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8 Anhang

8.1 Oligonukleotidsequenzen

8.1.1 Oligonukleotide fir die Klonierung der Expressionsplasmide

PET28-yNAC

yB fw (EcoRlI): 5 — CCC CGA ATT CAT GCC AAT TGA CCA AGA AAAATT AG -3
yB rev (Xhol): 5 — CCC CCT CGA GTT ATT CGA CGT CAG CAT CAAAAGTTT GAC -3

pET28-yNAC pD1-11

yB D1-11 fw (EcoRl): 5 — CCC GAATTC ATG CAA AAG TTG TCT GCT AAC AAC AAA
GITG-3

yB rev (Xhol): 5 — CCC CCT CGA GTT ATT CGA CGT CAG CAT CAAAAGTTT GAC -3

PET20-yNAC

T7 fw: 5 —TAATAC GACTCACTATA-3

yB ohne Stopp-Codon rev (Xhol): 5 — CCC CTC GAG TTC GAC GTC AGC ATC AAA AGT
TTGAC-3

pPpET28-yNAC N-Strep a

ya Strep fw (Ndel): 5 — CGC GCG CCA TAT GTG GAG CCA CCC GCA GTT CGA AAA
AAT GTC TGC TAT CCC AGA AAACGC CAACGTTACC -3

pPET-28arev: 5 — GCT AGT TAT TGC TCA GCG GTG GCAG -3’

PET28-yNAC C-Strep a

T7 fw: 5 —TAATAC GACTCACTATA-3

ya Strep rev (BamHlI): 5’ — CCC GGA TCC TTA TTT TTC GAA CTG CGG GTG GCT CCA
TTT AGA CAA GGA CAT GAT AGC GTT G — 3

pPET28-yNAC C-c-myc a

T7 fw: 5 —TAATAC GACTCACTATA-3

ya c-myc rev (BamHI): 5 — CCC GGA TCC TTACAG ATC TTC TTC GCT AAT CAG TTT
CTGTTC TTT AGA CAA GGA CAT GAT AGC GTTG -3’

pPET28-yNAC C-Protein C a

T7 fw: 5 —TAATAC GACTCACTATA-3

ya Protein C rev (BamHI): 5’ — CCC GGA TCC TTATTT ACC ATC GAT CAG ACG CGG
ATC AAC CTG ATC TTC TTT AGA CAA GGA CAT GAT AGCGTT G -3
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PET28-yNAC C-Strep B

yB fw (EcoRlI): 5 — CCC CGA ATT CAT GCC AAT TGA CCA AGA AAAATT AG -3

yB Strep rev (Xhol): 5 — CCC CCT CGA GTT ATT TTT CGA ACT GCG GGT GGC TCC
ATT CGA CGT CAG CAT CAA AAG TTT GAC — 3’

PET28-yNAC C-c-myc 3

yB fw (ECORI): 5’ — CCC CGA ATT CAT GCC AAT TGA CCA AGA AAA ATT AG - 3’

yB c-myc rev (Xhol): 5 — CCC CCT CGA GTT ACA GAT CTT CTT CGC TAATCAGTT
TCT GTT CTT CGA CGT CAG CAT CAAAAG TTT GAC -3

pPET28-yNAC C-Protein C

yB fw (ECORI): 5’ — CCC CGA ATT CAT GCC AAT TGA CCA AGA AAA ATT AG - 3’

yB Protein C rev (Xhol): 5 — CCC CCT CGA GTT ATT TAC CAT CGA TCA GAC GCG
GAT CAA CCT GAT CTT CTT CGA CGT CAG CAT CAAAAGTTITGAC -3

PET28-yNAC B 13C

yB I3C fw: 5 — GGC TGC AGG AAT TCA TGC CAT GCG ACC AAG AAA AAT TAG CTA
AGC -3’
yB I13C rev: 5 — GCT TAG CTAATT TTT CTT GGT CGC ATG GCA TGA ATT CCT GCA
GCC-3

PET28-yNAC B Q5C

yB Q5C fw: 5 — CTG CAG GAA TTC ATG CCA ATT GAC TGC GAA AAATTA GCT AAG
CTAC-3
yB Q5C rev: 5 — GTA GCT TAG CTAATT TTT CGC AGT CAATTG GCA TGA ATT CCT
GCAG-3

