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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch Verwendung des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems
ein definierter Abschnitt im N-Terminus der PhosphatidylinositolJ4OH-Kinase Pik1
aus Saccharomyces cerevisiae als NCS-bindende Domane definiert werden. Die
Interaktion war im Zwei-Hybrid-System spezifisch fir NCS-1 innerhalb der NCS-
Familie. Durch biochemische Versuche konnte die Wechselwirkung, die sich als
Calcium-unabhéngig erwies, unter in vitro-Bedingungen bestatigt werden. Dabei war
die Bindung sowohl von unmyristoyliertem als auch myristoyliertem NCS-1 mit Pik1
vergleichbar. Die fiir die Bindung von NCS-1 relevanten Aminoséuren innerhalb des
N-Terminus von Pik1 wurden mit Hilfe eines Alanin- und Lysin-Scan in der
entsprechenden Region detaillierter untersucht. Dabei konnte fiir die an der Bindung
beteiligten Aminoséuren in der bindende Region von Pik1 die Struktur einer alpha-
Helix angenommen werden. Die Charakterisierung der Interaktion der
Bindungspartner erfolgte mittels Fluoreszenz-Spektroskopie und zeigte einen
Bindungskomplex von NCS-1 und Pik1 von 1:1. Die Bindung der beiden
Interaktionspartner erwies sich als hoch affin und zeigte keine Kooperativitat.
Weiterhin wurde die Bindung von NCS-1 mit einem N-terminalen Fragment des
spannungsabhangigen Kaliumkanal Kv4.2 mit Hilfe eines Lysin-Scan unter in vitro-
Bedingungen untersucht. Dabei zeigten einigen Mutanten unter Calcium-haltigen und
Calcium-freien Bedingungen ein abweichendes Bindungsverhalten im Vergleich zum
Wildtyp-Protein. Unter Calcium-freien Bedingungen konnte zudem ein Einflu von
Zink auf die Bindung von NCS-1 und dem N-Terminus von Kv4.2 beobachtet werden.
Die Lokalisation von NCS-1 wurde durch immunzytochemische Analyse von stabil
transfizierten Fibroblastenzellen untersucht. NCS-1 lag neben einer geringen
Expression im TGN im Gegensatz zu bisherigen Untersuchungen hauptséchlich in
der Membran vor. Die nicht-myristoylierbare Mutante NCS-1(G2A) konnte dagegen
vorwiegend im Zytosol der Zellen nachgewiesen werden. Eine Kolokalisation von
NCS-1 mit filamentdsem Aktin konnte unter den gewahlten Bedingungen nicht
gezeigt werden. Die zytochemische Untersuchung von Pl4Kbeta, dem putativen
humanen Pik1-Homolog, ergab eine perinukledre Lokalisation im Bereich des TGN.
Somit konnte bei einem Vergleich der stabil transfizierten Fibroblastenzellen keine
Kolokalisation von NCS-1 und Pl4Kbeta nachgewiesen werden. Mit Hilfe von
biochemischen Versuchen lieR sich unter den gewahlten Versuchsbedingungen
ebenfalls keine Interaktion dieser Proteine detektieren.



	

