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Zusammenfassung/Abstract

2 Zusammenfassung

Gegenstand dieser Arbeit war es, verschiedene Komponenten der ER- Proteintrans-
lokase strukturell und funktionell zu charakterisieren. Fur die Charakterisierung ka-
men verschiedene biophysikalische Methoden zum Einsatz, die es erméglichen, den
hydrodynamischen Radius, die molare Masse und die Bindung zweier Interaktions-
partner direkt zu messen. Fur die Bestimmung des hydrodynamischen Radius und
die molaren Masse kamen die Methoden der Mehrwinkel- und dynamischen Licht-
streuung (MALS und QUELS) zum Einsatz. FUr die Untersuchung der Interaktion von
Ribosom und Sec61- Komplex wurde die SPR- Spektroskopie verwendet.

Die molare Masse des 80S Ribosoms wurde mit 3,6 MDa, die der grof3en Unterein-
heit mit 2,5 MDa und die der kleinen Untereinheit mit 1,4 MDa bestimmt. Die hydro-
dynamischen Radien lagen bei 18,25 nm (80S Ribosom), 7,54 nm (40S Ribosom)
und 14,45 nm (60S Ribosom). Dies ist die erste direkte Messung der molaren Masse
und der Radien der Ribosomen, die mit der Kombination aus MALS, QUELS und
asymmetrischer Feldflussfraktionierung (AFFF) durchgefiihrt wurde.

Zur Bestimmung des dn/dc- Wertes von Digitonin wurden 2,5*10 bis 2*107 g/ml
Digitonin in einem RI- Detektor im Batch- Verfahren vermessen. Der gemessene
dn/dc- Wert lag bei 0,153. Dieser Wert ist fur die Bestimmung der molaren Masse
von Membranproteinen essentiell. Um Mizellen wahrend einer Messung mit der kom-
binierten MALS- und AFFF- Technik detektieren zu koénnen, muss mindestens
132 pg Digitonin/30 pl (= 4,4 mg/ml = 0,44 %) vorhanden sein.

Fur die Interaktion von Ribosomen mit dem Sec61- Komplex wurde ein Kp-Wert von
2,2 nM bestimmt. Fur die Interaktion des Ribosoms mit dem Sec61- Komplex konnte
gezeigt werden, dass die Bindung Uber die rRNA vermittelt wird.

Grpl70, ein Hsp70 verwandtes Protein im Sauger- ER, konnte gemeinsam mit BiP
aus Hundepankreas- Mikrosomen isoliert werden. Durch die Kombination aus
MALS- und AFFF konnte die Bildung des Komplexes aus Grp170 und BiP einer fri-
heren Arbeit bestétigt werden. In Anwesenheit von ATP dissoziierte der Komplex aus
Grpl170 und BiP. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sowohl Grpl70, als
auch BiP in Anwesenheit von ATP als Monomere vorliegen. Der hydrodynamische

Radius von BiP wurde mit 2,7 nm bestimmt.
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Abstract

Components of the protein translocase of the endoplasmic reticulum in pancreatic
cells have been characterized functionally and structurally. Asymmetric Field Flow
Fractionation (AFFF), dynamic light scattering (DLS) and Multi Angle Light Scattering
(MALS) were used for direct measurements of the molar masses and the hydrody-
namic radius of various homogenous protein populations. We applied these methods
to purified active ribosomes, the ribosomal subunits, Grp170 and BiP. Interaction of
ribosomes with the Sec61 complex, the main component of the protein conducting
channel (PCC), has been tested by surface plasmon resonance spectroscopy.

The molar mass of the assembled ribosomes was calculated to be 3.6 MDa, for the
large ribosomal subunit 2.5 MDa and for the small ribosomal subunit to be 1.4 MDa.
The hydrodynamic radii were determined to be 18.25 nm (80S ribosome), 7.54 nm
(40S ribosome) and (60S ribosome) 14.45 nm. This was the first direct measurement
of the molar mass and the hydrodynamic radius with the combination of AFFF and
MALS for mammalian ribosomes.

Digitonin concentrations in the range from 2.5*10 to 2*10° g/ml were determined
using a RI- detector. The estimated dn/dc-value is 0.153. For the MALS method, the
dn/dc- value is essential to determine the molar mass of membrane proteins Fur-
thermore, we observed that the minimal concentration of detergent that allows obser-
vation of micelles was 132 pg digitonin/30 pl (= 4.4 mg/ml = 0.44 %).

The dissociation constant of ribosomes to the Sec61 complex was determined to be
2.2 nM. The interaction between the mammalian ribosome and the mammalian
Sec61 complex were strictly rRNA dependent.

Grpl70 is a Hsp70 related protein in the lumen of the ER. It has been suggested,
that Grpl170 forms a complex together with the other lumenal Hsp70 BiP only in the
absence of ATP. In the presence of ATP, Grpl170 and BiP separates to monomers.

The hydrodynamic radius of BiP was calculated to be 2.7 nm.
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3 Einleitunq

Die eukaryontische Zelle besitzt verschiedene Kompartimente wie z. B. den Zellkern,
das Endoplasmatische Retikulum (ER), den Golgi-Apparat, die Mitochondrien oder
die Lysosomen. Sie sorgen fur effektive Stoffwechselwege, die ohne gegenseitige
Beeinflussung ablaufen konnen. Jedes dieser Kompartimente ist von mindestens
einer aus Lipiden und Proteinen zusammengesetzten Membran umschlossen.
Membranen stellen Diffusionsbarrieren dar, sodass spezifische Transportmechanis-
men den Austausch von Metaboliten mit der Umgebung gewéhrleisten mussen.
Hierbei unterscheidet man zwischen dem aktivem Transport und der erleichterten
Diffusion (1). Der Transport von Proteinen durch die Membran benétigt dabei komp-
lexere Mechanismen als der Austausch von lonen oder Stoffwechselprodukten.

In Pro- sowie Eukaryonten sind heute eine Reihe von Translokationssystemen be-
kannt, die den zielgerichteten Transport von Proteinen durch Membranen ermdgli-
chen. Die zu transportierenden Proteine enthalten in ihrer Aminosauresequenz eine
Signalsequenz, durch den die Proteine an die Oberflachen der jeweiligen Bestim-
mungsorganellen zielgerichtet geleitet werden. An der Zielmembran sorgt ein speziel-
les ,Targeting-System* daflir, dass die Proteine zum eigentlichen Translokationska-
nal gelangen. Der Translokationskanal in der Membran besteht aus einem porenbil-
denden Proteinkomplex, der sich zum Zielkompartiment hin 6ffnen kann. Dieser
Transport Uber die Membran ist meist ein energieabhangiger Prozess. Die fur den
Transport bendtigte Energie wird dabei in Form von ATP oder GTP zur Verfigung
gestellt. Nach dem die Proteine das Zielorganell erreicht haben, werden sie im Ziel-
kompartiment gefaltet und gegebenenfalls weiter modifiziert. Solche, nach diesem
Muster ablaufenden Transportsysteme wurden in Mitochondrien, Plastiden und dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) gefunden. Ist der Zielort das ER, der Golgi-
Apparat, die Lysosomen oder die Zelloberflache, verlauft der Transport tGber den so-
genannten sekretorischen Weg. Dabei beginnt die Proteinsynthese im Cytosol, die
Proteine werden dann ins ER, dem Ausgangspunkt des sekretorischen Weges, und
anschlieBend zum Golgi transportiert. ER oder Golgi-Apparat residente Proteine
kénnen Uber ein Retentionssystem aus KDEL- Sequenz und KDEL- Rezeptor dort
zuruckgehalten werden (2). Sollen die Proteine nicht im ER oder Golgi- Apparat ver-

bleiben, werden die Proteine in Vesikeln verpackt und zum jeweiligen Bestimmungs-
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ort beférdert. Bei der Synthese sekretoricher Proteine unterscheidet man zwischen
dem cotranslationalen Transport, bei dem die Proteine wahrend ihrer Synthese am
Ribosomen direkt durch die Membran gelangen, und dem posttranslationalen Trans-
port, bei dem zuerst vollstandig im Cytosol synthetisierte Proteine durch die Memb-
ran transportiert werden. Die Proteine des sekretorischen Weges besitzen eine
N- terminale Signalsequenz (3) , die zu einem cotranslationalen oder posttranslatio-
nalen Import in das ER Lumen oder die ER-Membran fuhrt. In sekretorischen Zellen
ist das ER mit mehr als 50 % der Gesamtmembranfraktion eines der gréf3ten Orga-
nellen der eukaryontischen Zelle (4,5). Neben dem ER- Transportapparat (dem
Translokon) fir die Beférderung durch die ER-Membran, wird die Translokation in
vivo durch weitere Faktoren unterstitzt. Hierzu gehdren unter anderem molekulare
Chaperone, die sowohl die Translokation, als auch Prozesse wie Faltung, Faltungs-
kontrolle und auch Assemblierung von Monomeren zu multimeren Komplexen unters-
titzen und veranlassen konnen. Auf die unterschiedlichen Prozesse und Komponen-

ten des Proteintransports soll nachfolgend n&her eingegangen werden.

3.1 Transport von Proteinen in das Lumen des ER

3.1.1 Das Ribosom

Die 1955 von Palade entdeckten Ribosomen (6), sind Komplexe aus Proteinen und
Ribonukleinsduren (rRNA) und bestehen aus einer grof3en und einer kleinen riboso-
malen Untereinheit. Sie kommen in den Zellen im Cytosol als freie Ribosomen und
als an der ER- Membran assoziiert zum Translokon vor. Die ribosomalen Proteine
sind fur die Faltung ihrer eigenen rRNA sowie fir die Erhaltung der optimalen Kon-
formation zustandig, wahrend die katalytischen Reaktionen wohl durch die rRNAs
vorgenommen werden (7,8). Die beiden Untereinheiten werden bei Eukaryonten in
den Nucleoli innerhalb der Zellkerne gebildet, zum Cytosol transportiert und dort as-
sembliert (9,10). An den Ribosomen werden die Proteine entsprechend ihrer Ba-
sensequenz der DNA, die die Information zur Aminoséuresequenz der Proteine
enthalt, synthetisiert. Die Ubermittlung der Information iber die Aminosauresequenz
aus der DNA erfolgt durch die ,messenger‘- RNA (mRNA). Die Ubersetzung der In-

formation der mRNA in eine Abfolge von verknipften Aminosauren, wird als Transla-
8
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tion bezeichnet. Die Translation von der mMRNA am Ribosom ist ein zentraler Be-
standteil der Proteinbiosynthese. Man kann die Ribosomen zu zwei Gruppen klassifi-
zieren, den freien und den membrangebundenen Ribosomen. Wenn die Proteine an
freien Ribosomen synthetisiert werden, erfillen sie meist auch Aufgaben im Cytosol.
Die an der ER- Membran synthetisierten Proteine werden mittels des cotranslationa-
len Proteintransportes (vgl. 3.1.3) in das Lumen des ERs geleitet. Die Translation am
Ribosom kann mit dem Dreistellenmodell charakterisiert werden. Danach besitzt das
Ribosom drei transfer-RNA (tRNA)-Bindungsstellen: die A-  (Aminoacyl-),
P- (Peptidyl-) und E- (Exit-) Stelle. Die A- Stelle bindet an einer aminoacyl- tRNA (ei-
ne Aminosaure tragende tRNA), die P- Stelle an eine peptidyl-tRNA (eine tRNA, die
an einer naszierender Kette gebunden ist) und die E- Stelle an die freie tRNA, bevor
sie das Ribosom verlasst. An der kleinen ribosomalen Untereinheit wird die Amino-
saure Methionin tragende tRNA an das AUG- Startcodon der zuvor gebundenen
MRNA dirigiert. Dies fuhrt zu einer Rekrutierung der grof3en ribosomalen Unterein-
heit. Die Translation beginnt am 5'- Ende der m-RNA und verlauft in Richtung
3'- Ende, bis ein Stoppcodon erreicht wird. Haufig formieren sich mehrere Riboso-
men an demselben mRNA-Molekll perlschnurartig zu einem Polysom. Abbildung 1

zeigt eine Cryo-EM Rekonstruktion eines Ribosoms.