PET28-yNAC B K7C

yB K7C fw: 5 — GGA ATT CAT GCC AAT TGA CCA AGA ATG CTT AGC TAA GCT ACA
AAAGTTGTCTG -3
yB K7C rev: 5 — CAG ACAACT TTT GTA GCT TAG CTA AGC ATT CTT GGT CAATTG
GCATGAATTCC-3

PET28-yNAC B A9C

yB A9C fw: 5" — GCC AAT TGA CCA AGA AAA ATT ATG CAA GCT ACA AAAGTT GTC
TGC -3
yB A9C rev: 5" — GCA GAC AAC TTT TGT AGC TTG CAT AAT TTT TCT TGG TCA ATT
GGC -3

PET28-yNAC B L11C

yB L11C fw: 5" — GAC CAA GAA AAA TTA GCT AAG TGC CAA AAG TTG TCT GCT AAC
AAC -3
yB L11Crev: 5 — GTT GTT AGC AGACAACTT TTG GCACTTAGC TAATTT TTC TTG
GTC-3
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PET28-yNAC a-BCCP

T7 fw: 5 —TAATAC GACTCACTATA-3

ya BCCP rev: 5 —CGC TGC TGC TGG CGC TTC CAT GCC GCC TTT AGA CAA GGA
CAT GATAGC GTT G -3

ya BCCP fw: 5 — GCT ATC ATG TCC TTG TCT AAA GGC GGC ATG GAA GCG CCA
GCAGCAGCG -3

BCCP rev (EcoRI): 5 — CCC GAATTC TTA CTC GAT GAC GAC CAG CGG CTC -3

PET28-yNAC B-BCCP

yB fw (ECORI): 5’ — CCC CGA ATT CAT GCC AAT TGA CCA AGA AAA ATT AG - 3’

yB BCCP rev: 5 — CGC TGC TGC TGG CGC TTC CAT GCC GCC TTC GAC GTC AGC
ATC AAAAGTTTGAC -3

yB BCCP fw: 5" —= GTC AAACTT TTG ATG CTG ACG TCG AAG GCG GCA TGG AAG
CGC CAG CAGCAGCG-3

BCCP rev (Xhol): 5 — CCC CCT CGAGTT ACT CGATGACGACCAGCGGCTC -3

PET28-rpL25

L25 fw (Xhol): 5'— CCC CCT CGA GAT GGC TCC ATC TGG TAT GTG AACTG -3
L25 rev (BamHlI): 5 — CCC GGA TCC TTA AAT GTA ACC GAT TCT GTT AGC -3
L25 Dintron fw: 5 — CTA AGG CTA CTG CCG CTA AGA AAG CTG -3

L25 Dintron rev: 5’ — CAG ATG GAG CCA TCT CGA GGG GGG -3’

L25 fw (Ndel): 5" — CCC CCC CCA TAT GGC TCC ATC TGC TAAGGC TAC TGC -3

PET28-rpL35

L35 fw (Ndel): 5" — CCC CCC CCA TAT GGC CGG CGT TAAAGC TTACGAAC -3
L35 rev (BamHI): 5 — CCC GGA TCC TTAAGC CTT GAT AGC GTACTT TCTTTG TG -3

PET28-rpL19

L19 fw (Ndel): 5 — CCC CCC CCA TAT GGC TAATTT ACG TAC TCA AAA GAG -3
L19 rev(BamHI): 5 — CCC GGA TCC TTAAGC GTC TTC CTT CAATAAAGC ATC -3

PET28-rpL17

L17 fw (Ndel): 5 — CCC CCC CCA TAT GGC TCG CTACGG TGC TAC TTC -3

L17 Exonlrev: 5 — GTACAATTT AGT AGC ATC CAAACC TTT AGC TTC AGC GTT
GGC AGC GGC GTT TTG CAACAAAC -3

L17 Exon2 fw: 5’ — CAA AAC GCC GCT GCC AAC GCT GAA GCT AAA GGT TTG GAT
GCT ACT AAATTGTAC -3

L17 rev (EcoRI): 5 — CCC GAATTC TTA AGC AGC AAT ACG CTT TTG GGC GG -3
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PET28-rpL4

