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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Die FF-Domane ist in allen eukaryotischen Organismen konserviert. Dies deutet darauf hin, dass die
Funktion der FF-Doméane von Bedeutung ist. Die meisten FF-Domanen Proteine spielen eine Rolle im
RNA-Metabolismus und ihre FF-Domanen erscheinen typischerweise in Serie. Der Hefe-Spleil¥faktor
Prp40, eine essentielle Komponente des U1snRNP, besitzt vier FF-Domanen und scheint eine
wichtige Rolle in der Stabilisation des Hefe Commitment-Komplexes im SpleiRosom zu spielen. Die
Funktion der FF-Doménen in diesem Prozess ist dabei unklar. FF-Domanen von Prp40 und den
menschlichen Proteinen CA150 und HYPA/FBP11 binden bekannter weise an die phosphorylierte C-
terminale Doméane (CTD) der RNA Polymerase |lI.

Durch genomweite Yeast-2-Hybrid (Y2H)- Screens wurden fiir die FF-Domanenregion von Prp40 zwei
Interaktionspartner Snu71 und Luc? identifiziert, bekannte Komponenten des U1snRNP. Kartierungs-
versuche zeigten, dass die FF1-Domane von Prp40 mit einer C-terminalen Region in Luc7 interagiert,
was auch durch in vitro Bindeversuche bestatigt wurde, wahrend die FF2-3 Region mit einer C-

terminalen Region in Snu71 interagiert.

Peptidarray-Ergebnisse zeigten eine Interaktionsregion in Snu71 (NDVHY), die keine Ahnlichkeit zu
einem fir Luc7 durch Substitutionsanalysen identifizierten Motiv (P[FHL]X[KR]x[GHL]) aufweist.

Mutationen der involvierten Aminosauren in der Luc7-Sequenz zeigten nicht den erwarteten Effekt in
Y2H-Versuchen. Nur eine Mutation von Lysin resultierte in einem Verlust der Bindung mit Prp40, aber
nur in einem verlangsamten Wachstum der Hefezellen mit FF1. Auch ein Peptid mit der identifizierten
Interaktionsregion von Luc7 blockierte nicht die Bindung der FF1-Domane mit Luc7 in einem
Kompetitions-Versuch. Vergleiche des fir Luc7 identifizierten Motivs mit zuvor charakterisierten
Konsensussequenzen fir FF-Doméanen, ergab keine Ahnlichkeit, was die ldentifikation einer neuen

Bindestelle fur FF-Domanen bedeuten konnte.

Um einen besseren Einblick in die Wechselwirkungen des Hefe-U1snRNP zu bekommen, wurden alle
U1snRNP-assoziierten Proteine in Y2H-Versuchen auf Interaktion getestet. Aber nur die Bindung von
Prp40 mit Snu71 und Luc7 wurde erneut detektiert. Wahrscheinlich wird dieser Komplex Gber RNA-

Protein-Interaktionen zusammengehalten.

In vivo FF-Domanen-Deletionen in Prp40 ergaben eine Mutante mit Wachstumsdefekt, der
wahrscheinlich auf einem Defekt im Spleilfmechanismus beruht. Dies wurde durch einen funktionellen
Spleildtest mit zwei reprasentativen Intron-Genen uberprift, zeigte aber keinen Einfluss auf den
Spleillvorgang. Um alle Intron-Gene in Hefe zu detektieren, wurde eine Microarray-Spleifdtest initiiert,

um genomweite Ergebnisse zu bekommen.

Basierend auf allen Interaktionsstudien, wird von uns angenommen, dass die drei U1snRNP-Proteine
Prp40, Snu71 und Luc? einen Subkomplex innerhalb des U1snRNP, vermittelt durch die FF-Doméanen
von Prp40, bilden, wie die menschlichen U1snRNP-Proteine U1-A, U1-70K und U1-C.



SUMMARY

Protein-protein-interactions of the U1snRNP-component Prp40 and its FF-domains in

Saccharomyces cerevisiae

The FF domain is conserved in all eukaryotes indicating an important biological role. Many FF domain
proteins play a role in RNA metabolism and their FF domains typically occur in tandem arrays. The
yeast splicing factor Prp40 an essential component of the U1snRNP contains four FF domains and
appears to play a role in stabilization of the yeast commitment complex during spliceosome assembly.
The function of the FF domains in this process is unclear. FF domains of Prp40 and the human
proteins CA150 and HYPA/FBP11 are known to interact with the phosphorylated C-terminal domain
(CTD) of the RNA polymerase II.

By yeast genome-wide two-hybrid screens | found that FF domains of Prp40 specifically interact with
Snu71 and Luc7, known components of the U1snRNP. Mapping experiments showed that the FF1
domain of Prp40 interacts with a C-terminal region within Luc7, also confirmed by in vitro binding

assays, whereas FF2-3 domains interact with a C-terminal region within Snu71.

Peptide array results showed an interaction region within Snu71 (NDVHY) with no similarity to the
consensus motif for Luc7 (P[FHL]x[KR]x[GHL]) identified via substitution analysis.

Mutations of involved amino acids within the Luc7 sequence showed not the expected effect in Y2H
experiments with FF domains. Only a mutation of the lysine resulted in the loss of binding with Prp40,
but only in slow growth of yeast cells with FF1. Also a peptide containing the identified interacting
region from Luc7 did not block the binding of FF1 and Luc7 in competition assay. Comparison of the
identified motif for Luc7 with previous characterised consensus sequences from FF domains revealed

no similarity, indicating the identification of a novel binding site for FF-domains.

To get more insight into the yeast U1snRNP interactions also all associated proteins were tested in
Y2H experiments. But only the interaction from Prp40 with Snu71 and Luc7 was detected again,

concluding that this complex is hold together also through protein-RNA interaction.

In vivo FF-domain deletions in Prp40 produced a mutant with growth defect lacking FF domains four
and three, probably due to a defect in splicing. This was tested by a functional splice test with two
representative intron containing genes, with no influence on splicing. To achieve all intron containing

genes in yeast also microarray-splice experiments were initiated to obtain genome wide results.

Based on all interaction studies, we conclude, that these three U1snRNP proteins Prp40, Snu71 and
Luc? build a sub complex within the U1snRNP via FF-domain interactions, like U1-A, U1-70K and U1-
C in the human U1snRNP.
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EINLEITUNG

EINLEITUNG

Protein-Protein-Interaktionen

FUr die funktionelle Charakterisierung des Proteoms sind insbesondere die
Interaktionen der Proteine untereinander von Interesse. Viele erfullen ihre Funktion
erst im Verbund mit anderen. Die meisten gehoren zu grof3en Proteinnetzwerken,
welche die einzelnen Bestandteile und Prozesse einer Zelle strukturell und
dynamisch miteinander verbinden (Schwikowski et al. 2000; Tucker et al. 2001).
Zwischen den 6000 Proteinen von Saccharomyces cerevisiae sind mehr als 7000
Interaktionen bekannt. Davon wurden rund tausend von Uetz et al. 2000 und mehr
als 4000 der anderen Interaktionen von Ito et al. 2000, 2001 mit Hilfe des Yeast-2-
Hybrid (Y2H)-Systems (Fields & Song 1989) identifiziert. Ito et al. betrachten jedoch
nur 841 der Interaktionen als wirklich zuverlassig (Kerndaten). Der Rest der 7000
Interaktionen wurde zum allergroBten Teil bei Untersuchungen von einzelnen
Proteinen entdeckt und charakterisiert. Diese komplexen Proteinnetzwerke
verdeutlichen, dass bis jetzt nur ein Bruchteil aller Proteininteraktionen bekannt ist.
Schatzungen zufolge wurden bislang nur 50% aller Proteininteraktionen bei der Hefe
identifiziert (Uetz & Grigoriev 2005).

Proteindoménen in Hefe

Eine Proteindomane ist definiert als kleinste Einheit eines Proteins mit definierter und
unabhangig gefalteter Struktur. Da an den Interaktionen zwischen den Proteinen
nicht das ganze Protein, sondern meist die einzelnen Domanen oder kurze
Sequenzmotive beteiligt sind, ist es wichtig auch die isolierten Domanen auf
Interaktion zu testen. Am Beispiel verschiedener Domanen (z. B. SH2, DEP und PX)
konnte gezeigt werden, dass mit diesen Interaktionspartner gefunden werden
konnten, die mit dem ganzen Protein verborgen blieben (Burchett et al. 2002; Vollert
& Uetz 2004). Bei Hefe sind ca. 300 Proteindomanen bekannt, wozu ungefahr 20 mit
unbekannter oder wenig bekannter Funktion zahlen (SMART Datenbank:

http://smart.embl-heidelberg.de) und bei denen viele vermutlich bei Protein-Protein-

1



EINLEITUNG

Interaktionen eine Rolle spielen. Protein-Protein-Interaktionsdomanen sind
unabhangige Module von 35-150 Aminosauren, die auch unabhangig von ihrem
Protein exprimiert werden konnen, wobei sie die Fahigkeit ihren physiologischen
Partner zu binden, behalten. Die Zelle gebraucht ein limitiertes Sortiment an

Interaktionsdomanen mit spezifischen Bindevorlieben (siehe Abb. 1-1).

Modified Peptide
p=Tyr p=Tyr p=Thr p-Ser p=-Ser p=Thr p-Ser Me-Lys Ac-Lys Ub Ubp,
P

Peptide Nucleic Acid

NPXY RXXK PXXPPPXY FPPPP Pro D/E=XXLL Val-COOH H*Jﬂ DNA

@R @

Domain/Domain

=owo=ome

Phospholipid

PI-3,4,5-P, PI-3,4,5-P,
Pl4,5-P, °PK3-P DAG PH4,5-P, PA/PS PI-4,5-P, PI3-P Pl-4,5-P,
)1\

Abb. 1-1: Ausgewahlte Interaktionsdomanen mit ihren Bindeeigenschaften (aus Pawson & Nash 2003)

pra-mRNA- Spleif3en in Saccharomyces cerevisiae

In eukaryotischen Zellen enthalt die frisch synthetisierte mMRNA (pra-mRNA)
Abschnitte nicht-codierender RNA (Introns), welche aus der mRNA heraus getrennt
werden muss, bevor sie in ein Protein translatiert wird. Diesen Vorgang nennt man
SpleiRen. Bald nach der Entdeckung des SpleiRens wurde die schon gut
charakterisierte Backerhefe S. cerevisiae zum Wahlorganismus fur genetische

Studien am Spleifmechanismus. Viele Mutanten, die vorher in Screens fur RNA-

2
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Synthese charakterisiert wurden (deshalb rna; Hartwell et al. 1967; Hutchison et al.
1969), zeigten eine Beeinflussung im RNA-Splei3en und wurden daher umbenannt in
.precursor of RNA processing” (prp)- Mutanten (Vijayraghavan et al. 1989).
SchlieRlich wurde eine enorme Zahl von PRP-Genen und anderer Spleil3faktoren in
Hefe charakterisiert (Burge et al. 1998). Die Analyse des Spleimechanismus blieb
nicht beschrankt auf genetische Methoden. Es wurden auch in vitro Spleil3tests
etabliert (Newman et al. 1985) und ein neues Gel-System erlaubte die Detektion von
verschiedenen Spleil3komplexen (Pikielny et al. 1986; Cheng und Abelson 1987,
Seraphin und Rosbash 1989). Diese Studien zeigten, dass der generelle

Mechanismus des Spleildens von Hefe zum Mensch konserviert ist.

Mit der Entschlisselung des Genoms von S. cerevisiae (Goffeau et al 1996), als
ersten eukaryotischen Organismus, wurde die Suche nach mutmallichen
Homologen von bekannten Spleil3faktoren anderer Organismen ermdglicht. Ebenso
konnten unter der Verwendung von bioinformatischen Methoden alle Introns in
Hefegenen detektiert werden, wobei klar ist, dass die Hefe nur eine limitierte Anzahl
von Genen mit Introns besitzt. Zurzeit sind unter den 6000 identifizierten Hefegenen
275 bekannte Intron-Gene identifiziert (Davis et al. 2000; Spingola et al. 1999). Viele
pra-mRNA Introns befinden sich in hoch exprimierten Genen, so dass im
Durchschnitt jede dritte pra-mRNA zu einer bestimmten Zeit in der Hefezelle ein
Intron enthalt und gespleit werden muss (Lopez und Seraphin 1999; Ares et al.
1999). Zusatzlich gibt es noch tRNA-Introns und das HAC1-Intron, die durch Protein-
Enzyme gespleilt werden. Es existiert ein hohes Mal} an Konversation, nicht nur in
generellen Signalwegen des pra-mRNA Spleil3ens, sondern auch zwischen der RNA

und Proteinfaktoren, die in diesem Prozess involviert sind (Burge et al 1998).

Aulerdem machen einige praktische Aspekte die Hefe, wie die leichte Kultivierung,
die Auswahl an selektiven Markern und die Existenz von haploiden und diploiden
Zellstadien, zu einem Modellorgansimus. Die Benutzung von homologer Re-
kombination erlaubt es leicht gezielte Mutationen und Modifizierungen vorzunehmen,
was auch gro® angelegte Genom- und Proteom- Studien erlaubt, aber auch

detaillierte funktionale Analysen von individuellen Genen.
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Der Spleilosom-Komplex

Der Vorgang des pra-mRNA-Spleil3ens wird katalysiert durch das Spleildosom, einem
grolden dynamischen Ribonukleoprotein-Komplex (~4,8 MDa), welcher durch die
Bindung von finf U snRNPs (uridine-rich small nuclear ribonucleoprotein particles):
U1, U2, U4, U5 und U6, und um die hundert zusatzliche nicht-snRNP Spleil3faktoren,
an der pra-mRNA gebildet wird (Burge et al. 1999; Will & Luhrmann 2001). Der erste
definierte Schritt besteht aus der Bildung des Commitment Komplexes bei der Hefe
(Seraphin & Rosbash 1989) bzw. des E Komplexes bei Saugetieren (Michaud &
Reed 1991, 1993). Dabei bindet als erstes snRNP das U1 an die pra-mRNA (Zhuang
& Weiner 1986; Seraphin et al. 1988; Siliciano & Guthrie 1988; Ruby & Abelson
1988; Du & Rosbash 2001). In Hefe sind zwei Formen des Commitment Komplexes
bekannt, CC1 und CC2 (Seraphin & Rosbash 1989). Beide enthalten U1snRNP,
welches mit der 5’ Spleil3stelle interagiert. CC2 enthalt mindestens zwei Proteine,
MsI5/BBP (Branchpointprotein) und Mud2, die an die Branchpoint (BP) -Sequenz
bzw. an eine Pyrimidin-reiche Stelle (AG) des Introns binden (Seraphin & Rosbash
1991; Abovich et al. 1994; Abovich & Rosbash 1997; Berglund et al. 1998).
mBBP/SF1 und U2AF65 sind Homologe dieser Proteine in Sdugetieren und prasent
im E Komplex (Ruskin et al. 1988; Michaud & Reed 1991, 1993; Kramer 1992; Rain
et al. 1998). (siehe Abb. 1-3).

Das UlsnRNP

Die snRNPs sind die Hauptkomponenten des Spleiltosoms, welche einen komplexen
Prozess in Aufbau und Reifung durchlaufen, bevor sie ihre Funktion im
SpleiBmechanismus aufnehmen kénnen. Sie sind verantwortlich fir die Erkennung
von Spleif3stellen und die Definition von Exon- und Intron- Abgrenzungen. Aulderdem
bilden sie durch die Interaktion untereinander und mit der pra-mRNA das GerUst des
Spleilosoms. Diese Interaktionen sind dynamisch, so dass der Speilliosom-Komplex

sich wahrend des Spleillvorgangs verandert.

Der Kern von U snRNPs wird definiert durch eine U snRNA und ein Set von sieben
Sm Proteinen (B, D1, D2, D3, E, F und G), die in allen snRNPs gleich sind, mit der
Ausnahme des U6 snRNP, das Lsm (like sm)- Proteine enthalt. Hefe U1 snRNA ist

4
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mit 569 Nukleotiden (Kretzner et al. 1987; Siliciano et al. 1987) signifikant grof3er als
Wirbeltier U1 snRNA mit 164 Nukleotiden (Roiha et al. 1989) und auch das Hefe U1
snRNP ist komplexer als bei Wirbeltieren. Beide U1 snRNPs enthalten jedoch drei
spezifische U1 Proteine, Snp1/ U1-70K, Mud1/ U1-A und Yhc1/ U1-C (siehe Tab. 1-
1). Das U1 snRNP der Hefe enthalt zusatzlich mehrere spezifische Proteine. Zu
manchen wurden Wirbeltier-Homologe gefunden (Neubauer et al. 1997; Gottschalk
et al. 1998; Kaufer et al. 2000; Stevens et al. 2002).

UlsnRNP-Proteine
Hefeproteine Mensch-Homolog
Mud 1/Luc1 U1-A
Nam8/Luc3
Snp1 U1-70K
Snu71/Lucb
Prp39
Prp40 FBP11
Prp42
Snu56/Luc4
Luc7 LUC7
Yhc1 u1-C

Tab. 1-1: Vergleich der UlsnRNP-Proteine zwischen Hefe und Mensch (Stevens et al. 2000; Kaufer et al.
2000)

Die U1 RNA  Dbesitzt charakteristische Sm-Stellen (Einzelstrangsequenz
AAUUUGUGG), an die die Sm Proteine binden um das Sm-Kern-RNP zu formen
(Raker et al. 1999). Die grofderen, Partikel-spezifischen Proteine machen dagegen
die spezifische Struktur des snRNP-Partikels aus (Kastner et al. 1990; Will &
Ldhrmann 1997). Die zwei groRten U1 spezifischen Proteine (U1-70K und U1-A)
binden direkt an den U1 RNA stem/ Loop | und Il (Nagai & Mattaj 1994). Das kleinere
U1-C ist moglicherweise Uber Protein-Protein-Interaktionen mit dem Kern verbunden
(Nelissen et al.1994).
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Abb. 1-2: Dreidimensionale Struktur des Mensch U1snRNP (aus Stark et al. 2001)

Linke Abbildung: Schematische Darstellung der RNA und Protein-Komponenten des U1snRNP. a, zeigt die drei
U1snRNP-spezifischen Proteine. b, zeigt die sieben Sm-Proteine, die in allen snRNPs gleich sind. Die Sm-
Proteine binden an die Sm-Stelle (siehe ¢, gelb) um das Sm-Kern- RNP zu bilden. Zahlen zeigen das relative
Molekulargewicht. c, zeigt die Sekundarstruktur der RNA und die Stellen an denen die Proteine U1-70K und U1-A
binden. Die Sm-Stelle ist gelb und die Kreuzungsstelle der vier Doppelhelixstrange ist grau dargestellt. Der
Kasten zeigt das Schema von RNA-Doppelhelices in der Kreuzungsstelle mit stem | (blau), Il (rot), Ill (grin), IV
(orange) und die 5-3’ verbindende Helix H. Rechte Abbildung: Gezeigt ist die Integration von biochemischen
und strukturellen Informationen in ein drei-dimensionales Modell des U1snRNP durch Cryo-
Elektronenmikroskopie bestehend aus Proteinkomponenten U1-70K, U1-A und U1 B+C (Grau). In diese Strukur
wurden die 7 SmProteine (B, D1. D2, D3, E, F u. G) als Ring modelliert (Kambach et al. 1999; Camasses et al.
1998). Integriert ist die modellierte U1snRNA. Die Sm Proteine binden an die Sm-Stelle an die RNA (gelb). Uber
eine Kreuzungsstelle (Doppelstrang-RNA-Bereich) sind die RNA-Stiele gezeigt: Blau: stem |; Rot: stem Il; stem Il

(nicht zu sehen) und Orange: stem IV U1-70K ist assoziiert mit stem I, U1-A mit stem II.
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Der Spleil3faktor Prp40

Prp40 (pre-mRNA processing) ist im Commitment-Komplex als Stabilisierungs- bzw.
Brickenprotein beteiligt (siehe Abb.1-3). Es wird angenommen, dass durch die
Interaktion von BBP/MsI|5 und Prp40 das 5’-Ende (5’ss) und der Branchpoint (BP) in
raumliche Nahe gebracht werden, so dass letztendlich das Intron heraus getrennt
werden kann (Abovich & Rosbash 1997). Ein weiterer Interaktionspartner von Prp40
im SpleiBosom ist der Spleilkfaktor Prp8. Prp8 ist die grofite Komponente des U5
snRNP und besitzt eine N-terminale Prolin-reiche Region, die an die WW-Domanen
von Prp40 bindet (Abovich & Rosbash 1997).

Exoni Intron Exon2

[Ei —e—E2] pre-mRNA
5'ss Bp 3'ss
l/ Prp4d
cc1 . P = CC2 (E)
E2 | BBP
e Bl y2ares

A21{B1}

A2-2 (C1)

Abb. 1-3: Schematische Darstellung des SpleiBosom-Komplexes in Hefe (aus Dissertation Silke Wiesner, FU
Berlin). Gezeigt ist die Funktion des Spleif3faktors Prp40 (hellrot) assoziiert mit dem U1snRNP (rot) innerhalb des
SpleiRosoms. Mindestens sieben SpleiRosom-Komplexe sind in Hefe bekannt: Die Commitment-Komplexe CC1
und CC2, der pra-SpleiRosom-Komplex B und die Haupt-SpleiRosom-Komplexe A2-1, A1, A2-2 und A2-3.
Saugetier-Komplexe sind in Klammern angegeben. Ellipsen zeigen snRNPs, abgerundete Rechtecke die shnRNP
assoziierten Spleifaktoren Prp40 (hellrot) und Prp8 (hellblau), wahrend Kreise die Spleil}faktoren BBP (gelb) und

Mud2 (orange) in rdumlicher Nahe zu Prp40 markieren. Es ist unklar, wann Mud2 das SpleiRosom verlasst (?).

7



EINLEITUNG

Prp40 wurde erstmals als essentieller Hefe-Spleil3faktor, assoziiert mit dem U1
snRNP, identifiziert (Kao et al. 1996). Auffallend war, dass das Protein kein

bekanntes RNA-Bindemotiv besitzt. Prp40 ist ein so genanntes Mosaikprotein, das

aus zwei N-terminalen WW-Domanen und vier in Serie auftretenden FF-Domanen
besteht (Bedford & Leder, 1999). Aulder Prp40 ist nur noch ein weiters Hefe-Protein
mit FF-Domane bekannt, namlich Ypr152c mit einer N-terminalen WW-Domane und

einer FF-Domane. Dieses Protein besitzt keine bekannte Funktion (siehe Tab. 1-5).

Bekannte Interaktionspartner von Prp40

Von Prp40 sind einige Interaktionspartner bekannt. Bei den meisten Interaktionen ist

jedoch die WW-Domane beteiligt oder die Binderegion wurde noch nicht definiert.

Die nachfolgende Tabelle gibt eine Ubersicht:

Interaktions- Interaktions- Interaktions- Methode Autor
partner region region Prp40
ADA2 - - Y2H(high-troughput) Ito 2001
CLF1 FF Region Y2H Chung 1999
TPR FF1 NMR Gasch 2006
MSL5 Prolin-reiche Region WW1+2 Y2H Abovich 1997
Affinitatssaule Abovich 1997
MUD2 - - Affinitatssaule Abovich 1997
PRP8 Prolin-reiche Region WW1+2 Y2H Abovich 1997
RPO21 pCTD 2WW (schwach) Far Western Morris 2000
pCTD 2WWFF1FF2 (stark) Far Western Morris 2000
SIN4 - - Y2H (high-troughput) Uetz 2000
SNU71 - - Y2H (high-troughput) Ito 2001

Tab. 1-2: Bekannte Interaktionspartner von Prp40 (Daten entnommen aus SGD Datenbank)
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Proteine Funktionsheschreibung

ADA2 Komponente von zwei nukleosomalen Histon-Acetyltransferase-Komplexen

CLF1 pra-mRNA SpleiRfaktor mit Ahnlichkeit zu Drosophila Crn Protein; besitzt
Tetratricopeptide (TPR) Wiederholungssequenzen

MLS5 Komponente des Splei3-Commitment-Komplexes; involviert in Erkennung der
Branchpoint- Sequenz und in Brickenbildung der beiden Enden des Introns

MUD2 involviert in frihes Stadium des pra-mRNA Splei3ens, besitzt degenerierte
RNA-Erkennungsdomane

PRP8 U5snRNA assoziierter Spleilfaktor; involviert in Assoziation von U5snRNP

mi U4/U6snRNP; férdert beide katalytischen Schritte des Spleillprozesses
RPO21 grote Untereinheit der RNA Polymerase |

SIN4 Komponente des RNA Polymerase |l Holoenzyms und des Kornberg
Subkomplexes; hat positive und negative Effekte auf Transkription fir
individuelle Gene

SNU71 U1snRNP assoziiertes Protein

Tab. 1-3:  Beschreibung der bekannten Interaktionspartner von Prp40 (Daten enthommen aus SGD
Datenbank)

Die FF-Doméane

Die FF-Domane wurde erstmals 1999 von Bedford & Leder beschrieben. Sie
entdeckten die Domane durch Sequenzvergleich mehrerer Proteine in dem
Mensch/Maus Protein FBP11 (Formin binding protein). Bei der Suche nach weiteren
Proteinen mit dieser neuen Domane, wurden weitere Proteine mit einzelnen oder
mehreren Kopien der FF-Domane identifiziert, konserviert in allen eukaryotischen
Organismen bis zum Menschen. Die Namensgebung der Doméne erfolgte aufgrund
der zwei hochkonservierten Phenylalaninreste in der Aminosaure-Sequenz (siehe

Abb. 1-4). Die Lange einer FF-Domane ist durchschnittlich 50-60 Aminosauren.
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Dm . FERP11 1
Hs./Gg.FBP11 1
Hs .hFEP1T 1
Hs.CA150 1
Ag.CA150" 1
Ce.CA150” 1
$ .PRP40_1
—pSc .PRP 401
Dm . FEBP11 5
Gg.FBP1I 5
Hs .hFEP1I 5
Hs.CA150 6
Ag.CA150_6
Ce .CA150" 6
—P»sSc . PRP 40”2
% .PRP40_2
pSc .PRP40_4 6
Dm . FRP11 3~
Gg.FEP1I 3
Hs .hFEP11 3
$ .PRP 40 3
Pf.FBP11 2 3
Gg.FEP 11 &
Hs .hFEP11 6
$ .PRP&H 5 6
Hs ./Gg.FBP11 4
Dm . FEBP11 4
Hs .hFEP1T 4
$ .PRP 404
—pSc.PRP40_3 4
Pf.FEP11 3 4
Hs.CA150 5
Ag.CA150”5
Ce .CA150_5
Hs.CA150 2
Ag.CA150" 2
Ce .CA150" 2
Hs.CA150_3
Ag.CcAl150 3
Ce.CA150" 3
Hs.CA150_ 4
Ag.CA150_4
Ce .CA150 4
Pf.FBP11°1 2
Dm . FRP11™ 2
Hs./Gg.FBP11_2
Hs . hFEP11 2

K I ITHK SKK LME EGEQ HM
————————— SHIKYY TR

—————————— HLDSQ S
SDINRHT

-~-FAALHSE----|-EH

d-FSAMLGQ ---8§
J-FANMLGQ - --P

A-F{TD|ILGH - -
J-C IKFSSS----

-WTANP - ----- EPDIJRD IYEDC|IFN

————— -GNVEKL TYNSL

DA----- -GN IKLA[N SLLEK

DA----- -GN IKL SLLEK

DCV - ---PEERRKL IVA YVDD

HHI----AGEN!ITOMILA HLEE
2 TAM- - -SA SE[{DRMLEDH/IEN
-l HSVV-- - -NEKTKRQ

-BxajLcDE- ---pN IR0 1
-FKNDV TLLGMDKEDA L IV
EELQ NMDKEDA L IChy
HQ LQ NMDKEDA L ICh3

- TRN SNMK YL SKLDA LVA

-FED|ITLE----|-SE R
-FEQ|ITLE - ---|-SEjJ IRL}3R

-[LNLLGQ - --S
-FLHMLGR---NGSSCLDL

-[LKYNSS- -~ -
TEVK|/IA SH---S

KGEKKQ LEgCEY|ISH

-WNA|IS ------ ERDEILE IYEDV[LFF
...... ERDEKEVYDDVLFF

Abb. 1-4: Multiples Sequenz-Alignment von FF-Domanen der drei verwandten Proteinfamilien Prp40,
FBP11 und CA150 (Gasch et al. 2006). Boxen in und oberhalb der Sequenzen markieren Sekundarstruktur-

Elemente. Die vier FF-Domanen von Prp40 sind in rot gezeigt. Hochkonservierte Aminosauren sind schwarz

dargestellt, wahrend semikonservierte Aminosduren grau gezeigt sind. Zeilen zeigen die Proteinnamen,

Domanen-Nummer und Spezies (Ag.: Anopheles gambiae, Ce.:

melanogaster, Gg.: Gallus gallus, Hs.: Homo sapiens, Pf.. Plasmodium falciparum, Sc.:

Caenorhabditis elegans, Dm.: Drosophila

Saccharomyces

cerevisiae und Sp.: Schizosaccharomyces pombe). FF-Doménen von Proteinen mit weniger als sechs FF-

Domanen kénnen zwei Nummern haben: Die erste Nummer entspricht der Position der FF-Domane in der

Protein-Sequenz (z.B. Prp40 FF4), wéhrend die zweite Nummer die Ahnlichkeit zu anderen FF-Doménen

basierend auf deren phylogenetischen Verwandtschaft (z.B. Prp40FF4_6) angibt (siehe Abb. 4-4). Sterne am

oberen Ende des Alignments markieren die zwei konservierten Phenylalanine (F), auf der die Namensgebung

der Doméane basiert. Verfiigbare Aminosauren auf der Bindeoberflache von HYPA/FBP11 FF1 sind durch leere

Kreise und verflighare Aminosauren auf der Bindeoberflache von Prp40 FF1sind durch gefiillte Kreise dargestellt.
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Kategorien der FF- Domanen- Proteine

Bis jetzt wurden in allen eukaryotischen Modellorganismen FF-Domanen-Proteine

gefunden. Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick:

Spezies Anzahl der FF-Doméanen Proteine | Anzahl der FF-Domanen
H. sapiens 8 35
M. musculus 7 31
D. melanogaster 3 9
C. elegans 3 16
A. thaliana 6 26
S. cerevisiae 2 5
S. pombe 2 6

Tab. 1-4: Anzahl der FF-Doméanen Proteine in Modellorganismen (aus SMART-Datenbank)

Bisher bekannte FF-Domanen-Proteine kdnnen in zwei Kategorien eingeteilt werden.
Erstens, die FF-Domanen der Saugetier p190 Rho GAP- Familie sind unterschiedlich
in der Sequenz zu den anderen FF-Domanen und beinhalten unterschiedliche
Muster an konservierten Aminosauren. Die Proteine dieser Familie regulieren die
Aktivitat der kleinen GTPase Rho und sind beteiligt an der Regulation der Actin-
Wiederherstellung als Antwort auf verschiedene extrazellulare Signale (Settleman et
al. 1992; Jiang et al. 2005).

Zweitens, Proteine, die nach einer oder mehreren N-terminalen WW-Doméanen
(Name aufgrund zweier konservierter Tryptophan-Reste) meist eine Serie von FF-
Domanen besitzen, wurden in allen eukaryotischen Genomen gefunden, die bis jetzt
sequenziert wurden. Die Mitglieder dieser Familie, die bisher charakterisiert wurden,

haben eine Rolle im RNA-Metabolismus.

