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Zusammenfassung der Dissertation:

Die Funktion des Ubiquitin-ähnlichen Proteins Hub1 in S. cerevisiae

Die Steuerung biochemischer Reaktionen und die Lokalisierung von Proteinen erfolgt in der 

Zelle oft über Signalmoleküle. Neben Phosphorylierung, Methylierung und Acetylierung von Ami­

nosäureresten, werden zelluläre Prozesse durch eine Modifikation der beteiligten Faktoren mit 

Ubiquitin oder Ubiquitin-ähnlichen Proteinen reguliert. Die gemeinsame Grundlage dieser Prote­

infamilie stellt die Faltung des gesamten Proteins oder einer seiner Domänen dar. Ubl5 ist ein Mit­

glied dieser Familie, dessen Homologe in eukaryontischen Lebewesen stark konserviert sind. Ab­

gesehen von der strukturellen Ähnlichkeit mit Ubiquitin besitzt es wenig Übereinstimmung in der 

Aminosäuresequenz und wird, soweit bekannt, nicht kovalent an Zielproteine gebunden. In dieser 

Arbeit wurde das homologe Protein der Bäckerhefe Hub1, auf dessen Interaktionspartner sowohl 

auf genetischer als auch auf Proteinebene untersucht. So konnten eine synthetisch letale Interak­

tion zwischen Hub1 und einer P1484L-Mutation im Splicing-Faktor PRP8, sowie weitere genetische 

Interaktionen nicht-essentieller Komponenten des Spliceosoms und des prä-mRNS-Retentions­

systems charakterisiert werden. Sowohl die Prp8-Mutante, als auch die Deletion von Hub1 führen 

zu Splicing-Defekten von Introns mit ungewöhnlichen 5'-Spleißstellen. In Zellen ohne Hub1 wur­

de zusätzlich ein Anstieg der aus dem Kern exportierten, ungespleißten prä-mRNS festgestellt.

Da bisher keine Informationen über funktionale Aminosäurereste von Hub1 bekannt waren, 

wurden durch PCR-basierte Mutagenese Hub1-Mutanten generiert und deren Funktion durch die 

charakterisierten genetischen Interaktionen (in vivo), als auch durch die Bindung an Snu66 (in vi­

tro) überprüft. Dabei konnten Bereiche von Hub1 festgestellt werden, bei denen Mutationen ent­

weder die Bindung an Snu66 störten, aber für die Komplementation der genetischen Interaktion 

nicht essentiell waren, und umgekehrt.

Hub1 beeinflusst demnach die Effizienz, mit der bestimmte Transkripte gespleißt und im Zell­

kern zurückgehalten werden. Beide Mechanismen sind auf die korrekte Erkennung der 5'-Spleiß­

stelle angewiesen, wodurch eine Funktion von Hub1 bei diesem Prozess vermutet werden kann.
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Abstract of the PhD-thesis:

Cellular function of the ubiquitin-like protein Hub1 in S.  cerevisiae

Biochemical reactions and localization of proteins or other cellular factors are often regulated 

by signaling molecules. In addition to phosphorylation, methylation or acetylation of amino acid 

residues, modification of proteins with ubiquitin or ubiquitin-like modifiers is a key process of 

regulation. This protein family is characterized by a similar structural fold of either the whole 

protein or one of their domains. Ubl5 is a member of this protein family, that is highly conserved 

within eucaryotes. Aside from its tertiary structure, it shares only weak similarity with ubiquitin 

and seems not to be attached covalently to other proteins. The focus of this work was the S. cere­

visiae homologue Hub1 and its physical and genetic interactions. 

The deletion of Hub1 leads to genetic interactions with several splicing factors, including a 

P1384L mutation in Prp8 and members of the U4/U6.U5 tri-snRNP and the complexes containing 

Prp19 and Cef1. Moreover, the deletion of Hub1 also leads to an increased leakage of unspliced 

pre-mRNA to the cytoplasm. 

Since there was no information available, which amino acid residues of Hub1 were essential 

for its function, a set of Hub1 mutants with substitutions of single amino acids was generated and 

tested for their protein stability, their ability to bind the only known direct interaction partner 

Snu66 and their function to complement the genetic interactions. Distinct areas at the surface of 

Hub1 were found, that showed reduced binding of Snu66 in vitro, but kept their function to com­

plement the genetic interactions, and vice versa. 

The deletion of Hub1 showed a decrease in the splicing efficiency of certain transcripts and 

their retention in the nucleus. Both mechanisms depend on the correct identification of the 5'-

splice site and Hub1 may have a distinct function in this process. 
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1 Einleitung

1.1 Genexpression

Durch die Entdeckung der Desoxyribonukleinsäure (DNS) als Träger der genetischen Informa­

tion (Avery et al. 1995) und der Bestimmung deren struktureller Eigenschaften (Watson and Crick 

1953), wurde es möglich, die molekularen Mechanismen zu erforschen, die zur Umsetzung der 

vererbten genetischen Informationen in Organismen führt, und wie diese reguliert wird. Beob­

achtungen, dass DNS zunächst in Ribonukleinsäure (RNS) umgeschrieben wird, die als Vorlage zur 

Synthese von Proteinen dient (Zubay 1958; Weiss and Nakamoto 1961), führte zur Formulierung 

des „zentralen Dogmas der Molekularbiologie“ (Crick 1958, 1970), das die Übertragung von Se­

quenzinformationen von Nukleinsäuren auf Nukleinsäuren oder Proteine postuliert, aber den 

Transfer der Information von Proteinen auf Proteine oder auf Nukleinsäuren ausschließt. Das 

Muster, mit dem die genetische Information einer Nukleotidsequenz in eine Aminosäuresequenz 

übergeht, wird als der genetische Code bezeichnet, bei dem eine Triplett-Sequenz der Boten-RNS 

(mRNS) die translatierte Aminosäure bestimmt (Crick et al. 1961; Lengyel 1966), und in fast allen 

Organismen universell gilt. Die Transkription und die Translation eines Gens findet in Bakterien 

nahezu gleichzeitig statt (Imamoto and Ito 1968), da beide Reaktionen im selben Kompartiment 

ablaufen können und durch ihre Kopplung eine schnellere Regulation der Genexpression ermögli­

chen. In eukaryontischen Zellen verläuft die Transkription dagegen im Zellkern, während die 

Translation außerhalb des Kerns erfolgt. Die Entkopplung der beiden Reaktionen erfordert dabei 

zusätzliche zelluläre Mechanismen, bei der die zu translatierende RNS modifiziert und schließlich 

durch die Kernpore exportiert wird.

1.2 Prozessierung der prä-mRNS

1.2.1 Modifikationen am 5'- und am 3'-Ende

Bereits während der Transkription eines Gens durch eine DNS-abhängige RNS-Polymerase 

wird das entstehende freie 5'-Ende der prä-mRNS durch eine „Cap“-Struktur modifiziert. Ein 7-

Methylguanosin bindet über eine ungewöhnliche 5'-5'-Triphosphatbindung an die Ribose des 5'-

Endes der prä-mRNS (Shatkin 1976), und wird von Faktoren des „Cap“-bindenden Komplexes 

(CBC) gebunden (Moteki and Price 2002; Lewis et al. 1996). Das „Capping“ stabilisiert die mRNS, 

ermöglicht durch den gebundenen CBC den effizienten Export durch die Kernpore und ist not­
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wendig für die spätere Translationsinitiation (McCracken et al. 1997). Das 3'-Ende der prä-mRNS 

wird durch Polyadenylierung um etwa 100 bis 200 Adenosinreste verlängert (Colgan and Manley 

1997; Wahle and Rüegsegger 1999), die zur Stabilisierung der RNS gegenüber zytoplasmatischen 

Exonukleasen führt. Die mRNS wird durch die Bindung weiterer Faktoren in mRNS-Proteinkom­

plexe (mRNP) verpackt, die sowohl eine Qualitätskontrolle der mRNS ermöglichen, als auch durch 

Interaktionen mit Exportkomplexen und der Kernpore den Transfer der Partikel ins Zytoplasma 

erleichtern (Jensen et al. 2003). Im Zytoplasma wird die in den mRNS-Partikeln enthaltene geneti­

sche Information in Proteine translatiert, während gleichzeitig die Qualität der mRNS/mRNP ge­

prüft und die Menge an verfügbarer mRNS reguliert wird (Parker and Song 2004). 

1.2.2 Modifikation durch Splicing

Bei Experimenten zur Transkription und Translation viraler Gene in eukaryontischen Zellen 

wurden RNS-Moleküle gefunden, die je nach ihrer Verteilung im Kern oder im Zytoplasma eine 

unterschiedliche Länge und Stabilität aufwiesen und bei denen bestimmte Sequenzbereiche in­

nerhalb des Moleküls fehlen (Bachenheimer and Darnell 1975; Berget et al. 1977; Chow et al. 1977). 

Später wurden auch eukaryontischen Gene gefunden, bei denen ein Teil der genetischen Informa­

tion vor der Translation entfernt wurde. Dieser Vorgang, das Splicing, bezeichnet das heraus­

schneiden interner, nicht-codierender Sequenzbereiche (Introns) und das Zusammenfügen der 

verbleibenden codierenden Sequenzbereiche (Exons). Durch Ähnlichkeiten der Introns in ihrer 

Sequenz, der Struktur und der Mechanismen des Splicings können sie in mindestens vier ver­

schiedene Gruppen eingeteilt werden. In allen Organismen enthalten Transfer-RNS (tRNS) In­

trons, die in Bakterien ohne beteiligte Proteine von der tRNS selbst entfernt werden (self-

splicing). In eukaryontischen Zellen werden tRNS-Introns durch drei verschiedene ATP-abhängige 

Enzyme gespleißt (Kuhsel et al. 1990; Abelson et al. 1998). Introns der Gruppe I (Westhof 2001; 

Haugen et al. 2005) und II (Michel et al. 1989; Lambowitz and Belfort 2003) werden intramolekular 

in zwei Transesterifikationsschritten, ohne die Beteiligung von Proteinen oder anderen Kofakto­

ren entfernt, wobei letztere eine lassoartige Struktur (Lariat) ausbilden (Peebles et al. 1993).
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1.2.3 prä-mRNS Splicing

Die in der Sequenz von Introns eukaryontischer prä-mRNS gefundenen konservierten Berei­

che wiesen auf einen gemeinsamen Splicing-Mechanismus in diesen Zellen hin (Padgett et al. 

2003). Und obwohl diese Introns passgenau aus dem Transkript herausgeschnitten werden müs­

sen, um Fehler im Leserahmen zu vermeiden, enthielten sie nur relativ kleine konservierte Berei­

che, die zudem mehrfach in der Sequenz zu finden waren. Eine dieser konservierten Sequenzen, 

die 5'-Spleißstelle (5-SS), definiert den Anfang eines Introns, wobei sich die Konsensussequenz 

zwischen den Organismen leicht unterscheidet: /GURAG für Säugetiere und /GUAUGU für Hefen. 

Die Position der Verzweigungsstelle (branch site; BS) hängt von der Länge des Introns ab, liegt 

aber innerhalb von 20 – 100 Basenpaaren vor der 3'-Spleißstelle (3'-SS) und wird in Säugetieren 

durch die Konsensussequenz YURAY, in Hefen durch UACUAAC definiert. Die 3'-Spleißstelle mar­

kiert das Ende des Introns und trägt die Sequenzen YAG/ in Säugetieren und Hefen (/ bezeichnet 

die Grenze zwischen Exon und Intron; R = Purinbase; Y = Pyrimidinbase; Senapathy et al. 1990; Lo­

pez and Séraphin 1999).

Durch in vitro Experimente, bzw. der Analyse der Zwischenprodukte und daran beteiligter Fak­

toren konnten die grundlegenden Mechanismen des Splicings formuliert werden (Hernandez and 

Keller 1983; Hardy et al. 1984). Die Faktoren der Splicing-Komplexe binden bereits während der 

Transkription an die entstehende prä-mRNS und leiten das Entfernen des Introns ein. Die Reakti­

on finden durch zwei Transesterifizierungen statt (Moore and Sharp 1993). Der erste Schritt be­

steht aus einem nukleophilen Angriff der 2'-Hydroxylgruppe des konservierten Adenosins der 

Verzweigungsstelle auf die Phosphodiesterbindung des ersten Nukleotids der 5'-Spleißstelle. 

Abbildung 1.1:  Schema der konservierten Sequenzen innerhalb der Introns von S. cerevisiae und höheren Eukaryon­

ten. Das bei der Bildung des Lariats beteiligte Adenosin der Verzweigungsstelle ist rot gekennzeichnet.

nt = Nukleotide; Y = Pyrimidinbase; R = Purinbase
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Durch diese Reaktion wird das 5'-Exon abgetrennt und eine Lariatstruktur generiert. Im zweiten 

Schritt greift die 3'-Hydroxylgruppe des freien Exons aus dem ersten Schritt die Bindung des letz­

ten Nukleotids der 3'-Spleißstelle an und fusioniert mit dem nachfolgenden Exon (Grabowski et 

al. 1984; Ruskin et al. 1984). Das freiwerdende Lariat wird im Zellkern hydrolysiert und die reife 

mRNS ins Zytoplasma transportiert (Arenas and Hurwitz 1987).

1.2.4 Aufbau und Reaktionszyklus des Spliceosoms

Die Nukleinsäure-Proteinkomplexe im Zellkern, die das Ausschneiden des Introns und das Li­

gieren der Exons katalysieren, wurden zuerst anhand ihrer Sedimentation in Glyzeringradienten 

aufgetrennt und analysiert und als Spliceosom bezeichnet (Brody and Abelson 1985; Frendewey 

and Keller 1985). Durch die Reinigung und Analyse der verschiedenen Stufen des Spliceosoms 

konnten viele Splicing-Faktoren den einzelnen Schritten zugeordnet werden, bei denen insgesamt 

mehr als 200 verschiedene Proteine beteiligt sind (Bennett et al. 1992; Gozani et al. 1994; Jurica 

and Moore 2003). Das Spliceosom wird durch die aufeinander folgende Bindung mehrerer Unter­

komplexe (U1, U2, U4, U5, U6) gebildet, die neben Proteinen auch kleine konservierte Ribonukle­

insäuren enthalten und als snRNP (small nuclear ribonucleoprotein particles) bezeichnet werden 

(Krämer 2003). Die Nukleinsäuren der snRNPs besitzen zu den Spleißstellen des Introns komple­

mentäre Sequenzen und führen durch Basenpaarung mit dem Intron zur Erkennung der korrek­

ten Spleißstellen. Die Zusammenlagerung der Komplexe zum Spliceosom beginnt mit der ATP-ab­

hängigen Interaktion des U1 snRNP mit der 5'-Spleißstelle des Introns, bei dem beide Ribonukle­

insäuren über einen kleinen Bereich durch Basenpaarung verbunden sind. Dieser frühe Kom­

plex E des Spliceosoms wird in der Hefe als „commitment complex“ (CC) bezeichnet (Seraphin 

and Rosbash 1989; Michaud and Reed 1991). In einem weiteren energieabhängigen Schritt wird 

der U2 snRNP an die Verzweigungsstelle des Introns gebunden. In der Basenpaarung der 

U2 snRNS mit der Intronsequenz bleibt das aktive Adenosin ungebunden und kann bei der ersten 

Transesterifikation den nukleophilen Angriff durchführen (Zhuang and Weiner 1989; Wu and 

Manley 1991). Dieser Komplex wird als prä-Spliceosom oder Komplex A bezeichnet. Durch die In­

teraktion mit dem bereits vorher gebildeten U4/U6.U5 tri-snRNP, in dem die U4 und U6 snRNS 

durch Basenpaarung miteinander verbunden sind, wird der Komplex B geformt (Pikielny and Ros­

bash 1986; Konarska and Sharp 1987). Bei der Aktivierung des Komplex B für die erste Splicing-

Reaktion finden weitreichende strukturelle Umlagerungen der Untereinheiten statt (Kandels-Le­

wis and Séraphin 1993; Lesser and Guthrie 1993a). Durch Helikasen werden die Basenpaarungen 

der U4/U6 snRNS und der U1 snRNS mit dem 5'-Ende des Introns gelöst. Die U6 snRNS interagiert 
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dann über Basenpaarungen sowohl mit der U2 snRNS, als auch mit der freiwerdenden 5'-Spleiß­

stelle (Madhani and Guthrie 1992), wobei die U1 snRNS für die weitere Funktion des Spliceosoms 

nicht mehr benötigt wird (Konforti et al. 1993; Crispino et al. 1994). Auch der U4 snRNP wird 

durch diese Umlagerungen destabilisiert und verlässt den Komplex. Durch die Interaktion der 

U6 snRNS mit der U2 snRNS werden die gebundenen 5'- und 3'-Spleißstellen des Introns in räum­

liche Nähe zueinander gebracht und bilden damit einen Teil des katalytischen Zentrums. Ein Pro­

teinkomplex um den Splicing-Faktor Prp19 (nineteen complex; NTC) bindet an das aktivierte Spli­

ceosom, nachdem die snRNPs U1 und U4 den aktivierten Komplex B* verlassen haben und stabili­

siert sowohl die die Bindung des 3'-Endes der U6 snRNS an das Intron, als auch die Bindung der 

U5 snRNS an die 5'-Spleißstelle (Chan et al. 2003; Chan and Cheng 2005).

Mit dem Verlassen der Faktoren für den ersten Splicing-Schritt binden Faktoren an das Spli­

ceosom, die für die zweite Reaktion benötigt werden und formen den Komplex C. Nachdem im 

zweiten Splicing-Schritt beide Exons fusioniert sind, verlässt die mRNS den post-spliceosomalen 

Komplex. Die verbleibenden snRNPs dissoziieren und werden für eine neue Splicing-Reaktion auf­

bereitet (Brow 2002). Dieser Prozess wird durch den Splicing-Faktor Prp24 vermittelt, beginnt mit 

der Basenpaarung der U4 und U6 snRNS im neu entstehenden U4/U6 di-snRNP und endet mit der 

Interaktion des U5 snRNPs als neuer U4/U6.U5 tri-snRNP (Rader and Guthrie 2002; Raghunathan 

and Guthrie 1998). 

1.2.5 Regulation des Splicings in der Meiose

Die sexuelle Fortpflanzung erlaubt es eukaryontischen Organismen ihre Erbanlagen zu kombi­

nieren. Dafür werden in der Meiose die Chromosomen aneinander gelagert, einzelne Abschnitte 

durch homologe Rekombination ausgetauscht und die Schwesterchromatide wieder getrennt. So 

entstehen haploide Zellen mit leicht unterschiedlichem Erbgut (Baker et al. 1976; von Wettstein et 

al. 1984). Die meisten beteiligten Gene in S. cerevisiae werden dabei in der Zelle durch die Kontrolle 

der Transkription durch Ime1 und Ime2 reguliert (Kassir et al. 1988; Smith and Mitchell 1989). An­

dere Gene werden in der Zelle erst nach der Transkription reguliert. Mer1 ist ein Splicing-Faktor 

der mit dem U1 snRNP interagiert und eine konservierte Sequenz innerhalb der Introns von MER2, 

MER3 und AMA1 erkennt (Spingola and Ares 2000). Die Expression von MER1 wird durch meioses­

pezifische Transkriptionsfaktoren reguliert, während MER2, MER3 und AMA1 konstitutiv transla­

tiert werden. Ohne Mer1 werden die Transkripte der anderen Gene nicht in den Splicing-Prozess 

eingebunden, sondern aus dem Zellkern exportiert und im Zytoplasma abgebaut (Scherrer and 

Spingola 2006). Die Funktion von Mer1 im Splicing ist abhängig von Nam8, Ist3, Bud13 und Snu56 
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und überlappt mit dem prä-mRNS Export und Retentionssystem RES (Spingola et al. 2000; Scher­

rer et al. 2006; Balzer and Henry 2008)

1.2.6 prä-mRNS Retention und NMD

Die Expression von Genen ist ein geordneter Prozess, der zeitlich und auch räumlich streng 

kontrolliert werden muss. In eukaryontischen Zellen wird das RNS-Transkript im Zellkern mehr­

fach prozessiert, bevor es ins Zytoplasma exportiert wird. Durch Splicing werden dabei Introns 

aus der prä-mRNS entfernt, die sonst durch Stopcodons oder der Verschiebung des Leserasters zu 

einer fehlerhaften Translation führen. Deshalb ist eine Kontrolle des Exports nötig, die unge­

spleißte prä-mRNS im Kern zurückhält. Die Zellen haben dafür ein System entwickelt, das Ribonu­

kleinsäuren mit vorzeitigen Stopcodons erkennen und abbauen kann. Dieses System verhindert 

damit auch die Anreicherung von prä-mRNS mit Translationsstops im Intron, die vor dem Spli­

cing ins Zytoplasma transportiert wurden (He et al. 1993). Dieser Prozess wird als NMD (nonsense 

mediated decay) bezeichnet und ist von der Hefe bis zum Menschen erhalten geblieben. Die Zelle 

muss dabei zwischen ungespleißter prä-mRNS, der gespleißten Form und mRNS ohne Intron un­

terscheiden können. Die Sequenzen der 5'-Spleißstelle und der Verzweigungsstelle des Introns 

sind für die Erkennung der Introns sowohl für das Splicing, als auch die Kontrolle des Exports aus­

schlaggebend (Legrain and Rosbash 1989). 

Da mehrere Faktoren, die sehr früh am Aufbau des Spliceosoms beteiligt sind, auch die Export­

kontrolle beeinflussen, wird angenommen, dass die Erkennung der Konsensussequenzen des In­

trons direkt als Signal zur Verbleib der prä-mRNS im Zellkern dient. In neueren Arbeiten wurden 

weitere Faktoren der Exportkontrolle ungespleißter RNS charakterisiert und der Prozess als prä-

mRNS-Retention und Export-System (RES) bezeichnet. Die beteiligten Proteine sind sowohl mit 

Splicing-Komponenten verbunden (Dziembowski et al. 2004), als auch an der Kernpore lokalisiert 

(Palancade et al. 2005). 
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1.3 Ubiquitin und das Ubiquitin-Proteasomsystem

Ubiquitin wurde in den frühen 70'er Jahren als Signal zum Abbau intrazellulärer Proteine ent­

deckt. Der Multienzymkomplex, der die Hydrolyse der Ubiquitin-markierten Proteine katalysiert, 

wurde aufgrund seines Molekulargewichts als 26S Proteasom bezeichnet. Der Abbau markierter 

Proteine durch das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist in zwei unterschiedliche, aufeinander 

folgende Schritte unterteilt (Ciechanover 2005). Im ersten Schritt wird Ubiquitin unter ATP-Ver­

brauch aktiviert, auf Proteine transferiert, die eine Spezifität für unterschiedliche Substrate ver­

mitteln und schließlich auf diese Substrate übertragen. Die an dieser Kaskade beteiligten Proteine 

werden nach ihrer Funktion für die Aktivierung, Konjugation oder dem Transfer auf Zielproteine 

als E1, E2 oder E3 klassifiziert. Das Verknüpfen mehrerer Ubiquitineinheiten untereinander führt 

zu Ubiquitinketten, die durch Faktoren der Klasse E4 stabilisiert und verlängert werden können 

(Hoppe 2005). Die Aktivierung von Ubiquitin erfolgt durch die Hydrolyse von ATP und der Adeny­

lierung der Carboxylgruppe des C-terminalen Glyzins. Diese energiereiche Bindung wird auf die 

Abbildung 1.2: Schema des spliceosomalen Reaktionszyklus. Die Interaktionen der einzelnen Unterkomplexe 

des Spliceosoms sind in allen Organismen hoch konserviert. Das Schema ist eine Adaption aus Makarov et al. 

