wachstumsdefekt

untersucht.

Bei den permissven Temperaturen von 23 °C und 30 °C wurde ein unverandertes
Wachstumsverhalten der Zellen des Depletionsstamn@ALLCIC1/GAL(10¢NBP35
beobachtet. Dabei gab es keinen Unterschied zwischen Zellen mit und ohne
temperatursensitiven Plasmidkopien vadlClund NBP35(Abbildung 49). Wahrend die
Depletion in Glukose bei 37 °C bei allen Plasmidkombinationen eialeezuvollstandigen

2 OKaldzya@dSNI dzad OSNHNAIF OKGS® 5F NI dza ¢ dzNRS
Temperatur fur die Depletion dieser Zellen ist und dadurch keine Aussagen bzgl. der
Abhargigkeit zwischen Nbp3@nd Cicl getrdén werden konnte

Stamm Plasmid 23°C 30°C 37°C

414-3/416-P
414-NP-Cic1/416—-NP-Nbp35
414-NP-Cic1-ts/416-NP-Nbp35
414-NP-Cic1/416—-NP—-Nbp35-ts
414-NP—Cicl-ts/416—NP-Nbp35-ts

GALL-CIC1/
GAL1-10-NBP35

Abbildung 49: TgCicl nimmt keinen Einfluss auf GMaschineriggFaktor Nbp35 unter permissiver
Temperatur

Der zweifach galaktogeegulierbare Hefestamm wurde mit den jeweiligen temperatursensitiven odey WT
Plasmiden von Nbp35, sowie de88S Assemblierungsprotein Cicl kotransformiert und in Glukose fur 64 h
depletiert. Seriell verdiinnt wurden sie auf glukosehaltiggA§&rplatten getlipfelt und bei permissiven (23 °C,
30 °C) und narpermissiver (37 °C) Temperaturen fir zwei Tagen inkuBieschlieend konnte das Wachstum

bewertet werden. Dateiname: Temperatursensitivitdt von Cicl mgMAaschinerieFaktor Nbp35.png.
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Das Assay wurde daraufhin mit dem Zielprotein Mak16 wiederholt. Nach einer erfolgreichen
Umklonierung der Plasmide konnte nei vollstandige Komplementation des
Wachstumsdefekts bei der Expression vonQiak16 und WENbp35 in Depletionszellen
beobachtet werder{Abbildung 50).

Stamm Plasmid 23°C 30°C 37°C

414-¢/416-0
414-MET25-Nbp35/416-NP-Mak16
414-MET25-Nbp35-ts/416-NP-Mak16
414-MET25-Nbp35/416-NP-Mak16—ts

414-MET25-Nbp35-ts/416-NP-Mak16—ts |8

414-MET25-Nbp35/416—-@

GALL-MAK16/
GAL1-10-NBP35

414-MET25-Nbp35-ts/416—-0
414-3/416-NP-Mak16

414-3/416-NP-Mak16-ts

Abbildung50: Temperatursensitivitdt von Mak1énit Nbp35.

Derdoppelzgalaktoseregulierbare Hefestamm wurde mit den neu klonierten temperatursensgiodar WT,
Plasmiden von Nbp35 und Mak16 kotransformiert und in Glukose fiir 40 h depftieell verdiinnt wurden sie

auf gukosehaltigen S@\garplatten gettipfelt nd bei permissiven (23 °C, 30 °C) undc¢pemissiver (37 °C)
Temperaturen fur zwei Tagen inkubiert und anschlieRend konnte das Wachstum bewertet werden. Dateiname:

Temperatursensitivitat von Mak16 mit Nbp35.png.

Das Problem der voneinander abweichendenpBgonszeiten blieb hingegen bestehen.
Dieses wurde in den Zeilen sechs bis neun deutlich. Die DepletidviAtdh6war bereits nach

16 h vollstéandig, wahrend Nbp35 zum Zeitpunkt der Messung nach 40 h Depletion weiterhin
in ausreichenden Genkopien vorl@gbbildung 50 Reihen 8 und 9)Resumierend lasst sich
sagen, dass galaktogegulierbare Stamme und Plasmidet temperatursensitiven Allelen

in diesem Fall nichtompatibelsind. Daraufhin wurde nach einer neuen Methode gesucht,
um die Abhangigkeit zwischen Makl16 und denc@®liégliedern eindeutig nachzuweisen.
Dafir sollte der Effekt der Cysteinmutante C38A von Mak16 auf galakemgdierbare ClA

Mitglieder analysiert werde.
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4.2.3 Depletion der CtMaschinerig€Faktoren flhrt zur synthetischen Letalitat

In einer fuheren Arbeit (Pellett et al., 2006) wurde die Rolle von Maklei der
Ribosomenbiogenese 5. cerevisiagdurch Analyse derRNAProzessierung in einem
temperatursensitiven Hefestammnak161 untersucht. Dies Mutante wurde erstmals von
Wickner und Leibowitz, 1979, beschrieben und &t eine einzige Punktmutatiomn
Position38, von Cystein zu TyrosiC38Y)(Wickner et al., 1979) Eine umfassende
Charakterisierung mit genetischen und molekularen Methoden fithdee Autoren zu dem
Schluss, dasMak16 in der Ribosomenbiogenese fur die Reifung von 25S und 5.8S rRNAs
erforderlich ist. Um die Auswirkung dieser Mutation in Mak16 im Zusammenhang mit der
EisegSchwefetMaturation auf synthetischeLetalitat zu untersucken, konstruierten wir
Stamme, in denen die Expression sowohl von Mak16 als auch eines bestimmten CIA
MaschinerigFaktors unter der Kontrolle von Galaktgfgomotoren stehen. Dazu
verwendeten wir furjeden Stamm verschiedene Genkassetten, die in esienvollen
Reihenfoye konstruiert wurden (Kapitel 3.4.3AnschlieRendvurde in diesen Stdmmen ein
leeres Plasmid oder Plasmide mit einerldWipcKopie von Makl6 oder der Makd6