Abbildung 1: Cryo-EM Rekonstruktion des RNC-SRP (Ribosom Naszierende Kette-SRP-Komplex) in
Verbund mit dem SRP-Rezeptor (SR). Die kleine (40 S) ribosomale Untereinheit ist in gelb, die grol3e
(60 S) ribosomale Untereinheit in blau, das SRP in rot, die Peptidyl-tRNA in der P-Stelle und der SR in
grun eingefarbt (11).
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3.1.2 Transportsignale fiir den Transport ins ER

Proteine, die in das ER transportiert werden, haben eine bestimmte Signalsequenz,
die sie spezifisch zur ER-Membran dirigiert (3). Diese Sequenz besteht bei sekretori-
schen Proteinen aus einem etwa 20 Aminosaurenreste langen N- terminal lokalisier-
ten Signalpeptid. Es kénnen drei verschiedene Bereiche der Signalsequenz unter-
schieden werden: 1. Ein zentraler hydrophober Kern, der 2. N- terminal von positiv
geladenen Aminosauren und 3. C- terminal von polaren Aminoséauren flankiert wird
(12,13). Die Signalsequenz kann nach dem Transport Uber die Membran proteoly-
tisch vom eigentlichen Protein abgespalten werden. Die Positionen -3 und -1 der
C- terminalen polaren Region der Signalsequenz definiert dabei die Schnittstelle
(14,15).

In der Hefe S. cerevisiae wurde gezeigt, dass die Sighalsequenz den Transportpro-
zess veranlasst und entscheidet ob der Proteintransport ins ER entweder co- oder
posttranslational stattfindet (16,17). Proteine mit einer hydrophoberen Signalse-
guenz werden bevorzugt cotranslational, Proteine mit einer hydrophileren Signalse-
guenz dagegen Uberwiegend posttranslational transportiert (16). Bei Membranprotei-
nen ohne Signalsequenz wird deren Funktion von der ersten Transmembrandoméane
Ubernommen. Dieses, auch als Signalankersequenz bezeichnete Teilstlick, unter-
scheidet sich erstens durch einen langeren hydrophoben Kernbereich und zweitens
durch eine fehlenden Signalpeptidaseschnittstelle von der normalen Signalsequenz
(18-21). So genannte tail-anchor® Membranproteine werden jedoch ohne
N- terminale Signalsequenz in die Membranen inseriert. In diesem Fall geschieht das
Erkennen durch ein C- terminal gelegenes hydrophobes Segment. Wie die Insertion
dieser Proteine in die Membran funktioniert, ist bisher aber noch nicht bekannt
(22,23).
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3.1.3 Der cotranslationale Proteintransport in das ER

Sowohl beim cotranslationalen, als auch beim posttranslationalen Proteintransport
mussen die naszierenden Polypeptide flr den Transport durch die ER-Membran in
einem transportkompetenten Zustand gehalten werden, da die Vorlauferproteine mit
nativ gefalteten Domanen nicht in der Lage sind, die Translokationspore zu durch-
dringen (24-26). Beim cotranslationalen Proteintransport werden die Proteine parallel
zu ihrer Synthese am Ribosom durch die ER-Membran transportiert (Abbildung 2).
Das Targeting beginnt mit der spezifischen Erkennung der N-terminalen Signalse-
guenz. Sobald die Signalsequenz an der zuganglichen Oberflache des Ribosoms
erscheint, wird sie vom Signalsequenzerkennungspartikel SRP (Signal Recognition
Particel) gebunden, das im Sauger aus sechs Proteinen und einer 7s RNA besteht
(27-30). Durch die Bindung des SRP an die Signalsequenz kommt es zu einer Inter-
aktion mit dem Ribosom, wodurch es zu einem Arrest der naszierenden Polypeptid-
kette kommt (29,31). Der Translationsarrest verhindert, dass die neu synthetisierte
Polypeptidkette zu lang wird, was einen Transport erschweren wirde (32). Das SRP
ermdglicht, dass das Ribosom zur ER-Membran geleitet wird, ohne vorheriger Fertig-
stellung des zu transportierenden Proteins (29). An der ER-Membran interagiert der
Komplex aus Ribosom, naszierender Peptidkette und SRP mit dem, in der Membran
sitzenden Rezeptor. Dies geschieht, indem das SRP von seinem membranstandigen
Rezeptor (SRP-Rezeptor), der aus zwei Untereinheiten besteht (a- und
- Untereinheit), gebunden wird (33-35), und das Ribosom mit naszierender Kette auf
den Sec6l1-Komplex Ubertragt (36-39). Das Losen des SRP vom Ribosom und die
Ubergabe der naszierenden Polypeptidkette an den Translokationsapparat geschieht
unter GTP-Hydrolyse (40,41). Der Kanal 6ffnet sich zum ER-Lumen. Der N-Terminus
der naszierenden Kette liegt in einer Haarnadelkonformation vor. Die Schleife wird
von der Signalsequenz und von dem C-terminalen nachfolgenden Abschnitten der
Polypeptidkette gebildet. Die Signalsequenz interagiert dabei mit dem TRAMp und
den Membranlipiden. Durch die weitere Elongation der Polypeptidkette wird der
C- terminale Bereich der Schleife durch die Membran geschoben. Die Signalsequenz
wird durch den Signalpeptidase-Komplex (SP-Komplex) abgespalten. Anschlie3end
erfolgt der Transport der restlichen naszierenden Polypeptidkette direkt durch den

von Ribosom und Sec61-Komplex gebildeten Kanal ins Lumen des ER.
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Im Saugersystem gibt es neben dem SRP-Rezeptor noch zwei weitere Komponenten
in der Membran, die fir den cotranslationalen Transport benétigt werden. Hierbei
handelt es sich um das TRAM-Protein (translocating chain-associated membrane
protein) und um den heterotrimeren Sec61-Komplex (42). Quervernetzungsexperi-
mente sowie elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass der
Sec61- Komplex einen Kanal bildet, durch den die Proteine transportiert werden
konnen. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen erscheint die Kanalpore als ring-
formige Struktur. Die wassergefullte Pore wird dabei vermutlich von 3 bis 4 heterotri-
meren Sec61-Komplexen gebildet (43-50). Die Insertion der naszierenden Kette in
den Translokationskanal erfolgt in zwei Schritten. Am Anfang der Translokation gibt
es eine schwache Bindung zwischen dem Sec61- Komplex und dem Ribosom, da die
Ribosomen mit einer Hochsalzbehandlung von der Membran abgewaschen werden
kénnen. Wenn die naszierenden Kette eine Lange von ca. 70 Aminosauren erreicht
hat, wird die Bindung zwischen Ribosom und Sec61-Komplex hochsalzresistent und
es kommt zu einer Offnung des Translokationskanals zur luminalen Seite des ER
(38,51). Mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte gezeigt werden,
dass das Ribosom auf der Membranpore sitzt und der Sec61- Kanal eine Verlange-
rung des Ribosomenkanals bildet (11). Die restliche naszierenden Kette gelangt
dann direkt durch den Sec61- Kanal ins Lumen des ER.

Wahrend des gesamten Prozesses der Translokation sollte sichergestellt sein, dass
keine lonen durch den Kanal gelangen. Dies wird auf der cytosolischen Seite durch
die Interaktion des Ribosoms und auf der luminalen Seite des ERs mit BiP erreicht
(52). Vermutlich ist der Vorgang des Offnens und SchlieRens ein Ahnlicher wie der,
den die Hsp70-Chaperone nutzen, um an die Substrate zu assoziieren bzw. disso-
ziieren (53). Fur das VerschlieRen der Pore ist eine Interaktion sowohl zwischen der
Substratbindungsregion, als auch der Bindungsregion der J-Doméane von BiP und
von bisher unbekannten Membranproteinen notwendig (53). Hierfir kommen zwei
ER-residenten J-Proteine in Frage. Dabei handelt es sich zu einen um ERj1p (Mtj1p)
und um ERj2p (Sec63p), die mit dem Sec61-Translokon assoziiert vorliegen. Sowohl
fur ERj1lp, als auch fur ERj2p wurde eine funktionelle Interaktion tber ihre luminale

J- Doméane mit BiP nachgewiesen (54,55).

12



Einleitung
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Abbildung 2: Der cotranslationale Proteintransportes durch die ER-Membran in Saugerzellen. (1) Die
Signalsequenz der Polypeptidkette wird vom SRP erkannt und gebunden. Durch Interaktion mit dem
Ribosom kommt es zu einem Elongationsarrest. (2) Der Ribosom-, Polypeptidketten-, SRP- Komplex
bindet an die ER-Membran. Der SRP interagiert dabei mit seinem Rezeptor und das Ribosom mit dem
Sec61- Komplex. (3) Unter Hydrolyse von GTP wird die Signalsequenz vom SRP auf den
Sec61- Komplex transferiert, so dass ein zweiter Signalsequenzerkennungsschritt durch den
Sec61- Komplex erfolgt. (4) Der Kanal 6ffnet sich zum ER-Lumen. Der N-Terminus der naszierenden
Kette liegt in einer Haarnadelkonformation vor. Die Schleife wird von der Signalsequenz und von dem
C- terminalen nachfolgenden Abschnitten der Polypeptidkette gebildet. Die Signalsequenz interagiert
dabei mit dem TRAMp und den Membranlipiden. Durch die weitere Elongation der Polypeptidkette
wird der C- terminale Bereich der Schleife durch die Membran geschoben. Die Signalsequenz wird
durch den Signalpeptidase-Komplex (SP-Komplex) abgetrennt. (5) Anschliel3end erfolgt der Transport
der restlichen naszierenden Polypeptidkette direkt durch den von Ribosom und Sec61- Komplex ge-
bildeten Kanal ins Lumen des ER.

3.1.4 Der posttranslationale Proteintransport in das ER

Beim posttranslationalen Transport werden die Proteine vollstandig im Cytosol syn-
thetisiert bevor sie durch die ER-Membran transportiert werden. Der Grol3teil der
heute vorhandenen Erkenntnisse Gber den posttranslationalen Transport stammt aus
Untersuchungen, die in der Hefe S. cerevisiae durchgefihrt wurden. In der Hefe wer-
den die Substrate Uberwiegend posttranslational in das ER transportiert. Fir die etwa

70 Aminoséauren kleinen Proteine Prepromelittin (Honigbiene) und dem Prepropeptid
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von GLa (Frosch) ist ein posttranslationaler Transport in vitro auch in S&dugerzellen
gezeigt worden (56,57). Der Transport erfolgt wie beim cotranslationalen Transport
durch den heterotrimeren Sec61- Komplex.

In der Hefe sind die beiden cytosolischen Hsp70-Chaperone Ssalp und Ssa2p fiur
das Targeting des Substrates (24,58) in Verbindung mit dem Hsp40- Cochaperon
Ydjlp (59-61) notwendig. Durch die Interaktion der Chaperone mit dem Substrat wird
die Aggregation des zu transportierenden Proteins verhindert. Ssal/Ssa2 bringen
das ungefaltete Substrat zum membranstandigen Ydjlp, so dass dem Vorlauferpro-
tein der Zugang zum Translokationsapparat erméglicht wird (60,62). Diese Aufgaben
werden vermutlich beim S&uger vom cytosolischen Hsc70 und einem
Hsp40- Cochaperon tbernommen (26).

In Rekonstitutionsexperimenten mit aufgereinigten Komponenten aus Hefemikroso-
men wurde neben dem luminalen Chaperon Kar2p und ATP ein spezieller Membran-
komplex bendtigt, um in vitro posttranslational den Pra-Pro-a-Faktor zu transportie-
ren. Dabei handelt es sich um den Sec-Komplex, der aus dem heterotrimeren
Sec61- Komplex und dem tetrameren Sec62/Sec63-Komplex besteht (63-65). Der
Sec- Komplex bildet, ahnlich wie der Sec61- Komplex, eine ringférmige Struktur in
der Membran aus (43).