(2002) und wird im Text näher erläutert.
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freie SH-Gruppe eines Cysteins im katalytischen Zentrum des E1 übertragen und bildet einen 

energiereichen Thioester. Während das E1 das aktivierte Ubiquitin auf ein Cystein des E2-Enzyms 

überträgt, aktiviert es bereits die nächste Ubiquitineinheit. Durch den Transfer des Ubiquitins auf 

E2 sinkt dessen Affinität für E1 und kann mit E3 interagieren. Dieses besitzt für das beladene E2 

eine höhere Affinität als für unbeladenes, so dass das Ubiquitin entlang dieser Kaskade weiterge­

geben werden kann (Kerscher et al. 2006). Die Spezifität der Ubiquitinylierung wird durch die un­

terschiedliche Zahl der beteiligten Enzymklassen erreicht. Ein aktivierendes Enzym (Uba1) über­

trägt Ubiquitin auf mehrere konjugierende Enzyme, die über eine wachsende Zahl an Ubiquitin-

Ligasen die Zielproteine modifizieren. Die Familie der Ubiquitin-Ligasen kann anhand ihrer Betei­

ligung an der enzymatischen Kaskade in zwei verschiedene Gruppen aufgeteilt werden (Hatakeya­

ma and Nakayama 2003). Die eine Gruppe enthält eine RING-Domäne (Really Interesting New 

Gene) und bindet Ubiquitin-beladenes E2 parallel zum Substrat. Dabei wird ein Lysinrest des Sub­

strats in räumliche Nähe zum Thioester des E2-Komplexes gebracht und über eine Isopeptidbin­

dung mit Ubiquitin verknüpft. U-box-Proteine, die eine ähnliche Struktur wie RING-Ligasen besit­

zen, katalysieren den Ubiquitintransfer vom E2 auf das Zielprotein auf ähnliche Weise. Die zweite 

Gruppe der Ubiquitin-Ligasen beinhalten eine HECT-Domäne (Homologous to E6-associated pro­

tein C Terminus) und übernehmen das aktivierte Ubiquitin vom E2 durch einen eigenen Thioes­

ter, bevor sie das Ubiquitin an ein Lysin des Substrats binden. Ubiquitin-Ligasen erkennen ihre 

Substrate anhand bestimmter Merkmale. Eines davon wird als „N-end-rule“ bezeichnet, bei dem 

die Aminosäure am N-Terminus des Proteins über dessen Halbwertszeit entscheidet (Mogk et al. 

2007). Phosphorylierung und Hydroxylierung gelten ebenfalls als Signale für die Modifikation mit 

Ubiquitin, während die Acetylierung von Lysinen des Substrats dessen Ubiquitinylierung verhin­

dern kann (Sadoul et al. 2008). Später zeigte sich, dass die Funktion der Markierung durch Ubiqui­

tin nicht nur auf den Proteinabbau beschränkt ist, sondern auch andere wichtige zelluläre Mecha­

nismen reguliert. So können, wie bereits erwähnt, alle sieben Lysine des Ubiquitins zur Ausbil­

dung von Ubiquitinketten genutzt werden, wobei die Art der Verknüpfung der Einheiten unter­

einander einen Einfluss auf die Funktion der Ubiquitinkette hat (Peng et al. 2003). Verknüpfungen 

über Lysin 48 der Ubiquitinsequenz gelten als Signal für den proteasomalen Abbau des modifi­

zierten Proteins. Ubiquitinketten über Lysin 63 führen jedoch zu einer Änderung der Proteinfunk­

tion, jedoch nicht zu dessen Abbau. Die Modifikation durch ein einzelnes Ubiquitin (Monoubiqui­

tinylierung) oder einzelner Einheiten an mehreren Lysinresten eines Proteins (Multiubiquitiny­

lierung) gelten ebenfalls nicht als Abbausignal (Sigismund et al. 2004), sondern können die Inter­

nalisierung von Membranrezeptoren induzieren und die DNA-Reparatur beeinflussen (Miranda 

and Sorkin 2007; Lee and Myung 2008). Die Expression der Faktoren des Ubiquitinsystems wird 
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von Hormonen beeinflusst (Marinovic et al. 2007), und sowohl die Aktivität der E1-, E2- und E3-

Enzyme, als auch deren Verteilung in der Zelle kann durch Phosphorylierung reguliert werden 

(Kong and Chock 1992; Gao and Karin 2005). Die Zahl der Gene, die an der enzymatischen Kaskade 

zur kovalenten Modifikation mit Ubiquitin beteiligt sind, unterscheidet sich nicht wesentlich von 

der für Phosphorylierung und Dephosphorylierung benötigten Faktoren, so dass die Modifikation 

durch Ubiquitin deshalb als ein zusätzlicher grundlegender Mechanismus bei der Regulation zel­

lulärer Prozesse gilt.

1.4 Ubiquitin-ähnliche Proteine

Im Laufe der Zeit wurden mehrere Ubiquitin-ähnliche Proteine identifiziert, die in zwei Grup­

pen eingeteilt werden können. Die Proteine erste Gruppe enthalten in ihrer Aminosäuresequenz 

eine oder mehrere Domänen, die der Sequenz von Ubiquitin ähneln. Diese Ubiquitin-Domänen­

proteine (UDP) werden nicht kovalent mit anderen Proteinen verknüpft. Einige UDPs enthalten 

zusätzlich sogenannte Ubiquitin-Interaktionsmotive (UIM) oder Ubiquitin-assoziierte Motive 

(UBA), mit denen sie Ubiquitin oder Ubiquitin-ähnliche Proteine binden. Diese Interaktions­

motive besitzen unterschiedliche Affinitäten gegenüber einzelnem Ubiquitin und Ubiquitinketten 

und ermöglichen den gerichteten Transport ubiquitinylierter Proteine zum Proteasom, wobei die 

Affinität zu Ubiquitinketten in Richtung des Proteasoms zunimmt (Elsasser et al. 2002; Schuberth 

et al. 2004). Weitere Funktionen von UDPs im Ubiquitin-Proteasomsystem wurden bei der spezi­

fischen Deubiquitinierung der Substrate durch Ubc6 und der Interaktion mit Ubiquitin-konju­

gierenden Enzymen festgestellt (Wyndham et al. 1999; Martinez-Noel et al. 1999). Andere UDPs 

sind in der DNA-Reparatur, der Organisation des Spindelpolkörpers und der Kontrolle des Zell­

zyklus involviert (Watkins et al. 1993; Biggins et al. 1996; Díaz-Martínez et al. 2006).

Neben Ubiquitin konnten weiterer Faktoren identifiziert werden, die auf ähnliche Weise an 

der Modifikation von Proteinen beteiligt sind und daher als Ubiquitin-ähnliche Modifikatoren 

(ULM, ubiquitin like modifyer) bezeichnet wurden. Die Gruppe der Ubiquitin-ähnlichen Proteine 

wird weniger durch die Ähnlichkeit der Aminosäuresequenz mit Ubiquitin bestimmt, sondern 

durch die gemeinsame Tertiärstruktur und einem C-terminalen Diglyzinmotiv, das über eine Iso­

peptidbindung mit Lysinresten des Zielproteins verknüpft wird. Die kovalente Modifikation der 

jeweiligen Zielproteine verläuft über eine Reihe ähnlicher enzymatischer Reaktionen für die Akti­

vierung und Konjugation.
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1.4.1 Interferon-Stimulated Gene-15

Die Expression von ISG15 in höheren Eukaryonten wurde 1979 beschrieben und dabei festgestellt, 

dass diese durch Interferone des Typs I (IFN-α und IFN-β) induziert werden konnte (Farrell et al. 

1979; Korant et al. 1984). ISG15 besteht aus zwei Ubiquitin-ähnlichen Domänen und besitzt ein C-

terminales Diglyzinmotiv, das durch die Prozessierung des prä-Proteins entsteht (Ritchie and 

Zhang 2004). Die enzymatische Kaskade, die die Konjugation von ISG15 auf seine Substrate kataly­

siert, überlappt teilweise mit der von Ubiquitin. Sowohl das E1 von Ubiquitin (UBA1) als auch das 

E1 von ISG15 (UBE1L) übertragen ihr aktiviertes Molekül auf das gleiche konjugierende Enzym 

UBCH8 (Loeb and Haas 1992). Zwei der ISG15-Ligasen, ein RING-E3 und eine HECT-Ligase, akzep­

tieren neben ISG15 auch Ubiquitin als Signalmolekül (Zou and Zhang 2006; Dastur et al. 2006). Die 

Funktion von ISG15 ist mit den Mechanismen der zellulären Immunantwort verbunden, wobei 

auch eine Rolle des Proteins bei der Regulation des Wachstums und der Differenzierung der Zellen 

vermutet wird.

1.4.2 Neural Precursor Cell-Expressed Developmentally Downregulated-8

NEDD8 wurde 1990 als eines der Gene identifiziert, die in neuralen Vorläuferzellen bei der Ent­

wicklung des Gehirns von Mäusen herunter reguliert wurde (Kumar et al. 1993). Das 9 kDa große 

Protein wurde in vielen Zelllinien und Geweben entdeckt, in denen es frei oder an andere Proteine 

gebunden auftrat (Kamitani et al. 1997). Das homologe Protein in S. cerevisiae wird als Rub1 (rela­

ted to ubiquitin) bezeichnet (Liakopoulos et al. 1998). NEDD8 wird durch ein heterodimeres E1, be­

stehend aus APPBP1 und UBA3, aktiviert und über das konjugierende Enzym UBC12 auf eine be­

grenzte Zahl an Substraten, die Familie der Cullin-Proteine, übertragen. Cullin-Proteine bilden 

das Gerüst für Ubiquitin-Ligasen in Multiproteinkomplexen wie SCF (SKP1-CUL1-F-box), und in­

teragieren mit RING-Finger Proteinen um deren konjugierende Enzyme zu rekrutieren. Neddylati­

on ist ein Mechanismus zur Regulation von Ubiquitin-Ligasekomplexen, die oft eine Funktion in 

der Kontrolle des Zellzyklus besitzen. Neuere Untersuchungen zeigen aber auch, dass die Konju­

gation mit NEDD8 zu einem Abbau der Proteine durch das Proteasom führt (Tanaka et al. 2003; 

Tanji et al. 2005).
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1.4.3 Small Ubiquitin-Related Modifier

Die Funktion von SUMO beim Transport von Proteinen und Ribonukleinkomplexen durch die 

Kernpore wurde 1996 entdeckt (Matunis et al. 1996; Mahajan et al. 1997). Während in der Hefe nur 

ein SUMO (Smt3) bekannt ist, werden in Wirbeltieren drei paraloge Proteine exprimiert (Müller et 

al. 2001). Der C-Terminus von SUMO wird durch Proteolyse verkürzt, so dass die Aktivierung 

durch den heterodimeren E1-Komplex SAE1/SAE2 (Aos1/Uba2 in Hefe) am freigelegten C-termi­

nalen Glyzinrest stattfinden kann (Hay 2005). Das aktivierte Protein wird vom E1-Enzymkomplex 

auf das SUMO-konjugierende Enzym UBC9 übertragen, das seinerseits das Lysin in der Konsensus­

sequenz Ψ-K-x-E des Substrats mit SUMO modifiziert (Johnson and Hochstrasser 1997; Lin et al. 

2002). Für dieses System wurden auch Proteine gefunden, die den E3-Ligasen des Ubiquitinsys­

tems ähneln und die Spezifität der Sumoylierung erhöhen (Pichler et al. 2002; Schmidt and Müller 

2003; Kagey et al. 2003). Zu den Substraten der Modifikation mit SUMO zählen Signalmoleküle 

und Proteine der Kern- und Plasmamembran (Vertegaal et al. 2004; Rosas-Acosta et al. 2005), so­

wie Transkriptionsfaktoren und Proteine, die an der Umstrukturierung von Chromatin beteiligt 

sind (Eaton and Sealy 2003; Kim et al. 2005). Die Sumoylierung von Proteinen wirkt sich auch auf 

deren Abbau durch das Ubiquitin-Proteasomsystem aus. IκBα ist ein Protein, das mit im Zytoplas­

ma mit Transkriptionsfaktoren interagiert und deren Transport in den Zellkern verhindert. Ab­

hängig von externen Signalen wird IκBα phosphoryliert, ubiquitinyliert und durch das Proteasom 

abgebaut. Im Gegensatz dazu ist sumoyliertes IκBα nicht davon betroffen (Desterro et al. 1998). 

Auch der proteasomale Abbau von p53 kann durch Sumoylierung verhindert werden (Gostissa et 

al. 1999). 

1.4.4 Ubiquitin-Fold Modifier-1

UFM1 ist ein Ubiquitin-ähnliches Protein, das in allen Gewebetypen höherer Eukaryonten expri­

miert wird. Vor seiner Aktivierung durch UBA5 wird es ebenfalls am C-Terminus prozessiert. Da­

nach überträgt UFC1 als konjugierendes Enzym das aktivierte Protein auf seine Substrate (Komat­

su et al. 2004). Es wird vermutet, dass UFM1 bei der Antwort der Zelle auf ungefaltete Proteine im 

endoplasmatischen Retikulum (UPRER) und bei der Entwicklung von Diabetes Typ II eine Rolle 

spielt (Azfer et al. 2006; Lu et al. 2008).
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1.4.5 Atg8 und Atg12

Autophagie ist ein Prozess, durch den die Zelle große Bestandteile des Zytoplasmas mit einer 

Doppelmembran umschließt und deren Inhalt nach der Fusion mit Lysosomen hydrolysiert. Atg12 

wurde als Ubiquitin-ähnliches Protein entdeckt, das über seinen C-Terminus kovalent mit einem 

weiteren Protein für Autophagie (Atg5) verknüpft wird (Mizushima et al. 1998; Klionsky and Oh­

sumi 1999). Die Übertragung von Atg12 verläuft, ähnlich wie bei Ubiquitin, über ein aktivierendes 

(Atg7) und ein konjugierendes Enzym (Atg10). Der Atg12-Atg5-Komplex und das Protein Atg16, 

das über eine „coiled-coil“ Region Homooligomere bilden kann, formen einen multimeren, etwa 

530 kDa großen Komplex (Mizushima et al. 1999). Parallel zu Atg12 wurde mit Atg8 ein weiteres 

ULM beschrieben, das zunächst am C-Terminus von Atg4 prozessiert wird, bevor es durch Atg7 

(E1) aktiviert und über Atg3 (E2) auf Phosphatidylethanolamin (PE) intrazellulärer Membranen 

übertragen wird (Ichimura et al. 2000). Atg12 und Atg8 sind damit an der Fusion von Vesikeln der 

Autophagozytose mit dem Lysosom oder der Vakuole beteiligt.

1.4.6 Ubiquitin-Related Modifier-1

Im Jahr 2000 wurde mit Urm1 ein weiteres Ubiquitin-ähnliches Protein identifiziert. Die Amino­

säuresequenz von Urm1 besitzt ein Homologie von etwa 20% zu den prokaryontischen Proteinen 

ThiS, einem Faktor der Biosynthese von Thiamin, und MoaD, einer kleinen Untereinheit der Mo­

lybdopterinsynthase (Furukawa et al. 2000). Urm1 wird in S. cerevisiae über Uba4 aktiviert und auf 

das bisher einzige gefundene Substrat Ahp1 übertragen, das an der Regulation der zellulären Ant­

wort auf oxidativen Stress beteiligt ist (Goehring et al. 2003). Bisher wurden aber weder konjugie­

rende Enzyme noch Urm1-Ligasen gefunden. In neueren Studien wurde jedoch ein andere Funkti­

on für Urm1 entdeckt, die mit der beschriebenen Ähnlichkeit zu ThiS und MoaD korreliert. Dabei 

wird der C-Terminus von Urm1 nach der Aktivierung durch Uba4 in ein Thiocarboxylat umge­

wandelt und über eine Disulfidbrücke an das aktive Cystein in Uba4 gebunden (Schmitz et al. 

2008). Urm1 wird dadurch eine Rolle als Überträger von Schwefel bei der Modifikation von Trans­

fer-Ribonukleinsäuren zugeschrieben (Schlieker et al. 2008; Pedrioli et al. 2008). 
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1.4.7 Ubiquitin-Like Protein-5 / Homologous to Ubiquitin 1

Hub1 wurde 1997 als kleiner uncharakterisierter Leserahmen (YNR032C-A) in S. cerevisiae be­

schrieben, der nur eine geringe Ähnlichkeit (22 % identische Aminosäuren) mit Ubiquitin aufwies, 

jedoch über 65 % Identität mit einem ebenfalls noch uncharakterisierten Leserahmen aus dem Ge­

nom der Maus (Andrade et al. 1997). Beide Gene enthalten kein C-terminales Diglyzinmotiv, son­

dern zwei konservierte, aufeinander folgende Tyrosine, die in das letzte β-Faltblatt der Ubiquitin-

ähnlichen Struktur eingebettet sind (Ramelot et al. 2003; McNally et al. 2003). In S. cerevisiae wur­

de für Hub1 eine kovalente Bindung an seine Substrate Hbt1 und Sph1 postuliert, da eine ver­

stärkte Interaktion dieser Proteine mit C-terminal bis auf das Dityrosinmotiv verkürztem Hub1 

beobachtet wurde. Ein Defekt im polarisierten Wachstum der Zellen in Hub1-Deletionsstämmen 

konnte durch die Expression der homologen Proteine aus der Spalthefe und dem Menschen auf­

gehoben werden (Dittmar et al. 2002). Durch die Charakterisierung von SDS-resistenten Protein­

komplexen mit Hub1, die sich ohne enzymatische Reaktion und ATP als Energieträger formen, 

wurde das Modell der kovalenten Modifikation von Proteinen durch Hub1 abgelehnt (Lüders et al. 

2003). In S. pombe und höheren Eukaryonten ist Hub1/UBL5 essentiell, wobei durch thermosensiti­

ve Mutanten eine Funktion für Hub1 im prä-mRNS-Splicing beschrieben wurde (Yashiroda and 

Tanaka 2004). Auch die Identifizierung des Splicing-Faktors Snu66 als Interaktionspartner, dessen 

Lokalisation im Zellkern von der Bindung an Hub1 abhängt, weist in diese Richtung (Wilkinson et 

al. 2004). In C. elegans ist UBL-5 an der Antwort der Zelle auf mitochondrialen Stress durch unge­

faltete Proteine (UPRMT) beteiligt, und interagiert mit dem Transkriptionsfaktor DVE-1 (Benedetti 

et al. 2006; Haynes et al. 2007). In israelischen Sandratten (Psammomys obesus) wurde eine Korrela­

tion der Expression dieses Gens (Beacon) mit Zunahme des Körpergewichts, bzw. der Tendenz zu 

Diabetes, und die Interaktion mit einer Cdc2-ähnlichen Kinase (Clk4) beobachtet (Collier et al. 

2000), wobei sich genetische Abweichungen in der nicht-kodierenden Gensequenz auch beim 

Menschen in Störungen bei der Regulation des Energiestoffwechsels beobachten lassen (Bozaoglu 

et al. 2006). Anhand der Expression von Ubl5 in Hormon-sekretierenden Neuronen und dem inhi­

bitorischen Effekt von extrazellulärem Ubl5 auf die Hormonsekretion und Proliferation kultivier­

ter Zellen, wird für Ubl5 auch eine Funktion als Hormon diskutiert (Ziolkowska et al. 2004; Bern­

stein et al. 2008).
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1.5 Ziele dieser Arbeit

In verschiedenen Organismen wurden für Hub1/Ubl5 bisher jeweils unterschiedliche Funktio­

nen gefunden. Während es in der Hefe das polarisierte Wachstum der Zelle und das Splicing meh­

rerer Transkripte beeinflusst, wird es in Nematoden in der zellulären Reaktion auf mitochondria­

len Stress durch ungefaltete Proteine benötigt. In Menschen und Nagern wurde ein Einfluss von 

Ubl5 (Beacon) auf die Regulation des Körpergewichts beobachtet. Für diese Vielfalt an Funktionen 

ist Hub1/Ubl5 in den verschiedenen Organismen extrem stark konserviert. Da Hub1, im Gegensatz 

zu anderen Modellorganismen, in S. cerevisiae nicht essentiell ist, sollten durch die Analyse geneti­

scher Interaktionen weitere zelluläre Prozesse charakterisiert werden, an denen Hub1 beteiligt 

ist. Die kovalente Modifikation von Substraten durch Hub1 ist umstritten und es gibt wider­

sprüchliche Aussagen über die Relevanz des C-terminus von Hub1 auf seine Funktion. Da die 

räumliche Struktur von Hub1 bekannt ist, es aber keine Information zu funktionalen Aminosäure­

resten gibt, sollten durch eine Mutagenese von Hub1 Bereiche für eventuelle Interaktionen cha­

rakterisiert werden.
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2 Ergebnisse

2.1 Genetische Interaktion von Hub1 mit einer Prp8-Mutante 

2.1.1 Suche nach Genen mit synthetischer Letalität

Im Gegensatz zu anderen Organismen ist HUB1 in der Bäckerhefe (S. cerevisiae) nicht essentiell. 

Selbst extreme äußere Bedingungen, wie pH-Stress, osmotischer Stress oder erhöhte Temperatur, 

zeigen kaum Defekte im Wachstum. Ein signifikanter Wachstumsphänotyp wäre jedoch bei der 

Suche nach den zellulären Funktionen von Hub1 hilfreich. Zusätzlicher Wachstumsstress kann 

auch durch die Deletion weiterer nicht-essentieller Gene ausgeübt werden. Dabei wird die Fähig­

keit der Bäckerhefe genutzt, im diploiden Wachstumszyklus heterozygote Deletionen durch ein 

Wildtyp-Allel zu kompensieren. Durch Sporulation wird die Hefe in den haploiden Zyklus versetzt 

und die veränderten Genorte nach den Mendelschen Regeln auf die Tochterzellen verteilt. Führen 

dabei Kombinationen entfernter Gene zu einem Wachstumsdefekt, gilt dies als genetische Inter­

aktion. Werden in der Analyse der Genotypen keine lebensfähigen Nachkommen der kombinier­

ten Deletionen gefunden, spricht man auch von synthetischer Letalität. Das Muster der geneti­

schen Interaktionen einer Deletionsmutante liefert dadurch Hinweise auf die Funktion des ent­

fernten Gens.