CysteinmutanteC38A transformiert.
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In derAbbildung51sind die Ergebnisse des Tipfeltests der drei depletieztmentiellenCIA
Mitglieder Cfd1l, Nbp35 und Ciahit der transformierten Mak16Cysteinmutante C38A
dargestellt. Die Reihenc¢2 zagten in allen dreiTeilen AB und Gden dleinigen Effekt der
Plasmide (leer PlasmidWT¢ und MutantergPlasmid) imGALLMAK1&Stamm. Die Reihen

5¢ 9 zeigten den Effekt der transformierten Plasmide in dem jeweiligen Doppelstamint,
MAK16/GALG10¢CIAMitglied. Verglichen wurde das Zellwachstums in den Reihen 7 und 9
(jeweilsschwarz eingerahmt). Reihe 7 zeigte dabei die Rettung des Zellwachstumslgon W
Mak16 mit depletierten CldMitgliedern, wahrend die Reihe 9 den Einfluss der
Cysteinmutante im Zusammenspiel mit den depletiertenc®lifgliedern zeigte. Betichtete

man die Teilergebnisse A unddie die Depletion der Proteine Cfd1l und Cial zeigengd&ur

in der Reihe 9 nur eine leichte Schwachung des Wachstums sichib&B zeigt bei der
Depletion von Nbp35 eine eindeutige synthetische Letalitat in der ReihBiese
unterschiedlichen Ergebnisse zwischen den dregi2iyliedernlassen sich Uber eimeBlick

in dieReiha 7 und 9(Abbildung 51A, B und Cgrklaren Bei den beiden Proteinen Cfd1 und
Cial kanrrotz depletierten Cl&Mitgliederndie Rettung de Zellwachstums mit sowoWTg
Mak16 als auch mit deCysteinmutanteC38Abeobachtet werder{Reihen 7 und QAbbildung

52 A und C)In Abwesenheit dieser essentiellen Proteine, sollte jedoch kein Zellwachstum
maoglich seinDadurch wird deutlich, dassach 16 h bzw. 40 Weiterhin geringeMengenan
genomisch kodierten C¢Rrotenen Cfd1l und Ciakorliegen, und diese geringen Mengen
bereits ausreichen um das Zellwachstum zu rettépb35 zeigin der Zeile 1B), im Vergleich

zu den beiden anderen QjWitgliedern, mit WTtMak16 nur ein sehr schwaches
Zellwachstum. Das QjMitglied Nbp35 besitzt somieine kiirzere Depletionszeit (ca. h
wodurch der Einflussder CysteinmutanteC38\, bei depletiertem Clé&Mitglied Nbp35
(Zeile9), deutlich erkennbar isindem keine Rettung des Zellwachstums beobachtet werden
kann (Abbildung 51B). Anhand dieser Resultateird die Sgnifikanzder EisegSchwefet
Cluster in der Ribosomenbiogenese in Abhangigkeit degMd#chinerie deutlich.
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A Stamm Plasmid Glu (16 h) Gal
414-@/416-@

414-@/416-@
414-@/416-NP-Mak16
414-3/416-NP-Mak16-C38A

GALL-MAK16 W303

414-¢/416-@
414-NP-Cfd1/416-NP-Mak16

414-¢/416-NP-Mak16

414-NP-Cfd1/416-NP-Mak16-C38A

GALL-MAK16/
GAL1-10-CFD1

414-3/416-NP-Mak16 C38A

B Stamm Plasmid Glu (16 h) Gal
414-@/416—@

414-¢/416-0
414-3/416-NP-Mak16
414-3/416-NP-Mak16—-C38A

GALL-MAK16 W303

414-0/416-9
414-MET25-Nbp35/416-NP-Mak16

414-3/416-NP-Mak16

414-MET25-Nbp35/416-NP-Mak16—C38A

GALL-MAK16/
GAL1-10-NBP35

414-3/416-NP—Mak16 C38A

C Stamm Plasmid Glu (40 h) Gal
3
g 414-¢/416-D
5 414-3/416-0
<
EI 414-%/416-NP-Mak16
-~
g‘ 414-/416-NP-Mak16—-C38A

414-3 /4160
414-NP-Cial/416-NP-Mak16

414-@/416-NP-Mak16

414-NP-Cial/416-NP-Mak16—-C38A

GALL-MAK16/
GAL1-10-CIA1

414-3/416-NP-Mak16 C38A

Abbildung51: Nachweis der synthetischen Letalitat zwischen demdEktor Nbp35 und Mak16.

Die doppeltgalaktoseregulierbaren Hefestdmme wurden mit den jeweiligen ¢Ri@smiden der CtA
MaschinerigFaktoren, (A) Cfd1l, (B) Nbp35 und (&Q1Csowie Makl1l6 oder der MakdBlutante C38A
kotransformiert und in Glukose depletiert. Seriell verdiinnt wurden die Zellkulturen, auf glukosel{@tigeder
galaktosehaltigenGal)SGAgarplatten getipfelt und bei 30 °C fiir zwei Taggubiert, um anschlielend das
Wachstum zu bewerterateinamen: Nachweis der synthetischen Letalitat zwischen degr&didr CFD1 und
MAKZ16.png, Nachweis der synthetischen Letalitdt zwischen degir&kitdr NBP35 und MAK16.png, Nachweis
der synthetischendtalitat zwischen dem C¢f&aktor CIAL und MAK16.png.
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4.2 4 Kritikalitat desEiserSchwefetClustes in Mak16flr die Interaktion mit
Rpflin Hefezellen