Der eigentliche posttranslationale Transport der Proteine durch die ER-Membran er-
folgt in zwei Schritten (Abbildung 3). Der Transport beginnt mit der Bindung des zu
transportierenden Proteins an den Sec- Komplex. Die cytosolisch liegenden Kompo-
nenten des Sec62/Sec63- Subkomplexes bilden wahrscheinlich eine Art ,Signalse-
guenz-Antenne”“ in der Membran (66,67). Es konnte experimentell gezeigt werden,
dass die Signalsequenz des Proteins von der groRen Untereinheit des
Sec61- Komplexes erkannt und gebunden wird (68). Im zweiten Schritt wird die ge-
bundene Polypeptidkette durch den vom Sec61- Komplex gebildeten Kanal beweqgt.
Fur einen effizienten Transport wird zusatzlich Kar2p und ATP bendtigt. Beim Kar2p
(BiP beim S&auger) handelt es sich um ein Hsp70 Protein. Das Protein wird sowohl in
vivo als auch in vitro fir den posttranslationalen Transport bendtigt (64,69,70). Die
ATP gebundene Form des Kar2p bindet an die ER luminal gelegen J- Doméne des
Sec63p und wird unter ATP-Hydrolyse mit geringer Sequenzspezifitat auf die Poly-
peptidkette des zu translozierenden Proteins Ubertragen (66,71,72).

Fur das Modellprotein Pra- Pro- a- Faktor konnte in vitro gezeigt werden, dass der

Transport Uber die ER- Membran nach dem Prinzip der Brownschen Ratsche erfol-
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gen konnte (73). Dabei kommt es aufgrund der Brownsche Molekularbewegung im
Translokonskanal zu freier Diffusion der Kette. Durch die Anlagerung des luminalen
Kar2p an die Polypeptidkette entsteht ein vektoriell gerichteter Transportprozess,
indem die luminalen Bereiche der Polypeptidkette durch das gebundene Kar2p nicht
zurlck in den Kanal gleiten kdnnen. Der Transport des Proteins ins Lumen des ER
erfolgt durch die standige Neubindung von weiteren Kar2p Proteinen an die eintre-
tende Polypeptidkette.

Ribosom

Hsp70

Hsp40
mRNA
) @ Cytosol
1
\

Signalsequenz

~N J- Domane

—
Sec62/63 Subkomplex Sec61 Komplex r\
\ J
Y ATP  ADP ER- Lumen
Sec- Komplex

Abbildung 3: Modell des posttranslationalen Proteintransportes durch die ER-Membran der Hefe
S. cerevisiae. (1) Das zu transportierende Protein wird vollstdndig im Cytosol synthetisiert. (2) Durch
cytosolische Chaperone wird das Protein in einem translokationskompetenten Zustand gehalten. Die
Signalsequenz wird vom Sec- Komplex erkannt und gebunden. (3) Der N-Terminus der Polypeptidket-
te inseriert in den vom Sec61- Komplex gebildeten Translokationskanal. (4) Die eigentliche Transloka-
tion der Polypeptidkette durch die ER-Membran erfolgt in einem ATP- und Kar2 (BiP)- abhangigen
Prozel3. Das luminal vorkommende Kar2p (BiP) wird durch die J- Domane des Sec63p zur Bindung
von Peptiden aktiviert. Nach Austritt der zu transportierenden Polypeptidkette auf der luminale Seite
der ER-Membran, wird Kar2p (BiP) unter ATP-Spaltung auf diese Bereiche tbertragen, wodurch ein
zuriickgleiten der Kette verhindert wird (molekulare Ratsche). (5) Mit Hilfe von molekularen Chapero-
nen wird das Substrat in seine aktive Konformation gebracht.
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3.1.5 Der Sec61- Komplex

Zentrale Komponente des eukaryontischen ER-Translokationsapparates ist der hete-
rotrimere Sec61- Komplex (vgl. Abbildung 4), der im Sauger aus den Untereinheiten
Sec6la, Sec61B und Sec6ly gebildet wird (42). Sec6la ist ein Protein mit zehn
Transmembrandomanen, wobei C- und N-Terminus jeweils im Cytosol lokalisiert
sind. Die a- Untereinheit bildet den eigentlichen Translokationskanal aus. Sec61f3
und Sec61ly besitzen jeweils nur eine Transmembrandoméane nahe dem luminal lie-
genden C-Terminus (36,42). Sec61p und Sec6ly gehdren zu der Gruppe der ,tail-
anchor “ Membranproteine, die Uber ein C- terminal gelegenes hydrophobes Seg-

ment in die Membran inserieren werden (74).

Abbildung 4: Der Sec6l- Komplex aus Saugerzellen. A) Schematische Darstellung des
Sec61- Komplexes. Der Komplex besteht aus den drei Membranproteinen Sec6la, B und y. Die
Transmembransegmente der Komponenten des Sec61- Komplexes sind als schwarze Balken darges-
tellt (75). B) Errechnete elektronenmikroskopische Darstellung der Sec61- Pore aus 125 Einzelobjek-
ten. Die Masseschwerpunkte sind durch schwarze Punkte gekennzeichnet. Die Ringstruktur in der
Membran setzt sich aus drei bis vier Sec61- Komplexen zusammen (43).

Homologe Proteine zu den Untereinheiten des Sauger Sec61- Komplexes wurden in
einer Vielzahl von eukaryontischen Organismen gefunden. In der Hefe S. cerevisiae
besteht der Komplex aus den Untereinheiten Sec6lp, Sbhlp (Sec sixty-one beta
homolog) und Ssslp (Sec-sixty-one suppressor). In der Hefe S. cerevsiae existiert
noch ein zweiter homologer Komplex. Es handelt sich um den Ssh1-Komplex, beste-
hend aus Sshlp (Sec sixty-one homolog), Sbh2p (Sec sixty-one beta homolog) und
Ssslp. Die bakteriellen Homologen Proteine sind SecY, SecE und SecG, die den
bakteriellen SecYEG Komplex bilden. Eine Ubersicht der homolgen Proteine gibt.
Der Sec61- Komplex und seine Homolgen der Hefe und Bakterien ist in allen Lebe-

wesen vertreten (76).
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Tabelle 1: Ubersicht tber die homologen Komponenten des Sec61- bzw. SecYEG-Komplexes im
Sauger, der Hefe S. cerevisiae und dem Bakterium E. coli.

Sauger S. cerevisiae E. coli

Sec61-Komplex Sec61-Komplex Ssh1l-Komplex | SecYEG-Komplex

a- Untereinheit Sec6la Sec61p Sshlp SecYp
B- Untereinheit Sec61p Sbhip Sbh2p SecGp
y- Untereinheit Sec61ly Ssslp Ssslp SecEp

Cryo-EM- Aufnahmen von eukaryotischen, cotranslational translozierenden Komple-
xen haben gezeigt, dass der funktionelle Proteinkanal von einem Oligomer des
Sec61- Komplex gebildet wird. Diskutiert wird, ob der Kanal aus einem, zwei, drei
oder vier Sec6l- Komplexen besteht (11,77-79). Hochaufléosende Cryo-EM-
Aufnahmen kombiniert mit Rontgen-Strukturen des SecYEG- Komplexes haben ge-
zeigt, dass der Kern des prokaryontischen Translokons aus zwei, in einer Ringstruk-
tur angeordneten SecYEG-Komplexen besteht (80).

Die TM-Doméanen der a-Untereinheit bilden die Innenwande der Translokationspore
(36,47,81-83). Ungeklart ist jedoch, wie die Sec6la-Untereinheiten an der Bildung
der Innenpore beteiligt sind. Die Sec6la-Untereinheit ist in zwei Halften, den TM 1-5
und TM 6-10, unterteilt. Beide Halften sind von der Aul3enseite Uber einen externen
Loop zwischen der TM 5 und TM 6 verbunden. Jede Halfte besteht aus drei aul3eren
und zwei inneren TM- Domanen. Die membrandurchspannden TM-Domé&nen von
SecY, dem Bakterienhomologen zu Sec6la, bilden einen sanduhrférmigen Kanal.
Ein bewegliches TM-Segment schliel3t mdglicherweise von Aul3en diesen Kanal (84).
Die Insertion eines Haarnadelloops von einer naszierenden Kette mit einem Trans-
membransegment und einem hydrophoben Segment 6ffnet den Kanal. Wéhrend des
Transports vereinigen sich die Kanéle der Sec61- Komplexe zu einer grol3e Pore
(85). Fluoreszenzquenching und elektrophysiologische Analysen zeigen eine hoch
dynamische Translokationspore, deren Durchmesser sich vom inaktiven zum aktiven
Zustand verandert (52,86,87). Rekonstituierte Membranen zeigten bei elektrophysio-
logischen Analysen unter co- und posttranslationalen Bedingungen einen Poren-
durchmesser von 6 A bis 60 A mit einem haufigen und stabileren teilweise-gedffneten
Zustand von ca. 20 A (87).
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3.1.6 Der Sec- Komplex

Der Sec- Komplex der Hefe S. cerevisiae (vgl. Abbildung 3) besteht aus dem heterot-
rimeren Sec61- Komplex und dem tetrameren Sec62/63-Subkomplex, der wiederum
aus den Proteinen Sec62p, Sec63p, Sec71lp sowie Sec72p besteht (63-65). Der
Sec62/63-Subkomplex Ubernimmt die Funktionen, die der posttranslationale Trans-
port erfordert. Sec62p ist ein 32 kDa (Hefe) grol3es essentielles Protein mit zwei
Transmembrandomanen. Sowohl der C- als auch der N- Terminus des Proteins sind
im Cytosol lokalisiert (88,89). Sec71p ist ein Membranprotein mit einer Trans-
membrandoméane. Der N-Terminus des Proteins liegt im ER-Lumen und ist zweifach
glycosyliert. Im Gegensatz zu den anderen Komponenten des Sec- Komplexes ist
Sec72p kein Membranprotein. Es ist 21 kDa grof3 und ist auf der cytosolischen Seite
der ER-Membran lokalisiert. In einem vom Lyman und Schekman vorgestellten Mo-
dell Gbernimmt Sec62p zusammen mit Sec71p und Sec72p dabei die Funktion einer
Signalsequenzantenne fir posttranslationale Transportsubstrate (66). Das 75 kDa
gro3e Sec63p Protein besitzt drei Transmembranbereiche. Der N-Terminus des Pro-
teins befindet sich im Lumen des ER, der C-Terminus im Cytosol. In der luminalen
Schleife zwischen der zweiten und dritten Membrandomé&ne befindet sich ein DnaJ-
homologer Bereich (90) mit dem es mit dem luminal vorkommenden Hsp70 Kar2p
interagiert und bildet somit die Grundlage fir den posttranslationalen Translokations-
prozefld nach dem Prinzip der Brownschen Ratsche (71,73,91). Fur den posttransla-

tionalen Transport in der Hefe ist der Sec62/63 Subkomplex essentiell.

3.1.7 Das TRAM Protein

Fur den Transport bestimmter Substrate im Saugersystem wird in vitro zusatzlich zu
dem Sec61- Komplex und dem SRP-Rezeptor das TRAMp- Protein bendtigt (92).
Der TRAMp- abhangige Transport wird von der Beschaffenheit der jeweiligen Signal-
sequenz beeinflusst (93). TRAMp spielt zusatzlich eine Rolle bei der cotranslationa-
len Integration von Membranankern in die Lipidschicht (44,47,94,95) und beim so
genannten ,pausing“-Prozel3. Beim ,pausing“-Prozel3 verlauft der cotranslationale
Transport diskontinuierlich, indem es durch spezifische Signale im Protein zum tem-

poraren Stoppen des Transports der Polypeptidkette durch die Membran kommt, die
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Synthese des Proteins am Ribosom aber normal weiterlauft. ,pausing” findet nur ab-
hangig vom TRAMp statt (13).