Mehrere potentielle genetische Interaktionen mit Hub1, die nach einer automatisierten Suche 

in einer Bibliothek nicht essentieller Deletionsmutanten gefunden wurden (Tong et al. 2001), 

konnten durch manuelle Analyse der Sporen nicht bestätigt werden. Um die Auswahl der mögli­

chen Interaktoren auch auf essentielle Gene zu erweitern, wurde eine klassische Mutagenese mit 

Ethylmethansulfonat durchgeführt (Amberg et al. 2006a) und die überlebenden Zellen auf synthe­

tische Letalität bei Δhub1 getestet. Die genomischen Sequenzen für HUB1 und ADE3 wurden im He­

festamm yMD039 entfernt, sind aber als Kopien auf dem Plasmid pMD004 vorhanden. Verlieren 

die Zellen bei der Teilung das Plasmid, führt das zum Entfärben der sonst roten Zellen. Dieses Sys­

tem wird in Bender and Pringle (1991) genauer beschrieben. Bei der Mutagenese dieses Stammes 

wurde eine Tötungsrate von etwa 33% erreicht und ca. 85000 Einzelkolonien auf ihre rote oder 

weiße Färbung untersucht. Kolonien, die keine Sektoren weißer Zellen besaßen, waren auf den 

Erhalt des Plasmids angewiesen und deuteten auf eine mögliche genetische Interaktion hin. Etwa 

3200 nicht-sektorierende Kolonien wurden einem zweiten Durchgang der Farbanalyse unterzogen 

und davon 370 durchgehend rote Kolonien auf ihre Fähigkeit geprüft, die Selektion gegen pMD004 

durch 5-FOA (Boeke et al. 1984) zu überleben. 155 Stämme zeigten synthetische Letalität beim 
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Verlust des Plasmids, doch nur bei dem Stamm 13-115 konnte eine unabhängige Kopie von HUB1 

(pGD131) diesen Phänotyp aufheben (Abbildung 2.1-A).

Nach der Transformation dieses Stammes mit Vektoren einer Bibliothek genomischer Frag­

mente der Hefe (Goodson et al. 1996) wurden etwa 5000 Kolonien auf ihr Überleben auf 5-FOA ge­

prüft. Neben DNS-Fragmenten mit HUB1 wurden drei Plasmide isoliert, die den genomischen Be­

reich von PRP8 (Chromosom VIII: 428220-437550) enthielten und den synthetisch letalen Phäno­

typ kompensierten (Abbildung 2.1-A).

Der Hefestamm 13-115 wurde zwei mal mit dem Wildtypstamm zurück gekreuzt. Bei der 

Sporulation des diploiden Hefestamms yMD330 blieb der synthetisch letale Phänotyp erhalten 

und wurde nach den Mendelschen Regeln vererbt (Abbildung 2.1-B). Damit kann eine Kombinati­

on mehrerer mutierter Gene ausgeschlossen und die synthetische Letalität dieses Stammes, ne­

ben Δhub1, auf den Funktionsverlust eines einzelnen Gens zurück geführt werden.

2.1.2 Charakterisierung der Prp8-Mutante

Die Komplementation des synthetisch letalen Phänotyps durch PRP8 unter eigenem Promotor, 

wies auf eine Mutation der genomischen Kopie hin, die aber keine essentielle Funktion des Gens 

betraf. Eine schrittweise Sequenzierung des genomischen Bereichs von PRP8 im Stamm 13-115 er­

gab einen Austausch von Cytidin zu Thymidin an der Position 4151 nach dem Startcodon, die bei 

Abbildung 2.1: Synthetische Letalität von Δhub1 und einer Mutante von PRP8. A) Komplementation des syn­

thetisch letalen Phänotyps auf 5-FOA-Medium durch Wildtypkopien von HUB1 (pGD131) oder PRP8 (pMD029), 

aber nicht durch einen leeren Vektor (pRS415). B) Wachstum der Kolonien nach Tetradenanalyse des Stamms 

yMD330.  Untersuchte  Asci  (1-5)  und  der  enthaltenen  Sporen  (a-d)  mit  den  Genotypen:  wt = Wildtyp, 

p* = prp8(P1384) und Δh = Δhub1. 
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der Translation zu einem Aminosäureaustausch an der Position 1384 von Prolin zu Leuzin führt. 

Der Vergleich der Aminosäuresequenzen homologer Prp8-Proteine verschiedener Organismen 

zeigt, dass sowohl das Prolin an dieser Position, als auch dessen Umgebung stark konserviert ist 

(Abbildung 2.2-A). Die Position der Mutante P1384L ist in einer Übersicht über bereits bekannte 

strukturelle Motive von Prp8, nach Kuhn and Brow (2000); Grainger and Beggs (2005); Yang et al. 

(2008); Pena et al. (2008) dargestellt (Abbildung 2.2-B).

Nach der Tetradenanalyse des Stamms yMD330 (Abbildung 2.1-B) wurden für prp8(P1384) klei­

nere Kolonien beobachtet, als für den Wildtyps oder Δhub1. Dieser Wachstumsdefekt konnte 

durch eine Wachstumskurve in Flüssigmedium bestätigt werden (Abbildung 2.3). Die Zellen der 

Prp8-Mutante wiesen dabei keine auffälligen morphologischen Unterschiede zum Wildtyp auf. 

Um die essentielle Funktion von Hub1 im synthetisch letalen Hefestamm 13-115 zu verifizieren, 

wurde ein Galaktose-regulierbarer Promotor genomisch vor HUB1 integriert (yMD355) und das 

Wachstum der Zellen nach dem Abschalten des Promotors beobachtet. Die Deletion von HUB1 be­

einflusste die Wachstumsgeschwindigkeit von Wildtypzellen nicht. Die erhöhte Expression von 

Hub1 verbesserte das Wachstum der Prp8-Mutante zunächst geringfügig. Wurde die Expression 

Abbildung 2.2:  Art und Position der gefundenen Mutation in Prp8. A) Vergleich der Aminosäuresequenz von 

Prp8 und homologen Proteinen verschiedener Organismen im Bereich der Mutation P1384L. Der Pfeil markiert 

die  Position  der mutierten Aminosäure.  B) Schema der  funktionellen und strukturellen Motive  von Prp8. 

NLS = Kernlokalisierungssequenz;  RRM = RNS-Erkennungsmotiv;  RnaseH = Strukturähnlichkeit  mit  Rnase H, 

inkl. β-Finger; MPN = MPN+/JAB1/PAD-1/Mov34 Domäne
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von Hub1 etwa 12 Stunden vor der Messung durch Glukosemedium unterbrochen, wuchsen diese 

Zellen signifikant schlechter. Die Wachstumsrate ähnelte Zellen mit bekanntem Wachstumsdefekt 

durch das Abschalten der Expression von Prp8 (JDY8.05).

Da eine Mutation des integralen Splicing-Faktors Prp8 gefunden wurde, die zudem mit Hub1 

genetisch interagiert, wurde ein verstärkter Defekt beim Spleißen von prä-mRNS vermutet. In 

Stämmen yGD141 und yMD348 wurde wurde die Anreicherung ungespleißter prä-mRNS durch die 

Amplifikation von Nukleinsäureabschnitten aus revers transkribierter RNS (RT-PCR) geprüft. Die 

Oligonukleotide wurden dabei so gewählt, dass sie ein Intron in der Gensequenz ein schlossen, 

und sich sich die Banden der ungespleißten (prä-mRNS) und der gespleißten Form (mRNS) durch 

die Länge des Introns unterschieden. Für ACT1, einem Reporter zur Detektion genereller Splicing-

Defekte, konnte weder bei Δhub1 noch bei prp8(P1384L) eine Akkumulation der ungespleißten RNS-

Form gezeigt werden, die mit dem Kontrollstamm JDY8.05 vergleichbar war (Abbildung 2.4). Bei 

Abbildung 2.3: Wachstumskurve verschiedener Stämme in Flüssigmedium bei 30°C. Umsetzen der Kulturen 

von  Galaktose-  in  Glukosemedium  zum  Zeitpunkt  t = 0,  bei  zusätzlicher  12-stündiger  Vorinkubation  des 

Stamms yMD355 (prp8(P1384L) pGAL::HUB1) in Glukosemedium.
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der Analyse weiterer Gene wurde jedoch für MUD1, einem Faktor des U1-snRNPs, eine Anreiche­

rung der ungespleißten prä-mRNS-Form in Zellen mit mutiertem Prp8 festgestellt.

2.2 Interaktion mit dem Splicing-Faktor Snu66

2.2.1 Interaktion von Hub1 und Snu66

In bereits veröffentlichten Experimenten wurde gezeigt, dass Hub1 und dessen homologe Pro­

teine aus der Spalthefe und dem Menschen mit dem Splicing-Faktor Snu66, bzw. dessen Homolo­

gen interagiert (Wilkinson et al. 2004). In den folgenden Experimenten wurde die Interaktion bei­

der Faktoren weiter charakterisiert.

Nach der Tetradenanalyse des diploiden Hefestamms yMD149, wuchsen die haploiden Koloni­

en Δsnu66 Δhub1 langsamer als der Wildtyp oder Zellen mit nur einer Deletion (Abbildung 2.5-A). 

Durch die Analyse der Sporen weiterer Hefestämme mit unterschiedlicher genetischer Basis (DF5, 

BY4743) konnte dieser Effekt bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). In Flüssigmedium wurde je­

doch keine verringerte Teilungsrate beobachtet und Kolonien aus einzeln auf Platten gelegten ve­

getativen Zellen unterschieden sich nicht in ihrer Größe. Die genetische Interaktion von Δhub1 

und Δsnu66 zeigte sich daher als Defekt in der Sporenkeimung und wurde aus technischen Grün­

den nicht weiter beobachtet.

Wie ebenfalls in Wilkinson et al. (2004) für die Spalthefe berichtet, genügt der N-terminale Be­

reich von spSnu66 für die Bindung von spHub1. Für den folgenden Versuch wurde ein Fusionspro­

tein aus GST und den N-terminalen 107 Aminosäuren von Snu66 aus S. cerevisiae bakteriell expri­

miert und aufgereinigt. Parallel dazu wurde Hub1 durch einen Hexahistidin-Affinitätsmarker ge­

Abbildung 2.4: Splicing-Defekt von prp8(P1384L) bei MUD1-prä-mRNS. Gelelektrophorese der RT-PCR aus Hefe-

RNS. Die Banden von  ACT1 (oMD177/178) und  MUD1 (oMD260/261) verschieben sich bei nicht entfernten In­

trons. ERG1 (oLJ13/14) wurde als Kontrolle der Reaktion gewählt.
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reinigt. Durch die Bindung von Hub1 und dem Snu66-Fusionskonstrukt konnte die direkte Inter­

aktion beider Proteine in vitro für die Bäckerhefe bestätigt werden (Abbildung 2.5).

2.2.2 Letalität der Überexpression eines N-terminalen Snu66-Fragments

In einer Analyse zellulärer Proteinkonzentrationen (Ghaemmaghami et al. 2003) wurden we­

niger als 50 Moleküle Snu66 in einer Hefezelle bestimmt. Gleichzeitig kann eine erhöhte Expressi­

on in S. pombe den thermosensitiven Phänotyp der hub1-4 Mutante komplementieren (Wilkinson 

et al. 2004). Eine Galaktose-induzierte Überexpression von Snu66 im S. cerevisiae-Wildtyp führte 

jedoch zum Absterben der Zellen (Daten nicht gezeigt). Daher wurde Snu66 C-terminal verkürzt 

(pMD283) und die Expression des N-terminalen Bereichs von Snu66 (Aminosäuren 1-371) indu­

ziert. Die Überexpression des Snu66-Fragments beeinträchtigt Δhub1-Zellen etwas stärker als den 

Wildtyp und ist in Zellen mit der P1384L-Mutation in Prp8 letal (Abbildung 2.6).

Abbildung 2.5: Genetische und physikalische Interaktion von Hub1 und Snu66. A) Koloniewachstum nach 

Tetradenanalyse von yMD149. Untersuchte Asci (1-5) und deren Sporen (a-d) mit den Genotypen: wt = Wild­

typ, Δs = Δsnu66 und Δh = Δhub1.  B) in vitro Bindungsstudie von gereinigtem Hub1 und einem N-terminalen 

Fragment von Snu66. Auftrennung der Proteine durch 18%ige SDS-PAGE mit anschließender Coomassiefär­

bung.
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2.3 Einfluss von Δhub1 und prp8(P1384L)  auf das Splicing

2.3.1 Genetische Interaktionen von Hub1 mit Faktoren des ersten Splicing-Schritts 

Das Entfernen von Introns aus einer prä-mRNS erfordert die zeitlich und räumlich koordinier­

te Interaktion mehrerer Unterkomplexe des Spliceosoms. Das Splicing verläuft in zwei Schritten, 

bei denen die sn-Ribonukleinsäuren und ihre Proteinkomplexe drastisch umgelagert werden. Die 

meisten Gene mit einer Funktion im Splicing sind hoch konserviert und auch in der Bäckerhefe 

essentiell. In dieser Arbeit konnte bereits eine Mutation in dem Splicing-Faktor Prp8 charakteri­

siert werden, bei der Hub1 zu einem essentiellen Faktor wird (Abbildung 2.1). Durch die Suche 

nach weiteren genetischen Interaktionen sollte die Funktion von Hub1 im Splicing genauer be­

stimmt werden. Dafür wurden 24 Deletionsstämme nicht-essentieller Splicing-Faktoren mit einem 

Δhub1-Stamm der Linie BY4741 (yGD251) gekreuzt und sporuliert. Die haploiden Deletionsstämme 

wurden nach der Tetradenanalyse bei Temperaturen inkubiert, die Wachstumsdefekte hervorru­

fen, wenn Defekte im Splicing vorliegen. Dabei zeigten 7 Stämme mit kombinierten Gendeletionen 

ein deutlich reduziertes Wachstum gegenüber den Stämmen mit Hub1. Wachstumsdefekte konn­

ten sowohl bei 30°C (Δurn1 Δhub1, Δbud13 Δhub1) als auch bei erhöhter Temperatur (Δsnu66 Δhub1, 

Δisy1 Δhub1, Δntc20 Δhub1, Δcwc21 Δhub1, Δecm2 Δhub1) beobachtet werden. Eine Liste aller unter­

suchten Stämme und deren Wachstum bei verschiedenen Temperaturen ist in Tabelle 2.1 aufge­

führt.

Abbildung 2.6: Überexpression eines N-terminalen Fragments von Snu66 im Wildtyp, Δhub1 und prp8(P1384L). 

Induktion der Snu66-Expression durch Ausstreichen der Zellen auf Galaktosemedium, Repression des Promo­

tors durch Glukose.
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Gen

Funktion /

Komplex
Δx 

30/37°C
Δx Δhub1 
30/37°C Gen

Funktion /

Komplex
Δx 

30/37°C
Δx Δhub1 
30/37°C

STO1 CBC % % SNT309 NTC ++/++ ++/++

CBC2 CBC / CC ++/++ ++/++ NTC20 NTC ++/++ ++/ts

MUD2 CC ++/++ ++/++ ISY1 NTC ++/++ +/ts

NAM8 U1 snRNP ++/++ ++/++ SYF2 NTC ++/++ ++/++

MUD1 U1 snRNP ++/++ ++/++ CWC15 Cef1 complex ++/++ ++/++

CUS2 U2 snRNP ++/++ ++/++ CWC21 Cef1 complex ++/++ ++/ts

IST3 U2 snRNP / RES ++/++ ++/++ CWC27 Cef1 complex ++/++ ++/++

LEA1 U2 snRNP % % CDC40 3' SS recognition ++/++ ++/++

BUD31 U2 snRNP ++/++ ++/++ DBR1 lariat debranching ++/++ ++/++

MSL1 U2 snRNP ++/++ ++/++ PML39 RES ++/++ ++/++

LIN1 U5 snRNP ++/++ ++/++ BUD13 RES ++/++ -/ts

PRP18 U5 snRNP ++/++ ++/++ PML1 RES ++/++ ++/ts

SNU66 U4/U6.U5 snRNP ++/++ (*) ++/+ NUP60 RES ++/++ ++/+

URN1
U2-U5-U6 snRNPs / NTC 

/ RES ++/+ -/ts MLP1 RES ++/++ ++/++

ECM2 U2/U6 helix formation ++/- ++/ts MLP2 RES ++/++ ++/++

BRR1 snRNPs ++/++ ++/++ MER1 meiotic splicing / RES ++/++ ++/++

LSM6 snRNPs % % HMT1 mRNA export ++/++ ++/++

LSM7 snRNPs % % NPL3 mRNA export ++/++ ++/++

SKY1 5' SS recognition ++/++ ++/++ CBP2
mitochondrial spli­

cing ++/++ ++/++

Die Splicing-Faktoren, deren Deletion in Kombination mit Δhub1 Wachstumsdefekte hervorru­

fen, können größtenteils den Unterkomplexen des Spliceosoms zugeordnet werden, die unmittel­

bar vor der Aktivierung des ersten Splicing-Schritts an die prä-mRNS binden (siehe Abbildung

1.2). Daraufhin wurde vermutet, dass diese Stämme ebenfalls Defekte im Splicing zeigen. Die An­

reicherung ungespleißter prä-mRNS von ACT1 und MUD1 wurde bei diese Stämmen wieder mittels 

RT-PCR geprüft (Abbildung 2.7) und festgestellt, dass nur bei einer Deletion von URN1 das Fehlen 

von Hub1 zu einem verstärkten Splicing-Defekt führt.

Tabelle 2.1:  Liste der getesteten Deletionsstämme (Δx), in Kombination mit Δhub1. CBC = cap binding com­

plex,  CC = commitment  complex,  snRNP = small  nuclear  ribonucleic  particle,  NTC = Prp19 complex, 

RES = pre-mRNA  retention  and  export  system,  5'-SS/3'-SS = splice  sites;  ++/+/- = Wachstum  der  Zellen, 

ts = thermosenstitiv, % = unterschiedliche Koloniegrößen nach Tetradenanalyse; * = Defekt in der Keimung; 

fett markiert = Gene mit Wachstumsdefekten bei Δx Δhub1 gegenüber Δx
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Die bereits beschriebenen Deletionsmutanten wurden zusätzlich zur erhöhten Temperatur 

auch auf ihr Wachstum unter osmotischem Stress (0,7 M NaCl), oxidativem Stress (1 mM Pa­

raquat) und einer nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquelle (Glyzerin) getestet, um die Zahl der 

genetischen Interaktionen mit Hub1 unter Stressbedingungen zu erweitern. Bei einigen Stämmen 

wirkten sich die veränderten Bedingungen auf die bereits beschriebenen Wachstumsphänotypen 

aus (Abbildung 2.8). Zusätzlicher osmotischer Stress führte zur Letalität des Stamms Δisy1 Δhub1 

Abbildung 2.7: Temperatursensitivität und Splicing-Defekte in Deletionsstämmen nicht-essentieller Spli­

cing-Faktoren mit Δhub1 A) Wachstumsvergleich als Verdünnungsreihen bei verschiedenen Temperaturen. 

Die Zugehörigkeit der Faktoren zu Unterkomplexen des Spliceosoms wird auf der rechten Seite der Abbil­

dung beschrieben.  B) Vergleich von Splicing-Defekten bei Deletionsstämmen mit thermosensitivem Phä­

notyp, durch RT-PCR von ACT1 und MUD1
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und verringerte das Wachstum von Δisy1 und Δcwc27. Der Wechsel von Glukose zu Glyzerin im Me­

dium hob die Wachstumsdefekte bei der Stämme Δbud13 Δhub1 und Δurn1 Δhub1 bei 30°C, sowie 

für Δbud13 bei 37°C auf und verbesserte das Wachstum für Δsnu66 Δhub1 bei 37°C leicht. Sowohl os­

motischer Stress, als auch das Wachstum auf Glyzerin komplementierte die Letalität von Δi­

sy1 Δhub1 bei 30°C. Bei 37°C auf Glyzerinmedium zeigte bereits Δhub1 einen leichten Wachstums­

defekt und der thermosensitive Phänotyp von Δbud13 wurde wiederhergestellt, während er bei Δi­

sy1 und Δcwc27 Δhub1 induziert wurde. Die auffälligste Änderung bei oxidativem Stress war ein 

Wachstumsdefekt von Δcwc27, der durch den Verlust von Hub1 kompensiert wurde.

2.3.2 Splicing von veränderten Konsensussequenzen: Kupfersensitivität

Die Effizienz des Splicings kann sowohl durch Mutationen der beteiligten Proteine oder sn-Ri­

bonukleinsäuren beeinträchtigt werden, als auch durch die Veränderung konservierter Sequen­

zen innerhalb eines Introns, da diese die Erkennung der korrekten Positionen für die Transesteri­

fizierung vermitteln. Dabei kann zwischen Mutationen mit einem Einfluss auf den ersten oder 

zweiten Splicing-Schritt unterschieden werden (Liu et al. 2007). Um die Auswirkungen der 

P1384L-Mutation in Prp8 und das Fehlen von Hub1 auf einen der beiden Schritte zu bestimmen, 

wurde ein ACT1-CUP1-Reportersystem benutzt (Lesser and Guthrie 1993b), welches, abhängig von 

der Splicing-Effizienz, eine graduierte Resistenz gegenüber erhöhten Kupferkonzentrationen im 

Abbildung 2.8:  Änderungen der Wachstumsphänotypen unter verschiedenen Stressbedingungen. Verdün­

nungsreihen  der  Hefestämme  in  Vollmedien  mit  2%  Glukose + 0,7M NaCl  (YPD NaCl),  2% Glyzerin  (YPG), 

2% Glyzerin + 0,7 M NaCl (YPG NaCl) und 2% Glukose + 1 mM Paraquat (YPD PQ) und Inkubation bei den an­

gegebenen Temperaturen.
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Medium vermittelt. Dieses System war zusätzlich mit Mutationen in der 5'-Spleißstelle, der Ver­

zweigungsstelle und der 3'-Spleißstelle des Introns verfügbar (Query and Konarska 2004).

Für das folgende Experiment wurde die Prp8-Mutante durch Einkreuzen in den kupfersensiti­

ven Stamm yJU75 (Liu et al. 2007) überführt und durch Tetradenanalyse ein haploider Stamm des 

kombinierten Genotyps gewonnen. Die Deletion von HUB1 in yJU75 erfolgte durch homologe Re­

kombination PCR-basierter „knock-out“-Kassetten (Wach et al. 1994). Nach der Transformation 

der Reporterkonstrukte wurde das Wachstum der Stämme auf entsprechendem Selektionsmedi­

um mit einer Kupferkonzentration von 50 µM verfolgt (Abbildung 2.9-A). Bei den Reporterkon­

strukten mit einer Veränderung der 5'-Spleißstelle des Introns von GUAUGU zu GUCUGU wuch­

sen sowohl der der Stamm mit der Prp8-Mutante, als auch der Stamm ohne Hub1 schlechter als 

der Wildtyp. Die Mutation in der Verzweigungsstelle des Introns von UACUAAC zu UACUACC 

führte zu einem leichten Wachstumsdefekt des Stamms mit mutiertem Prp8. Für beide Stämme 

konnten keine Unterschiede im Wachstum bei dem Konstrukt mit der Mutation in der 3'-Spleiß­

stelle von UAG zu UUG festgestellt werden.

