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3 Ergebnisse

Nascent Polypeptide-Associated Complex (NAC) wurde als erster cytoso-
lischer Faktor identifiziert, der in eukaryontischen Zellen mit dem Ribosom und
der naszierenden Polypeptidkette interagiert. NACs Funktion am Ribosom ist
jedoch nur wenig verstanden. Man nimmt an, dass NAC durch die Bindung der
naszierenden Polypeptidkette, diese vor unspezifischen Interaktionen und ei-
nem frihzeitigen proteolytischem Abbau schitzt. Aul3erdem zeigten in vitro
Studien, dass NAC die Bindung von Ribosomen und RNCs an das Translokon
verhindert, unabhéngig davon ob die Polypeptidkette eine Signalsequenz tragt
oder nicht. Damit hat NAC wohl auch eine Funktion im Zusammenhang mit der
Proteintranslokation, bei der NAC neben SRP und dem SRP-Rezeptor, als
weiterer cytosolischer Faktor fur die korrekte Zielsteuerung von Proteinen zum
endoplasmatischen Retikulum erforderlich ist. Die genaue Lokalisation von NAC
am Ribosom ist jedoch noch nicht bekannt. Daher sollte im Rahmen dieser
Arbeit der Bindungsmechanismus und Kontakte zu ribosomalen Proteinen, im

Hinblick auf die Funktion von NAC am Ribosom, n&her charakterisiert werden.

3.1 Homologe Expression von NAC in Saccharomyces

cerevisiae

3.1.1 Klonierung und Expression von egd2 und egdl

In héheren Eukaryonten fihren Mutationen in den Genen, die fur die
NAC-Untereinheiten kodieren, oder Deletionen zu einem embryonal letalen
Phanotyp. Im Gegensatz dazu zeigen Deletionen der NAC Gene in der Hefe
Saccharomyces cerevisiae nur einen schwachen Phanotyp (Franke et al., 2001;
Reimann et al., 1999). Aus diesem Grund und wegen der relativ problemlosen
Kultivierung der Hefe, die eine Voraussetzung fur die Isolation gro3erer Mengen
an Ribosomen ist, wahlten wir S. cerevisiae als exemplarisches eukaryon-
tisches System fir die Charakterisierung der NAC-Bindungsstelle am Ribosom.
Die relativ unkomplizierte molekularbiologische Manipulierbarkeit der Hefe er-
maoglicht es dartber hinaus mutierte Gene fir die NAC-Untereinheiten in der
Hefe zu exprimieren, um den Einfluss von einzelnen Sequenzbereichen bei der

Assoziation mit Ribosomen zu studieren.
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In dem verwendeten Hefe Stamm YJF24 sind alle drei fur NAC kodie-
renden Gene (egd2, egdl und bttl) deletiert. Auf das B3-NAC BTT1 wird auf-
grund der vergleichsweise sehr geringen zellularen Konzentration (Reimann et
al., 1999) in den folgenden Arbeiten nicht eingegangen.

Zunachst einmal musste Uberpruft werden, ob Plasmid-kodiertes EGD2
(a-NAC) bzw. EGD1 (B-NAC) in vergleichbarer Menge produziert wird, wie im
Hefe Wildtyp Stamm (W303-1A) beobachtet. Die Gene egd2 und egdl wurden,
wie in Abschnitt 2.1.6 beschrieben, separat in Expressionsvektoren unter Kon-
trolle eines durch Galactose induzierbaren Promotors kloniert und in YJF24 ex-
primiert.

Abbildung 11 zeigt, dass das Expressionslevel von EGD2 und EGD1 im
mit 2 % Galactose induzierten Stamm YJF24+egd2+egdl vergleichbar ist mit
der intrazellularen NAC-Konzentration im entsprechenden Wildtyp Stamm
(W303-1A) (Spuren 1 und 4).
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Abbildung 11 Vergleich des Expressionslevels von EGD2 (a-NAC) und EGD1 (B-NAC) zwi-
schen dem Wildtyp Stamm W303-1A und der in YJF24 exprimierten Gene. A Vergleich der
zellularen NAC-Konzentration vom Wildtyp, der Deletionsmutante YJF24 und der nicht
induzierten bzw. mit 2 % Galactose induzierten Plasmid-kodierten Gene in YJF24. Der obere
Teil des Western-Blots wurde mit Antiseren gegen EGD2 und EGD1 analysiert. Der untere Teil
desselben Blots wurde zur Kontrolle der aufgetragenen aquivalenten Proteinmengen mit einem
Antikdrper gegen das ribosomale Protein rpL4 Uberprift. B Coomassie gefarbtes Gel desselben
Probenauftrags zur Kontrolle der quivalenten Proteinmengen.
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3.1.2 Vergleich der Assoziation mit Ribosomen

Zur funktionellen Uberprifung, ob das in YJF24 vom Plasmid aus ex-
primierte NAC ebenso wie NAC in einem Wildtyp-Stamm als heterodimerer
Komplex mit Ribosomen assoziiert ist, wurden Anzuchten von W303-1A und
YJF24+egd2+egdl in komplementiertem Minimalmedium mit Galactose durch-
gefuhrt, und ein Totalextrakt (S100) hergestellt, der frei ist von Zellkernen,
Membranen und Mitochondrien (2.3.11). Der Totalextrakt (T) wurde durch Sedi-
mentation der Ribosomen in einen cytosolischen Uberstand (S) und das
Ribosomen-Pellet (P) fraktioniert. Aquivalente Proben der Fraktionen wurden
mittels SDS-PAGE und anschlieBendem Western-Blot analysiert (Abbildung
12). Im Falle des Wildtyp W303-1A sedimentiert, wie schon friiher beschrieben,
der Grof3teil des zellularen NAC zusammen mit Ribosomen (Spuren 1 bis 3)
(Reimann et al.,, 1999). Fur das in YJF24 exprimierte NAC zeigt sich, dass
vergleichbar viel NAC wie beim Wildtyp Ribosomen-assoziiert ist (Spuren 3 und
6). Die etwas groRere Menge an EGD2 im cytosolischen Uberstand (S) im
Gegensatz zum Wildtyp (Spuren 2 und 5) ist auf die vergleichsweise starkere

Expression in diesem Experiment zurlckzufthren.
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Abbildung 12 Vergleich der Assoziation von NAC mit Ribosomen zwischen dem Wildtyp
W303-1A und YJF24+egd2+egdl. Beim Wildtyp sedimentiert der GrofR3teil des zellularen NAC
zusammen mit den Ribosomen (Spuren 1-3). Fir YJF24+egd2+egd1l zeigt sich, dass vergleich-
bar viel NAC Ribosomen-assoziiert ist (Spuren 3 + 6). Die etwas gréfRere Menge an EGD2 im
cytosolischen Uberstand (S) ist auf die vergleichsweise starkere Expression zuriickzufiihren
(Spuren 1 + 2 bzw. 4 + 5). Bei der SDS-PAGE wurden &aquivalente Probenmengen vom
Totalextrakt (T) und dem cytosolischen Uberstand (S) bzw. des Ribosomen-Pellets (P)
aufgetragen. Der obere Teil des Western-Blots wurde mit Antikdrpern gegen EGD2 und EGD1
analysiert. Zur Kontrolle der Vollstandigkeit der Ribosomen-Sedimentation und der vergleich-
baren Probenmengen wurde derselbe Blot mit einem Antikdrper gegen rpL4 Gberprift.
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Um in den folgenden Experimenten zu gewahrleisten, dass sich in den
Ribosomen-Fraktionen keine methodisch bedingten Verunreinigungen wie
Reste von Membranen oder aggregiertes Protein befinden, welche die Quan-
tifizierung und Vergleichbarkeit der einzelnen Ansétze beeintrachtigen kénnten,
wurden die Ribosomen in den folgenden Studien durch ein Saccharosekissen
mit physiologischer Salzkonzentration sedimentiert (2.3.12). Da NAC nicht
permanent mit dem Ribosom assoziiert ist, sondern ein stetiger Zyklus von
Assoziation und Dissoziation besteht (Lauring et al., 1995c), ergibt sich aus der
langsameren Sedimentation der Ribosomen durch das Saccharosekissen, dass
sich deutlich mehr NAC, im Vergleich zu dem vorherigen Test, in der Uber-
stands Fraktion befindet. Zur besseren Beurteilung der Ergebnisse wurde daher
fur den Totalextrakt (T) und den Uberstand (S) nur 1/10 des &quivalenten
Volumens der Ribosomen Fraktion (P) bei der SDS-PAGE aufgetragen. Der
Western-Blot in Abbildung 13 zeigt, dass bei der Sedimentation der Ribosomen
durch das Saccharosekissen im Vergleich zwischen dem Wildtyp W303-1A und
YJF24+egd2+egdl identische Mengen NAC zusammen mit den Ribosomen

sedimentieren (Spuren 3 und 6).
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Abbildung 13 Assoziation von NAC mit Ribosomen nach Fraktionierung der Ribosomen durch
ein Saccharosekissen im Vergleich von Wildtyp W303-1A und YJF24+egd2+egdl. Das Ergeb-
nis zeigt, dass beim Wildtyp und beim in YJF24 exprimiertem NAC identische Mengen zusam-
men mit den Ribosomen sedimentieren (Spuren 3 + 6). Von den sedimentierten Ribosomen (P)
wurden bei der SDS-PAGE 0,5 AU,g, aufgetragen und 1/10 des aquivalenten Volumens vom
Totalextrakt (T) bzw. vom Uberstand (S). Die obere Hélfte des Western-Blots wurde mit
Antiseren gegen EGD2 und EGD1 analysiert. Zur Kontrolle der vergleichbaren Probenmengen
wurde derselbe Blot mit einem Antikorper gegen rpL4 Gberprift.
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Die Vollstandigkeit der Ribosomen-Sedimentation wurde in einer sepa-
raten SDS-PAGE (berpriuft, bei der vom Uberstand (S) ein &quivalentes
Volumen des Ribosomen-Pellets aufgetragen und der Western-Blot mit einem
Antikdrper gegen rpL4 analysiert wurde (Abbildung nicht gezeigt).

Aufgrund der vergleichbaren Assoziation von NAC mit Ribosomen im
Wildtyp Stamm W303-1A und des in YJF24 exprimierten NAC wurde in den
weiteren Studien, anstatt W303-1A, der Stamm YJF24+egd2+egdl als Kon-

trolle verwendet.

3.2 Funktion der N-terminalen Sequenz von B-NAC bei der

Assoziation mit Ribosomen

Franke et al. zeigten bereits 2001, dass durch die Deletion der ersten 11
Aminosauren am N-Terminus von EGD1 (B-NAC) die Assoziation mit Riboso-
men stark verringert bzw. verhindert wird (Franke et al., 2001). Daher wurde
zunachst tberpruft, ob wir mit unserem System diese Ergebnisse reproduzieren
konnen. Hierfur wurde eine EGD1 Variante kloniert, bei der die ersten 11
Aminosauren deletiert sind, und zusammen mit Plasmid-kodiertem EGD2 (a-
NAC) in YJF24 exprimiert. Die Analyse der pelletierten Ribosomen zeigte
tatsachlich, dass auch in unserem System diese NAC Deletionsmutante nicht

mehr mit Ribosomen zusammen sedimentiert (siehe Abbildung 15A, Spur 9).
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Abbildung 14 Schematische Darstellung der konservierten Doménenstruktur von NAC aus
Saccharomyces cerevisiae. Darunter ist die N-terminale Sequenz von EGDL1 illustriert. Die in
allen Organismen konservierten Aminosauren sind mit rotem Hintergrund, konservierte
Aminosaureaustausche in Rot auf Weil3 dargestellt (siehe auch Abbildung 6B). Darlber ist die
mit dem Programm PHD (Rost and Sander, 1993) vorhergesagte Sekundarstruktur der
Aminosauresequenz illustriert.
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Aufbauend auf diesen Ergebnissen, wurde nach konservierten Eigen-
schaften in dieser N-terminalen Aminosduresequenz gesucht. Interessan-
terweise wird fur diesen Bereich aller B-NAC Homologe eine a-helikale
Sekundarstruktur vorhergesagt. Darlber hinaus findet sich hier ein hoch
konserviertes Sequenzmotiv: °EKLXKLQ'. Zur Veranschaulichung sind in
Abbildung 14 die konservierte Domanenstruktur von Hefe NAC und die N-termi-
nale Sequenz von EGD1 dargestellt.