3.1.8 Interaktionen der Hsp70/Hsp40 Chaperone und Nukleotidaustauschfaktor im
ER

Die beiden Hauptfaltungskompartimente einer eukaryontischen Zelle sind das ER
und das Cytosol. Sekretorische Proteine, Proteine der Plasmamembran, Proteine die
im ER oder im Golgikomplex lokalisiert sind, missen ins Lumen des ER transportiert
werden. Im ER werden die Proteine gefaltet und gegebenenfalls modifiziert. Diese
Aufgabe wird von den molekularen Chaperonen geleistet. Molekulare Chaperone
schitzen die Proteine vor Aggregation und Fehlfaltung, bis die Translation oder
Translokation beendet ist (96). Chaperone (frz. chaperone: die ,Anstandsdame") sind
in der Evolution stark konservierte zellulare Proteine, die an der Faltung und Oligo-
merisierung anderer Proteinen beteiligt sind. Da die Chaperone als Reaktion auf
Stressbedingungen wie erhohteTemperatur oder chemischen Stress verstarkt expri-
miert werden, wurden sie urspringlich als Hitzeschockproteine (Hsp) bezeichnet
(97,98). Diese Bezeichnung wird mittlerweile zur Klassifizierung der Chaperone ver-
wendet. Das Kirzel Hsp wird zusammen mit dem Molekulargewicht als Name ver-
wendet. Die bisher bekannten Chaperone werden in sechs Familien unterteilt: Fami-
lien der kleinen Hizeschockproteine (Hspl0), die Hsp40-, Hsp60-, Hsp70, Hsp90-
und Hsp100-Familie. Zu den molekularen Chaperonen des endoplasmatischen Reti-
kulums gehdren Proteine der Familien Hsp40, Hsp70, Hsp90. Eine Ubersicht der

Vertreter der einzelnen Chaperonfamilien gibt Tabelle 2.
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Tabelle 2: Vertreter der einzelnen Chaperonfamilien im ER von Sauger und S. cerevisiae

Chaperonfamilie Sauger S. cerevisiae
BiP (Grp78) Kar2p
Hsp70/ Hsp70-verwandt _
Grpl70 Lhs1p (Ssilp, Cerlp)
ERj1lp (Mtj1p) Scjlp
ERj2p (Sec63p) Scj2p (YFR041C)
Hsp40 ERj3p (HEDJ, Dj9) Sec63p
ERj4p (ERdj4p, MDG1) Jemlp

ERj5p (ERdj5p, JPDI)

Nukleotidaustauschfaktor (NEF) BAP Sillp

Hsp90 Grp94

Der Hauptvertreter der Hsp70-Familie im S&uger-ER wurde zuerst als Glucose-
reguliertes Protein von 78kDa (Grp78) und spater als Immunglobulin schwere Kette
bindendes Protein (BiP) bezeichnet (99,100). Grp170 (170 kDa glucose-regulated
protein) ist ein Hsp70-verwandtes Glykoprotein des ER. Der N-terminale Teil von
Grpl170 hat eine ATPase- Domane, die eine groRe Ahnlichkeit zu denen der
Hsp70- Proteinen besitzt. N- terminal hat es eine peptidbindende- Domane mit Ahn-
lichkeiten zur Hsp110-Familie (101). Grpl70 wird deshalb als ein Vertreter einer
neuen Hsp70-Unterfamilie zugeordnet (102). Das Hefe Homologe von BiP ist Kar2p
(103,104) und von Grpl70 ist das Lhslp/Ssilp/Cerlp Protein (105-107). Fur
BiP/Kar2p und Grpl170/Lhs1lp wurde gezeigt, dass sie am cotranslationalen Protein-
transport ins ER beteiligt sind (108,109). Hsp40-Cochaperone werden Uber ihre
J- Doméane charakterisiert, die es ihnen erlaubt, mit den Hsp70 zu interagieren (110-
114). Der Hsp70/Hsp40- Substratzyklus (vgl. Abbildung 5) wird im Folgenden be-
schrieben.

Die Peptidbindungstasche eines Hsp70- Chaperons ist in der ATP-gebundenen Form
gedffnet und hat eine geringe Affinitdtt zu seinem Substrat, so dass das
Hsp70- Chaperon schnell assoziieren und dissoziieren kann (115,116). Ein Hsp40
Cochaperon  verstarkt die intrinsisch  schwache ATPase- Aktivitdit des
Hsp70- Chaperons und fuhrt zur verstarkten Hydrolyse von ATP (117). Dies bewirkt
eine Konformationsdnderung des Hsp70, so dass es zu einem Verschluss der Pep-
tidbindungsstelle kommt. Da in diesem Zustand die Affinitdt zum Peptid sehr hoch

ist, bleibt es gebunden und kann die geschlossenen Bindungstasche nicht verlassen
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(115,118). Um den Zyklus abzuschlielBen und das Peptid wieder freizugeben, kann
das Hsp70-Molekul mit einem Nukleotidaustauschfaktor (NEF) interagieren. Der NEF
katalysiert den ADP-ATP-Austausch und das Substrat kann aus der
Hsp70- Bindungstasche entweichen (119,120). Das Hsp70- Chaperon steht dann fur
einen nachsten Zyklus zur Verfigung. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des
ATPase- Reaktionszyklus ist in Gegenwart eines Hsp40-Cochaperons die
ADP- Dissoziation aus der ATPase- Doméane des Hsp70-Molekils durch einen NEF
(121). Im ER von Sauger und Hefe sind zwei Nukleotidaustauschfaktoren identifiziert
worden. Im ER des Saugers ist Grp170 der hauptsachlich vorkommende NEF fir BiP
(122). Einen weiteren NEF im Sauger- ER stellt BAP dar (= BiP assoziiertes Pro-
tein;= Slslp/Sillp in Hefe; (123)). In Analogie zu dem zuvor beschriebenen
Hsp70- Reaktionszyklus dienen Grp170 und BAP als alternative Nukleotidaustausch-
faktoren flr das Hsp70 Chaperon BiP (124,125).

ungefaltetes Protein

e &

gefaltetes Protein

j Grp170

~ Q BiP/ATP

w % BiP/ADP

, z@ . Hsp40

)

e

Pe
=
N

PI

Ce s

Abbildung 5: Hsp70/Hsp40-Substratzyklus von BiP und Grpl170. BiP mit gebundenem ATP hat eine
geringe Affinitat zu seinem Substrat. Durch die Wirkung eines Cochaperon der Hsp40-Familie kommt
es zur ATP-Hydrolyse des in der ATPase- Doméne gebundenen ATP zu ADP. Infolge dessen vollzieht
BiP eine Konformationsanderung, die sich auf die Substratbindungsdoméane u(bertragt. Dadurch
schlief3t sich die Substratbindungstasche und das ungefaltete Peptidsubstrat wird mit hoher Affinitat
gebunden. Durch den ADP-ATP-Austausch des Nukleotidaustauschfaktors (NEF) Grpl170 wird das
Peptid wieder freigesetzt. Der Zyklus aus Bindung und Freigabe kann abermals beginnen. Der Zyklus
wird bis zum Erreichen der korrekten Faltung wiederholt.

/»
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3.1.9 Posttranslationale Modifikationen der Polypeptidkette

Die Polypeptidkette wird schon wahrend des Transportprozesses durch die
ER- Membran modifiziert. Dies geschieht, sobald die Signalsequenzschnittstelle in
das Lumen des ER gelangt ist. Das Signalpeptid wird durch den Signalpeptidase-
Komplex (SP-Komplex) spezifisch vom eigentlichen Protein abgespalten. Die Abspal-
tung der hydrophoben Signalsequenz ist fur die Zelle essentiell, da der Verlust der
Aktivitat der Signalpeptidase zum Absterben der Zelle fuhrt (126,127). Eine weitere
Modifikation im ER-Lumen geschieht in Form der kovalenten Anheftung von Zucker-
molekilen an bestimmte Rezeptorproteine. Bewerkstelligt wird diese Modifikation
durch den Oligosaccharyltransferase- Komplex (OST- Komplex), der eine
N- glycosidische Bindung von Oligosacchariden an die Polypetidkette vermittelt. Da-
bei wird das Oligosaccharid enzymatisch auf einen Asparaginrest tUbertragen, der in
der Sequenzfolge Asn-X-Ser oder Asn-X-Thr im Polypeptid vorkommt (X # Prolin).
Die N- glycosidische Bindung erfolgt wahrend der Translokation des Proteins durch
die ER-Membran (128). Dadurch wird gewéhrleistet, dass die zu glycosylierenden
Stellen fur den OST-Komplex optimal zuganglich sind (128-131).

3.1.10 Der Signalpeptidase-Komplex

Das Signalpeptid wird von der Polypetidkette von der Signalpeptidase im Lumen des
ER abgespaltet. Im S&auger setzt sich das Enzym aus funf Membranproteinen zu-
sammen, deren Untereinheiten die SPC12, SPC18, SPC21, SPC22/23 und SPC25
sind. Sie wurden jeweils nach ihren molaren Groéf3en in der SDS-PAGE benannt
(127,132). SPC18, SPC21 und SPC22/23 besitzen jeweils nur eine Transmembran-
domane, wobei der N-Terminus im Cytosol und der Grol3teil des Proteins zusammen
mit dem C-Terminus im Lumen des ER lokalisiert ist. SPC18 und SPC21 sind fast
identische Proteine und stellen mit 80 % ubereinstimmender Aminoséuren zueinan-
der Isoformen dar. SPC22/23 lauft in der SDS-PAGE als Doppelbande bei 22 kDa
und 23 kDa. Die Masse von SPC22/23 ohne Glycosylierung betragt 19 kDa (133).
SPC25 und SPC12 haben je zwei Transmembrandomé&nen, mit im Cytosol lokalisier-
tem C- und N-Terminus. Der Abstand zwischen den Membranankern in beiden Pro-

teinen ist so gering, dass SPC25 und SPC12 kaum luminale Bereiche besitzen (134).
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SPC18 und SPC21 sind vermutlich Bestandteile des aktiven Zentrums der Signal-
peptidase. Aul3er im Sauger wurde die Signalpeptidase auch im Vogel und in der
Hefe naher analysiert (135,136). Auch die Hefe S. cerevisiae besitzt einen

heteromeren Signalpeptidase-Komplex (137).

3.2 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die folgenden, am cotranslationalen Transport

ins ER beteiligten Komponenten strukturell und funktionell zu charakterisieren:

» die Ribosomen

» die grol3e ribosomale Untereinheit

» die kleine ribosomale Untereinheit

* den Sec61- Komplex

* das Hsp70 verwandte luminale Grp170

» das luminale Hsp70 BiP

Dabei sollten die folgenden Methoden an den jeweils gereinigten Komponenten zum

Einsatz kommen:

* MALS (Multi Angle Light Scattering)

* QUELS (quasielastic Light Scattering)

* FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
» Elektrophysiologische Methoden

* Fluoreszenzmikroskopie

* Oberflachenplasmonresonanz — Spektroskopie

Diese Methoden sollten es unter anderem erlauben, den Oligomerisierungsgrad des
funktionalen Sauger Sec61- Komplexes zu bestimmen, sowie seine Bindung am Ri-
bosomen bzw. ribosomale Untereinheiten zu charakterisieren. Daher sollte im Rah-
men dieser Arbeit der Sec61- Komplex aus Hundepankreasgewebe isoliert und in

nativem Zustand gereinigt werden.
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Da Membranproteine im Allgemeinen nur in Mizellen (Detergenz- oder Lipidmizelle)
I6slich und funktional sind, wurde Sec61 unter Verwendung von Digitonin isoliert. Ei-
ne erfolgreiche Isolation des Sec61 mit Digitonin wurde von Goérlich und Rapoport
beschrieben (42). Des Weiteren hat Digitonin die Eigenschaft im UV- Detektor, der
bei den Messungen mittels MALS neben dem RI- Detektor zur Konzentrationsbe-
stimmung eingesetzt wurde, kein Signal zu verursachen. Wahrend Digitonin kein
Signal im UV- Detektor verursacht, ist Digitonin Uber den RI- Detektor sehr gut
messbar. Detergenzien beeinflussen wegen der Mizellenbildung die Messungen der
Lichtstreuung. Deshalb musste im Vorfeld zur Bestimmung des Oligomerisie-
rungsgrades eines Membranproteins der dn/dc- Wert und die minimal benutzbare
Digitoninkonzentration bestimmt werden.

Die Interaktion von Ribosomen mit dem Sec61- Komplex sollte hinsichtlich der Bin-
dung Uber die rRNA, der Abhangigkeit von der Ribosomenkonzentration und von den
ribosomalen Untereinheiten untersucht werden.

Des Weiteren sollte Uberprift werden, ob Grp170 und BiP in Abwesenheit von ATP
als Komplex vorliegen, und in wieweit die Anwesenheit von ATP Monomere oder Di-
mere bedingt.

AulRerdem sollte mit Hilfe der MALS- und QUELS Technik der hydrodynamische Ra-
dius und die absolute molare Masse von verschiedenen Komponenten, die am
cotranslationalen Transport ins ER beteiligt sind, bestimmt werden.