L4 fw (Ndel): 5 — CCC CCC CCA TAT GAG CCG TCC ACAAGT TACTGTTCACTCTTT
G-3

L4 rev (Xhol): 5 — CCC CCT CGA GTT AAT CGT GTT TCA AAG TTT CGG TGA AAA
CAG -3

PYES-ya WT

ya Kozak fw (Kpnl): 5 — CCC GGT ACC GCC ACC ATG TCT GCT ATC CCA GAA AAC
GC-3
pET-28arev: 5'— GCT AGT TAT TGC TCA GCG GTG GCAG -3’

PRS425-yB WT

yB Kozak fw (Hindlll): 5 — CCC CAA GCT TGC CAC CAT GCC AAT TGA CCA AGA AAA
ATT AGC TAA GCT ACA AAA GTT GTC TGC TAA CAA CAA AGT TGG TGG TAC TAG
AAG AAA ACT TAACAAGAAGG -3

yB rev (Xhol): 5 — CCC CCT CGA GTT ATT CGA CGT CAG CAT CAA AAG TTT GAC — 3’

pRS425-yp D1-11

yB D1-11 Kozak fw (Hindlll): 5 — CCG GAA GCT TGC CAC CAT GCA AAA GTT GTC
TGC TAA CAA CAA AGT TGG TG — 3’

yB rev (Xhol): 5 — CCC CCT CGA GTT ATT CGA CGT CAG CAT CAA AAG TTT GAC — 3’

PRS425-yB EKL/AAA

yB EKL/AAA Kozak fw (Hindlll): 5 — CCC GAA GCT TGC CAC CAT GCC AAT TGA CCA
AGC TGC TGC TGC TAA GCT ACA AAA GTT GTC TG — 3

yB rev (Xhol): 5 — CCC CCT CGA GTT ATT CGA CGT CAG CAT CAAAAGTTT GAC -3

PRS425-yB KLQ/AAA

GAL1fw: 5 —TTA ACG TCA AGG AGA AAA AACCCC -3

yB KLQ/AAA rev: 5" - GTT AGC AGA CAA CTT AGC AGC AGC AGC TAATTTTTC TTG
GTC AATTGG - 3

yB KLQ/AAA fw: 5" - CAA GAA AAATTA GCT GCT GCT GCT AAG TTG TCT GCT AAC
AAC AAAGTT G-3

yB rev (Xhol): 5 — CCC CCT CGA GTT ATT CGA CGT CAG CAT CAA AAG TTT GAC — 3’

PYES HA-rpL31

L31B Exon2 fw: 5’ — CTA CAT GGT GTC AGT TTC AAAAAG AGAG -3

L31B rev (Xhol): 5 — CCC CCT CGA GTT AAG CAT CTT CTT CAACGACAAC-3

L31B HA Kozak fw (Hindlll): 5" — CCC AAG CTT GCC ACC ATG GGC TAT CCA TAT GAT
GTT CCA GAT TAT GCT ATG GCC GGT TTA AAA GAC GTT GTC ACT CGT GAATAC
ACC ATC AAC TTG CAC AAA AGA CTA CAT GGT GTC AGT TTC AAA AAG AGA GCT
CCAAGA GCT GTGAAG -3
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PYES rpL31-HA

L31B Kozak fw (Hindlll): 5 — CCC CAA GCT TGC CAC CAT GGC CGG TTT AAA AGA
CGTTGTC-3

L31B HA rev (Xhol): 5" — CCC CCT CGA GTT AAG CAT AAT CTG GAA CAT CAT ATG
GAT AAG CAT CTT CTT CAACGACAACG -3

PYES MBP

MBP Kozak fw (Hindlll): 5" — CGC AAG CTT GCC ACC ATG GGT AAA ATC GAA GAA
GGT AAACTG -3

MBP rev (Xhol): 5 — GGGG CTC GAG TTAAGT CTG CGC GTC TTT CAG GG -3

pYES EGD1'*-MBP

EGD1 (L14) — MBP Kozak fw (Hindlll): 5 — CGC AAG CTT GCC ACC ATG CCA ATT GAC
CAA GAA AAA TTA GCT AAG CTA CAA AAG TTG GGT GGT GGT GGT TCT GGT GGT

GGT GGT TCT GGT GGT GGT GGT TCT ATG AAA ATC GAA GAA GGT AAA CTG GTA

ATC TG - 3’

yB rev (Xhol): 5 — CCC CCT CGA GTT ATT CGA CGT CAG CAT CAA AAG TTT GAC — 3’