Um die Annahme zu uUberprifen, dass dieses Sequenzmotiv fur die
Assoziation mit Ribosomen entscheidend ist, wurden gezielte Aminosaureaus-
tausche vorgenommen. Wie in Abschnitt 2.1.6 beschrieben, wurden bei einer
Mutante die Aminosauren °EKL® gegen Alanine ausgetauscht (egd1°EKL/
AAA). Bei einer zweiten Mutante wurden die Aminosauren °KLQ gegen
Alanine ausgetauscht (egd1'°KLQ"/ AAA). Dabei wurde darauf geachtet, dass
durch die ausgewaéhlten Mutationen keine Veranderung der Sekundarstruktur
hervorgerufen wird. Eine Uberprifung der veranderten Aminosauresequenzen
mit Hilfe des Programms PHD (Rost and Sander, 1993) ergab fir die Vorher-
sage, dass der Bereich, in dem die Mutationen eingefiihrt wurden, weiterhin

eine a-helikale Sekundarstruktur ausbildet (siehe Abbildung 15A und B).

Die B-NAC Mutanten (egd1°EKL¥AAA, egd1°KLQ'/AAA und egdD1-11)
wurden zusammen mit Plasmid-kodiertem egd2 (a-NAC) jeweils in YJF24 expri-
miert. Dabei zeigten die neuen Konstrukte ein vergleichbares Expressionslevel
wie das Wildtyp egdl (Abb. 15A und B; Spuren 1, 4 und 7). Aus parallelen
Anzuchten von YJF24+egd2 in Kombination mit egdl, egd1®EKLE/AAA,
egd1'®KLQY/AAA und egdlD1-11 wurden S100 Totalextrakte hergestellt
(2.3.11), aus denen die Ribosomen durch ein Saccharosekissen sedimentiert
wurden (2.3.12). Die Analyse der Ribosomen Fraktionen und 1/10 des aqui-
valenten Volumens vom Totalextrakt und des Uberstandes erfolgte nach SDS-
PAGE mittels Western-Blot (Abbildung 15A und B).

Die Analyse der sedimentierten Ribosomen zeigt fur die NAC-Dele-
tionsmutante (EGD1D1-11), dass sie nicht mit den Ribosomen zusammen sedi-
mentiert (Abb. 15A; Spur 9). Fur die beiden EGD1-Alanin-Mutanten wurde ein
differenzierteres Resultat festgestellt. Beim Austausch der Aminoséuren °EKL®
in EGD1 zu Alaninen lasst sich NAC zwar noch gut in der Ribosomen-
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Abbildung 15 Vergleich der Assoziation der NAC-Mutanten mit Ribosomen. Dargestellt ist in A
die Gegenuberstellung der sedimentierten Ribosomen aus YJF24+egd2 in Kombination mit
egleEKLalAAA und egd1D1-11 im Vergleich zu egdl, welches den Wildtyp reprasentiert, und
in B aus YJF24+egd2 in Kombination mit egdleEKLS/AAA und egdlmKLle/AAA. Die Analyse
zeigt eine deutlich verringerte Assoziation der EGD1-Alanin-Mutanten mit Ribosomen, insbhe-
sondere fir EGD1"°KLQ"/AAA (B; Spuren 6 + 9). Die NAC-Deletionsmutante (EGD1D1-11) ist
hingegen nicht mehr im Ribosomen-Pellet (P) nachzuweisen (A; Spur 9). Von den sedi-
mentierten Ribosomen (P) wurden bei der SDS-PAGE 0,5 AU, aufgetragen und 1/10 des
aquivalenten Volumens vom Totalextrakt (T) bzw. vom Uberstand (S). Die obere Hélfte der
Western-Blots wurde jeweils mit Antikdrpern gegen EGD2 und EGD1 analysiert. Der untere Teil
desselben Blots wurde zur Kontrolle der vergleichbaren Probenmengen mit einem Antikorper
gegen rpL4 entwickelt. Die illustrierten Sequenzen zeigen die mit dem Programm PHD (Rost
and Sander, 1993) vorhergesagten Sekundarstrukturen der EGD1-Alanin-Mutanten im
Vergleich zur Wildtypsequenz. Die ausgetauschten Aminosauren sind in Weil3 auf Rot
dargestellt. A EGD1°EKLY/AAA B EGD1"KLQ'Y/AAA.
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Fraktion (P) nachweisen, der Komplex zeigt aber schon eine deutlich geringere
Assoziation als wt NAC (Abb. 15A bzw. B; Spuren 3 und 6). Im Vergleich dazu
ist die Mutante EGD2+EGD1%KLQ/AAA extrem schwécher mit Ribosomen
assoziiert, so dass sich der Komplex nur noch in sehr geringen Mengen im
Ribosomen-Pellet (P) nachweisen lasst (Abb. 15B; Spur 9). Daraus kann man
folgern, dass das konservierte Sequenzmotiv °EKLXKLQ in der N-terminalen
a-Helix der B-NAC Untereinheit eine wichtige Funktion bei der Assoziation mit

dem Ribosom hat.

3.3 B-NACs Assoziation mit Ribosomen ist Gbertragbar

Fir die stabile Assoziation von NAC mit dem Ribosom ist das hoch
konservierte Sequenzmotiv °EKLXKLQ' am N-Terminus von B-NAC erfor-
derlich. Diese Sequenz liegt in einer fir alle -NAC Homologe vorhergesagten
a-helikalen Sekundarstruktur. Im folgenden Versuch sollte ermittelt werden,
inwiefern die N-terminale Helix allein die Assoziation mit Ribosomen vermitteln
kann. Als Reporter-Protein wurde Maltose-Bindeprotein (MBP) aus E. coli aus-
gewahlt, das als Iosliches Protein in keiner Weise mit Ribosomen assoziiert ist.
Drei N-terminale Peptidsequenzen unterschiedlicher Lange von EGD1 (3-NAC)
wurden Uber eine Linker-Sequenz (G4S)s mit MBP fusioniert (2.1.6): EGD1"-
MBP, EGD1*%-MBP und EGD1*°-MBP (siehe Abbildung 16 fir die Peptidse-

quenzen).
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Abbildung 16 Schematische lllustration der Peptidsequenzen von EGD1 (B-NAC) fir die
Fusionen mit MBP. Das identifizierte konservierte Sequenzmotiv *EKLXKLQ™ ist in der
Aminosauresequenz in Weild auf Rot dargestellt. Der Sequenzbeginn der konservierten NAC-
Domaéne ist mit einem roten Kasten umrahmt.

Die Expression der Fusionsproteine und von MBP erfolgte in dem Hefe-
Stamm YJF24 (Degd2, Degdl, Dbttl). Nach Sedimentation der Ribosomen aus

einem S100 Totalextrakt bei physiologischer Salzkonzentration wurden aqui-
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valente Probenmengen der Uberstande (S) und der Ribosomen-Pellets (P)
nach SDS-PAGE mittels Western-Blot analysiert (Abbildung 17).

Wie erwartet findet man des Reporterprotein MBP ausschlief3lich im
Uberstand (Spuren 1 und 2). Das Ergebnis zeigt aber, dass EGD1**-MBP, bei
dem nur die N-terminale Helix von EGD1 mit MBP fusioniert ist, noch nicht
zusammen mit den Ribosomen sedimentiert (Spuren 3 und 4). Die beiden
anderen Fusionsproteine, EGD1**-MBP und EGD1“%*-MBP, sedimentieren
hingegen sehr deutlich mit Ribosomen. Dabei zeigt sich, dass die Fusion der

langeren Peptidsequenz (EGD1%*

) zu einer starkeren Assoziation mit Ribo-
somen fiihrt (Spuren 6 und 8). Da die Kontrolle (MBP) ausschlieRlich im Uber-
stand nachzuweisen ist, wird bestatigt, dass die Bindung an die Ribosomen
spezifisch Uber die fusionierten Peptidsequenzen von EGD1 vermittelt wird.
Dies zeigt sich auch dadurch, dass die bei den Fusionsproteinen durch
proteolytischen Abbau auftretende zweite Bande nur im Uberstand nachzu-

weisen ist. Offensichtlich betrifft der Abbau nur das fusionierte EGD1-Peptid.

EGD1I !-I_ EGD.II?!_ EGEH'ZIEI_
MEE: MBP MEP MEP
S F 5 P S P 5 P
== 56 kDa

— —
ant-MBP - - - o -
— T
= 17

anti-rpL.35 - - - L]
1 2 3 4 5 & 7 8

Abbildung 17 Vergleich der Assoziation der Fusionsproteine EGD1'**-MBP, EGD1"**-MBP
und EGD1"**-MBP mit Ribosomen. Die Fusionsvarianten wurden in YJF24 exprimiert und die
Ribosomen aus einem S100 Totalextrakt sedimentiert. Die Analyse mit einem Antikérper gegen
MBP zeigt, dass die ersten 14 Aminosauren von EGD1 noch nicht ausreichen, um das
Fusionsprotein zusammen mit den Ribosomen zu sedimentieren (Spuren 3 + 4). Die beiden
Varianten EGD1"*-MBP und EGD1"*-MBP sind hingegen deutlich im Ribosomen-Pellet
nachzuweisen (Spuren 6 + 8). Die MBP Kontrolle ist ausschlieRlich im Uberstand nachzuweisen
(Spuren 1 + 2). Die untere Halfte derselben Membran wurde zur Kontrolle der Vollstandigkeit
der sedimentierten Ribosomen mit einem Antikdrper gegen das ribosomale Protein rpL35
Uberpruft.

Die Analyse der Ergebnisse zeigt, dass das konservierte Sequenzmotiv
®EKLXKLQ am N-Terminus von B-NAC fiir die stabile Assoziation mit Riboso-
men erforderlich ist. Die Bindung eines Reporter-Proteins (MBP) an Ribosomen
kann aber nicht alleine durch die N-terminale Helix vermittelt werden. Erst die

Fusion etwas langerer Peptidsequenzen von EGD1 ermdglicht die Bindung von
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MBP an Ribosomen. Die Tatsache, dass der N-terminale Bereich von EGD1
aber nur zu einer vergleichsweise schwachen Assoziation von MBP mit
Ribosomen flhrt, legt den Schluss nahe, dass fir die Assoziation von NAC mit

Ribosomen mehrere Kontaktstellen verantwortlich sind.

3.4 Heterologe Expression von Hefe NAC in E. coli

3.4.1 Klonierung und Expression von egd2 und egdl

Fir in vitro Studien und die Identifizierung der Bindungsstelle am Ribo-
som wurde das heterodimere wt NAC aus S. cerevisiae rekombinant in E. coli
exprimiert und gereinigt. Ausgangspunkt fir die Klonierung war ein Konstrukt
von B. Beatrix, bei dem egd2 (a-NAC) in dem Vektor pET28a (Novagen) klo-
niert vorlag, so dass es einen N-terminalen His-tag gefolgt von einer Thrombin
Protease-Schnittstelle tragt. egdl (B-NAC) wurde wie in Abschnitt 2.1.6
beschrieben in dieses Plasmid direkt hinter egd2 kloniert (ohne eine weitere
Ribosomen-Bindungsstelle), was zu einem besseren molaren Verhaltnis von
EGD2 zu EGDL1 bei der Expression fuhrte, gegeniber einem friiheren Konstrukt
von B. Beatrix, bei dem sich noch eine zusatzliche Shine-Dalgarno Sequenz
zwischen den beiden Genen befindet. Die Expression erfolgte in dem E. coli
Stamm ER2566 (NEB).

3.4.2 Reinigung des rekombinanten Hefe wt NAC

Der koexprimierte Komplex wurde im ersten Schritt Gber eine Ni-Affinitats-
chromatographie gereinigt und die vereinigten Fraktionen Uber Nacht bei 4°C
mit Thrombin verdaut. Daran schlossen sich fir die weitere Reinigung eine
Heparin-Affinitatschromatographie und eine Anionen-Austausch Chromatogra-
phie an (FUr das detaillierte Reinigungsprotokoll siehe Abschnitt 2.3.8). In
Abbildung 18 sind exemplarisch die Chromatogramme und dazugehdrigen
SDS-PAGE fiur die Reinigung von rekombinantem Hefe wt NAC aus E. coli
dargestellt.