In dieser Arbeit wurdeereits gezeigt, dass Mak16 und Rpfl heterolog koexprimiert einen
stabilen Komplexbilden. Um diese Komplexbildungn vivo zu analysieren, wurde die
Koimmunoprazipitation verwendet um physiologisch relevante Protefroteing
Wechselwirkungen zu analysieren, indem zielspezifische Antikdrper verwendet werden,
welche an das Zielproie (Kder¢Protein) binden und dadurch indirekt an das f@ietein
gebundene Proteine (Beut®roteine) zusammen isolieren koénnenFir die
Koimmunoprazipitation wurde Plasmi#topien vonN¢terminal HAcgetaggten MAK16und
NcterminalMyccgetaggtemRPF1n einen galaktosgregulierbaren Hefestamm transformiert.
Mittels Homologer Rekombination wurde d&ALLMAK18 GALELRPF1Stamm hergestellt
und das Wachstum mittels QecMessung uber acht Stunden in Galaktose und Glukose
verfolgt, um den Effekt vom Prommt auf das Zellwehstumzu analysierenAbbildung52
zeigt die in Galaktose und Glukose gezlichteten Wachstumskurven der Hefest@ieme.
beidengalaktoseregulierbaren Stamm&ALEMAK16und GALLMAK18GALLRPFIvaren,

wie erwartet,in glukosehaltigem Medium in ihrem Wachstum beeintrachtigt, wahrend das

Wachstum vom W3@StammW303nicht beeintrachtigt wurde.
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Galaktosehaltiges Medium

2.4 |
—-—1/203
21
18 | —0—GALL-MAK16
15 —o—GALL-MAK16/GALL-RPF1

Zeit (h)

Glukosehaltiges Medium

24 |
-8—W303

21 |
—5—GALL-MAK16

1,8

15 | —o—GALI-MAK16/GALL-RPF1

ODggo

Zeit (h)

Abbildung52: Wachstumsverhalten von GAtMAK16/GALELRPF1 Zellen

Es wurderODsoocMessungen auf Zeit von GAMAK16 und GALMAK16/GALLRPF1 Stammen im Vergleich
zum WTEW303 Stamm durchgefiihrt. Dafiir wurdenc8Bernachtkulturen in Galaktose kultiviert, arichsten
Morgen gewaschen und in das entsprechende Frischmedium auf ekevoD0,2 umgeimpft. Jede Stunde
wurde eine Probe entnommen und einest@fMessung durchgefihrt. Dateinam&/achstumsverhalten von
MAK1&GALELRPF1 in glukosend galaktosehaltigen Medium.xIsx.

Anschlief3end sollte mittels Koimmunoprazipitatioile Komplexbildung von Mak16 niipfl
und die Komplexbildung deCysteinmutantenvon Mak16mit Rpfl genauer untersucht
werden Um die Effizienz der Binng vonMak16;Cysteinnutanten an Rpfl analysieren zu
kénnen mussten dieKonzentrationenan Mak16 und Rpfin der Zelleprazise reguliert
werden. DieMET2% Promotorsérke in Abwesenheit von Methionin im Mediumntspricht
der Starke einesnittelstarken Promotors unddessen Expressiorakn durch Zugabe von
Methioninim Medium heruntereguliert werden. Ydrversuche ohne Methionin zeigtéeinen

Effekt der Cysteinmutantemon Makl16und suggerierten, dass die Mak16 Expression unter
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dem MET2%Promota zu hoch isund in High Copguppressionesultiert, ein genetisches
Phanomen, bei dem die Ubeqaression (durch viele Kopien eines Gens) die negativen Effekte
einer Mutation ausgleichen kanBurchFeineinstellung der Pretnexpressiommit Methionin

im Medium kanrdasphysiologischahnlichsteExpressionsniveaeingestellt werdenDeshalb
wurden urterschiedliche Konzentrationen vdfethionindemMediumhinzugegebenym die
Expressiorzu modulieren Mit 0,5 mM Methionin konnte mittel&oimmunoprazipitation von
Mak16, seinerCysteinmutanterund Rpflkleinste Veranderungen detektiert werdelittels

dem Micra;BiuretcAssay wurde zuvor die Proteinkonzentration aller Proben auf 6,4 pg/ul
normiert. Damit wurde gewabhrleistet, dass Unterschiede in der Intensitat der Banden nur auf
die Interaktion der Proteine zurtickzufihren sindAlbildungs3weisen die Zellextrakte eine
konstante Egression der vier untersuchten Cysteintanten und dem WdMak16 auf.Im
Vergleichzum Signal fuRpfL, wurde in allen Zeligrakten ein stérkeres Signal fitak16
detektiert. Dies kdnnte durch dengdachen HATag bei Mak16 im Gegensatz zum einzelnen

MyccTag bei Rpfl verursacht werden.

@,: 414-Met25-0

@,: 416-Met25—@

Zellextrakt WT: 416-Met25-3HA-Mak16

1: 416-Met25-3HA-Mak16-C28A

w303 GALL-MAK16/GALL-RPF1

414-Met25-Myc—Rpfl - @, + + o+ + +
2: 416—Met25-3HA-Mak16—C38A
416-Met25-HA-Makle - sz WT 1 2 3 4 3: 416-Met25-3HA-Mak16—C15A/C38A
kDa 4: 416-Met25-3HA-Mak16-C55A
a5 —
72— - — L B HA-Mak16
55— berechnet:
8 — So— 39,4 kDa
anti-HA
kDa
55 —
43 —
. — — e m—— | Myc—Rpfl
M — berechnet:
— = 36,3 kDa
anti-Myc
kDa
34—
—— Porin
26 —
anti—Porin

Abbildung53: Westerr;BlotcAnalysen der Zellextrakte.

40 pl des Gesamtzellextraktes wurden mit TCA gefallt undaftamittels SDEFPAGE und WestegBlot analysiert.