Mittels der erhobenen Daten sollten das Verstandnis des Proteintransports auf mole-
kularer Ebene vertieft, sowie Einblick in die Mechanismen der Regulation erlangt

werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Chemikalien

GE Healthcare, Freiburg: ECL-Western Blot Detektionssystem, **S-Methionin
(1000 Ci/mmol), ConA-Sepharose, S-Sepharose FF, Q-Sepharose FF, Por-
tein A- Sepharose, Portein G- Sepharose, Supedex 200 HR10/30, m’GpppGL&sung,
Hyperfilm™ ECI

BIO-RAD, Munchen: BIO-RAD Gel Kammern und Glasscheiben
Calbiochem-Novabiochem Corporation , La Jolla, CA: CHAPS

Kodak , Minchen: Rontgenfilme X-Omat AR

Merck, Darmstadt: Digitonin

Promega Biotec , Madison, USA: SP6 RNA-Polymerase, Fluorotect t- RNA

Riedel de Hahn , Hannover: Aceton, Chloroform, Essigsaure, Trichloressigsaure
Roche Diagnostics , Mannheim: RNaseA, Leupeptin, Proteinase K, Trypsin, ATP,
DTT, In vitro Translations Kit

Serva, Heidelberg: Na-Dodecylsulfat (SDS), TEMED, Acrylamid, Bisacrylamid,
Bromphenolblau, Coomassie Brillant Blue R250 und G250, Harnstoff, Saccharose
Sigma-Aldrich, Minchen: B-Mercaptoethanol, BSA, DMSO, Methylmannosid, Mo-
lekularmassenmarker, Peroxidase-anti-Kanninchen IgG (= ,Anti Rabbit POD*)
Whatman , Maidstone, England: DE52-Cellulose

Die Immunisierung von Kaninchen mit gekoppelten Peptiden, die Herstellung des
KLH- Lipids gegen Sec61f3, sowie die Gewinnung der Antiseren wurden von Herrn
Dr. Jung, Med. Biochemie und Molekularbiologie, Universitat des Saarlandes in

Homburg vorgenommen.
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4.1.2 Gerate

Abimed , Langenfeld: Gilson-Pipetten

Agfa-Gevaert , Minchen: Entwicklermaschine Gevamatic 60

Agilent Technologies , Santa Clara, USA: UV- Detektor, Autosampler

Beckmann , Munchen: GS-6KR Zentrifuge (Bactifuge), J2-MC Zentrifuge (Kuhlzentri-
fuge) mit JA-10 und JA-20 Rotor, Optima™ TLX Ultrazentrifuge mit TLA-100.3,
TLA-100, TLA-110 und TLA-120.2 Rotor, L-80 Ultrazentrifuge mit Ti70 und SW55
und SW 41Ti

Berthold , Wildbach: Luminometer Lumat LB 9501

Eppendorf, Hamburg: Tischzentrifuge 5415C, Thermomixer, Kuhlzentrifuge 5402,
Thermostat 5320, Tischzentrifuge 5415C, ReaktionsgefalRe (1,5 ml und 2 ml), Zentri-
fugenrdhrchen

Frobel , Wasserburg: Geltrockner, SpeedVac

GE Healthcare , Freiburg: Spannungsgerate EPS 3500 und EPS 600 Phosphorima-
ger, BIACORE lite, CM5 Chip Sensorchip, Typhoon LabScan, Image Quant 5.1, Akta
Explorer 100- Apparatur, LC- Chromatographie

Amicon Inc. , Beverly, USA: Zentrifugenkonzentratoren

Heraeus, Hanau: Trockenschrénke

Heidolph , Schwabach: Magnetrihrer

Isotherm KGW : Behalter fur Flussigstickstoff

Jalubo , Seelbach: Wasserbader

LKB, Miunchen: Laserdensitometer Ultrascan XL

Millipore Co. , Bedford: Immobilon-P Transfermembran (Dicke 0,45 um), Semi-Dry-
Elektroblotter

Peglab, Erlangen: NanoDrop®ND-1000 UV/Vis-Spektralphotometer

Roche Diagnostics GmbH , Mannheim: Lumi-Imager F1

Sarstedt, Nurnbrecht: Pipettenspitzen, 1,5 ml Reaktionsgefal3e, Zentrifugenrohr-
chen (TLA-100.3, TLA-120.2)

Satorius , Géttingen: Feinwaagen

Schleich & Schill , Dassel: Filterpapiere, BioTrap-Apparatur

Schitt , Goéttingen: Autoklav

Scientific Industries , Bohemie N.Y., USA: Vortex-Mixer

Shodex , Kanagawa, Japan: RI-101- Detektor
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Waters-Millipore , Milford, USA: Milliporewasseranlage Milli-Q
WTW, Weilheim: pH-Meter pH 537

Wyatt, Dernbach: MiniDAWN, Eclipse, QUELS

Ziegra, Isernhagen: Eismaschine

Elektrophoresekammern (Eigenbau der Werkstatt Biochemie 1, Gottingen)

4.2 Methoden

4.2.1 Probenvorbereitung nach Laemmli

Bei der Probenvorbereitung fir die SDS- PAGE wird SDS im Uberschuss zu den
Proteinen hinzugegeben und die Probe anschlieiend auf 56T erhitzt. Dies ge-
schieht, um die Proteine zu charakterisieren. Disulfidbriicken kbnnen durch Redukti-
on gespalten werden. Dazu werden reduzierende Thiolverbindungen wie

B- Mercaptoethanol dem Probenpuffer zugesetzt (138).

Tabelle 3: Pippetierschema fur die Herstellung des Laemmli- Probenpuffers

1xLM 2xLM
2 M Tris pH 6,8 3ml 6ml
(10 %) SDS 20 ml 40 ml
87 % Glycerol 11,5 ml 23 ml
3- Mercaptoethanol 5ml 1mil
Bromphenolblau 20 Kristalle 20 Kristalle
ad Wasser 100 ml 100 ml

4.2.2 Praparation einer 5,5 %igen Digitonin-Lésung

Digitonin (siehe Abbildung 6) ist das giftige Steroidsaponin aus dem Fingerhut Digita-

lis purpurea. Digitonin gehort zu den nicht-ionischen Detergenzien. Fir die Reinigung

wurden je 5 g Digitonin p.a. in 90 ml H,O bidest aufgenommen und bis zur Auflésung

des Pulvers gekocht. AnschlieRend wurde der abgekihlte Ansatz durch eine 10 ml

Q- Sepharose und eine 5 ml S- Sepharose Saule von Verunreinigungen chromatog-

raphisch getrennt. Der Durchfluss nach beiden S&ulen wurde als 5,5 %ige Stamml6-
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sung definiert. Es folgte eine Einstellung des pH-Wertes mit 1 M Tris/HCI pH 11,28
auf pH 8.

HO.,,

XyI-(|3Ic-GaI
Glec-Gal

Abbildung 6: Chemische Formel von Digitonin.

4.2.3 groRe SDS-Gele

Probenpuffer: vgl. 4.2.1
Laufpuffer: 50 mM Tris, pH 8,3 (nicht einstellen)
384 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

Die Methode wurde modifiziert nach Laemmli (1970) angewandt. Hierzu wurde die
Probe 1:2 mit 2 x Laemmliprobenpuffer versetzt und finf Minuten bei 56 inkubiert.
Nach Abkuhlen erfolgte flr eine Minute eine Zentrifugation in der Eppendorf-
Tischzentrifuge bei 14 000 rpm mit anschlielendem Probenauftrag auf ein vertikales
Gel, das gemal dem in Tabelle 4 beschriebenen Pipettierschema gegossen wurde.
Der Boden der Gele wurde mit 2 % Agarlésung abgedichtet. Nach dem Fillen der
Gelkammern mit Laufpuffer erfolgte die Elektrophorese mit 40 mA (3 Stunden) oder 5
mA (24 Stunden).
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Tabelle 4: Pipettierschema zur Herstellung von SDS-PAGE Gelen:

Trenngel Sammelgel
AA-Konzentration 10 % 125 % 15 % 5%

LOosungen

40 % (w/v) AA (ml) 3,75 4,69 5,63 0,6
2 % (w/v) BAA (ml) 1 1,25 1,5 -
1,875 M Tris/HCI, pH 8,8 (ml) 6 6 6 -
1M Tris/HCI, pH 6,8 (ml) - - - 0,6
H,O bidest (ml) 4,05 2,86 1,67 3,34
10 % (w/v) SDS (1) 150 150 150 48
TEMED (ul) 5 5 5 7
20 % (w/v) AMPS () 45 45 45 45
Gesamtvolumen (ml) 15,00 15,00 15,00 4,80
4.2.4 Kkleine SDS- Gele

Probenpuffer: vgl. 4.2.1

Laufpuffer: 25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

Die Probe wurde 1:2 mit 2 x Laemmliprobenpuffer versetzt und finf bis zehn Minuten

bei 56 inkubiert. Nach Abkuhlen erfolgte flr eine Minute eine Zentrifugation in der

Eppendorf-Tischzentrifuge bei 14 000 rpm. Anschlie3end wurden die Proben auf ein

vertikales Gel aufgetragen, das gemalR dem in Tabelle 5 beschriebenen Pipettier-

schema gegossen wurde. Nach dem Fiullen der Gelkammern mit Laufpuffer erfolgte

die Elektrophorese mit 200 mA (eine Stunde).

29




Material und Methoden

Tabelle 5: Pipettierschema zur Herstellung von kleinen SDS-PAGE Gelen.

Trenngel (2x)

Sammelgel (2x)

AA-Konzentration | 12,5 % 16 % 5%
Losungen
H,O (ml)| 3,2 2 2,693
30 % AA (mh)| 4,1 5,34 1,007
1,5 M Tris (mh| 2,5 2,5 -
0,5 M Tris (ml) - - 1,25
10% (w/v) SDS (uh| 100 100 50
TEMED (1)} 5 5 10
10% (w/v) AMPS (uh| 50 50 25
Gesamtvolumen (ml) | 9,955 9,995 5,035

4.2 5 Harnstoff-SDS-PAGE

Fur die Auftrennung von Proteinen mit einem Molekulargewicht <10 kDa wurden
harnstoffhaltige Gele (Endkonzentration 6 M Harnstoff) verwendet (139). Die Gele
wurden nach unten stehendem Schema (Tabelle 6) als Vertikalgele gegossen. Der
Boden der Gele wurde mit 2 %iger Agarldsung abgedichtet. Die Elektrophorese er-

folgte bei einer Stromstarke von 29 mA fir 18 Stunden.

Probenpuffer: vgl. 4.2.1
Laufpuffer: 50 mM Tris, pH 8,3 (nicht einstellen)
192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS
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Tabelle 6: Pipettierschema zur Herstellung von Harnstoff-SDS-PAGE Gelen

Trenngel Sammelgel

AA-Konzentration 19,4 % 5%
Losungen
Harnstoff (9) 5,88 1,8
60% (w/v) AA/ 0,8% (w/v)
BAA (ml) 5,25 0,42
1,875 M Tris/HCI, pH 8,8 (ml) 6,5 -
1M Tris/HCI, pH 6,8 (ml) - 0,63
H.O bidest (ml) - 2,6
10% (w/v) SDS (uh) 0,16 50
TEMED (M) 6 5
10% (w/v) AMPS () 55 25
Gesamtvolumen (ml) 17,79 20

4.2.6 Elektrotransfer von Proteinen auf PVYDF-Membran (Western-Blot)

Blotpuffer:

Die mittels SDS- PAGE aufgetrennten Proteine wurden fir eine immunologische De-
tektion auf ein PVDF- Membranen transferiert. Hierzu wurden zwei Filterpapierstiicke
und die PVDF- Membran auf GelgroRe zurechtgeschnitten. Die Membran wurde ca.
30 Sekunden mit Methanol aktiviert und anschlielend mit H,O bidest gewaschen und
in Blotpuffer &quilibriert. Die Filterpapiere und das jeweilige Gel, von dem die Protei-
ne auf die Membran Ubertragen werden sollten, konnten sofort in Blotpuffer aquilib-
riert werden. Unter Vermeidung von Luftblasen wurde ein Filterpapier, die PVDF-
Membran, das Gel und ein weiteres Filterpapier Ubereinandergestapelt und in der
Blotapparatur befestigt. Die so gepackte PVDF Membran wurde anschlie3end in die
Blotkammer gebracht. Die Proteine wurden nun aus dem Gel auf die Membran tber-

12,4 mM Tris
96 mM Glycin

tragen, indem man fur eine Stunde konstant 250 mA anlegte.
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4.2.7 Immunologische Detektion von auf eine PVDF-Membran transferierten Protei-

nen
TBS: 0,9 % (w/v) NacCl
10 mM Tris/HCI, pH 7,4
TBS/TX: TBS
+ 0,05 % (w/v) Triton X100
Blocklésung: 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS
Antikorperlésung: Blocklésung + Antiserum (Verdiinnung 1:500 -

1:1000, je nach Antikorper)

Um nach dem Western Blot alle unspezifischen Bindungsstellen der PVDF-Membran
abzusattigen, wurde sie fir 30 Minuten in Blocklésung inkubiert. Zur Detektion von
spezifischen Proteinen wurde sie nun fur 90 Minuten in der jeweiligen Antikdrperlo-
sung inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation erfolgten zwei Waschschritte fir funf
Minuten mit TBS/TX und zweimal fir funf Minuten mit TBS. Danach folgte wiederum
eine Inkubation fur 90 Minuten mit dem zweiten Antikorper (Peroxidase-anti-
Kanninchen IgG). Im Anschluss daran wurde die Membran wie oben beschrieben
gewaschen, bevor die Membran fir eine Minute in ECL-Reagenz (3 ml Lsg.1 + 3 ml
Lsg.2) inkubiert wurde. Um die aus der Peroxidase- ECL-Reaktion resultierende
Chemolumineszenz zu visualisieren wurde die Membran entweder auf einen Ront-
genfilm aufgelegt, oder am Lumi- Imager F1 digitalisiert. Die Dauer der Exposition
(einige Sekunden bis mehrere Minuten) richtete sich nach der Menge des an der

Membran gebundenen Proteins und der Qualitat des ersten Antikorpers.