Die Reinigungen der verschiedenen NAC-Varianten, die in der vorliegen-
den Arbeit verwendet wurden, erfolgten nach demselben Protokoll und zeigten

keinerlei bemerkenswerte Unterschiede gegentber dem wt NAC.
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Abbildung 18A Ni-Affinitdtschromatographie: Die Abbildung zeigt das Chromatogramm und
die SDS-PAGE der Elutionsfraktionen. Deutlich zu erkennen ist, dass EGD1 in Komplex mit
His-EGD2 bei der Chromatographie gereinigt wird. Ebenso ist ein Uberschuss an EGD2 in
Folge der starkeren Expression gegentber EGD1 ersichtlich. In den Spuren links der SDS-
PAGE sind die Proben vor (V) und nach der Induktion (N) der Expression gezeigt, wie auch
vom Probenauftrag (L), dem Durchlauf (D) und der letzten Waschfraktion (W) vor der Elution.
Die Fraktionen 9 — 15 wurden fir den proteolytischen Verdau mit Thrombin vereinigt.
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Abbildung 18B Heparin-Affinitatschromatographie: Dargestellt ist das Chromatogramm und
die SDS-PAGE der Elutionsfraktionen. In der ersten Spur ist eine Probe der vereinigten
Fraktionen von der Ni-Affinitdtschromatographie vor der Proteolyse (P) und daneben der
Durchlauf vom Probenauftrag der Heparin-Affinitatschromatographie (D) gezeigt. Nicht mit
EGD1 komplexiertes EGD2 befindet sich vollstdndig im Durchlauf (D), so dass EGD2 und
EGD1 in einem 1:1 Verhéltnis eluieren. Die Fraktionen 33 — 43 wurden fiir die weitere
Reinigung vereinigt.
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Abbildung 18C Anionen-Austausch-Chromatographie: Die Abbildung zeigt das Chroma-
togramm und die SDS-PAGE der Elutionsfraktionen. In diesem letzten Chromatographie-Schritt
werden restliche Verunreinigungen gut abgetrennt (31 — 34). Die Fraktionen 19 — 23 wurden
vereinigt und fir die weiteren Arbeiten verwendet.

Die Heparin-Affinitatschromatographie hat bei der Reinigung die beson-
dere Funktion, dass sich nicht mit EGD1 (B-NAC) komplexiertes EGD2 (a-NAC)
sehr gut abtrennen lasst und vollstandig im Proben-Durchlauf vorliegt. Dadurch
eluierten EGD2 und EGDL1 in einem Verhaltnis von 1:1 (siehe Abbildung 18B).
Die Bedeutung liegt darin, dass EGD2, welches nicht mit EGD1 komplexiert ist,
ein Homodimer bildet, ebenso wie das archaebakterielle aeNAC. In Archae-
bakterien gibt es nur ein a-NAC Homolog (siehe 1.3.4 fir die Kristallstruktur des
aeNAC). In den folgenden Cross-linking Studien zu ribosomalen Proteinen
wirde dieses unklomplexierte EGD2 zu einem weiteren Cross-Link Produkt
fuhren, welches in der Analyse zuzuordnen ist. Am besten lasst sich dies in

einem Cross-linking Experiment mit dem heterodimeren Hefe wt NAC im Ver-

gleich zu gereinigtem EGD2 veranschaulichen.

In parallelen Ansatzen wurden 40 pmol Hefe wt NAC (yNAC) bzw. EGD2
mit 2 nmol des Cross-Linkers AMAS in einem 50 pul Reaktionsansatz (20mM
Hepes-KOH pH 7,5; 150 mM Kalium-Acetat; 20 mM Magnesium-Acetat; Pro-

tease-Inhibitor-Cocktail Complete) inkubiert (fur detaillierte Informationen zu
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AMAS siehe 3.5.1). Nach Abstoppen der Reaktion wurden die Ansatze mit
SDS-Probenpuffer versetzt. Die Analyse erfolgte mittels Western-Blot mit Anti-
seren gegen EGD2 und EGD1 (Abbildung 19).

Die Analyse zeigt deutlich in den Ansatzen mit AMAS jeweils eine zu-
satzliche Bande (Spuren 2 und 3). Die Molekulargewichts-Verschiebung des
jeweiligen Cross-Link Produkts entspricht einer Verknipfung von zwei a-NAC
Untereinheiten (yaXya) bzw. des heterodimeren NAC (yaXyB). Die Verknip-
fung von nicht mit EGD1 komplexiertem EGD2 zueinander ist dabei unabhéngig
von der Proteinkonzentration oder der Konzentration des Cross-linking Rea-
genz in dem Ansatz. Dies zeigt, dass a-NAC in Abwesenheit von 3-NAC als
Homodimer vorliegt. Das Cross-linking Experiment ist im Zusammenhang mit
der Reinigung des heterodimeren Hefe NAC eine gute Kontrolle, ob nicht mit

EGD1 komplexiertes EGD2 vollstandig abgetrennt wurde.
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Abbildung 19 Cross-linking Experiment im Vergleich von gereinigtem, heterodimerem Hefe wt
NAC und EGD2. In den Proben, die mit dem Cross-linking Reagenz AMAS inkubiert wurden ist
deutlich jeweils eine zusatzliche Bande zu detektieren (Spuren 2 + 3). Das jeweilige
Molekulargewicht entspricht einer Verknipfung von zwei a-NAC Untereinheiten (yaXya) bzw.
des heterodimeren Komplex (yaXyB) zueinander. Dies zeigt, dass nicht mit EGD1
komplexiertes EGD2 als Homodimer vorliegt. Der Western-Blot wurde mit Antiseren gegen
EGD2 und EGD1 analysiert.

3.4.3 Funktionelle Charakterisierung des rekombinanten Hefe NAC

Zur Charakterisierung der beschriebenen funktionellen Eigenschaften von
eukaryontischem NAC (Beatrix et al., 2000), wurden fur das rekombinante wt

NAC aus Hefe zwei Untersuchungen durchgefiihrt. Zum einen wurde in Zusam-



Ergebnisse -71-

menarbeit mit B. Beatrix die Quervernetzung zu der an das Ribosom gebun-
denen Polypeptidkette analysiert und zum anderen die Assoziation mit Riboso-
men in vitro mittels Ruckbindung an Hochsalz-gereinigte 80S Ribosomen aus
Hefe untersucht.

Fur den Photo-Cross-linking Nachweis wurden Hochsalz-gereinigte
RNCs, die die ersten 77 Aminosauren der Firefly-Luciferase (77aaffLuc) tragen,
in einem Kaninchen Retikulozyten-Lysat hergestellt (2.3.16). Nach Inkubation
der 77aaffLuc RNCs mit NAC wurde das photoaktivierbare Lysinanalogon durch
UV-Bestrahlung aktiviert (2.4.1). Die Cross-Link Produkte wurden durch die mit
radioaktivem Methionin markierte Polypeptidkette nach SDS-PAGE Uuber Auto-
radiographie analysiert (Abbildung 20A).

In Analogie zu friheren Arbeiten wurden im Ribosomen-Ruckbin-
dungstest und den folgenden Cross-linking Studien Hochsalz-gereinigte 80S
Ribosomen aus dem Hefe Stamm YJF24 (Degd2, Degdl, Dbttl) eingesetzt
(Beckmann et al., 2001; Pool et al., 2002; Terzi et al., 2004; Beatrix et al.,
2000). Durch die Hochsalzreinigung mit 500 mM Kalium-Acetat werden
Ribosomen-assoziierte Faktoren entfernt, welche im Rickbindungstest mit NAC
um Kontaktstellen konkurrieren kénnten. Insbesondere bei den im Anschluss
durchgefiihrten Cross-linking Studien muss sichergestellt sein, dass man nur
Verknupfungen zu ribosomalen Proteinen erhalt.

Das rekombinante Hefe wt NAC (yNAC) wurde zusammen mit den
Hochsalz-gereinigten 80S Ribosomen in einem molaren Verhaltnis von 2:1
inkubiert. Die Ribosomen wurden anschlie3end durch ein Saccharosekissen mit
physiologischer Salzkonzentration sedimentiert (2.3.13). Parallel wurde zum
Vergleich ein Ansatz mit der NAC-Deletionsmutante (yYNAC pD1-11), bei der die
ersten 11 Aminosauren am N-Terminus von EGD1 fehlen, durchgefihrt. Die
Analyse der Proben erfolgte nach SDS-PAGE mittels Western-Blot mit Anti-
korpern gegen EGD2 und EGD1 (Abbildung 20B).

Das Ergebnis des Photo-Cross-linking Nachweis zeigt, dass beide
Untereinheiten vom rekombinanten Hefe NAC (yNAC) mit der naszierenden
Polypeptidkette interagieren (Abb. 20A; Spur 5), wenn auch die Intensitat der
Cross-Link Produkte nicht so stark ist wie fur das humane NAC (hNAC) oder
das archaebakterielle a-NAC Homolog (aeNAC) (Abb. 20A; Spuren 3 und 6).

Eine mdgliche Ursache hierfur ist wahrscheinlich die Verwendung von
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Kaninchen Retikulozyten-Lysat bei der Herstellung der 77aaffLuc RNCs

(personliche Mitteilung M. Wiedmann).
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Abbildung 20 A Rekombinantes Hefe wt NAC (yNAC) interagiert mit der naszierenden
Polypeptidkette am Ribosom. 77aaffLuc RNCs wurden wie beschrieben mit einem photo-
aktivierbaren Lysinanalogon in der naszierenden Polypeptidkette hergestellt (2.3.16) und
zusammen mit humanem NAC (hNAC), Hefe NAC (yNAC), humanem NAC bei dem die UBA-
Doméane vom a-NAC nach Position GIu*® deletiert wurde (hNACDUBA) oder dem archae-
bakteriellem a-NAC Homolog (aeNAC) inkubiert. Die Proben wurden mit UV-Licht aktiviert (hxn)
und nach SDS-PAGE auf Radioaktivitat getestet. Die detektierten Banden entsprechen den
Quervernetzungs-Produkten der jeweiligen NAC-Konstrukte mit der naszierenden Poly-
peptidkette. B Rekombinantes Hefe NAC assoziiert in vitro mit Ribosomen. Hefe wt NAC
(yNAC) und die NAC-Deletionsmutante (yYNAC (D1-11) wurden alleine oder zusammen mit
Hefe Ribosomen inkubiert und die Ribosomen durch ein Saccharosekissen mit physiologischer
Salzkonzentration sedimentiert. YNAC sedimentiert zusammen mit den Ribosomen (Spur 4), im
Gegensatz zu yNAC BD1-11 (Spur 8). Von Uberstand (S) und Pellet (P) wurden &quivalente
Mengen nach SDS-PAGE mittels Western-Blot mit Antiseren gegen EGD2 und EGD1
analysiert. Zur Kontrolle der Vollstandigkeit der Ribosomen-Sedimentation wurde derselbe Blot
mit einem Antikdrper gegen rpL4 analysiert.

Der Ribosomen-Ruckbindungstest zeigt, dass rekombinantes, in E. coli
hergestelltes Hefe wt NAC (yNAC) als Ribosomen-assoziierter Komplex zu-

sammen mit den Ribosomen sedimentiert. Demgegenuber ist von der NAC-
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Deletionsmutante (yYNAC BD1-11) weder EGD2 noch EGD1 in der Probe vom
Ribosomen-Pellet nachweisbar ist (Abb. 20B; Spuren 4 und 8).
Zusammenfassend resultiert aus den funktionellen Untersuchungen, dass
das in E. coli exprimierte und gereinigte Hefe NAC die beschriebenen charak-
teristischen Eigenschaften (i) Assoziation mit Ribosomen und (i) Interaktion mit
der naszierenden Polypeptidkette erfillt, und somit fiir die folgenden Studien,

der Identifizierung der Bindungsstelle am Ribosom, verwendet werden kann.

3.5 Charakterisierung der Bindung von NAC am Ribosom

3.5.1 Cross-linking Studien mit rekombinantem Hefe wt NAC

Zur genauen Lokalisation der Bindungsstelle von NAC am Ribosom
wurden Cross-linking Experimente durchgefihrt. In den ersten Studien wurden
dabei sieben verschiedene Cross-Linker in parallelen Anséatzen getestet, deren
Hauptunterschied der Abstand der reaktiven chemischen Gruppen zueinander
ist, die aber auch zum Teil verschiedene reaktive Gruppen besitzen (fur eine
detaillierte Auflistung der verwendeten Cross-Linker und ihrer charakteristi-
schen Eigenschaften siehe Abschnitt 2.1.3). Nach Optimierung der Reaktions-
bedingungen wurden die besten Ergebnisse mit dem Cross-linking Reagenz
N-(a-Maleimidoacetoxy)succinimide ester (AMAS) erzielt. AMAS reagiert unter
den gewahlten Reaktionsbedingungen bevorzugt mit e-Aminogruppen von
Lysin-Seitenketten. Bemerkenswert an AMAS ist der geringe Abstand zwischen
den reaktiven Gruppen, welcher nur 4,4 A betragt. Dies impliziert, dass durch
AMAS miteinander verknlpfte Proteine sich in einem sehr engen Kontakt
zueinander befinden. Im Vergleich dazu betragt bei Cross-Linkern, die haufiger
in der Literatur erwahnt werden, wie z.B. DSS (Disuccinimidyl suberate) und
BS® (Bis(sulfosuccinimidyl)suberate), der Abstand der reaktiven Gruppen
zwischen 11 A und 12 A (Terzi et al., 2004; Pool et al., 2002: Gautschi et al.,
2002).