AMA1, MER2 und MER3 sind Gene, deren Funktion nur während der Meiose benötigt wird, wo­

bei die Zelle deren Expression nicht auf transkriptioneller Ebene reguliert. Die konstitutiv tran­

skribierte prä-mRNS wird durch Mer1-abhängiges Splicing in funktionelle mRNS umgewandelt, 

die später translatiert wird. Die 5'-Sequenz dieser Introns weicht ebenfalls von der Konsensusse­

quenz GUAUGU ab (Spingola et al. 2000). Ein AMA1-CUP1-Reportersystem mit konstitutiv expri­

miertem Mer1 wurde benutzt, um den Effekt von Hub1 auf das Splicing von Introns mit veränder­

ter 5'-Spleißstelle (GUACGU) zu beobachten (Abbildung 2.9-B). Der Vergleich mit dem Wildtyp 

zeigt dabei einen leichten Wachstumsdefekt der Δhub1-Deletionsmutante auf Medium mit 50 µM 

Kupfersulfat, wenn Mer1 exprimiert wurde. Ohne die Induktion des Splicings durch Mer1 wurde 

dieser Effekt deutlicher.
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2.3.3 Splicing von veränderten Konsensussequenzen: β-Galaktosidaseaktivität

Da der beobachtete Effekt im Wachstum auf Kupferplatten bei der Prp8-Mutante oder Δhub1 

nur gering war, wurde ein ähnliches Reporterkonstrukt zur Quantifizierung des Splicing-Defekts 

verwendet (Teem and Rosbash 1983). Dabei liegt nur bei dem gespleißten Reporterkonstrukt die 

kodierende Sequenz der β-Galaktosidase im korrekten Leseraster, deren enzymatische Aktivität 

damit zum Vergleich der Splicing-Effizienz genutzt werden kann. Auch bei diesem Reportersys­

tem waren Versionen mit mutierten Intronsequenzen erhältlich (Jacquier et al. 1985). Die CYC1'-

Abbildung 2.9: Wachstumskontrolle kupfersensitiver Stämme mit Splicing-Reporterkonstrukten als Verdün­

nungsreihen auf Medium mit 50 µM Kupfersulfat.  A) Die Mutationen im Intron des  ACT1-CUP1-Reporterkon­

strukts werden im oberen Schema verdeutlicht. 5'-SS = 5'-Spleißstelle; BS = Verzweigungsstelle des Lariats; 3'-

SS = 3'-Spleißstelle; / = 3'-Ende des Introns B) Splicing des AMA1-CUP1-Reporters mit einer nicht-kanonischen 

5'-Spleißstelle, sowohl mit als auch ohne Induktion durch Mer1.
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lacZ-Konstrukte wurden in die angegebenen Stämme transformiert und nach der Induktion des 

Reporters die enzymatische Aktivität der β-Galaktosidase gemessen (Abbildung 2.10). Für das In­

tron mit der Mutation der 5'-Spleißstelle von GUAUGU zu GUAUAU konnte eine signifikante Ab­

nahme der relativen Enzymaktivität der mutierten Hefestämme festgestellt werden. Der Wert der 

Δhub1-Deletionsmutante sank auf etwa 25 %, der der Prp8-Mutante auf etwa 10 % des Wildtyps. 

Die relative Enzymaktivität des Reporterkonstrukts mit der Mutation in der Verzweigungsstelle, 

von UACUAAC nach UAUUAAC, überstieg bei der Δhub1-Mutante den Wert des Wildtypstamms. 

Das Splicing des Konstrukts mit unveränderten Konsensussequenzen führte in der Prp8-Mutante 

zu einem Anstieg der relativen β-Galaktosidaseaktivität. 

2.3.4 Splicing von veränderten Konsensussequenzen: RT-PCR

In zwei Experimenten wurden sowohl bei Zellen mit einer Mutation in Prp8, als auch bei 

Δhub1, Defekte im Splicing festgestellt, wenn die 5'-Sequenz der Introns von der kanonischen Se­

quenz GUAUGU abwich. Da viele Gene der Hefe Introns mit ungewöhnlichen 5'-Sequenzen enthal­

ten, wurden Beispiele für unterschiedliche 5'-Spleißstellen gesucht, und mittels RT-PCR be­

stimmt, ob eine Akkumulation der entsprechenden ungespleißten prä-mRNS in den Hefestämmen 

prp8(P1384L) und Δhub1 besteht. Die Ergebnisse werden in Tabelle 2.2 zusammengefasst. Es wurden 

Abbildung 2.10: Vergleich der relativen β-Galaktosidaseaktivitäten der Reporterkonstrukte. Die Mutationen 

im Intron werden in dem oberen Schema aufgeführt. 5'-SS = 5'-Spleißstelle; BS = Verzweigungsstelle des Lari­

ats; 3'-SS = 3'-Spleißstelle
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nur im Stamm mit der Prp8-Mutation sichtbare Anreicherungen der ungespleißten Form festge­

stellt (GIM4, YNL050C, PCC1, QCR10 und SRC1), jedoch nicht bei Δhub1.

5'-SS Mutation Genname prä-mRNS-Akkumulation
Δhub1 prp8(P1384L)

GUAUGA BET1 nein nein

GUAUGC
GIM4 nein ja

YNL050C nein ja

GUAAGU

PCC1 nein ja
UBC9 nein nein
YIP3 nein nein

QCR10 nein ja

GUACGU
UBC12 nein nein
ARP9 nein nein

GUGAGU SRC1 nein ja
GUCAGU RPL30 nein nein
GUUAAG HOP2 ja* ja*

GCAUGU
COX5B nein nein

YJR079W ja* ja*

2.4 Einfluss von Δhub1  auf die prä-mRNS-Retention

Bevor eine Boten-RNS aus dem Zellkern exportiert werden kann, wird durch geeignete Kon­

trollmechanismen geprüft, ob vorher enthaltene Introns aus dem Nukleinsäurestrang entfernt 

wurden. Ohne eine solche Kontrolle würde die Zelle nicht-funktionelle oder sogar toxische Protei­

ne translatieren, da ein Intron meist zu einer Verschiebung des Leserasters führt oder in seiner 

Sequenz für ein Ende der Translation kodiert. Diese Kontrolle geschieht im Zellkern durch das 

„prä-mRNS Export und Retentionssystem“ (RES). Es enthält zum einen Faktoren, die über Unter­

komplexe des Spliceosoms an die zu prozessierende prä-mRNS binden (Dziembowski et al. 

2004) und andererseits Faktoren an der Kernpore, die diese spezifischen Protein-Nukleinsäure-

Komplexe am Export ins Zytoplasma hindern (Palancade et al. 2005). 

Tabelle 2.2: Gene mit veränderter 5'-Sequenz des Introns, und deren Anreicherung ungespleißter prä-mRNS 

in den Stämmen prp8(P1384) und Δhub1. * = ungespleißte RNS-Form auch im Wildtyp detektierbar
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2.4.1 Genetische Interaktion von Hub1 mit Faktoren des RES

In dem bereits in Kapitel 2.3.1 beschriebenen Experiment wurden auch thermosensitive Stäm­

me gefunden, denen neben Hub1 auch Faktoren des Retentionssystems fehlten. Wachstumsdefek­

te bei 37°C traten dabei nur bei Deletionen von RES-Komponenten auf, die mit der Regulation des 

Splicings verbunden sind (Abbildung 2.11-A). Bei den Faktoren des RES, die vorwiegend an der 

Kernpore lokalisiert sind, ist dieser Effekt nicht erkennbar (Abbildung 2.11-B).

2.4.2 prä-mRNS-Retention: Kupfersensitivität und β-Galaktosidaseaktivität

Der Einfluss von Hub1 auf die Kontrolle des prä-mRNS-Exports wurde zusätzlich mit Reporter­

konstrukten überprüft, die nur dann für ein aktives Protein kodieren, wenn die ungespleißte prä-

mRNS aus dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert wurde. Die Reporter ähneln denen aus den 

Kapiteln 2.3.2 und 2.3.3, wobei sich CUP1, bzw. lacZ, nur bei vorhandenem Intron im passenden Le­

seraster befinden. Das Raster wird durch das Entfernen der Introns verschoben, so dass die Trans­

lation der gespleißten Ribonukleinsäuren zum Funktionsverlust der Reporter führt.

Das bereits in Abschnitt 2.3.2 beschriebene AMA1-CUP1-Reporterkonstrukt wurde in dieser 

modifizierten Form (Scherrer et al. 2006) zur Analyse der Resistenz gegenüber erhöhter Kupfer­

konzentrationen verwendet. Dabei wuchsen Zellen ohne Hub1 bei 50 µM Kupfersulfat deutlich 

besser als die Vergleichsstämme (Abbildung 2.12-A). Wurde das Splicing des Reporterkonstrukts 

Abbildung 2.11: Wachstumsvergleich von Deletionsmutanten des prä-mRNS-Retentionssystems (RES) als 

Verdünnungsreihen bei 30°C und 37°C. A) Faktoren des RES, die mit dem Spliceosom assoziieren

B) RES-Faktoren, die an der Kernpore binden
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nicht durch Mer1 induziert, konnte bei keinem der Stämme ein Wachstumsdefekt durch Kup­

ferstress beobachtet werden.

Das ähnlich modifizierte CYC1'-lacZ-Konstrukt (Legrain et al. 1989), konnte zur Quantifizierung 

des Defektes genutzt werden, ungespleißte prä-mRNS im Zellkern zurückzuhalten. Die β-Galakto­

sidaseaktivität des Δhub1-Stamms war gegenüber dem Wildtyp signifikant erhöht (Abbildung

2.12-B), wie auch in den Kontrollstämmen mit einer bekannter Störung des prä-mRNS-Retenti­

onssystems (Δpml1 und Δpml39). 

Abbildung 2.12: Störung des prä-mRNS-Retentionssystems durch Δhub1. A) Wachstumsvergleich kupfer­

sensitiver Stämme mit dem prä-mRNS-Exportreporter, mit und ohne Mer1-induziertem Splicing. 

B) Vergleich der relativen Enzymaktivitäten nach zweistündiger Induktion des Reporterkonstrukts.
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2.5 Störung der Hub1-Funktion durch C-terminale Verlängerung 

Die Erweiterung eines Proteins durch das Anfügen von Epitopen, die von kommerziellen Anti­

körpern erkannt werden, erleichtern den Nachweis des markierten Proteins durch protein­

chemische Methoden. Auch die Interaktionspartner in Proteinkomplexen können durch eine Auf­

reinigung des markierten Proteins gefunden werden. Sollten diese Markierungen die Funktion 

des Proteins beeinträchtigen, sind jedoch auch unspezifische Interaktionen zu erwarten. In dieser 

Arbeit wurden Möglichkeiten beschrieben, die Funktion von Hub1-Fusionsproteinen über seine 

genetischen Interaktionen zu testen (siehe Kapitel 2.1.1 und 2.3.1). Hub1 wurde dafür sowohl am 

N-Terminus, als auch am C-Terminus mit Proteinmarkern verlängert und die erhaltenen Fusions­

konstrukte auf ihre Fähigkeit getestet, weiterhin die Funktion des Wildtyp-Proteins zu erfüllen. 

Die verwendeten Modifikationen und deren Länge in Relation zu Hub1 werden in Abbildung 2.13-

A aufgeführt.

Die Konstrukte wurden im Stamm 13-115 auf das Überleben der Zellen durch die Selektion ge­

gen die Wildtypkopie von HUB1 (pMD004) getestet. Keine der N-terminalen Erweiterungen beein­

flusste dabei die Funktion von Hub1 (Abbildung 2.13-B). Im Gegensatz dazu führten beinahe alle 

C-terminalen Hub1-Fusionsproteine zum synthetisch letalen Phänotyp. Nur eine C-terminale Ver­

längerung von Hub1 mit Trp1 aus K. lactis, konnte den Verlust von des Wildtypproteins kompen­

sieren, jedoch nur eingeschränkt, da die überlebenden Zellen weniger und auch kleinere Kolonien 

als mit Wildtyp-Hub1 bildeten.

Der Verlust der Funktion von Hub1 bei C-terminaler Erweiterung, sowie der Erhalt der Hub1-

Funktion bei Verlängerungen am N-Terminus, sind nicht nur auf den synthetisch letalen Phäno­

typ der Prp8-Mutante beschränkt, sondern lassen sich auch bei den thermosensitiven Stämmen, 

mit Deletionen nicht-essentieller Splicing-Faktoren und Δhub1, beobachten (Abbildung 2.14-A). 

Bei der Aufreinigung des Proteinkomplexes um Prp19, um Unterschiede in dessen Zusammenset­

zung in Abhängigkeit von Hub1 zu bestimmen, wurde ebenfalls einen thermosensitiver Phänotyp 

festgestellt, der vom C-terminalen TAP-Affinitätsmarker an Prp19 in Kombination mit Δhub1 her­

vorgerufen wird. Auch dabei verlieren C-terminale Erweiterungen von Hub1 ihre Funktion, im Ge­

gensatz zu N-terminalen Fusionsproteinen. 
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Um auszuschließen, dass Hub1-Versionen mit C-terminalen Verlängerungen durch zu geringe 

Expression oder vorzeitigen Abbau der Zelle nicht zur Verfügung stehen, wurde der zyotsolische 

Anteil der Fusionskonstrukte und unmodifiziertem Hub1 verglichen (Abbildung 2.14-B). Die Ban­

de des Hub1-ProA-Fusionsproteins wird dabei durch eine Kreuzreaktion des Hub1-Antikörpers 

überdeckt und wurde deshalb zusätzlich mit anti-Peroxidase-Antikörpern (PAP) detektiert. Prote­

ine mit N- oder C-terminalen Erweiterungen von Hub1 konnten mit ähnlichen Signalstärken de­

tektiert werden, wobei die Laufgeschwindigkeiten der Proteine in der SDS-PAGE mit den erwarte­

ten Molekulargewichten korrelierte. Der Funktionsverlust von C-terminalen Hub1-Fusionsprotei­

nen ist daher nicht durch geringere Expression oder schnellem Abbau in der Zelle zu erklären.

Abbildung 2.13:  Einfluss von N- und C-terminalen Erweiterungen von Hub1 auf dessen Funktion im synthe­

tisch letalen Stamm 13-115. A) Vergleich der verwendeten Modifikationen anhand des jeweiligen Molekular­

gewichts. Schwarz = Hub1; weiß = N-terminale Erweiterung; grau = C-terminale Erweiterung

B)  Wachstumsvergleich von synthetisch letalen Stämmen mit N- oder C-terminalen Hub1-Fusionsproteinen. 

Selektion  gegen  die  Wildtypkopie  von  Hub1  (pMD004)  durch  5'-FOA.  Gal4AD = Gal4-Aktivierungsdomäne; 

VD = Dipeptid aus Valin und Aspartat. klTrp1 = Trp1 aus K. lactis
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2.6 Charakterisierung funktionaler Aminosäurereste von Hub1

Die Reihenfolge der Aminosäuren eines Proteins ist die Grundlage für seine räumliche Struk­

tur, die ihrerseits die Funktion dieses Proteins beeinflusst. Dabei kann zwischen strukturerhalten­

den und funktionalen Aminosäureresten unterschieden werden. Während erstere an der Stabili­

sierung des strukturellen Rückgrats durch hydrophobe Wechselwirkungen im Proteinkern, kova­

lente Bindungen der Seitenketten (z.B. Disulfidbrücken) oder elektrostatische Wechselwirkungen 

hydrophiler Reste an der Oberfläche des Proteins (z. B. Ionen- und Wasserstoffbrückenbindungen) 

beteiligt sind, befinden sich funktionale Reste meist auf der Oberfläche des Proteins. Sie weisen 

oft in das umgebende Medium und können so mit externen Faktoren interagieren. Die Tertiär­

struktur für Hub1 wurde bereits durch Kernspinresonanzanalyse in einer Proteinlösung bestimmt 

Abbildung 2.14:  Funktionsverlust C-terminaler Hub1-Fusionsproteine bei genetischen Interaktionen mit 

Splicing-Faktoren.  A) Wachstumsvergleich thermosensitiver Stämme mit N- oder C-terminalen Erweite­

rungen von Hub1, als Verdünnungsreihen mit Inkubation bei 30°C und 37°C.  B) 18% SDS-PAGE und Wes­

tern-Blot von Rohlysaten dieser Stämme mit nachfolgender Immunolumineszenzdetektion durch Hub1-

Antikörper, bzw PAP. 
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(Ramelot et al. 2003), und für Hub1 eine eine Ubiquitin-ähnliche Faltung gefunden. Im Gegensatz 

dazu weisen die Primärstrukturen von Hub1 und Ubiquitin nur wenig Gemeinsamkeiten auf (Ditt­

mar et al. 2002), die sich größtenteils auf strukturerhaltende Reste beschränken. Verglichen mit 

Ubiquitin sind für Hub1 nur relativ wenige Interaktionspartner bekannt und es fehlen Informatio­

nen über die Bereiche von Hub1, die für deren Bindung essentiell sind.

2.6.1 Mutagenese von Hub1 und Selektion funktionsloser Mutanten

Im folgenden Experiment wird die synthetische Letalität von Δhub1 mit einer P1384L-Mutati­

on in Prp8 (siehe Kapitel 2.1.1) für die Suche nach Hub1-Mutanten benutzt, die diesen Phänotyp 

nicht mehr komplementieren können. Dabei wurden der HUB1-Sequenz durch fehlerbehaftete 

PCR zufällige Mutationen eingefügt. Betrachtet man die Nukleotidsequenz von Hub1 wird deut­

lich, dass der Austausch einer einzelnen Basenpaarung in 31 der 73 kodierenden Tripletts von 

HUB1 (= 42,5 %) mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 11 % zu einem Translationsstop führen 

kann. Dadurch enthielten theoretisch 5 % - 20 % aller Mutanten ein vorzeitiges Stopcodon, wenn 

in einer HUB1-Kopie bis zu 4 Basen ausgetauscht würden. Dieser Anteil wäre dann bei den funkti­

onslosen Hub1-Mutanten stark erhöht und würde die Suche nach Mutanten ohne vorzeitigem 

Translationsstop erschweren. 

Um Mutationen zu Stopcodons zu vermeiden, wurde ein Konstrukt von Hub1 mit einer C-ter­

minalen Fusion von Trp1 aus K. lactis generiert, das den Verlust von Wildtyp-Hub1 in der Prp8-

Mutante komplementieren konnte (siehe Kapitel 2.5). Die Selektion der Zellen nach der Mutage­

nese auf Tryptophan-Mangelmedium stellte auch die vollständige Translation des Fusionsprote­

ins sichergestellt werden. Aus Kolonien, die die anschließende Selektion auf 5-FOA-Medium nicht 

überstanden, wurden die enthaltenen Plasmide isoliert und durch Sequenzierung die Mutation in 

HUB1 bestimmt. Im Laufe des Experiments wurden etwa 5000 Kolonien auf 5-FOA selektiert und 

60 Plasmide isoliert, deren Hub1-klTrp1-Fusionsproteine den synthetisch letalen Phänotyp nicht 

mehr komplementieren konnten. Die Sequenzierung der Plasmide ergab 33 Hub1-Mutanten mit 

dem Austausch einer einzelnen Basenpaarung (= 55%), 17 Mutanten mit zwei Basenaustauschen 

(= 28%), 4 Mutanten mit drei (= 7%) und 6 Mutanten mit vier ausgetauschten Basenpaarungen 

(= 10%). In der Aminosäuresequenz trugen 47 Hub1-Versionen eine einzelne Mutation und 

13 mehr als eine ausgetauschte Aminosäure. Da die Auswirkung der einzelnen Austausche eines 

mehrfach mutierten Proteins nicht bestimmt werden kann, wurden nur die Einzelmutanten zu 

weiteren Experimenten herangezogen. 
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Von den 47 Austauschen einzelner Aminosäuren wurden 12 mehrfach gefunden, so dass am 

Ende des Versuchs 35 unterschiedliche Mutationen an insgesamt 30 Positionen der Aminosäure­

sequenz von Hub1 zur Verfügung standen (Tabelle 2.3).

Aminosäure Nukleotid Aminosäure Nukleotid Aminosäuren Nukleotide
einzeln einzeln mehrfach

E3G A8G K41R A122G L10F I42V A30T A124G
N7S A20G I42F A124T Q34L E58V A101T A173T
N7I A20T V43E T128A Q34H Y71I A102T T201A A202T

L10E T28G T29A Q45R A134G Q34H L73R A102T T218G
G11R G31C S49C A145T I35T Q45R T104C A134G
L19H T56A V50G T149G G36S N40S G106A A119G
L19P T56C K52E A154G T37A Q65R A109G A194G
E21V A62T S56T T166A I42F I55T Y71C A124T T164C A212G
E21G A62G E58V A173T L70H Y72L L73∆ T201C 209-211∆
D22E T66A E58D A174T
K29N A87T Y60H T178C
V30I G88A N67D A199G
L33M T97A E69K G205A
Q34H A102C Y71H T211C
I35V A103G Y71N T211A
T37S A109T Y71S T211A A212G
T37I C110T L73R T218G
Q38R A113G

2.6.2 Expressionsgrad und Stabilität der Hub1-Mutanten

Der Funktionsverlust eines mutierten Proteins kann unterschiedliche Ursachen haben. Ami­

nosäureaustausche auf der Proteinoberfläche können durch eine veränderte Ladungsverteilung 

oder sterische Effekte die Bindung von Interaktionspartnern stören. Dagegen destabilisieren Aus­

tausche strukturerhaltender Aminosäuren oft die korrekte Faltung des Proteins, wobei hydropho­

be Bereiche im Inneren des Proteins dem umgebenden wässrigen Medium zugänglich werden und 

damit unspezifische hydrophobe Interaktionsbereiche darstellen. In der Zelle werden teilweise 

entfaltete Proteine durch Chaperone stabilisiert und ihnen, unter ATP-Verbrauch, die Möglichkeit 

zur Rückfaltung gegeben. Gelingt dies nicht, werden instabile Proteine durch proteasomalen Ab­

bau aus der Zelle entfernt.

Durch einen Vergleich der Proteinmengen von Hub1-Mutanten ohne klTrp1-Fusion sollten die 

Mutanten bestimmt werden, die keine korrekte Faltung besitzen und daher in der Zelle abgebaut 

werden. Die kodierende Sequenz der Hub1-Mutanten wurde in den Vektor pGD251 kloniert, der 

den genomischen HUB1-Promoter bzw. Terminator enthielt, in den Stamm yGD139 transformiert 

Tabelle 2.3: Liste der gefundenen Hub1-Mutanten mit dem Verlust ihrer Funktion als klTrp1-Fusionsprotein, 

sortiert nach der Zahl der ausgetauschten Aminosäuren und ihrer Position in der Sequenz. 
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und das Rohlysat dieser Hefekulturen durch SDS-PAGE aufgetrennt. Durch Western-blotting und 

Immunlumineszenz mit Hub1-Antikörpern wurde die Menge an enthaltenem Hub1 verglichen 

(Abbildung 2.15). Obwohl die HUB1-Kopie auf dem Plasmid weitgehend dem genomischen Promo­

ter und Terminatorbereich entsprach, wurde weniger Hub1 exprimiert als im Wildtypstamm. Die 

Proteinmengen der Hub1-Mutanten sind weitgehend ähnlich, jedoch zeigen die Mutationen E3G, 

V50G, E58V/G, Y60H und E69K eine deutliche Reduktion des Antikörpersignals.

 

Die niedrigen Hub1-Signale der verschiedenen Mutanten deuteten auf Proteine mit instabiler 

Faltung hin, die rasch in der Zelle abgebaut wurden. Wildtyp-Hub1 und die Mutante E58V wurden 

in den Vektor pSV52 (2µ; pGAL4) kloniert und ebenfalls in den Stamm yGD139 transformiert. Nach 

einer zweistündigen Induktion der Hub1-Expression durch Galaktose, wurde der Promotor durch 

Glukose reprimiert und für 4 Stunden weiter inkubiert.