11
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Spezies FF-Doméanen Proteine

H. sapiens Rho-GAP-Familie:

Rho-GTPase-Aktivierungs-Protein

T HO—0-0€ P
Rho-GTPase-Aktivierungs-Protein Isoform 1

T FO—00€ P

Glukokortikoid Rezeptor DNA-Bindefaktor

Y mowf

WW/FF-Familie:

Transkriptions Elongations Regulator 1 (CA150)

9 ——0-00—000
Transkriptions-Elongations-Regulator 1 Isoform 1
¢ —o—0-0-0—000
Transkriptions-Elongations-Regulator 1-ahnlich
i —0-0

Huntingtin-Interaktions-Protein Isoform 1

#H—6—0-0—0

Pre-mRNA-processing Faktor 40 Homolog A (HYPA/FBP11)
A\ A
4——0-00-0—0
S. cerevisiae Prp40

r—00—0—0
o

®

Ypr152c

&>

Tab. 1-5: Uberblick tiber die FF-Doméanen Proteine in Mensch und Hefe (aus SMART-Datenbank)

WW-Domanen (rot); FF-Domanen (blau); Rho GAP (griine Dreiecke); coiled-coil Motive (griine Rechtecke);
zusatzliche Domanen aus Pfam Datenbank (schwarze Rechtecke).
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Struktur der FF-Domane

Die Struktur der FF1-Domane des menschlichen Proteins HYPA/FBP11 (Allen et al.
2002) als auch der FF1-Domane von Prp40 (Gasch et al. 2006) wurde kurzlich
durch NMR aufgeklart. Die Struktur besteht Ubereinstimmend bei beiden Proteinen
aus drei a-Helices mit einer 319 Schleife zwischen der zweiten und der dritten Helix.
Das N- und das C- terminale Ende der Domane befinden sich an entgegengesetzten
Enden der Struktur, was oft bei in Serie angeordneten Modulen vorkommt. Die zwei
konservierten Phenylalaninreste befinden sich in der Mitte der ersten und der dritten
Helix und bilden einen Teil des hydrophoben Kernbereichs der Domane, zusammen
mit weiteren Aminosauren, wie Leucin und Tryptophan. Die Aminosauren an der
Oberflache der Struktur sind wenig konserviert. Die Hauptunterschiede zwischen den
beiden Domanen liegen in der Orientierung der zweiten Helix (a2). Deren Struktur ist
bei HYPA/FBP11 eng an den Kern der Domane gepackt, wahrend die Struktur bei
Prp40 offener ist. Der Grund hierflr ist wahrscheinlich die grofere Seitenkette der
Aminosaure Tryptophan (W-152) zwischen der ersten und der zweiten Helix,
wahrend die korrespondierende Aminosaure in HYPA/FBP11 Alanin (A-409) ist,

welche weniger Platz in der Struktur bendtigt.

M-izrminus

)

Abb. 1-5: Darstellung Struktur der FF1-Doméne von Prp40 und HYPA/FBP11 (Gasch et al.2006)
Die Prp40FF1-Doméane ist in dunkelgrau und HYPA/FBP11 FF1-Doméane in hellgrau dargestellit.
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Bekannte Interaktionen der FF- Doméane

Bei drei FF-Domanen Proteinen, dem Hefeprotein Prp40 und den menschlichen
Proteinen CA150 und HYPA/FBP11 konnte eine Interaktion mit der phosphorylierten
C-terminalen Domane (grote Untereinheit der RNA Polymerasell) der RNA
Polymerase Il unter Beteiligung der FF-Domanen-Region festgestellt werden. Bei
Prp40 konnte zwar eine schwache Interaktion allein mit dem WW-Domanen Bereich
gezeigt werden. Unter Beteiligung der ersten beiden FF-Domanen fiel die Interaktion
jedoch deutlich starker aus (Morris & Greenleaf 2000). Bei CA150 konnte die
Interaktionsregion in der zweiten und die funften FF- Domane kartiert werden (Carty
et al. 2000; Goldstrohm et al. 2001). Die erste FF-Domane von HYPA/FBP11
(Formin-Binde-Protein 11), auch ein Splei3faktor mit insgesamt vier FF-Domanen,
bindet an ein CTD-Peptid, welches an beiden Serinen phosphoryliert ist (Allen et al.
2002).

Aullerdem assoziieren die FF-Domanen von CA150 mit multiplen Transkriptions- und
Splei- bezogenen Proteinen, wie Tat-SF1 (Tat-specific factor 1). Tat-SF1 ist
essentiell fur die Tat-aktivierte Transkription des HIV-1 LTR-Promotors und rekrutiert
snRNPs zu aktiven Stellen der Transkription (Zhou et al. 1996; Fong et al. 2001). Die
FF-Domanen von CA150 erkennen multiple schwache Bindestellen in Tat-SF1 und
individuelle Doméanen in den FF-Serien zeigen aquivalente und nicht kooperative
Bindeeigenschaften, anstatt Bindekooperativitat, mit einem identifizierten Konsensus-

Bindemotiv fur nicht phosphorylierte Liganden (Smith et al. 2004).

FF-Domanen sind auch prasent in der p190-Familie der cytoplasmatischen Rho
GTPase aktivierenden Proteine (GAPs). Der Serum-gesteuerte Transkriptions-
regulator TFII-I ist ein spezifischer Interaktionspartner der p190 RhoGAP FF-
Domanen. p190 bindet TFII-l im Cytoplasma Uber die FF-Doméanen, aber auf PDGF-
Rezeptor vermittelte Phosphorylierung einer FF-Domane, wird TFIl-I von p190
abgegeben und translokalisiert in den Nukleus, wo es die Transkription von Serum-
induzierten Genen, wie c-fos, aktivieren kann. Dies deutet auf eine Rolle der FF-
Domanen in der Phosphorylierungs- vermittelten Signaltransduktion hin (Jiang et al.
2005).
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Strukturell wurde die Bindung zwischen der FF1-Domane von HYPA/FBP11 und
einem CTD-Peptid (Allen et al. 2002), sowie der FF1-Domane von Prp40 und einem
crn-TPR-Peptid von CIf1 (Gasch et al. 2006), durch NMR-Studien charakterisiert
(siehe Abb. 1-6). Diese unterscheiden sich sowohl in der Bindestelle, als auch der
Charaktereigenschaften der betroffenen Aminosauren. Die Bindestelle der phospho-
CTD in der FF1-Struktur von HYPA/FBP11 liegt im N-Terminus der Helix 1 (a1) und
Helix 3 (a3) und ist vorwiegend positiv geladen. Im Gegensatz dazu liegt die
Bindestelle flr das crn-TPR-Peptid von CIf1 in der Helix 2 (a2), in der Schleife 2, der
310 Helix in der N-terminalen Halfte der Helix 3 (a3), wobei hier Uber 50%

hydrophobe und einige negativ geladene Aminosauren betroffen sind.

=
_In

-~ <

V\f\;
f’l ¥

HYPA/FBP1ll FF1 PRP40 FF1

,ui

Abb. 1-6: Vergleich der Bindestellen von Prp40FF1-Domé&ne mit HYPA/FBP11FF1-Doméne (Gasch et al.
2006). Rot markiert die Bindestelle firr die phospho-CTD der RNAPII in der FF1-Domane von HYPA/FBP11. Griin
markiert die Bindestelle fur das crn-TPR-Peptid von CIf1 in der FF1-Doméne von Prp40.

15



EINLEITUNG

Zielsetzung

Grundlage dieser Arbeit sind die Ergebnisse aus meiner Diplomarbeit, in der ich die
Interaktion des Saccharomyces cerevisiae Spleil3faktors Prp40 mit den U1snRNP-
Proteinen Snu71 und Luc7, unter Beteiligung der FF-Domanenregion von Prp40,
zeigen konnte. Da Prp40 selbst auch U1snRNP-assoziiert ist, liegt die Vermutung
nahe, dass diese drei Proteine einen Subkomplex innerhalb des U1snRNP-

Komplexes bilden, was in dieser Arbeit naher untersucht werden sollte.
Zum einen sollten die Y2H-Ergebnisse durch in vitro Bindeversuche bestatigt
werden, zum anderen sollte eine genaue Kartierung der Interaktion auf Aminosaure-

Ebene durch Peptidarrays erfolgen.

Des Weiteren sollte durch gezielte in vivo Deletionen der FF-Domanen in Prp40 die

Funktionalitat der Doméanen analysiert werden.
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MATERIAL & METHODEN

VERWENDETE SEQUENZEN:

Prp40:

1/1 31/11 61/21

ATG TCT ATT TGG AAG GAA GCT AAA GAT GCA AGT GGA AGG ATA TAT TAT TAC AAT ACT TTG ACA AAG AAA TCT ACG TGG GAG AAG CCC AAG wwi
M S 1 w K E A K D A S G R 1 Y Yy Y N T L T K K S T W E K P K

91/31 121741 151/51

GAA CTA ATT TCT CAG GAG GAG CTA CTT CTT CGA GAA AAT GGC TGG AAG GCG GCC AAG ACG GCA GAC GGC AAA GTA TAC TAT TAT AAT CCA ww2
E L 1 s Q E E L L L R E N G W K A A K T A D G K V Y Y Y N P

181/61 211/71 241/81

ACA ACA AGA GAA ACC AGC TGG ACT ATT CCG GCC TTC GAG AAG AAA GTA GAA CCC ATC GCA GAA CAA AAA CAT GAT ACA GTA TCC CAT GCA

T T R E T S W T 1 P A F E K K V E P 1 A E Q K H D T V S H A

271/91 301/101 331/111

CAG GTT AAT GGA AAT AGA ATA GCC CTT ACG GCT GGA GAA AAA CAA GAG CCG GGA CGA ACT ATA AAC GAG GAG GAA AGC CAA TAT GCT AAT
vV N G N R 1 A L T A G E K Q E P G R T 1 N E E E S Q Y A N

361/121 391/131 421/141

AAC TCT AAA CTG CTT AAT GTC AGG AGA AGG ACT

N S K L L N V R R R T K E E A E K E F 1 T M L K E N Q V D S

451/151 481/161 511/171

ACT TGG TCA TTC AGT AGA ATT ATT TCA GAA CTG GGG ACC AGA GAT CCA AGS TAT TGG ATG GTC GAT GAT GAC CCC TTA TGG AAG ARA GAA 171

T W S F S R 1 1 S E L G T R D P R Yy W M V D D D P L W K K E
541/181 571/191 601/201

EICHNNCACHNVATNCINOONARN ACA TCA GCC GAT CAA CTT CTT AAG GAA CAC AAT GAA CHICONONACAANCCONNNCACIAA
R

M F E K Y L S N S A D Q L L K E H N E T S K F K E A F Q K

631/211 661/221 691/231
FF2

M L Q N N S H 1 K Yy Yy T R W P T A K R L 1 A D E P 1 Y K H S
721/241 751/251 781/261

CTC ATC GAC ACT CAG AAA GAA TCA AAA AAA AAA TTG AAA
v VvV N E K T K R Q T F Q D Y 1 D T L 1 D T Q K E S K K K L K
811/271 841/281 871/291
ACA CAG GCC CTA AAA GAA CTA AGA GAG TAT TTA AAC GGT ATT ATA ACA ACA TCA TCC TCT GAA ACT TTC ATA ACC TGG CAG CAG CTT TTA
T Q A L K E L R E Y L N G 1 1 T T S S S E T F 1 T W Q Q L L
901/301 931/311 961/321

AAT CAC TAT GTT TTT GAT AAG AGT AAG AGA TAT ATG GCG AAC CGG CAC TTC AAA GTC TTA ACC CACHGAANGATHGTTATTANAACHGAGETATNCTG CC
N H Y V F D K S K R Y M A N R H F K V L T H E D V L N E Y L
991/331 1021/341 1051/351

GAG CTC CGA CTG CGC AAT TAT ACC AGA EECHCCINANNCCINACANCEN
D R I A R D

K 1 v N T 1 E N D L Q N K L N E L R L R N Y T R

1081/361 1111/371 1141/381
FF3

N F K s L L R E V P I K I K A N T R W s D I Y P H I K S D P
1171/391 1201/401 1231/411

CAA AGG ATG TAC ATC TTT GCA
R F L H M L G R N G s s c L D L F L D F V D E Q R M Y I F A
1261/421 1291/431 1321/441
CAA AGA TCA ATA GCC CAA CAG ACG TTG ATA GAT CAA AAT TTT GAA TGG AAT GAT GCC GAT AGC GAC GAG ATC ACC AAG CAA AAC ATA GAA
Q R S I A Q Q T L 1 D Q N F E W N D A D S D E I T K Q N I E
1351/451 1381/461 1411/471
AAA GTT CTG GAA AAT GAC CGG AAA TTT GAC AAG GTG GAT AAA GAA GAC ATC AGT TTG ATT GTT GAT GGT TTG ATA AAG CAA AGA AAC GAA
K VvV L E N D R K F D K V D K E D I S L I V D G6 L I K Q R N E
1441/481 14717491 1501/501

AAG ATA CAA CAG AAA CTC CAA AAT GAG CGT AGG ATA [ENEHSHENANASNAACNOACN e AN AAACCRACAN AT -
K 1 Q Q K L Q N E R R 1 L E Q K K H Y F w L L L Q R T Y T K
1531/511 1561/521 1591/531

T 6 K P K P s T W D L A s K E L G E S L E Y K A L G D E D N
1621/541 1651/551 1681/561

AT CHCACHCATINIAACHCOINEAR AGC TCT GCA CCG ACT GCC GAA AGC GCT ACT GCA AAC TTA ACG TTG ACC GCG TCA
I R R Q I F E D F K P E S

s AP T A E S A T A N L T L T A S
1711/571 1741/581

AAA AAG AGG CAT TTA ACT CCG GCT GTG GAA TTG GAC TAT TGA
K K R H L T P A V E L D Y *

Abb. 2-1: Sequenz von Prp40 mit gekennzeichneten Doménen (aus SGD Datenbank)
Gelb markiert WW-Domanen; Rot markiert FF-Domanen; Griin markiert coiled-coil Region.
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Luc?:

1/1 31/11

ATG TCA ACT ATG TCA ACG CCT GCC GCA GAA CAA CGC

M S T M S T P A A E Q R K L Vv
91/31 121741

TCG CAT CAA AAA AGA GAC CTC GGA CTA CAC GAT CCC
S H Q K R D L G L H D P K 1 C
181/61 211/71

ACC AAG CAG AGC CTG GGA AAA TGC CCG CAG ATG CAT
T K Q s L G K C P Q M H L
271/91 EcoRl 301/101
CCC GAA TTC GAA AGA GAA TAT CTG GCC ATT CTA TCT

T K

E

K

H

N

L

S

Q

AAA CTC GTC GAA CAG CTG ATG GGC

Q L M G

AAG ATC TGC AAG TCA TAC CTT GTT

s Y L V

CTT ACC AAG CAT AAA ATT CAG TAC

K 1 Q Y

CGG TTT GTT AAT GAG TGT AAT GGC

E C N G

D \ L D

GTC AAA TTA CAA
V K L Q

K L Q V

P E F E R E Y L A I L S R F V

361/121 391/131

H T A E E R M K I Q vV T E E

451/151 481/161

D S L I R A D E V S M G M L Q

541/181 571/191

AAA CGT GTA CGA AAC ATT ACA GAA AAC GTG GGC CAG AGC GCC CAG CAA AAG TTA CAG GTT
K R V R N I T E N V G Q S A Q

631/211 661/221

TTA GAT ACA GAC AGA AGG CTT GCT GAC CAC TTC TTG GGG AAG ATT CAT CTG GGA TAT GTC

L D
721/241

T D R R L A D H F L G K 1

751/251

H

L G Y V

AAG AAT AAC CGG ACA ACT AAC GCC AGC AAG ACA GCT ACT ACA CTA CCC GGA AGA CGC TTT

K N N R

Abb. 2-2: Sequenz von LUC7 (aus SGD Datenbank)

T T N A S K T A T T L

P

G R R F

EcoRl

ATC GAA'TTC CAG CTG ACC ACC
pOAD

61/21

AGG GAC TTC AGT TTC CGC CAC AAC AGG TAT
R D F S F R H N R Y
151/51

GGC GAG TGC CCC TAC GAC CTG TTT CAG GGC
G E C€C P Y D L F Q G
241/81

GAG AGA GAG GTC AAG CAG GGC AAA ACG TTT
E R E VvV K Q G K T F
331/111

CAG ATA TCC GTA GCA CTA CAA AAT CTA ARA

Q I S V A L Q N L K
421/141 Stul

GGC CTA ATG GGA CAA GAG ATT CC
\Y R ] G L M G Q E ]
511/171
GAA CTG ATT AGT AAA AGG AAA GAA GTT GCA
E L ] S K R K E \% A
601/201
TGC GAG GTG TGT GGG GCA TAC CTA TCG CGT
C E \% C G A Y L S R
691/231
AAG ATG AGA GAG GAT TAT GAT CGG CTA ATG
K M R E D Y D R L M
781/261 Smal
GTG TAG AAT TCC CGG GGA TCC
voox POAD

Gruin markiert coiled-coil Region; Grau markiert Restriktionsschnittstellen; Blau markiert pOAD Sequenz
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Snu71:

ATG AGG GAT
M R D
91/31

ATC CTC AAA
1 L K
181/61

AAC GAT GAT
N D D
271/91

AAG TGC GCC
K C A
361/121

GGT GTC TCT
G V s
451/151

GCA TTG AAA
A L K
541/181

GCA TTT GTT
A F V
631/211

TTG AAC ACA
L N T
721/241

AAC ATT GAA
N 1 E
811/271

AGT GAT TTG
S D L
901/301

ATG AAA AGT
MoK S
991/331

GGG AGC GCC
G s A
1081/361

K E E
1171/391
ATT AGG GCT
1 R A
1261/421
AAC GAC GTT
N D V
13517451
GAA CTG GCG
E L A
14417481
GAG AAC TAT
E N Y
1531/511
GAA AGC TCT
E S S
1621/541
TTT ACA GCA
F T A
1711/571
GAG GAC GAG
E D E
1801/601
GAG GAC GGG
E D G

ATT GTA
1 \Y

AAT GAT
N D

GGG AGT
G S

ACA AGC
T S

TCA TCA
S S

GTA GAA
vV E

AAT ACG
N T

AAA GAA
K E

GAT CAA
b Q
CCA TCG
P S

ACG TAC
T Y

— 12
AAT ACA
N T

R D

GAT ATC
D 1

CAT TAC
H Y

CCT ATA
P 1

AAC GCG
N A

AGC GAA
S E

GAT GAA
D E

CTG GTG
L Vv

GAA ACG
E T

TTT
CTA
ATA
1

TCT
TTT
E

GCT
A

CTG
TAT
Y

ACA
GAT
GAG

GAG
E
L

ATG
M

GAC
D
CAA
Q

GAC
D

GAC
D

CTG
L

GAA
E

GTA
CAA
CAC
H

TCC
TCT
TGG
W

AAC
GTC
\

GAC
D

GCT
GAA

GAG
E
E

AGT
S

CAC
H

CTA
L

AAG
K

GAG
E

AAC
N

TAC
Y

TCA
CGT
R
AAT
N
CGT
CGC
R
TCT
TAC
GAA
E
GAA
E
TTG
AGT

GAG
E
E

GCT
A

CAT
H

TCG
S

AAT
N

GGA
G

ATA
1

ATT
1

ATA GCT GAT

A

D

CCG
P

TTT
E

TCT
S

TAC
Y

GGA
G

TCT
S

TGC
C

GAC
D
AGA
R

GAC
D

AGG
R

GAT
D
S

GAA
E

AGA
R
GAT
D
GTG
\

TAC
Y

AGA
R

CTT
L

AGA
R

CAG
Q

CAG
Q

GAC
D

CAA
Q

CAG
Q

TTT
E

AAA
K

CGA
R

AAT
N

CAA
Q

CGT
R

ACT
T
N

AAC
N

TCT
S

GGT
G

TCT
S

AGA
R

CTA
L
GAG
E

CTG
L

CTG TAT TTG
L Y L
121/41

GAC TCA TTA
D S L
211/71

CAG AAT ACT
Q N T
301/101

GAG CTC AAA
E L K
391/131

ATA GAA TCA
1 E S
481/161

TCT TCG TTT
s s F
571/191

GCC TTA TTC
A L F
661/221

ACA GGA ACT
T 6 T
751/251

TCA AAG AAA
S K K
841/281

TTG TGC AAG
L C K
931/311

CAA AGA CAC
Q R H
1021/341
AAT ATG GAA
N M E
1111/371

R R Y
12017401
TAT GAG GAA
Y E E
12917431
TTC AAG GAG
F K E
13817461
AAG GCC ATA
K A 1
1471/491
GAG AGC TCA
E S S
1561/521
GAG AGC GAG
E S E
1651/551
ACT AAT CTG
T N L
1741/581
AAC ATC CGC
N 1 R
1831/611
TGG AGT CGT
W S R

TCA
S

AAA
K

GGT
G

CAA
Q

TTG
L

TTA
L

GCG
A

ATA
1

GAA
E

GAT
D

CAA
Q

GAT
D
E

CAT
CAA
TCT
GAA
CTA

L

AAG
K

GTG
\Y

AAA
K

TCA
S

CAT
H
TTG
L
TTT
F
CTA
L
GAT
D
TTT

E

CCG
P

CAG
Q

ATA
1

ATG
M

E

D

TTG
L

GAG
E

GCA
A

CAC
H

CCT
p

GAA
E

AAC
N

GAA
E

CAG
Q

ATA
1
AAT
N
CTT
L
GAC
D
ACC
T
ATT
1

AGT
S

TTG
L

ATA
1

GAG
E

GTT
\
AAA
K
ccc
P
CAC
H

CAG
Q

AGA
R

GTT
Vv
GAT
D

GAA
E

GGT
G

GAC
D
GAC
D
ATT

TGT
C

GAC
D

AAG
K

AAG
K
GAC
D

TTT
F

TGG
w

GCC
A
AAA
K
TCC
S
TTG
L
ATT
1
CTA
L
CCA
P
TCT
S

AGG
R

CAA AAA GTT TTT

Q
D

M

GAG
E

GAA
E
GGG
G

GTC
\Y

CCA
p

TCG
S

CAG
Q

TTT
F

Abb. 2-3: Sequenz von SNU71 (aus SGD Datenbank)
Griin markiert coiled-coil Region; Turkis markiert PWI-Domane; Grau markiert Primersequenzen mit

angegebenen Nummern.

K
E

L

AAA
K

AGA
R
AAG
K

AAG
K

ACA
T

CGC
R
AGC
S

CGC
R
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\%

H
AAT
AGG
R

GCT
A

ATC

AAA

TAC
Y

AAA
K

TTG
L

F

Q

CGC
R

GAC
D

GCC
A
AAA
K

ccc
p

GTG
\Y

CAG
Q

GGG
G

AAA
K

AGA
R
GAG
E
TTA
L
AAT
N
TTT
F
CAT
H
GAA
E
TCC
S

ACA
T

GAT
D

L

TCA
S

GAA
E

GCC
A

TTC
F
9 —
TCC
S

GAC
D

GCC
A

ACC
T

AGT GAT TCT
s D s
151/51

AAC AGC TTA
N S L
241/81

GCT TCA ATA
A S 1
331/111

GAC CAA CAG
D Q Q
421/141

TTA GCG TTG
L A L
511/171

ATA AGA TTC
1 R F
601/201

GAG GAT TTC
E D F
691/231

AAG GCT AGC
K A S
781/261

ACA CAA TAC
T Q Y
871/291

AAA GTT GTC
K Vv Vv
961/321

CAA ATA AGG
Q 1 R
1051/351

E D
1141/381

H S N
12317411
TTA TAT TTG
L Y L
13217441
GAG GAT AGA
E D R
14117471
ATC ACC CTT
1 T L
1501/501
GAC TTT AAG
D F K
1591/531
GAG AGA AGC
E R S
1681/561
GAA CTG GTG
E L V
1771/591
CTT TTA AAT
L L N
1861/621
TGA

*

GCC
TCA
GCA
A
ATT
1
ACT
T
AGT
AAG
GAA
E
AAA
AGT
S
AAA
K
D
T

AAG
K

GCT
A

CCT
=]
AAG
K

GCG
A

CGT
R

GAG
E

AAA
K

GAG
E
GAT
D
CAT
H
GAA
E
AAG
K
ATT
1
TTT
F
GTG
\Y
ATA
1
AAC
N

L

E

GAG
E

AAA
K

GAA
E

GCT
A

AGT
S

ACA
T
AAC
N
ACA
T

ACT
T
GTT
\
GAG

E
TAT
Y
GAT
D
GAG
E
CAC
H
A
CCT
P
CTA
L

AAT
N

GGC
G

ATT
1

— 10

GCA
A

GAA
E

CTA
L

GAG
E

TTC
E

AGG
R

GGG
CTG
AAT
GTA
CAA
GAT
TTA
TCT
ACA
AAA

TCA
S
L

AAG
K

TTA
L

GGA
G

ACT
T

GAT
D

GAC
D

CTC
L

GAG
E

ATC CCT
AAT AGC
GCT AAC
A
TTA CAA
AAT TCC
N
GAT GAG
D
TTG GAT
TTC AAA
F

ACT TTA

K K
11 —
GCC AAA
A K
cc
AAA TCC
K S

CTT GCC
L A

GCA AAG
A K
AAG AGC
K S
TCA GTT

\
TTG CCA
L P

GTC TAC
v oY

TTC GAC PWI
F D



MATERIAL & METHODEN

YEAST-2-HYBRID (Y2H)-SYSTEM

Das Y2H-System wird haufig angewandt um Protein-Protein-Interaktionen zu
untersuchen (Fields & Song 1989). Dabei kdnnen zwei Proteine X und Y an die DNA-
Bindedomane (Bait) bzw. an die Aktivierungsdomane (Prey) des Transkriptions-
faktors GAL4 fusioniert werden. Getrennt voneinander sind beiden Fusionsproteine
nicht in der Lage die Transkription eines Reportergens (z. B. Histidin) zu aktivieren.
Findet aber zwischen den beiden Proteinen eine Interaktion statt, werden die beiden
Domanen einander genahert und das Reportergen kann aktiviert werden, wodurch

die Hefezelle befahigt ist auf Selektivmedium zu wachsen (siehe Abb. 2-4).

BAIT 1

{DED

Dap)

® o o0
N,

\_/

Wz,
%
| |

® o 00

‘pep!

® ® o0

Mo

no growth on -His growth on -His no growth on -His

Abb. 2-4: Schematische Darstellung des Y2H-Prinzips (aus Cagney et al. 2000)

Der Bait-Stamm (a-Stamm), der die Gal4 DNA-Bindedomanen-Fusionsproteine exprimiert (obere Reihe), wird mit
6000 verschiedenen Hefestammen (Preys) anderen Paarungstyps (a-Stamm), welche die Hefe-ORFs als Gal4-
Aktivierungsdomanen-Fusionsproteine exprimieren (mittlere Reihe), verpaart. Interagieren zwei Proteine, werden
die Doméanen von Gal4 einander gendhert und das Reportergen Histidin (His) kann exprimiert werden, wodurch
die diploide Hefezelle befahigt ist auf Mangelmedium zu wachsen (untere Reihe; mittlere Spalte). Findet keine

Interaktion statt, kann die Hefezelle nicht wachsen (untere Reihe, linke und rechte Spalte)
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MATERIAL & METHODEN

Verwendete Vektoren:

pOBD2-Vektor (Bait-Vektor):
Sequenzeigenschaften unter http://depts.washington.edu/sfields/protocols/pOBD2.html

651 ¥hol
709 Hpal
926 EcoR|
932 Pwill
Pacl 6551 ADH promoter 942 Moo
9573 Smal
9573 Hmal
Qi Sall
ar0 Pl
k% 1110Bal
1110 bzl

Did 15830 GAL4 3 UTR

#DH terminator
AlNIS624

pOBD-2

T167 base pairs 1860 Spel

Ahd15145

2240 Aspl

2733 Dralll

Aol 4227
Drall4169
Frrall A0 3542 Banll
Eisth | 2968
Aocd 3304

3111 Mhel

@ Fields lab, Uw

pOAD-Vektor (Prey-Vektor):
Sequenzeigenschaften unter http://depts.washington.edu/sfields/protocols/pOAD.html

Nealg423
Pall 5413
EcoR|3407
Wigzon o omal
Sehlge7l O Hmal
Afe1Z1EE 16 Sall
Rl 2130 22 '1’?2' Bl
Kpn| 8053 jhzBal
471818053

912 Spel

";:\;';\\Ga|4 AD

oy

Pacl 7191

1201 Apl

ADH promoter/terminator
CEMN4

1745 Dralll
AT ARS
ori
Drd 16240 B4 bze pairs 2163 Nhel
AR15934
2594 Banll

Ahd 5435

2726 Al
Aatll 4337 726 Yhedbd|
4006 B=EN
4141 PRI
4162 Ppubl
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Bait und Prey Konstruktion:

iy, """Ilm.*

[ owrs BT
l=t PCR with unicue primers
""Jm||nl|||||||||n-.‘-
[T T YR —
éi:;.,

l 2nd PCR with common 70mer primers

777, ST =]

clene into vector by
recombination in wvive

HIHIIIIIIIIIIHIHI_

HIHIIIIIIIIIIHIH!
linearized wector

Abb. 2-5: Schematische Darstellung der Bait- und Prey- Konstruktion (aus Cagney et al. 2000)

Die verschiedenen Hefe-ORFs wurden mit spezifischen Primern amplifiziert, die Produkte mit gemeinsamen 5’
und 3’ 20-Nukleotidenden lieferten (1. PCR). In einer zweiten PCR wurden Produkte mit gemeinsamen 5’ und 3’ ~
70-Nukleotidenden generiert (2. PCR). Durch die gemeinsamen 70-Nukleotidsequenzen kdnnen die ORFs in

einen linearisierten Y2H-Vektor rekombiniert werden.

1. PCR:

FPrimer: 5 AA TTC CAG CTG ACC ACC ATG XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX 3’

(xxx entspricht ORF-spezifischen Sequenzen; ATG entspricht Startcodon)
RPrimer: 5 GA TCC CCG GGA ATT GCC ATG *** XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX 3’

(*** entspricht einem der drei Stopcodons)

2. PCR

FPrimer: 5 C TAT CTA TTC GAT GAT GAA GAT ACC CCA CCA AAC CCA AAA AAA GAG ATC
GAA TTC CAG CTG ACC ACCATG 3

RPrimer: 5 C TTG CGG GGT TTT TCA GTA TCT ACG ATT CAT AGA TCT CTG CAG GTC CAG
GGA TCC CCG GGA ATT GCC ATG 3’
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Verwendete Oligonukleotide:

Nr.