Abbildung 21 Strukturformel von N-(a-Maleimidoacetoxy)
N ! N succinimide ester (AMAS). Die reaktiven Gruppen reagieren

0 1 primar mit e-Aminogruppen von Lysinen. Der Abstand
zwischen den reaktiven Gruppen betragt 4,4 A.
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Fur die Cross-linking Studien wurde das gereinigte Hefe NAC (yNAC)
zusammen mit Hochsalz-gereinigten 80S Ribosomen aus dem Stamm YJF24
(Degd2, Degdl, Dbttl) und AMAS inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion,
wurden die Ribosomen unter Hochsalzbedingungen durch ein Saccharose-
kissen sedimentiert, um nicht mit den Ribosomen verknupftes NAC zu
entfernen. Parallel wurde eine Kontrolle ohne Ribosomen durchgefuhrt, bei der
die Sedimentation entfiel (2.4.2). Um bei den Studien flr einen genaueren
Vergleich der Analysen reproduzierbare apparente Molekulargewichte der
Cross-Link Produkte zu erhalten, wurden die Proben von den Ribosomen-
Pellets bzw. der NAC-Kontrolle tber kommerziell erhaltliche NuPAGE Bis-Tris
Gele (Invitrogen) und Western-Blot analysiert. Die Ansatze wurden sowohl mit
einem Antikorper gegen EGD1 (Abbildung 22) als auch gegen EGD2 uberpruift
(Abbildung 23).

Das Ergebnis der Analyse zeigt sowohl fur EGD1 (B-NAC) als auch fir
EGD2 (a-NAC) multiple Cross-Link Produkte unterschiedlicher Intensitat.
Besonders auffallend sind dabei yX15 und yBX25 fir EGD1 (Abb. 22; Spur 3)
und yaX25 fir EGD2 (Abb. 23; Spur 3).
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Abbildung 22 Analyse des Cross-linking Ansatzes mit AMAS zwischen Hefe wt NAC (yNAC)
und 80S Ribosomen. Der Western-Blot wurde mit einem Antiserum gegen EGD1 (b-NAC) ana-
lysiert. Das Ergebnis zeigt in Spur 3 vier Cross-Link Produkte zu ribosomalen Proteinen, die
entsprechend der Zunahme des Molekulargewichts von EGD1 in kDa mit ygX15, -25, -35 und
-42 bezeichnet sind. Als besonders dominant stechen die Cross-Link Produkte yBX15 und
yBX25 hervor. Die Ribosomen-Kontrolle in Spur 2 zeigt einige Kreuzreaktionen des Antikdrpers
zu ribosomalen Proteinen, die daher bei der Beurteilung der Spur 3 nicht weiter berticksichtigt
wurden. In der NAC-Kontrolle (Spur 1) zeigt sich eine Bande (mit * gekennzeichnet), die von der
Gro6l3e ein Cross-Link zwischen den NAC-Untereinheiten sein kann.
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Abbildung 23 Analyse des Cross-linking Ansatzes mit AMAS zwischen Hefe NAC (yNAC) und
80S Ribosomen. Der Western-Blot wurde mit einem Antikdrper gegen EGD2 (a-NAC)
analysiert. Das Ergebnis zeigt in Spur 3 sieben Cross-Link Produkte unterschiedlicher Intensitét
zu ribosomalen Proteinen, die entsprechend der Zunahme des Molekulargewichts von EGD2 in
kDa mit yaX15, -18, -20, -25, -34, -38 und -43 bezeichnet sind. Das Cross-Link Produkt yaX25
sticht dabei als besonders dominant hervor. In Spur 2 zeigt sich fur den Ribosomen
Kontrollansatz eine Kreuzreaktion des Antikdrpers zu einem ribosomalen Protein (mit *
gekennzeichnet).

Bemerkenswert ist die teilweise identische Molekulargewichts-Verschie-
bung von EGD1 bzw. EGD2 (z.B. X15, yBX42/yaX43) insbesondere flr das bei
beiden NAC-Untereinheiten dominant auftretende Cross-Link Produkt X25.
Dieses kann darauf hindeuten, dass es sich um Verknipfungen zu den gleichen

ribosomalen Proteinen handelt.

3.5.2 Cross-linking Studien mit Hefe NAC EGD1D1-11

Die Charakterisierung des N-terminalen Sequenzmotivs °EKLXKLQ" von
B-NAC, wie auch die Deletion der ersten 11 Aminosauren haben gezeigt, dass
dieser Bereich eine wichtige Funktion bei der Assoziation mit dem Ribosom hat
(siehe 3.2). In den dafur durchgefuhrten Experimenten, auch mit der NAC-
Deletionsmutante, war die Assoziation von NAC in Sedimentationsstudien
getestet worden. Unklar blieb dabei, ob die Deletion des N-Terminus von EGD1
die Assoziation mit Ribosomen abschwacht oder komplett verhindert. Um zu

Uberprifen, ob die NAC-Deletionsmutante Uber weitere Kontaktstellen mit dem
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Ribosom assoziiert, wurden Cross-linking Experimente vor und nach der
Sedimentation der Ribosomen-NAC Komplexe verglichen.

Zunachst wurde uberpruft, inwiefern sich das Ergebnis der Cross-linking
Studien mit Hefe Wildtyp NAC fir die NAC-Deletionsmutante veréandert oder
reproduzieren lasst. In parallelen Ansatzen wurden rekombinantes Hefe wt NAC
(YNAC) bzw. die NAC-Deletionsmutante (yYNAC BD1-11) zusammen mit 80S
Ribosomen aus YJF24 und AMAS inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion
wurden die Ribosomen unter Hochsalzbedingungen durch ein Saccharose-
kissen sedimentiert. Proben der Ribosomen-Pellets bzw. der Kontrollansatze
wurden Uber NUPAGE Bis-Tris Gele (Invitrogen) und Western-Blot mit Antiseren
gegen zum einen EGD1 (Abbildung 24) und zum anderen EGD2 (Abbildung 25)
analysiert.

Die Analyse der Ansatze zeigte entgegen den Sedimentations-Studien
das Uberraschende Ergebnis, dass Hefe NAC bei dem am N-Terminus von
EGDL1 die ersten 11 Aminoséuren deletiert sind in vitro ebenso wie wt NAC mit
Ribosomen assoziiert und genauso spezifisch zu den ribosomalen Bindungs-
partnern verknipft wird (Abb. 24 und 25; Spuren 4 und 5).

" TR T g ¢ yMNAC
+ - = = yMNAC fA1-11
- - + + Hefe Ribosomen
+ + + ANMAS
yjix42 b -
' m— G0kDa
y[X35 >
- — T
ypX25 — a1 J
-
¢ ]
YX15 — - 44—
& = 30

- 1H

1 2 3 4 b5

Abbildung 24 Analyse der Cross-linking Ansétze mit AMAS vor Sedimentation der Ribosomen
zwischen Hefe wt NAC (YNAC) bzw. der N-terminalen Deletionsmutante von EGD1 (yNAC (3D1-
11) und 80S Ribosomen. Der Western-Blot wurde mit einem Antikdrper gegen EGD1 (B-NAC)
analysiert. Wie in Abbildung 22 zeigt der Ansatz mit yNAC und Hefe Ribosomen vier Cross-Link
Produkte die entsprechend der Molekulargewichtszunahme von EGD1 in kDa mit yX15, -25,
-35 und -42 bezeichnet sind (Spur 5). Der Ansatz mit yNAC BD1-11 und Ribosomen zeigt
Uberraschender Weise drei der Cross-Link Produkte in abgeschwachter Intensitat, wohingegen
yBX15 (Pfeil) Uberhaupt nicht nachzuweisen ist (Spur 4).
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Abbildung 25 Analyse der Cross-linking Ansétze mit AMAS vor Sedimentation der Ribosomen
zwischen Hefe wt NAC (YNAC) bzw. der N-terminalen Deletionsmutante von EGD1 (yNAC (3D1-
11) und 80S Ribosomen. Der Western-Blot wurde mit einem Antiserum gegen EGD2 (a-NAC)
analysiert. Wie in Abbildung 23 zeigt der Ansatz mit yYNAC und Hefe Ribosomen multiple Cross-
Link Produkte zu ribosomalen Proteinen (Spur 5), die entsprechend der Zunahme des
Molekulargewichts von EGD2 in kDa bezeichnet sind. In Spur 4 wurden flr den Ansatz mit
yNAC BD1-11 und Ribosomen alle Cross-Link Produkte in zum Teil sehr geringer Intensitat
detektiert. yaxX18 und yaX20 sind im Original schwach zu sehen, aber leider nicht in der
Abbildung.

Besonders interessant dabei ist, dass das eigentlich dominante Cross-
Link Produkt yBX15 bei der N-terminalen Deletionsmutante von EGD1 uber-
haupt nicht nachgewiesen werden kann (Abb. 24; Spur 4). Die geringere
Intensitat der Cross-Link Produkte zwischen yNAC D1-11 und 80S Ribosomen
im Vergleich zum wt NAC, konnte ein Indiz fir eine insgesamt schwéachere

Assoziation mit Ribosomen sein.

Im zweiten Ansatz wurden zundchst Hefe NAC (yNAC) und die
Deletionsmutante (yNAC BD1-11) zusammen mit Hochsalz-gereinigten 80S
Ribosomen aus YJF24 ohne das Cross-linking Reagenz AMAS inkubiert. Nach
Sedimentation der Ribosomen durch ein Saccharosekissen mit physiologischer
Salzkonzentration (2.3.13) wurden die wieder resuspendierten Ribosomen mit
dem Cross-Linker AMAS zusammen inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion
wurden die Ribosomen erneut durch ein Saccharosekissen, nun unter Hoch-
salzbedingungen, sedimentiert (2.4.2). Im Gegensatz zu den vorherigen Ex-

perimenten wurden diesmal alle Ansatze, inklusive der NAC-Kontrollen ohne
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Ribosomen, gleich behandelt, einschlie3lich der beiden Sedimentationen. Die
Proben der Ribosomen-Pellets bzw. der ,Pellets* der NAC-Kontrollen wurden
Uber NUPAGE Bis-Tris Gele (Invitrogen) und Western-Blot mit einem Antikdrper
gegen EGD1 (B-NAC) analysiert (Abbildung 26).
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Abbildung 26 Analyse der Cross-linking Reaktion mit AMAS nach Sedimentation der Riboso-
men zwischen Hefe wt NAC (yNAC) bzw. der N-terminalen Deletionsmutante von EGD1 (yNAC
BD1-11) und 80S Ribosomen. Der Western-Blot wurde mit einem Antiserum gegen EGD1 (B-
NAC) analysiert. Das Ergebnis zeigt fur Hefe NAC (yNAC) mit 80S Ribosomen die erwarteten
vier Cross-Link Produkte yBX15, -X25, -X35 und -X42 (Spur 5). Im Ansatz von NAC bei dem die
ersten 11 Aminosauren am N-Terminus von EGD1 deletiert sind (yYNAC BD1-11) mit Hefe Ribo-
somen sind nur die Kreuzreaktionen des Antikorpers zu ribosomalen Proteinen zu sehen
(Spuren 1 + 3), es ist aber keines der Cross-Link Produkte nachzuweisen. Aufgrund der bei den
NAC-Kontrollen ebenfalls durchgeflhrten Sedimentation, ist bei den hier analysierten ,Pellets”
in den jeweiligen Spuren kein EGD1 zu detektieren (Spuren 2 + 4).

Das Ergebnis des Cross-linking Experiments nach Sedimentation der
Ribosomen-NAC Komplexe zeigt fur wt NAC (YNAC) die vier spezifischen
Cross-Link Produkte (Spur 5). Im Gegensatz dazu ist fur die NAC-Deletions-
mutante (yYNAC BD1-11) keine dieser Banden nachzuweisen (Spur 3).