Der Nachweis der Proteinmengen erfolgte durch Immundetektion unter VeangrikerAntikrper, die unter

dem jeweiligen Blot angegeben sind. Als Ladekontrolle diente Porin. Marker: Color Prestained Protein Standard,

Broad Range (250 kDa, NEB #7719). Dateinarié¢esterrgBlot¢Analysen der Zellextrakte.png.
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Auch inAbbildung54 sind die Banden der Makg®arianten, unabhangig ob diese mit einem
Mycg oder HATag aufgereinigt wurden, starker als die jeweils detektierten &gdibden zu
erkennen.In allen untersuchten Proben konnte eine Anreicherung der Zielproteineigez
werden. So konnte bei deronmunoprézipitation an H&Mak16 erfolgreich Rpfl und
umgekehrt an My¢gRpfl WEHAcMak16 nachgewiesen weeth. InNAbbildungb4 A zeigten die

an WEMak16 und an der Cysteinmutante C55A gebundenen ¢®ptiteine jeweils gleich
starke Banden. Die Banden der assoziierten &pfdteine der Mak1§Cysteinmutanten C28A
und CBA zeigten hingegen schwachere Banden und bei der Mak16 D@psteinmutante
C15A/C38A konnte kein gebundenes Rpfl detektiert werden. Die Signale der
Koimmunoprazipitation mittels HBeads an Mak16 ausbbildung54 A korrelieren mit den
Signalen der Koimmunoprazipitation mittels MPeads an Rpfl irAbbildung 54 B.
Zusammenfassendasst sich die Komplexbildung von Mak16 und Rpflallen hier
untersuchten Zellemachweisen, sowie diessentielle Rolle deCysteire C28, C38 und C43,
die als Clusterliganden agieren, aufzeigéne Komplexdestabilisierung von Mak16 und Rpfl
konntedurch die CyteinmutantenC28A, C388owie der DoppelCysteinmutante C15A/C38A
gezeigt werden. Die Destabilisierung von Mak16 ist besonders deutlich bei der Boppel
Cysteimmutante C15A/C38Adurch die fehlendeAnreicherung arRpfl (Abbildung54), zu

erkennen
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A w303 GALLI-MAK16/GALI—RPF1
IP HA @,: 414-Met25-@

@, 416-Met25—@
414-Met25-Myc—Rpfl - @, + ot + ' WT:416-Met25-3HA-Mak16
216-Met25-HA-Mak16 - sz WT 1 5 3 " 1: 416-Met25-3HA-Mak16—C28A

KDa 2: 416-Met25-3HA-Mak16—-C38A

3: 416-Met25-3HA-Mak16—C15A/C38A

?,52 : 4; 416-Met25-3HA-Mak16—C55A
55 G e GES ~~ GHD | — HA-Mak16
s berechnet:
39,4 kDa
anti-HA
kDa
43 —
34 — - a— @ | — Myc—Rpfl
berechnet:
26 — 36,3 kDa
anti-Myc
B @,: 414-Met25-@
w303 GALL-MAK16/GALL-RPF1 B, 416-Met25—
IP Myc WT: 416-Met25-3HA-Mak16

1: 416-Met25-3HA-Mak16—C28A
414-Met25-Myc—Rpfl - @, + ot + * 2:416-Met25-3HA-Mak16-C38A
A16-Met25—HA-Mak16 & WT 3 5 3 4 3: 416-Met25-3HA-Mak16-C15A/C38A

2 4; 416-Met25-3HA-Mak16—C55A
kDa
43 —
34 — -_— —— Myc—Rpfi
berechnet:
26 — 36,3 kDa
anti-Myc
kDa
72 —
55 — G o= —— - — HA-Mak16
43— berechnet:
39,4 kDa
34 —
anti-HA

Abbildung54: Nachweis der Interaktion von Mak16 mit Rpfl in vivo durch Koimmurézipitation.

Die GALMMAK16/GALERPF1 Zellen wurden mit den jeweiligen Plasmidersformiert (A+B) Die Zellen wurden
16 h Uber Nacht in glukosehaltigem ¢M@dium unter Methioninzugabe0(5 mM) kultiviert. A) Durch eine
Koimmunoprazipitation (1 h, 4 °C) des Gesamtzellextraktes mgtnti#unobeads (10 pl), SEFFAGE und
WesterrgBlot konnte die ProtegProteirgBindung durch spezifische Antikdrper gegercFay (HAMak16:
39,4kDa, lokalisiert bei 55 kDa atér SDEPAGE) und Mydag (MygRpfl: 36,3 kDa) nachgewiesen werdej.
Durch eine Koimmunoprazipitation (1 h, 4 °C) des Gesamtzellextraktes mitriviymobeads (10 pl), SEFAGE
und WestergBlot konnte die ProteifProteirgBindung durch spezifische MAdiirper gegen HATag (HAMak16:
39,4 kDa, lokalisiert bei 55 kDa algr SD&PAGE) und Mydag (MycRpfl: 36,3 kDa) nachgewiesen werden
Marker: Color Prestained Protein Standard, Broad Rangg2%D0kDa, NEB #771®)ateiname:Nachweis der
Interaktion von Mak16 miRpf1(IP HA).png.
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4.2 5Einfluss vorrRedoxStressren auf HefeMak16

Zellen konnen verschiedensten Stresssituationen ausgesetzt sein, wie zum Beispiel
Temperaturschwankungen, unthiedlichen pEWerten oder Exposition gegenuber
toxischen Verbindungen. Undem Stress entgegen zu wirken, entwickelten Zellen
ausgekligelte Uberlebensmechanismen gegen die negativen Auswirkungen von Stress. Die
wohl am besten untersuchtesten Stressbedingungen sind die gegenuber erhdhten Werten

reaktiver SauerstoffspezieR¢actve oxygen specigROS).

Sauerstoff 02
0O: O
le
.
Hyperoxid-Anion . 02' — 022' Peroxid-Anion
(Radikal) -
0 O :0:0:
l H* l SOD (Superoxid-Dismutase)
Perhydroxyl-Radikal H02° H2C)2 Wasserstoffperoxid
H:0:0- H:0:0:H

Abbildung55: Reaktive Sauerstoffspezies.