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14

Reaktionsansatz fiir die 1. PCR (50ul):

Name
FFF1
RFF1
FFF2
RFF2
FFF3
RFF3
FFF4
RFF4
FPWI
RoPWI
FCC
Rr
Fkurz
Rkurz

Sequenz

5" ATTCCAGCTGACCACCATGAGAAGGACTAAAGAAGAA 3

5 GATCCCCGGGAATTGCCATGTGTTTCATTGTGTTCCT 3

5 ATTCCAGCTGACCACCATGAAGGAACACAATGAAACA ¥

5 GATCCCCGGGAATTGCCATGGATTCTTTCTGAGTGTCG 3’

5 ATTCCAGCTGACCACCATGAATTATACCAGAGACCGT &

5" GATCCCCGGGAATTGCCATGACGTCTGTTGGGCTATTG &

5 ATTCCAGCTGACCACCATGCAAAATGAGCGTAGGATA 3

5" GATCCCCGGGAATTGCCATGCGCTTTCGGCAGTCGG &

5' AATTCCAGCTGACCACCATGTCCGAGAGAAGCGCGGCAGAG 3'
5' GATCCCCGGGAATTGCCATGCTCTGCCGCGCTTCTCTCGGA 3'
5' AATTCCAGCTGACCACCATGGCCAAAGGGAGCGCCAATACA 3
5' GATCCCCGGGAATTGCCATGTGTATTGGCGCTCCCTTTGGC 3'

5" AATTCCAGCTGACCACCATG 3'

5' GATCCCCGGGAATTGCCATG 3'

PCR-Programm: (30 Zyklen)

1,0
1,0
10
1,0
1,0
0,4
1,0

i
I
i
i
]
ul
]

34,6 yl

Reaktionsansatz fiir die 2. PCR (50ul):

genom. DNA 5 min 95°C
dNTP-Mix (10mM) 40 sec 94°C
5x Pfu-Puffer 1 min 54°C
F Primer 20 uM 2 min 72°C
R Primer 20 yM 10 min 72°C
Pfu-Polymerase 0 4°C

Taqg-Polymerase
HZOBidest

PCR-Programm: (30 Zyklen)

10

1,0
1,0
1,0
1,0
1.0
35

5x Pfu-Puffer 5 min 95°C
10 mM dNTP-Mix 40 sec 94°C
F Primer 20 uM 1 min 54°C
R Primer 20 yM 2 min 72°C
Pfu-Polymerase 10 min 72°C
PCR-Produkt aus 1.PCR © 4°C
H2Ogiqest
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Y2H-Klone AS-Pos. Skizze Primer/Restriktionsenzyme
BAITS (pOBD,)

Prp40 wt 1 |583 @.@._@.@_ <E>_®_ -

Prp40 WW1-2 1175 @-@ keine genauen Primerangaben
Prp40 FF1-4 129|560 x@-@- t(EF)-(@- keine genauen Primerangaben
Prp40 FF1-3 1291428 w@-@- w(EF) keine genauen Primerangaben
Prp40 FF1-2 129]264 t®-® keine genauen Primerangaben
Prp40 FF2-3 196428 ~:®— *(EF) keine genauen Primerangaben
Prp40 FF3-4 351560 t(EF)-(E} keine genauen Primerangaben
Prp40 FF1 129201 @ 182

Prp40 FF2 106|264 @ 384

Prp40 FF3 351|428 @ 586

Prp40 FF4 487|560 @ 788

PREYS (pOAD)

Snu71 wt 1 [620 ¢ .

snu71 | 530620 € 98 14

Snu71 1l 329|536 - 11 &10

Snu71 1l 1 1536 13&10

Snu71 IV 1 1335 13 & 12

Luc7 wt 1 (261 -

Luc? | 1 | 144 | Stul/Smal

Luc? Il 93 | 261 = EcoRI/EcoRI

Tab. 2-1: Verwendete Y2H-Konstrukte

Konstrukte ohne genaue Primerangaben wurden nicht von mir hergestellt, sondern von Simone Reber (EMBL;

HD).
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Verwendete Hefestamme

Gal4-DNA-Bindedomane-Fusionen (Baits) wurden exprimiert in PJ69-4alpha

(Hudson et al. 1997):
MATalpha trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gald4(deleted) gal80(deleted) LYS2::GAL1-HIS3
GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ

Gal4-DNA-Aktivierungsdomane-Fusionen (Preys) wurden exprimiert in PJ69-4a

(James et al. 1996):

MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4(deleted) gal80(deleted) LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-
ADE2 met2::GAL7-lacZ

Verwendete Hefemedien:

YPD (Vollmedium) 1 | Ansatz:

Hefeextrakt 10g
Pepton 20g
Glucose 20g
(Agar 169)

mit H>Ogest @auf 11 auffullen
Autoklavieren
1% Adenin in 0,1M NaOH (steriy 4 ml

Dropout-Mix (-LTH):

Methionin 19
Arginin 19
Phenylalanin 2,59
Lysin 39
Tyrosin 39
Isoleucin 4q
Glutaminsaure 5g

Asparaginsaure 5g
Valin 7,59
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Threonin 10g
Serin 20g
Adenin 19
Uracil 19

Mediumkonzentrat 11 Ansatz:

Yeast Nitrogen Base 8,59
Ammoniumsulfat 25¢g
Glucose 100g
Dropout-Mix 79

mit H>Ogest @auf 11 auffullen

steril filtrieren

AS-Stocklosungen:

Histidin (His) 2,44l
Tryptophan (Trp) 4,8¢/l
Leucin (Leu) 7,29/l

SD-Mangelmedium:

Flissigmedium1| Ansatz:

Mediumkonzentrat 200ml
HZOdest 800ml

sterilfiltrieren

Festmedium 1| Ansatz:

Agar 169
HZOdest 800ml
autoklavieren

Mediumkonzentrat 200ml

je nach Medium entsprechende AS-Lésung zugeben:

26



MATERIAL & METHODEN

-Trp-Medium: 8,3 ml Leucin und 8,3 ml Histidin
-Leu-Medium: 8,3 ml Tryptophan und 8,3 ml Histidin
-LT-Medium: 8,3 ml Histidin

-LTH-Medium: 6 ml 3AT-L6sung (0,5 M Stocklésung)

Durchfiihrung der Y2H-Screens:

Mit dem jeweils im Screen zu testenden Bait wurden 50 ml Tryptophan-
Mangelmedium angeimpft und ca. 2 Tage bei 30°C im Schuttler inkubiert, bis es dicht
gewachsen war. Dann wurde zuerst die flussige Bait-Kultur in 384 Spots auf 16
YEPD-Omnitrays pro Screen gestempelt. Anschliellend wurden die Preys, die sich
auf 16 YEPD-Omnitrays ebenfalls in 384 Spots pro Platte aber als Kolonien befinden,
auf die angetrockneten Baits gestempelt. Fir die Verpaarung von Bait und Prey
wurden die YEPD-Platten 2 Tage im 30°C Brutschrank inkubiert. Danach wurde der
Screen zur Selektion der Diploiden auf —LT Medium Platten gestempelt. Durch die
Verpaarung enthalt die Hefezelle sowohl den Bait- als auch den Prey- Vektor (pOBD,
und pOAD) und ist somit befahigt Leucin und Tryptophan zu produzieren und zu
wachsen. Nach weiteren 2 Tagen Inkubation im Brutschrank wird der Screen auf —
LTH Medium gestempelt. Jetzt kann nur, wenn eine Protein-Protein-Interaktion
stattfindet, das Reportergen Histidin angeschaltet werden und die betroffene
Hefezelle ist fahig auf diesem Medium zu wachsen. Die positiven Kolonien sind nach
3-10 Tagen sichtbar. Fur die jeweiligen Stempelschritte ist ein Roboter (Biomek
2000) mit einem entsprechendem Stempelwerkzeug (384 High Density Replica
[HDR] Tool) notwendig (siehe Abb. 2-6).

FUr die Durchfuhrung der Einzeltest in kleinerem Malstab wurden die Baits und
Preys von Vollimedium-Platten abgenommen und in HyOgigest Verruhrt. Zuerst wurden
wieder die Baits aufgetragen (5 ul pro Spot), getrocknet und anschliel3end die Preys
(5 I pro Spot) darauf pipettiert. Die folgenden Schritte verliefen genauso wie bei den

Screens, aulder dass ein 96 Stempelwerkzeug verwendet wurde.
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384-pin replica tool

el i

bait suspension YEFD agar
{(in-Trp)
2 l
AD-ORFs (preys)
(-Leu) mating (2 days)

-Leu-Trp

select for diploids

(2 days) R

-Leu-Trp -His -Leu -Trp

select for two-hybrid positives
{1-3  weeks)
+ +

bl —

Abb. 2-6: Schematische Darstellung des automatisierten Y2H-Verfahrens (aus Cagney et al. 2000).

Zum Mating (1 und 2), der Selektion von Diploiden (3) und zur Detektion von 2H-Positiven (4) wird ein
automatisiertes Stempelwerkzeug (384 High Density Replica [HDR] Tool) benutzt (Schritte 1-4). Schritt 1: Das
Bait (haploide Hefe, die DNA-Bindedoméne-ORF-Fusionen exprimiert) wird aus einer Flissigkultur auf
Festmedium gestempelt (YEPD). Schritt 2: Haploide Hefezellen aus dem Prey-Set (Aktivierungsdoméanen-
Fusionen) werden auf die Baits zum Verpaaren gestempelt. Nach zwei Tagen Wachstum werden die Kolonien
zur Selektion von Diploiden auf —LT-Medium transferiert (Schritt 3). Nach weiteren 2 Tagen Wachstum werden
die diploiden Hefezellen zur Detektion von Positiven auf —LTH Selektivmedium gestempelt, wo die Kolonien nach

einigen Tagen sichtbar werden, wobei schwache Interaktionen bis zu drei Wochen brauchen kénnen.
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EXPRESSION VON GST-FUSIONSPROTEINEN

Zur Expression von GST-Fusionsproteinen wurden die FF-Domanen-Konstrukte
(siehe Tab. 2-1) von Prp40 in den pGEX 4T-1 Vektor kloniert (Restriktionsverdau mit
Sal | und EcoR [) und anschlielend in Bl21de E. coli-Zellen transformiert. Daraus
wurde eine 20 ml Ubernachtkultur (LB-Amp-Medium) angeimpft, die dann in 11 LB-
Medium mit 50pug/ml Ampicillin gegeben wurde. Die Kultur wurde bei 37°C bis zu
einer ODgoo von 0,6 bis 0,8 geschuttelt und mit IPTG (0,1 mM Endkonzentration)
induziert. Nach einer Induktion von 4-6 h wurden die Bakterien abzentrifugiert (10
min 4000 K) und nach einem Waschschritt mit PBS (w/o Ca und Mg) bei -20°C
eingefroren oder direkt weiterverwendet. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis. Das
Bakterienpellet aus 1 | Kulturvolumen wurde mit 50 ml Lysepuffer resuspendiert und
anschlieBend sonifiziert (Sinifikatoreinstellung: 4/hold/50%). Danach wurde zu 1%
Endkonzentration Triton-X-100 zugegeben und fir 10 min inkubiert. Das Zelllysat
wurde dann abzentrifugiert (10 000 rpm; 4°C; 10 min) und der Uberstand mit 500 pl
50% Sepharose-Beads 30 min bei 4°C Uber Kopf gedreht. Die Beads wurden
anschlieBend dreimal mit PBS- 1% Triton-X-100 gewaschen. Sollten die die GST-
Fusionsproteine an die Beads gekoppelt sein, wurden sie nach diesem Schritt bei -
20°C in 10% Glycerin eingefroren oder gleich weiter verwendet. Zur Elution der
Fusionsproteine wurde nach dem Waschschritt 500 pl Glutathion-Elutionspuffer
zugegeben und bei Raumtemperatur 10 min bei leichtem Schatteln inkubiert. Danach
wurde bei 500 rpm zentrifugiert und der Uberstand in frische Eppendorf-Gefalie
uberfuhrt. Der Elutionsschritt wurde zweimal wiederholt. Zur Dialyse wurden die
GST-Fusionsproteine in vorbehandelte Schlduche uberfuhrt und in 2,5 | PBS (mit
Proteaseinhibitoren) tUber Nacht bei 4°C geruhrt. Das PBS wurde am nachsten Tag
mehrmals gewechselt. Die Expression wurde auf einem SDS-Gel Uberpriuft und

durch eine Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford quantifiziert.

Lysepuffer: 50 ml 1x PBS; 1 Tablette Proteaseinhibitoren (Roche) ; 50 mg/ml Lysozym; 1mM DTT
10x PBS w/o Ca u. Mg (Invitrogen)

Glutathion Sepharose 4B (Pharmacia Biotech): Aquilibrieren von 75% auf 50% nach Vorschrift
Glutathion-Elutionspuffer: 10 mM red. Glutathion (SIGMA G4251-10G) in 50 mM Tris-HCI pH 8,0
Dialyseschlauchvorbehandlung: 10 min kochen in 2% Na-Bicarbonat/ 0,1 mM EDTA; spilen mit

H,0; Autoklavieren
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Verwendeter Vektor:

pPGEX 4T-1 (Amersham Pharmacia)

Thrombin PGEX-4T-1 (27-4550-01)

Leu val PFro AglGl Ser| Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro HiE Arg Asp
CTG GTTCOG CRTGRA TOC COG GAA TTC, CCG GRTCGA CTC GAG CGE COGCAT CGT GAC TGA

I I I I Zlop codars
BamH | EcoR | =ma Sall ol Haol |

pSiiisBamTStpT

PEEX

4200 bp

Harl,

Ecch W

Verwendete Bakterienzellen:

E. coli BL21
Genotyp: F-ompT hsdSg (rs"mg") gal dem (DE3) pLysS (Cam®)
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IN VITRO-BINDEASSAY (GST-PULLDOWN)

Zur Durchfiuhrung der GST-Pull down Experimente wurden die an Glutathion-Beads
gekoppelten GST-Fusionsproteine mit radioaktiv markiertem translatierten Protein
(Snu71 oder Luc7) inkubiert. Nach mehrmaligen Waschschritten wurden die Beads
sedimentiet und dann auf einem SDS-Gel aufgetrennt. So kann durch

Autoradiographie eine Bindung zwischen zwei Proteinen detektiert werden.
Primerdesign:
Forward Primer:

5 GGATCC TAATACGACTCACTATAGGGA AACAG CCACCATG Gensequenz 3’

Spacer T7-Promotor Spacer Startcodon

Reverse Primer:
5’ TCA (Stopcodon)-Gensequenz (20 bp) 3’

Verwendete Oligonukleotide:

Snu71:

FSnu71: 5 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAAACAGCCACCATGAGGGAT
ATTGTATTTGTA3

RSnu71: 5 TCA GGT CCC CAA GCG AAATTC 3

Luc?:

FLuc7: 5 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAAACAGCCACCATGTCAACT
ATGTCAACGCCT 3

RLuc7: 5 CTACAC A A AGCG TCTTCC GGG &
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PCR-Konditionen:

1 ul Plasmid-DNA
1 ul dNTP-Mix (10mM)
10 ul 5x Pfu-Polymerase Puffer
1 ul F Primer (20 yM)
1 yl R Primer (20 uM)
1 ul Pfu Polymerase
35 pl H,O

TNT PCR-Programm

Zyklen| Temperatur Zeit
1 95°C 5 min
30 94°C 40 sec
55°C 1 min
72°C 4 min
72°C 10 min
4°C unendlich

In vitro Translation (Invitro Translations-Kit TNT T7 Quick fir PCR-DNA;
PROMEGA)

Master Mix 40 ul
[35S] Methionin (1,000 Ci/mmol in 10 mCi/ml) 4 ul
PCR-Produkt 5 pl
Nukleasefreies H20 1 ul
Total Volumen 50 pl

e 90 min 30 °C

e 150 ul pd-Puffer w/o NP40

e 10 min max. zentrifugieren

e Uberstand in neues Eppi

e 1 ulauf 12% SDS- Gel (siehe allgemeine Methoden)

e Autoradiographie
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Pull down (normale Versuchsbedingungen)
e 10 pg Protein an 20 pl Beads koppeln in PBS
e 10 min RT leicht schatteln
e 30 min bei 4°C drehen
e 2x mit pd-Puffer waschen
e + 500 pl pd-Puffer
e + 4 pl Translationsprodukt
e 5 min RT mischen
e 1h4°Cdrehen
e 3x mit pd-Puffer waschen
e +40 ul 1x Probenpuffer
e 12 % SDS-Gel (siehe allgemeine Methoden)

¢ Autoradiographie

pd-Puffer: 40 mM Hepes pH 8.0; 100 mM NacCl; 2,5 mM MgCl,; 0,1mM EDTA; 1 mM DTT; 1 mM PMSF; 0,2 %
Triton-X-100

Pull down (modifizierte Versuchsbedingungen)

e 10 pg Protein an 20 pl Beads koppeln (wie oben)
e 2x mit neuem Pd-Puffer waschen

e + 500 pl Pd-Puffer

e + 16 pl (1:4 mit Pd-Puffer verd. und abzentrifugiertes) Translationsprodukt
e 2h4°Cdrehen

e 3x Waschen (jeweils fur 10 min rotieren)

e 1 x Pd-Puffer 1 % NP40

e 4 x Pd-Puffer mit 0,1 % NP40

o 1 x Pd-Puffer

e +40 pl 1 x Probenpuffer

e 12 % SDS-Gel (siehe allgemeine Methoden)

e Autoradiographie

Pd-Puffer: 20 mM Tris pH 7.5-8.0; 1mM R-Mercaptoethanol; 3 mM EDTA; 150 mM NaCl
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PEPTIDARRAYS

Die SPOT-Methode wurde zur gleichzeitigen Synthese von multiplen Peptiden auf
einer homogenen Zellulose-Membran entwickelt (Frank et al. 1992). Diese Membran
kann dann zur Detektion von Protein-Protein oder Protein-Nukleinsaure-
Interaktionen verwendet werden, wobei die Interaktion sogar auf Aminosaure-Ebene

charakterisiert werden kann.

Lmlorml\ converted

Cellulose with
lu amino functions

hydroxyl Ll‘nup
l)LllnlnL. 1|1|. spots
Coupling Fmoc-B-Ala

or other building blocks
as ~|1 acer/linker

NH,
N-terminal
deprotection
—l—
Activating amino acid
Vi and coupling
o A4
Restart new cycle i
N-terminal deprotection v’
Washing é
(o]
H
N.
v/ Dl N-terminal Fmoc
protecting group
Side chain

protecting group

Carboxyl
activating group

|
OOV

Final deprotection

Vil

Peplide - NH

Abb. 2-7: Schematische Darstellung der SPOT-Methode

1) Ein kommerziell erwerbarer Zellulosefilter (z. B. Whatman) mit funktioneller Hydroxygruppe wird an
Aminofunktionen angepasst. |lI) Die Spots werden durch einen Roboter (oder auch manuell) definiert,
indem aktivierte Fmoc-3-Ala-OH oder andere Spacer in kleinen Tropfen auf die Membran gekoppelt
(Coupling) werden (Ill). 1V) Im né&chsten Schritt (Deprotection) wird die N-terminale Fmoc-
Schutzgruppe abgespalten, so dass die nachste aktivierte Fmoc-Aminosaure gekoppelt werden kann
(V). Jeder Zyklus beginnt mit der Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Gruppe bis die gewilinschte
Peptidlange erreicht ist (VI). Die Peptidsynthese verlauft vom C-Terminus zum N-Terminus und endet
mit einer letzten F-moc-Abspaltung. Aulerdem werden die Seitenketten-Schutzgruppen entfernt, die

wahrend der gesamten Synthese geschitzt waren, so dass ein reaktives Peptid entsteht (VII).
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Verwendete Chemikalien:

DMF/ N, N- Dimethylformamid (Fluka 40255)
DIC/ Diisopropyl-carbodiimide (Merck 803649)
NMI/ 1-Methylimidazol (Merck 111348)
EtOH/ Ethanol

HOBt/ Hydroxybenzotriazol (Fluka 54802)
NMP/ 1- methyl-2- Pyrrolidon (Fluka 69116)
Piperidin (Fluka 33537)

Acetic Anhydride (Sigma A6404)

TFA/ Trifluoressigsaure (Fluka 91700)

TIPS/ Triisopropylsilan (Fluka 92095)

DCM/ Dichlormethan (Merck 106051)
Phenol (Merck 822296)

TIBS/ Triisobutylsilan (Fluka 92037)

Verwendete Aminosaure-Derivate:

AS-Derivat NOVA-Bestellnummer MG [g/mol] [ 0,5 mmol
Fmoc-Ala-OH 04-12-1006 311,3 155,7 mg
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 04-12-1145 648,8 324,4 mg
Fmoc-Asn(Trt)-OH 04-12-1089 596,7 298,4 mg
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 04-12-1013 411,5 205,8 mg
Fmoc-Cys(Trt)-OH 04-12-1018 585,7 292,9 mg
Fmoc-GIn(Trt)-OH 04-12-1090 610,7 305,4 mg
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 04-12-1020 425,5 212,8 mg
Fmoc-Gly-OH 04-12-1001 297,3 148,7 mg
Fmoc-His(Trt)-OH 04-12-1065 619,7 309,9 mg
Fmoc-lle-OH 04-12-1024 353,4 176,7 mg
Fmoc-Leu-OH 04-12-1025 353,4 176,7 mg
Fmoc-Lys(boc)-OH 04-12-1026 468,5 234,3 mg
Fmoc-Met-OH 04-12-1003 371,5 185,8 mg
Fmoc-Phe-OH 04-12-1030 387.,4 193,7 mg
Fmoc-Pro-OH 04-12-1031 337,4 168,7 mg
Fmoc-Ser(tBu)-OH 04-12-1033 383,4 191,7 mg
Fmoc-Thr(tBu)-OH 04-12-1000 397,5 198,8 mg
Fmoc-Trp(Boc)-OH 04-12-1103 526,6 263,3 mg
Fmoc-Tyr(tBu)-OH 04-12-1037 459,6 229,8 mg
Fmoc-Val-OH 04-12-1039 339,4 169,7 mg

0,2 mmol
Fmoc-R-Ala-OH 04-12-1044 319,3 128 mg
BACHEM-Betsellnummer 0,5 mmol
Fmoc-R-Ala-Opfp B-1765

Tab. 2-2: Verwendete Aminoséaure-Derivate fiir die Peptidsynthese
Fmoc (9-Fluorenyl-Methoxycarbonyl)- Gruppe blockiert den N-Terminus des Aminosaure-Derivates;
Aminosauren sind im 3-Buchstabencode angegeben; in Klammern sind die Seitenkettenschutzgruppen der

Aminosauren angegeben.
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Verwendeter Roboter:
MultiPep (INTAVIS AG Bioanalytical Instruments; Koln)

Herstellung von AS-Aliquots:

¢ 0,5 mmol pro AS abwiegen (siehe Tab. 2-2)

e pro 20 AS 2,3 g HOBt in 20 ml NMP ansetzen

e 1 ml davon zu abgewogenen AS zugeben

e |6sen und auf 1,5 ml mit NMP auffillen

e daraus ergeben sich pro AS 4 x 360 pl Aliquots; Lagerung bei -20 °C (~1/2
Jahr haltbar)

o flUr grolRere Mengen wurde die 10fache Menge angesetzt

Verwendete Membranen:

CAPE (Cellulose-amino-hydroxypropyl ether)-Membran (in Berlin verwendet)

3-Alanin-Spacer

R-Alanin-Membran- Herstellung

e Whatman 50 Zellulose-Membran (VWR: 1450917) 10 x 15 cm

e AS-Lbsung (1,28 g B-Alanin + 20 ml DMF + 748 pl DIC + 635 ul NMI) herstellen und
luftblasenfrei auf die Membran geben

e Uber Nacht oder mindestens 3 Stunden inkubieren

e Trocknen

e Fmoc-Absplatung: 20% Piperidin fir 20 Minuten

e 5x mit DMF waschen

e 2x mit EtOH waschen

e Trocknen

e Bei Verwendung zuerst wieder R-Alanin (Aktivester: Fmoc-R-Alanin-Opfp) als

Spacer spotten
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Amino-PEGs500-UC540-Membran (kommerziell erworben Uber
Bioanalytical Instruments)

Polyethylenglykol-Spacer

Durchfiihrung der Peptidsynthese

1 Tag vor Synthesestart:
e 1 AS-Aliquot-Set & Membran U. N. bei RT

Synthesestart (1.Tag):
¢ Abfallbehalter kontrollieren und ggf. entleeren
e DMF und EtOH ggf. auffullen
e 240 pl Aktivator- Lésung zu AS geben
e Mischen und 30 min aktivieren

e Zentrifugieren 3 min 4000 rpm

INTAVIS AG

¢ Aliquots in frische Behalter in speziellen Reihenfolge im Stander flllen

e evtl. (siehe Synthesereport) mit DMF auf entsprechendes Volumen auffullen

e 20 %ige Piperidin- Lésung aufflllen

e Capping- Losung herstellen und einfullen

e Programm starten (Sequenz-File/ Methoden-File/ Tray-File)
e ggf. kalibrieren

e AS- Aliquots fur den nachsten Tag Uber Nacht auf RT

e ggf. Piperidin- u Capping-L6sung nachftllen

Aktivator- Lésung: 0, 4 mI DIC + 2, 0 mI NMP + 2, 8 ml DMF (fir 1 AS-Set)
Capping- Losung: 0, 3 ml Acetic Anhydrid + 15 ml DMF
Piperidin- Losung: 20 % Piperidin in DMF

folgende Synthesetage:

e AS- Aliquots aktivieren (siehe oben) und ersetzen

e Alten Behalter und Inhalt entsorgen (halogenfreier organischer Abfall)

e Capping- und Piperidin- Losung auffullen
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Letzter Synthesetag:
e nach Synthese Membran gut trocknen (mind. 4 Stunden, am besten Uber
Nacht)
o Abfalle leeren und entsorgen (halogenfreier organischer Abfall)
e TFA- Abspaltung

Abspaltung der Seitenschutzgruppen (TFA-Abspaltung)

TFA- Abspaltung (fur Amino- PEG- Membranen INTAVIS):
e Pro Membran: 9 ml TFA + 0,5 ml Triisopropylsilan + 0,5 ml H,O mischen
e Membran darin 1 h inkubieren; ab und zu leicht schuitteln
e 4 x mit Dichlormethan waschen
e 4 x2min DMF
e 2x2min EtOH

e Gut trocknen ( am besten Uber Nacht)

TFA-Abspaltung fiir B-Ala oder CAPE- Membranen

e 30 min 90% TFA (0,5 g Phenol + 1 ml H,O + 1,5 ml TIBS + 2,5 ml DCM + 45 ml TFA)
ohne Schutteln

e 4 x 3 min mit DCM waschen

e 3 x 3 min mit DMF waschen

e 3 x 3 min mit Ethanol waschen

e Trocknen

e 150 min 50 % TFA (0,5 g Phenol + 1 ml H,O + 1,5 ml TIBS + 22,5 ml DCM + 25 ml TFA)
ohne Schutteln

e 4 x 3 min mit DCM waschen

e 3 x 3 min mit DMF waschen

¢ 3 x 3 min mit Ethanol waschen

e Trocknen
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GST- Fusionsprotein- Inkubation:

1 x 10 min Methanol

3 x 10 min 1x TBS

3 h Blockieren in Blockingpuffer

1 x 10 min 1x TBS

GST- Fusionsprotein 10 pg/ ml in Blockingpuffer (- Tween) G.N. 4 °C drehen
3 x 10 min 1x TBS

3 h 1. AK (anti-GST; SIGMA G-1160) 1: 1000 in Blockingpuffer

3 x 10 min 1x TBS

1,5 h 2. AK (anti-Maus; SIGMA A-5906) 1:5000 in Blockingpuffer

3 x 10 min 1x TBS

ECL- Lésung (Losung A und Lésung B 1:1 mischen); 1 min inkubieren

Film ~ 30 sec auflegen

10 x TBS pH 8.0: 24,2 g Tris base + 292,2 g NaCl; auf pH 7,5 mit HCI einstellen
Blockingpuffer: 1g Magermilchpulver + 50 ml TBS + 2, 5 g Saccharose + 0,05% Tween
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Luc7- MUTATION

Durchfiihrung mit dem QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)

nach Protokoll.

Step 1
Plasmid Preparation Gene in plasmid with

target site (@) for mutation

Day 1

Step 2

Temperature Cycling Denature the plasmid ond anneal the

oligonucleotide primers (/) containing
H the desired mutation (X)
(©

j Mutogenic

* primers

Using the nonsirand-displacing
action of PfuTurbo DNA polymerase,
extend and incorporate the
mutagenic primers resulting

in nicked circular strands

Step 3
Digestion
Digest the methylated, nonmutated
parental DNA template with Dpn |
Mutated plesmid
(contains nicked
circular strands)
Q

Step 4 Transform the circular, nicked dsDNA
Transformation into XL1-Blue supercompetent cells

After transformation, the XL1-Blue
supercompetent cells repair the
nicks in the mutated plasmid

LEGEND

Parental DNA plasmid

% Mutagenic primer

Mutoted DNA plasmid

Abb. 2-8: Schematischer Uberblick der Mutagenese-Durchfiihrung
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Verwendete Oligonukleotide:

Luc7 R216A L217A: R-A LoA
F: 5 GAT ACA GAC AGA GCT GAC CAC TTC 3’
R: 5 GAA GTG GTC AGC TCT GTC TGTATC 3
N= 30; Mismatch= 13, 3%; G/C%= 57%; Tm= 69°C

Luc7 F221A L222A: FoA LA
F: 5 G CTT GCT GAC CAC GGG AAG ATTCATC 3’
R: 5 G ATG AAT CTT CCC GTG GTC AGC AAG C 3’
N= 32; Mismatch= 12, 5%; G/C%= 63%; Tm= 73, 5°C

Luc7 K224A | 225A: K—A 1A
F: 5 C CAC TTC TTG GGG CATCTG GGATATG 3
R: 5 C ATA TCC CAG ATG CCC CAAGAAGTGG 3
N= 32; Mismatch= 12, 5%; G/C%= 59%; Tm=72, 3°C

Ausgangsplasmid: pOAD-Luc7
PCR-Ansatz: nach Protokoll

PCR-Parameter:

Zyklen | Temperatur Zeit
1 95°C 30 sec
16 95°C 30 sec
55°C 1 min
68°C 2 min/kb der Plasmidlange
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IN VIVO FF-DOMANEN- DELETIONEN

pYM8-Plasmid pYM8-Plasmid pYM8-Plasmid pYM8-Plasmid

1 3 5 7
S~ o ~— o
S w2 «~2 2
Homologe Rekombination

Prp40-Genlokus Prp40-Genlokus Prp40-Genlokus Prp40-Genlokus

Abb. 2-9: Schematische Darstellung der in vivo FF-Domanen Deletionen in Prp40

Verwendete Oligonukleotide:

Prp40ProA:

1) F: 8 GCG TCA AAA AAG AGG CAT TTA ACT CCG GCT GTG GAA TTG GAC TAT CGT ACG
CTG CAG GTC GAC 3

2) R: 5 ATA ATT TAT ATA ATG ATT AAC AAG ATA GAG GTC GAC ACG TCA GAA ATC GAT GAA
TTCGAGCTCG ¥

AFF4ProA:

3) F: 5 AGA AAC GAA AAG ATA CAA CAG AAA CTC CAA AAT GAG CGT AGG ATA CGT ACG
CTG CAG GTCGAC ¥

2)R: 5 ATA ATT TAT ATA ATG ATT AAC AAG ATA GAG GTC GAC ACG TCA GAA ATC GAT GAA
TTCGAGCTCG?Y¥

AFF3-4ProA:

5)F: 5 CTT CAA AAC AAA CTA AAT GAG CTC CGA CTG CGC AAT TAT ACC AGA CGT ACG CTG
CAG GTC GAC 3’

2) R: 5 ATA ATT TAT ATA ATG ATT AAC AAG ATA GAG GTC GAC ACG TCA GAA ATC GAT GAA
TTCGAGCTCG ¥

AFF2-4ProA:

7)F: 5 CTT TCC AAT AGA TCA GCC GAT CAA CTT CTT AAG GAA CAC AAT GAA CGT ACG CTG
CAG GTCGAC 3

2)R: 5 ATA ATT TAT ATA ATG ATT AAC AAG ATA GAG GTC GAC ACG TCA GAA ATC GAT GAA
TTCGAGCTCG 3%
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IN VIVO FF-DOMANEN- DOPPELKONSTRUKTE

8 —>
1PeR 6 : ProA-Kan 2196 bp
N pYMB8-Plasmid 2PCR E_|:F2 o
' 4 ! P RPrp40ProA
1.PCR : ProA-Kan 2196 bp ~ ; -
3.PCR FF2 |} 234pp’
t» RPrp40ProA —
4 5
2.PCR FF1 | 216bp i
-— 4.PCR FF2 FF2 nach Grosse selektieren!
2
1 S
> 4
3.PCR — -
FF1 | ProA-Kan spcR—| FF2 || FF2 [ ProA-Kan I
—
RPrp40ProA mﬁ\
PCR-Produkt PCR-Produkt
FF1 ProA-Kan — [FF2 FF2 ProA-Kan I
Homologe Rekombination Homologe Rekombination
_IFF1 | FF2 FF3 | |FF4 | MEF1 L FR2 FF3 || FF4
Prp40 Prp40
genom. DNA l genom. DNA l
FF1 FF1 ProA-Kan . ___ | FF2 FF2 ProA-Kan

Abb. 2-10: Schematische Darstellung der in vivo Doppeldoméanen-Konstrukte in Prp40

Verwendete Oligonukleotide:

1) F vFF2/FF1 5 CTT TCC AAT AGA TCA GCC GAT CAA CTT CTT AAG GAA CAC AAT GAA AAA
GAA GAA GCA GAG AAG GAA TTT ATT ACC 3

2) RFF15 ATT GGA AAG ATA TTT CTC AAA CAT TTC TTT CTT 3

3) F FF1Ende/ProA 5° AAG AAA GAA ATG TTT GAG AAA TAT CTT TCC AAT CGT ACG CTG CAG
GTC GAC 3

4) F vFF1/FF2 5' CAA TAT GCT AAT AAC TCT AAA CTG CTT AAT GTC AGG AGA AGG ACT ACA
AGC AAA TTC AAA GAA GCC TTT CAG 3

5) R FF2/zwFF1-FF2 5 AAG TTG ATC GGC TGA TCT GGT ATC TAT ATA ATC TTG AAA GGT CTG
TCT 3

6) F zwFF1-FF2/FF2 5° AGA TCA GCC GAT CAA CTT CTT AAG GAA CAC AAT GAA ACA AGC
AAA TTC AAA GAA GCC TTT CAG 3

7) RFF2 5° GGT ATC TAT ATA ATC TTG AAA GGT CTG TCT 3

8) F FF2 Ende/ProA 5° AGA CAG ACC TTT CAA GAT TAT ATA GAT ACC CGT ACG CTG CAG
GTC GAC 3

9) RPrp40/ProA 5 ATA ATT TAT ATA ATG ATT AAC AAG ATA GAG GTC GAC ACG TCA GAA
CGT ACG CTG CAG GTC GAC 3
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Verwendeter Vektor: pYM8-Plasmid (Knop et al. 1999) mit ProteinA-kanMX6-
Kassette; keine Plasmidkarte vorhanden

Verwendeter Hefestamm: PJ 694-alpha
MATalpha trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4(deleted) gal80(deleted)
LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ

Kontroll-PCR aus genomischer DNA

KoF: 5° GGA CGA ACT ATA AAC GAG 3’ (Prp40-spezifisch; bp322-339 siehe Abb. 2-1)
S3R: 5 GTC GAC CTG CAG CGT ACG 3’ (pYM8-spezifisch)

PCR-Ansatz:
5 I DMSO
10 I 10x Taqg- Puffer
2,5 uldNTPs 10 mM
1 ul KoF 20 uM
1 pyl S3R20uM
1l genomische DNA (100 ng/ug)
1 ulTaq
68,5 ulH20

Kontroll-Western aus Hefeextrakt

Verwendete Antikorper:
1. AK: Rabbit anti Goat (1:5000)
2. AK: Goat anti Rabbit (1:5000)

Wachstumskurve
Zur Bestimmung der Wachstumskurve wurden die jeweiligen Stamme aus einer

Ubernachtkultur in einer frischen YEPD-Kultur auf eine Ausgangs-ODggy = 0,05

angepasst und 10 Stunden lang jede Stunde die Optische Dichte gemessen.
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FUNKTIONELLER SPLEISSTEST

158 389 ECM33 1737 1 1273 DBP2 2276 2643
+
b 1423bp < 3 1767 bp <«
Spleifen
-»> « »> «
) 1093 bp " 5 766bp <

Abb. 2-11: Schematische Darstellung des SpleiBtests

Gezeigt sind die beiden Hefe-Intron-Gene ECM33 und DBP2 (Rechtecke markieren Exons; Linien markieren

Introns) mit angegebenen PCR-Produkt GréRen bei nicht funktionierenden Spleilten (obere Darstellung) und

korrektem Spleilvorgang (untere Darstellung). Pfeile markieren die Primer (ECM33: FPrimer 1 und RPrimer 2;

DBP2: FPrimer 3 und RPrimer 4) Detektion des korrekten SpleiRens in einer PCR benutzt wurden.