Die Analyse der beiden Versuchsanordnungen zeigt, dass die NAC-
Deletionsmutante (yNAC BD1-11) in vitro spezifisch und mit wt NAC ver-
gleichbar an Ribosomen bindet und Utber weitere Kontaktstellen zum Ribosom
verknlpft wird. Die Summe dieser Bindungsstellen reicht jedoch nicht fur eine
Assoziation von NAC mit Ribosomen aus, die stark genug ist, um wahrend der
Sedimentation bestehen zu bleiben.
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3.5.3 Positionsspezifische Cross-linking Studien vom N-Terminus
von EGD1

Da sich bei den Anséatzen der N-terminalen Deletionsmutante von EGD1
(B-NAC) herausgestellt hatte, dass man das Cross-Link Produkt yBX15 nicht
mehr erhalt, sollte im Gegensatz dazu uUberpruft werden, welche Cross-Link
Produkte man von spezifisch festgelegten Positionen am N-Terminus von
EGD1 erhéalt. Fur diese Versuchsreihe wurden daher Punktmutationen kloniert
(2.1.6 und 2.2.6), bei denen die Aminosauren lle3, GIn®, Lys’, Ala® und Leu™
von EGD1 jeweils gegen Cystein ausgetauscht wurden (siehe Abbildung 27 zur

Veranschaulichung der Aminoséaureposition).
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Abbildung 27 Darstellung der N-terminalen Sequenz von EGD1 (B-NAC). Zur Veran-
schaulichung der einzelnen Positionen der Aminosdureaustausche gegen Cystein, sind diese
mit einem Pfeil markiert. Die Farbgebung entspricht dem Sequenzvergleich der (B-NAC
Homologe aus Abbildung 6B. Darlber ist die mit dem Programm PHD (Rost and Sander, 1993)
vorhergesagte Sekundéarstruktur illustriert.

Da es weder in der a- noch in der B-Untereinheit von NAC weitere
Cystein-Reste gibt, kann somit in jedem Konstrukt die eine Position am N-Ter-
minus spezifisch mit einem photoaktivierbaren Cross-Linker markiert werden.
Verwendet wurde das Cross-linking Reagenz Benzophenone-4-iodoacetamide
(BPIA), welches Uber die lodoacetamid-Gruppe spezifisch mit freien Sulfhydryl-
Gruppen eine kovalente Bindung ausbildet. Durch UV-Bestrahlung entsteht an
der Carbonyl-Gruppe des Benzophenon ein Diradikal, welches bevorzugt mit
C-H Bindungen reagiert (Dorman and Prestwich, 1994). Im Gegensatz zu
AMAS betragt der Abstand zwischen den reaktiven Gruppen bei BPIA 10 A.

Abbildung 28 Strukturformel von Benzophenone-4-iodo-

0
- l o acetamide (BPIA). Die lodoacetamid-Gruppe reagiert spezi-
| | fisch mit freien Sulfhydryl-Gruppen, die Benzophenon-Gruppe
" N’Jl\’l (nach UV-Aktivierung) mit C-H Bindungen. Der Abstand
H

zwischen den reaktiven Gruppen betragt 10 A.
BPIA
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Fur die Cross-linking Ansatze wurden zunachst die NAC Cystein-Mu-
tanten yYNAC EGDL1 I3C, - Q5C, - K7C, - A9C und - L11C mit BPIA im Dunkeln
inkubiert, um den jeweiligen Cystein-Rest mit dem Cross-Linker zu markieren.
Nach Abstoppen der Reaktion wurden Hochsalz-gereinigte Hefe Ribosomen
zugegeben und nach kurzer Inkubation die Benzophenon-Gruppe durch UV-
Bestrahlung aktiviert (2.4.3). Die Ribosomen wurden anschliel3end unter Hoch-
salzbedingungen durch ein Saccharosekissen sedimentiert. Proben von den
Ribosomen-Pellets und den Kontrollansatzen wurden tdber NUPAGE Bis-Tris
Gele (Invitrogen) und Western-Blot mit einem Antiserum gegen EGD1 (3-NAC)
analysiert. In einer parallel durchgefuhrten Kontrolle mit dem rekombinanten
Hefe wt NAC wurde Uberprift, dass der Cross-Linker BPIA nicht unspezifisch
andere Aminosaure-Reste markiert.

Fur die funf verschiedenen NAC Cystein-Mutanten zeigte sich in der
Analyse der Cross-linking Ansatze dasselbe Ergebnis. Das beste Resultat
wurde dabei fiir die Mutante yNAC EGD1X'C erzielt (siehe Abbildung 29).

Das Ergebnis der Cross-linking Ansatze mit BPIA, bei denen nur noch ein
ribosomales Protein mit einem Molekulargewicht von ~15 kDa verknupft wird,
lasst, zusammen mit dem Resultat der Ansétze mit der N-terminalen Deletions-
mutante von EGD1 (Abbildung 24), bei dem ein vergleichbares Cross-Link
Produkt — yBX15 — mit identischer Molekulargewichts-Verschiebung nicht mehr
nachweisbar war, den Schluss zu, dass sich der N-Terminus von B-NAC in

einem sehr engen Kontakt zu diesem ribosomalen Protein befinden muss.

+ — + yNAC EGD1"
— 4+ + Hefe Ribosomen
+ + BEPIA
- G0 kDa
-_— A7
— 40
ypx15 — > -
()
EGD1™" ‘g T
1T 20 53

Abbildung 29 Analyse des Cross-linking Ansatzes von der NAC Cystein-Mutante yNAC
EGD1" und 80S Ribosomen mit BPIA. Der Western-Blot zeigt in Spur 3 nur noch ein einziges
Cross-Link Produkt — yBX15, bei dem die Molekulargewichtszunahme von EGD1*’® ~15 kDa
betragt. Die Analyse erfolgte mit einem Antikdrper gegen EGD1 (3-NAC).
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3.6 Identifizierung der ribosomalen Bindungspartner

Der fruihe Kontakt von NAC zur naszierenden Polypeptidkette impliziert
eine Bindungsstelle in direkter Nachbarschaft zum Tunnelausgang des Ribo-
soms. Betrachtet man diesen am Hefe-Ribosom, ergeben sich die in Abbildung

30 aufgefihrten ribosomalen Proteine als potentielle Bindungspartner.

rlbgfgtrgianles My [kDa]
rpL4 39,1
rpL17 20,6
rpL19 21,7
rpL25 15,8
rpL26 14,4
rpL31 13,0
rpL35 13,9

Abbildung 30 Kryo-EM Struktur der ribosomalen 60S Untereinheit aus Saccharomyces
cerevisiae mit Blick auf den ribosomalen Tunnelausgang. Farbig hervorgehoben sind die
Proteine, die potentielle Bindungspartner von NAC sind. Das ribosomale Protein rpL 4 befindet
sich zwar nicht am Tunnelausgang, ragt aber bis in den Tunnel hinein. In der daneben
stehenden Tabelle ist das jeweils kalkulierte Molekulargewicht (My,) angegeben. Die Abbildung
wurde mit dem Programm PyMOL (DeLano Scientific LLC) unter Verwendung der Struktur 1S1l|
(PDB ID) angefertigt.

3.6.1 Tests mit Antikérpern gegen ribosomale Proteine

Zur ldentifizierung der verknupften ribosomalen Proteine wurden im Ver-
lauf der Studien die Gene einiger potentieller Kandidaten, ausgehend von der
Zunahme des Molekulargewichts von EGD1 (B-NAC) und EGD2 (a-NAC) bei
den Cross-Link Produkten, fir die Expression in E. coli und anschliel3ende
Proteinreinigung kloniert (2.1.6 und 2.3.9). Im Einzelnen handelte es sich um
die ribosomalen Proteine rpL25, rpL35, rpL19, rpL17 und rpL4 aus Saccha-
romyces cerevisiae. Die gereinigten Proteine rpL25, rpL35 und rpL4 wurden zur
Immunisierung von Hihnern und Produktion von Antikrpern verwendet (2.1.8)
(siehe Abbildung 31 fur die Qualitat der Antikérper). Das Protein rpL19 wurde
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hingegen direkt nach Induktion der Expression intrazellular proteolytisch ab-
gebaut, wahrscheinlich aufgrund der recht flexiblen Konformation. Die Expres-
sion des Gens fir rpL17 zeigte in E. coli einen toxischen Effekt und fuhrte zur
Zelllyse. Peptide, die aus der Aminosauresequenz von rpL26 abgeleitet worden

waren, ergaben keine befriedigende Immunreaktion in den Hihnern.

o o
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Abbildung 31 Western-Blot zur Veranschaulichung der Qualitat der Antikdrper gegen die
ribosomalen Proteine rpL25, rpL35 und rpL4. Aufféallig fur alle drei Proteine ist das grbRRere
apparente Molekulargewicht in der SDS-PAGE (vergleiche Abb. 30 — Tabelle). Die jeweils
aufgetragene Probenmenge betrug 2 pmol Hefe Ribosomen.

Cross-linking Ansatze mit AMAS zwischen Hefe wt NAC und 80S Ribo-
somen aus YJF24 wurden mit den Antikorpern gegen die ribosomalen Proteine
rpL25, rpL35 und rpL4 analysiert. Dabei reagierte keines der mit Antiseren
gegen EGD1 oder EGD2 detektierten Cross-Link Produkte ebenfalls mit einem

der Antikorper gegen die ribosomalen Proteine.

3.6.2 Reinigung der Cross-Link Produkte

Um die verknipften ribosomalen Proteine mittels Massenspektrometrie
oder N-terminaler Sequenzierung zu identifizieren, wurde nach einer Methode
gesucht, die es ermoglicht die Cross-Link Produkte aus den Ansétzen zu
reinigen und anzukonzentrieren. Die direkte ldentifizierung der mit EGD1 bzw.
EGD2 verknupften ribosomalen Proteine aus einem SDS-Gel oder von einer
Membran war nicht moglich. Das apparente Molekulargewicht von den
erhaltenen Cross-Link Produkten in der SDS-PAGE liegt in einem Grol3en-

bereich, in dem sich ebenfalls sehr viele ribosomale Proteine befinden. Des
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Weiteren ist die Proteinmenge der Cross-Link Produkte gegenuber der
Proteinmenge der ribosomalen Proteine, die in den Reaktionsansatzen sind,

sehr gering.

Eine unspezifische Interaktion zwischen His-tag und Ribosom

Im Hinblick auf die Reinigung der Cross-Link Produkte wurden schon sehr
frih zu Beginn der Studien Tests durchgefiihrt. Nahe liegend war die Reinigung
der mit den NAC-Untereinheiten verknupften ribosomalen Proteine Uber den
His-tag, der schon bei der Ni-Affinitdtschromatographie wahrend der Reinigung
verwendet wurde. Daflr wurde zunéchst Uberprift, ob der His-tag die Asso-
ziation von NAC mit dem Ribosom beeinflusst. Die Analyse erfolgte in Rickbin-
dungsstudien mit rekombinantem Hefe wt NAC (mit und ohne His-tag am N-
Terminus von EGD2) und 80S Ribosomen aus YJF24. Die Ribosomen wurden
dabei durch einen Saccharose-Stufengradienten mit physiologischer Salzkon-
zentration sedimentiert (2.3.14). Die Ergebnisse zeigten jedoch eine Ver-
starkung der Assoziation mit den Ribosomen, aufgrund einer moglicherweise

unspezifischen Interaktion durch den N-terminalen His-tag (Abbildung 32).

A
5% 15% 25% 35% 45% Saccharose
' ' ! ' ' 47.4kpa Abbildung 32 Rickbindung von Hefe
wt NAC A ohne und B mit His-tag an
EGD2 32,5 80S Ribosomen aus YJF24. Aufge-
tragen wurde bei der SDS-PAGE der
EGD1 250 fraktionierte ~ Saccharose-Stufengradi-
165 ent. Die Western-Blots wurden mit
Antiseren gegen EGD2 (a-NAC) und
. EGD1 (B-NAC) analysiert. Parallel
rpL25 165 wurden dieselben Proben mit einem
B Antikorper gegen das ribosomale
. o Protein rpL25 auf die Ribosomen-
% % b % % accharos . . . .. .. .
5|"E' 15|f 251 35, ; rj'5| SHnim Fraktionen hin Uberprift. Darlber ist
47.4kDa jeweils der Beginn der einzelnen
= , Saccharose-Stufen entsprechend der
RO e - 1325 Fraktionen illustriert. Im Vergleich der
beiden Ansatze zeigt sich, dass
EcD1l \ 25.0 de(tjj_tlich {ne{w NAC mithdden RHi_botsomen
. — : e sedimentiert, wenn sich der His-tag am
- 16.5 N-Terminus von EGD2 befindet.
rplL25 ————

-16.5

Da NAC sich in einem standigen Zyklus von Assoziation und Dissoziation
mit den Ribosomen befindet (Lauring et al., 1995c), durchzieht NAC bei der
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Sedimentation der Ribosomen durch den Stufengradienten die einzelnen Frak-
tionen bis hin zu den Ribosomen-Fraktionen. Die Menge an NAC nimmt dabei
kontinuierlich ab und ist in den Fraktionen mit den Ribosomen wieder erhéht
(Abb. 32A). Die Analyse der Ansétze zeigt, dass im Vergleich deutlich mehr
NAC in den Ribosomen-Fraktionen nachgewiesen wird, wenn der His-tag am N-
Terminus von EGD2 nicht durch einen proteolytischen Verdau mit Thrombin
entfernt wurde (Abb. 32B). Diese Verstarkung der Assoziation mit Ribosomen
konnte die Folge eines unspezifischen Kontakts vom N-terminalen His-tag an
EGD2 sein.