Der Reaktionsweg der reaktiven Sauerstoffspezies zeigt die verschiedenen, generierten ROS. Ausgehend
molekularem SauerstoflCz?) wird durch Reduktion das hoch reaktive HypemXidon Radika(G:*) gebildet.
Durch weitere Reduktiogsund Protonierungsschritte wird daseaktive Wasserstoffperoxid {&) generiert.

Dateiname: Reaktive Sauerstoffspezies.png.

Diese sind fur den sogenannten oxidativen Stress in der Zelle verantwortlich, spielen aber
ebenfalls in niedrigen Konzentrationen einéchtige Rolle im Organismus. Im Allgemeinen
bieten sie Schutz vor eindringenden Krankheitserregern, sind an der Gewebereparatur und in
der Kontrolle der Genexpression beteiligt. In hoher Konzentratientsteht ein
Ungleichgewicht zwischen den reaktiven 8atoffspezies und deratlrlichen antioxidativen
Abwehr des biologischen Systems. Durch den oxidativen Stress wird die Zellapoptose
eingeleitet, was zu einer umfassenden Fragmentierung von DNA fuhrt und unter anderem

auch zum Abbau der 25S und 5.8S rRNArtf (Mroczek et al., 2008) Genauere
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Untersuchungenergaben dabei eine Spaltung des Expansionssegments ES7c. ES7 ist die
groldte rNAcVerlangerung der rRNAlelix 25S und ist an der Oberflache der
608; ribosomalen Untereinheit lokalisiert. Die ES7 rRNA Verlangerung faltet sich zu einer

hochkonservierten dregiligen StammSchleifeqStruktur.
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Abbildung56: Sekundéarstruktur der rRNA E&Zxpansionsregion.
Die Sekundarstruktur des EEXpansionssegmentes der 25S rRNA mit eingezeichneteSp8ifangstelle bei

dem Einfluss von oxidativen Strg&hedlovskiy et al., 2017Pateiname: Sekundarstruktur der rRNA ES7
Expansionsregion.png.

Aufgrund der Flexibilitat und Zuganglichkeit bildet die ¢EBRAVerlangerung ein
Andockbereich fir mehrere Proteine, wie verschiedenemrmacyttRNA Synthetasendie

ein wichtiger Bestandteil der Proteinbiosynthese si@bmez Ramost al., 2016) Durch
Anderungen in der E§Ronformation wahrend des oxidativen Stresses kommt es zurgES7c
Spaltung und Offnung, wodurch der Zugang fiir Nukleasen ermoglicht wird. Aufgrund der
schnellen Kinetik dieser Spaltung bei ROS induzierten Hefezellen, kann diest \der
Schleifenintegritat als friher und empfindlicher Biomarker fir oxidativen Stress dienen.

(Shedlovskiet al.,2017) Die Spaltung ist somit kein Teil des Zelltods, sondern flhrt zu einer
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erfolgreichen Anpassung an oxidativeneSs. Ein anderer Teil der ES@érlangerung, der
ES7gStamm, wirdbei der Ribosomenbiogenesiirch dasNsaXRrplcRpfilcMakl6cModul
stablisiert (Kateret al.,2017) Aufgrund der unmittelbeen Nahe der E®¥erlangerung zu
Mak16, sollte der Einfluss von Mak16 auf die Zelle unter Stressbedingungen beurteilt werden.
Dafur wurde die Auswirkung von stressinduzieremdhemikalie aufdie Cysteinmutante
C38Aim Vergleich zu WEMak16 untersuchtDadurch,dass in Makl1&depletierten Zellen
Mak16(C38A das Wachstum nur teilweiskomplementiert bzw. einen intermedién
Phanotyp aufzeigind die wichtige Rollevon Makl16im Zellkern an der Reifig von der prg
rRNAbereits aufgezeigt wurdéPellettet al.,2006) soll unterStressbedingungen die Spaltung
der ESqVerlangerung in direkter Interaktion mit Maklewertet werden Es wurde ein
Screening mit verschiedenetressinduzierenden Chemikalien, wie Paraquat, Dithiothreitol
(DTT), anorganischem® und Vitamin K (Menadion) durchgefihrt. Dabei wurden die
Cysteinmutante C38A und WWak16 tragende Zellen mit Stress induziert und mit einem

Tupfeltest auf ihren Wachstaspharotyp tberprift

4.2.5.1 Paraquat

Paraquat ist eines der am haufigsten verwendeten Herbiziden der Welt. Wéahrend seines
Metabolismus bei Exposition an Sauerstoff tbertragt es ein Elektron an den molekularen
Sauerstoff, was zur Superoxidbildung und d&fis@ender Umwandlung in weitere reaktiven

ROS fuhr{Lascanet al.,2012; Oliveiraet al.,2013)

Paraquat

NAD(P)H i+ Y Oy

NAD(P)H Redox Zyklus
Oxidase

Paraquat-Radikal

Abbildung57: RedoxzZyklus von Paraquat.

Wahrend des RedqXyklus durchlauft Paraquat eine EfflektroneigReduktion unter der Bildung eines
Radikalkations. Unter aeroben Bedingungen reagiert dieses Radikal stiingiblekularem SauerstofDas
dabei gebildete Hyperoxidnion kann in weiteren R&tionen zu Wasserstoffperoxid 2(Bf) umgewandelt

werden. Eigene Abbildung, naGinay et al., 200.Dateiname: RedaZyklus von Paraquat.png.
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Paraquat alleine konnte allerdings keine Spaltung desgaSNé Verlangerugssegments der

25S rRNA herbeifiihren, im Gegensatz zG:Hind Menadion (Mamin k) (Mroczeket al.,
2008) Anhand der Depletion von genomischen Mak16 kann die Auswirkung des induzierten
Stresses auf die Zellen mit MakE8asmidkopien bewertet werderZur Analyse wurden
Tupfeltests der Zellkulturen durchgefuhrt unds avVachstumskontrollen wurden bei allen
Tupfeltests das leere Plasmi®)( der WEtMak16 und die Makl@Cysteinmutante C38A
zunachst ohne Stressor getupfelt. Anschlielend folgten die Tuptelt®n WT und C38A mit
Stressoren in zunehmender KonzentratibnAbbildungb8sind die TlUpfeltestergebnisse nach

zwestundiger Paraquat Exposition gezeigt.