Verwendete Oligonukleotide:

ECM33-Oligonukleotide:
1)F: 5 AAGTGC CTC CGC TCTAGC TG &
2)R: 5 AGC GGAAGATGT AGCAGAGC &

DBP2-Oligonukleotide:
3)F: 5 AGG TCG ACT AAT TGATAT GC 3
4)R: 5 ACCATAAGATCTCCTGTCG ¥

Verwendete mRNA:
FF1-4ProA (213 ng/ul) — 4,3 pl und AFF3-4ProA (351 ng/ul) — 2,8 pl

(total- und mRNA- Isolation siehe allgemeine Methoden)

RT-Reaktion:

1 yg mMRNA

+ 1 ul Oligo dT-Primer (0,5 ug/ul)
10 min bei 70°C

5 min auf Eis

+ 5 pl 5x Puffer
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+ 1, 25 pl dNTPs (10mM)

+ 1 yl M-MLV Reverse Transkriptase
+ 0,5 ul Ribonuklease Inhibitor

ad auf 25 pl H20

60 min 42°C

10 min 70°C

— cDNA

PCR-Ansatz:

10 i
1 pl
1 i
1 pl
1 pl
0,5 pl
35,5 pl

5x Tag-Puffer
dNTPs (10 mM)
F Primer (ECM33 oder DBP2)
R Primer (ECM33 oder DBP2)
cDNA
Tag-Polymerase

H,O
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ALLGEMEINE METHODEN

Anzucht von Bakterien

E. coli Zellen wurden mit einem sterilen Zahnstocher aus einer Glycerol-
Langzeitkultur oder von einer LB-Platte (ggf. mit Ampicillin) entnommen und zum
Erstellen einer Ubernachtkultur in  5ml LB-Amp-Flissigmedium im sterilen
Glasrohrchen angeimpft. Dieser Ansatz wurde bei 37°C uber Nacht geschuttelt. Zur
Anzucht groRBerer Volumina wurde entsprechend mehr in Erlenmeyer-Kolben
angesetzt. Die meisten E. coli Stamme erreichen so Uber Nacht ihre stationare
Wachstumsphase. Bakterienkulturen kénnen bei 4°C einige Tage aufbewahrt

werden.

LB-Medium: 1% Trypton; 0,5% Hefextrakt; 0,5% NaCl; 0,1% 1N NaOH (bei Festmedium 1,5%

Agar); bei Selektivmedium: Zusatz von 100 ug/ml Ampicillin

Lagerung von Bakterien

Zur langfristigen Lagerung von Bakterienstdmmen und transformierten Bakterien
wurden Glycerol-Langzeitkulturen angelegt. Dazu wurde zu einer
Bakterienkulturprobe zu einer Endkonzentration von 15% Glycerol zugegeben. Diese

wurden dann bei -80°C eingefroren.

Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien (Minipraparation)

Miniprep-Kit (Qiagen)

Aus 3-5 ml Bakterien-Ubernachtkultur wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefal (2
ml) Uberfuhrt und in der Tischzentrifuge bei 5000 rpm 5 min zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 250 ul Puffer 1 (P1, Qiagen) resuspendiert. Nach Zugabe von 250 ul Puffer
2 und vorsichtigem Drehen wurde 5 min bei RT inkubiert. Anschliel3end wurden 350
uI Puffer N3 zugegeben und erneut vorsichtig gedreht. Danach wurde bei 13.000 rpm
10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann vorsichtig entnommen und in eine
QlAprep-Saule mit Auffangefald Uberfuhrt. Nach Zentrifugation und Verwerfen des
Durchfluss erfolgt ein Waschschritt mit 0,75 ml Puffer PE. Nach einer
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Trockenzenrtifugation wurde die Saule in ein sauberes Eppendorfgefall gesetzt und

mit 30 pl H2Ogjgest Nach einer Wartezeit von 3 min durch 1 min Zentrifugation eluiert.

Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA

Zur Konzentrations- und Reinheitsbestimmung wurden wassrige DNA-LOsungen
spektralphotometrisch untersucht. Das Absorptionsmaximum von Nukleinsauren liegt
bei einer Wellenlange von 260 nm. Bei der Verwendung von Quarzkuvetten mit einer
Schichtdicke von 10 mm, entspricht eine Extinktion von 1,0 einer DNA-Konzentration
von 50 ug/ml bei doppelstrangiger DNA. Aromatische Aminosauren und Phenole
besitzen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm. Wird die Extinktion der DNA-L6sung
bei 280 nm bestimmt, kann der Grad der Verunreinigung durch Proteine und Phenole
abgeschatzt werden. Das Verhaltnis Egso/E2s0 liegt fur reine DNA bei1, 8.

Zusatzlich kann Uber die Fluoreszenz von gebundenem Ethidiumbromid eine
Konzentrationsabschatzung gemacht werden, indem die Fluoreszenzintensitat der
DNA-Fragment-Bande auf dem Agarosegel mit den entsprechenden Banden des

Langenstandards verglichen wird.

Aufbewahrung der DNA

Wassrige Plasmid-DNA wurde bei -20°C eingefroren gelagert.

Restriktionsenzyme und Restriktionsspaltung

Fir die Spaltung von Plasmid-DNA durch Restriktionsendonukleasen wurde in der
Regel 0, 2 pg bis 2 ug DNA eingesetzt. Nach Zugabe von 5 U Restriktionsenzym und
der vom Hersteller empfohlenen Menge Reaktionspuffer wurde mit Bidest auf ein
Endvolumen von 10 bis 50 ul aufgefullt. Die Ansatze wurden bei 37°C bzw. 25°C flur

1 h inkubiert, um eine vollstandige Spaltung der Plasmid-DNA zu erreichen.

Auffillen Giberhangender 5’-Enden

Das Auffullen geschnittener Plasmid-DNA mit zusatzlichen Nukleotiden durch das
Klenow-Enzym wurde durchgefihrt, um eine Leserasterverschiebung oder das

Zerstoren von Restriktionsschnittstellen zu vermeiden. Dazu wurden uberstehende
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5’-Enden (sticky) mit der Klenow-Untereinheit der E. coli—-Polymerase | aufgeflillt. Die
Reaktion erfolgte in einem Volumen von 100 pl, bestehend aus 3-10 pug
geschnittener Plasmid-DNA, 4 uyl 25 mM Nukleotid-Mix und 1 pl Klenow-Enzym. Der
Ansatz wurde 3 min bei 37°C und anschliefend 15 min bei Raumtemperatur

inkubiert. Nach Aufreinigung Uber eine Saule konnte das Plasmid religiert werden.

Agarose-Gelelektrophorese

Mit 1%-igen Agarosegelen kann eine gute Auftrennung von DNA-Fragmenten im
Grolkenbereich von 0,5-5 kb erreicht werden. Es wurde 1% Agarose in TAE-Puffer
durch Erhitzen in der Mikrowelle gel6st und vor dem Gief3en Ethidiumbromidlosung
zu einer Endkonzentration von 0,1 pug/ml zugegeben. Die Agaroseldsung wurde in
die Gelkammer mit eingesetztem Probenkamm gegossen. Nach der Polymerisation
des Gels wurde dieses in die Elektrophoresekammer gelegt und mit 1x TAE-Puffer
uberschichtet. Die DNA-Proben wurden durch Zugabe von 1/6 Volumen
Probenpuffer in die Geltaschen gefullt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte
bei einer konstanten Spannung je nach Gelgrofle zwischen 80 und 150 Volt. Die
DNA-Banden konnten durch Fluoreszenz des in die DNA interkalierten
Ethidiumbromids unter UV-Licht mit einer Wellenlange von 320 nm sichtbar gemacht

werden. Die Dokumentation erfolgte mittels Videosystem (Eagle Eye, Stratagene).

DNA-Standard: 1Kb Leiter (Invitrogen)
1x TAE: 40 mM Tris base; 20 mM Essissaure; 1 mM EDTA pH 8,0
6x Probenpuffer: 0,5 M Tris-HCI pH 8,0; 50mM EDTA,; 0,05% Bromphenolblau; 50% Glycerol

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die durch Restriktion erhaltenen DNA-Fragment wurden nach der Auftrennung aus
einem 1%-igen Agarosegel geschnitten und mit Hilfe des Nucleo-Spin-Extract-Kits
(Machery & Nagel) eluiert. Hierzu wurde das ausgeschnittene Gelstick mit
entsprechender Bande gewogen, das dreifache Volumen Puffer (NT1) zugegeben
und bei 50°C geschmolzen. Anschlielend wurde die DNA mit den Puffern NT2 und
NT3 an die Saule gebunden und gewaschen und schliel3lich mit entsprechendem

Volumen Elutionspuffer (NE) resuspendiert.
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Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Herstellung eines rekombinanten DNA-Molekuls mussen der Vektor und das
gewulnschte DNA-Fragment miteinander verbunden werden. Dieser als Ligation
bezeichnete Vorgang wird durch das Enzym Ligase katalysiert. Man unterscheidet
hierbei die Ligation von klebrigen Enden (sticky end-Ligation), bei der ein kurzes
Stuck einzelstangiger und zueinander komplementarer DNA an den Enden zur
Verfugung steht, von der Verbindung mit glatten Enden (blunt end-Ligation). Zur
Verknupfung des 3’-Hydroxylendes mit dem 5’-Phosphat-Ende wurde die aus dem
Phagen T4 stammende T4-DNA-Ligase eingesetzt.

Um den Einbau des Inserts in den Vektor gegenuber einer Selbstligation
wahrscheinlicher zu machen, wurde unter Berlcksichtigung der GroRe des Vektors
bzw. des Inserts, ein Vektor: Insert — Verhaltnis zwischen 1:1 und 1:100 im
Reaktionsansatz gewahlt. Die eingesetzte DNA-Menge lag im Bereich zwischen 50
ng und 300 ng. Die DNA wurde vor der Ligation 5 min bei 65°C inkubiert, um die
Wasserstoffbricken zwischen den kohasiven Enden zu I6sen. Es wurden 4 ul
Ligasepuffer zugegeben und mit HyOgjgest auf ein Endvolumen von 18 ul aufgefullt.
Anschlieend wurden 2ul T4-DNA-Ligase (1U/ ul) zugegeben und mindestens 16 h
bei 16°C inkubiert.

Herstellung elektrokompetenter Bakterien

11 2x YT-Flissigmedium wurde mit einer Ubernachtkultur von 3ml angeimpft. Dieser
Ansatz wurde bei 37°C bis zu einer ODggo von 0,5 bis 0,6 geschuttelt. Die Kultur
wurde 30 min auf Eis abgeklhlt und anschlieliend 15 min bei 3500 rpm 0°C
pelletiert. Alle weiteren Schritte fanden auf Eis statt. Der Uberstand wurde dekantiert
und das Pellet durch Zugabe von insgesamt 1| eiskaltem Wasser in 50 bis 100 ml
Schritten vorsichtig resuspendiert. Danach wurde erneut zentrifugiert (15 min; 3500
rom; 0°C), der Uberstand dekantiert und das Pellet in 500 ml Wasser resuspendiert.
Anschlie®end erfolgte ein weiterer Zentrifigationsschritt bei gleichen Bedingungen,
vorsichtig dekantiert und das Pellet in 40 ml eiskaltem 10%-igen Glycerol
aufgenommen, Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (15 min, 5800 rpm, 0°C)

wurde der Uberstand
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dekantiert und das Pellet in 2 ml 10%-igem Glycerol resuspendiert. Die
Bakteriensuspension wurde in 40 ul Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei —80°C gelagert.

Transformation elektrokompetenter Bakterien durch Elektroporation

Pro Transformationsansatz wurde ein 40 ul Aliquot kompetenter Bakterien langsam
auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 1-5 uyg DNA wurden die Bakterien fir 1 min auf
Eis inkubiert und anschlieBend in eine vorgekihlte Elektroporationskivette
(Spaltbreite 0,2 cm) Uberfuhrt. Die Elektroporation erfolgte bei einer Spannung von
1,8kV und einer Kapazitat von 25 pF am Elektroporationsgerat. Anschliel3end
wurden die transformierten Zellen in 800 pl LB-Medium resuspendiert und 1 h bei
37°C geschuttelt. Der Transformationsansatz wurde anschlieBend auf LB/ Amp-
Platten (10 pg/ml Ampicillin) ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

RNA-Isolation (total RNA/ mRNA)

Fir 400 ug totale RNA:
e 40 ml Hefekultur bis OD600 = 1,7 wachsen lassen
e Zentrifugieren
e Pellet in flissigem Stickstoff zermdrsern
e 12 ml peqGOLD RNA Pure™ (peglab) zugeben
e Vortexen
e 5min RT
e 2.4 ml Chloroform zugeben
e 15 sec kraftig schitteln
e 10 min RT
e Zentrifugieren 5 min 12 000 rpm RT
e Wassrige Phase in frisches Rdhrchen geben
e 6 ml Isopropanol zugeben
e Zentrifugieren 12 000 rpm 4°C
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e Uberstand abziehen

o Pellet 2x mit 75% EtOH durch vortexen waschen
e Zentrifugieren 5 min 7500 rpm 4°C

e Pellet trocknen

e In 250 pl RNAse-freien H20 losen

¢ Nano-Drop-Konzentrationsmessung und Gelkontrolle

e 400 pug RNA in 250 pl RNAse-freien H20
e Nach Protokoll mit mRNA-Reinigungskit (MicroPoly(A)Purist™ Ambion)

¢ Nano-Drop-Konzentrationsmessung und Gelkontrolle

1% MOPS-RNA-Gel:

e 0,5gAgarose in 50 ml 1x MOPS aufkochen

e Gelkammer 10 min in RNase ZAP (Sigma) inkubieren

e Mit autoklaviertem H20 spilen

e 500 ng RNA + 3 ul Ladepuffer (Sigma R-4268) + 3 pl H20 10 min auf Eis

20x MOPS-Puffer: 400 mM MOPS, 100mM NaAc, 10 mMEDTA mit NaOH auf pH 7,0 einstellen,
autoklavieren
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Anzucht von Hefen

Aus Glycerol-Langzeitkulturen wurden durch Entnahme mit einem sterilen
Zahnstocher Hefe-Zellen auf YPD-Platten bzw. auf selektive SD-Platten
ausgestrichen. Die Hefen wurden im Brutschrank bei 30°C ca. zwei Tage inkubiert,
bis einzelne Kolonien erkennbar waren. Die Platten konnten bei 4°C ca. vier Wochen
aufbewahrt werden. Zum Erstellen von Ubernachtkulturen wurden 3-5 ml YPD- oder
SD- Flussigmedium in sterilen Glasrohrchen angeimpft und bei entsprechender
Inkubationszeit (1-2 Tage) unter Schatteln bei 30°C inkubiert.

Lagerung von Hefen

Zur langfristigen Lagerung von Hefen wurden Glycerol-Langzeitkulturen angelegt.

Hierzu wurden die Hefen in 20% Glycerol bei -80°C eingefroren.

Isolation von Plasmid-DNA aus Hefe

Aus 3-5 ml Ubernachtkultur in SD-Medium wurden die Hefezellen durch
Zentrifugation bei 5000 rpm geerntet. Das Pellet wurde in 250 ul P1 Puffer
resuspendiert. Dazu wurden 50-100 pl Glasperlen (Sigma G-8772) zugegeben und
10 min gevortext. Alle weiteren Schritte stimmen mit dem Miniprep-Protokoll (Qiagen)

uberein (siehe Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien).

Transformation bzw. Rekombination

Um eine Transformation bzw. Rekombination in Hefe durchzufuhren, musste die
Hefe zuerst aufnahmefahig gemacht werden. Dazu wurde der entsprechende
Hefestamm (a oder a) in 50 ml Vollmedium (YEPD) fir eine Ubernachtkultur
(Minimum 15 h; Maximum 24 h) bei 30°C angeimpft. Die Kultur wurde dann bei 3500
rom fur 3 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Zum Pellet wurde in 2 ml 0,1 M
Lithiumacetat resuspendiert und nach einem weiteren Zentrifugationsschritt in einem

Totalvolumen von 1,8 ml (inklusive Hefe) 0,1 M Lithiumacetat aufgenommen.
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Transformationsansatz: Rekombinatiosansatz:
2 ml 96 PEG 2ml 96 PEG
58 pl ssDNA (gekocht)
5ul Linearisierter Vektor (125 ng)
262 pl DMSO 262 pl DMSO
180 ul Hefezellen (kompetent) 180 pl Hefezellen (kompetent)

Aus diesen Ansatzen werden jeweils 245 pl zu jeweils 2-3 ul Miniprep-DNA
(Transformation) bzw. rePCR-Produkt (Rekombination) gegeben und flr 4 min
gevortext. AnschlieRend wird fir 30 min bei 42°C inkubiert. Danach werden die
Hefen durch Zentrifugation pelletiert und entsprechend nach Stamm auf —Leucin (a
Stamm) oder —Tryptophan (a Stamm) Medium ausplattiert. Die Platten werden 1-3

Tage bei 30°C inkubiert bis einzelne Kolonien sichtbar sind.

96 PEG (100ml): 45,6 g PEG (Sigma P3640); 6,1 ml 2 M Lithiumacetat; 1,14 ml 1M Tris pH 7.5;
232 yl 0,5 M EDTA

Homologe Rekombination in genomische DNA in Hefe

e 5 ml a- Stamm in YEPD-Ubernachtkultur
e 5mlUKin 100 ml YEPD (10 Ansatze!)

e ODO0,6-0,9

e zentrifugieren 3500 rpm 5 min

e mit H,O waschen

e zentrifugieren 3500 rpm 5 min

e 1x LiAcetat (0,1 M) 1 ml

e aliquot 100 ul in Eppis

e zentrifugieren Uberstand verwerfen

e zum Pellet:

e +240 pl 50 % PEG

e + 36 pl 10x LiAcetat (1 M)

e + 10 ulssDNA (gekocht)

e + 50 yl PCR- Produkt (plus Negativkontrolle! ohne PCR- Produkt)

e vortex
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e 30°C 30 min

e 42°C 20 min

e zentrifugieren Uberstand verwerfen

e + YEPD 30°C 1 Stunde (nur bei Geniticin)

e ausplattieren auf YEPD- Geniticin (200 mg/l) Platten (2-4 Tage)

e wenn positive Kolonien sichtbar noch mal auf frische Platten ausplattieren

e in 10 ml YEPD animpfen flr Praparation der genomischen DNA

Isolation genomische DNA aus Hefe

e 1,3 ml Hefe-Ubernachtkultur bei 3500 rpm fiir 3 min abzentrifugieren

e Pellet waschen in 1 ml H,O; 5 min bei 3500 rpm zentrifugieren und Uberstand
verwerfen

e 0,2 ml Lysepuffer, 0,2 ml Phenol und 0,3 g Glas Beads (Sigma G-9268) zu
den Zellen geben

e 3 min vortexen

e 200 pl TE zugeben, mischen und 5 min bei 8000 rpm zentrifugieren

e 400 pl Chloroform/ Isoamylalkohol in Eppendorfgefal3e vorlegen

e Den Uberstand (wassrige Phase) dazu geben, mischen

e 5 min bei 8000 rpm zentrifugieren

e 800 pl Ethanol in Eppendorfgefale vorlegen

e Den Uberstand (wassrige Phase) zugeben, mischen

e Zentrifugieren 15 min 13000 rpm

e Uberstand abnehmen

e Pellet mit 1 ml 70% EtOH waschen

e Pellet trocknen und in 50 yl TE aufnehmen

Lysepuffer : 1% SDS ; 2% Triton-X-100 ; 0,1 M NaCl ; 10 mM Tris-HCI pH 8,0 ; 1mM EDTA
TE-Puffer : Tris-EDTA pH 7,6

Hefe-Proteinextrakte

e 4 ml Hefe-Ubernachtkultur in YEPD bei 3500 rpm fiir 5 min zentrifugieren

e Zellen mit H,O waschen
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e Resuspendieren der Zellen in 200 ul 2x Protein-Probepuffer
e 3min95°C

e 45 sec vortexen 4x wiederholen
e Sofort in flissigem Stickstoff einfrieren

e 5l auf SDS-Gel laden oder bei -70°C einfrieren

Probenpuffer (2x): 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8); 20% SDS; 87% Glycerin; 0,01% Bromphenolblau

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE lagert sich das SDS (Sodiumdodecylsulfat) reversibel an die
Proteine und verleiht allen Proteinen eine negative Ladung, so dass die Auftrennung
der Proteine hauptsachlich nach der GroRe erfolgt. Die Trennung lauft unter
diskontinuierlichen Bedingungen, was das Puffersystem betrifft, ab. In der oberen
Schicht des Gels befindet sich das weitporige Sammelgel, wo die Proteine
konzentriert werden. Anschlieend folgt das kleinporige Trenngel, wo die Trennung
nach der Grolie erfolgt, gekoppelt mit einer Scharfung der Proteinzonen. Die
Porenweite des Gels wird bestimmt durch den Anteil an Acrylamid und Bis-
Acrylamid, das als Crosslinker fungiert. TEMED wirkt als Katalysator flr die
Gelbildung. Fur die Molekulargewichtsbestimmung der verschiedenen Proteine lasst
man Markerproteine mit bekanntem Molekulargewicht mitlaufen. Vor dem Gelauftrag
werden die Proteinproben 3 min bei 100°C erhitzt. Der Gellauf erfolgte entweder fur
ca. 5h bei einer konstanten Spannung von 220 Volt oder Uber Nacht bei einer

konstanten Spannung von 50-70 Volt.

12% Gel Ansatz:

Trenngel: Sammelgel:

5ml H.O 5,8 ml H.O

3,8 mil 1,5 M Tris pH 8,8 1 mi 1M Tris pH 6,8

75 pl 20% SDS 40 pl 20% SDS

6 ml 30% Acrylamidldsung 1,2 ml 30% Acrylamidlésung
75 pl 20% APS 40 pl 20% APS

20 pl TEMED 15 pl TEMED

SDS-PAGE Molekulargewichtsmarker: Low Range (161-0304; BIO-RAD)
2x Probenpuffer: 2% SDS; 10% Glycerol; 60 mM Tris pH 6,8; 0,001% Bromphenolblau; 100 mM DTT
10x SDS-Laufpuffer: 0,5 M Tris; 2M Glycin; 1% SDS
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Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung von Proteinen

Die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Coomassie-Brilliant-
Blau-Farbung sichtbar gemacht. Dazu wurde das Gel je 20 min in Farbelésung und
anschlielend in Entfarbeldésung inkubiert, bis die Proteinbanden gut sichtbar wurden.

Anschlieend wurde das Gel im Geltrockner 2h bei 70°C getrocknet.

Farbel6sung: 0,2% Coomassie-Brillant-Blau R250; 50% Methanol; 10% Essigsaure
Entfarbelésung: 10% Essigsaure; 30% Methanol;

Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Bei der Bradford-Methode wird die Bindung des Farbstoffs Coomassie an Proteine
photometrisch bei 595 nm gemessen. Die Intensitat der Blaufarbung ist proportional
zum Proteingehalt in der Losung. Um aus der gemessenen Extinktion die
Proteinmenge ermitteln zu kénnen, wird eine Eichgerade mit verschiedenen BSA-
Mengen erstellt.

Zur Bestimmung des Proteingehalts wurden die Aliquots der zu analysierenden
Proben bzw. die verschiedenen BSA-Standards fur die Eichkurve mit Wasser auf 800
pI aufgefillt und 200 pl Bradford-Reagenz zugegeben, gemischt und 10 min bei RT

inkubiert. Danach erfolgte die Absorptionsmessung bei 595 nm:

BSA-Standard (10 mg/ml): 1:10 verdinnt und daraus verschiedene Mengen fiir Erstellung der

Eichkurve eingesetzt

Western-Blot

Nach der SDS-PAGE konnten die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-
Membran transferiert werden. Die Membran wurde vor Gebrauch in Wasser gelegt
und anschlielend mit Transfer-Puffer aquilibriert. Das Gel wurde ebenfalls mit
Transfer-Puffer gespult und auf die Membran gelegt. Jeweils drei Lagen in Transfer-
Puffer getranktes Whatman-Papier wurden unter und Uber das Gel mit Membran
gelegt, so dass die Membran auf der Anodenseite lag. Der Transfer der Proteine
erfolgte elektrophoretisch in einem Semi-Dry-Blotgerat. Der Blot erfolgte bei ca. 1h

bei 250mA je nach Membran (cm? Membran x1, 8 mA/ cm?). Die Qualitit des
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Transfers konnte anschlieBend durch Ponceau-S-Farbung Uberprift werden. Die
Membran konnte dann flr immunologische Nachweise der Proteine verwendet
werden. Dazu wurde die Membran zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen
fur mindestens 30 min in Blockpuffer geschuttelt und anschlielend fur 1-2 h mit dem
Primarantikorper (in der vom Hersteller empfohlenen Verdinnung) in 10 ml
Blockpuffer inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal in Blockpuffer gewaschen
und dann 45 min mit dem Sekundarantikorper (in der vom Hersteller empfohlenen
Verdinnung) in 10 ml Blockpuffer inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten mit
Blockpuffer wurde die Membran in PBS gewaschen. Zur Detektion der
nachzuweisenden Proteine wurde hier aufgrund des Sekundarantikdrpers
(Meerrettichperoxidase-konjugiert) die Membran 1 min mit einer 1:1 Mischung der
beiden ECL-Lésungen (2ml pro dm? Membranfliche) benetzt. Nach Entfernung

Uberschussiger Flussigkeit wurde auf der Membran ein Rdntgenfilm exponiert.

10x Western Puffer: 0,4M Tris base; 2M Gycin; 1% SDS
Transfer-Puffer: 192 mM Glycin; 20 mM Tris; 0, 01% SDS; 20% Methanol
Blockpuffer: 4% Milchpulver; 0, 5% Tween 20; in PBS

Ponceau-S-Farbung von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen

Zum Feststellen, ob der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgreich war, kann
die Nitrozellulose-Membran fir ca. 10 min in Ponceau-S-Farbelésung inkubiert und
danach mit Wasser abgewaschen werden, bis die Proteinbanden deutlich sichtbar

werden.

Ponceau-S-Loésung: 40% Methanol; 15% Essigsaure; 0, 25% Ponceau-S
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ERGEBNISSE

Grundlage flr diese Arbeit sind die Ergebnisse aus meiner Diplomarbeit, in der ich
die Interaktion der FF-Domanenregion des Saccharomyces cerevisiae Spleil3faktors
Prp40, selbst auch U1snRNP-assoziiert, mit den U1snRNP-Proteinen Snu71 und
Luc7 mittels Yeast-2-Hybrid- Experimenten nachweisen konnte. Die Beziehung
dieser drei Proteine innerhalb des U1snRNP, mit Schwerpunkt auf die Interaktionen,
vermittelt durch die FF-Domanen von Prp40, soll in dieser Doktorarbeit naher

untersucht werden.