Abbildung 2.15:  Vergleich der zellulären Proteinlevel der Hub1-Mutanten nach Western-blot von Rohlysaten 

und Immunolumineszenz mit Hub1-Antikörpern. Kontrolle der aufgetragenen Lysatmengen durch Immunde­

tektion von Pgk1
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Die Rohlysate der Zellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und die Menge an Hub1 durch 

Immunfluoreszenz quantifiziert. Nach dem Auftrag der Signalstärken gegen die Zeit nach der Pro­

motorabschaltung konnte die Halbwertszeit der Hub1-Versionen grafisch bestimmt werden. (Ab­

bildung 2.16). Für Wildtyp-Hub1 lag diese über 4 Stunden, während die Mutante E58V eine Halb­

wertszeit von weniger als 2 Stunden aufwies.

2.6.3 Interaktion der Hub1-Mutanten mit Snu66

Die bereits bekannte Interaktion von Hub1 mit Snu66 im „two-hybrid“-System (Wilkinson et 

al. 2004) und dessen N-terminalen Bereichs in vitro (siehe Kapitel 2.2.1) konnte für die Charakteri­

sierung der Bindung der Hub1-Mutanten an Snu66 verwendet werden. Die mutierten Hub1-Se­

quenzen wurden in ein „two-hybrid“-System kloniert und ihre Interaktion mit Snu66 durch ihr 

Wachstum auf entsprechenden Selektionsmedien beobachtet. Bei drei Mutationen in Hub1 (L19H, 

L19P und D22E) konnte kein Wachstum des Reporterstamms auf dem Selektionsmedium festge­

stellt werden (Abbildung 2.17). Stämme mit anderen Mutanten wuchsen normal oder waren teil­

weise im Wachstum beeinträchtigt (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 2.16: Bestimmung der Halbwertszeit des Wildtyps und der E58V-Mutante von Hub1.

A) Auftrag der normalisierten Signalintensitäten gegen die Zeit nach der Promotorabschaltung.

B) Zugehöriger Western-blot mit Fluoreszenzsignalen für Hub1 und der Ladekontrolle Pgk1.
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Die Analyse der Interaktion der Hub1-Mutanten an Snu66 durch das „two-hybrid“-System er­

laubte nur eine qualitative Aussage der Bindungsaffinität. Deshalb wurde die beschriebene in vi­

tro-Bindung von Hub1 an den N-Terminus von Snu66 genutzt und die gebundenen Proteinmengen 

quantifiziert, um die Affinitäten der mutierten Hub1-Versionen gegenüber dem Snu66-Fragment 

zu vergleichen. Zunächst wurde die Bindekapazität des gereinigten GST-Snu66-Fusionsproteins 

getestet und die einzusetzende Menge an Hub1 so gewählt, dass einerseits keine Sättigung der 

Bindung an Snu66 auftrat, andererseits aber die Unterschiede des gebundenen Hub1 in der Coo­

massiefärbung deutlich sichtbar wurden (Abbildung 2.18). Der Einsatz von etwa 4 µg Hub1 ergab 

eine deutlich sichtbare Bande, deren Intensität selbst bei der Verdopplung oder Halbierung der 

eingesetzten Proteinmenge noch gut messbar war.

Abbildung 2.17:  Verlust der Interaktion mit Snu66 bei Mutationen in Hub1 an den Positionen 19 und 22.

Beobachtung des Wachstum der Reporterstämme mit Gal4(AD)-Hub1 und Gal4(BD)-Snu66 auf den entsprechen­

den Selektionsmedien.

Abbildung 2.18: Titration der Bindungskapazität des N-terminalen Snu66-Fragments. Coomassiefärbung der 

Proteinbanden nach SDS-PAGE der Proteinproben aus der in-vitro-Bindung.
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Abbildung 2.19:  Quantifizierung der in vitro-Bindung der Hub1-Mutanten an Snu66(1-107). 

A) Coomassiefärbung der Hub1-Banden nach SDS-PAGE zum Vergleich der eingesetzten Proteinmenge mit dem 

Eluat. B) relative Bindungsstärken der Hub1-Mutanten, nach der Quantifizierung ihrer Banden und der Norma­

lisierung auf den Wildtyp
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Für die Bindungsstudie wurden die Hub1-Mutanten in ein bakterielles Expressionssystem 

(pDESTco) kloniert, und nach der Expression aufgereinigt. Je 4 µg gereinigtes Hub1 wurde mit ei­

ner konstanten Menge an GST-Snu66(1-107) inkubiert und nach dem Waschen der Säulenmatrix 

durch SDS-PAGE aufgetrennt (Abbildung 2.19-A). Die Stärke der Proteinbanden im Acrylamidgel 

wurden anhand ihrer Farbdichte quantifiziert und die Hub1-Banden des Eluats sowohl auf eine 

unspezifische Bande aus der der Snu66-Präparation, als auch auf die eingesetzte Hub1-Menge 

normiert, um Abweichungen der eingesetzten Proteinmengen auszugleichen. Im Vergleich der 

Menge an gebundenem Hub1 ließen sich bei einigen Mutanten signifikante Änderungen im Ver­

gleich zum Wildtyp feststellen (Abbildung 2.19-B). Mutationen an den Positionen 19, 21, 22 und 29 

reduzieren die Affinität zu Snu66, wobei die Hub1-Mutanten, die im „two-hybrid“-System keine 

Interaktion mit Snu66 zeigten, auch hier die niedrigsten Werte aufwiesen. Weitere Reduktionen 

der Snu66-Bindung waren auch bei Mutationen an den Positionen 45, 58, 60, 71 und 73 zu beob­

achten.

2.6.4 Funktionstest der Mutanten durch genetische Interaktion

Die synthetische Letalität von Δhub1 und einer Mutation im Splicing-Faktor Prp8 war eine 

Voraussetzung für die Suche nach funktionslosen Hub1-Mutanten. Das Fusionsprotein aus Hub1 

und klTrp1, mit dem Mutanten mit vorzeitigen Translationsstops vermieden werden konnte, kom­

pensierte zwar den Verlust der Hub1-Wildtypkopie (Abbildung 2.13-B), aber eine Beeinträchti­

gung der Funktion von Hub1 durch die C-terminale Erweiterung war nicht ausgeschlossen. Die 

35 Hub1-Mutanten ohne klTrp1-Fusion (pMD211-246) wurden daher auf die Komplementation des 

synthetisch letalen Phänotyps getestet (Abbildung 2.20). Es zeigte sich, dass einige Hub1-Mutan­

ten (K29N, E21V/G, Q34H, T37I/S, Q38R, S49C und E58D) nur mit der C-terminalen klTrp1-Fusion 

ihre spezifische Funktion im Zusammenhang mit der Prp8-Mutante verlieren. Andere Mutationen 

(L19H, V30I, L33M, I35V, K41R, Q45R, E58V, Y60H, E69K, Y71H/N/S und L73R) führen zu stärkeren 

Wachstumsdefekten, aber nicht zum Tod der Zellen. Die nicht-letalen Mutationen von Hub1 wur­

den aus der Liste für weitere Untersuchungen herausgenommen. Nur die Mutationen E3G, N7I, 

L10E, G11R, L19P, D22E, I42F, V43E, V50G, K52E, S56T und N67D konnte den letalen Phänotyp nicht 

mehr kompensieren.
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Die Hub1-Mutanten, die weiterhin zur synthetischen Letalität im Zusammenhang mit der 

Prp8-Mutante führen, wurden in die Hefestämme transformiert, die bei der Deletion von HUB1 

einen thermosensitiven Phänotyp zeigten (siehe Kapitel 2.3.1). Die Funktion der Hub1-Mutanten 

wurde durch das Wachstum der Zellen bei 37°C überprüft (Abbildung 2.21). Die Mutationen E3G 

und G11R führen in allen getesteten Stämmen zum Tod der Zellen bei erhöhter Temperatur. Die 

Mutation K52E kann diesen Phänotyp nur im Stamm Δisy1 Δhub1 teilweise komplementieren. Die 

Hub1-Mutante L19P kann die Funktion von Wildtyp-Hub1 in geringem Maße übernehmen, jedoch 

nicht im Stamm Δpml1 Δhub1. Nur N71, L10E, I42F und N67D führen nur im Stamm Prp19-

TAP Δhub1 zu einem Wachstumsdefekt bei 37°C, während die restlichen Mutanten (L19H, D22E, 

V43E, V50G,S56T) das Wachstum der Stämme bei 37°C nicht beeinträchtigen.

Abbildung 2.20:  Wachstumsvergleich von Zellen mit Hub1-Mutanten im Stamm 13-115, bei gleichzeitiger Se­

lektion gegen die Wildtypkopie von Hub1. Als Fusionsprotein mit klTrp1 konnte keine der Mutanten die syn­

thetische Letalität kompensieren. A) Wildtyp-Hub1 bis Mutante T37S B) Hub1-Mutanten Q38R bis L73R
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Abbildung 2.21:  Wachstumsvergleich der Stämme mit Hub1-abhängiger Thermosensitivität. Das Wachstum 

der Zellen bei 37°C zeigt den Erhalt der Wildtypfunktion der Mutanten.
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3 Auswertung

3.1 Synthetische Letalität nach EMS-Mutagenese 

Die Suche nach veränderten Genen mit einer synthetischen Letalität mit Δhub1 verlief erfolg­

reich. Die Dimensionen der Mutagenese mit EMS, ca. 85000 untersuchte Kolonien bei einer Tö­

tungsrate von 30-40 %, liegen im Rahmen bereits beschriebener Protokolle (Lawrence 2002). Da 

bei Deletionen nicht-essentieller Gene keine synthetische Letalität mit Δhub1 festgestellt wurde, 

sollten in diesem Ansatz essentielle Gene durch Mutagenese geschädigt werden, ihre essentiellen 

Funktionen aber erhalten bleiben. Eine starke Mutagenese, mit einer höheren Rate getöteter Zel­

len, hätte auch zu einer erhöhten Rate mehrfacher Mutationen in unterschiedlichen Genen ge­

führt, deren Auswertung im weiteren Verlauf des Experiments erschwert worden wäre. 

Durch die Mutagenese konnte ein Stamm mit einer Mutation C4151T im essentiellen Splicing-

Faktor PRP8 isoliert werden, die zu einem Austausch einer einzelnen Aminosäure (P1384L) führt. 

In diesem Stamm wurde eine Funktion von Hub1 nun für das Überleben der Zellen essentiell. Die 

Charakterisierung von Hub1 durch eine Suche nach genetischen Interaktionen wäre in anderen 

Modellorganismen (S. pombe, C. elegans, D. melanogaster) nicht möglich gewesen, da der Verlust von 

Hub1 in diesen Zellen bereits letal ist.

3.2 Die Mutation P1384L in Prp8

Der Splicing-Faktor Prp8 ist ein zentraler Faktor des U5 snRNPs und für den Mechanismus des 

Splicings von besonderer Bedeutung. Prp8 wird als Teil des U4/U6.U5 tri-snRNPs an den Kom­

plex A des Spliceosoms gebunden, bzw. bindet als penta-snRNP die prä-mRNS, und ist an der Um­

formung des Komplex B zum aktiven Spliceosom beteiligt. Über Prp8 interagiert die U5 snRNS mit 

beiden Spleißstellen des Introns und mit angrenzenden Sequenzen der Exons. Die Bindung der 

mRNS-Sequenzen bleibt dabei über beide Transesterifikationsschritte erhalten (Newman and 

Norman 1992; Sontheimer and Steitz 1993; Newman 1997).

Die ersten Hinweise auf funktionelle Bereiche in der Sequenz von Prp8 wurden durch Mutage­

nese und die Analyse der Wachstumsphänotypen gefunden. Im U4/U6.U5 tri-snRNP sind die 

U4 snRNS und die U6 snRNS durch Basenpaarung miteinander verbunden und müssen zur Akti­

vierung des Spliceosoms getrennt werden. Eine Mutation der U4 snRNS (U4-cs1), die die Basen­

paarung mit der U6 snRNS stabilisiert, behindert die Funktion der Helikase Brr2 und führt da­

durch zu einem Wachstumsdefekt der Zellen bei niedrigen Temperaturen. Es wurden mehrere 
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Mutationen in Prp8 identifiziert, die diesen Wachstumsdefekt aufheben konnten (Kuhn et al. 

1999; Kuhn et al. 2000). Andere Prp8-Mutanten unterdrücken Splicing-Defeke bei Mutationen der 

5'- oder 3'-Spleißstelle in Introns (Umen and Guthrie 1996; Collins and Guthrie 1999; Query et al. 

2004), oder beeinträchtigen den zweiten Splicing-Schritt bei mutierten 3'-Spleißstellen (Frank et 

al. 1992; Siatecka et al. 1999). Die Bereiche der beschriebenen Mutationen in Prp8 und deren Aus­

wirkungen werden, zusammen mit den Interaktionsbereichen anderer Splicing-Faktoren (nach 

Grainger et al. 2005) in Abbildung 3.1 dargestellt. 

Die Mutation P1384L, die zur synthetischen Letalität bei der Deletion von Hub1 führt, liegt 

nicht direkt in einem der beschriebenen funktionellen Bereiche von Prp8. Die einzige bekannte 

Mutation in unmittelbarer Umgebung ist prp8-C124 (M1399I; Umen et al. 1996), die den Splicing-

Defekt einer Veränderung der 3'-Spleißstelle kompensiert. Etwa 200-300 Aminosäuren in Rich­

tung des N-terminus liegt ein Bereich, in dem Mutationen den Wachstumsdefekt der U4-cs1 Mu­

tante aufheben. In der gleichen Entfernung in Richtung des C-Terminus können Mutationen in 

der Prp8-Sequenz veränderte Konsensussequenzen der 5'- und 3'-Spleißstellen kompensieren, 

oder führen zu genetischen Interaktionen bei Deletionen von Sky1 oder Cdc40.

Bei der Charakterisierung der Mutation P1384L in Prp8 wurde keine Kompensation des Spli­

cings bei Veränderungen der Intron-Konsensussequenzen beobachtet. Dafür war die Effizienz des 

Splicings bei ungewöhnlichen 5'-Spleißstellen reduziert. Der Wachstumsdefekt beim Splicing ei­

nes ACT1-CUP1-Reporterkonstrukts mit der 5'-Spleißstelle GUCUGU konnte durch die Quantifizie­

Abbildung 3.1: Schema der Interaktionen des Splicing-Faktors Prp8 A) Bereiche mit Interaktionen im „two-

hybrid“-System (rot) oder synthetisch letalen Mutationen (schwarz)  B) Bereiche von Mutationen mit einer 

Reduktion  von Splicing-Defekten bei  Veränderungen der  5'-Spleißstelle  (blau),  der  3'-Spleißstelle  (grün), 

der Verzweigungsstelle (türkis) oder der U4 snRNS (grau).
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rung der Splicing-Effizienz eines Introns mit einer 5'-Sequenz GUAUAU bestätigt werden (siehe 

Abbildung 2.9-A und Abbildung 2.10). Der Splicing-Defekt der Prp8-Mutante ist dabei nicht für 

alle Gene mit veränderter 5'-Konsensussequenz detektierbar (siehe Tabelle 2.2). Interessanterwei­

se wird auch die prä-mRNS von MUD1 weniger effizient gespleißt, obwohl die 5'-Sequenz des In­

trons mit der Konsensussequenz GUAUGU übereinstimmt. Bei genauerer Betrachtung der Intron­

sequenz kann man aber eine überlappende alternative 5'-Spleißstelle erkennen (GUAUGUAU  A  U;   

alternative 5'-SS unterstrichen), die einen U5A Austausch enthält, für den bereits ein Splicing-De­

fekt gezeigt wurde (Abbildung 2.4 und Abbildung 2.10). Dieser Effekt könnte durch die Annahme 

erklärt werden, dass in der Zelle beide 5'-Spleißstellen bei der Entfernung des Introns benutzt 

werden und die Mutation in Prp8 nur das Splicing der alternativen Sequenz beeinträchtigt. Dage­

gen spricht aber eine Verschiebung des Leserahmens, der nach dem Splicing der alternativen 5'-

Stelle zu Stopcodons in der kodierenden Sequenz für Mud1 führt. Da diese fehlerhafte mRNS 

durch NMD wieder aus dem Zytoplasma entfernt werden muss, wäre die Expression von MUD1 

recht ineffizient. Zusätzlich gab es in der Literatur keine Hinweise auf das alternative Splicing von 

MUD1. Eine andere Erklärung für den Splicing-Defekt der MUD1 prä-mRNS wäre eine fehlerhafte 

Erkennung der originären 5'-Sequenz des Introns, die dann zum ineffizienten Splicing der alter­

nativen 5'-Spleißstelle führen würde. Die Hypothese, dass Prp8 im Zusammenhang mit dem 

U4/U6.U5 tri-snRNP an der Erkennung der 5'-Spleißstelle des Introns beteiligt ist, wurde bereits 

in Hall and Konarska (1992); Kuhn et al. (1999); Maroney et al. (2000) diskutiert. Dieses Modell 

könnte durch weitere Experimente getestet werden, wenn beispielsweise die Sequenz des MUD1-

Introns in eines der verwendeten Reporterkonstrukte eingefügt und die Verschiebung des Le­

serasters für den Reporter ausgeglichen werden würde.

Nach einer Übertragung der mutierten PRP8-Sequenz in den Hefestamm mit dem selben gene­

tischen Hintergrund, der auch für die Bibliothek der Deletionsmutanten verwendet wurde, könn­

te sowohl die Prp8-Mutante, als auch die Funktion von Hub1 durch die Suche nach weiteren gene­

tischen Interaktionen genauer charakterisiert werden. 
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3.3 Einfluss von Δhub1  auf die prä-mRNS-Prozessierung

3.3.1 Genetische Interaktionen

Der Verlust von Hub1 führt in Zellen der Linien S288C und W303 nicht zu beobachtbaren 

Wachstumsdefekten, wie in Lüders et al. (2003) beschrieben wurde. Eine automatisierte Suche 

nach Genen, deren Deletion Wachstumsdefekten in Zellen ohne Hub1 hervorruft, führte zu meh­

reren genetischen Interaktionen, die durch manuelle Analyse der Doppelmutanten aber nicht ve­

rifiziert werden konnten. Da die darauf folgende Mutagenese eine synthetische Letalität mit einer 

Mutante des Splicing-Faktors Prp8 ergab und für Mutanten von Hub1 in S. pombe sowohl geneti­

sche Interaktionen mit Splicing-Faktoren, als auch Splicing-Defekte für bestimmte Gene gezeigt 

werden konnten (Yashiroda et al. 2004; Wilkinson et al. 2004), wurde manuell gezielt nach weite­

ren genetischen Interaktionen von Hub1 mit nicht-essentiellen Splicing-Faktoren gesucht. Die ge­

nerierten Doppelmutanten wurden verschiedenen Stressbedingungen ausgesetzt, insbesondere 

erhöhter Temperatur, die Defekte im Splicing induzieren kann (Rosbash et al. 1981; Woolford 

1989). 

Einige Gene, die zu Wachstumsdefekten ohne Hub1 führen (siehe Tabelle 2.1), sind Splicing-

Faktoren, die vor der Aktivierung des B-Komplexes, bzw. vor der ersten Transesterifikation an das 

Spliceosom binden (siehe Abbildung 2.7-A). Snu66 ist ein Bestandteil des U4/U6.U5 tri-snRNP, der 

bei der Umlagerung der Komplexe zur Aktivierung des Spliceosoms dissoziiert (Stevens et al. 

2001). Isy1 und Ntc20 gehören zu einem Proteinkomplex um Prp19 (NTC), der nach der Dissoziati­

on des U4 snRNPs die Bindung der snRNPs U5 und U6 an die prä-mRNS stabilisiert (Chen et al. 

2006). Cwc21, Ecm2 und Bud13 sind Proteine in einem Komplex um Cef1, der ebenfalls mit Prp19 

interagieren kann, für den neben dem Splicing auch Funktionen bei der Regulation des Zellzyklus 

gefunden wurden (Tsai et al. 1999; Ben-Yehuda et al. 2000; Ohi and Gould 2002). Für Urn1 wird 

eine Assoziation mit mehreren Ribonukleoproteinkomplexen, jedoch keine spezifische Funktion 

beschrieben (Hesselberth et al. 2006; Oeffinger et al. 2007). Eine automatisierte Analyse der gene­

tischen Interaktionen von nicht-essentiellen Splicing-Faktoren wurde erst kürzlich veröffentlicht 

und verdeutlicht die extreme Vernetzung der einzelnen Faktoren untereinander (Wilmes et al. 

2008). Da in dieser Analyse kein Hub1-Deletionsstamm verwendet wurde, können die Daten dieser 

Arbeit damit nicht verifiziert werden.
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Die Komplexe um Prp19 und Cef1 binden an das aktivierte Spliceosom, nachdem die sn­

RNPs U1 und U4 den Komplex verlassen haben. In dieser Form des Spliceosoms interagieren die 

sn-Ribonukleinsäuern U5 und U6 durch Basenpaarungen, die sich durch einen Versatz um 5 Basen 

unterscheiden (Sawa and Abelson 1992; Lesser et al. 1993a; Johnson and Abelson 2001). Der NTC 

induziert dabei den Wechsel der U5/U6 Basenpaarungen und stabilisiert damit sowohl die die 

Bindung des 3' Endes der U6 snRNS an das Intron, als auch die Bindung der U5 snRNS an die 5'-

Spleißstelle (Chan et al. 2003; Chan et al. 2005). Damit trägt der Komplex um Prp19 zu einer effizi­

enteren Erkennung der 5'-Spleißstelle des Introns bei. Da bereits das humane Hub1-Homologe in 

den spliceosomalen Komplexen B und B* gefunden wurde (Makarov et al. 2002; Deckert et al. 

2006; Bessonov et al. 2008), aber nicht in im Komplex C, könnte Hub1/Ubl5 an der Umformung 

spezifischer Unterkomplexe des Spliceosoms beteiligt sein.

3.3.2 prä-mRNS-Retention

Sobald Splicing-Komponenten an der 5'-Sequenz des Introns einer prä-mRNS gebunden ha­

ben, wird dieser Komplex im Zellkern zurückgehalten, und so der Export der ungespleißten prä-

mRNS ins Zytoplasma verhindert (Legrain et al. 1989; Rain and Legrain 1997). Die Komponenten 

dieses Systems können in zwei Gruppen eingeteilt werden. Die erste Gruppe enthält Proteine, die 

an der Bindung der prä-mRNS beteiligt sind, und damit auch die Effizienz des Splicings beeinflus­

sen (Gottschalk et al. 2001; Spingola et al. 2004; Dziembowski et al. 2004; Wang et al. 2005). Die an­

dere Gruppe von RES-Faktoren ist an der Erkennung der prä-mRNS/Spliceosom-Komplexe betei­

ligt und interagiert mit Komponenten der Kernpore, um diese Komplexe am Export zu hindern 

(Galy et al. 2004; Palancade et al. 2005). Die Faktoren Pml1, Ist3 und Bud13 der ersten Gruppe for­

men einen eigenen Komplex, dessen Struktur vor Kurzem beschrieben werden konnte (Brooks et 

al. 2008; Trowitzsch et al. 2008). Bud13 und Ist3 sind ebenfalls essentiell für das Splicing von meio­

sespezifischen Genen (Spingola et al. 2004; Scherrer et al. 2006), während für Pml1 keine weitere 

Funktion im Splicing beschrieben wurde.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Hub1 mit Pml1 und Bud13 genetisch interagiert, aber aber 

nicht mit Ist3 oder Faktoren des RES an der Kernpore (siehe Abbildung 2.11). Die Deletion von 

Hub1 führt zu einem Verlust der Exportkontrolle von ungespleißter prä-mRNS, der mit der Deleti­

on eines der RES-Faktoren vergleichbar ist (siehe Abbildung 2.12-B). Der verstärkte Export von 

ungespleißter prä-mRNS ist dabei keine unmittelbare Folge der reduzierten Splicing-Effizienz, da 

im AMA1-CUP1-Reportersystem das Splicing der prä-mRNS ohne Nam8 vollständig verhindert 

wird, aber in diesem Stamm die Exportkontrolle wie im Wildtyp funktioniert (siehe Abbildung
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2.9-B und Abbildung 2.12-A). Ohne konstitutive Expression von Mer1, das an eine konservierte Se­

quenz des AMA1-Introns bindet und weitere Splicing-Komplexe rekrutiert (Spingola et al. 2000), 

wurde der Export des ungespleißten Reporterkonstrukts in keinem der getesteten Stämme ver­

hindert. Der erhöhte prä-mRNS-Export ohne Hub1 könnte also durch eine reduzierte Effizienz bei 

der Erkennung von Introns in der prä-mRNS erklärt werden.