GALL-MAK16 GALL-MAK16

C38A

WT
C38A

Paraquat

WT
C38A

10mM 8,0 mM
10mM 12 mM

GALL-MAK16

Paraquat

12mM 14 mM
15mM 20 mM

Abbildung58: Paraquat als Stressausléser weist keinen Wachstumsdefekt auf.

Mittels Tupfeltest konnte kein Einfluss von Paraquat auf die Cysteinmutante festgestellt werden. Dafiir wurde
GALEMAK16 Hefezellen mit folgenden Pladerip416cMet25 (3), 416NReMak16 (WT) und 4IiNR;Mak16¢

C38A (C38A) transformiert. Ubernachtkulturen wurden auf eines©0,2 verdinnt und fir¢d h kultiviert. Nach

dem Erreichen von einer @B- 0,4 wurden die Zellen mit Stress induziert und fur weitees Stunden Kkultiviert.
Anschliel3end wurden die Zellen serieltizant und auf glukosehaltige &8arplatten getupfelt. Das Wachstum

konnte nach zwei Tagen Inkubationszeit bei 30 °C bewertet werden. Dateinamen: Paraquat als Stressausldoser

1.png, Paraquials Stressausldsdrpng.
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Ohne Stressoren kann die WMAK16 Plasmidkopie das fehlende chromosom&&#&K16
vollstandig komplementieren, wahrend die Cysteintante C38A wie erwartet ein
schwacheres Wachstum aufwies. Das leere Plasmid kann das fehlende chromdgiéd{ae
nicht komplementieren. Es wurden Paraqgiénzentrationen von 8,0nM bis D mM
getestet. Dabei konnte weder bei einer niedrigen noch bei el@ren Konzentration eine

starkere Beeintrachtigung des Zellwachstums beobachtet werden.

4.2.5.2 Dithiothreitol

Dithiothreitol (DTT) ist ein starkes Reduktionsmittelelches an Luft unter Abgabe eines
Elektrons oxidiert wird und dabei ein Superoxidanim HO, generiert Ein hoher Gehalt an
HO> in der Zelle kann zu einer fehlerhaften Proteinfaltung und zu einer 25S rRNA
Fragmentierung fuhrenChoet al.,2005; Visentiret al.,2016; Mroczelet al.,2008)

HO _ HO
HO HO

Abbildung59: ReduktionsmittelDithiothreitol (DTT).
Durch die Reaktion voBithiothreitol mit Sauerstoff wird Wasserstoffperoxid2(d) generiert. Dateiname:

ReduktionsmitteDithiothreitol (DTT).png.

Die folgenden Tupfeltestwurden analog zu dem Paraqu@&xpositionsassay durchgefihrt
Dabei wurden Zellen mit der WWakl16 und der Makl6cC38A Cysteinnutanteng
Plasmidkopie mit aufsteigenden DKbnzentrationen behandelt und auf &&arplatten
getupfelt. DTT als Stressor zeigt beigteichsweise hohendfzentrationen von 15 mM bis
40mM nur einen sehr geringen Wachstumsdefekt auf die Mak&teinnutantenzellen. Im
Vegleich zu dem Cysteinmantenzellwachstum ohne Stresseinfluss konnte ab einer
Konzentration von 25 mM DTT ein do$isangiger Effekt beobachtet werden. Diese Daten
vermitteln dennoch keinen generellen Hudgs von Mak16 auf eine Red@®tressantwort in

denZellen. Die Tupfeltestergebnisse sindAiobildung60 dargestellt.

138



Ergebnisse

GALL-MAK16 GALL-MAK16
3 @
| WT | WT
C38A C38A
= S S
= Z WT z WT
R |c38a Q| c38A
= WT = WT
£ £
n | C38A o |c38A
GALL-MAK16 GALL-MAK16
= S S
o = =
(@] o
™M <
S S
£ =
[¥p) N
o o™

Abbildung60: Dithiothreitol zeigteinen dosisabhangigen Wachstumsdefekt auf die Zellen.

Es wurden GALMAK16 Hefezellen mit folgenden PlasmidetilecMet25 (), 416NReMak16 (WT) und
416¢ NRgMak16C38A (C38A) transformiert. Ubernachtkulturen wurden auf einge®D,2 verdinnt und fiir
2¢3 h kultiviert. Nach dem Erreichen von einesd0,4wurden die Zellen mit Stress induziert und fir weitere
zwei Stunden kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen seridlirvelrund auf glukosehaltige &8yarplatten
getupfelt. Das Wachstum konnte nach zwei Tagen Inkubationszeit bei 30 °C bewertet \Ratedgmamen: DTT

als Stressausldser 1.png, DTT als Stressausldser 2.png.
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4.2.5.3 Wasserstoffperoxid

Wasserstoffperoxid () ist ein Mitglied der RO&Familie. Es ist ein starkes Zwei
ElektronergOxidationsmittel,das mit Eisen in der FentQReaktion sehr reaktive Hydroxyl
Radikale bildet H:O, verstarkt die Akkumulation von ROS in Hefe und veranlasst die
ZellapoptosgRoscoeet al., 2020) In Abbildung61 ist die Fentoq sowie die lbergWeisg

Reaktion aufgezeigt.
Reduktion von Eisen(") durch das Hyperoxid—Anion
‘0, + Fel — 0, + Fe!l
Fenton—Reaktion
Fe'+ H,0, — Fe!'+ OH- + -OH

Haber—Weiss—Reaktion

'02_ + HzOz — > 02 + OH- + ’OH

Abbildung61: Fentort und HabegWeisgReaktion.