4.2.8 Fallung von Proteinen nach Wessel/Fliigge

Fur die Proteinfallung nach Wessel/Fligge (140) wurde zunachst ein Teil der zu fal-
lenden Probe mit vier Teilen Methanol versetzt. Nach dem Mischen der Probe wur-

den zwei Teile Chloroform hinzugegeben und intensiv mit dem Vortexer durchmischt.
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Anschliel3end wurde die Probe flr zehn Sekunden bei 14 000 rpm bei RT zentrifu-
giert. Im Anschluss wurden drei Teile H,O hinzugeflgt, intensiv gemischt und zwei
Minuten bei 14 000 rpm bei RT zentrifugiert. Nach der Zentrifugation bildeten sich
zwei Phasen, von denen die obere Phase mit der Pipette abgesaugt und verworfen
wurde. Auf den Rest wurden vier Teile Methanol hinzugegeben, durchmischt und fur
funf Minuten bei 14 000 rpm zentrifugiert. Hierbei sedimentierten die gefallten Protei-
ne. Das Sediment wurde in funf Teilen Aceton aufgenommen, auf dem Vortexer ge-
mischt und fir funf Minuten bei 2 °C und 14 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt, und das Sediment im Vakuum getrocknet. Das erhaltende Sedi-
ment konnte nun in Laemmliprobenpuffer aufgenommen, und fur die SDS-PAGE

verwendet werden.

4.2.9 Aceton/ Methanol-Fallung von Proteinen

Die zu fallenden Probe wurde mit dem doppelten Volumen eiskaltem Aceton versetzt.
Nach Zentrifugation in der Eppendorf-Kihlzentrifuge (14 000 rpm, 10 min, 2<C) wur-
de das resultierende Sediment mit gleichem Ausgangsvolumen Methanol gewa-
schen. AnschlieRend erfolgte erneut eine Zentrifugation in der Eppendorf-
Kihlzentrifuge (14 000 rpm, 20 min, 2<C). Das Sedim ent wurde auf dem Thermostat
bei 56T getrocknet, in Laemmliprobenpuffer aufgeno mmen, und konnte fiir die SDS-
PAGE verwendet werden.

4.2 .10 Proteinfarbung mit Coomassie-Brillant Blue

Farbeldsung: 0,2 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blue R 250
0,005 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blue G 250
40 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure
Entfarber 1: 40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure

2,25 % (v/v) Glycerin (87 %)
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Entfarber 2: 10 % (v/v) Methanol
5 % (v/v) Essigsaure
2,25 % (v/v) Glycerin (87 %)

Das Gel wurde zunéachst fir mindestens 60 Minuten in der Farbeldsung geschwenkt.
Zum Entfarben wurde das Gel nacheinander fir 30 bis 60 Minuten in Entfarber 1 und
mehrere Stunden in Entfarber 2 geschwenkt. AnschlieRend wurde das Gel gescannt
(LabScan) oder mit Silber angeféarbt, bevor es getrocknet wurde. Die Quantifizierung

der Proteine erfolgte mit Hilfe der Software Image Quant 5.1.

4.2.11 Proteinfarbung mit Silber

LOsung 2: 50 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure
in Aqua dest.
Losung 4: 12,5 % (v/v) Glutardialdehyd
in Aqua dest.
LOsung 5: Millipore Wasser
LOsung 6: 0,25 % AgNO3
in Aqua dest.
Lésung 7: 2,5 % Nap,COj3 (aus 12,5 % Stocklbsung) +
0,015 % (v/v) Formaldehyd
in Aqua dest.
Lésung 8: 5 % Essigsaure
in Aqua dest.
Lésung 9: 10 % Essigsaure und 5 % Glycerin
in Aqua dest.
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Die Silberfarbung erfolgte nach einer modifizierten Methode von Heukeshoven (141).
Das Gel wurde fur die Silberfarbung fur 2 Minuten in Losung 2 inkubiert. Anschlie-
Rend wurde das Gel fir 6 Minuten in der Losung 4 inkubiert. Im Anschluss daran er-
folgte ein zweimaliges Waschen mit Losung 5. Danach wurde das Gel fir 12 Minuten
mit der Losung 6 inkubiert, gefolgt von zweimaligem Waschen mit Lésung 5. Dies
diente dem Entfernen des uberschissigen Silbernitrats, bevor sich eine Inkubation in
Losung 7 anschloss. Dieser Schritt fihrte zum sichtbar werden der Proteine und
dauerte solange, bis eine zufriedenstellende Anfarbung erreicht war. Durch Zugabe
von Losung 8 und Inkubation fir zwei Minuten wurde die Entwicklung abgebrochen.
Als letzter Schritt erfolgte eine Inkubation fur 10 Minuten in Losung 9. Danach wur-

den die Proteine quantifiziert und das Gel getrocknet.

4.2.12 Phosphorimaging, Densitometrie und Detektion der Fluoreszenz

Entfarber-L6sung: Neutralisationslosung:
50 % (v/v) Methanol (techn.) 50 % (v/v) Methanol (techn.)
10 % (v/v) Essigsaure (techn.) 1 % (v/v) Glycerin

4.2.12.1 Phosphorimaging

Um die bei einer in vitro Translation durch **S-Methionin markierten Proteine nach
einer Auftrennung in SDS-Gelen nachzuweisen, wurden diese zunéchst zur Fixierung
der Proteine fur 15 min in Entfarber-Lésung und fur 30 min in Neutralisationslosung
inkubiert. FUr den sich daran anschliel3ende Trocknungsprozess wurden die Gele fur
ca. eine Stunde unter Vakuum und gleichzeitigem Erhitzen auf ein Filterpapier ge-
legt. Die getrockneten Gele wurden zur Detektion des radioaktiven Isotops auf Stora-
ge PhosphorScreen Platten fur einen Zeitraum von 15 h exponiert. Die Detektion der

PhosphorScreen Platten geschah mit Hilfe des Typhoon Phosphorimager.
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42122 Densitometrie

Die quantitative Auswertung der Farbdichte der gescannten Gele und Filme geschah
mit Hilfe der Software Image-Quant 5.1. Die Ergebnisse wurden in relativen Einheiten
wiedergegeben die fur eine graphische Darstellung der Quantifizierung mit Hilfe der
Software Excel (Microsoft) verwendet werden konnte. Wurden Blotmembranen per
Lumi- Imager F1 gescannt, erfolgte die quantitative Analyse der Bandenintensitaten

mit der Software Lumi Analyst 3.1.

4212.3 Detektion der Fluoreszenz

Die quantitative Auswertung der mit Fluoreszenz markierten Lysine des ppL86 ge-
schah mit Hilfe der Software Image-Quant 5.1. Der Scan der Gele geschah mit Hilfe
des Typhoon. Die Ergebnisse wurden in relativen Einheiten als Zahlen wiedergege-
ben die fur eine graphische Darstellung der Quantifizierung mit Hilfe der Software

Excel (Microsoft) verwendet werden konnte.

4.2.13 Praparation von rauen Mikrosomen aus Hundepankreas

Die Herstellung von rauen Mikrosomen erfolgte nach Walter und Blobel (142). Fur die
Praparation wurden folgende Puffer benétigt:

Puffer A: (2x) Puffer A: (1x)

100 mM Triethanolamin/HCI; pH 7,5 1 Vol. Puffer A

500 mM Saccharose + 1 Vol. H,O

100 mM KAc

12 mM MgCl2 PLAC (Gemisch aus):

4 mM DTT 12 mg Pepstatin A/ml DMSO
2 mM EDTA 12 mg Leupeptin/ml DMSO
0,4 mM PMSF 12 mg Antipain/ml DMSO
1:1000 PLAC 12 mg Chymostatin/ml DMSO
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Kissen A: Kissen 2,1 M Saccharose:

50 mM Triethanolamin/HCI; pH 7,5 50 mM Triethanolamin/HCI; pH 7,5
1,3 M Saccharose 2,1 M Saccharose

50 mM KAc

50 mM KCI Kissen 1,75 M Saccharose:

1:1000 PLAC wie Kissen 2,1 M Saccharose jedoch
5 mM MgCl2 mit 1,75 M Saccharose

4 mM DTT Kissen 1,5 M Saccharose:

1 mM EDTA wie Kissen 2,1 M Saccharose jedoch
0,4 mM PMSF 20 mM mit 1,5 M Saccharose
Mikrosomenverdinnungspuffer (MVP): Kissen 1,3 M Saccharose

20 mM Hepes/KOH; pH 7,5 wie Kissen 2,1 M Saccharose jedoch
200 mM Saccharose mit 1,3 M Saccharose

50 mM KCI

2 mM MgCl2

2mM DTT

Abbildung 7: Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung rauer Mikrosomen dienten ca. 30 g gefrorener
Hundepankreas.

Wenn im Folgenden nicht anders angegeben, erfolgten die Arbeitsschritte bei 2.
Zunachst wurden etwa 30 g frischer Hundepankreas (vgl. Abbildung 7) abgewogen
und in 500 ml Puffer 1 x A im Kuhlraum aufgetaut. Nach dem Auftauen wurde das
Pankreas klein geschnitten und von Bindegewebe, Fett und GefalRen befreit. An-
schlieBend wurde das Pankreas durch eine Gewebepresse in 100 ml Puffer 2 x A
tberfuhrt und je 30 ml davon in einem 60 ml Potter in drei Durchgéngen bei 300 rpm
mit einem Motorpotter homogenisiert. Nachfolgend erfolgte eine Zentrifugation des
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Homogenats fur 10 Minuten bei 2C mit dem Rotor JA 20 (J2-MC Zentrifuge) bei
3 000 rpm. Dies diente der Abtrennung von nicht aufgeschlossenen Zellen und Zell-
trimmern. Das Sediment wurde nochmals in Puffer 2 x A resuspendiert und wie
oben beschrieben zentrifugiert. Die zweiten Sedimente wurden verworfen und die
resultierenden Uberstande fir zehn Minuten bei 2C mit 9 000 rpm (Rotor: JA 20)
zentrifugiert. Dies diente der Abtrennung von grofR3eren Zelltrimmern und den Zell-
kernen. Die Sedimente wurden verworfen und der Uberstand vorsichtig in einen
250 ml Messzylinder dekantiert. 9 ml Kissen A wurden in Zentrifugenréhrchen vorge-
legt und jeweils 17 ml des Uberstandes darauf geschichtet. Die anschlieRende Zent-
rifugation erfolgte fir 2 1/2 Stunden bei 2 mit 45 000 rpm (Rotor: Tl 70, L-80 Ultra-
zentrifuge) mit langsamem Start und Stopp. Die Mikrosomen sedimentierten durch
das Kissen A, die cytosolischen Bestandteile blieben im Kissen. Die sedimentierten
Bestandteile wurden in 5 ml 1 x A resuspendiert, in einen 15 ml Potter Gberfihrt und
in drei Durchgangen mit einem Motorpotter mit 100 rpm homogenisiert. Das Homo-
genat wurde mit Puffer 1 x A auf das Endvolumen von ca. 80 ml aufgefullt und auf
einen diskontinuierlichen Gradienten von je 4 ml 2,1 M Saccharose, 1,75 M Saccha-
rose und 1,5 M Saccharose in den Zentrifugenrohrchen geschichtet. Die Zugabe der
homogenisierten Sedimente erfolgte auf das 1,5 M Saccharose Kissen. Die Zentrifu-
gation erfolgte fur 15 - 20 Stunden bei 2T mit 45 000 rpm mit dem Rotor TI 70
(langsame Beschleunigung und ohne Bremse). In der untere Phase sammelte sich
das raue ER (rER = rough ER), in der obere Phase das glatte ER (SER = smooth ER)
und die freien Ribosomen sedimentierten durch den Gradienten. Die weil3e Bande
zwischen der 2,1 M Saccharose und der 1,75 M Saccharose wurde mit einer Pas-
teurpipette aufgenommen und in einem Messzylinder gesammelt und mit Puffer 1 x A
auf ein Volumen von 160 ml aufgefillt. Mit dem Uberstand wurden Zentrifugenrohr-
chen beladen, in die 2 ml 1,3 M Saccharose- Kissen vorgelegt waren. Die Zentrifuga-
tion erfolgte flr 2 Stunden bei 2T mit 45 000 rpm im Rotor Tl 70. Im Sediment be-
fanden sich die rauen Mikrosomen (RM). Die Sedimente wurden in Mikrosomenver-
dunnungspuffer (MVP) der 2 mM DTT enthélt resuspendiert, mit einem 2 ml Potter
homogenisiert (sieben Durchgange) und in einem Falkonréhrchen vereint. Die Be-
stimmung der optischen Dichte (ODag) erfolgte mit Hilfe des NanoDrop™ 1000
Spektrophotometers. Die RM wurden aliquotiert, in flissigem N, eingefroren und bei