Zur weiteren Uberprifung wurden vergleichende Riickbindungstest mit
der N-terminalen Deletionsmutante von EGD1 (B-NAC) (yYNAC EGD1D1-11) mit
und ohne His-tag am N-Terminus von EGD2 (a-NAC) durchgefuhrt. Fur die
NAC-Deletionsmutante war bereits gezeigt worden, dass sie unter physio-
logischen Salzkonzentrationen nicht mehr zusammen mit den Ribosomen
sedimentiert (siehe 3.2 und 3.4.3). Fur den Ansatz ohne His-tag konnten die
NAC-Untereinheiten in der Analyse des fraktionierten Stufengradienten nicht in
den Ribosomen-Fraktionen nachgewiesen werden (Abbildung 33A). Bei dem
Ansatz mit N-terminalen His-tag an EGD2 zeigte das Ergebnis jedoch, dass die
NAC-Deletionsmutante mit den Ribosomen zusammen sedimentiert (Abbildung
33B).

Die Ergebnisse dieser Ruckbindungsstudien flhrten zu dem Schluss,
dass der His-tag durch eine méglicherweise unspezifische Interaktion die Asso-

ziation von NAC mit dem Ribosom verstarkt.

Uberprufung verschiedener Affinitats-tags

In einer umfangreichen Versuchsreihe wurden daher mehrere NAC-
Varianten mit unterschiedlichen Affinitats-tags kloniert. Die gereinigten Kom-
plexe wurden in Riuckbindungsstudien im Vergleich zu rekombinantem wt NAC
auf die spezifische Assoziation mit Ribosomen hin getestet. Fur beide Unterein-
heiten wurden dabei Konstrukte mit C-terminalem Strep-tag, c-myc tag und
Protein C-tag kloniert, zusatzlich fur EGD2 eine Variante mit N-terminalem

Strep-tag. Die verschiedenen NAC Varianten zeigten allerdings entweder eine
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ahnliche unspezifische Verstarkung der Bindung von NAC an Ribosomen oder
eine deutlich geringere Assoziation.

A
5]":5’-.; 1 EE"}’u 2 5|-".’-’:u 35{;‘-‘:- 45t“}’u Saccharose
| |474kDa Abbildung 33 Rickbindung von Hefe
_ _ NAC EGD1D1-11 A ohne und B mit
EGD2| “~__ |32.5 His-tag an 80S Ribosomen aus YJF24.
_ Aufgetragen wurde bei der SDS-PAGE
EGD1AT-11| g |25.0 der fraktionierte Saccharose-Stufengra-
- 165 dient. Die Western-Blots wurden mit
Antikdrpern gegen EGD2 (a-NAC) und
- EGD1 (B-NAC) analysiert. Parallel
pL2s | T—— l-16.5 wurden dieselben Proben mit einem
: : Antikérper gegen das ribosomale
B gor 4K DEW RN RS Suicharadh Prote_in rpL2_5 auf die Ribosome_n-
A T T e T : Fraktionen hin Uberpruft. Dartiber ist
|47 4 kDa jeweils der Beginn der einzelnen
| ' Saccharose-Stufen entsprechend der
His-EGDZ | =~ __ __ laz 5 Fraktionen illustriert. Der Vergleich der
T — beiden Ansatze zeigt, dass die NAC-
l25.0 Deletionsmutante nicht mehr zusam-
EGD14A1-11 [T men mit den Ribosomen sedimentiert
oviom [16.5 (A), wohingegen der His-tag am N-
| Terminus von EGD2 die Assoziation
; mit Ribosomen durch einen mdglicher-
WP 6.5 weise unspezifischen Kontakt verstarkt

(B).

Ein weiterer Ansatz war die C-terminale Fusion von EGD2 bzw. EGD1 mit
der Biotinylierungs-Domane des Biotin Carboxyl Carrier Protein (BCCP) aus
E. coli. Die Tests dieser beiden Hefe NAC-BCCP Varianten zeigten, in der
Analyse von Cross-linking Experimenten Banden, mit denselben Molekular-
gewichts-Verschiebungen wie das Wildtyp Hefe NAC, wenn auch mit geringerer
Intensitat. Trotz intensiver Optimierung des Reinigungsprotokolls fur eine
mdglichst quantitative Ausbeute konnte aus den praparativen Cross-linking
Anséatzen leider nicht gentigend Material fur eine Identifizierung, der mit EGD2

bzw. EGD1 verkniupften ribosomalen Proteine, gereinigt werden.

Eine artifizielle Verstarkung der Assoziation mit Ribosomen

Uber den His-tag

Die Ergebnisse aus den Cross-linking Studien mit der NAC-Deletions-
mutante, bei der die ersten 11 Aminosauren von EGD1 fehlen (yNAC BD1-11),
zeigten schlieBlich, dass die Deletionsmutante in vitro ebenso spezifisch mit

Ribosomen Uber weitere Kontaktstellen assoziiert (Abbildung 24 und 25). Die
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Bindung ist aber nicht mehr stabil genug, um zusammen mit den Ribosomen zu
sedimentieren (Abbildung 26). Dies fiihrte zu der Uberlegung, dass der His-tag
wahrscheinlich eher zu einer verstarkten Assoziation Uber dieselben Bindungs-
stellen wie bei wt NAC fuhrt. Daher wurden Cross-linking Experimente mit
AMAS zwischen Hefe NAC mit His-tag am N-Terminus von EGD2 (yNAC His-
EGD2) und einer neu klonierten Variante mit C-terminalem His-tag an EGD1
(YNAC EGD1-His) und 80S Ribosomen aus YJF24 durchgefuhrt. Nach Ab-
stoppen der Reaktion wurden die Ribosomen unter Hochsalzbedingungen
durch ein Saccharosekissen sedimentiert. Proben der Ribosomen-Pellets und
der NAC-Kontrollen wurden tber kommerziell erhaltliche NUPAGE Bis-Tris Gele
und Western-Blot mit Antikérpern gegen EGD2 (fir yNAC His-EGD2) bzw.
gegen einen Hisg-tag (fur yYNAC EGD1-His) analysiert (Abbildung 34). Das
Antiserum gegen EGD1 konnte in diesem Fall nicht verwendet werden, da es
gegen eine C-terminale Peptidsequenz gerichtet ist, die nach Fusion mit dem
His-tag nicht mehr vom Antikorper erkannt wird.

A B
+ - + VAL His-EGDZ2 + - - yMAC EGD1-His
e OE = Hefe Ribosomen =: == Hefe Ribosomen
+ + + AMAS + + + AMAS

o Xdd - —

yuX38 — o ypx42 — o —

yuX 34 > ® w60 kDa Y35 — » . mmm 0 kD3

yoX25 — [ .

yaX18~ — 7 YREX25 P 7

-
yaX157 3 — 40 -
YREX15 P o—

() - [

visecoz @ e

EGDI-His pr—

mmm 10

1 2 3 4 5 6

Abbildung 34 Analyse der Cross-linking Experimente von A yNAC His-EGD2 und B yNAC
EGD1-His mit 80S Ribosomen. A Der Western-Blot zeigt in Spur 3 multiple Cross-Link
Produkte, die entsprechend der Molekulargewichtszunahme von His-EGD2 in kDa bezeichnet
sind. Auffallend ist die extrem dominante Bande von yaxX25. Im Vergleich mit dem friiheren
Ansatz ohne His-tag (Abbildung 23) lasst sich erkennen, dass die Cross-Link Produkte identisch
sind und keine weiteren auftreten. B Fir yNAC EGD1-His zeigt sich in der Analyse im Vergleich
zu dem friheren Ansatz ohne His-tag (Abbildung 22) ein entsprechendes Ergebnis. Die
Verschiebung des Molekulargewichts von EGD1-His ist fur die Cross-Link Produkte identisch,
allerdings ist die Intensitat der vorher sehr deutlich auftretenden Bande ygX25 in diesem Ansatz
schwacher (Spur 6).
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Die Analyse der Cross-Link Produkte aus den Ansatzen von NAC mit His-
tag an EGD2 bzw. EGD1 ergab, dass die auftretenden Banden in ihrem Mole-
kulargewicht unter Berlicksichtigung des His-tag mit denen aus den vorherigen
Ansatzen Ubereinstimmen. Auffallend war bei yNAC His-EGD2 die anscheinend
starkere Intensitat der Cross-Link Produkte, insbesondere bei yaX25 (Abb. 34A;
Spur 3), wohingegen die Effizienz der Verknupfung zu den ribosomalen
Bindungspartnern bei yNAC EGD1-His schlechter zu sein scheint (Abb. 34B;
Spur 6). Die Verwendung unterschiedlicher Antikorper bei der Analyse der
Experimente ohne bzw. mit His-tag (anti-EGD1 bzw. anti-Hise-tag) lasst jedoch
keinen direkten Vergleich der Resultate aus den beiden Ansétzen zu.

In der Analyse konnten keine zusatzlichen Cross-Link Produkte nach-
gewiesen werden. Der His-tag scheint also in der Tat nur bereits vorhandene
Bindungsstellen zwischen NAC und dem Ribosom zu verstarken. Die Cross-
Link Produkte wurden daher fur die Identifizierung der ribosomalen Bindungs-

partner Uber den His-tag gereinigt und fur die Analyse ankonzentriert.

3.6.3 Praparative Cross-linking Ansatze und Edman-Sequenzierung

Fur die Reinigung der Cross-Link Produkte wurden in Analogie zu den
vorher beschriebenen analytischen Ansatzen fir yNAC EGD1-His und yNAC
His-EGD2 praparative Ansatze mit insgesamt je ca. 60 nmol 80S Ribosomen
aus YJF24 durchgefihrt (siehe Abschnitt 2.4.4). Die Proteine der Elutionsfrak-
tionen wurden mittels TCA-Prazipitation vereinigt, iber NUPAGE Bis-Tris Gele
(Invitrogen) getrennt und fur die N-terminale Sequenzierung auf PVDF-Mem-
bran geblottet. Die Membran wurde mit Amido-Schwarz gefarbt (Abbildung 35).

Die Reinigung der Cross-Link Produkte aus dem praparativen Ansatz von
yNAC EGD1-His ergab fur yBX15 und yBX25 deutliche und fur die Sequenzie-
rung gut geeignete Banden. Die N-terminale Sequenzierung der beiden Proben
wurde durchgefuhrt von der WITA GmbH (Wittmann Institute of Technology and
Analysis of Biomolecules).

Das Cross-Link Produkt yBX25 ergab leider keine Sequenzdaten. Das
Problem lag hierbei vor allem an der Menge des vorhandenen (sequen-
zierbaren) Proteins. Bei den Sequenzdaten fur ygX15, dem Cross-Link Produkt,

das bei der NAC-Deletionsmutante yNAC EGD1D1-11 verloren geht, wurden
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eindeutige Aminosauren identifiziert. In Tabelle 4 ist das Ergebnis der automa-
tischen Sequenzanalyse dargestellt. Parallel wurden praparative Cross-linking
Ansatze mit yNAC His-EGD2 und 80S Ribosomen durchgefihrt. Bei der Rei-
nigung konnte aber nur eine schwache Bande fur yaX25 auf der PVDF-
Membran nachgewiesen werden. Die N-terminale Sequenzierung ergab jedoch

aufgrund der geringen Proteinmenge leider keine Daten.

47 kDa
ypX25 i
40
ypX15 <+
| 30

Abbildung 35 PVDF-Membran des préaparativen Cross-Link Ansatzes von yYNAC EGD1-His mit
Hefe Ribosomen. Aus der Reinigung der Cross-Link Produkte ergab sich fur yBX15 eine sehr
deutliche und fur die N-terminale Sequenzierung gut geeignete Bande, wohingegen die Bande
fir yBX25 nicht so distinkt war, aber dennoch ansequenziert wurde. Die Membran wurde mit
Amido-Schwarz gefarbt.

Aus der automatischen Sequenz Analyse lie3 sich fur EGD1 (B-NAC) gut
die Sequenz D Q E (Zyklen 3 — 5) und A (Zyklus 8) herausfiltern, unter Beriick-
sichtigung, dass das N-terminale Methionin entfernt ist (vergleiche Abbildung 36
fur die N-terminale Sequenz von EGD1). Die Durchsicht der Chromatogramme
der einzelnen Zyklen zeigte aul3erdem eindeutig die Aminosaure Prolin in
Zyklus 1.

Tabelle 4 Ergebnis der automatischen Edman Sequenz Analyse fiir das Cross-Link Produkt ypX15.