Yeast-2-Hybrid (Y2H)- Experimente

Interaktionspartner der Prp40 FF-Region

Durch einen Y2H-Screen gegen das Saccharomyces cerevisiae- Genom, welcher die
meisten ORFs als Gal4-Aktivierungsdomane-Fusionen (Preys) enthalt (Uetz et al.
2000), konnten die zwei Interaktionspartner Snu71 und Luc7 der FF-Domanen-
region von Prp40 (Bait) identifiziert werden (Tab. 3-2). Diese wurden auch
zusammen mit Prp40 in einem Komplex gefunden (Gavin et al. 2002; Stevens et al.
2002). Von beiden Proteinen wurde durch weitere Kartierungsversuche die grobe
Binderegion an die FF-Domanenregion von Prp40 bestimmt. Auflerdem wurden
durch verschiedene FF-Domanenkonstrukte von Prp40 (Tab. 3-1) die zur Interaktion
notigen FF-Domanen bestimmt. Durch Teilung der gefundenen Interaktionspartner in
verschiedene Fragmente (Tab. 3-1) konnte gezeigt werden, dass Luc7 an die erste
FF-Domane (FF1) von Prp40 bindet, und zwar mit einem Fragment (Luc?7 Il), das als
einziges bekanntes Motiv ein coiled-coil-Motiv enthalt. Snu71 zeigt mit einem
Konstrukt von Prp40 eine positive Interaktion, das die FF- Domanen 1-3 (FF1-3)
enthalt, und zwar auch mit einem Fragment (Snu71 Ill), das ein coiled-coil-Motiv
enthalt (Tab. 3-2).

Da Y2H-Daten nicht immer hundertprozentig =zuverlassig sind, was die

Reproduzierbarkeit und Falsch-Positive angeht, wurden alle Versuche mehrfach
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durchgefuhrt, um sicher zu gehen, dass kein Interaktionspartner durch zufallige

Aktivierungsereignisse positiv erscheint.

Y2H- Konstrukte Start (AS) [ Ende (AS) Skizze

BAITS

Prp40 wt 1 583 @-@-(9“{9_ (9_(9_
Prp40 WW1-2 1 75 @-@

Prp40 FF1-4 129 560 @-@— 9—@—
Prp40 FF1-3 129 428 @-@— @

Prp40 FF1-2 129 264 @-@
Prp40 FF2-3 196 428 @— @

Prp40 FF3-4 351 560 a—@

Prp40 FF1 129 201 @

Prp40 FF2 196 264 @

Prp40 FF3 351 428 @

Prp40 FF4 487 560 @
PREYS

Snu71 wt 1 620 Gvn
Snu71 1 530 620 \(m
Snu71 Il 329 536 —_—
Luc7 wt 1 261

Luc7 | 1 144

Luc? Il 93 261 —

Tab. 3-1: Verwendete Y2H-Konstrukte von Prp40 als Bait und Snu71, Luc?7 als Prey

Rot: WW-Domane; Blaue Sechsecke: FF-Doméane; Griin: coiled coil-Motiv; Blaues Flinfeck: PWI-Doméane
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wt

4

HmeF&3
Prog OFF3
Pl‘p40 £ F1.0
P "P40rg,
Prog OFF>
P "P40FE,
P "P40rr,

S1

S2

+

E1

E2

+

+ |+

E3

E4

+ |+ |+
Hnm

Snu71 wt

D1

D2

D3

D4

+
+|+[+]+]|+

S1

S2

E1

E2

E3

E4

Snu71 |

D1

D2

D3

D4

S1

S2

E1

E2

E3

E4

Snu71 1l

D1

D2

D3

D4

S1

S2

PREYS

E1

E2

+

+

E3

E4

Luc?7 wt

D1

D2

D3

D4

S1

S2

E1

E2

E3

E4

Luc7 |

D1

D2

D3

D4

S1

S2

E1

E2

E3

Luc7 Il

E4

D1

D2

D3

D4

[o]

Y2H-Sreen

Y2H-Einzeltest

Y2H-Kartierungstest

El negative Kolonie

EI negative Kolonie insgesamt positiv

positive Kolonie

|:| nicht durchgefuhrt

Tab. 3-2: Zusammenfassung der Y2H-Ergebnisse von Prp40 mit Snu71 & Luc7
(Daten aus meiner Diplomarbeit 2002)
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Aufgrund der gefundenen Interaktionspartner von Prp40, die beide Spleil3faktoren
und U1snRNP-Proteine sind, liegt die Vermutung nahe, dass Prp40, Snu71 und Luc7
einen Subkomplex innerhalb des U1snRNP in S. cerevisiae uUber Protein-Protein-
Interaktionen mit Beteiligung der FF-Domanenregion von Prp40, bilden, wie die
U1snRNP-Proteine bei Mensch U1-A, U-70K und U-1C, deren Hefe-Homologe
Mud1, Snp1 und Yhc1 sind (Abb. 3-1).

U1snRNP- Proteine
(S.c.)

(Stevens et al. 2002)

S Snu71 @

Mud1 _“_| FF1-3 —» Snu71-ll
Prp39 !
, et §9—0-0—0—¢
Prp42 —
. FF1
np
Snu56 \ Luc7-l

U1snRNP Struktur
(H.s.)

(Stark et al. 2001)

Abb. 3-1: Schematische Darstellung der Y2H-Interaktionen zwischen Prp40, Snu71 und Luc7

Gezeigt sind die Saccharomyces cerevisiae U1snRNP-Proteine mit Prp40, Snu71 & Luc7 (Stevens et al. 2002).
FF1 interagiert mit Luc7-Il, FF1-3 interagiert mit Snu71-I1l, wobei FF2-3 nur mit Snu71 wt interagiert (gestrichelte
Linie); Fir weitere Details zur U1snRNP-Struktur siehe Einleitung; Rot: In meiner Diplomarbeit gefundene
Interaktionspartner von Prp40 mit kartierten Protein-Protein-Interaktionen; Griin: S.c. Homologe zu U1-A, U-70K
& U1-C (Homo sapiens U1snRNP; Stark et al. 2001).
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U1snRNP-Protein- Interaktionen

Um einen besseren Einblick in die Wechselwirkung innerhalb des U1snRNP-
Komplexes zu bekommen, zu dem auch Prp40, Sn71 und Luc7 gehdren, wurden die
Interaktionen aller U1snRNP-assoziierten Proteine (Stevens et al. 2002)
untereinander in einem gesonderten Y2H-Versuch getestet. Da es vorkommen kann,
dass in einem Screen nicht alle potentiellen Interaktionspartner erfasst werden,
wurden alle U1snRNP-Proteine aus dem Array isoliert und auf Richtigkeit Uberpruft
und sowohl als Bait als auch als Prey eingesetzt. Zur besseren Reproduzierbarkeit
wurde in Quadruplikaten getestet.

PREYS
U1snRNP- Proteine
Luc7 | Mud1 | Nam8 | Prp39| Prp40 | Prp42| Snp1 | Snu56| Snu71| Yhc1
Luc? - - - - - - - - - -
Mud1 - - - - - - - - - -
Nam8 - - - - - - - - - -
Prp39 - - - - - - - - - -
Prp40 + - - - - - - - + -
Prp42 - - - - - - - - - -
Snp1 - - - - - - - - - -
Snu56 - - - - - - - - - -
Snu71 - - - - - - - - - -
Yhc1 - - - - - - - - - -

BAITS
U1snRNP- Proteine

Tab. 3-3: Zusammenfassung der Y2H-Ergebnisse aller U1snRNP-Protein-Interaktionen
Gezeigt sind alle U1snRNP-Proteine die im Y2H-Versuch sowohl als Bait als auch als Prey getestet wurden.

+ entspricht einer positiven Interaktion; — entspricht einer negativen Interaktion.

Allerdings konnten keine weiteren Interaktionen, auf3er den schon bekannten (Prp40
mit Snu71 und Luc7) gefunden werden (Tab. 3-3 & Abb. 3-2), was darauf schlielen
lasst, dass andere Wechselwirkungen nicht mit dem Y2H-System detektiert werden
konnen. Moglicherweise ist fur diese Interaktionen die Anwesenheit von RNA notig.

PREYS
Snp1 Mud1 Nam1 Snu71 Yhc1 Prp40 Luc7 Prp39 Prp42 Snu56

BAIT: Prp40

-LTH 3mM 3AT Medium

Abb. 3-2: Y2H-U1snRNP-Protein-Interaktion mit Prp40 als Bait in Quadruplikaten auf —-LTH-Mangelmedium
Positive Interaktionspartner von Prp40 als Bait sind Snu71 & Luc7.
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In vitro Bindungsassay (GST- Pulldown)

Um die Y2H-Experimente mit einer unabhangigen Methode und auch in vitro zu
bestatigen, wurden zusatzlich in vitro Bindeversuche durchgefuhrt. Die beiden
gefundenen Interaktionspartner (Snu71 und Luc7) wurden in voller Lange in vitro
translatiert und gleichzeitig mit 3°S-Methionin markiert, um dann auf Interaktion mit
verschiedenen in E. coli exprimierten GST-Prp40FF-Konstrukten getestet zu werden,
wobei das jeweilige GST-Fusionsprotein an Glutathion-Sepharose-Beads gekoppelt
und die Bindung zu den Interaktionspartnern mit Autoradiographie detektiert wurde.
Zu bemerken ist, dass die Konstrukte GST-FF3, GST-FF2-3, GST-FF1-3, GST-FF1-4
und GST-Prp40 unstabil oder unloslich waren (siehe Diplomarbeit 2002). Die
Experimente wurden mehrfach und mit gleichen Mengen an GST-Fusionsprotein (10
Mg) durchgefuhrt. Die gleichmaRige Beladung mit GST-Fusionsprotein wurde durch

Coomassie-Farbung uberprift. Als Negativkontrolle diente GST alleine.

GST- Pulldown Snu71

GST-Prp40
MG M I-Snu71 FF2 FF1-2 FF3-4 FF2 FF1-2 GST
FF3-4 FF3-4

—

b~
66 kDa W
45 kDa

— —

31 kDa

Lo

-

Abb. 3-3: In vitro Bindungsassay von Snu71 mit GST-Prp40FF-Konstrukten

Snu71 zeigt keine Bindung mit den GST-Prp40FF-Konstrukten. Obere Abbildung: Coomassie gefarbtes 12%
SDS-Gel mit GST-Prp40FF-Fusionsproteinen einzeln (FF2; FF1-2; FF3-4) und als 1:1 Gemisch (FF2 und FF3-4;
FF1-2 und FF3-4) und GST als Kontrolle; Untere Abbildung: Autoradiographie von nicht gebundenem Snu71; | =
Input (1 yl in vitro translatiertes Protein); M = Marker; MG = Molekulargewicht.
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Die GST-Pulldowns mit Snu71 blieben trotz mehrfacher Wiederholung erfolglos (Abb.
3-3). Allerdings fehlen flur einen funktionierenden Pulldown vermutlich die
entsprechenden GST-Fusionsproteine, denn laut Y2H-Daten sollte Snu71 nur an

FF2-3 oder zumindest FF1-3 binden, die beide unstabil oder unl6slich sind.

GST- Pulldown Luc7

GST-Prp40
MG M I-Luc? FF1 FF2 FF4 FF1-2 FF3-4  GST

66 kDa

45 kDa

31 kDa

Abb. 3-4: In vitro Bindungsassay von Luc7 mit GST-Prp40FF-Konstrukten

Luc?7 bindet an GST-FF1 und GST-FF1-2; Obere Abbildung: Coomassie gefarbtes 12% SDS-Gel mit GST-
Prp40FF-Fusionsproteinen & GST als Kontrolle; Untere Abbildung: Autoradiographie von gebundenem Luc7; | =
Input (1 pl in vitro translatiertes Protein); M = Marker; MG = Molekulargewicht.

Luc? zeigt, in Ubereinstimmung mit den Y2H-Daten, erneut eine Interaktion mit der
ersten FF-Domane (GST-FF1) und einem GST-Fusionsprotein (GST-FF1-2), das die
erste FF-Domane enthalt (Abb. 3-4 & Abb. 3-5). Allerdings tritt mit einem Standard-
Pulldown-Protokoll, auch bei den anderen getesteten GST-FF-Konstrukte (GST-FF2;
GST-FF4 und GST-FF3-4), immer ein schwaches Hintergrundsignal. Deshalb
wurden die Versuchsbedingungen modifiziert (genaue Durchfihrung siehe
Methoden), so dass die Bindung von Luc7 an FF1 und FF1-2 nachweisbar war. Die

Bindung lie sich jedoch nur sehr schwach detektieren (Abb. 3-5).
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GST-Prp40
MG M I-Luc7 FF1 FF2 FF4 FF1-2 FF3-4 GST

4 Tage
31 kDa 10 Tage
31 kDa 40 Tage

Abb. 3-5: In vitro Bindungsassay von Luc7 mit GST-Prp40FF-Konstrukten (modifizierte Versuchs-
bedingungen) Luc7 bindet an GST-FF1 und GST-FF1-2; Obere Abbildung: Coomassie gefarbtes 12% SDS-Gel
mit GST-Prp40FF-Fusionsproteinen & GST als Kontrolle; Unteren Abbildungen: Autoradiographie von
gebundenem Luc? in verschiedenen Exponatstadien (4, 10 & 40 Tage); | = Input (1 pl in vitro translatiertes

Protein); M = Marker; MG = Molekulargewicht.

Kompetitions-Versuch

Aufgrund der Peptidarray-Versuche wurde ein 26mer Peptid mit der Sequenz
LSRLDTDRRLADHFLGKIHLGYVKMR synthetisch hergestellt (NMI; Reutlingen), das
in einem GST-Pulldown mit in vitro translatiertem Luc7 und GST-FF1-2, bei Zugabe
im Uberschuss, die Bindung zu Luc7 unterbinden sollte. Dieses Peptid enthalt die

Bindesequenz im C-Terminus von Luc7 (siehe Abb. 3-13).

66



ERGEBNISSE

GST-Prp40
MG M I-Luc7 FF1-2 FF1-2 GST
+ - + Peptid
45 KDa —

31 KDa

Abb. 3-6: In vitro Bindungsassay von Luc7 mit GST-Prp40FF1-2 im Kompetitionsversuch
Das zugegebene Peptid beeinflusst die Bindung von Luc7 zu FF1-2 nicht; Obere Abbildung: Coomassie gefarbtes
12% SDS-Gel mit GST-Prp40FF-Fusionsproteinen und GST als Kontrolle; Untere Abbildung: Autoradiographie

von gebundenem Luc7; | = Input (1 pl in vitro translatiertes Protein); M = Marker; MG = Molekulargewicht; +

Zugabe von Peptid mit der Sequenz LSRLDTDRRLADHFLGKIHLGYVKMR (Konzentration 300 pM).

Jedoch konnte kein Unterschied bei der Bindung zwischen GST-FF1-2 und Luc7 mit
und ohne Zugabe von Peptid festgestellt werden (Abb.3-6).
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Peptidarrays

Ein Teil meiner Doktorarbeit bestand darin, die Peptidarray-Methode zu etablieren,
so dass diese jetzt fur das gesamte Institut zur Verfugung steht. Mit dieser Methode
kann die genaue Interaktionsregion auf Aminosaure-Ebene in einem Protein
bestimmt werden (Frank et al. 1992 & 2002; Kramer et al. 1999; Landgraf et al.
2004).

Snu71- und Luc7- Interaktionsregion

Aus den Y2H-Tests sind Snu71 und Luc? eindeutig als Interaktionspartner von Prp40
bestimmt worden. Um diese Ergebnisse mit einer weiteren in vitro Methode zu
bestatigen, wurden Peptidarrays hergestellt. AuRerdem sollte die zuvor in den Y2H-
Deletionsexperimenten grob bestimmte Binderegion der Interaktionspartner genauer
analysiert werden. Dazu wurden zunachst in Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von
Rudolf Volkmer-Engert in Berlin die im Y2H-Deletionsversuch positiv getesteten
Fragmente Snu71-1l  und Luc7-Il (siehe Tab. 3-1 und Tab. 3-2) in Uberlappenden
Peptiden (20mere mit 3AS-Verschiebung) auf eine Membran (CAPE-Membran)
synthetisiert (Peptidspotter ASP222; Abimed). Da von der FF-Domane bekannt ist an
die phosphorylierte C-terminale Domane der RNA Polymerase |l zu binden (Morris &
Greenleaf 2000; Carty et al. 2000), wurde jeweils ein Array mit Phospho-Serin (p)
und ein Array ohne Phospho-Serin (u) hergestellt. Dies sollte zeigen, ob die
Phosphorylierung bei der Interaktion der FF-Domane eine Rolle spielt. Die Membran
wurde dann mit GST-Prp40FF-Fusionsproteinen GST-FF1; GST-FF2; GST-FF4;
GST-FF1-2 & GST-FF3-4 (siehe Tab. 3-1), sowie GST alleine als Kontrolle, inkubiert.
Die Detektion der positiven Peptide erfolgte Uber einen HRP-gekoppelten GST-
Antikorper und Chemolumineszenz. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-7 gezeigt.
Nach Herausfiltern der Spots, die auch in der GST-Kontrolle eine positive Bindung
zeigten, verblieben mehrere positive Spots (Tab. 3-4), wobei besonderes Augenmerk
auf in Reihe auftretende positive Peptide gelegt wurde, da diese Uberlappenden
Peptiden entsprechen. Snu71-ll lieferte mit FF2, FF1-2 und FF3-4 (mit FF1 schwach
& mit FF4 nur 26) eine Peptidfolge von drei Peptiden (21-23 & 26). Dies stimmt mit
den Y2H-Ergbenissen Uberein, bei denen die FF2-3-Konstrukte (FF1-3) and der
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Interaktion beteiligt sind (siehe Tab. 3-2). Da die phosphorylierten Peptidsequenzen
weniger konsistente Ergebnisse ergaben als die unphosphorylierten, wurden diese
auller Acht gelassen. Snu71-I (PWI-Domane) ergab nach Streichen der in der GST-
Kontrolle positiven Spots, keine Ergebnisse. Bei Luc7-1l wurden die Peptide 23, 25 &
27 mit FF1 und FF1-2 positiv getestet, was den Y2H-Ergebnissen entspricht (siehe
Tab. 3-1). Allerdings wurde das Peptid 23 auch detektiert bei FF2 und FF3-4. Auch

hier ergaben die phosphorylierten Peptide keine zusatzlichen Ergebnisse und
wurden daher nicht berlcksichtigt.

FF1 FF2 FF4
Kontrolle
[ X 212223 26 X 73 % W
*9 L) @ u
Snu71-ll < " T T T T T T R s | L BE R R N ey o e T T T T T
’ 51 o7 w47
. » P
* .3 u
Snu71-l 2 X - 11 1;2 17 p
23 *4
Luc7-lI {________2-3_2_35_2:7______! ___________ i ML it R el 100, . u_
. e 7 G % - X = o X p
Kontrolle X il &
FF1-2 FF3-4 GST
Kontrolle g P .
- i R . TS it
g <L mmmmm e e wx----F-- % ',—'—‘-—.—-l— C s e -
Snu71-l e X = 18 RE-RORETRRE
" '. p
Snu71-l > . mj T | u
gEoa o5 o7 23 " fif R ¥ s |
Luc7-l oo e . | = (LA - ¢ L S .
X o % g &) @) P
Kontrolle TR

Abb. 3-7: Peptidarray-Ergebnisse fiir Snu71-ll & Luc7-ll mit verschiedenen GST-Prp40FF-Konstrukten
Peptidarrays von Snu71-Il Sequenz (AS 329-536); Snu71-l Sequenz (AS 530-620) & Luc7-ll Sequenz (AS 93-
261) synthetisiert auf CAPE-Membran als 20mere mit 3AS-Verschiebung. Austausch von Cystein durch Serin.
Sequenz der Kontrollpeptide mir unbekannt. Inkubation mit GST-Prp40FF-Fusionsproteinen (FF1; FF2; FF4; FF1-
2 & FF3-4) und GST als Kontrolle. Peptidsynthese jeweils mit Serin (u) oder phospho-Serin (p). Positive
Peptidinteraktionen sind mit Nummern gekennzeichnet. X = positive Peptidinteraktionen in GST-Kontrolle.
Detektion mit a-GST-HRP und Chemolumineszenz. (Durchfihrung C. Landgraf; Berlin).
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GST- Prp40
Spot Snu71-Peptidsequenz FF1 | FF2 | FF4 |FF1-2|FF3-4
21 |EKNRSLYLKELLHLANDVHY + + +
22 RSLYLKELLHLANDVHYDHH + + +
23 YLKELLHLANDVHYDHHRSF + + +
26 NDVHYDHHRSFKEQEERRDE + + + +
47 |NADKNVSESSEHVKIKFDFK (Hp ] (Hp| Hp| +H)p
51 VKITKFDFKKAIDHSVESSSE (+)p
Luc7-Peptidsequenz

11 |LISKRKEVAKRVRNITENVG +

12 KRKEVAKRVRNITENVGQSA +

14 KRVRN I TENVGQSAQQKLQV +

22 |GAYLSRLDTDRRLADHFLGK +

23 LSRLDTDRRLADHFLGK IHL + + + +
25 DRRLADHFLGKIHLGYVKMR + +

27 HFLGKIHLGYVKMREDYDRL +

33 |RLMKNNRTTNASKTATTLPG +

34 KNNRTTNASKTATTLPGRRF +

Tab. 3-4: Positive Peptide von Snu71 und Luc7 mit GST-Prp40FF-Konstrukten (aus Abb. 3-7)
+ zeigt positive Peptide; (+)p zeigt positive Peptide mit phospho-Serin, diese wurden weiter nicht beriicksichtigt;

Fett markiert sind Uberlappende Peptidsequenzen jeweils der Interaktionsregion von Snu71 und Luc?.

Nach den Kollaborationsversuchen wurden die Versuche von Snu71-Il und Luc7-II
mit Abweichungen in Membran (3-Ala-Membran anstatt CAPE), Peptidlange (15mere
anstatt 21mere) und Roboter (MULTIPEP anstatt ASP222) in unserem Labor mit
GST-Prp40FF1-2 wiederholt. Zunachst wurde die Membran mit R-Alanin als Spacer
(siehe Material & Methoden) hergestellt. Darauf wurden die Peptide von Snu71-Il und
Luc7-1l als 15mere mit 3AS-Verschiebung synthetisiert. Nach Inkubation mit GST-
Prp40FF1-2 und Detektion mit anti-GST-HRP ergaben sich fur Snu71-Il die in
Abbildung 3-8 gezeigten Peptide. Als Kontroll-Spot wurde ein Peptid
(QRALAKDLIVPRRP) mitgespottet, das an den GST-Antikoérper bindet (C17 & C19).
Bei Vergleich mit den Peptidarray-Ergebnissen aus Berlin, entsprechen die positiven
Spots ungefahr der dort detektierten Interaktionsregion (Snu71-Il: NDVHY & Luc7-Il:
HFLGK siehe Tab. 3-4).
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Snu71-ll

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
A . 8 |
GST-FF1-2 Bl .
ciwe® es & »

Ko Ko

B1 HLANDVHYDHHRSFK
B2 NDVHYDHHRSFKEQE

C3  VKIKFDFKKAIDHSV

C14 PSERSAAEDRLPFTA
C15 RSAAEDRLPFTADEL

Luc7-1l

1 2 3 456 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
AN . LER J
s a

GST- FF1-2

A1 RIGLMGQEIDSLIRA
A8  MLQSVKLQELISKRK

A22 GAYLSRLDTDRRLAD

A23 LSRLDTDRRLADHFL
A24 LDTDRRLADHFLGKI
B1 DRRLADHFLGKIHLG

B12 NASKTATTLPGRRFV

Abb. 3-8 : Peptidarray Snu71-ll & Luc7-ll mit GST-Prp40 FF1-2

Peptidarrays von Snu71-ll Sequenz (AS329-536) & Luc7-1l Sequenz (AS93-261) synthetisiert auf 3-Ala-Membran
als 15mere mit 3AS-Verschiebung. Kontrollpeptid (Ko = QRALAKDLIVPRRP). Inkubation mit GST-Prp40FF-
Fusionsprotein (GST- FF1-2). Detektion mit a-GST-HRP und Chemolumineszenz . B1 und A24 als jeweils
starkste Spots; Fett markiert Giberlappende Regionen mit vorherigen Tests (Abb. 3-7 und Tab. 3-4).

Zur Etablierung der Methode wurden verschiedene Membranen (R-Ala- & PEG-
Membranen) im Vergleich getestet. Letztendlich wurden die meisten Versuche mit
den kommerziell erwerbbaren PEG-Membranen (PEG als Spacer) von INTAVIS
durchgefuhrt.

Als nachstes wurde die ganze Aminosauresequenz von Luc7 als 15mere in einer
3AS-Verschiebung auf eine PEG-Membran synthetisiert und mit den vorhandenen
GST-Prp40FF-Fusionsproteinen getrennt inkubiert. Als Negativkontrolle diente GST
allein (Abb. 3-9).
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1 2 34567 8 910111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24

A
GST-FF1 B
Luc7 C
D
1 2 34567 8 91011 1213141516 17 18 19 20 21 22 23 24
A
GST-FF1-2 B
Luc7 C
D
A5 KLVEQLMGRDFSFRH
A6 EQLMGRDFSFRHNRY
A7 MGRDFSFRHNRYSHQ
A8 DFSFRHNRYSHQKRD
C23 LDTDRRLADHFLGKI
C24 DRRLADHFLGKIHLG
D1 LADHFLGKIHLGYVK
D2 HFLGKIHLGYVKMRE
12 345617 8 91011 1213141516 17 18 19 20 21 22 23 24
A
GST-FF2 B
Luc7 C
D
34567 8 9101112 13141516 17 18 19 20 21 22 23 24
A
GST-FF4 B
Luc7 C
D
34567 8 9101112 13141516 17 18 19 20 21 22 23 24
A
GST-FF3-4 B
Luc7 C
D
1 2 34567 8 91011 1213141516 17 18 19 20 21 22 23 24
A
GST B
Luc7 (o8
D

KO

Abb. 3-9: Peptidarray Luc7 mit GST-Prp40FF-Konstrukten

Peptidarrays Luc7 Sequenz (AS1-261) synthetisiert auf PEG-Membran als 15mere mit 3AS-Verschiebung.
Kontrollpeptide (Ko = QRALAKDLIVPRRP). Inkubation mit GST-Prp40FF-Fusionsproteinen (GST-FF1; GST-FF2;
GST-FF4; GST-FF1-2 & GST-FF3-4) und GST als Kontrolle. Detektion mit a-GST-HRP und Chemolumineszenz.
A5 und C24 als jeweils starkste Spots markiert. Fett markiert GUberlappende Peptide. Alle positiven Peptide sind in
Tabelle 3-5 gezeigt.
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GST- Prp40
Spot Luc7-Peptidsequenzen FF1 | FF2 | FF4 |FF1-2|FF3-4
A1 MSTMSTPAAEQRKLV ++
A3 PAAEQRKLVEQLMGR ++
A5 KLVEQLMGRDFSFRH T+ |ttt e || A
A6 EQLMGRDFSFRHNRY + +++ + ++ T
A7 MGRDFSFRHNRYSHQ + R Tt il
A8 DFSFRHNRYSHQKRD (+) ++ +
A9 FRHNRYSHQKRDLGL T (+) s
A10 NRYSHQKRDLGLHDP ++ (+) i
A17 (LVGECPYDLFQGTKQ) (++)C
A18 (ECPYDLFQGTKQSLG) (++)C
A19 (YDLFQGTKQSLGKCP) (++)C
A21 (TKQSLGKCPQMHLTK) (+)C
A22 (SLGKCPQMHLTKHKT) (+)C
A23 (KCPQMHLTKHKIQYE) (+)C
B1 LTKHKIQYEREVKQG ++
B2 HKIQYEREVKQGKTF ++ (+)
B7 PEFEREYLAILSRFV +++ T+ (+)
B10 (ILSRFVNECNGQISV) (+)C (+)C
B13 NGQISVALQNLKHTA (+) (GG
B15 ALQNLKHTAEERMKI ++
B16 NLKHTAEERMKIQQV ++ (+)
B24 RIGLMGQEIDSLIRA +
Cc7 MLQSVKLQELISKRK +++ (+) [ ()
Cc8 SVKLQEL ISKRKEVA +++ (+) [ (+)
C9 LQEL ISKRKEVAKRV +++ ) 1 &)
C10 L1SKRKEVAKRVRNI +++ ) [ ()
Cc11 KRKEVAKRVRNITEN +++ (+) [ (+)
C13 KRVRNITENVGQSAQ ++
C14 RNITENVGQSAQQKL ++
C18 (QKLQVCEVCGAYLSR) (+)C | (+)C (+)C | (+)C
C20 EVCGAYLSRLDTDRR +++ + (+) | +++
Cc21 GAYLSRLDTDRRLAD (+)
C22 LSRLDTDRRLADHFL +H+ [ 4+ T+t
C23 LDTDRRLADHFLGKI (+) ial ial
C24 DRRLADHFLGKIHLG tHE | A | (F) [ | 4
D1 LADHFLGKIHLGYVK + (+)
D2 HFLGKITHLGYVKMRE (+) ++ (+) ++ ++
D5 YVKMREDYDRLMKNN ++ 1 1 &)
D6 MREDYDRLMKNNRTT ++ ) 1 &)
D7 DYDRLMKNNRTTNAS ++ (+) [ ()
D8 RLMKNNRTTNASKTA ++ (+) [ (+)
D9 KNNRTTNASKTATTL ++ (+) 1 <)
D10 RTTNASKTATTLPGR ++ (+) [ ()
D11 NASKTATTLPGRRFV ++ (+)

Tab. 3-5: Positive Peptide Luc7 mit GST-Prp40FF-Konstrukten (aus Abb. 3-9)
+++ sehr starke Interaktion; ++ starke Interaktion; + schwache Interaktion; (+) sehr schwache Interaktion; (+)C
markiert Cystein-haltige Spots (nicht gewertet); Fett markiert weiter analysierte Peptide; Gelb markiert N- und C-

terminale Interaktionsregion in Luc7
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Alle GST-Prp40FF-Domanenkonstrukte zeigen wieder ein ahnliches Interaktions-
muster in der Luc7-Peptidsequenz (Vergleich Tab. 3-5 mit Peptidarrays Berlin Tab.
3-4 und Abb. 3-7). Es kommen hauptsachlich zwei Interaktionsregionen vor, die in
allen GST-FF-Konstrukten auftreten. Die erste Interaktionsregion liegt im N-
Terminus (A5-10), die zweite, welche mit den Y2H-Ergebnissen ubereinstimmen
wurde (Luc7-ll), liegt im C-Terminus (C20-24; D1-2) und stimmt auch mit den
vorherigen positiv getesteten Peptidregionen Uberein (Tab. 3-4 & Abb. 3-8). In der
Kontrolle mit GST allein, kann keine Bindung festgestellt werden. Auffallig sind eine
Reihe Cystein-haltiger positiver Peptide. Bekannter weise reagieren Cystein-haltige
Peptide sowohl mit GST als auch mit Glutathion und wurden folglich nicht in der

Auswertung berucksichtigt.

Aus den Y2H-Ergebnissen war bekannt, dass die Interaktion in Luc7 im C-
terminalen Teil des Proteins stattfinden soll. Deshalb wurde die Region um diesen
Spot (C24; starkster Spot bei GST-FF1) naher untersucht, indem nur eine 1AS-
Verschiebung vorgenommen wurde. Aullerdem wurden noch Peptide als 21mere
gespottet, ebenfalls mit einer 1AS-Verschiebung. Somit kann die Binderegion
genauer eingegrenzt werden. Inkubiert wurde der Array mit GST-FF1 oder GST-FF1-
2, da hier die deutlichsten und spezifischsten Signale flr Luc7 zu erwarten waren
(Abb. 3-10).
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Luc7 (15,1)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
GST-FF1 A

A17 TDRRLADHFLGKIHL
A18 DRRLADHFLGKIHLG
A19 RRLADHFLGKIHLGY

Luc7 (15,1)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

GSTFFI2 AL a4l 14009 TS

A16 DTDRRLADHFLGKIH

A17  TDRRLADHFLGKIHL
A18 DRRLADHFLGKIHLG
A19 RRLADHFLGKIHLGY

Luc7 (21,1)
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

GsTFF2 AL = «o0@@® @ e

A9  GAYLSRLDTDRRLADHFLGKI

A10  AYLSRLDTDRRLADHFLGKIH

A11 YLSRLDTDRRLADHFLGKIHL
A12 LSRLDTDRRLADHFLGKIHLG
A13 SRLDTDRRLADHFLGKIHLGY

Abb. 3-10: Peptidarray Luc7 1AS Verschiebung
Peptidarrays Luc7 Peptidsequenz synthetisiert auf PEG-Membran als 15mere bzw. 21mere mit 1AS-
Verschiebung (15,1 bzw. 21,1). Inkubation mit GST-Prp40FF-Fusionsproteinen (GST-FF1 & GST-FF1-2).