— 80T gelagert.
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4.2 .14 Praparation von Puromycin- und Salz gewaschenen Hundepankreasmikroso-

men

Tabelle 7: Zusammensetzung der Puffer fir die Puromycin/ Kaliumacetat - Behandlung von Mikroso-
men

Saccharose-
Stammldsungen | Puromycin- Puffer Puffer Kissen 1 | Kissen 2 | Verdinnungs- Puffer
HEPES (pH 7,5) 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
Kaliumacetat 500 mM 500 mM 500 mM | 500 mM -
Magnesiumchlorid 5mM 5mM 5mM 5mM
GTP 0,04 - - - -
DTT 5mM 5mM 5mM
Puromycin 1 mM - - - -
Saccharose - 2M 15M -

Durch Puromycin (ein t- RNA Analogon) werden naszierende Ketten von den Ribo-
somen freigesetzt, sodass diese sich von den RM ablésen und gemeinsam mit den
peripheren Membranproteinen beim Waschschritt mit Kaliumacetat abgewaschen
werden. Es entstehen sogenannte PK-RM (Puromycin Kaliumacetat- RM). Das Wa-
schen der rauen Mikrosomen mit Kaliumacetat und Puromycin erfolgte im Wesentli-
chen nach Goérlich und Rapoport (42). 34,5 ml frisch aufgetauter Mikrosomensuspen-
sion (ODygp = 40) wurden sedimentiert (20 min bei 100 000 rpm und 2C, Rotor TLA-
100.3, Optima™ TLX Ultrazentrifuge). Die Sedimente wurden in 6 x 1,5 ml Puromy-
cin-Puffer resuspendiert. Unter leichtem Schutteln (500 rpm) wurde fur 20 min bei
25T inkubiert und anschliel3end die PK-RM ultrazentrifugiert (20 min bei 100 000
rpm bei 25T Rotor TLA-100.3). Das resultierende Se diment wurde zur Flotation in
500 pl Saccharose-Puffer resuspendiert, in ein Zentrifugenréhrchen (TLA-100.3)
Uberfihrt und mit 1 ml Kissen 1 und 0,5 ml Kissen 2 Uberschichtet. Es folgte eine Flo-
tation im Rotor TLA-100.3 (60 min bei 100 000 rpm). AnschlieBend konnten die
PK-RM aus der Interphase zwischen Kissen 1 und Kissen 2 mit einer sterilen, abge-
schnittenen Pipettenspitze geerntet und mit 1 ml Verdunnungspuffer 1:1 verdinnt
werden. Das Ribosomensediment wurde in 500 yl MVP resuspendiert. Es folgte eine
erneute Zentrifugation (Rotor TLA 100.3, 20 min, 100 000 rpm, 2<C). Nach Resus-
pendierung des Sediments in MVP wurden die PK-RM in flissigem Stickstoff eingef-
roren und bei —80<C gelagert.
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4.2.15 Puromycin/ Kaliumacetat - Behandlung von Ribosomen

Als Ausgangsmaterial fur die Behandlung der Ribosomen mit Puromycin und Ka-
liumacetat dienten die wahrend der Herstellung der rauen Mikrosomen (vgl. Ab-
schnitt 4.2.13) anfallenden, in MVP-DTT resuspendierten Ribosomensedimente. In
einem ersten Schritt wurden 4 x 1ml Ribosomen fiir 90 Minuten mit 68 000 rpm bei
2T (TLA 100.3, Beckmann Zentrifugenréhrchen) zentr ifugiert. Die Sedimente wur-
den in je 500 yl Kaliumacetat/ Puromycin- Puffer resuspendiert und fur 20 Minuten
bei 25T im Wasserbad inkubiert und im Anschluss fir 90 Minuten mit 68 000 rpm
bei 2T (TLA 100.3, Beckmann Zentrifugenréhrchen) z entrifugiert. Die Sedimente
wurden in insgesamt 2 ml Hochsalz - Saccharose- Puffer resuspendiert, auf zwei
vorgelegte 1,5 ml Hochsalz + Saccharose-Kissen aufgetragen und anschlie3end
zentrifugiert (60 Minuten bei 100 000 rpm, 2, TLA 110). Alle Uberstande wurden
fur die spatere Analyse mittels SDS- PAGE gesammelt. Abschliel3end wurden die
Sedimente in insgesamt 2 ml MVP-DTT aufgenommen und die OD,gy mittels NanoD-

rop'™ 1000 Spektrophotometer bestimmit.

Tabelle 8: Zusammensetzung der Puffer fiir die Puromycin/ Kaliumacetat - Behandlung von Riboso-
men

Kaliumacetat/ Puromycin- | Hochsalz - Saccharo- | Hochsalz + Saccha-
Puffer se Puffer rose Puffer

GTP ImM | e e

KAC 500 mM 500 mM 500 mM

Puromycin 05mM | e s
HEPES/KOH | = 40 mM 40 mM
prtrT | e 2mM 2mM

Saccharose | = s | e 500 mM
Mg(Ac), | e 5mM 5mM
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4.2.16 RNaseA - Behandlung von Ribosomen

Um ribosomale RNA zu verdauen, wurde pro 6,2 pug Ribosomen 1 pg RNaseA zuge-
geben. Die Inkubation erfolgte 60 oder 90 Minuten bei 30°C und 700 rpm. Als Kont-
rolle wurde die gleiche Menge an Ribosomen unter gleichen Bedingungen aber ohne

RNaseA Zugabe inkubiert.

4.2.17 Trennung der ribosomalen Untereinheiten

Um die ribosomalen Untereinheiten zu trennen, wurden 2 X 100 pl Puromycin und
Kaliumacetat behandelte Ribosomen auf eine Endkonzentration von 1M KCI,
10 mM MgCl, und 2 mM DTT gebracht. Es folgte eine Inkubation der Ribosomen fur
1h bei Raumtemperatur. Die Ribosomen wurden anschlieRend auf einen Saccharo-
segradienten aufgetragen (je 1,25 ml 30 %, 25 %, 20 % und 15 % Saccharose) und
fur 3 h mit 32 000 rpm bei 26T zentrifugiert (Rotor SW 55, langsame Beschleuni-
gung, ohne Bremse, L-80 Ultrazentrifuge). Nach der Zentrifugation wurden von oben
je 500 pl Fraktionen abgenommen und von jeder Fraktion 100 pul nach Wes-
sel/Fligge (140) geféllt. Die Analyse erfolgte mittels SDS- PAGE und Western- Blot
(priméare Antikdrper gegen L4 und S3).

Die Fraktionen, die nicht getrennte Ribosomen enthielten, wurden vereinigt und mit
Puffer D mindestens 1:2 verdiinnt. Uber Nacht erfolgte das Sedimentieren dieser Ri-
bosomen (57 000 rpm bei 2C im TLA 100.3 oder TLA 110, L-80 Ultrazentrifuge).
Diese Sedimente wurden in 200 ul MVP+DTT resuspendiert und nochmals wie oben
beschrieben erneut behandelt und analysiert. Die erneute Zentrifugation erfolgte je-
doch auf einem Saccharosegradienten von je 2,75 ml 30 %, 25 %, 20 % und 15 %
Saccharose mit dem Rotor SW 41 Ti (L-80 Ultrazentrifuge). Die Sedimente wurden
in 10 ul MVP+DDT resuspendiert und die Zentrifugenréhrchen nochmals mit einem
Gesamtvolumen von 20 pl MVP+DDT gewaschen. Die Konzentration der grof3en und
kleinen ribosomalen Untereinheit wurden mit dem NanoDrop™ 1000 Spektrophoto-

meter bestimmt.
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Tabelle 9: Zusammensetzung der Puffer fir die Trennung der ribosomalen Untereinheiten.

Puffer Tris/HCI pH 7,6 MgCl, KCI DTT Saccharose

30 %

30 % Saccharose 50 mM 10 mM 850 mM 1mM
25 %

25 % Saccharose 50 mM 10 mM 850 mM 1mM
20 %

20 % Saccharose 50 mM 10 mM 850 mM 1mM
15 %

15 % Saccharose 50 mM 10 mM 850 mM 1mM
Puffer D 50 mM 10 mM 850 mM imM | T

4.2.18 Isolierung des Sec61- Komplexes aus Hundepankreasmirkrosomen

30 ml (30 000 Aquivalente) RM mit einer OD,go= 40 wurden fiir 20 Minuten bei 2C
und 100 000 rpm zentrifugiert (Rotor: TLA 100.3 oder TLA 110, L-80 Ultrazentrifuge).
Eine Definition der Aquivalente findet man bei Walter und Blobel (142). Die Memb-
ranen wurden in 30 ml Puffer 18 (siehe Tabelle 10) resuspendiert und anschlief3end
fur 40 Minuten bei 2T und 100 000 rpm zentrifugiert (Rotor: TLA 100.3 oder TLA
110). Der Uberstand wurde Pra- Extrakt genannt und enthalt die luminalen Proteine
des ER. Das Sediment wurde in Puffer 19 (siehe Tabelle 10) resuspendiert, an-
schlieBend zuerst fiur 10 Minuten auf Eis inkubiert dann fir 60 Minuten bei 2T und
100 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand (= RM- Extrakt) kann zum Beispiel zur Iso-
lierung von TRAM (= ,translocating chain-associated membrane protein“) der Sig-
nalpeptidase und anderen Proteinen weiterverwendet werden. Das Sediment wurde
nochmals in Puffer 19 (siehe Tabelle 10) gewaschen und anschlief3end in 30 ml Puf-
fer 11 (siehe Tabelle 10) resuspendiert. Die Mischung wurde fur 60 Minuten auf Eis
und anschliel3end 30 Minuten bei 30T inkubiert. Nac h 90 Minuten Zentrifugation mit
100 000 rpm bei 25T wurde der Uberstand (= RAMP vo r Dialyse ,ribosome associa-
ted membrane protein) abgenommen und gegen 200 Volumen Puffer 12 (siehe Ta-
belle 10) tiber Nacht bei 4 dialysiert. Der dialys ierte Uberstand (= RAMP nach Dia-
lyse) wurde fiir zehn Minuten bei 100 000 rpm und 2°C abzentrifugiert. Der Uber-
stand wurde auf je eine 10 ml Q- Sepharose und 2 ml S- Sepharose Saule aufgetra-
gen, die hintereinander geschaltet waren. Die Saulen wurden nach dem Auftragen
der Probe mit Puffer 15 (siehe Tabelle 10) gewaschen. Die S- Sepharose- Séule
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wurde anschlieRend mit einem 80 ml Gradienten (Puffer 16A und 16B, siehe Tabel-
le 10; Flussrate: 5 pl/min) eluiert. Fraktionen a 4 ml wurden gesammelt und je 50 pl
Aliquots zur Analyse geféllt (Aceton/ Methanol) und auf ein SDS- Gel aufgetragen.
Die Fraktionen in denen der Sec61- Komplex nachzuweisen war, wurden mit P 7
(siehe Tabelle 10) mindestens 1:3 verdunnt und auf eine 2 ml S- Sepharose aufget-
ragen. Nach anschlieBendem Waschen der Saule mit DBCP10-200 und DBCP10-
400 wurde mit DP10-800 (siehe Tabelle 10) eluiert. Zur Optimierung der Proteinaus-
beute wurde in einer anderen Préparation die Waschschritte mit Digitonin im Puffer
und hoheren Kaliumacetatkonzentration durchgefiihrt. Die Bestimmung der auf
Sec6l positiven getesteten Proben der Salzelution erfolgte Gber SDS- Gelelektro-
phorese. Die Sec61 enthaltenden Proben wurden vereinigt, tber Microcon™- Kon-
zentratoren konzentriert, auf ein 16 % SDS- Gel aufgetragen und elektrophoretisch

aufgetrennt und anschliel3end mittels Western- Blot analysiert.
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Tabelle 10: Zusammensetzung der Puffer fir die Isolierung des Sec61- Komplexes aus Hundepank-

reasmikrosomen.