Durch die Reaktion von Eisen€lbjpen mit HyperoxigiAnionen entstehen die fir die Fentdteaktion bendtigten
Eisen(IQlonen, welche mit ¥, das hoch reaktive HydroxRadikal bilderfKehrer, 2000)Dateinamen: Fentan
und HabegWeisgReaktion.png.

Um das Zellwachstum nach Exposition miOHzu untersuchen, wurden analog zu den
vorherigen Assays Tupfeltestisirchgefuhrt. Dabei wurde eine>&:¢Konzentrationen vo

5,0mM bis 30 mMyetestet.

140



Ergebnisse

GALL-MAK16 GALL-MAK16
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Abbildung62: Wasserstoffperoxid zeigt eineleichten Wachstumsdefekauf die Zellen

Es wurdenGALELMAK16 Hefezellen mifolgenden Plasmidenp4l6¢Met25 (), 416NReMak16 (WT) und
416c NRzMak16cC38A (C38Ayansformiert Ubernachkulturen wurden auf eine Q&= 0,2 verdunnt undir

2¢ 3 hkultiviert. Nach dem Erreichen v@Ds o= 0,4 wurden die Zellen mit Stress induziert und fir weitere zwei
Stunden kultiviert. AnschlieRend wurden dedleh seriell vatinnt und auf glukosehaltige &&parplatten
getupfelt. Das Wachstum konnte nach zwei Tagen Inkubationszeit bei 30 °C bewertet werden. Dateig@men: H
als Stressausloser 1.pngQdals Stressausloser 2.png.

Wie in Abbildung 62 gezeigt, komplementierten Zellen mit transformierte€C38A
Cysteinnutante ab einer Dosis von 7,5 mM®4, den Phanotymur noch teilweise. Ab einer
Konzenrration von 20 mM HO,, konnte der WT das Wachstum der §\Rontrolle ohne
Stressor nicht mehr erreichen. Bei einer Endkonzentration von 30 a4 kénnten weder

die CysteinmtantencPlasmidkopien noch die WWRlasmidkopien das Zellwachstum
komplementieren. Diese Ergebnisse konnen dadurch erklart werden, dass bei einer

Stressinduktion durch 4@, die 25S rRNA Spaltung in der E&R&gion ausgeltst und die rRNA
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destabilisiert wirdMroczeket al.,2008) Dadurch, dass die Zellen zusatzlich durch die Mak16
Cysteinnutante C38A in ihrem Wachstum bereeingeschrankt sind, kdnnen die Zellen die
rRNA Destabilisierung nicht kompensieren und sind nicht Uberlebensfahig. Durch eine hohe
Konzentration an k0, sind auch WqMak16cZellen nicht in der Lage die Menge an Stress zu

bewaltigen und zeigen einestarken Wachstumsdefekt.

4.2.5.4 Vitamin K(Menadion)

Der letzte getestete Stressor war Vitamia BRieses Vitamin ist ein redoxaktives Quinon,
welches mittels NAD(P)Hzu einem Semichingadikalanion umgesetzt wird. Dieses
gebildete Radikalaniomeagiert mit Sauerstoff und bildet dabei ein SupergRddikal,

welches anschlieRend zu weiteren ROS reagikagm (Criddleet al.,2006)

0 NAD(P)H  NAD(P)" (o)
o =<
0 OH
Vitamin Ks Vitamin K3 Semichinon-Radikal

Abbildung63: Vitamin Kk RedoxMechanismus.
Der Metabolismus von Vitamirs Krzeugt durch eine Kiklektron Reduktion ein instabiles SemichigiRadikal.
Nach der Induktiomon oxidativem Stressildet sich aus dem molekularen SauerstoffHyperoxiqAnion (ROS).

Eigene Abbildung nadPriddle et al., 200@ateinameVitamin k RedoxMechanismus.png.

Eine h Abbildung 64dargestellteQuantifizierung des Wachstums mittels Tupfeltest zeigte,
dass die Komplementation der MakIfysteinnutante C38A bereits bei niedrigen
Konzentrationen von 0¢D,4 mM Vitamin Knicht vollstandig warBei Zugabe von 0,4 mM
Vitamin K ist ein deutlicher dosabhangiger Wachstumsdefekt delysteinnutante zu
erkennen,wahrend die WTPlasmidkopien den Phéanotyp bei dieser Konzentration noch

teilweise komplementieren kénnen.
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Abbildung64: Vitamin K zeigteinenWachstumsdefekt auf die Zellen.
Es wurden GAELMAK16 Hefezellemit folgenden Plasmidenp4l6écMet25 (J), 416NRgMak16 (WT) und
416c NRgMak16¢C38A (C38Ayansformiert Ubernachtkulturen wurden auf eine @& 0,2 verdunnt undir
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2¢ 3 hkultiviert. Nach den Erreichen vo®Dsoo= 0,4 wurden die Zellen mit Stress induziert und fir weitere zwei

Stunden kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen serieflimet und auf glukosehaltige &&garplatten

getupfelt. Das Wachstum konnte nach zwei Tagen Inkubationbeei80 °C bewertet werden. Dateinamen:

Vitamin K als Stressausldser.png.

Um den dosisabhéngigen inhibitorischen Charakter von Vitagires$ser zu demonstrieren,

ist es wichtig nicht nur die &®tunderrEndpunktwerte des Tupfeltests zu betrachten,

sondern denso die Wachstumskurve Uber einen gewissen Zeitraum zu verfadpiidung

65).

stationar

A
exponentiell
log

optische Dichte (600 nm)

.absterben

Zeit

Abbildung65: Verlauf einer typischen Hefewachstumskurve.