3.4 Charakterisierung der Hub1-Mutanten

Mit der P1384L-Mutation in Prp8 stand nun ein Versuchssystem zur Verfügung, mit dem sich 

der Verlust der Funktion von Hub1 nach der Mutagenese eindeutig und schnell detektieren ließ. 

Durch die C-terminale Fusion eines Selektionsmarkers konnten Basenaustausche zu vorzeitigen 

Stopcodons in der HUB1-Sequenz vermieden werden. Es wurden 35 einzelne Mutationen in der 

Aminosäuresequenz von Hub1 generiert, die die Funktion des Hub1-klTrp1-Fusionsproteins be­

einträchtigten. Dies entsprach etwa 40 % der möglichen Positionen in Hub1. Die Mutagenese der 

HUB1-Sequenzen verlief entsprechend ihrer Optimierung, denn nur etwa 17 % der Mutanten be­

saß mehr als zwei Basenaustausche. Etwa 36 % der selektierten Mutanten waren redundant, d.h. 

es wurden mehrfach Aminosäureaustausche an der selben Position gefunden. Eine Erhöhung der 

Zahl der getesteten Kolonien hätte vermutlich das Spektrum der gefundenen Mutationen erwei­

tert, die zum Funktionsverlust von Hub1 führen, was aber auch eine höhere Redundanz in den 

Mutationen zur Folge gehabt hätte.

Dieses Set der Hub1-Mutanten wurde zuerst auf ihre Stabilität geprüft (siehe Abbildung 2.15). 

Die detektierten Proteinmengen waren zwar systembedingten Schwankungen unterlegen, doch 

auffällig starke Reduktionen der zellulären Proteinkonzentration mancher Mutanten konnten 

durch erhöhten proteolytischen Abbau in der Zelle erklärt werden und lassen auf eine inkorrekte 

Struktur der Proteine schließen (siehe Abbildung 2.16). Die strukturelle Instabilität war nicht di­

rekt mit dem Verlust der Funktion verbunden, da die Mutationen E58V/D, Y60H und E69K einer­

seits kaum detektierbare Antikörpersignale erzeugten, andererseits ihre Funktion bei der Kom­

plementation der synthetischen Letalität behielten (siehe Abbildung 2.20). Der Funktionsverlust 

der Mutationen E3G und V50G durch strukturelle Instabilität kann jedoch nicht ausgeschlossen 

werden. Die mit der Prp8-Mutante synthetisch letalen Hub1-Mutationen können in der Tertiär­

struktur von Hub1 in verschiedenen Bereiche eingeteilt werden. Das hydrophobe Leuzin 10 ragt 

am Ende des β1-Faltblatts relativ weit ins wässrige Medium, liegt in einem Bereich mit positiver 

Partialladung und könnte mit der benachbarten hydrophoben Tasche einen Interaktionsbereich 

mit anderen Proteinen darstellen (Abbildung 3.2-A). Die Mutation dieses Restes zu Glutamat neu­
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tralisiert die Partialladung und würde so die Interaktion stören. Ähnliche Auswirkungen hätte die 

Mutation des Glyzins 11 zu Arginin, die einerseits die positive Ladung des Gebiets verstärkt, aber 

durch den voluminösen Aminosäurerest eine Interaktion mit externen Faktoren sterisch behin­

dern könnte (Abbildung 3.2-B).

Die nicht-funktionellen Mutationen V34E, V50G und K52E spannen einen weiteren Bereich auf 

der Oberfläche von Hub1 auf, in dem eine mögliche Interaktion mit externen Faktoren stattfinden 

könnte. Das Valin an der Position 43 ähnelt dem Isoleuzin 44 von Ubiquitin, eingebettet in einen 

hydrophoben Bereich, der durch mehrere interagierende Proteine kontaktiert wird (Sloper-

Mould et al. 2001; Fisher et al. 2003; Hurley et al. 2006). Das Valin an der Position 50 würde eben­

falls eine hydrophobe Kontaktstelle darstellen, während die positive Ladung des Lysinrestes 52 

ebenfalls zu einer Interaktion beitragen könnte (Abbildung 3.3-A). In der Mutante V43E wird die­

se mögliche Bindungstasche durch die zusätzliche negative Partialladung beeinflusst und hydro­

phobe Wechselwirkungen mit diesem Aminosäurerest wären stark beeinträchtigt. Der Austausch 

von Valin 50 zu Glyzin führt zum Verlust der hydrophoben Seitenkette, die sowohl interne, als 

auch externe hydrophobe Interaktionen verhindern könnte. Durch den Austausch des Lysins 50 

nach Glutamat ändert dieser Bereich seine Partialladung und würde von interagierenden Protei­

nen nicht mehr erkannt werden (Abbildung 3.3-B).

Abbildung 3.2: Tertiärstruktur von Hub1 und einzelnen Mutanten in raumfüllender Darstellung.

A) Wildtyp Hub1  B) Hub1-Mutanten L10E und G11R;  grün     = Proteinrückgrad in schematischer Darstellung; 

gelb     = Aminosäuren L10 und G11; weiß     = unpolare Bereiche; blau     = Bereiche mit positiver Partialladung  
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Für den dritten Bereich der Mutationen, die die Funktion von Hub1 bei der synthetischen Le­

talität mit der Prp8-Mutante beeinträchtigen, konnte ein Einfluss auf die Interaktion mit dem 

Splicing-Faktor Snu66 gezeigt werden. Die Bindung an Snu66 ist in S. pombe und menschlichen 

Zellen konserviert, nicht kovalent und wurde bei S. pombe auf den N-terminus von Snu66 einge­

grenzt. Dieses System wurde mit den homologen Proteinen der Bäckerhefe bestätigt (Abbildung

2.5-B) und für die Charakterisierung der Hub1-Mutanten genutzt. Die Aminosäurereste 19, 21 und 

22 liegen im Übergang des Faltblatts β2 zur Helix α1. Das hydrophobe Leuzin 19 weist ebenfalls ins 

umgebende wässrige Medium, während das Glutamat 21 und Aspartat 22 zu einer relativ starken 

negativen Partialladung dieses Bereichs beitragen. Der Aminosäurerest des Aspartats weist dabei 

in die Richtung der möglichen Bindungstasche (Abbildung 3.4-A). Die Mutationen des Leuzins 19 

zu Prolin könnte zu einer Einschränkung der strukturellen Beweglichkeit dieses Bereichs führen, 

während der Austausch des Leuzins zu Histidin einen Teil der negativen Partialladung kompen­

siert. Eine Verringerung der negativen Ladung erfolgt auch durch den Austausch des Glutamats 

21 zu Valin oder Glyzin. Die Mutation des Aspartats 22 zu Glutamat verändert die Ladungsvertei­

lung dieses Bereichs nicht, füllt aber durch den längeren Aminosäurerest die mögliche Bindungs­

tasche aus (Abbildung 3.4-B).

Abbildung 3.3: Tertiärstruktur von Hub1 und einzelnen Mutanten in raumfüllender Darstellung.

A) Wildtyp Hub1  B) Hub1-Mutanten V43E,  V50G und K52E;  grün     = Proteinrückgrad in schematischer  Dar­

stellung; gelb = Aminosäuren V43, V50 und K52; weiß = unpolare Bereiche; blau = Bereiche mit positiver Parti­

alladung; rot = Bereiche mit negativer Partialladung
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Abbildung 3.4: Tertiärstruktur von Hub1 und einzelnen Mutanten in raumfüllender Darstellung. 

A) Wildtyp Hub1  B) Hub1-Mutanten L19H, E21G und D22E;  grün = Proteinrückgrad in schematischer Dar­

stellung; gelb = Aminosäuren L19, E21 und D22; weiß = unpolare Bereiche; blau = Bereiche mit positiver Partial­

ladung; rot = Bereiche mit negativer Partialladung



58 Auswertung

3.5 Ausblick

Die Rolle von Hub1 im prä-mRNS-Splicing konnte durch die Ergebnisse dieser Arbeit auch für 

das Modellsystem S. cerevisiae bestätigt, und auf einen Bereich vor der Katalyse des zweiten Spli­

cing-Schritts eingegrenzt werden. Zellen ohne Hub1 zeigen sowohl eine reduzierte Effizienz beim 

Splicing von Introns mit veränderten 5'-Spleißstellen, als auch eine Störung des prä-mRNS-Rück­

haltesystems (RES). Hub1 interagiert genetisch mit einer Mutation im Splicing-Faktor Prp8, die 

ebenfalls zu Splicing-Defekten bei ungewöhnlichen 5'-Intronsequenzen führt, und mit Genen, die 

vor dem ersten Splicing-Schritt an der Erkennung des Introns und der Aktivierung des Spliceo­

soms beteiligt sind. Dies deutet auf eine Funktion von Hub1 bei der Erkennung der 5'-Spleißstelle 

oder der Stabilisierung, bzw. Destabilisierung von Proteinkomplexen bei Umlagerungen innerhalb 

des Spliceosoms hin. Im Unterschied zu S. cerevisiae wird die Selektion der Spleißstellen in höhe­

ren Eukaryonten von Proteinen mit Serin/Arginin-Bereichen in ihrer Sequenz (SR-Proteine) be­

einflusst (Long u. a. 2009). Die Funktion der SR-Proteine im alternativen Splicing wird durch post­

translationale Modifikationen reguliert. Kinasen der LAMMER-Familie (Clk/STY) sind durch die 

Phosphorylierung ihrer Substrate an dieser Regulation beteiligt (Hagiwara 2005). Da bereits dass 

das humane Homologe zu Hub1 (Ubl5) in spliceosomalen Komplexen gefunden wurde und mit sol­

chen Kinasen interagiert (Collier et al. 2000; Kantham et al. 2003), könnte Hub1/Ubl5 über die Re­

gulation der Kinaseaktivität an der Regulation des Splicings beteiligt sein. Kns1 gilt in S. cerevisiae 

als homologe LAMMER-Kinase und interagiert ebenfalls mit Hub1 (G. Dittmar, unveröffentlicht). 

Die Vielfalt der Signalwege, mit der die Zelle auf intra- oder extrazelluläre Zustandsänderungen 

reagieren kann, und deren Überschneidung, könnte einerseits die gefundenen stressabhängigen 

Änderungen der genetischen Interaktionen mit Splicing-Komponenten mit Hub1 erklären, und 

andererseits die Schwierigkeit verdeutlichen, spezifische Effekte (HUB1/Δhub1) in einem komple­

xen System wie dem Spliceosom zu detektieren. Die Suche nach möglichen Funktionen von Hub1/

Ubl5 würde dabei stark von der Charakterisierung weiterer Interaktionspartner profitieren.
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4 Material  und Methoden

4.1 Stämme, Plasmide und Oligonukleotide

4.1.1 Bakterienstämme

Für die Klonierung und Expression von Proteinen wurden Zellen des Stamms XL1-Blue (Stra­

tagene) verwendet. Die Klonierung durch das Gateway®-System (Invitrogen) und die Erstellung 

der Zielvektoren wurden die Stämme DH5α™ und DB3.1 (beides Invitrogen) benutzt.

4.1.2 Hefestämme

Die Manipulation und Analyse, der in Tabelle 4.1 aufgelisteten Hefestämme, erfolgte nach mo­

lekularbiologischen Standardmethoden (Ausubel et al. 1989; Guthrie and Fink 1991). Deletion und 

Modifikation von Hefegenen erfolgten durch die Integration von Konstrukten aufgrund homolo­

ger Rekombination (Longtine et al. 1998). Die dabei verwendeten Plasmide und Oligonukleotide 

werden am Anfang der jeweiligen Experimente beschrieben.

Name Basis Genotyp / Änderung Referenz
W303-1A MATa leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 phi+ Thomas u. a. 1989
W303-1B MATα leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 phi+ Thomas u. a. 1989
BY4741 MATa his3 1 leu2 0 lys2 0 ura3 0∆ ∆ ∆ ∆ Brachmann u. a. 1998
BY4742 MATα his3 1 leu2 0 met15 0 ura3 0∆ ∆ ∆ ∆ Brachmann u. a. 1998

pJ69-4α MATα trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4Δ gal80Δ LYS2::GAL1-
HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ

James u. a. 1996

JDY8.05 MATa prp8Δ::LEU2 ura3-52 leu2-3 trp1-289 ade2-1 his3-200 pJDY13 
[GAL1-PRP8 HIS3 CEN ARS] Brown u. a. 1992

yGD139 DF5 MATa hub1Δ::HIS3 G. Dittmar
yGD141 W303 MATa hub1Δ::HIS3 G. Dittmar
yGD521 BY4741 hub1 ::natMX4∆ G. Dittmar

yMD039 W303 MATa hub1Δ::HIS3 ade3Δ::kanMX4 pMD004 [HUB1 ADE3 URA3 CEN 
ARS] diese Arbeit

13-115 W303 MATa prp8(P1384L) hub1Δ::HIS3 ade3Δ::kanMX4 pMD004 [HUB1 
ADE3 URA3]

diese Arbeit

yMD149 W303 MATa/α snu66::natMX4/SNU66 hub1::HIS3/HUB1 diese Arbeit

yMD330 W303 MATa/α hub1Δ::HIS3/HUB1, ade3Δ::kanMX6/ADE3,  
prp8(P1384L)/PRP8

diese Arbeit

yMD348 W303 MATa prp8(P1384L) diese Arbeit
yMD352 W303 MATα prp8(P1384L) diese Arbeit
yMD355 W303 MATa kanMX4-pGALL-HUB1 prp8(P1384L) diese Arbeit
yJU75 MATa ade2 cup1Δ::ura3 his3 leu2 lys2 prp8Δ::LYS2 trp1; pJU169 Umen u. a. 1996
yNM540 yJU75 MATa hub1Δ::natMX4 N. Martinez-Marshall
yMD460 yJU75 MATa prp8(P1384L) diese Arbeit

Tabelle 4.1:  In dieser Arbeit verwendete Hefestämme
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KH46 MATα cup1::ura3–52 trp1 leu2–3,112 his3–1 lys2 ade2–101 GAL+ Spingola u. a. 2000
KH46- nam8∆ MATα nam8 ::His3MX6∆ Spingola u. a. 2000
KH46- hub1∆ KH46 MATα hub1 ::His3MX6∆ diese Arbeit
PRP19-TAP BY4741 PRP19-TAP Ghaemmaghami u.a. 2003
PRP19-TAP hub1∆ BY4741 PRP19-TAP-HIS3MX6 hub1 ::natMX4∆ diese Arbeit

brr1∆ BY4742 brr1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
bud13∆ BY4742 bud13 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
bud31∆ BY4742 bud31 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
cbc2∆ BY4742 cbc2 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
cbp2∆ BY4742 cbp2 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
cdc40∆ BY4742 cdc40 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
cus2∆ BY4742 cus2 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
cwc15∆ BY4742 cwc15 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
cwc21∆ BY4742 cwc21 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
cwc27∆ BY4742 cwc27 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
dbr1∆ BY4742 dbr1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
ecm2∆ BY4742 ecm2 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
hmt1∆ BY4742 hmt1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
hub1∆ BY4742 hub1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
ist3∆ BY4742 ist3 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
isy1∆ BY4742 isy1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
lea1∆ BY4742 lea1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
lin1∆ BY4742 lin1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
lsm6∆ BY4742 lsm6 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
lsm7∆ BY4742 lsm7 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
mer1∆ BY4742 mer1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
mlp1∆ BY4742 mlp1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
mlp2∆ BY4742 mlp2 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
msl1∆ BY4742 msl1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
mud1∆ BY4742 mud1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
mud2∆ BY4742 mud2 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
nam8∆ BY4742 nam8 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
npl3∆ BY4742 npl3 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
ntc20∆ BY4742 ntc20 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
nup60∆ BY4742 nup60 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
pml1∆ BY4742 pml1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
pml39∆ BY4742 pml39 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
prp18∆ BY4742 prp18 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
sky1∆ BY4742 sky1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
snt309∆ BY4742 snt309 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
snu66∆ BY4742 snu66 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
sto1∆ BY4742 sto1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
syf2∆ BY4742 syf2 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
urn1∆ BY4742 urn1 ::kanMX4∆ Winzeler u. a. 1999
brr1 hub1∆ ∆ BY4742 brr1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
bud13 hub1∆ ∆ BY4742 bud13 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
bud31 hub1∆ ∆ BY4742 bud31 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
cbc2 hub1∆ ∆ BY4742 cbc2 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
cbp2 hub1∆ ∆ BY4742 cbp2 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
cdc40 hub1∆ ∆ BY4742 cdc40 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
cus2 hub1∆ ∆ BY4742 cus2 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
cwc15 hub1∆ ∆ BY4742 cwc15 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
cwc21 hub1∆ ∆ BY4742 cwc21 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
cwc27 hub1∆ ∆ BY4742 cwc27 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
dbr1 hub1∆ ∆ BY4742 dbr1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
ecm2 hub1∆ ∆ BY4742 ecm2 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
hmt1 hub1∆ ∆ BY4742 hmt1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
ist3 hub1∆ ∆ BY4742 ist3 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
isy1 hub1∆ ∆ BY4742 isy1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
lea1 hub1∆ ∆ BY4742 lea1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
lin1 hub1∆ ∆ BY4742 lin1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
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lsm6 hub1∆ ∆ BY4742 lsm6 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
lsm7 hub1∆ ∆ BY4742 lsm7 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
mer1 hub1∆ ∆ BY4742 mer1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
mlp1 hub1∆ ∆ BY4742 mlp1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
mlp2 hub1∆ ∆ BY4742 mlp2 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
msl1 hub1∆ ∆ BY4742 msl1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
mud1 hub1∆ ∆ BY4742 mud1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
mud2 hub1∆ ∆ BY4742 mud2 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
nam8 hub1∆ ∆ BY4742 nam8 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
npl3 hub1∆ ∆ BY4742 npl3 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
ntc20 hub1∆ ∆ BY4742 ntc20 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
nup60 hub1∆ ∆ BY4742 nup60 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
pml1 hub1∆ ∆ BY4742 pml1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
pml39 hub1∆ ∆ BY4742 pml39 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
prp18 hub1∆ ∆ BY4742 prp18 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
sky1 hub1∆ ∆ BY4742 sky1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
snt309 hub1∆ ∆ BY4742 snt309 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
snu66 hub1∆ ∆ BY4742 snu66 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
sto1 hub1∆ ∆ BY4742 sto1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
syf2 hub1∆ ∆ BY4742 syf2 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit
urn1 hub1∆ ∆ BY4742 urn1 ::kanMX4 hub1 ::natMX4∆ ∆ diese Arbeit

4.1.3 Plasmide

Die Erstellung der in Tabelle 4.2 aufgelisteten Plasmide wird am Anfang des jeweiligen Experi­

ments genauer beschrieben. Die Modifikation von DNS erfolgte nach den Protokollen in Ausubel 

et al. (1989).