Detektion mit a-GST-HRP und Chemolumineszenz. Fett markiert jeweils starkster Spot.

Die Peptidsequenz DRRLADHFLGKIHLG (A18; 15mer) beziehungsweise
LSRLDTDRRLADHFLGKIHLG (A12 als 21mer) ergibt das starkste Signal.
AuBerdem Uberlappen die Peptide mit den in Berlin durchgeflihrten unabhangigen
Versuchsergebnissen. Deshalb wurden diese Peptide durch Peptidarray-

Mutationsanalysen genauer untersucht.
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FF2
FF4

FF1-2
FF3-4

@000

B1B2  C14C15
@0
212223 26

21 EKNRSLYLKELLHLANDVHY

-

22 RSLYLKELLHLANDVHY

23 YLKELLHLANDVHY

26 NDVHYDHHRSFKEQEERRDE
Bl HLANDVHYDHHRSFK

B2 NDVHYDHHRSFKEQE

Abb. 3-11: Schematische Darstellung der Binderegionen in Snu71

Zusammenfassung der Ergebnisse der unabhéngig durchgefiihrten Peptidarrays mit verschiedenen GST-

Prp40FF-Konstrukten A) meine Durchfiihrung mit 15meren in 3AS-Verschiebung auf R-Ala-Membran (Roboter
Multipep, INTAVIS) dargestellt in Abb. 3-8 und B) Kollaboration mit Rudolf Volkmer-Engert; Berlin (Durchfihrung
C. Landgraf) mit 20meren in 3AS-Verschiebung auf CAPE-Membran (Roboter Abimed) und Austausch von
Cysteinen durch Serin dargestellt in Abb. 3-7 und Tab. 3-4; Zahlen bzw. Buchstaben und Zahl geben Spotposition

auf der Membran an.

D.m.
At
C.e.
C.e.
H.s.
S.p.
S.c.

COnsensus
qUErY

gi 7290607
gi 7456337
gi 17565044
gl 17565046
gl 30152961
gi 159112042
gi 1723645

429
364
610
475
472
314
387
455
364

610 B20 630 640 650 660
0%0n00(]nooa®aoooflonoo@oooalaooo@oooolloooa¥anoo]oooo¥oooal
DEEEIESQRDDYEFLEN------————- DHISHAPSASLASGLVD AND-RIESPRGFEER
TEFEIESIRADINZAENy-------—- eEHLEKNRSLYLEELLHL ANIHYDHHRSFEEQ
EQRQESCOLDEYTDPDMAgr ndddsisndDRASHAD TASNAS GV T AN nN IS LENAL AR
DFEENGEGHEZHAIDNN S --———————- FIELHAPSRELGF GLYGIGE-RIEVESVFYEE
SEEESDSERTDVEREIE--———————— DEIKEEPIDVDIZEHVDRENT-GIEGTHGHEF G
SEEESDSEETDVEEEIE---------—- DEIKEEFIDVDIZEHVDRNT-GIRGTHGHE G
EEEEEPEQEPCLEPTLR------—--——- PISEAPEVES ASGHNATRNTpGIESPCGITIF
DDEEARVSRDEYFVIRA--———-———— LIRHRAVARAREED ADALD-REEEERELRTE
TEPEKIESIRADIMZAENy-------—- eEHLEKNRSLYLKELLHL ANDvHYDHHRIFEEQ

Abb. 3-12: Alignment Snu71-Interaktionsregion in verschiedenen Spezies (Ausschnitt)

476
434
669
526
518
el
144
05
434

D.m. Drosophila melanogaster; A.t. Arabidopsis thaliana; C.e. Caenorhabditis elegans; H.s. Homo sapiens;

S.p. Schizosaccharomyces pombe; S.c. Saccharomyces cerevisiae; Rahmen zeigt Interaktionsregion.
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A1 3 5678910 B1 2 7 131516 24 C78910111314 20 222324D12 56 78 91011
) (N
A2 o oS 8
(G19) e O 000 © 000e0ee : %‘. (0000000
""""""""""""""""""""""""""""""""""" A A8 T A2zt T T T T T B2
A1 ©0 @)
B 1112 14 O o 3334
2223 25 27
A5 KLVEQLMGRDFSFRH C20 EVCGAYLSRLDTDRR
A6 EQLMGRDFSFRHNRY c22 LSRLDTDRRLADHFL
A7 MGRDFSFRHNRYSHQ Cc23 LDTDRRLADHFLGK1
A8 DFSFRHNRYSHQKRD Cc24 DRRLADHFLGKIHLG
A9 FRHNRYSHQKRDLGL D1 LADHFLGK ITHLGYVK
A10 NRYSHQKRDLGLHDP D2 HFLGKITHLGYVKMRE
22 GAYLSRLDTDRRLADHFLGK
@ FFi 23 LSRLDTDRRLADHFLGKIHL
: FF2 25 DRRLADHFLGKIHLGYVKMR
FF4
@ Fri2 27 HFLGK IHLGYVKMREDYDRL
@ Fr3-4

Abb. 3-13: Schematische Darstellung der Binderegionen in Luc7

Zusammenfassung der Ergebnisse der unabhangig durchgefiihrten Peptidarrays mit verschiedenen GST-
Prp40FF-Konstrukten A) meine Durchfihrung A1) mit 15meren in 3AS-Verschiebung auf R-Ala-Membran
(Roboter Multipep, INTAVIS) dargestellt in Abb. 3-8 A2) mit 15meren in 3AS-Verschiebung auf PEG-Membran
(Roboter Multipep, INTAVIS) dargestellt in Abb. 3-9 und Tab. 3-5 (nicht bertcksichtigt wurden Cystein-haltige
Spots) und B) Kollaboration mit Rudolf Volkmer-Engert; Berlin (Durchfiihrung C. Landgraf) mit 20meren in 3AS-
Verschiebung auf CAPE-Membran (Roboter Abimed) und Austausch von Cysteinen durch Serin dargestellt in

Abb. 3-7 und Tab. 3-4; Zahlen bzw. Buchstaben und Zahl geben Spotposition auf der Membran an.

310 320 330 340 350 360

S R N TR [ SN [N S [SNNPRNIE S IS SR
COnsSensus 85 ——————————— - OOOKLEVCEVCGAYLIRLDNDRERLANHFGGE| 215
query LB memmmmmmssmmmessses s D AOOKLOVCEVCGAYLSRLDTDRRLATIHFLGE| 224
D.m.g:i_ 22831555 245 ageaagaasedktsektdskaagwshdamPERONEVCEICGAFLIVGDAQORIENHLMGE| 304
S.p. gl 5743693 LEE ——mmmemmemmomsmsssosososmmmsm=—— THOELOVCDICSAYLSRLDNDRERLATIHFSGE] 213
S.C. gi 1431114 194 ————————— - AQQKLOVCEVCGAYLIRLDTDRRLAHFLGE| 224
D.m.gi TRIAEFIL  AEE e e e s e e s s e QOOKLEVCEVCSAYLGIHDND IRLATIHFGGE| 218
H.s. gi 4929617 183 —-————-———————————— QOOELEVCEVCIAYLGLHDNDRRELATIHFGGE| 213
Ce. gi 2496831 184 —————————————— - ———— NSAKLEVCEDCGAQLNITDHESRIATIHYNGE| 214
ALt e R | R e e e e e TDOELRLCDICGAFLIVYDEDRRELATIHFGGE| 2 68
At. i 1699023 LT QEKEMALCEVCGSFLVANDAVERTOQIHVTCGE| 217

Abb. 3-14: Alignment Luc7-ll-Interaktionsregion in verschiedenen Spezies (Ausschnitt) D.m. Drosophila
melanogaster; A.t. Arabidopsis thaliana; C.e. Caenorhabditis elegans; H.s. Homo sapiens; S.p.

Schizosaccharomyces pombe; S.c. Saccharomyces cerevisiae; Rahmen zeigt Interaktionsregion.
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Luc7-Peptidarray-Mutationsanalysen

Um die Interaktion auf Aminosaure-Ebene zu bestimmen wurden Ala-Scans (Liu et
al. 1999; Bluthner et al. 2000) durchgefuhrt, d. h. jede Aminosaure in der
Peptidsequenz wird nacheinander durch Alanin ersetzt. Dabei wird deutlich welche
Aminosauren flr die Bindung wirklich essentiell sind, namlich dort, wo durch einen
Aminosaure-Austausch keine Bindung mehr stattfinden kann.

Untersucht wurde vornehmlich die C-terminale Binderegion in Luc7 (Abb. 3-11),
aufgrund der Y2H-Ergebnisse (Tab. 3-2).

wteLSRLDTDRRLADH F_L
(B-Ala) GST-FF1-2_‘=‘ - L ]

WtLDTDRRLADHFLGKl
B-Ala) csT-Fr2 NN R RN RS ES »

wteLDTDRRLADHFLGEKI

(p-nia) csT- Fr1-2 S

wteLDTDRRLADHPFLGKI
(Pec) esT-£r1-2 e

witDRRLADHPFLGEKTIHLG

Pec) esT-Fe1 D & ® Do

wteDRRLADHPFLGKIHLG

(PEG) GST-FF1

wteDRRLADHPFLGKIHLG

(PEG) GST-FF1

wtDRR LADHPFLGERKIHLG
(PEG) GST-FF1

wteDRRLADHPFLGKIHLG

(PEG) GST- FF1

wtDRRLADHPFLGEKIHLG

(PEG) GST-FF1

wtDRRLADHPFLGKIHLG

Pec) osT- Fr .

Abb. 3-15: Luc7 Peptidsequenz Ala-Scans mit GST-FF1 & GST-FF1-2

Peptidarrays Luc7 Peptidsequenz (LSRLDTDRRLADHFLGKIHLG)synthetisiert auf PEG-Membran (PEG) und R-
Ala-Membranen (R-Ala) als 15mere. wt kennzeichnet wildtyp-Peptidsequenz. Die Uber jedem Spot angegebene
AS wurde durch Alanin ersetzt. Inkubation mit GST-Prp40FF-Fusionsproteinen (GST-FF1 & GST-FF1-2).
Detektion mit a-GST-HRP und Chemolumineszenz. Fett markiert fur Interaktion essentielle AS. Kursiv markiert
AS mit Einfluss auf die Interaktion.
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Die im N-Terminus positiv getestete Peptidregion wurde auch durch einen Ala-Scan
naher untersucht und ergab, dass die Aminosaure Arginin in der Luc7-Peptidsequenz
fur die Bindung zu FF1 wichtig ist (Abb. 3-16).

Luc7 Peptidsequenz
wtKLVEQLMGRDFSFRH

csT-Fr1 S0 0000000 00 e o

Abb. 3-16: Luc7 Peptidsequenz Ala-Scan mit GST-FF1

Peptidarrays Luc7 Peptidsequenz (KLVEQLMGRDFSFRH)synthetisiert auf PEG-Membran als 15mer. wt
kennzeichnet wildtyp-Peptidsequenz. Die Uber dem Spot angegebene AS wurde durch Alanin ersetzt. Inkubation
mit GST-Prp40FF-Fusionsprotein (GST-FF1). Detektion mit a-GST-HRP und Chemolumineszenz. Fett markiert

fur Interaktion essentielle AS.

Zur Erzielung eines starkeren Effektes wurden mit der C-terminalen Luc7-
Peptidsequenz zusatzlich Doppel-Ala-Scans durchgefuhrt. Dabei wurden immer zwei

hintereinanderliegende Aminosauren auf einmal in der Sequenz durch Alanin ersetzt.

Luc7 Peptidsequenz

L DRRADHFLG I HL G
mAARLADHFLGKIHLG
®DAALADHFLGKIHLG
“DRAAADHFLGKIHLSG
“DRRA|[ADHFLGKTIHLSG
WDORRLAAHFLGKIHLG
L ®DRRLAAAFLGKIHLG
v DRRLADRAR|ILGKIHLG
B DRRLADH[@AI[AIGK I HLG
“DRRLADHFA[AKIHLG
"DRRLADHFLA[|IHLG
DRRLADHFLG|A|lAHLG
®DRRLADHFLGKAALG
®DODRRLADHFLGKIARAG
®ORRLADHFLGKIHARB

Abb. 3-17: Luc7 Peptidsequenz Doppel-Ala-Scan mit GST-FF1

Peptidarrays Luc7 Peptidsequenz (DRRLADHFLGKIHLG)synthetisiert auf PEG-Membran als 15mere.
Kontollpeptid (Ko = QRALAKDLIVPRRP). 1. Reihe zeigt wildtyp-Peptidsequenz. AA zeigt ersetzte AS durch
Alanin in Peptidsequenz. Inkubation mit GST-Prp40FF-Fusionsprotein (GST-FF1). Detektion mit a-GST-HRP und

Chemolumineszenz. Der Rahmen markiert die fir die Interaktion essentiellen AS.
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Abb. 3-18: Luc7 Peptidsequenz Doppel-Ala-Scan mit GST-FF1-2

Peptidarrays Luc7 Peptidsequenz (LSRLDTDRRLADHFLGKIHLG)synthetisiert auf PEG-Membran als 21mere.
Kontollpeptid (Ko = QRALAKDLIVPRRP). 1. Reihe zeigt wildtyp-Peptidsequenz. AA zeigt ersetzte AS durch
Alanin in Peptidsequenz. Inkubation mit GST-Prp40FF-Fusionsprotein (GST-FF1-2). Detektion mit a-GST-HRP

OOOOP P OoOnonomononononononononononae

7<7<7<:u:u|7<7<7<7<7<7<7<7<7<7<7<7<7<7<7<m

I et i T T T R R

und Chemolumineszenz. Der Rahmen markiert die fiir die Interaktion essentiellen AS.

Da alle GST-Prp40FF-Konstrukte ahnliche Interktionsmuster zeigten, wurden die
einzelnen FF-Doméanen im Ala-Scan verglichen. Gemeinsam fur die drei getesteten
FF-Doméanen (FF1; FF2 und FF4) fihrt der Verlust der Aminosaure Lysin (K), zu

einem Interaktionsausfall (Abb. 3-19).
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Luc7 Peptidsequenz
wteDRRLADHFLGEKIHLG

Abb. 3-19: Luc7 Peptidsequenz Ala-Scan Vergleich FF-Doménen

Peptidarrays Luc7 Peptidsequenz (DRRLADHFLGKIHLG)synthetisiert auf PEG-Membran als 15mere. wt
kennzeichnet wildtyp-Peptidsequenz. Die Uber dem Spot angegebene AS wurde durch Alanin ersetzt. Inkubation
mit GST-Prp40FF-Fusionsprotein (GST-FF1, GST-FF2 & GST-FF4). Detektion mit o-GST-HRP und Chemo-

lumineszenz. Fett markiert fiir Interaktion essentielle AS.

In Tabelle 3-6 sind die Ergebnisse aus allen Ala- und Doppel-Ala- Scans noch einmal
zusammengestellt. Dabei wird deutlich, dass vor allem Phenylalanin (F) und Lysin

(K) far die Interaktion mit der FF-Domane sehr wichtig zu sein scheinen.

Luc?7 Peptidsequenz
LSRLDTDRRLADHFLGEKTIHLG

Membran| GST-Konstrukte
B-Ala FF1-2 [ | |
B-Ala FF1-2
B-Ala FF1-2
PEG FF1-2
PEG FF1
PEG FF1
PEG FF1
PEG FF1
PEG FF1
PEG FF1
PEG FF1
PEG FF1-2 AA [ 1 | [ | |
PEG FF1 AA
PEG FF2
PEG FF4 HEEEEN

1AS — Peptidlange
starker Ausfall

mittlerer Ausfall

Ooon

schwacher Ausfall

Tab. 3-6: Zusammenfassung Luc7 Peptidsequenz Ala-Scans
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Noch deutlicher wird die Signifikanz der Aminosauren in der Bindesequenz, wenn
jede Aminosaure durch alle 20 naturlich existierenden Aminosauren substituiert wird
(Otte et al. 2002, Boisguerin et al. 2004).

AMINOSAUREN
A CDEFGHI KLMNPQRSTVWY

Luc? Peptidsequenz
Q HoDHXRXQPEHR DO P HYW RO

GST-FF1

Abb. 3-20: Substitutionsanalyse der Luc7 Peptidsequenz mit GST-FF1

Peptidarrays von Luc7 mit der Peptidsequenz (DRRLADHFLGKIHLG)synthetisiert auf PEG-Membran als 15mere.
Obere Reihe zeigt alle 20 AS im 1-Buchstabencode, die AS in Luc7 Peptidsequenz substituieren. Inkubation mit
GST-Prp40FF-Fusionsprotein (GST-FF1). Detektion mit a-GST-HRP und Chemolumineszenz.
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Luc7-Peptidsequenz
FIL|G|K|I|H|L|G
A A A(AlA|A |:| unpolare hydrophobe AS
C
D D |:| polare ungeladene AS
E
Flr[E E[F|] [ basischeAs
G Gle|G|G|G|G|G
H H|H H|H|H |:| saure AS
:II I I
oK K [ ] wt Kontroll-AS
§LLL LIL|L
2IM| |[M|M| |[M|M|M[M
g[N| [N|N| [N|[N[N[N
<(p[ [Pl2] 2P| [2
Q Q[Q Q QfQ
R RIR|R|R|R|R|R
S S|S s[{S|s]|s
T T(T T|(T|T|T
\') v v
WIWw|W|WW[Ww|W|w|W
Y Y Y Y
F G
®Hx KxH=xx
L R L

Tab. 3-7: FF1 Bindesequenz von Luc7 (Auswertung aus Abb. 3-20)

AS sind angegeben im Einbuchstabencode, ¢ kennzeichnet hydrophobe AS, x kennzeichnet beliebige AS.

So konnte die erste Position (F) der Luc7-Peptidsequenz (F1L2G3K4lsHsL7Gg) nicht
ohne einen signifikanten Verlust der Bindung ersetzt werden aufler von den
hydrophoben Aminosauren Isoleucin (I), Leucin (L) und Tryptophan (W). Die zweite
Position (L) toleriert mehrere Aminosauren, hat aber eine Praferenz fur Phenylalanin
(F) und Histidin (H). Position drei (G) ist relativ tolerant gegenltber Substitutionen.
Position vier (K) hingegen zeigte eine fast ausschlielliche Bevorzugung der
basischen Aminosauren Lysin (K) und Arginin (R). Position funf (I) war wieder
flexibler fur einen Austausch. Position sechs (H) konnte wieder durch mehrere
ersetzt werden, aber mit einer Tendenz zu Glycin (G) und Leucin (L). Die Positionen

sieben (L) und acht (G) sind wieder tolerant fir einen Austausch. An keiner Stelle der
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Peptidsequenz wurden Cystein (C) und die sauren Aminosauren Asparaginsauren
(D) und Glutaminsaure (E) akzeptiert. Anscheinend sind zumindest Phenylalanin (F)
und Lysin (K) fur die Bindung essentiell, da diese sich nur durch sehr ahnliche
Aminosauren ersetzen lassen (F: hydrophob — l:lIsoleucin; L:Leucin, W:Tryptophan
& K: basisch — R:Arginin). Die umliegenden Aminosauren scheinen flur die Bindung
auch von Bedeutung zu sein, so dass man eine deutliche Binderegion in der

Sequenz von Luc? fur die FF1- Domanen erkennen kann.

Dies sollte durch Mutation in der Sequenz in erneuten Y2H-Versuchen und in vitro

Bindungsassays Uberpruft werden.
Bioinformatische Auswertung der Peptidarrayergebnisse
Die identifizierten Interaktionsregionen von Snu71 und Luc7 wurden in einem BLAST

(NCBI BLAST: http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/BLAST/) gegen das Hefegenom nach

gleichen oder ahnlichen Sequenzen (Search for short, nearly exact matches)

durchsucht. Dabei wurde nach Proteinen mit ahnlicher biologischer Funktion, wie die

von Prp40, gesucht.

Ein Snu71-BLAST mit der Sequenz NDVHY ergab unter anderen zwei interessante

Proteine mit einer Funktion im Spleillmechanismus:

Msl5:

>Dgi|6323145|ref|NP 013217.1) E Component of the cowmitment complex, which defines the firstc
step in the splicing pathway: essential protein that interacts

with MudzZp and Prpd40p, forwming & bridge between the intron

ends;: also involved in nuclear retention of pre-mBML; MslSp

[Saccharomyces cerevisiae]

ogi| 74645032 | sp| Q121586 MSLS YELST E Branchpoint-bridging protein M3LS [(MUD synthesis lethal 5 protein)
[BEEP) (Splicing factor 1)

gi| 12565857 | gb | AAES2365.1] E Tlrlilewp [Saccharomyces cerevisiaes]
gi| 12970531 | emb | CAAGI1E695.1] L2949 [Saccharomyces cerevisias]

gi| 1360514 | emb | CARITESS . 1] E M3LES [Zaccharomyces cerevisiae]
Length=476

Socore = 21.0 bits (42), Expect = 11
Identities = 5/5 (100%), Fositives = 5/5 (100%), Gaps = 0/5 (0%)

Query 1 WNDVHY &

WDWHY
Sbjet 337 NDVHY 341
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Prp6:

>gi|6319529|ref|NP o09611.1] E Splicing factor, component of the T4/U6-US snRNP complex: Prpép
[Saccharomyces cerevisiae)

gi| 1305807 | sp|P19735| PRPE YELST E’ Pre-mRNi-splicing factor PRPE

gi| 4230 | emb | CAAITVESD. 1) unnamed protein product [Saccharonmyoes cerevisiae]
gi| 536291 | e | CALSE995.1 |

gi]| 559951 |emb | CAASE395.1] EH PEFH6 protein, splicing factor [Saccharomyces cerevisiae)
Length=5899

PEFPE [Saccharomyces cerevisias]

Soore = 17.6 bhits (34), ExXpect = 120
Identities = 4/4 (100%), Pozitives = 4/4 (100%), Gaps = 0/4 (0%)

Query 2 DVHY 5

DVHY
Shjet 288 DVHY 291

Ein Luc7-BLAST mit der Sequenz FLGKIH ergab unter anderen ein interessantes

Protein, mit einer Funktion im Spleilmechanismus:

Prp9:

>Dgi|63201'?4|ref|NP 010254.1] ﬂ Subunit of the 3F3a splicing factor cowmplex, reguired for spliceosome
assembly; acts after the formation of the Ul snENP-pre-mBENL
complex; Prp9p [3accharomyces cerevisiae]

gi] 130805 sp| P19736| PRPS YEAST E Pre-mPNAi-splicing factor PRPS

gi|4241|emb| CALITEGD. 1] Eﬂ unnamed protein product [Jaccharomyces cerevisiae]

gi| 1279656 emb | CAASGE459 . 1| unknown [Saccharomyces cerevisiae]

gi| 1431008 | ewlh | CAADEESD . 1| EI PRPO [Saccharomyces cerevisiae]
Length=530

Score = 15.9 hits (30), Expect = 465
Identities = 4/4 (100%), Positives = 4/4 (100%), Gaps = 054 (0%)

Query 3 GEIH o6
GKIH
Shict 301 GKIH 304

Aulerdem wurde das Hefegenom nach dem in dieser Arbeit charakterisierten Luc7-

Motiv durchsucht (http://www.expasy.ch/tools/scanprosite/):
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Luc7-Motiv-Variationen H S |BRR2| CWC22 | CWC26 | HSH49 | MSL1| PRP6 | PRP8 | PRP19 | RSE1
[FIL]-[FHL]-X-[KR]-X-[GHL] | L L X X X X X X X X X
F-[FHL]-X-[KR]-X-[GHL] 498458 x - - - X - - - X
[FIL]-L-X-[KR]-X-[GHL] L L X - X - - X X - X
[FIL]-[FHL]-X-K-X-[GHL] L L X X - X X - X X X
[FIL]-[FHL]-X-[KR]-X-H 275(264]| x - - - - - - - X
F-[FHL]-X-K-X-[GHL] 313|295] - - - - X - - - X

Abb. 3-21: Luc7-Motiv-Suche im Hefegenom (http://www.expasy.ch/tools/scanprosite/)

GroRbuchstaben zeigen die Aminosauren im Einbuchstabencode; Eckige Klammern zeigen variable AS an dieser

Position; GroRes X zeigt variable Position fiir fast alle AS; H steht fir x Hits in y Sequenzen (S); L steht fir

Datenbanklimit; Kleines x zeigt gefundenes Protein mit jeweiligem Motiv-Variation; obere Zeile zeigt ausgewahlte

Proteine mit einer Funktion im Spleilimechanismus; CWC22 und CWC26 sind Cef1 assoziiert (nach Stevens et

al. 2002).
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Luc7- Mutation

Die aus den Peptidarray-Ergebnissen stammenden AS Daten sollten in Y2H-Tests
Uberpruft werden. Dazu wurden in der Luc7 Aminosaure-Sequenz (Prey) die
entsprechenden Aminosauren in einer Mutagenesereaktion durch Alanin ersetzt
(siehe Abb. 3-22) und im Y2H-Versuch die Bindung zu FF1 als Bait Uberprift. Keine
Bindung sollte bei den Baits FF3-4; FF2; FF3; FF4 und pOBD2 (leerer Bait-Vektor),
sowie pOAD (leerer Prey-Vektor), erfolgen. Eine positive Interaktion sollte bei Prp40
wt, FF1-4 und FF1 stattfinden.

Prp40 (BAIT)
wt FF1-4 FF3-4 FF1 FF2 FF3 FF4 pOBD2 Luc?7 Peptidsequenz

“'| DRRLADHFLGKIHLG
| DRAAADHFLGKIHLG
Z| DRRLADHAAGKIHLG

g

-
*

Luc? (PREY)
N

¥| DRRLADHFLGAAHLG

-LTH 3mM 3AT Medium

Abb. 3-22: Y2H-Versuch der Luc7 Mutanten mit Prp40FF-Doménen
Die Mutante 3* (KI) zeigt eine Auswirkung auf die Bindung der FF1-Doméne. wt kennzeichnet die jeweiligen
wildtyp-Konstrukte als Bait oder Prey. Luc7-Mutanten als Preys; pOAD = leerer Prey-Vektor. Prp40-Konstrukte als
Baits (FF1-4; FF3-4; FF1; FF2; FF3; FF4). pOBD2 = leerer Bait-Vektor

Aus den Y2H-Versuchen geht hervor, dass die ersten beiden Luc7-
Mutationskonstrukte (RL — AA; FL — AA) die Bindung zu Prp40 (wt, FF1-4 & FF1)
nicht beeinflussen. Jedoch kann bei dem dritten Konstrukt (KI — AA) ein Ausfall der
Bindung zu Prp40 wt und FF1-4 beobachtet werden. Die Interaktion zu Prp40-FF1 ist
zwar noch vorhanden, fallt aber, auch im Wiederholungstest, wesentlich schwacher
aus, als im Vergleich mit dem wt-Konstrukt von Luc7. Vergleicht man dieses

Ergebnis mit den Peptidarray-Ergebnissen (siehe Abb. 3-23), wo Phenylalanin (F)
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und Lysin (K) als essentiell flr die Interaktion eingestuft wurden, ware zumindest
noch ein Ausfall der Interaktion mit dem zweiten Luc7-Mutationskonstrukt (FL — AA)

zu erwarten gewesen.

Luc7 Peptidsequenz
DRRLADHFLGKIHLG

RL — AA[{FL — AA|KI — AA wt

GST-FF1

Abb. 3-23: Peptidarray-Mutation Luc7 Peptidsequenz
Peptidarrays Luc7 Peptidsequenz (DRRLADHFLGKIHLG)synthetisiert auf PEG-Membran (PEG) als 15mere. wt
kennzeichnet wildtyp-Peptidsequenz. AA zeigt den jeweiligen Doppel-AS-Austausch in der wt-Peptidsequenz
durch Alanin. Inkubation mit GST-Prp40FF-Fusionsprotein (GST-FF1). Detektion mit a-GST-HRP und Chemo-
lumineszenz. Fett markiert fur Interaktion essentielle AS.

In vivo Prp40-FF- Deletionen

Um die Bedeutung der FF-Domanen in Prp40 zu untersuchen, wurden diese vom C-
Terminus her in vivo deletiert. Dabei wurde durch homologe Rekombination einer
ProteinA-Kanamycin-Kassette an die Stelle der jeweiligen FF-Domane, die deletiert
werden sollte, zum Nachweis, eingesetzt (Knop et al. 1999). So konnte ein ProteinA
getaggtes Deletions-Konstrukt (Prp40FFA3-4ProA) hergestellt werden, das im
Vergleich zu dem full length Prp40-ProteinA getaggten Protein (Prp40FF1-4ProA)
einen Wachstumsdefekt zeigt (siehe Tab. 3-8 & Abb. 3-25). Dies deutet darauf hin,
dass die deletierten FF-Doméanen 3 und 4 nicht essentiell fiir das Uberleben der
Hefezelle sind, aber irgendeinen Mechanismus in der Zelle beeinflussen, was zum
Beispiel der SpleiRvorgang sein konnte. Alle anderen Deletionen resultieren in einem

letalen Effekt der haploiden Hefezelle (siehe Tab.3-8). Die vitalen Konstrukte wurden
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durch Kontroll-PCR aus der jeweiligen genomischen DNA und Western- Blot aus

den jeweiligen Hefestammen verifiziert (sieche Abb. 3-24).

Prp40 FF- Deletionen
Konstrukt Skizze Phanotyp

FF1-4 ProA H—0-0—€—€— Proa vital
A FF4 ProA a—E-O—E€ ProA letal

AFF3-4ProA | 849—6)-€) ProA vital

AFF2-4 ProA | 84—y ProA letal
FF1-1 ProA yo—0-0 ProA letal
FF2-2 ProA —0-€r ProA letal

Tab. 3-8: in vivo FF-Deletionskonstrukte Prp40

Rot : WW-Domanen; Blau: FF-Doméanen; Griin: coiled-coil-Region; ProA: ProteinA-Tag

g
Q
Y
o
&
<

116 kDa =
E
66 kDa

45 kDa
35 kDa

25 kDa

Abb. 3-24: Kontrolle der FF-Deletionskonstrukte mit PCR und Western-Blot

Linke Abbildung zeigt Konroll-PCR aus genomischer DNA mit Kontroll-Primern (siehe Methoden) nach
homologen Rekombination der ProA-Kanamycin-Kassette; Konstrukte zeigen die erwartete GroRe bei 1446 bp
(FF1-4ProA) und 759 bp (AFF3-4ProA); M = Marker. Rechte Abbildung zeigt Western Blot mit Nachweis der
ProA-getaggten Konstrukte mit Rabbit anti Goat (1.AK) und Goat anti Rabbit (2.AK) und Chemolumineszenz;
Konstrukte zeigen die erwartete GroRe von 83 kDa (FF1-4ProA), 56 kDa (AFF3-4ProA) und 90 kDa (KoProA) als

Kontrolle; M = Marker.
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Wachstumsdefekt Deletionskonstrukte

2,5

0D600

15 —e— wt Kontrolle (PJ69a)
/ —=— Prp40FF1-4ProA

Prp40 AFF3-4ProA

0,5

N
"

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540

Zeit (min)

Abb. 3-25: Wachstumsdefekt in vivo Deletionskonstrukt von Prp40
Das Deletionskonstrukt Prp40FFA3-4ProA zeigt einen Wachstumsdefekt im Vergleich zur wt-Kontrolle

Ob dieser Wachstumsdefekt des Deletionskonstruktes aufgrund einer Beteiligung der
FF-Domane am Spleilmechanismus hervorgerufen wird, wird durch einen

funktionellen Spleildtest & eine genomweite Microarray-Studie untersucht.