Zyklus PTH-Aminosaure
1 A/P/S/K

D/L

Q/K

D/E
Vv

A

o ~NO OB WN
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Abbildung 36 N-terminale Sequenz von EGD1 (B-NAC). Die in der automatischen Sequenz
Analyse identifizierten Aminosduren der Edman-Sequenzierung sind in Weil auf Rot
dargestellt. Dartber ist die mit dem Programm PHD (Rost and Sander, 1993) vorhergesagte
Sekundarstruktur illustriert.

Die verbliebene Sequenzfolge L K D V (Zyklen 3 — 6) ergab bei einem
Blast search gegen das komplette Hefe Proteom nur einen Treffer mit dieser
Sequenz am N-Terminus, das ribosomale Protein rpL31 (Aminosauren 3 — 6,
ohne N-terminales Methionin). Mit der Information der Sequenzen von EGD1
und rpL31 wurde die automatische Sequenz Analyse von der WITA GmbH
manuell Gberpruft. Die finale Analyse der Edman-Sequenzierung ergab, dass
bei beiden Proteinen das N-terminale Methionin offensichtlich entfernt wurde

(Tabelle 5). Die Identifizierung der Proteine gilt somit als gesichert!

Tabelle 5 Finale Analyse der Edman-Sequenzierung. Die Aminosauren sind entsprechend der
Zuordnung zu EGD1 (rot) und rpL31 (blau) dargestellit.

Zyklus PTH-Aminosaure
1 A/PIS/IK
G/l
D/L
Q/K
D/E
V /K
V/L
T/A

o ~NO OB WN

Das ribosomale Protein rpL31 gehért zu den Proteinen, welche den
ribosomalen Tunnelausgang umgeben. Bemerkenswerterweise finden sich
rpL31 Homologe aber nur bei Eukaryonten und Archaebakterien, wo es auch
NAC gibt. Eubakterien hingegen, die kein NAC Homolog besitzen, weisen
ebenfalls auch kein rpL31 Homolog auf (siehe Abbildung 37).
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Tunnelausgang

Abbildung 37 Gegenuber-
stellung der grof3en riboso-
malen Untereinheiten von
Eukarya, Archaea und Eu-
bacteria mit Blick auf den
Tunnelausgang. A 60S Un-
tereinheit aus Saccharo-
myces cerevisiae (PDB ID:
1S1l). B 50S Untereinheit
aus Haloarcula marismortui
(PDB ID: 1S72). 50S Un-
tereinheit aus Escherichia
coli (PDB ID: 2AWB)

Die ribosomalen Proteine,
die den Tunnelausgang um-
geben, sind farbig hervorge-
hoben. Homologe Proteine
sind in denselben Farben
koloriert. Das ribosomale
Protein rpL31, das ein wich-
tiger Bindungspartner von
NAC bei der stabilen Asso-
ziation mit dem Ribosom ist,
kommt nur in Eukaryonten
(A) und Archaebakterien (B)
vor. In Eubakterien, die kein
NAC besitzen, findet sich
ebenfalls kein Homolog von
rpL31 (C).

Vom ribosomalen Protein
rpL39e (B) gibt es ebenfalls
ein Homolog in Eukaryonten.
In der Kryo-EM Struktur der
60S Untereinheit von S. ce-
revisiae ist es aber nicht
enthalten.

Die Abbildung wurde mit
dem Programm PyMOL
(DeLano  Scientific  LLC)
erstellt.
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3.7 yBX15ist das Cross-Link Produkt zwischen EGD1 und

dem ribosomalen Protein rpL31

Um die Interaktion zwischen NAC und rpL31 experimentell zu Uberprifen,
wurde das Gen fur rpL31 einmal mit N- und einmal mit C-terminalem HA-tag (Y-
P-Y-D-Y-P-D-Y-A) in einen Expressionsvektor fur Hefe kloniert. Die beiden
Varianten wurden getrennt in YJF24 exprimiert und die Ribosomen unter
Hochsalzbedingungen gereinigt (2.3.11). Der Einbau der HA-tag Varianten von
rpL31 in Ribosomen wurde nach SDS-PAGE mittels Western-Blot mit einem
Antikdrper gegen den HA-tag kontrolliert. AnschlieRend wurden parallel ana-
lytische Cross-linking Experimente mit Hefe NAC (yNAC) und 80S Ribosomen
+HA-L31 (N-terminal) bzw. +L31-HA (C-terminal) unter Verwendung des
Reagenz AMAS durchgefuhrt. Die Ribosomen wurden, nach Abstoppen der
Reaktion, unter Hochsalzbedingungen durch ein Saccharosekissen sedimen-
tiert (2.4.2). Proben der Ribosomen-Pellets wie auch der NAC Kontrolle wurden
Uber NUPAGE Bis-Tris Gele (Invitrogen) und Western-Blot mit Antikérpern
gegen EGD1 (B-NAC) bzw. gegen den HA-tag analysiert (Abbildung 38).

* e e + + -  yNAC
T _ Hefe Ribosomen
HA-L31
Hefe Ribosomen
! Y L31-HA
e O I + + +  AMAS
YEHL31 +Hit’ - :- p— o
yREXL3 al S
EGDA
rpL31-HA
1 2 3 4 5 G
anti-EGD1 anti-HA

Abbildung 38 Analyse der Cross-linking Ansatze von Hefe NAC (yNAC) mit 80S Ribosomen +
rpL31 mit N- bzw. C-terminalem HA-tag (HA-L31 bzw. L31-HA). Der Western-Blot wurde mit
einem Antikérper gegen EGD1 (B-NAC) (linke Halfte) bzw. gegen den HA-tag (rechte Halfte)
entwickelt. Fir EGD1 zeigt das Ergebnis im Bereich des Cross-Link Produkts ygX15 fur beide
Ribosomen-Varianten nun zwei Banden (Spuren 2 + 5). Die obere der beiden Banden
(YBXL31+HA) reagiert ebenfalls mit einem Antikdrper gegen den HA-tag (Spur 5). Die
Doppelbande kommt dadurch zustande, dass die eingesetzten Ribosomen ein Gemisch mit
endogenem rpL31 und der jeweiligen Plasmid-kodierten HA-Varianten sind.
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Die Analyse der Anséatze mit einem Antiserum gegen EGD1 zeigt in dem
Bereich des Cross-Link Produkts yBX15 jetzt fur beide Ribosomen Varianten
eine Doppelbande (Spuren 2 und 4). Die obere der beiden Banden reagiert
dabei ebenfalls mit einem Antikdrper, der gegen den HA-tag gerichtet ist (Spur
5). Die, bei der Detektion gegen EGD1, auftretende Doppelbande resultiert aus
der Tatsache, dass die eingesetzten Ribosomen ein Gemisch aus endogenem
rpL31 und der jeweiligen Plasmid-kodierten Variante mit HA-tag enthalten.
Dadurch erhélt man sowohl das Cross-Link Produkt zu rpL31 (yBXL31) als auch
zu rpL31+HA-tag (yBXL31+HA). Die Molekulargewichts-Verschiebung bei der
Doppelbande entspricht dem kalkulierten Molekulargewicht des HA-tags.

Die Analyse des Ergebnisses bestétigt, dass es sich bei dem mit dem N-
Terminus von EGD1 (B-NAC) verknupften ribosomalen Protein wirklich um
rpL31 handelt!

3.8 rpL31list sehr wahrscheinlich ein essentielles ribosomales

Protein

Die stabile Assoziation von NAC mit dem Ribosom héngt entscheidend
von der Interaktion der N-terminalen Helix von EGD1 (B-NAC) mit dem
ribosomalen Protein rpL31 ab. Die Deletion der ersten 11 Aminosauren von
EGD1 fuhrt dazu, dass NAC zwar noch spezifisch an das Ribosom bindet, die
Assoziation aber nicht mehr stark genug ist, um in Sedimentationsstudien
zusammen mit den Ribosomen zu sedimentieren.

Daher sollte, im Gegensatz zu der NAC-Deletionsmutante, Uberpruft
werden, welchen Einfluss der Verlust von rpL31 auf die Assoziation von Hefe wt
NAC mit Ribosomen hat.

3.8.1 Deletion von rpL31 mittels homologer Rekombination

In Saccharomyces cerevisiae gibt es fur das ribosomale Protein rpL31
zwei Gene rpl3l1a (YDLO75w) und rpl31b (YLR406c), welche auf unterschied-
lichen Chromosomen lokalisiert sind. Beide Varianten von rpL31 werden expri-
miert und unterscheiden sich lediglich in einem Aminosaureaustausch (Asp*’/

Glu*"). Fir die Klonierung einer rpL31-Nullmutante sollte in einem kommerziell
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erhaltichen Hefe Stamm, bei dem rpl31b bereits deletiert ist (Y06717,
EUROSCARF), mittels homologer Rekombination, unter Verwendung eines
HIS3-Markers, das Gen rpl31la deletiert werden (2.2.10). Ungefahr 100 Klone,
von den erhaltenen Kolonien, wurden nach Praparation der chromosomalen
DNA mittels PCR mit spezifischen Oligonukleotiden auf die Deletion hin tber-
pruft. In allen Fallen konnte das Gen rpl31a jedoch nachgewiesen werden. Eine
maogliche Erklarung dafir ist, dass die rpL31-Nullmutante nicht lebensféahig ist.
Aufgrund der durchgefiihrten Selektion war ein Uberleben der resultierenden
Klone somit nur durch die Rekombination des HIS3-Markers an anderen Posi-

tionen im Genom maoglich.

3.8.2 Analyse eines letalen Phanotyps mittels Tetraden-Analyse

Aufgrund des mdglicherweise letalen Phanotyps der rpL31-Nullmutante,
sollte dies durch eine Tetraden-Analyse eines diploiden, heterozygoten Hefe-
Deletionsstamms (rpl31a/Drpl31a; Drpl31b/rpl31b) genau analysiert werden. Da
man pro Ascus (vier Sporen einer diploiden Hefezelle) zweimal das Gen rpl3la
und zweimal rpl31b vorfindet, sollte man, ausgehend von einem letalen Pha-
notyp, folgende Ergebnisse fir die ausgekeimten Sporen der Asci erwarten

kdnnen:

Phanotyp Genotyp

vier Sporen keimen aus 2x Drpl31a; 2x Drpl31b

drei Sporen keimen aus 1x wt; 1x Drpl31a; 1x Drpl31b
zwei Sporen keimen aus 2xX wt

Zunachst wurde der heterozygote Hefestamm durch Kreuzung von kom-
merziell erhaltlichen Deletionsstammen Y06717 (MATa Drpl31b) und YSC1021
(MATa Drpl3la) erzeugt. Nach Vereinzelung der Sporen von sicheren Asci
wurde der Genotyp, der ausgekeimten Sporen, mittels PCR mit spezifischen
Oligonukleotiden im Hinblick auf rpl31a und rpl31b hin analysiert (2.2.11). In
Abbildung 39 ist exemplarisch das Auskeimungsbild der Sporen von sechs
analysierten Asci gezeigt. Die entsprechenden Genotypen sind in Tabelle 5

aufgefuhrt.
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Die Analyse ergab fir den Ph&notyp, dass in ca. 50 % der untersuchten
Asci alle vier Sporen auskeimten und zu jeweils ca. 17 % drei bzw. nur zwei
Sporen. Auffallig dabei war die unterschiedliche Vitalitat der Hefezellen (siehe
z.B. Reihe 3). Fur die Genotypen hinsichtlich der Gene rpl31a und rpl31b der
untersuchten Hefezellen stellte sich jedoch ein unerwartetes Ergebnis heraus.
Sehr haufig wurde der wt Genotyp festgestellt, zum Teil bei allen vier ausge-
keimten Sporen eines Ascus (siehe Tabelle 6; 2A — 2D), und in den anderen
Fallen der Genotyp Drpl31a. Im Vergleich zum Phanotyp zeigte sich dabei, dass

die Hefezellen Drpl3la eine deutlich reduzierte Vitalitat aufweisen, welche

schon friher beobachtet wurde (Deutschbauer et al., 2005).

1
.
L

2 3 4 5 6

Abbildung 39 Exemplarisches Auskeimungsbild der Sporen von sechs analysierten Asci der
Tetraden-Analyse eines heterozygoten Hefe-Deletionsstammes (rpl31a/Drpl31a; Drpl31b/rpl31b).
Die mit A — D bezeichneten Sporen der einzelnen Reihen gehen jeweils auf eine diploide Zelle
zurlick. Aufféllig ist die unterschiedliche Vitalitdt der Hefezellen, die teilweise auf den Genotyp
zurlckzufiihren ist (vergleiche Reihe 3 mit Tabelle 6; 3A — 3D).