PYES EGD1"%-MBP

GAL1fw: 5 — TTA ACG TCA AGG AGA AAAAACCCC -3

EGD1 (T23) — MBP rev: 5 — CAC CAC CAG AAC CAC CAC CAC CAG TAC CAC CAA
CTTTGT TGTTAGC -3’

EGD1 (T23) — MBP fw: 5’ — GCT AAC AAC AAA GTT GGT GGT ACT GGT GGT GGT
GGT TCT GGT GGT G -3’

MBP rev (Xhol): 5" — GGGG CTC GAG TTAAGT CTG CGC GTC TTT CAG GG -3

PYES EGD1*°-MBP

GAL1fw: 5 —TTA ACG TCA AGG AGA AAA AACCCC -3

EGD1 (K39) — MBP rev: 5 — CAC CAC CAG AAC CAC CAC CAC CCT TGT TGG CAC
CGG CAG AAGAGCC -3
EGD1 (K39) — MBP fw: 5’ — GGC TCT TCT GCC GGT GCC AAC AAG GGT GGT GGT
GGT TCT GGT GGT G -3’

MBP rev (Xhol): 5 — GGGG CTC GAG TTAAGT CTG CGC GTC TTT CAG GG -3

8.1.2 Oligonukleotide fir die Herstellung einer rpL31-Nullmutante

DrpL31A-HIS3 fw: 5 — ACT AGT GAT AAT TTC ATT CAA GTT TTA AAG AAA GAA
TTA ATA AGC AAA CAG AAC TCA ATC AAA GGA AAA GCA GAT TGT ACT GAG
AGT GCAC-3

DrpL31A-HIS3 rev: 5’ — TAT ACA AAT CGA AAATGT TTA CTT TAT ATT TAT TAA
TAT AAAATG AGT ATTATT TTT ATT TAATTG ATC CTT TCT CGC CAC GTT CGC
CGGCTTTCCCC-3
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8.1.3 Oligonukleotide fur die Amplifizierung der Gene rpl31la und
rpl31b
rpL31 fw: 5 — ATG GCC GGT TTG AAA GAC GTT GTCACTC -3’

rpL31 rev: 5 — AGC ATC TTC TTC GAC AAC AACAGT TTG TAGAC -3

Mit Hilfe der Oligonukleotide lassen sich beide fir rpL31 kodierenden
Gene spezifisch amplifizieren. Anhand der unterschiedlich langen Intron-
sequenzen ist es moglich eine Unterscheidung zwischen rpl31a und rpl31b zu

treffen.

8.2 Rickbindungstest von Hefe NAC an Ribosomen aus E. coli

In Eubakterien wie Escherichia coli gibt es kein NAC Homolog. So wurde
im Rahmen dieser Arbeit auch festgestellt, dass rekombinantes Hefe wt NAC
nicht so effizient an Ribosomen aus E. coli bindet, wie an Ribosomen aus S.
cerevisiae. Da in einer kurzlich veroffentlichten Studie von Wegrzyn et al. das
gegenteilige Ergebnis prasentiert wurde (Wegrzyn et al.,, 2006), welches
allerdings auf die artifizielle Verstarkung eines N-terminalen His-tags an EGD2
zuruckzufihren ist, soll dies im folgenden Vergleich noch mal verdeutlicht
werden. Im Ruckbindungstest wurde zum einen NAC ohne His-tag (yYNAC) und
zum anderen mit His-tag (YNAC Hisa) eingesetzt, jeweils in Kombination mit
Ribosomen aus Hefe und aus E. coli. Nach Inkubation wurden die Ribosomen
unter physiologischen Bedingungen durch ein Saccharosekissen sedimentiert.
Die Analyse der Uberstande (S) und der Ribosomen-Pellets (P) erfolgte nach
SDS-PAGE mittels Western-Blot mit Antiseren gegen EGD2 (a-NAC) und
EGD1 (B-NAC) (Abbildung 52). Der Ansatz mit NAC ohne His-tag (YNAC) zeigt
ganz deutlich, dass Hefe NAC nicht so effizient mit Ribosomen aus E. coli
assoziiert, wie mit Hefe Ribosomen (52A; Spuren 4 und 6). Insbesondere EGD1
ist nur in extrem geringen Mengen im E. coli Ribosomen-Pellet nachzuweisen
(52A; Spur 6). Wird der N-terminale His-tag an EGD2 jedoch nicht durch einen
proteolytischen Verdau abgetrennt (yYNAC Hisa), zeigt sich in der Analyse, dass
Hefe NAC anscheinend vergleichbar an Ribosomen aus E. coli bindet (52B;
Spuren 4 und 6). Der Vergleich verdeutlicht gut den Einfluss des His-tags bei