Typischer Verlauf der Wachstumskurve von S. cerevisiae in Vollmedium bei 37 °C unterteilt iseferl Bga

Log;(exponentielle), stationd@Phase und Absterbephase.

Hefewachstumskurve.png.

Dateiname:
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Das Wachstum voB. cerevisiagélefe kann in vier Phasen eingeteilt werden. Wahrend der
ersten Phase, der LeBhase, tritt kein b@. kaum Wachstum auf, da sich die Zellen ihrer
neuen Umgebung erst anpassen mussen. Darauf folgt die logarithmische Wachstumsphase,
die LogPhase, in der die Zellen exponentiell wachsen. In dieser Phase liegen die Nahrstoffe
im Verhéltnis zu der Zellanzahi Uberschuss vor. Die dritte Phase ist die stationére Phase, in
der sich das Zellwachsturaufgrund zunehmend anfallenden Abfaliber steigender
Population stabilisiert. In der letzten Phase beginnen die Zellen abzusterben, was auf einen

vollstandigen Swostratverbrauch und Uérpopulation zuriickzufiihren ist

Um das Wachstum der gestressten Zellen verfolgen zu kdnnen, erfolgte die Messung der
2LI0AEA0KSY 5A0KGS Ay SAYySY ail NeAeBOhni D&yt S& S NJ
wurden die in Glukose deplerten Zellen entweder mit oder ohne den Stressor Vitamin K
inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen geerntet, gewaschen und in eig®@otiterplatte
pipettiert. Die Wachstumskurven sind in débbildung 66 dargestellt. Im Einsatzbild
(Abbildung66 (B)) zeigten die Proben WET C38A¢ und WT+ bereits naclb Stunden eine
Anpassung an die Umgebung, wahrend die Probe G38Ae langere Laihase zeigte und

die LogPhase erst nach 7 Stunden erreichte. Bei einer Konzentration von 0,4 mM Vitamin K
zeigten die Proben W@ und C38A; einen vergleichbaren Wachstwsverlauf wie bei einer
Vitamin k¢Konzentration von 0,3 mMApbildung66 (A)). Die LagPhase der Proben WA

und C38A+ hatten sich hingegetleutlichverlangert. DieProbe WT+ erreichte die LagPhase

nach ca. 10 und die Probe C38Aach 13 Stunden.

Die Wachstumskurven der Proben WTind C38A¢ zeigten eine maximale @& von 1,8
wahrend der StationaregPhase. Ubereinstinmend mit den Ergebnissen des Tupfeltests,
konnten die Proben W¥ und C38A dieses Maximum an Wachstum nicht erreichen. Nach
ca. 25 Stunden hatten die Zellen der Proben §YT38Ac und WT+ die StationarePhase

erreicht, wohingegen die Probe C38A&rst nach 28 Stunden die diese erreichten.
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Abbildung66: Dosisabhangige Wachstumskurve von GAIAK16 mit und ohne VitaminK

Es wurden Ubernachtkulturen vom galaktgesgulierbaren GAIKKMAK1&Stamm mitfolgenden Plasmiden

416c NRgMak16 (WT) undilec NReMak16¢C38A (C38A) hergestellt und in Glukose fir 16 h depletiert. Am

nachsten Morgen wurden die Zellen auf einesd@ion 0,2 in frischem glukosehaltigem Medium inokuliert und

zwei bis drei Stunden bis zur Mligg;Phase zu eine®Dxoo von 0,4 kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen

entweder mit und ohne dem Stressor Vitamiriltik weitere zwei Stunden kultiviert. Daraufhin wurden Zellen mit

einer Olgoovon 0,5 geerntet und gewaschen. Die Zellen wudach verdinnt, um eine &tc¢ODsoovon 0,1 zu

erhalten. Die Proben wurden in einec®8krotiterplatte pipettiert und in dem Mikroplattenreader BioTek ELx88
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Wachstumskurven wurdeaus den Messdaten der Ge@ftware visualisiert. (A) Wachstumskurvenvergleich

von WTMak16 und MaklécCysteinmutantenzellen bei einer VitamigcKonzentration von 0,3 mM

(B,Einsatzbild) und0,4 mM Legende=¢: ohne Stressor, +: mit Stressor. Dateinam&usisabhéangige

Wachstumskurve Vitamin K3.png.

Fur eine bessere Ubersicht wurde in d&bbildung67 A und Bdie relative Absorption,

gemessen an der héchsten Absorption der unbehandelten Mutantenzellen (CB8®&%), zu

drei verschiedenen Zeitpunkten aufgetragen. Dadurch lasst sich der Einfluss von Vdamin K

als Stressonach 6, 12 und 24 Stunden bei Konzatibnen von0,3 mM oder 0,4 mM

vergleichen.
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Es ist deutlich zu sehen, dass die Konzentration von 0,4 mM Vitawimad starkeren Einfluss

auf dieCysteinnutante C38A als auf den WT hat#bpildung67 B, 12 und 24 h).

A

Abbildung67: Relative Absorption von GA{MAK16nach 6, 12 und 2&tunden.
Die Datenpunktéei 6, 12 und 24 Stunden na@t8 mM(A) und0,4 mM(B)Vitamin Kk Zugabe, wurden berechnet
und relative zu einer 24 Stundenprobe ohne Stressor als 100 % aufgetragen. Dateinamen: Relative Absorption

0,3mM Vitamin K3.png, Relative Absorption 0,4mM Vitamiprig.

Unter optimalen Bedingungen besitzerE. coli Bakterien eine Generationszeit
(Verdopplungszeit) von ca. 2din (0,3 h), wahrend die optimale Verdopplungszeit bei
S.cerevisiagHefe in Vollmedium ca. 1,5 h und in Minimalmedium ca. 2,3 h be(&gtrman,
2002) InTabelle44und inAbbildunge8wurden die Verdopplungszeiten der stressinduzierten

und nichtgstressinduzierterZellen miteinander verglichen.
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