Tabelle 6 Analyse der Genotypen hinsichtlich rpl31a und rpl31b der in Abb. 39 gezeigten, aus-
gekeimten Sporen. Erstaunlich ist das haufige Auftreten des wt Genotyps, zum Teil bei allen
vier Sporen eines Ascus (Reihe 2). Ursache hierfir ist offensichtlich die Rekombination der
beiden Gene wahrend der mitotischen Zellteilung.

1 2 3 4 5 6
A wit wt wt Drpl3la wt wt
B wt wit Drpl31la - - Drpl31a
C Drpl31la wt Drpl31la wt Drpl31la wt
D Drpl31la wt wt Drpl31a wt Drpl3la

Die Erklarung fur dieses Ergebnis ist, dass offensichtlich beide Gene
wahrend der mitotischen Zellteilung in Folge von crossovers, welche sich
eigentlich primar wahrend der Meiose ereignen, rekombinieren. Dies deutet
darauf hin, dass ein sehr starker Selektionsdruck auf die Erhaltung beider Gene
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besteht (personliche Mitteilung Dr. U. Schmidt). Hieraus lasst sich schlie3en,
dass rpL31 mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit eine essentielle Bedeutung

zukommt.

3.9 NAC kann nicht effizient mit Ribosomen aus Eubakterien
assoziieren

Aufgrund unserer Ergebnisse, dass eine rpL31-Nullmutante mit sehr
hoher Wahrscheinlichkeit letal ist, war es nicht mdglich, die Assoziation von
NAC mit Hefe Ribosomen zu untersuchen, denen das ribosomale Protein rpL31
fehlt. Daher wurde Uberprift, ob Hefe NAC an Ribosomen aus Eubakterien
ebenso wie an Ribosomen aus S. cerevisiae binden kann. Dieses heterologe
System wurde ersatzweise ausgewahlt, weil in Eubakterien kein rpL31 Homolog
existiert.

In Rickbindungstests wurde rekombinantes Hefe wt NAC zum einen mit
Hochsalz-gereinigten 70S Ribosomen aus E. coli und zum anderen mit 80S
Ribosomen aus YJF24 inkubiert. Nach Sedimentation der Ribosomen unter
physiologischer Salzkonzentration wurden aquivalente Proben der Uberstande
(S) bzw. der Ribosomen-Pellets (P) nach SDS-PAGE mittels Western-Blot
analysiert (Abbildung 40). Das Ergebnis zeigt fur die Kontrolle ohne Ribosomen
NAC nur im Uberstand (Spuren 1 und 2). Im Vergleich der beiden Ansatze mit
Ribosomen ist deutlich festzustellen, dass NAC in Kombination mit E. coli
Ribosomen in nur sehr geringen Mengen im Pellet nachzuweisen ist (Spur 6).
Dies gilt insbesondere fir EGD1 (B-NAC).

Da es sich bei der Kombination von NAC mit Ribosomen aus E. coli um
ein heterologes System handelt (Eubakterien besitzen kein NAC Homolog),
konnen Schlussfolgerungen aus diesem Ergebnis nur vorsichtig formuliert
werden. Fest steht, dass NAC in vitro mit Ribosomen aus Eubakterien
assoziieren kann. Moéglicherweise Uber einige der weiteren Bindungsstellen, die
eventuell zu ribosomalen Proteinen erfolgen, die in allen Organismen kon-
serviert sind. Deutlich hingegen wird, dass Hefe wt NAC nicht so effizient mit
E. coli Ribosomen assoziiert, wie mit Hefe Ribosomen. Die Ursache hierfir ist
sehr wahrscheinlich der fehlende spezifische Kontakt zwischen EGD1 und dem

ribosomalen Protein rpL31, welches es in Eubakterien nicht gibt. Weiter kdonnen
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aufgrund des heterologen Systems unspezifische Interaktionen zwischen NAC
und den 70S Ribosomen nicht ausgeschlossen werden, wie z.B. zu ribo-
somalen Proteinen, die spezifisch nur in Eubakterien vorkommen (siehe
Abbildung 37). Dies ware eine Erklarung, warum die NAC-Deletionsmutante
(YNAC BD1-11) im Ruckbindungstest mit Hefe Ribosomen Uberhaupt nicht im
Pellet nachweisbar ist (siehe 3.4.3 Abbildung 20B), gegeniiber wt NAC in Kom-
bination mit Ribosomen aus E. coli (Abb. 40; Spur 6).

+ + + yMNAC
L + - Hefe Ribosomen
_ — + E. coli Ribosomen
S F g F 3 P
— 34 kDa
EGD2 === —_— e = - = O
EGD1 - —-— o -— 17
—_ 56 kDa
rpLd e -— 43
rplL2 — -
— 26
1 2 3 4 5 B

Abbildung 40 Vergleich der Assoziation von Hefe wt NAC mit 80S Ribosomen aus S.
cerevisiae und 70S Ribosomen aus E. coli. Das Ergebnis zeigt deutlich, dass im Rickbin-
dungstest mit E. coli Ribosomen vergleichsweise nur sehr geringe Mengen NAC im Pellet
nachweisbar sind (Spuren 4 + 6). Die Analyse des Western-Blots erfolgte mit Antiseren gegen
EGD2 (a-NAC) und EGD1 (B-NAC). Zur Kontrolle der Vollstandigkeit der Ribosomen-
Sedimentation wurde der untere Teil desselben Blots mit Antikdrpern gegen die ribosomalen
Proteine rpL4 (aus S. cerevisiae) bzw. rpL2 (aus E. coli) Gberprift.

3.10 Bindung von B-NAC an eine Peptid-Bibliothek von rpL31

Um den Bereich von rpL31 zu identifizieren, Uber den die Assoziation der
N-terminalen Helix von EGD1 (B-NAC) zum Ribosom vermittelt wird, wurde die
Bindung von Hefe NAC an eine Peptid-Bibliothek von rpL31 untersucht.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Volkmer-Engert am
Institut fur medizinische Immunologie der Charite wurde eine Zellulose-basierte
Peptid-Bibliothek von rpL31 aus S. cerevisiae mittels automatischer Spot-
Synthese an einem AMS Spot-Roboter hergestellt (Frank, 1992; Wenschuh et

al., 2000). Dabei wurden 15 Aminosauren lange Peptide synthetisiert, die die
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gesamte Polypeptidsequenz von rpL31 reprasentieren. Benachbarte Peptide

sind dabei um jeweils 2 Aminosauren versetzt.

1. Peptid: MAGLKDWTREYTI N

2. Peptid: GLKDWTREYTI NLH

3. Peptid: KDWTREYTI NLHKR

4. Peptid: VWTREYTI NLHKRLH USW.

Zur besseren Orientierung wurde an den Positionen 1 und 52 auf dem
Blot das Peptid Nr. 13 aufgebracht (K), das bereits in Vorversuchen als positiv
identifiziert worden war. In parallelen Ansatzen wurde die Bindung von Hefe wt
NAC (yNAC) im Vergleich zu der NAC-Deletionsmutante (yYNAC BD1-11) an die
Peptide untersucht und mit einem Antiserum gegen EGD1 analysiert. Um zu
uberprifen, ob der Antikdrper Peptide von rpL31 als Epitop erkennt, wurde eine
Peptid-Bibliothek nur mit dem Antiserum inkubiert (AK-Kontrolle) (Abbildung
41).

Die Analyse fur yNAC zeigt fur die positiv-Kontrolle (K) eine deutliche
Reaktion. Die Beobachtung, dass EGD1 nur in der Peripherie des Peptid-Spots
detektiert wird, hangt moglicherweise mit einem Ausbleich-Effekt zusammen.
Dabei wird, aufgrund der groBen Menge an gebundenem Protein am eigent-
lichen Peptidspot, das Nachweis-Substrat zu schnell umgesetzt, wodurch es
nicht mehr detektiert werden kann (personliche Mitteilung Dr. Volkmer-Engert).
Demnach ergeben sich in der Analyse der Peptid-Bibliothek fir yNAC zwei
Sequenzbereiche an die EGD1 (B-NAC) wahrscheinlich bindet: Der erste Be-
reich beinhaltet die Peptide Nr. 12 — 14 (Sequenzabschnitt: Val*® — Lys*}).
Interessanterweise lasst sich im Vergleich fur den Ansatz mit yNAC pD1-11
Uberhaupt keine positive Reaktion fir diese Peptide feststellen. Die Beurteilung
des zweiten Sequenzbereichs, Peptide Nr. 36 — 39 (Sequenzabschnitt: Leu’ —
Ser®), ist in der Analyse nicht eindeutig. Zunachst muss berticksichtigt werden,
dass die Kontrolle mit dem Antiserum gegen EGD1 (AK) fur die Peptide Nr. 36
— 38 eine positive Reaktion zeigt, allerdings nicht fir das Peptid Nr. 39. Daher
ist es durchaus mdglich, dass ein Teil der detektierten Reaktion fur den Ansatz
mit yNAC auf eine Bindung von EGD1 an diese Peptide zurlckzufihren ist.
Bestatigt wird dies durch die deutlich schwachere Reaktion bei den Peptiden
Nr. 38 — 39 fur den Ansatz mit yNAC BD1-11. Aufgrund des beobachteten
Ausbleich-Effekts bei den Peptiden Nr. 12 — 14 scheint die Bindung von EGD1
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an diese Peptide starker zu sein, als an die Peptide Nr. 36 — 39 (siehe 7.3 fir

einen Sequenzvergleich von rpL31 Homologen).

yNAC ; ‘ !

. s
e

yNAC pa1-11 | Lal

" |-

AK-Kontrolle ,e|.
K |1 > [11 > [19|
20 > |31 > [39]
40 > [50{ K

Abbildung 41 Untersuchung zur Bindung von Hefe wt NAC (yNAC) im Vergleich zur NAC-
Deletionsmutante (yYNAC BD1-11) an eine Peptid-Bibliothek von rpL31 aus S. cerevisiae. Die
Peptid-Bibliothek reprasentiert die gesamte Polypeptidsequenz von rpL31. Benachbarte Peptide
sind um zwei Aminosauren zueinander versetzt. Die positiv-Kontrolle (K) entspricht dem Peptid
Nr. 13. Die Analyse erfolgte mit einem Antiserum gegen EGD1 (3-NAC). Die Antikdrper-
Kontrolle (AK) wurde nur mit dem Antiserum inkubiert. Die Analyse zeigt fur yNAC zwei
Sequenzbereiche, an die EGD1 bindet: (i) Peptide Nr. 12 — 14 und (ii) Peptide Nr. 36 — 39.
yNAC BD1-11 hingegen bindet an die Peptide Nr. 12 — 14 {berhaupt nicht mehr und an die
Peptide Nr. 36 — 39 signifikant schwécher. Die Beurteilung der positiven Reaktion fur den
zweiten Sequenzbereich ist in der Analyse jedoch nicht eindeutig, da der Antikdrper gegen
EGD1 insbesondere das Peptid Nr. 37 als Epitop erkennt.

Das Ergebnis der Analyse zeigt, dass die Bindung von EGD1 (B-NAC) an
rpL31 moglicherweise lUber zwei Sequenzbereiche erfolgt. Den grof3eren Ein-
fluss auf die Bindung von EGD1 haben dabei anscheinend die Peptide Nr. 12 —
14. Bemerkenswerterweise bindet die NAC-Deletionsmutante, bei der die ers-
ten 11 Aminosauren von EGDL1 fehlen, an diese Peptide tGiberhaupt nicht mehr.
Dies deutet darauf hin, dass die Bindung an diese Peptide Uber den N-
Terminus von EGD1 erfolgt. Fur detailliertere Aussagen missen die Sequenz-
bereiche jedoch in weiteren Studien nadher eingegrenzt und charakterisiert

werden.

Eine lllustration an der Kryo-EM Struktur der ribosomalen 60S Unter-

einheit von S. cerevisiae (Abbildung 42) zeigt, dass beide Sequenzbereiche fur
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eine mogliche Interaktion mit der N-terminalen Helix von EGD1 zugénglich sind.
AulRerdem liegen sie in der dreidimensionalen Struktur relativ dicht beieinander,
was in der Analyse der Peptidbibliothek die Bindung von EGD1 zu zwei Be-

reichen, die sich in der Aminosauresequenz nicht Uberlappen, erklaren wirde.

Tunnelausgang rpL25 rpL19

rpLZ6

Abbildung 42 lllustration der Kryo-EM Struktur der grof3en ribosomalen Untereinheit von S.
cerevisiae (PDB ID: 1S1l). Dargestellt ist der Bereich des Tunnelausgangs mit den umge-
benden ribosomalen Proteinen. Bei rpL31 sind die Aminosauren der Peptide Nr. 12 — 14 (gelb)
und der Peptide Nr. 36 — 39 (cyan) farbig abgesetzt. Die Abbildung wurde mit dem Programm
PyMOL (DelLano Scientific LLC) erstellt.