Name Basis Selektion Beschreibung Referenz
pBluescript KS(-) E.coli AmpR Klonierungsvektor Short u. a. 1988
pFA6-kanMX6 E.coli AmpR kanMX6 Wach u. a. 1994
pAG25 E.coli AmpR natMX4 Goldstein u. a. 1999
pYM2 E.coli AmpR 3HA-His3MX6 Knop u. a. 1999
pYM-N26 E.coli AmpR kanMX4-pGALL Knop u. a. 1999
pDONR221 E.coli KanR CmR ccdB attP1/2 Invitrogen
pDESTco E.coli Expr. AmpR CmR 6His lacI ccdB attR1/2 Scheich u. a. 2007
pGEX4T-1 E.coli Expr. AmpR GST lacI D. B. Smith u. a. 1988
pRS413 CEN ARS AmpR HIS3 Klonierungsvektor Sikorski u. a. 1989
pRS414 CEN ARS AmpR TRP1 Klonierungsvektor Sikorski u. a. 1989
pRS415 CEN ARS AmpR LEU2 Klonierungsvektor Sikorski u. a. 1989
pRS416 CEN ARS AmpR URA3 Klonierungsvektor Christianson u. a. 1992
pOAD1 CEN ARS AmpR LEU2 pADH1 GAL4(AD) Hudson u. a. 1997
pOBD2 CEN ARS AmpR TRP1 pADH1 GAL4(BD) Uetz u. a. 2000
pGD83 CEN ARS AmpR LEU2 pCUP1 FLAG-HUB1 G. Dittmar
pGD85 CEN ARS AmpR LEU2 pCUP1 FLAG-6HIS-HUB1 G. Dittmar
pGD99 2u AmpR TRP1 pCUP1 HA-6His-HUB1 G. Dittmar
pGD131 CEN ARS AmpR LEU2 HUB1 G. Dittmar
pGD218 CEN ARS AmpR LEU2 pCUP1 FLAG-HUB1-3myc diese Arbeit
pGD240 2u AmpR LEU2 pADH1 GAL4(AD)-HUB1 diese Arbeit
pGD243 CEN ARS AmpR LEU2 pCUP1 FLAG-HUB1-ProA diese Arbeit
pGD244 CEN ARS AmpR LEU2 pCUP1 FLAG-HUB1-FLAG diese Arbeit

Tabelle 4.2:  In dieser Arbeit verwendete Plasmide
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pGD251 CEN ARS AmpR CmR TRP1 pHUB1 attR1 ccdB diese Arbeit
pMD004 CEN ARS AmpR URA3 HUB1 ADE3 diese Arbeit
pMD019 E.coli AmpR HUB1-3xGLY-klTRP1 diese Arbeit
pMD022 CEN ARS AmpR LEU2 klTRP1 HUB1-3xGLY-klTRP1 diese Arbeit
pMD027 CEN ARS AmpR HIS3 pHUB1 (o. ATG) 3xGLY-klTRP1 diese Arbeit
pMD029 CEN ARS AmpR LEU2 PRP8 Hieter YGL
pMD055 CEN ARS AmpR TRP1 HUB1-Val-Asp diese Arbeit
pMD127 E.coli Expr. AmpR GST-SNU66(aa1-107) lacI diese Arbeit
pMD139-150, 163-186 E.coli KanR HUB1 (+ Mutanten) attL1/2 diese Arbeit
pMD151-162, 192–210 E.coli Expr. AmpR 6HIS-HUB1 (+ Mutanten) lacI attP1/2 diese Arbeit
pMD211 – 246 CEN ARS AmpR TRP1 HUB1 (+ Mutanten) attP1/2 diese Arbeit
pMD283 2µ AmpR URA3 pGAL1/10 SNU66(aa1-371) diese Arbeit
pMD284 2µ AmpR TRP1 pGAL4 10xHIS-HA-HUB1 diese Arbeit
pMD285 2µ AmpR TRP1 pGAL4 10xHIS-HA-HUB1(E58V) diese Arbeit
pMD290 CEN ARS AmpR CmR URA3 pHUB1 ccdB attR1/2 diese Arbeit
pMD304-339 CEN ARS AmpR URA3 HUB1 (+ Mutanten) attP1/2 diese Arbeit
pMR07-28, 30-33, 35-44 CEN ARS AmpR LEU2 pADH1 GAL4(AD)-HUB1 (+ Mutanten) diese Arbeit
pMR29 CEN ARS AmpR TRP1 pADH1 GAL4(BD)-SNU66 diese Arbeit
pCH1 CEN ARS AmpR LEU2 pCUP1 HUB1-eGFP diese Arbeit
pSV52 2µ AmpR TRP1 pGAL4 10xHIS-HA S. Sadis
pTX180 2µ AmpR URA3 pGAL1/10 E. Jarosch
pCC-71 2µ AmpR LEU2 ACT1-CUP1 (wt) Liu u. a. 2007
pMA-A3C 2µ AmpR LEU2 ACT1-CUP1 (5'SS-A3C) Liu u. a. 2007
pMA-BS-C 2µ AmpR LEU2 ACT1-CUP1 (BS-C) Liu u. a. 2007
pMM-41 2µ AmpR LEU2 ACT1-CUP1 (3'SS-UUG/) Liu u. a. 2007
PRS316-AMA1-CUP1 2µ AmpR URA3 AMA1-CUP1 (wt) Spingola u. a. 2000
pRS316-CF7B-G1A 2µ AmpR URA3 AMA1-CUP1 (Export Rep.) Scherrer u. a. 2006
R1070 2µ AmpR TRP1 MER1 Guarente u. a. 1982 Engebrecht u.a. 1991
pLGSD5 2µ AmpR URA3 CYC1'-lacZ (o. Intron) Guarente u. a. 1982
pHZ18 2µ AmpR URA3 CYC1'-lacZ (wt Intron) Teem u. a. 1983
pHZ12 2µ AmpR URA3 CYC1'-lacZ (5'SS-G5A) Jacquier u. a. 1985
pHZ8 2µ AmpR URA3 CYC1'-lacZ (BS-C) Jacquier u. a. 1985
Plint-Nde°-Acc° 2µ AmpR URA3 CYC1'-lacZ (Export Rep.) Legrain u. a. 1989

4.1.4 Oligonukleotide

Name Sequenz Funktion
Rub2-1f ccccccccaggatccATGATTGAGGTAGTTGTGAATGACCG BamHI HUB1 vorw.
Rub2-1r cccccccccaagcttCTACAGGTAATACAGCTTC HindIII HUB1 rückw.
HBR tcttccccatcggtgatgtc YGL Seq. rückw.
HBV agtcctgctcgcttcgcta YGL Seq. vorw.
oGD163 ccccccgaattcATGATTGAGGTAGTTGTGAA EcoRI HUB1 vorw.

oGD202 GAGAAAGAGGAGCGGTGGCAAAGCTTAGATTGCAAATAAATACTCT­
GAAAATGcgtacgctgcaggtcgac

Promotorwechsel für HUB1 vorw.

oGD203
TTCACTCTGACTTTTTTGCCTAATCGGTCATTCACAACTACCTCAATcatc­
gatgaattctctgtcg Promotorwechsel für HUB1 rückw.

oGD67 GAGAAAGAGGAGCGGTGGCAAAGCTTAGATTGCAAATAAATACTCT­
GAAAcagctgaagcttcgtacgc

Δhub1:: vorw.

oGD68
AAATGTATGTATTGTGTATTTAGATCAAAAAAAAAAAAACAGCG­
CATTTTgcataggccactagtggatctg Δhub1:: rückw.

oLJ13 CTACTGGTCTAGCAAGAAAGGG RT-PCR ERG1 vorw.
oLJ14 CTCAATGCTCTAACACCACC RT-PCR ERG1 rückw.

oMR1 gaagataccccaccaaacccaaaaaaagagatcgaattccagctgaccacc­
ATGAACAAAACGGAAAACCT

SNU66 für pOBD2 vorw.

oMR2
ctacgattcatagatctctgcaggtcgacggatccccgggaattgccatg­
TTAATTGTCATCAAATTCAA SNU66 für pOBD2 rückw.

Tabelle 4.3:  In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide
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oMD078 CCCCGAGCTCctggctgcatcgtttaaatgc SacI pHUB1 vorw.
oMD079 CCCCGAATTCcttactaaacaatagaaaagc EcoRI tHub1

oMD082 tgagaccaggtgagaccaggtaacgagacgaacacaactttacaagtcaaataagaaatc­
CAGCTGAAGCTTCGTACGC

Δade3:: vorw.

oMD083
aaaaaaacttttgcatttgtctttattaaattctatataattaagttgtc­
GCATAGGCCACTAGTGGATCTG Δade3:: rückw.

oMD084 aaacgacggccagtgagcgcgcgtaatacgactcactatagggcgaattgtctagaTC­
CAGGTAGTGGATGTGCGAG

pADE3 homologe Rekombination 
vorw.

oMD085
ATGCTTTTCTATTGTTTAGTAAGgaattcgatatcaagcttatcgatacccc­
cgggGTCGCGGAACGTTAAATCCCC

tADE3 homologe Rekombination 
rückw.

oMD147 ccccccgtcgacCAGGTAATACAGCTCCAAATTTG SalI HUB1 (o. STOP) rückw.
oMD148 ccccccgtcgacGGTGGTGGTCTCGTTAAAGTGTGTGGTTTG SalI 3xGLY-(o. ATG)-klTRP1 vorw.
oMD149 ccccccctcgagCTATTGAGAGGCCTGCTG XhoI klTRP1 rückw.
oMD150 ccccccctcgagAAAATGCGCTGTTTTTTTTTTTTTG Xho1 tHUB1 vorw.
oMD151 ccccccgggcccCTTACTAAACAATAGAAAAGCATTATAGAG ApaI tHUB1 rückw.
oMD153 TCAGCACCATCATCCACAGCAG pHUB1 (80bp vor HUB1) vorw.
oMD156 ccccccgtcgacCTACAGGTAATACAGCTCCAAATTTG SalI HUB1 rückw.
oMD159 GATGAGGAGGGAGAGGAAAAGATTG klTRP1 (80bp nach HUB1) rückw.
oMD160 ccccgtcgacTAATTAGCTGAAAAATGCGCTGTTTTTTTTTTTTTG SalI STOP-tHUB1 vorw.
oMD163 ACTTGTGCGATTGAACTTCC PRP8 Teil I vorw.
oMD164 CGTACTCCTCATCGTTCTGG PRP8 Teil I rückw.
oMD165 GCGAATATAAGGTAGCGTTTCC PRP8 Teil II vorw.
oMD166 ATACCCAGGCATCAGCTTTG PRP8 Teil II rückw.
oMD167 GGCTTGGAGATGTTGGAAGG PRP8 Teil III vorw.
oMD168 CGTCCTGACGTATTAGCCTC PRP8 Teil III rückw.
oMD169 TTGGCAGAGAATCCAGATCC PRP8 Teil IV vorw.
oMD170 ACCGACATAGACATTTGCTC PRP8 Teil IV rückw.
oMD171 ACTCATGCTCAAAGAACTGG PRP8 Teil V vorw.
oMD172 TCATTTTGGCACTTTCCTCG PRP8 Teil V rückw.
oMD173 GGTTAGACCGTATTTCATCG PRP8 Teil VI vorw.
oMD174 GACGGGCATAAAAAATGCGTTG PRP8 Teil VI rückw.
oMD177 GAAAATTTACTGAATTAACAATGGATTCTG RT-PCR ACT1 vorw.
oMD178 GGATTGAGCTTCATCACCAAC RT-PCR ACT1 rückw.
oMD208 ccccggatccATGAACAAAACGGAAAACCTTTC BamHI SNU66(aa1-107) vorw.
oMD209 ccccgaattcttaACTGTCGTCATTTACATTAGTTTC EcoRI Snu66(aa1-107) rückw.
oMD214 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctctATGATTGAGGTAGTTGTGAAT attB1-HUB1 vorw. 
oMD215 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcCTACAGGTAATACAGCTCCAA attB2-STOP-HUB1 rückw. 
oMD226 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctctATGATTGGGGTAGTTGTGAAT attB1-HUB1(E3G) vorw. 
oMD227 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctctATGATTGAGGTAGTTGTGAGT attB1-HUB1(N7S) vorw. 
oMD228 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctctATGATTGAGGTAGTTGTGATT attB1-HUB1(N7I) vorw. 
oMD229 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcCTACCGGTAATACAGCTCCAA attB2-STOP-HUB1(E69K) rückw. 
oMD230 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcCTACAGGTAATGCAGCTCCAA attB2-STOP-HUB1(Y71H) rückw. 
oMD231 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcCTACAGGTAATTCAGCTCCAA attB2-STOP-HUB1(Y71N) rückw. 
oMD232 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcCTACAGGTAACTCAGCTCCAA attB2-STOP-HUB1(Y71S) rückw. 
oMD233 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcCTACCGGTAATACAGCTCCAA attB2-STOP-HUB1(L73R) rückw. 

oMD237
GGGAAAGAGGAGCGGTGGCAAAGCTTAGATTGCAAATAAATACTCT­
GAAAgatATCAACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGAAC Gateway®-Konv. (pGD251) vorw. 

oMD238 AAATGTATGTATTGTGTATTTAGATCAAAAAAAAAAAAACAGCG­
CATTTTgatATCACCACTTTGTACAAGAAAGCTG

Gateway®-Konv. (pGD251) rückw.

oMD260 CATCAAACCTAAAGAAACCATGTCAGC RT-PCR MUD1 vorw.
oMD261 ATCAGCGGTTGTGATGATATTTGTAAT RT-PCR MUD1 rückw.
oMD264 CATTAAAGAATCAGTTAGAGAATATAAAACAAGATAATAAAAATG RT-PCR UBC12 vorw.
oMD265 ATTACCTCCAATTTCGGCGATTG RT-PCR UBC12 rückw.
oMD266 CTCCATTTAGGCAGGACAGTATTTTG RT-PCR ARP9 vorw.
oMD267 GGTTTGATTAATTCGGCTTTATTATCCTTG RT-PCR ARP9 rückw.
oMD270 GGAAAAGTCACTGGATCACACATT RT-PCR PCC1 vorw.
oMD271 CGAAGCACCCTATCATCAATGC RT-PCR PCC1 rückw.
oMD272 CTACAGCGTCTTCAGGAAGAAAG RT-PCR UBC9 vorw.
oMD273 GATATTCATTTGGATATTCGACTGTAATTGG RT-PCR UBC9 rückw.
oMD274 ATGAATCAGTTAGGAGCTTTAGCC RT-PCR YIP3 vorw.
oMD275 TACTTCAGGTTATACGCCACTCT RT-PCR YIP3 rückw.



64 Material und Methoden

oMD276 CACTAGGCTACACAGATGAGTTCAAG RT-PCR BET1 vorw.
oMD277 CATCTGTTCCTCACTTTGAGATTCAAG RT-PCR BET1 rückw.
oMD280 CAGCTATGGAACAAAGGAACAACG RT-PCR GIM4 vorw.
oMD281 GTTTGAACATCACTTTCAACAAGTGC RT-PCR GIM4 rückw.
oMD282 CATTGAAATTCAGTATAAAAATGTCTGAATTTAAGAT RT-PCR YNL050C vorw.
oMD283 CTTTGAGATCTAATGATGAGTCGGTTC RT-PCR YNL050C rückw.
oMD284 CATTCAGGCAAAAGGCTCAGAAG RT-PCR HOP2 vorw.
oMD285 CAAGAGTAAATTATAATCTTTCCGAAGGTTTTAGAC RT-PCR HOP2 rückw.
oMD286 CATAAGACTTAAAACTAACCTCAATGGCG RT-PCR QCR10 vorw.
oMD287 GAATCTTTTTGTATAGCGTATCTTGAAACTTAGG RT-PCR QCR10 rückw.
oMD288 GAAGAACCAGAAATATTATGGAGGCAA RT-PCR SRC1 vorw.
oMD289 GTAGATTTCTCTTTCAAATCGACACTTCATTC RT-PCR SRC1 rückw.
oMD290 GGAATAACGCCACATATTCATTGTAAAGA RT-PCR COX5B vorw.
oMD291 CATGGAAGCTTTTGACGTTCTGTC RT-PCR COX5B rückw.
oMD292 GTTTCTTCTTGGTCATATTTTTTATACATATATACATACATATAT RT-PCR YJR079W vorw.
oMD293 GAAGCTTGTCCGTACTGAATTTGAC RT-PCR YJR079W rückw.
oMD294 GCTTATTCAATTAATCAATATACGCAGAGATG RT-PCR RPL30 vorw.
oMD295 GTTGTCCAAGGGACTTTCTCAAAAC RT-PCR RPL30 rückw.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Allgemeine Methoden

Alle allgemeinen molekularbiologischen Methoden wurden nach den Anweisungen in Ausubel 

et al. (1989) durchgeführt, mit dem Verweis auf die dort beschriebenen Rezepte der Standardpuf­

fer.

4.2.2 Klassische Klonierung

Die benötigten Enzyme (Restriktionsenzyme, Nukleasen, Polymerasen, Ligasen) wurden nach 

der Anleitung des Herstellers eingesetzt (NEB, wenn nicht anders beschrieben). Geschnittene Vek­

toren wurden durch Agarosegelelektrophorese und Gelextraktion (Invitek) gereinigt. Mindestens 

100 ng Vektor wurden mit dem Insert in verschiedenen Mengenverhältnissen für 1h oder über 

Nacht bei 16°C ligiert.

4.2.3 Gateway®-System

Die Rekombination eines Inserts in den Donor-/Zielvektor erfolgte mit Gateway® BP/LR Clona­

se® II nach der Anleitung des Herstellers (Invitrogen). 
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4.2.4 SDS-PAGE / Western Blot / Immundetektion

Proteine wurden durch diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli (1970) anhand ihres Mole­

kulargewichts aufgetrennt und durch Elektrophorese auf eine Nitrozellulosemembran (ROTH) 

übertragen (beides Bio-Rad Mini-PROTEAN 3). Das Blockieren der Membran erfolgte entweder mit 

Magermilch oder proteinfreiem Rotiblock (ROTH). Die Antikörpersignale wurden entweder mit 

dem ECL-System (Amersham) und Röntgenfilmen (Kodak) oder mit dem Odyssey®-System (LI-COR 

Biosciences) detektiert.

verwendete Antikörper:

anti-Hub1 (primär, Kaninchen, polyklonal, affinitätsgereinigt, 1:1000; A. Wittstruck)

anti-Pgk1 (primär, Maus, monoklonal, 1:10000, Sigma)

anti-Peroxidase (primär, Peroxidase-gekoppelt, Sigma)

anti-Kaninchen (sekundär, Peroxidase-gekoppelt, Sigma)

anti-Maus (sekundär, Peroxidase-gekoppelt, Sigma)

anti-Kaninchen (sekundär, IRDye®-680, LI-COR Biosciences)

anti-Maus (sekundär, IRDye®-800, LI-COR Biosciences)

4.3 E.coli-Methoden

4.3.1 Medien

Die Anzucht von Bakterien erfolgte in LB-Medium, das mit erforderlichen Antibiotika versetzt 

wurde, durch Schütteln bei 37°C. Feste Medien enthielten 2% Agar.

Luria-Bertani (LB) - Medium: Antibiotika:

1% Hefeextrakt (Becton & Dickinson) 100 µg/ml Ampicillin (ROTH)

1% Natriumchlorid 25 µg/ml Kanamycin (ROTH)

2% Trypton (Becton & Dickinson) 25 µg/ml Chloramphenicol (ROTH)

 

4.3.2 Elektrokompetente Zellen und DNS-Transformation

Eine Bakterienkultur einer OD600 von 0,5 wurde für 20 min auf Eis abgekühlt, zweimal mit eis­

kaltem sterilen Wasser und einmal mit einer eiskalten sterilen 10% Glyzerinlösung gewaschen. 

Das Zellpellet wurde im selben Volumen mit 10% Glyzerin resuspendiert und in 50 µl-Aliquots bei 

-80°C gelagert. Ein Aliquot elektrokompetenter Zellen wurde mit 0,5 µl einer Plasmidlösung ver­



66 Material und Methoden

setzt, für 5 min auf Eis inkubiert und in einer Elektroporationsküvette (2 mm, Peqlab) bei einer 

Spannung von 2,5 kV elektroporiert. Die Zellsuspension wurde in LB-Medium aufgenommen, für 

30 min bei 37°C geschüttelt und auf entsprechendem Selektionsmedium ausplattiert.

4.3.3 Plasmidpräparation

Plasmide aus Bakterien wurden durch Präparationskits laut Anweisungen der Hersteller (Qia­

gen, Invitek oder Eppendorf) gewonnen.

4.3.4 Proteinexpression

Die Bakterienkultur mit dem Expressionsplasmid wurde bis zu einer OD600 von 0,7 bei 37°C 

geschüttelt und die Expression durch Zugabe von 0,2 mM IPTG (Sigma) für 2 Stunden induziert. 

Die Zellen wurden abzentrifugiert, in Lysepuffer aufgenommen und durch Ultraschall lysiert. Das 

Lysat wurde 10 min bei 5000 x g und weitere 20 min bei 20000 x g abzentrifugiert und der klare 

Überstand für die weitere Reinigung verwendet. 6xHis-Hub1 wurde an Ni-NTA (Qiagen) gebun­

den, mit 10fachem Säulenvolumen gewaschen und mit Puffer Hub1-E eluiert. Das Eluat wurde ali­

quotiert, dessen Proteinkonzentration durch UV bestimmt und bei -80°C gelagert. Sowohl GST-

Snu66(1-107), als auch GST wurden an Gutathion-Sepharose (Amersham) gebunden und mit 10fa­

chem Säulenvolumen gewaschen.Die beladene Säulenmatrix wurde bei 4°C gelagert.

Lysepuffer: Hub1-E:

50 mM Tris/HCl pH 8,0 10 mM Tris/HCl pH ,0

150 mM NaCl 150 mM NaCl

1 mM PMSF (Sigma) 50 mM EDTA

4.4 Hefe-Methoden

4.4.1 Medien

Die Anzucht von Hefen erfolgte entweder in Vollmedien oder Minimalmedium. Die Selektion 

auf bestimmte Markergene erfolgte durch Zugabe geeigneter Antibiotika oder durch Weglassen 

der entsprechenden Komponente im Minimalmedium. Soweit nicht anders beschrieben wurden 

die Zellen in Flüssigmedium bei 30°C geschüttelt. Feste Medien enthielten 2% Agar.
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Vollmedien: „synthetic complete“(SC)-Minimalmedium:

1% Hefeextract (Becton & Dickinson) 1x Stickstoffbasis (YNB; Becton & Dickinson)

2% Pepton (Becton & Dickinson) 2% Kohlenstoffquelle

2% Kohlenstoffquelle 0,002% Uracil

0,001% Adenin (Sigma)

100x Aminosäuremischung: 1% einer 100x Aminosäuremischung

0,2 % Arginin

0,3 % Histidin Antibiotika:
0,6 %Isoleuzin 200 µg/ml Geneticin (G418-Sulfate; Calbiochem)

0,6 % Leuzin 100 µg/ml Nourseothricin (cloNAT; WERNER BioAgents)

0,4 % Lysin 1 mg/ml 5-Fluoro-orotsäure (5-FOA; Fermentas)

0,2 % Methionin

0,6 % Phenylalanin

0,5 % Threonin

0,5 % Tryptophan

4.4.2 Kreuzen, Sporulation und Tetradenanalyse

Zum Kreuzen von haploiden Stämmen wurden zwei Hefestämme gegensätzlichen Geschlechts 

auf Vollmedium vermischt und für 3 Stunden bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden bei geeigne­

ten Markern auf Selektionsmedium plattiert und auf diploide Zellen selektiert. Waren keine Mar­

ker nutzbar, wurden Zellen im Zygotenstadium mit einem Mikromanipulator vereinzelt. Zur 

Sporulation von diploiden Hefestämmen wurden 0,2 ml einer stationären Kultur in 3 ml PräSpo-

Medium für 6 Stunden bei 30°C rotiert. Die Zellen wurde zweimal mit sterilem Wasser gewaschen 

und in 3 ml Spo-Medium für 2 Tage bei 30°C geschüttelt. Die Zellwand der entstandenen Asci wur­

de durch Zugabe von 10 μl einer 100 µg/ml Zymolyaselösung (Zymolyase 20T; MP Biomedicals) 

für 5 min bei Raumtemperatur verdaut. Die Sporen wurden anschließend mit einem Mikromani­

pulator auf Platten gelegt und bei 30 °C inkubiert. Die Größe der Kolonien wurde nach zwei Tagen 

notiert und deren Genotypen durch Replikaplattieren auf geeignete Selektionsmedien bestimmt.

PräSpo-Medium: Spo-Medium:

0,8 % Hefeextrakt 1 % Kaliumacetat

0,3 % Pepton 0,1 % Bacto-Pepton

10 % Glukose 0,05 % Glukose
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4.4.3 Tüpfeltest zur Wachstumsanalyse 

Hefezellen einer frühen logarithmischen Wachstumsphase wurden auf eine OD600 von 0,3 ein­

gestellt und anschließend seriell 1/5 verdünnt. Von diesen Verdünnungen wurden mittels eines 

Replikationsrechens gleiche Volumina auf Platten mit passenden Medien getüpfelt. Die Platten 

wurden bei den angegebenen Temperaturen für 2-3 Tage inkubiert und die Größe der Kolonien 

dokumentiert. 

4.4.4 Kompetente Zellen und DNS-Transformation

Eine Hefekultur mit einer OD600 von 0,7 bis 1,0 wurde zweimal mit sterilem Wasser und einmal 

mit sterilem TEL-Puffer gewaschen. Eine Zellsuspension von 3 OD in 40 µl TEL-Puffer wird mit 5 µl 

10 g/l Träger-DNS (Carrier-DNA; Sigma) versetzt und bei -80°C gelagert. Ein Aliquot kompetenter 

Zellen wurde mit 1 µg DNS und 350 µl TEL-PEG-Puffer gemischt und für 30 min bei 30°C und wei­

teren 15 min bei 42°C inkubiert. Die Zellen wurden einmal in sterilem Wasser gewaschen und auf 

ein erforderliches Mangel- oder Selektionsmedium ausplattiert.