der Assoziation von NAC mit Ribosomen. Aul3erdem zeigt er, dass sich das
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heterologe System Hefe NAC in Kombination mit Ribosomen aus E. coli

uberhaupt nicht fur Studien eignet.

A + + + yNAC
Hefe Ribosomen
- - + E. coli Ribosomen
s P = P S F
— 34 kDa
EGDZ === —_— - . . = 5

EGD1 - -_— e @ 17
— 56 kDa
rpLd = — 43
rpL2 - — - 3y
— 26
1 2 3 4 5 o
B + & + yNAC Hisc
_ + — Hefe Ribosomen
— — + E. coli Ribosomen
S P s P 3 P
— 34 kDa
His-EGD2 = —_— " - -e-
EGD1 - -_— . A 1?
— 56 kDa
rpLd iy = 43
rpl2 = -— 34
— 26
1 d K 4 o 6

Abbildung 52 Vergleich der Assoziation von Hefe wt NAC A ohne His-tag (yYNAC) und B mit
His-tag (YNAC Hisa) an 80S Ribosomen aus S. cerevisiae und 70S Ribosomen aus E. coli. A
Die Analyse zeigt deutlich, dass im E. coli Ribosomen-Pellet nur sehr geringe Mengen NAC
nachweisbar sind (vergleiche Spuren 4 + 6). B Im Ansatz von yNAC Hisa fihrt die artifizielle
Verstarkung des His-tags zu einer anscheinend vergleichbaren Assoziation an Ribosomen aus
Hefe und E. coli (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 Antikérpern gegen die ribosomalen
Proteine rpL4 (aus S. cerevisiae) bzw. rpL2 (aus E. coli) Uberpruft.
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8.3 Sequenzvergleich von eukaryontischen rpL31 Homologen

In Abbildung 53 ist ein Sequenzvergleich von eukaryontischen rpL31
Homologen dargestellt. Dartber sind die in den Untersuchungen mit einer
Peptid-Bibliothek von rpL31 aus S. cerevisiae identifizierten Peptid-Sequenzen
(siehe 3.10), die wahrscheinlich an der Bindung von 3-NAC beteiligt sind, sche-
matisch illustriert. Die Pfeile (blau und rot) markieren die in den Modellen zum
Bindungsmechanismus von B-NAC an rpL31 (siehe Abbildung 48) farbig hervor-

gehobenen positiv bzw. negativ geladenen Aminosaurereste.

Peptide Nr. 12-14

g
AEh
Qe
QER
S
B
B
rE
<L
A0
B’
B
o

Abbildung 53 Sequenzvergleich von eukaryontischen rpL31 Homologen:

S_cer: Saccharomyces cerevisiae, # AAB82359; S pom: Schizosaccharomyces pombe,
# CAB63499; A tha: Arabidopsis thaliana, # NP_194353; Z may:. Zea mays, # AAV28627;
O_sat: Oryza sativa, # XP_467485; T_aes: Triticum aestivum, # TC240167; P_fal: Plasmodium
falciparum, # CAD51403; C_ele: Caenorhabditis elegans, # CAB63331; A_mel: Apis mellifera,
# XP_397314; D_mel: Drosophila melanogaster, # AAM71074; A_gam: Anopheles gambiae,
# EAA00150; R_nor: Rattus norvegicus, # XP_578768; M_mus: Mus musculus, # XP_930429;
H_sap: Homo sapiens, # NP_000984

Uber alle Organismen konservierte Aminosauren sind mit rotem Hintergrund, konservierte
Aminosaureaustausche sind in Rot auf Weil3 dargestellt. Der Sequenzvergleich wurde mit dem
Programm CLUSTAL W 1.83 (Thompson et al., 1994) berechnet und mit ESPript 2.2 (Gouet et
al., 1999) unter Verwendung der Matrix BLOSUMG62 bearbeitet.
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