Um festzustellen, ob die Funktion der FF-Domanen von ihrer speziellen ldentitat
abhangt, wurden in vivo Konstrukte hergestellt, die zweimal die FF1-Doméane
enthalten oder zweimal die FF2-Domane (siehe Tab.3-8), welche aber nach ersten

Tests nicht lebensfahig sind.
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Funktioneller Speiftest (RT-PCR)

Um zu uberprifen, ob der Wachstumsdefekt bei der in vivo FFA3-4ProA- Mutante
eine Auswirkung auf das Spleilden hat, wurde die totale RNA aus diesem Stamm und
dem Kontrollstamm FF1-4ProA (siehe Tab. 3-8) isoliert und daraus die mRNA. Diese
wurde per RT-PCR in cDNA umgeschrieben und mit Primer in den jeweiligen
Exonregionen fur zwei  Saccharomyces cerevisiae Intron-Gene (siehe Abb. 3-26)
das korrekte SpleiRen detektiert. Die dafir ausgewahlten Gene DBP2 und ECM33
unterscheiden sich in ihrer Struktur und wurden schon in anderen Spleillosom-
Studien verwendet (Gérnemann et al. 2005). DBP2 besitzt ein sehr langes erstes
Exon (1273 bp) und ein langes Intron (1003 bp). Im Gegensatz dazu hat ECM33 ein
kurzes erstes Exon und kurzes ein Intron, aber ein langes zweites Exon (1348 bp).

Diese beiden Gene sollten so reprasentativ fur alle S.c. Intron-Gene sein.

1 58 389 ECM33 1737 1 1273 DBP2 2276 2643
_’
> 1423bp by 3 1767 bp <
l SpleiBen
-»> <« —»> <«
) 1093 bp 2 3 766 bp 4

Abb. 3-26: Schema fiir RT-PCR Spleitest

Zeigt die beiden Intron-Gene von Saccharomyces cerevisiae ECM33 & DBP2 vor und nach Spleiken mit
angegebenen Basenpaar-Grofien der PCR-Produkte. Rechtecke kennzeichnen Exons; Linien kennzeichnen
Introns; Pfeile kennzeichnen Oligonukleotide (siehe Methoden) zur RT-PCR um korrektes SpleiRen zu
detektieren.

ECM33 DBP2
RT-PCR ProduktgréBe FF1-4 AFF3-4 FF1-4 AFF3-4 M

ECM33: 1093 bp
DBP2: 766 bp
1600 bp

1000 bp
500 bp

Abb. 3-27: RT-PCR Spleiftest fiir ECM33 & DBP2
Zeigt 1% Agarosegel mit PCR-Produkten aus RT-PCR fir die Introngene ECM33 & DBP2 aus dem
Kontrollstamm (FF1-4) und dem Mutationsstamm (A FF3-4). M = Marker
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Der Wachstumsdefekt, den die FF-Deletionsmutante von Prp40 im Vergleich zu den
Kontrollstdmmen zeigt, ist in diesem Versuch nicht auf das Splei3en zurtickzufihren,
jedenfalls nicht mit den hier verwendeten Intron-Genen ECM33 und DBP2, die nach
Spleilen die korrekte RT-PCR-Produktlange zeigen (siehe Abb. 3-27). Aber vielleicht

sind diese nicht reprasentativ fur das gesamte Genom bei Hefe.

Um das korrekte Spleiken genomweit, d.h. bei allen Saccharomyces cerevisiae
Intron-Genen (275) zu untersuchen, wurden zusatzlich Microarrays benutzt (Clark et
al. 2002). Dabei kdonnen parallel alle Gene, die bei Saccharomyces cerevisiae
potentiell gespleildt werden, auf funktionierendes Spleilen auf einem Chip detektiert
werden. Dazu wurde erneut aus der Mutante FFA3-4ProA und dem Kontrollstamm
FF1-4ProA die totale RNA isoliert und daraus die mRNA. In einer Labelling-Reaktion
wurden die mRNAs in cDNA umgeschrieben und gleichzeitig mit zwei verschiedenen
Farbstoffen zur Detektion versehen (sieche Methoden). Dann wurden die
unterschiedlich markierten Proben auf zwei Chips hybridisiert und eingescannt. Die
von mir durchgefuhrten Microarray-Versuche ergaben keine Ergebnisse. Deshalb
wurden die Tests in Kollaboration wiederholt und werden derzeit noch durchgefuhrt

und ausgewertet.
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DISKUSSION

Interaktionspartner der FF-Doméanenregion von Prp40

Aus den Y2H-Ergebnissen gehen Snu71 und Luc7 eindeutig als Interaktionspartner

der FF-Domanenregion von Prp40 hervor (siehe Tab. 3-2).

Snu71/ Luc5 ist wie Prp40 und Luc7 ein U1snRNP assoziierter, essentieller
Spleil¥faktor. In Proteinkomplexstudien wurde es auch schon im Komplex unter
anderen mit Prp40 nachgewiesen (Rigaut et al. 1999; Stevens et al. 2002; Gavin et
al. 2002). Auch vorherige Y2H-Screens identifizierten Snu71 als Interaktionspartner
von Prp40 (lto et al. 2001). Snu71 enthalt zentral eine coiled-coil-Region und N-
terminal eine PWI-Domane (Abb. 4-1), eine charakteristische Spleil3faktor-Domane
(Blencowe & Ouzounis 1999; Szymczyna et al. 2003). Ferner enthalt Snu71 mehrere
Arginin-Serin (RS)-, Arginin-Glutaminsaure (RE)- und Arginin-Asparaginsaure (RD)-
Dipeptide, die auch in Spleifaktoren bekannt sind. Unter anderen enthalt auch das
U1 snRNP-70K-Protein diese SR-Sequenzen. Die Funktion liegt wahrscheinlich in

der Beteiligung von Protein-Protein-Interaktionen.

Snu71 (S.c.)

é
g

SRm160 (H.s.)

PWI-Domane

Abb. 4-1: Schematische Darstellung von Snu71 und bekannte PWI-Struktur des Menschproteins SRm160
(aus Szymczyna et al. 2003). Die NMR-Struktur der PWI-Domane von SRm160 zeigt vier a-Helices (violett). Griin

zeigt eine coiled-coil Region in Snu71.
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Luc7 wurde als Hefe-Spleildfaktor 1999 entdeckt (Fortes et al. 1999). Das LUC7
(lethal unless CBC is produced) Gen wurde identifiziert durch eine Mutation, welche
in Hefestammen, denen der nukleare CAP-Bindekomplex fehlt, letal wirkt. Luc7 ist
ebenfalls wie Prp40 und Snu71 eine Komponente des U1snRNP und essentiell
(Mutation letal) fir vegetatives Wachstum. Seine Funktion besteht in der 5'-
Spleillstellen-Erkennung. Die CAP-Struktur der pra-mRNA wird durch den nuklearen
CAP-Bindekomplex erkannt, ein konservierter heterodimerer Komplex, bestehend
aus CBC80 und CBP20 (lzaurralde et al. 1994, 1995; Colot et al. 1996; Gdrlich et al.
1996; Lewis et al. 1996). Der CBC-Komplex ist sowohl in Hefe als auch in
Saugetieren vorhanden. Luc? ist also essentiell fur die Formation des Commitment
Komplexes in Hefe, der auch noch andere Proteine der Luc-Kollektion enthalt.
Manche dieser Gene codieren Proteine, die zwischen Hefe und Wirbeltier konserviert
sind (siehe Tab. 1-1). Wie auch fur andere Spleil}faktoren charakteristisch, besitzt
Luc?7 Arginin-Serin (RS) und Arginin-Glutaminsaure (RE) Wiederholungssequenzen.
Als bekanntes Motiv enthalt Luc7 eine coiled-coil-Region (Newman et al. 2000).
Coiled-coil Motive bestehen aus zwei oder mehr a-Helices, die sich gegenseitig
umwickeln. Liganden fir diese Regionen sind in der Regel andere coiled-coil

Sequenzen.

Qualitat der Interaktionen

Es ist naturlich moglich, dass nicht alle in Frage kommenden Interaktionspartner von
Prp40 im Y2H-Screen erfasst worden sind. SchlieRlich kann es durch gelegentliche
Kontamination des Mediums zu einem Ausfall an potentiellen Interaktionspartnern
kommen und auch der Roboter, mit dem die Screens durchgeflhrt werden, weist
baubedingt Ungenauigkeiten auf, die zu Falsch-Negativen fihren konnen. Falsch-
Negative sind auch Proteine, die tatsachlich miteinander interagieren wurden, dies
aber durch eine veranderte Faltung im Zellkern nicht tun kdénnen. Falsch-Positive
sind Proteine, die normalerweise nicht miteinander interagieren, dies aber durch eine
veranderte Oberflache (z.B. milieubedingt), doch tun. Die hier als positiv getesteten
Proteine wurden aber in Einzeltests bestatigt und aufgrund ihrer biologischen Rolle
oder des biologischen Zusammenhangs als Falsch-Positive praktisch aus-

geschlossen. Aullerdem wurde zumindest die Interaktion zwischen der ersten FF-
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Domane von Prp40 und Luc? in einer unabhangigen Methode in vitro bestatigt (Abb.
3-4 und Abb. 3-5). Eine Bestatigung der Bindung von Prp40 an Snu71 kam im in
vitro-Bindeassay zwar nicht zustande (Abb. 3-3), aber dies konnte mdglicherweise
daran liegen, dass keine GST-Prp40-Fusionsproteine flur Snu71 zur Verfugung
standen (GST-Prp40 oder GST-FF2-3 und GST-FF1-3, welche im Y2H-Test positiv
waren, sind unstabil oder unléslich; siehe Diplomarbeit). Alternativ kdnnte die
Bindung von Snu71 an Prp40 auch durch Co-Immunoprazipitation nachgewiesen

werden, da fur Snu71 ein Antikorper existiert.

Bisherige Interaktionspartner von Prp40

Zu Beginn dieser Arbeit war uUber die FF-Domanen von Prp40 nur bekannt, dass sie
zusammen mit den WW-Domanen an die phosphorylierte C-terminale Doméane der
RNA-Polymerase Il (pCTD RNAPII oder RPO21) bindet (Morris & Greenleaf 2000).
Ansonsten waren zwar mehrere Interaktionspartner von Prp40 identifiziert, aber mit
Beteiligung der N-terminalen WW-Domanen (Prp8 und Msl5; Abovich et al. 1997)
Uber Prolin-reiche Regionen. Uber Y2H-Experimente wurden auch bereits mehrere
Interaktionspartner von Prp40 identifiziert (Snu71 und mdglicherweise AdaZ2; Ito et
al. 2001; CIf1 Chung et al. 1999; Prp8 und MslI5 Abovich et al. 1997). Chung et al.

berichteten auch von einer Interaktion der FF-Domanenregion mit CIf1.

Kurzlich wurde jedoch, mit der Charakterisierung der Struktur der ersten FF-Domane
von Prp40 und deren Interaktion mit dem crn-TPR1-Motiv von CIf1, (Crooked neck-
like factor 1) ein neuer Einblick Uber das Bindeverhalten der FF-Domane gegeben
(Gasch et al. 2006).

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Y2H-Screens von Prp40 ergaben kein Ergebnis
mit CIf1, auch nicht mit der ersten FF-Domane (FF1). Bei Kontrolle des CIf1-Klons
konnte festgestellt werden, dass der Vektor kein Insert enthielt. Auch Ada2 wurde fur
die FF-Domanenregion positiv getestet (siehe Diplomarbeit), aber aufgrund des
biologischen Zusammenhanges nicht weiter untersucht. Stattdessen wurden Prp40,

Snu71 und Luc7, naher analysiert.
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Proteinkomplex-Daten von Prp40, Snu71 und Luc?7

Die Annahme, dass Prp40, Snu71 und Luc7 einen Subkomplex innerhalb des
U1snRNP bilden, wird auch durch Proteinkomplex-Charakterisierungen in der Hefe
bekraftigt (Gavin et al. 2002; Stevens et al. 2002), bei denen diese drei Proteine
immer in einem Komplex nachzuweisen sind. Als Detektionssystem dient zum einen
die MALDI-TOF Massenspektrometrie (matrix assisted laser desorption ionization-
time of flight), basierend auf der Molekulargewichtsbestimmung von
Proteinfragmenten oder Proteingemischen (Mann et al. 2001). Zum anderen kann
zur spezifischen Aufreinigung von Proteinkomplexen die TAP (tandem affinity
purification) - Methode verwendet werden (Puig et al. 2001; Forler et al. 2002).

Prp40 und Snu71 wurden in der folgenden Tabelle (Tab. 4-1) nicht als Bait
verwendet. Luc7 ergab mit weiteren Proteinen als Bait folgende Ergebnisse (aus
Gavin et al. 2002 sind nur die Komplexe gezeigt, in denen Prp40, Snu71 oder Luc7
gefunden wurden). Parallel sind die U1snRNP-Proteine als solche markiert (aus
Stevens et al. 2002):
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Cbc2 LCuc? Mud1 Nam8 Smx2 Smx3 SnpT StoT Vps4i Yhci
Brr1 Brr1
Bur2
Cbc2 Cbc2 Cbc2 Cbc2
Cdc33
CIf1
Cus1 Cus1
Dib1 Dib1
Ecm2
Hsh155 Hsh155 Hsh155
Hta1
Kap95 Kap95
Leal Lea1
Lsm4
Luc7 Luc7 Luc7 Luc7 Luc7 Luc7 Luc7 Luc7 Luc7
Msh4
Msl1
Mud1 Mud1 Mud1 Mud1 Mud1
Nab3 Nab3
Nam8 Nam8 Nam8 Nam8 Nam8
Npl3 Npl3
Nrd1 Nrd1
Pep3
Pep5
Prp3
Prp4 Prp4
Prp6 Prp6
Prp9 Prp9
Prp11 Prp11
Prp19 Prp19
Prp21
Prp31 Prp31
Prp39 Prp39 Prp39 Prp39 Prp39 Prp39
Prp40 Prp40 Prp40 Prp40 Prp40 Prp40 Prp40 Prp40
Prp42 Prp42 Prp42 Prp42 Prp42 Prp42 Prp42
Prp43
Prp46 Prp46
RIr1
Rse1 Rse1 Rse1 Rse1 Rse1
Scp160
Scr9
Sen1
Sgv1
Smb1 Smb1 Smb1 Smb1 Smb1
Smd1 Smd1 Smd1
Smd2 Smd2 Smd2 Smd2 Smd2 Smd2
Smd3 Smd3 Smd3 Smd3 Smd3
Smx3
Snp1 Snp1 Snp1 Snp1 Snp1 Snp1 Snp1 Snp1
Snt309
Snu56 Snu56 Snu56 Snu56 Snu56 Snu56 Snu56
Snu66
Snu71 Snu71 Snu71 Snu71 Snu71 Snu71 Snu71 Snu71 Snu71 Snu71
Snu114 Snu114 Snu114 Snu114
Srp1 Srp1
Sto1 Sto1 Sto1 Sto1 Sto1 Sto1 Sto1 Sto1 Sto1
Tif4631 Tif4631
Tif4632 Tif4632 Tif4632
Vam6
Vps16
Vps33
Vps41
Yef3
Yhc1 Yhc1 Yhc1 Yhc1
YDL175C
YDL209C
YJRO84W | YJRO84W
YKL214C
YLR424W | YLR424W
YML117W

Tab. 4-1: Proteinkomplexe mit Prp40, Snu71 und Luc7; MS u. TAP Daten (Gavin et al. 2002)
Gezeigt sind nur Komplexe, welche die Proteine Prp40, Snu71 und Luc?7 enthalten. Gelb markiert die U1snRNP
Proteine, MS Daten (Stevens et al 2002), obere Zeile zeigt die Baits.
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U1snRNP-assoziierte Proteine

Um einen Einblick in die Wechselwirkungen innerhalb des U1snRNP zu bekommen,
wurden alle U1snRNP-assoziierten Proteine im Y2H-Test auf Interaktion untersucht
(Tab. 3-3 und Abb. 3-2). Aber zwischen den U1snRNP-Proteinen konnte keine
weitere Interaktion, als die schon per Y2H getesteten Prp40 mit Snu71 und Luc7,
detektiert werden. Moglicherweise finden die Interaktionen innerhalb des U1snRNPs
auf RNA-Ebene statt, die nicht mit dem Y2H-System erfasst werden kénnen, denn
die meisten U1snRNP-assoziierten Proteine besitzen eine RNA-Bindedomane (siehe
Tab. 4-2). So kénnten auch die Interaktionen zwischen Prp40 und Snu71 und Luc?7

stabilisiert werden.

U1snRNP-Proteine Skizze

Luc7?

Mud1/U1-A G > >

Nam8 D=y
P¥—00—0—0-
Prp42 -

Snp1/U1-70K

“RRH

Snu56

Snu71

Yhc1/U1-C

Tab. 4-2: Schematische Darstellung der U1snRNP-Proteine mit gefundenen Domé&nen (aus SMART-
Datenbank). RRM: RNA recognition motif; HAT: Half-A-TPR-Repeat; WW: WW-Domane; FF: FF-Domane; PWI:

PWI-Doméne in Speil¥faktoren; ZnFU1: Zinkfinger-Domane Typ U1
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Von vier U1snRNP-Proteinen (Nam8, Snu56, Snp1/U1-70K und Yhc1/U1-C) wurde
die direkte Bindung an die pra-mRNA nachgewiesen (Zhang et al. 1999; Puig et al.
1999).

U1-snRNP

Abb. 4-2: Modell der pra-mRNA-Protein Interaktionen im Commitment-Komplex 1 in Hefe (aus Zhang et al.
1999). Nur der 5-Arm, stem/loop I, Il und Il der U1snRNA sind dargestellt (siehe Einleitung). Die 5’-Region
Sequenzen sind in Kleinbuchstaben, die 5’-Arm Sequenzen der U1snRNA sind in GroRbuchstaben gezeigt. Die
Intron-Sequenz ist durch eine Linie und das 5-Exon ist durch ein Rechteck dargestellt. Rot markiert sind
U1snRNP-spezifische Proteine. Blau markiert sind Sm-Proteine und griin markiert CBC (Cap binding complex)-

Proteine.

Kartierung der Protein-Protein-Interaktion von Prp40 mit Snu71 und Luc7

Y2H-Kartierung

Die Y2H-Ergebnisse (Tab. 3-2) ergaben, dass jeder gefundene Interaktionspartner
eine andere FF-Domanenregion zu bevorzugen scheint. Luc7 zeigte eindeutig eine
Interaktion mit der FF1-Domane von Prp40 (auch in vitro verifiziert durch GST-
Pulldowns Abb. 3-4 und Abb. 3-5), genauso das C-terminale Fragment (Luc7-Il),
wahrend Snu71 an die Region FF2-3 bindet. Auffallend bei Snu71 war, dass das
ganze Protein noch mit FF1-3 und FF2-3 interagiert hat, das Fragment Il nur noch
mit FF1-3 (siehe Tab. 3-2). Eventuell kdnnte die FF1-Domane bei der Interaktion in
einem Teil aulBerhalb des Fragments Il binden. Dazu musste noch der N-terminale
Teil von Snu71 im Y2H-Versuch getestet werden. Aul3erdem macht es den Eindruck,
als ob die FF4-Domane keine Rolle spielt, zumindest nicht bei den hier identifizierten

Interaktionspartnern (eventuell bei anderen). Auf jeden Fall scheinen die beiden N-
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terminalen FF-Doméanen FF1 und FF2 am wichtigsten, um eine Interaktion

einzugehen.

Peptidarray-Kartierung

Die unabhangig untersuchten Peptidarrays in Berlin und in unserem Labor, zur
Bestimmung der Interaktionsregion in Snu71 und Luc7, ergaben ahnliche
Ergebnisse, obwohl die Versuche mit unterschiedlichen Versuchs-Bedingungen
durchgefuhrt wurden. In Berlin wurden die Peptide als 20mere auf einer CAPE-
Membran mit einem halbautomatischen Roboter (ASP222; ABIMED) synthetisiert. In
unserem Labor wurden die Peptide als 15mere auf einer R-Alanin-Membran oder
einer PEG-Membran mit einem vollautomatischen Roboter (MULTIPEP; INTAVIS)
synthetisiert.

So wurde fur Snu71 mit allen FF-Konstrukten, aul3er mit FF1 (nur schwach), eine
Binderegion im C-terminalen Teil des Proteins detektiert mit der Sequenz NDVHY
(sieche Abb. 3-11). Die Versuche mit phosphorylierten Peptiden waren weniger
konsistent und wurden daher auch nicht berucksichtigt. Wichtig ist zu erwahnen,
dass nur der Bereich Snu71-ll (AS 329-536) gespottet wurde, der im Y2H-Versuch
detektiert wurde. Eventuelle Interaktionsstellen im der N-terminalen Region von
Snu71 bleiben also undetektiert. So ware es interessant in Peptidarrays mit dem
gesamten Peptidabfolge von Snu71 zu Uberprufen, ob tatsachlich eine Interaktion fur
die FF1-Domanen beobachtet werden kann, da bei Fragmentierung von Snu71 die
Interaktion im Y2H-Versuch nur noch mit FF1-3 stattfinden kann, anstatt, wie vorher

mit dem ganzen Protein beobachtet, mit FF2-3 (siehe Tab. 3-2).

FUr Luc7 wurde mit allen FF-Konstrukten (FF1; FF2; FF1-2 und FF3-4), auller FF4,
zuerst eine Binderegion im C-terminalen Teil mit der Sequenz HFLGK detektiert,
wobei FF2 und FF3-4 nur ein Peptid banden, FF1 und FF1-2 aber Uberlappende
Peptide. Fur FF4 wurde ein anderes Interaktionsmuster detektiert (Abb. 3-7; Tab. 3-4
und Abb. 3-13; B). Auch hier ergaben die Phosphorylierungsversuche keine weiteren
Ergebnisse. Luc7 wurde zusatzlich in voller Lange gespottet und mit allen FF-
Konstrukten getestet (Abb. 3-9; Tab. 3-5 und Abb. 3-13; A2). Uberraschender weise

tauchte, neben der C-terminalen, noch eine zusatzliche Binderegion im N-Terminus
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auf, was nicht aus den Y2H-Ergebnissen zu erwarten war (siehe Tab. 3-2). Alle FF-
Konstrukte zeigten wieder ein ahnliches Bindemuster in dieser Region. Auch in der
Binderegion im C-Terminus von Luc7 wurden fur alle FF-Domanen-Konstrukte
positive Peptide detektiert. AuRerdem treten etliche Cystein-haltige Peptide auf (Tab.
3-5), von denen bekannt ist an GST und auch an Gluthation zu binden und somit aus
der Bewertung fallen. In Berlin wurde Cystein durch Serin ersetzt, um Falsch-Positive
zu vermeiden. Die Tatsache, dass bei FF2 ziemlich starke Signale, unter anderen
auch mit Cystein-haltigen Peptiden, auftreten (siehe Abb. 3-9), lasst die Vermutung
zu, dass die Qualitat von diesem Protein nicht ausreichend war. Anscheinend wurde
durch die Dialyse nicht genug Gluthation entfernt, so dass die Ergebnisse mit
Vorsicht behandelt und wiederholt werden sollten. Abgesehen von einigen
schwachen Interaktionen, zeigen alle FF-Konstrukte das gleiche Interaktionsmuster
im N- und C- Terminus. Aufgrund der Y2H-Ergebnisse, sollte die Bindung aber im C-
terminalen Teil von Luc? stattfinden (siehe Tab. 3-2). Diese wurde dann auch flr

weitere Peptidarray-Mutationsanalysen detaillierter untersucht.

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass erstens, die Phosphorylierung von
Serinen bei den hier getesteten Interaktionen mit Snu71 und Luc7, wie bei der CTD,
keine Rolle spielt, diese eher nachteilig beeinflussen, zweitens zeigen die getesteten
FF-Domanen ahnliche Binderegionen, sowohl bei Snu71 als auch bei Luc7 und
drittens weisen die identifizierten Regionen in Snu71 (NDVHY) und Luc7 (HFLGK)
keine Ahnlichkeit auf.

Ein Homologievergleich in verschiedenen Spezies ergab, dass die identifizierte
Region in Snu71 weniger gut konserviert ist (Abb. 3-12), hingegen der fur Luc7
charakterisierte Bereich sehr gut (Abb. 3-14), vor allem die Aminosauren Histidin (H),
Glycin (G) und Lysin (K). Allerdings ist Luc7 generell besser konserviert als Snu71,

welches ein Hefe-spezifisches Protein ist.

Griinde fur widerspriichliche Peptidarray-Ergebnisse

Um die Reproduzierbarkeit und Glaubwurdigkeit der Peptidarray-Methode zu testen,
wurden die Versuche mehrmals wiederholt. Ergebnisabweichungen stammen

wahrscheinlich aus der Verwendung unterschiedlicher Membranen und deren Linker.
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In Verbindung mit der Synthesequalitat, die Grundlage fur eine korrekte Faltung der
Peptidkette ist, kdbnnen so Schwankungen erklart werden. So lasst sich auch eine
nicht kontinuierliche Peptidfolge in Uberlappenden Peptiden erklaren. AulRerdem
spielt die Qualitat des aufgereinigten Proteins, mit dem die Membran inkubiert wird,
eine wesentliche Rolle. So sind wahrscheinlich die auffallend starken Signale der

FF2-Domane (Abb. 3-9) auf eine nicht ausreichende Proteinqualitat zurtiickzuflhren.

Motiv-Diskussion mit Luc7-Mutation

Da die Gesamtdaten fiur Luc7, sowohl in den Y2H-Versuchen als auch in den
Peptidarrays, eindeutiger und konsistenter waren als die von Snu71, wurden die

Interaktionsregionen der FF-Domanen in Luc7 naher charakterisiert.

Die N-terminale Region wurde durch einen Alanin-Scan analysiert und zeigte Arginin
(R) fur die Bindung essentiell an (Abb. 3-16). Die genauere Analyse der C-terminalen
Binderegion von Luc? durch Alanin-Scans (Abb. 3-15; Abb.3-17; Abb. 3-18 und Tab.
3-6) und eine Substitutionsanalyse (Abb. 3-20 und Tab. 3-7) mit allen zwanzig
naturlich vorkommenden Aminosauren ergab ein Motiv fir die FF1-Domane
OF/H/LXK/IRxG/H/Lxx (siehe Tab. 4-3). Die Aminosaure Lysin (K) konnte auch nur
an deren Position vier substituiert werden, was diese Position sehr spezifisch und
essentiell macht und hochstwahrscheinlich bei der Interaktion mit der FF1-Domane
eine wichtige Rolle spielt. Ob und wie die positive Ladung von Lysin sich auf die
Interaktionstelle in der FF1-Domane auswirkt, muss naher analysiert werden z. B. in
NMR-Studien. AuRerdem konnte keine wirkliche Ahnlichkeit zu der im N-Terminus
detektierten Binderegion festgestellt werden, aul’er dass der Ausfall der Bindung
ebenso auf den Verlust einer basischen Aminosauren zuruckzufuhren ist (siehe Abb.

3-16), was eventuell fur spatere strukturelle Studien interessant sein konnte.
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Luc7-Peptidsequenz
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Tab. 4-3: Luc7-Bindemotiv

Mutationsanalyse

Basierend auf der Zusammenfassung aller Ergebnisse (Tab. 3-6 und Tab. 3-7)
wurden Luc7-Mutanten (RL — AA; FL — AA und KI — AA) mit Doppel-
Aminosaureaustausch hergestellt und im Y2H-Versuch getestet (Abb. 3-22)
Allerdings wurde nur mit der KI-Mutante ein Effekt erzielt. Die Bindung fiel aus bei
Prp40 wt und bei Prp40FF1-4, aber nicht bei Prp40FF1, sondern resultierte nur in
einem ca. 50%-langsameren Wachstum der Hefen, was nicht den Erwartungen
entsprach. Ebenso ware bei der FL-Mutante ein Ausfall der Bindung zu erwarten

gewesen. Deshalb sollen die Bindung der Mutanten zu FF1 auch im GST-Pulldown
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im Vergleich mit Luc7 getestet werden. Vielleicht missen auch die beiden
wichtigsten Aminosauren Phenylalanin (F) und Lysin (K) zusammen, oder die
gesamten Aminosauren in der Motiv-Sequenz, mutiert werden. Aullerdem wurde
noch ein Peptid synthetisiert, das der gesamten Binderegion in Luc7 entspricht (Tab.
3-4 Peptidsequenz 23-24: LSRLDTDRRLADHFLGKIHLGYVKMR), um im GST-Pulldown
mit Luc7 um die Bindestelle in der FF1-Doméane zu konkurrieren (Abb. 3-6).
Allerdings konnte keine Beeinflussung mit Peptid beobachtet werden. Dies kdnnte an
der Peptidlange liegen und soll mit einem spezifischeren Bereich wiederholt werden.
Es muss natarlich bertcksichtigt werden, dass die Aminosaure-Konstellation in
einem freien Peptid eventuell nicht der in vivo entspricht und so die Faltung des

Peptides, die fur die Interaktion wichtigen Aminosauren blockieren kénnte.

Funktion der FF-Domane in anderen Spezies

Neben dem Hefe-FF-Protein Prp40 sind die menschlichen FF-Proteine HYPA/FBP11
und CA150 am besten untersucht. Ansonsten ist Uber die FF-Domane in anderen

Spezies wenig bekannt.

Interaktion mit der C-terminalen Domane der RNA-Polymerase Il
Wie von Prp40, ist auch von HYPA/FBP11 und CA150 mit Beteiligung der FF-

Domane, eine Bindung an die phosphorylierte CTD der RNAPII bekannt (Morris &
Greanleaf 2000; Carty et al. 2000 und Allen et al. 2002, siehe Abb. 4-3).
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CA150 (H.s.)

—

—

RNAPII

Prp40 (S.c.)

HYPA/FBP11 (H.s) “9'“9_@'@ *@ @—
H——0-00-0—0

Abb. 4-3: Bekannte FF-Doménen Interaktionen mit der phosphorylierten CTD der RNAPII

HYPA/FBP11

Die erste FF-Domane von HYPA/FBP11 (Formin-Binde-Protein 11), auch ein
Spleilfaktor mit insgesamt funf FF-Domanen, bindet an ein CTD-Peptid, welches an
beiden Serinen phosphoryliert ist, mit einer Dissoziationskonstante von 50 uM (Allen
et al. 2002). Die C-terminale Domane der RNA Polymerase |l besteht aus
Heptapeptid- Wiederholungen der Konsensus-Sequenz Y'S?P*T*S°P®S’ und wird
alternativan Serin5 in Promotorregionen und Serin2 wahrend der Elongation
phosphoryliert (Kobor et al. 2002 & Komarnitsky et al. 2000), wobei immer noch
unklar ist, welche Serine modifiziert werden missen, um eine FF-Domanen-Bindung

hervorzurufen.