TEL-Puffer: TEL-PEG-Puffer:

10 mM Tris/HCl pH 8,0 TEL-Puffer mit 40% Polyethylenglycol 4000

0,1 M LiAc

1 mM EDTA

4.4.5 Präparation von genomischer DNS / Plasmiden

10 ml Zellsuspension einer Übernachtkultur wurden abzentrifugiert, zweimal mit sterilem 

Wasser gewaschen und in 0,2 ml Lysepuffer resuspendiert. Ein Pelletvolumen Glaskugeln (425-

600 μm; Sigma) wurde dazu gegeben, mit 0,2 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1; Sig­

ma) gemischt und 5 min intensiv geschüttelt. Nach einer Zentrifugation bei 16.000 U/min für 

2 min wird der wässrige Überstand in ein neues Reaktionsgefäß übernommen und die enthaltene 

DNS gefällt.

Lysepuffer:

10 mM Tris/HCl, pH 8.0

1 mM EDTA

0,1 M NaCl 

1% SDS  / 2% Triton X-100 
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4.4.6 Präparation von RNS

Gesamt-RNS aus Hefekulturen wurde laut dem Protokoll in Amberg et al. (2006b) präpariert 

und in Aliquots bei -80°C gelagert.

4.4.7 Lyse von Hefezellen

Zellen einer Hefekultur mir einer OD600 von 0,7 wurden abzentrifugiert, einmal mit sterilem 

Wasser gewaschen und in ca.100 µl eines geeigneten Lysepuffers pro 100 OD Zellen resuspendiert. 

Nach der Zugabe von selben Volumen Glaskugeln (425-600 μm; Sigma) wurde die Zellsuspension 

5 min intensiv geschüttelt. Zur Präparation von Rohlysaten wurde die Suspension 1 min bei 

1000 x g zentrifugiert und der Überstand verwendet. Für zytosolische Extrakte wurde das Rohly­

sat weitere 10 min bei 13000 x g abzentrifugiert.

4.5 Suche nach genetischen Interaktionen mit Hub1

4.5.1 Mutagenese der Zellen

Für das Plasmid pMD004 wurde der genomische Bereich von HUB1, einschließlich 600 bp vor 

und 120 bp nach der kodierenden Sequenz (oMD078/079; SacI/EcoRI), in den Hefevektor pRS416 

kloniert. Danach wurde ADE3, mit eigenem Promotor und Terminator, durch homologe Rekombi­

nation (oMD084/085) in diesen Vektor integriert. Der Stamm yMD039 wurde aus dem Hefestamm 

yGD141 durch die Deletion von ADE3 durch homologe Rekombination mit einer kanMX6-Deleti­

onskassette (pFA6a-kanMX6; oMD082/83) erstellt und mit der Transformation von pMD004 für die 

Mutagenese und Selektion auf genetische Interaktionen mit Hub1 vorbereitet. Die Mutagenese 

der Hefezellen erfolgte nach der Anleitung in Amberg et al. (2006a). Der Anteil der überlebenden 

Zellen wurde durch den Vergleich wachsender Kolonien mit der unbehandelten Kontrolle be­

stimmt. Die mutagenisierten Zellen wurden auf große Kulturschalen (30x30cm, Corning; SC-Medi­

um mit 0,0004% Adenin) ausplattiert, so dass Einzelkolonien ausgewertet werden konnten. Die 

Platten wurden visuell auf komplett rote Hefekolonien untersucht. Die Grundlagen der Farbselek­

tion wurden in Jones and Fink (1982),Roman (1956) und Bender et al. (1991) im Detail erläutert. 

Diese Kolonien wurden auf ihr Wachstum auf SC-Medium mit 1 g/l 5-FOA getestet. Die Selektion 

auf 5-FOA-Medium gegen URA3 wird in Boeke et al. (1984) beschrieben.
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Stämme, die auf 5-FOA-Medium nicht überlebten, wurden mit dem Plasmid pGD131 transfor­

miert und erneut auf ihr Wachstum auf 5-FOA-Platten getestet. 

4.5.2 Suche nach komplementierenden genomischen Fragmenten

Wenn ein synthetisch letaler Hefestamm nach der Transformation mit pGD131 auf 5-FOA-Me­

dium überlebte, wurden die ursprünglichen Zellen mit einer Plasmid-Bibliothek transformiert, 

die in einem LEU2-Vektor genomischer Fragmente der Hefe enthielt (Yeast Genomic Library, 

Goodson et al. (1996). Die Transformanten wurden erneut auf ihr Wachstum auf 5-FOA-Medium 

geprüft. Aus überlebenden Stämmen wurden die enthaltenen Plasmide isoliert, in E. coli verviel­

fältigt und das komplementierende genomische Fragment ansequenziert (HBV/HBR).

4.5.3 Bestimmung der Mutation in genomischer DNA

Der Stamm mit dem synthetisch letalen Phänotyp wurde zwei mal mit dem W303-Wildtyp zu­

rück gekreuzt. Blieb die synthetische Letalität in den Tochterzellen erhalten, wurde der genomi­

sche Bereich des Ursprungsstamms, der auf dem komplementierenden Plasmid bestimmt wurde, 

sequenziert. Für den Stamm 13-115 wurden überlappende Fragmente des genomischen Bereichs 

von PRP8 amplifiziert (oM163 - oMD174), gereinigt und die DNS-Fragmente sequenziert.

4.5.4 Suche nach genetischen Interaktionen von Deletionsstämmen

Für die Suche nach genetischen Interaktionen von Hub1 mit Deletionen nicht-essentieller 

Splicing-Faktoren wurde die angegebenen Stämme aus der Sammlung (YKO-Library; Openbiosys­

tems) mit dem Stamm yGD251 gekreuzt, die diploiden Stämme sporuliert und die Verteilung der 

Deletionsmarker in den Sporen durch Tetradenanalyse dokumentiert. Die Stämme wurden als Se­

rienverdünnung auf Platten mit Vollmedium getüpfelt und bei den angegebenen Temperaturen 

inkubiert. Nach 3-5 Tagen wurde das Wachstum der Zellen dokumentiert. Der Stamm PRP19-

TAP Δhub1 wurde aus der TAP-Tag-Sammlung (Openbiosystems) durch Kreuzen mit einer 

MATα hub1Δ::natMX4-Kolonie (aus obiger Tetradenanalyse), Sporulation und anschließender Te­

tradenanalyse generiert. 
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4.6 Wachstumskurve

Für den Stamm yMD355 wurde im Stamm yMD348 ein Galaktose-induzierbarer Promoter 

durch homologe Rekombination (pYM-N25; oGD202/203) genomisch vor HUB1 integriert. Die Zel­

len wurden über Nacht in Vollmedium mit 2% Galaktose bis zu einer OD600 kleiner als 0,7 wachsen 

gelassen und zu Beginn der Messung in Vollmedium mit 2% Glukose zurück verdünnt. Die Kultu­

ren wurden bei 30°C geschüttelt und deren Zelldichte periodisch bestimmt.

4.7 Reverse-Transkriptase (RT) – PCR

4.7.1 DNS Verdau und RT-Reaktion

1 µg Hefe-RNS wurde mit 1 U DNase I (RNase frei, Roche), in 10 µl 1x DNase Puffer (RNase frei), 

versetzt, für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und das Enzym durch Inkubation für 10 min 

bei 70°C inaktiviert. Die RNS-Lösung wurde mit 250 ng “Random Hexamer”-Oligonukleotiden 

(Fermentas) in 25 µl 1x RT-Buffer (Promega) für 5 min bei 70°C inkubiert und danach für 5 min auf 

Eis abgekühlt. Nach der Zugabe von 100 U MLV-Reverse-Transkriptase (Promega) wurde der An­

satz zunächst für 10 min bei Raumtemperatur und danach für weitere 50 min bei 42°C inkubiert. 

Die Transkriptase wurde durch Inkubation für 10 min bei 70°C deaktiviert.

4.7.2 PCR nach RT-Reaktion:

Ein PCR-Ansatz von 25 µl enthielt 2 µl einzelsträngige cDNA (nach RT-Reaktion), 1 µM eines 

genspezifischen Oligonukleotidpaars, 0,2 mM dNTPs (Fermentas) und 0,5 U Taq-Polymerase (NEB) 

in 1x Reaktionspuffer. Das PCR-Programm wurde nach den Vorgaben des Herstellers eingerichtet, 

mit 35 Zyklen bei 52°C bis 60°C Schmelztemperatur (je nach Oligonukleotidpaar) und einer Exten­

tionszeit von 1 min bei 72°C. Die Größe und Menge der DNS-Fragmente wurde mittels 2%-Agaro­

segelelektrophorese detektiert.

4.8 Wachstum auf Kupferplatten

Die Deletion von HUB1 in den Stämmen yJU75 und KH46 erfolgte durch homologe Rekombina­

tion einer natMX6-Deletionskassette (pAG25; oGD67/68) für yNM540, bzw. einer HIS3MX6-Deleti­

onskassette (pYM2; oGD67/68) für KH46-Δhub1. Die Mutation in PRP8 wurde durch Kreuzen von 
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yJU75 und yMD352, Tetradenanalyse und der Selektion auf eine kupfersensitive Kolonie mit Auxo­

trophie für Uracil und Lysin (yMD460) verfügbar gemacht. Die Stämme KH46 und KH46-Δnam8, so­

wie die Plasmide PRS316AMA1-CUP1, pRS316CF7B-G1A und R1070 wurden von Dr. M. Spingola 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt, der Stamm yJU75 und die Plasmide pCC-71, pMA-A3C, 

pMA-BS-C und pMM-41 von Dr. C. Query. Die verschiedenen Stämme wurden mit den angegebe­

nen Plasmiden transformiert, als Kulturen einer OD600 von 0,3 in Mikrotiterplatten überführt und 

als Verdünnungsreihen auf Platten gestempelt. Die Platten, mit einer Kupferkonzentration zwi­

schen 0 und 0,2 mM (Lesser et al. 1993b), wurden drei Tage bei 30°C inkubiert und danach ausge­

wertet.

4.9 β-Galaktosidase-Assay

Die Plasmide pLGSD5, pHZ18, pHZ12, pHZ8 und pLint-Nde°Acc° wurden von Dr. M. Rosbash 

freundlicherweise für diese Arbeit zur Verfügung gestellt. Die Plasmide pLGSD5 (kein Intron), 

pHZ18 (Wildtyp-Intron), pHZ12 (5'-GUAUAU) und pHZ8 (BS-UAUUAAC) wurden in die Hefestäm­

me W303-1A, yGD141 und yMD348 transformiert, die Plasmide pLGSD5 und pLint-Nde°Acc° (Ex­

port-Reporter) in die Stämme BY4742, Δhub1, Δpml1 sowie Δpml39. Für die Bestimmung der Enzy­

maktivität wurden die Kulturen wurden über Nacht bei 30°C in Selektionsmedium mit 2% Raffino­

se bis zu einer OD600 von 0,5 geschüttelt. Die Transkription der Reporterkonstrukte wurde durch 

Zugabe von 2% Galaktose induziert und die Zellen weitere 2 Stunden bei 30°C geschüttelt. Für die 

Messung wurden 40 µl der Zellsuspension in 800 µl Z-Puffer verdünnt, mit 1 Tropfen 0,1% SDS-Lö­

sung und 2 Tropfen Chloroform versetzt und intensiv geschüttelt. Die lysierten Zellen wurden 

30 min bei 30°C inkubiert und mit 200 µl ONPG-Lösung vermischt. Die Ansätze wurden bei 30°C in­

kubiert, bis eine leichte Gelbfärbung zu beobachten war. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 

400 µl 1 M Natriumkarbonatlösung beendet und die Absorption der Zellsuspension bei 420 nm 

und 550 nm gemessen. Alle Werte wurden dreifach bestimmt und gemittelt. Die Berechnung der 

Enzymaktivität erfolgte nach Miller (1972). Die Aktivitäten der Reporter mit Intron wurde auf die 

Enzymaktivität der Intron-losen Kontrolle normiert. Werte aus mindestens drei unabhängigen 

Versuchen wurden gemittelt und deren Standardabweichung bestimmt. Durch einen t-Test wurde 

geprüft, ob sich die Werte der veränderten Hefestämme signifikant vom Wildtyp unterschieden.
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Z-Puffer: ONPG-Lösung:

0,1 M Natriuphosphat, pH 7,0 4 mg/ml ONPG (Sigma) 

10 mM Kcl in 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,0 

1 mM MgSO4 

50 mM β-Mercaptoethanol 

4.10 N- und C-terminale Erweiterungen von Hub1

Für den Funktionstest von Hub1-Fusionsproteinen mit N- oder C-terminalen Erweiterungen 

wurde das Plasmid pMD032 generiert, durch Umsetzen des HUB1-Promotors (pMD019; SacI/EcoRI) 

und Terminators (oMD160/151; SalI/ApaI), vor den zusätzlich Stopcodons in allen Leserahmen 

eingefügt wurden. Für das Plasmid pMD055 wurde die Sequenz von HUB1 aus dem Plasmid pM­

D019 in pMD032 eingefügt (EcoRI/SalI), so dass der C-Terminus um die Codons der Schnittstelle 

erweitert wurde. Zur Kontrolle diente das Plasmid pMD023, das HUB1 mit originalem Stopcodon 

(oGD163/oMD156; EcoRI/SalI) trägt. Für das Plasmid pMD022 wurde das HUB1-klTRP1-Fragment, 

inklusive Promoter und Terminator (SacI/ApaI), in pRS415 überführt. Diese und weitere Plasmide 

(pGD83, pGD85, pGD99, pGD218, pGD243, pGD240, pGD244, pCH1) wurden in den Hefestamm 13-

115 transformiert und das Wachstum der Kolonien auf 5-FOA-Platten dokumentiert.

4.11 Mutagenese von HUB1  und Charakterisierung der Mutanten

4.11.1 Mutagenese und Isolation der Mutanten

Für die HUB1-Mutagenese wurde das Plasmid pMD019 erstellt, in dem ein Fusionskonstrukt 

aus HUB1 ohne Stopcodon (oGD163/oMD147; EcoRI/SalI) und klTRP1 ohne Startcodon aber mit 3 

N-terminalen Glyzincodons (oMD148/149; SalI/XhoI) in den bakteriellen Vektor pBluescript KS(-) 

integriert wurde, umgeben vom genomischen HUB1-Promotor (oMD78/146; SacI/EcoRI) und Ter­

minator (oMD150/151; XhoI/ApaI). Das Plasmid pMD027 wurde durch Integration des genomi­

schen HUB1-Promotors, des klTRP1-Konstrukts und des genomischen HUB1-Terminators in den He­

fevektor pRS413 generiert. Dabei blieben Schnittstellen für EcoRI und SalI zwischen Promotor und 

klTRP1 erhalten. Durch fehlerbehaftete PCR (Wilson u. a. 2000; pMD019; oMD153/159) wurde eine 

Bibliothek von mutierten HUB1-Kopien generiert, die durch homologe Rekombination in pMD027 

integriert werden konnten. Die Mutationsrate wurde dabei auf den Austausch einer Basenpaarung 

für eine Produktgröße von 400 bp eingestellt. 0,5 µg der HUB1-Mutantenbibliothek und 0,5 µg des 

geschnittenen Vektors pMD027 (EcoRI/SalI) wurden in den Stamm 13-115 transformiert und auf 
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Tryptophan-Mangelmedium auf die Expression des Hub1-klTrp1 Fusionskonstruktes selektiert. 

Die erhaltenen Kolonien wurden auf 5-FOA-Medium replikaplattiert. Aus Kolonien, die die Selekti­

on gegen das enthaltene Plasmid pMD004 nicht überlebten wurden die Plasmide isoliert und die 

Mutation in HUB1 durch Sequenzierung bestimmt. Die Sequenz der HUB1-Mutanten wurden ohne 

klTRP1 amplifiziert (oMD214/215; oMD226-233) und durch Rekombination in den Gateway®-Vektor 

pDONR221 umgesetzt (pMD139 – 150, pMD163 – 186).

4.11.2 Vergleich der zellulären Hub1-Proteinlevel

Für den Vergleich der Menge an Hub1 in nicht-synchronisierten Kulturen der frühen expo­

nentiellen Wachstumsphase wurde das Plasmid pGD251 durch Umsetzen des HUB1-Promoters und 

Terminators (pMD019; SacI/ApaI) in den Hefevektor pRS414 und anschließender homologer Re­

kombination der Gateway®-Konversionskassette (pDESTco; oMD237/238) erstellt. Die Hub1-Mu­

tanten wurden durch Rekombination aus den Donor-Vektoren in diesen Vektor umgesetzt (pM­

D211-246) und in den Hefestamm yGD139 transformiert. 50 OD der jeweiligen Kulturen wurden ly­

siert und die zytosolischen Extrakte mit Methanol gefällt. Die Äquivalente zu 2 OD Zellen wurden 

durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Die Menge an eingesetztem Ma­

terial wurde anhand der Stärke der Pgk1-Signale angepasst und danach die Stärke der Hub1-Si­

gnale bestimmt. 

Lysepuffer:

50 mM Tris/HCl pH 8,0

150 mM NaCl

0,5 mM EDTA

Proteaseinhibitoren (Complete-Mini, Roche)

4.11.3 Vergleich der Hub1-Halbwertszeiten

Für Galaktose-induzierbare Expression wurden Wildtyp-Hub1 (pMD284) und die Mutante 

E58V (pMD285) in den Vektor pSV52 umgesetzt (Rub2-1f/-1r; BamHI/HindIII) und in den Hefes­

tamm yGD139 transformiert. Die Kolonien wurden bei 30°C in Selektionsmedium mit 2% Raffinose 

bis zu einer OD600 von 0,5 geschüttelt und die Expression für 2 Stunden durch Zugabe von 2% Ga­

laktose induziert. Nach der Induktion wurden die Zellen gewaschen und weitere 4 Stunden in Se­

lektionsmedium mit 2% Glukose inkubiert. Jede Stunde wurden 50 OD Zellen abzentrifugiert, ly­

siert und die zytosolischen Extrakte anschließend durch SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Trans­
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fer auf Nitrozellulose und Immunodetektion wurden die Fluoreszenzsignale für Pgk1 und Hub1 

quantifiziert. Die Signalstärke von Hub1 wurde auf den Wert für Pgk1 normiert und die Abnahme 

seit der Repression berechnet. Die Werte aus drei unabhängigen Experimenten wurden gemittelt 

und deren Standardabweichung bestimmt.

4.11.4 Bindung der Mutanten an Snu66 im Two-Hybrid-System

Das Plasmid pMR29 wurde homologe Rekombination von Snu66 (oMR1/2) in den Vektor pOB­

D2 erstellt und die Hub1-Mutanten durch Klonierung (klTRP1-Fusionskonstrukte; EcoRI/SalI) in 

den Vektor pOAD umgesetzt (pMR7-28, pMR30-33, pMR35-44). Die Plasmide, inklusive Kontrollen, 

wurden paarweise in den Reporterstamm PJ69-4α transformiert und deren Wachstum auf 

Trp/Leu-, Trp/Leu/His- sowie Trp/Leu/Ade-Mangelmedien beobachtet.

4.11.5 in-vitro Bindung der Mutanten an Snu66(1-107)

Für die Expression des N-terminalen Snu66-Fragments wurde das Plasmid pMD127 durch Klo­

nierung der Sequenz (oMD208/209; BamHI/EcoRI) in den Expressionsvektor pGEX4T-1 eingefügt. 

Die Hub1-Mutanten wurden aus den Donorplasmiden durch Rekombination in den Expressions­

vektor pDESTco (pMD151-162, pMD192-210) überführt. Sowohl GST-Snu66(1-107) als auch die 

Hub1-Mutanten wurden exprimiert und gereinigt. Die angegebenen Proteinmengen wurden in 

1 ml Bindepuffer für 1 Stunde bei 4°C rotiert, gewaschen und die Proteine von der Säulenmatrix 

durch erhitzen in SDS-Probenpuffer eluiert. Nach der SDS-PAGE wurden die Gele mit Coomassie 

gefärbt und die Farbdichte der Hub1-Banden quantifiziert. Die Scan-Bilder der Gele wurden durch 

das Programm ImageJ (Abramoff et al. 2004) ausgewertet und auf das Signal des Hub1-Wildtyps 

normiert. Die Werte aus drei unabhängigen Experimenten wurden gemittelt, deren Standardab­

weichung bestimmt und mittels eines t-Tests die Signifikanz des Unterschieds zum Wildtyp ge­

prüft.

Bindepuffer: Waschpuffer:

50 mM Tris/HCl pH 8,0 50 mM Tris/HCl pH 8,0

150 mM NaCl 150 mM NaCl

1 mM DTT 1 mM DTT

2% BSA (Sigma)
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4.11.6 Komplementation der genetischen Interaktionen

Die Plasmide der Hub1-Mutanten mit der Expression unter eigenem Promoter (pMD211-246) 

wurden in den Hefestamm 13-115 transformiert und das Wachstum der Zellen auf 5-FOA-Medium 

dokumentiert. Für die thermosensitiven Stämme wurden ein Plasmid pMD290 generiert, wobei 

der HUB1-Promotor, die Gateway®-Konversionskassette und der HUB1-Terminator aus pGD251 

(SnaBI/DraIII) durch homologe Rekombination in pRS416 umgesetzt wurde. Die Hub1-Mutanten 

wurde durch Rekombination aus den Donorplasmiden in diesen Vektor überführt (pMD304-339) 

und in die thermosensitiven Stämme transformiert. Die Stämme wurden als Verdünnungsreihen 

auf Vollmedium mit 2% Glukose getüpfelt, 3 Tage bei 30°C, bzw. 37°C inkubiert und das Wachstum 

der Zellen dokumentiert.
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6 Anhang

6.1 Abkürzungen

(m/sn) RNP (messenger/small nuclear) Ribonucleoprotein Particle
(m/t) RNS (messenger/transfer) Ribonukleinsäure
(RT-) PCR (Reverse Transcriptase-) Polymerase Chain Reaction
5-FOA 5'-Fluoro-orotic acid
5'-/3'-SS 5'-/3'-Spleißstelle
AD Activating Domain
ATP Adenosin-Triphosphat
BD Binding Domain
BS Branch Site
CBC Cap Binding Complex
CC Commitment Complex
DNS Desoxyribonukleinsäure
dNTP Deoxy-Nukleotid-Triphosphat
DTT Dithiothreitol
EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid
EMS Ethylmethansulfonat
GFP Green Fluorescent Protein
GST Glutathion-S-Transferase
LB Luria Bertani
LiAc Lithiumacetate
NaCl Natriumchlorid
NMD Nuclear Mediated Decay
NTC Nineteen Complex
ONPG ortho-Nitrophenyl-β-galactoside
PAP Peroxidase gekoppelter anti-Peroxidase Antikörper
PE Phosphatidyl-Ethanolamin
PQ Paraquat
ProA Protein A
RES prä-mRNS-Retention und Exportsystem
SDS(-PAGE) Sodium-Dodecylsulfat(-Polyacrylamid Gelelektrophorese)
TAP Tandem Affinity Purification
TEL (-PEG) Tris-EDTA-Lithiumacetat (-Polyetylenglycol)
UBA Ubiquitin Associated Domain
UDP Ubiquitin Domain Protein
UIM Ubiquitin Interaction Motif
ULM Ubiquitin Like Modifyer
UPR (ER/MT) Unfolded Protein Response (Edoplasmic Reticulum/Mitochondrium)
YP (D/G) Yeast Extract Peptone (Dextrose/Glycerol)
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