Diese Erkennungsstelle, die hier fir die erste FF-Doméane von HYPA/FBP11
beschrieben wurde, ist nicht in allen FF-Sequenzen konserviert, was auf
unterschiedliche Bindespezifitditen hinweisen konnte. Sequenz-Alignments und
phylogenetische Studien (siehe Abb. 4-4) ergaben, dass Prp40 und FBP11 keine

orthologen Proteine sind, wie zuvor angenommen (Gasch et al. 2006).
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Abb. 4-4: Domanen-Komposition von Prp40, FBP11 und CA150 (aus Gasch et al.2006)

A, Phylogenetische Darstellung der verwandten Protein
abgekdirzt: Ag.: Anopheles gambiae, Ce.: Caenorhabditis
Hs.: Pf.:

Schizosaccharomyces pombe). FF-Proteine mit weniger a

gallus, Homo sapiens,

Die erste Nummer entspricht der Position der Domane in

Prp40 FF4_6). Die Skalierung zeigt eine Distanz von 0.2 Substitutionen pro Stelle. B, pKa Values von FF-
Domanen in drei verwandten Proteinen Prp40, FBP11 und CA150. Weile, graue und schwarze Rechtecke

(pKa > 8.0) und negativ geladene (pKa < 6.0) FF-

wurden fur neutral (6.0 < pKa < 8.0), positiv geladene

Plasmodium falciparum, Sc.:

e Prp40, FBP11und CA150. Spezies sind folgend
elegans, Dm.: Drosophila melanogaster, Gg.: Gallus

Is sechs FF-Domanen kénnen zwei Nummern haben.
der Proteinsequenz (z. B. Prp40 FF4) und die zweite
Nummer zeigt die Ahnlichkeit zu anderen FF-Doméne basierend auf inrer phylogenetischen Verwandtschaft (z. B.

Domanen verwendet. Offene Rechtecke markieren nicht vorhanden FF-Domanen.
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CA150

Bei dem Transkriptionsfaktor CA150 mit insgesamt sechs aufeinanderfolgenden FF-
Domanen, der die RNAPII-Aktivitat reguliert, wurde die Interaktion mit der CTD durch
die zweite und flnfte FF-Domane (siehe Abb. 4-3) identifiziert (Carty et al. 2000).
Aulerdem assoziieren die FF-Domanen von CA150 mit multiplen Transkriptions- und
Spleil- bezogenen Proteinen (siehe Tab. 4-4), wie Tat-SF1 (Tat-specific factor 1).
Tat-SF1 ist essentiell flr die Tat-aktivierte Transkription des HIV-1 LTR-Promotors
und rekrutiert snRNPs zu aktiven Stellen der Transkription (Zhou et al. 1996; Fong et
al. 2001). Die Rolle von Tat-SF1 liegt in der Verbindung von Spleilen und
Transkription. Individuelle Domanen in den FF-Serien zeigen aquivalente und nicht
kooperative Bindeeigenschaften mit Bindeaffinitdten von 150-500 uM, anstatt
Bindekooperativitat mit einem identifizierten Konsensus-Bindemotiv
(D/E)2;sFIWIY(D/E)ys fiir nicht phosphorylierte Liganden (Smith et al. 2004).

TABLE 1. Muclear proteins identified by mass spectrometry as
interacting with the FF domains of CA150

Frotein iden];:;;é:tiun Diomainis) in)
ATBF1 463 ZnF/CZH2 (23}, homeobox (4)
+BR140° 7862 ZnF/RBZ, FHD (2), BROMO, PWWP
+BTF 9774
+CFIM 11052 RRM
DDX1 1653 SPRY, helicase (2, DEXD, HELIC)
DDX3 1654 Helicase (2, DEXD, HELIC)
DDX3h 170506 Helicase (2, DEXD, HELIC), HA2
DDX9 1660 DSEM (2), helicase (2, DEXT, HELIC)
DNAPK 3501 FAT, PI3K, FAT:
FBF2 &570 EH (4)
hnRENPE 3190 KH (3)
+hnRNPU 3192 SAP, SPRY
HRPT2 Ta5T? CdeT3-like
KARP-1 10545
MS5I1 4440 REM (2)
NONO 4841 REM (2}
+NOPP140 9221 LisH, SEP4iH ke
+ Mucleolin 4601 REM (4)
+pl50TSP O6di TPE. {9)
PARP-1 142 BRCT
+PD2 54623 Paf-1 like
+PNN 341
PSF 6421 REM (2)
PRFR 10594 JABMPN
+5164 58517 FWL EEM
SAP130 TA505
+5C35 6427 REM
+SRm300 23524 AT hook
+5RP35 6431 REM (2)
+5RPT5 6420 REM (2}
+TAT-5F1 27336 REM (2}
+TCOF1 fiode LisH
+TRAP150 9967
TRAPOS 10025 WD (repeats)
+UBF-1 T™3 HMG (6)
+ZMF245 9406 ZnF/RBZ

A + indicates proteins containing regions rich in serine or acidic residues.

Tab. 4-4: Durch Massenspektrometrie identifizierte Interaktionen mit CA150FF-Doméanen (aus Smith et al.
2004). Die FF1-6 und FF5-6 Doméanen von CA150 wurden als Bait verwendet.
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Da von den FF-Domanen von CA150 auch bekannt ist, dass sie an die
phosphorylierte CTD der RNA Polymerase Il binden (Carty et al. 2000), wird
angenommen, dass CA150 durch die gleichzeitige Erkennung von solchen Motiven
in Tat-SF1 und der phosphorylierten CTD Transkriptions- und Spleil3faktoren zu der

aktiven RNAPII rekrutieren konnte.

p190-Rho GTPase

0000 .

FF-Domanen sind auch prasent in der p190-Familie der cytoplasmatischen Rho
GTPase aktivierenden Proteine (GAPs). Der Serum-gesteuerte Transkriptions-
regulator TFII-I ist ein spezifischer Interaktionspartner der p190 RhoGAP FF-
Domanen. p190 bindet TFII-l im Cytoplasma Uber die FF-Doméanen, aber auf PDGF-
Rezeptor vermittelte Phosphorylierung einer FF-Domane, wird TFIl-I von p190
abgegeben und translokalisiert in den Nukleus, wo es die Transkription von Serum-
induzierten Genen, wie c-fos, aktivieren kann. Dies deutet auf eine Rolle der FF-
Domanen in der Phosphorylierungs- vermittelten Signaltransduktion hin (Jiang et al.
2005). Hier muss allerdings erwahnt werden, dass diese FF-Domanen sich erheblich

in Sequenz und Struktur zu den FF-Domanen der WW/FF-Familie unterscheiden.

Bekannte Interaktion der Prp40FF1-Domane mit crn-TPR von CIf1

AT AT 0 HAT'® HAT/T HAT) HAT — AT o AT AT HAT HAT 1 HAT o—

CIf1/Syf3p ist ein essentielles und gut konserviertes multifunktionales Protein,
involviert in Zellzyklus-Progression, pra-mRNA-Spleilen und Initiation der DNA-
Reparatur in Hefe. CIf1 besteht aus mehreren crn-TPR (crooked neck-like tetratrico-

Peptidwiederholungen)-Motiven. Mit einem N-terminalen crn-TPR-Peptid von CIf1
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wurde von Gasch et al. 2006 eine Bindestelle in der FF1-Domane von Prp40
gefunden (siehe Abb. 4-5), die sich unterscheidet von der friher identifizierten CTD
RNAPII-Bindestelle in der FF1-Domane von FBP11 (Allen et al. 2002). Die erste FF-
Domaéane von Prp40 zeigte auch keine Interaktion mit drei unterschiedlichen Peptiden
der CTD von RNAPII, was darauf zurickzufuhren ist, dass die Bindestelle in der
ersten FF-Domane von Prp40 vorwiegend negativ geladen und so ungeeignet fur
eine Bindung mit phosphorylierten Peptidensequenzen ist (siehe Abb. 4-4). Im
Vergleich zu der ersten FF-Domane zeigte die vierte FF-Domane von Prp40 keine
Bindung zu dem getesteten TPR-Motiv von CIf1, was vermuten lasst, dass die in
Prp40 vorhandenen FF-Domanen unterschiedliche Bindespezifitaten besitzen und so
funktionell nicht aquivalent sind. Dies wird unterstutzt durch Sequenzanalyse und
phylogenetische Studien, die zeigten, dass Prp40 und FBP11 keine orthologen
Proteine sind und so eine unterschiedliche Bindespezifitat, gezeigt durch ihre FF1-
Domanen, zulassen (siehe Abb. 4-4). Es wird angenommen, dass zumindest zwei
raumlich getrennte Interaktionsoberflachen in FF1-Domanen existieren, die

entstanden sind um verschiedene Bindemotive zu erkennen (siehe Abb.4-5).
Bei Vergleich der CIf1-Sequenz mit dem Luc7-Bindemotiv, konnte keine

Ubereinstimmung festgestellt werden (Abb. 4-6). Eher wurden &hnliche Motive im C-

terminalen Teil gefunden.
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Prp40 FF1-Sequenz:

132
188
KEEAEKEFITMLKENQVDSTWSFSRII TRDPRY)WMVDDDP EMFEKYLS
N
134 al 146 154 a2 163 167 340 170 173 a3
187
N
C
)
—IN
o
LY s
a3 acﬂl}'_ («f{tz
e
S
C
HYPA/FBP1l1l FF1 PRP40 FF1
HYPA/FBP11 FF1-Sequenz: \
389
443
KEEAKQAFKELLKEKRVPSNASWEQAMKMIINDPRYISALAKLSEKKQAFNAYKVQ
389 al 403 411 a2 419 422 319 426 430 a3
441
N
C

Abb. 4-5: Vergleich der Bindeoberflachen von HYPA/FBP11 FF1 und Prp40 FF1

Gezeigt sind jeweils die FF1-Strukturen von HYPA/FBP11 und Prp40 mit angegebenen Sequenzen.
Unterstrichene Aminosauren zeigen Helixstrukturen. Der Rahmen markiert DXR(Y/F)-Motiv in der 3o-Helix.
Grin markiert die identifizierte Bindestelle flr das N-terminalen crn-TPR-Peptid von CIf1; fast alle Aminosauren
der Helix 2, 310 und 3 sind bei der Bindung involviert (Gasch et al. 2006). Rot markiert HYPA/FBP11 Bindestelle
fur pCTD (Allen et al. 2002).
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Qa7  E53
-TPR-Peptid
o ron CIft N L QY57 Lss
e Y46 150
K59
43 53 57 58

MDTLEPTAVDTHVSAEQILRDVYKKGQKARGSTNIDILDLEELREYQRRKRTEYEGY LKR
NRLDMGQW I RYAQFE | EQHDMRRARS I FERALLVDSSF IPLWIRY IDAELKVKC INHARN
LMNRATSTLPRVDKLWYKYL IVEESLNNVE IVRSLYTKWCSLEPGVNAWNSFVDFE IRQK
NWNGVRE 1'YSKYVMAHPQMQTWLKWVRFENRHGNTEFTRSVYSLAIDTVANLQNLQIWSD
MEVAKLVNSFAHWEAAQQEYERSSALYQIAIEKWPSNQLLKAGLLDFEKQFGDINSIEET
ISYKRKMEYET I LSNNAYDYDTWWLYLDL I SESFPKQIMQTFEKA I VDSRPKEL SKNVQW
FLGKIHLG
KRY I'YLWMRY ICYVELELENSLLEEELFQRLIDD|I IPHKHFTFSK IWLMYAKFL IRHDDV
FLGKIHLG
PKARK([ILGKA I GLICPKAKTFKGY I ELEVKLKEFDRVRK I YEKF IEFQPSDLQIWSQYGEL
FLGKIHLG FLGKIHLG

EENLGDWDRVRG YT IALDENSDFLTKEAKIMLLQKY ITHETESQEFEKARKLYRRYLEL
NQYSPQSWIEFAMYQTSTPTEQQLLDLAKLQSENVDED IEFE I TDENKLEARKVFEEATV
FFKEKDDKQGRLS ILEALKDYEETYGTELDQETVKKRFPKV IKKVRLQNGVEEEFVDY I F
PDD I DDDKPKPSKFLELAKKWKQEQAL

Abb. 4-6: crn-TPR-Peptid von CIf1

Die Abbildung zeigt das crn-TPR-Peptid, welches mit der FF1-Domane von Prp40 interagiert (Gasch et al. 2006).
Die bei der Bindung am intensivsten beteiligten Aminosauren sind gezeigt und auch in der CIf1-Sequenz als
solche markiert (rot mit Nummer). Blau markiert das N-terminale crn-TPR-Peptid von CIflin der Sequenz.
Rahmen markiert ahnliche Bindemotive, wie in Luc7 identifiziert. Rote Buchstaben im Rahmen zeigen gleiche
oder ahnliche AS; Fette Buchstaben zeigen Luc7-Peptidsequenz.

Die Halfte aller FF-Domanen enthalt ein DXR(Y/F)-Motiv in der 310-Helix. FF2 und
FF4 von Prp40 nicht (siehe Abb. 4-7). FF4 zeigt auch keine Interaktion mit dem crn-
TPR-Peptid von CIf1, was auch eine Erklarung fur verschiedene Ligandenspezifitaten
der verschiedenen FF-Domanen sein konnte, d.h. dass nicht alle FF-Domanen

aquivalent sind.
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T-COFFEE , Versiun_l.&l(]:“ri Jun 28 14:24:48 MDT 2002)
Hotredame, Higgins, Heringa, JHMB({302)pp205-217 2000
CPU TIME: 0 sec.

SCORE=40
*
BaD Ave)E00D
*
a 36
b 43
o 39
d 41
FF1 EKEEAEKEFITHLEEHQ-WDSTW-------- SFSRIISELGTRDPRYWMV-DDDPIWEKEHMFEKYLSH
FF2 TSKEFKEAFQEMLONHS -HIKYY-—---—--- TEWPTAKELIADEF IYKH- SWYWHEKTERQTEQDYIDT
FF3 DRIARDHNFEKSLLREVPIKIKAH-—------ TREWSDIYPHIKSDPRFLHHLGEHGS SCLDLFLDFVDE
FF4 LEQEEHYFWLLLO------— ETYXTEKTGKFEF STWDLASKELGESLEYKA-LGDEDHIFRRQIFEDFKEE
. EEEERE : : : : B W oo
FFl: KEEAEKEFITMLKENQ-VDSTW-------- SFSRIISELGTRDPRYWMV-DDDPLWKKEMFEKYLSN (132-188)
FF2: TSKFKEAFQKMLONNS-HIKYY-------- TRWPTAKRLIAD[EPIYKH-SVVNEKTKRQTFODYIDT (210-257)
FF3: DRIARDNFKSLLREVPIKIKAN-------- TRWSDIYPHIKSDPRELHMLGRNGSSCLDLFLDFVDE (355-413)
FF4: LEOKKHYFWLLLQ------ RTYTKTGKPKPSTWDLASKELGESLEYKA-L.GDEDNIRROIFEDFKPE (493-552)

Abb. 4-7: FF-Domé&nen Alignment von Prp40

Unteres Alignment: Rahmen markiert konserviertes DXR(Y/F)-Motiv in der 34o-Helix der Domanen FF1 und FF3. Rot markiert
konservierte Phenylalanin-Reste. Griin markiert beteiligte AS in der FF1-Doméane bei Bindung des crn-TPR-Peptids von CIf1
(siehe Abb.4-5). Nummern geben AS-Position in der Prp40-Sequenz an. Diese Alignment wurde vorgenommen nach T-

COFFEE Alignment (siehe oben) mit Angabe von konservierten AS (siehe Legende).

Zusammenfassung der bekannten FF-Interaktionen

FF-Konsenussequenzen
Snu71(S.c.) Luc7 (S.c.) CIf1(S.c.) pCDT Tat-SF1(H.s.)

S.c. Prp40 FF1 - ®F/H/LxK/RxG/H/L | crn-TPR1 -

S.c. Prp40FF2-3 | NDVHY(DHH...) | - %//////////%%////////////////////////////////////////////
Sc.PrpdowwrFi2 | | ] ] phospho-CTD

H.s. HYPA/FBP11 FF1 SYpSPTpSPSYpSPTpSPSY
H.s. CA150 FF2 & FF5 phospho-CTD

(D/E),sF/W/Y(D/E)ys

Tab. 4-5: Zusamenfassung von bekannten FF-Konsensussequenzen
Gestrichelte Felder markieren nicht getestete Interaktionen. Graue Felder markieren ungleiche Spezies. —
markiert negativ getestete Interaktion. S.c.: Saccharomyces cerevisiae. H.s. Homo sapiens. Fir die Snu71-

Binderegion sind noch in der Sequenz folgende AS in Klammern angegeben. p steht fiir phosphoryliert.

Zusammenfassend ergeben die Vergleiche mit allen bisher charakterisierten
Bindesequenzen fiir FF-Domanen keine Ubereinstimmung mit dem in dieser Arbeit
fur Luc? identifizierten Motiv. Es enthalt weder potentielle Phosphorylierungsstellen
in der Sequenz, noch enthalt sie aromatische Aminosauren in Verbindung von

flankierenden sauren, negativ geladenen Aminosauren, wie in Tat-SF1. Sogar zu
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Sequenzen, die die gleiche FF-Domane betreffen, wie bei dem crn-TPR-Peptid in
CIf1 ist eine Homologie nicht erkennbar (siehe Tab. 4-5). Das gleiche gilt im Prinzip
fur die Binderegion in Snu71. Erweitert man jedoch die kartierte Peptidsequenz
(NDVHY — D) um die nachstfolgende Aminosaure, wurde dies dem fur die FF-
Doménen von CA150 identifizierten Motiv (D/E),sF/W/Y(D/E)os entsprechen, das
charakterisiert ist durch eine zentrale aromatische Aminosaure flankiert im Abstand
von 2-5 Aminosauren durch eine der beiden sauren Aminosauren. Dies entspricht
allerdings einer vagen Beobachtung und muss durch weitere Versuche analysiert

werden.

Bioinformatische Auswertung der Interaktionsregionen

Die Bioinformatische Auswertung der identifizierten Interaktionsregionen bzw. Motive
von Snu71 und Luc? sollte Aufschluss Uber die Spezifitat dieser Interaktionen mit der

FF-Domane geben.

So ergab die Suche nach der Interaktionsregion von Snu71 (NDVHY) unter anderen
zwei interessante Proteine mit gleicher oder ahnlicher Sequenz, die auch eine Rolle
im Spleilmechanismus besitzen. So ist das U1snRNP-Protein MslI5 (BBP) auch eine
Komponente des Commitment-Komplexes der Hefe, von dem bekannt ist mit den
WW-Domanen von Prp40 zu interagieren (Abovich et al. 1997). Bei einem weiteren
Spleil¥faktor, dem U4/U6-U5snRNP-Protein Prp6 tritt eine ahnliche Sequenz mit vier
Aminosauren (DVHY) auf. So konnte die gefundenen Sequenzen wie in Snu71
potentielle Erkennungsstelle fur FF-Domanen, vorrangig FF2-3, in diesem Protein

sein.

Die Suche im Hefegenom nach der Interaktionsregion von Luc7 (FLGKIH), ergab
unter anderen ein interessantes U2snRNP-Protein Prp9, allerdings nur mit 4

ubereinstimmenden Aminosauren (GKIH).

Bei der Suche nach dem Luc7-Motiv, wurden unter anderen auch Proteine mit
Funktion im Spleillen detektiert und mit verschiedenen Variationen des Motivs

beobachtet (siehe Abb. 3-21). Die Variationen wurden vorgenommen, um flr das
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Bindungsepitop optimierte Ergebnisse in der Datenbank zu bekommen, da die
Positionen in der Sequenz nicht unbedingt unabhangig voneinander sein mussen.
Zum Beispiel konnte an einer Position Leucin gegen Phenylalanin ausgetauscht sein
und die Bindung findet statt, wird aber zusatzlich noch ein Austausch von Arginin

gegen Lysin statt, bindet das Protein eventuell nicht mehr.

Tabla 1. Proteine Charactarized by Mass Spectrometry

Mumiber of
Pratein 5GD ORF Name* Cale. MW (kDs) Peptides Seq.
Known splicing protzins
1 snRNP proteins
Prp3g YMLOdBW 747 3
Snuf YGERO13IW 7.3 3
Prpd0 YKLOT 2w ea.1 7
Prpd2 YDR235W 851 2
MNamB YHROBEW 57 2
SnuS6 YDR240C 56 4
Snpl YILOs1C 34.5 5
Muc YBR119W 344 3
Yhet YLRZ0EC a2 2
Lue? YDOLOSTC 30 2
U2 snRNP proteins
——p R==l YMLO4DC 1537 &
———p Hshl135 YMR258W 110 2
Prp8 YDLOS0W B3 T
Cusl YMRAZ40C 50.3 3
Prp21 YJL203W a3 13
Cus2 YHL25EW 323 4
Prp11 YOLO3C 200 11
Leal YPL213W 7.2 10
— Hshds YORI19W 245 8
Snul 7 YIRDOSW 171 7
—» Mz YIRDOMN 128 7
U4/UE«L5 snRMNP proteins
—> Ppa YHR1E5C 2785 22
—» Bm2 YERIT2C 2481 an
Snulid YEL1T3W 114 18
—> Prp6 YBROS5C 104.2 =
Snusk YORI0RC E6.4 15
Prpal YGROZW 56.3 12
Prp3 YDR4TIC 56 =
Prpd® YPR1TEW 56 12
Spp3st YBR152W 34 3
Prpad YGROTEC 278 7
Snu23 YOLOBBC 228 13
Dk YPROB2C 16.7 5
Snul3 YELO28W 13.5 3
Penta-snRMP specific proteins
Syfl YD R41EW 1002
Syfa YLR117C 824 1z
—> caft YMAZ13W B7.7 T
—Pp P12 YLLO3EC 56.6 13
Sadi YFROOSC 52.2 5
Prpdé& YPL151C S0.6 T
Prpds YALO32C 424 12
Eem2 YBROBSC 40.2 1
Cwf2 YDOL208G 383 1
l=yl YJROSOW 28.0 -]
Syf2 YGR129W 248 2
Enta09 YPR1OTW 20.7 -]
Mtc20 YBR18BC 158 3
SmyLsm proteins
SmB1 YERO22C 224 14
SmIn YGROTAW 16.2 -]
EmD2 YLR2TSW 128 5
SmD3 YLR147C 11.2 5
EmE1 YOR152C 10.4 1
SmF YPR122W 10 2
SmiG WFLOTTW-A 8.5 2
Lsm2 YBLOZEW 1.2 2

Tab. 4-6: SpleiRfaktoren in Hefe (aus Stevens et al. 2002) Pfeile markieren Spleil3faktoren, die bei der

bioinformatischen Auswertung der Motiv-Variationen von Luc7 verwendet wurden
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So ergab eine erste Motivsuche mit [FIL]-[FHL]-x-[KR]-x-[GHL] unter anderen einige
bekannte Spleil¥faktoren (siehe Tab. 4-6), die mit verschiedenen Variationen des
Motivs beobachtet wurden. Mit allen Variationen wurde das U2snRNP-Protein Rse1
und mit fast allen das U4/U6 U5-Protein Brr2 gefunden (siehe Abb. 3-21), welches

potentielle Kandidaten fur eine FF1-Domanen-Bindung sein kdnnten.

Funktion der FF-Domanen

Die Deletion der Domanen FF3 und FF4 resultierte in einem Wachstumsdefekt (Abb.
3-25). Daraus lasst sich schlie3en, dass irgendein Mechanismus in der Hefezelle
betroffen sein muss und dass diese Doméanen nicht essentiell fir das Uberleben der
Hefe sind. Bei alleiniger Deletion der FF4-Domane wird ein letaler Effekt beobachtet
(Tab. 3-8). Vergleichsweise wurde auch schon bei den Y2H-Experimenten und auch
bei der Proteinexpression beobachtet, dass Konstrukte mit der FF3-Domane am
Ende unstabil waren. Die Domanen FF1 und FF2 scheinen absolut essentiell zu sein.
Dies wirde allerdings bedeuten, wenn man die Bindung zu Snu71 betrachtet, das im
Y2H-Versuch an die Domanen FF2-3 bindet, dass diese Interaktion fur die Hefezelle
nicht von besonderer Bedeutung ist. Allerdings bleibt noch zu klaren, ob es eventuell
Interaktionsstellen fur die FF1-Domane im N-terminalen Teil von Snu71 gibt (z. B. mit
Peptidarrays). Zudem sind die Wechselwirkungen innerhalb des U1snRNP noch zu
bertcksichtigen, wobei noch unklar ist, wie dieser Komplex genau
zusammengehalten  wird. Dabei konnten auch andere Proteine die
Interaktionspartner stabilisieren. Ob nun der Wachstumsdefekt der Mutante AFF3-4
auf eine Beeinflussung des SpleiRens zurlckzufihren ist, sollte mit einem
funktionellen Spleildtest Uberpruft werden (Abb. 3-26). Dazu wurden zwei Intron-
Hefegene ausgewahlt, anhand derer, durch RT-PCR, ein korrekter Spleildvorgang
detektiert wurde (Abb. 3-27). Allerdings bleibt zu klaren, ob diese beiden Intron-
Gene, von insgesamt 275 bei Saccharomyces cerevisiae, reprasentativ sind.
Deshalb wurde in Kollaboration mit Manuel Ares (Santa Cruz, USA) ein genomweiter
Spleitest (Microarray) veranlasst, der derzeit noch durchgefuhrt wird. Mit

herkdbmmlichen Hefe-Microarray-Chips konnen aullerdem Expressionsprofile der
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genannten Mutanten erstellt werden, falls der Spleiltest negativ ausfallt, d.h. kein

genomweiter Spleilddefekt festgestellt werden kann.

Eine bedeutende Frage ist, ob jede FF-Domane durch eine andere austauschbar ist?
Dazu wurden Doppel-Domanen-Konstrukte hergestellt, basierend auf der vitalen
AFF3-4-Mutante, die zweimal die FF1-Domane bzw. zweimal die FF2-Domane
enthalten (Tab. 3-8). Erste Hinweise deuten darauf hin, dass diese Konstrukte letal
sind, was bedeuten wirde, dass jede FF-Domane in der Anordnung spezifisch ist.
Dies wird auch durch Gasch et al. bekraftigt, die darauf hindeuten, dass FF1 und FF2
sich von ihrer Funktionalitat unterscheiden konnten, denn FF1 ist vorwiegend negativ
geladen (siehe Abb. 4-4) und daher ungeeignet phosphorylierte Peptide zu binden,
eher geeignet ware fur eine Bindung von phosphorylierten Peptiden die FF2-

Domane.

Die Rolle von Prp40 als coupling Protein zwischen Transkription und mRNA-

Prozessierung (SpleilRen)

Immer mehr Publikationen weisen darauf hin, dass eine direkte Verbindung zwischen
spezifischen Schritten der Transkription (Initiation, Elongation und Termination) und
der mRNA-Prozessierung (Capping, Spleilden, Polyadenylierung und RNA-Editing)
bei Eukaryoten stattfindet, d.h. die mMRNA-Prozessierung verlauft bereits
kotranskriptionell an der wachsenden mRNA (McCracken et al. 1997; Misteli et al.
1999; Maniatis et al. 2002 & Proudfoot et al. 2002). So koordinieren wahrscheinlich
auch die meisten WW/FF-Proteine durch Bindung von Spleil3faktoren und auch der
RNAPII die Verbindung der mRNA-Synthese und Spleil3en (Lin et al. 2004).
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Abb. 4-8: Hypothese zur Verbindung von Transkription und SpleiBen (aus Goldstrohm et al. 2001)

Dargestellt ist die RNA Pl mit dem wachsenden Transkript aus dem Transkriptionskanal. Das U1snRNP wird in
den Prozess einbezogen durch die Bindung von Prp40 an die hyperphosphorylierte CTD der RNA PIl. Wenn die
5’ Spleifistelle aus dem Transkriptionskanal der Polymerase Il tritt, trifft sie direkt auf die pCTD, gebunden an
Prp40. Wenn die 3’ SpleiBstelle aus dem Transkriptionskanal tritt, kann Prp40 mit dem Branchpointprotein

(BP/MsI5) interagieren und den Komplex zum Herausschneiden des Introns stabilisieren.

Diese Arbeit unterstutzt die These, dass auch Prp40 als Bindeprotein zwischen
diesen beiden Ereignissen eine wichtige Rolle spielt, wobei die FF-Domanen direkt
beteiligt sind. Durch die Interaktion mit der phosphorylierten CTD der RNAPII und die
gleichzeitige Bindung von anderen Spleil3faktoren, wie die U1snRNP-Proteine Snu71
und Luc7 aus dieser Arbeit, kann das U1snRNP als Initiationsschritt flir den
gesamten SpleiRkomplex an die sich noch in der aktiven Transkription befindlichen

MRNA, herangefuhrt werden.

Offene Fragen, Strategien und Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse, lassen die Vermutung zu, dass die drei
U1snRNP Proteine, Prp40, Snu71 und Luc7, einen Subkomplex innerhalb des
U1snRNP vermittelt durch die FF-Domanen von Prp40 in der Hefe bilden, wobei
verschiedene FF-Domanen an Snu71 und Luc7 binden. Die oft in Serie
vorkommenden FF-Domanen kdnnten zur der Vermutung veranlassen, dass durch

die Hintereinaderschaltung der Module eine Verstarkung der Bindung erreicht wird.
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Dadurch kénnten mehrere schwache Domanen einen kooperativen Effekt bei der
Bindung erzielen. Allerdings ergab diese Arbeit ein anderes Bild der FF-Domanen
von Prp40. So scheinen verschiedene Domanen fur verschiedene
Ligandenbindungen zustandig zu sein, was auch durch andere Publikationen

bestatigt wird.

Es liegt nahe, dass Prp40 multiple Interaktionen von verschiedenen Bindepartnern
vermittelt und so eine zentrale Rolle im Spleillosom spielt. Die Tatsache, dass die
FF-Domanen von Prp40 anscheinend phosphorylierte und unphosphorylierte
Bindesequenzen erkennen, und noch voéllig unklar ist, ob und wie daflr verschiedene
FF-Domanen verantwortlich sind, macht diese Domane zu einem hochinteressanten
Forschungsobjekt. Noch dazu wurde bisher kein einheitliches Bindemotiv fur FF-
Domanen-Interaktionspartner von Prp40 gefunden (CIf1, Luc7, Snu71 & pCTD),
sogar bei Bindepartnern der gleichen Domane nicht (CIf1 und Luc7). Zwar zeigen die
hier untersuchten FF-Domanen unter in vitro Bedingungen (Peptidarrays) alle
ahnliche Bindemuster in Luc7, aber erste in vivo Deletionen der FF-Domanen lassen

vermuten, dass die Doméanen nicht austauschbar sind.

Das Y2H-Experiment gibt zwar Auskunft Uber die mogliche Interaktion von zwei
Proteinen, jedoch keine Informationen daruber, wie diese Interaktion stattfindet.
Deshalb sind detaillierte Untersuchungen der Struktur der beteiligten Proteine nétig.
Dazu sind Studien mit gereinigten und synthetisch hergestellten Peptiden geplant.
Speziell ware es interessant die erste FF-Domane von Prp40 mit Peptiden von Luc7
in NMR-Studien zu testen, da die Ergebnisse aus den Peptidarrays sehr viel

versprechend sind.

Letztendlich fehlt auch noch der Beweis, dass die drei Proteine Prp40, Snu71 und
Luc?7 Uber die FF-Domanen wirklich einen Komplex innerhalb des U1snRNP bilden.
Dazu wurden schon in Kooperation mit Christian Kambach (Paul Scherrer Institut
Villingen, Schweiz) begonnen, alle drei Proteine flr Kristallisationsversuche,
aufzureinigen, um mittels Ko-Kristallisation Aufschluss uber deren strukturellen

Zusammenhalt zu erlangen.
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