PLAC

DP10-
P7 200 bis DBCP10- 200 | DBCP10- 400 P11 P12
1000
Hepes/ KOH pH 7,8 | 10 mM 50 mM 100 mM 10 mM
DTT 5mM
Glycerin (in %, w/v) | ----- 5% | e
Saccharose | - | - | - | e e 20%
deoxyBIGCHAP | - |  ---- 03% | ]
Digitonin 0,5% 1% | - | - 3% 0,02%
Puromycin | - ImM | -
Kaliumacetat | ----- 200 bis 200 mM 400 mM I
1000 mM
Magnesiumacetat | - 17,5 mM 1mM
GTP | 02mM | -
PLAC | - 0,001 mg/ml | -----
P13 P15 P16 A P16 B P18 P19
Hepes/ KOH pH 7,8 |10 mM 50 mM 20 mM
DTT 5mM
Glycerin (in %, w/v) 10% 15%
Digitonin 4% 2,5 % 0,4% 4%
Kaliumacetat | ----- 150 mM 500mM | - 400 mM
Magnesiumacetat | - 5mM 12 mM
————— 0,001 mg/ml
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4.2.19 Vorbereitung der Saulen

Die Q- und die S- Saulen wurden direkt hintereinander geschaltet. Vor der Benut-
zung wurden die Saulen mit Wasser gespult und mit mindestens 10 ml Puffer 13
(siehe Tabelle 10) aquilibriert. Die FlieRgeschwindigkeit beim Aquilibrieren betrug ca.
0,3- 0,2 ml/min. Die Probe wurde mit 0,1 ml/min Gber beide Saulen aufgetragen und
anschlieRend mit 5 ml Puffer 15 (siehe Tabelle 10, Flussrate: 0,1 ml/min) gewaschen.
Eluiert wurde je nach Bedarf mit einem kontinuierlichen Salzgradienten oder Stufen-
gradienten (Puffer DP10 mit 600, 800 und 1000 mM Kaliumacetat, siehe Tabelle 10).

4.2.20 Affinitatsreinigung von polyklonalen Peptidantikdrpern

4.2.20.1 Kopplung des Peptides an die Sulfolink- Matrix

Probenpuffer, Kopplungspuffer, Waschpuffer 50 mM L- Glycin und 0,05 % NaNg3 (als
10 % Stocklbésung) waren im Kit vorhanden.

10 mg des zu koppelnden Peptides wurden in 2-3 ml Kopplungspuffer gelost. Nach-
dem 2 ml des Sulfo- Link- Materials in eine Séaule gegeben wurden, wurde der tber-
stehende Puffer entfernt und die Saule mit 12 ml Kopplungspuffer (3 x 4 ml) aquilib-
riert. Der Uberstehende Puffer wurde abgelassen und das im Kopplungspuffer gelés-
te Peptid auf die S&ule gegeben. Die Saule wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur
unter leichtem Schwenken inkubiert. Die Inkubation wurde danach fir weitere 30 Mi-
nuten ohne Schwenken fortgefuhrt. Von der Saule wurde die Uberschissige Flussig-
keit entfernt und anschlieend mit 2 x 3 ml Kopplungspuffer gewaschen. Um die nicht
abgesattigten Bindungsstellen zu blockieren, wurde anschlie3end fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur mit 2 ml einer 50 mM L- Cysteinlésung (in Kopplungspuffer) unter

leichtem schwenken, anschlieRend 30 Minuten ohne Schwenken inkubiert.
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4.2.20.2 Bindung der spezifischen Antikdrper an die Matrix

Fur die Bindung und die Elution der spezifischen Antikdrper an der Matrix wurden

folgende Losungen bendtigt:

Losung A: 10 mM Tris/ HCI, pH 7,5

Losung B: 10 mM Tris/ HCI, pH 8,8

L6sung C: 10 mM Tris/ HCI, pH 7,5 und 500 mM NaCl
Losung D: 100 mM Glycin/ HCI, pH 2,8

Losung E: 100 mM Triethylamin, pH 11,5

Losung F: 1 M Tris/ HCI, pH 8,0

Die Sulfolink- Saule wurde mit 10 Bettvolumina (BV = 2 ml) Losung A &aquilibriert.
10 ml Antiserum wurden Uber einen Membranfilter gegeben und mit 90 ml Lésung A
verdunnt und mittels einer Peristaltikpumpe auf die aquilibrierte Saule aufgetragen.
Die Auftragsgeschwindigkeit betrug 10 bis 15 ml/ h, wobei die verdinnte Antiserum-
I6sung die Saule mindestens zweimal passieren sollte. Danach wurde die Séule na-
cheinander mit je 20 BV Lésung A und Lésung C mit einer Flul3geschwindigkeit von

15 — 30 ml/ h gewaschen.

4.2.20.3 Elution der spezifischen Antikorper

Die gewaschene Séaule wurde mit 10 BV Ldsung D versetzt. Dadurch werden die
sauresensitiven Antikérper von der Saule eluiert. Um diese mdglichst schnell in einen
weniger schadlichen pH- Wert Bereich zu bringen, wurde das Eluat unter Rihren in
einem Gefall mit Lé6sung F aufgefangen. Nach dieser Saureelution wurde die Saule
mit Losung B gewaschen, bis der pH- Wert 8,8 betrug. Anschliel3end erfolgte die Elu-
tion der alkalisensitiven Antikérper mit 10 BV Lésung E. Wieder wurde das anfallende
Eluat unter Ruhren in einem Gefald mit Losung F aufgefangen. Die eluierten Antikor-

per wurden anschliel3end mittels Western- Blot Analyse getestet (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Bestimmung der Funktionalitat des gereinigten Sec61p Antikorpers. 25 pl und 50 pl von
PK-RMs und von zwei unterschiedlichen RM wurden auf ein 16 % BIO-RAD Gel aufgetragen und
mittels SDS-PAGE und Western- Blot analysiert. Fur die immunologische Detektion wurden die PVDF
Membranen mit den beiden priméren Antikdrpern Sec6la und dem gereinigten Sec61f, gefolgt von
dem Sekundéaren Antikdrper Peroxidase-anti-Kanninchen 1gG inkubiert. Beide Priméarantikdrper wur-
den in einer 1:1 000 Verdinnung eingesetzt.

4.2.20.4 Kopplung von Antikérper an Protein A/G-Sepharose

Eine Immunpréazipitation (IP) ist eine imunnologische Methode, bei der mittels eines
Antikdrpers ein Antigen aus einer Losung prazipitiert wird. Dieses Antigen kann ein
Protein oder ein Peptid sein. Folgende Losungen fur die Kopplung der Antikdrper an

Protein A/G-Sepharose werden benotigt:

Losung 1: 100 mM Tris/ HCI, pH 8,0
Losung 2: 200 mM Natriumborat pH 9,0
Losung 3: 200 mM Ethanolamin/ HCI, pH 8,0
Losung 4: 100 mM Glycin, pH 2,8
DMP: Dimethylpimelimidat
PBS: 155 mM NacCl

50 mM NaH,PO4*H,0

200 mM NaH,PO4*2H,0

mit 5 N NaOH auf pH 7,3
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Die Kopplung der Antikérper an Protein A/G-Sepharose erfolgte nach Harlow und
Lane (143). Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefuhrt. 1 ml gequollene
Protein A/G-Sepharose wurde nach Aquilibrierung mit Losung 1 mit 1 ml Antiserum
im 15 ml Falconréhrchen unter leichtem Schwenken fir eine Stunde inkubiert. Der
Uberstand wurde durch Zentrifugation in einer Bactifuge (1 000 rpm, 2 min) entfernt.
Anschliel3end wurde zweimal mit jeweils 10 ml Losung 2 gewaschen. Das Entfernen
des Uberstands geschah durch Zentrifugation in einer Bactifuge (1 000 rpm, 2 min).
Das Saulenmaterial wurde anschlie3end nochmals mit 10 ml Lésung 2 versetzt. Zur
chemischen Quervernetzung wurde Dimethylpimelimidat (DMP) zugesetzt, bis zu
einer Endkonzentration von 20 mM. Nach 30 mindtiger Inkubation wurde nach Ent-
fernen des Uberstandes die Reaktion durch Zugabe von 10 ml Lésung 3 unterbro-
chen. Der Uberstand wurde entnommen, und letzte Reste von DMP wurden durch
Inkubation mit weiteren 10 ml Lésung 3 fir zwei Stunden bei Raumtemperatur neut-
ralisiert und das Saulenmaterial mit 10 ml Lésung 4 fur 10 bis 15 Minuten ge-
waschen. Die nachfolgende Neutralisation mit 10 ml Losung 1 war erforderlich, damit
die Antikorper nicht denaturieren. Nach einem abschlieBenden Waschen mit PBS
konnte das Material nun fir die Bindung von Antigen benutzt werden. Der Antikdrper

war nun kovalent an die Protein A/G-Matrix gekoppelt.

4.2.21 Isolierung des Sec61- Komplexes aus PK-RM

0,1 %DP10-800: 50 mM HEPES/KOH pH 7,8
400 mM Kaliumacetat
15 % Glycerin
0,1 % Digitonin
5mMDTT

0,1 % DP-0: 50 mM HEPES-KOH (pH 7,8)
5mM DTT
15 % Glycerin
0,1 % Digitonin
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Solubilisierungspuffer: 50 mM HEPES/KOH pH 7,8
400 mM Kaliumacetat
1,5 % n- decanoylSaccharose
15 % Glycerin
0,7 % deoxy- Big- CHAP
10 pg/ ml PLAC

Rekonstituierungsspuffer: 50 mM HEPES/KOH pH 7,8
750 mM Kaliumacetat
15 % Glycerin
0,7 % deoxy- Big- CHAP

Elutionspuffer: 50 mM HEPES/KOH pH 7,8
750 mM Kaliumacetat
15 % Glycerin
0,7 % deoxy- Big- CHAP
1,3 mg/ ml Peptid des N- Terminus von Sec61f3

Verdunnungspuffer: 50 mM HEPES/KOH pH 7,8
15 % Glycerin
0,7 % deoxy- Big- CHAP

24 ml PK-RM (OD2gp = 25) wurden in 24 ml Solubilisierungspuffer fur 30 Minuten bei
O0C inkubiert. Die solubilisierten PK-RM wurden fir 10 Minuten bei 14 000 rpm in
einer Eppendorf Kihlzentrifuge bei 4C zentrifugiert. Die Uberstande wurden verei-
nigt und Uber Nacht auf die Antikdrper- Saule aufgetragen. AnschlieRend wurde die
Séaule mit Rekonstituierungspuffer intensiv gewaschen. Die Elution erfolgte mit
8 x 500 ul Elutionspuffer, wobei die dritte Fraktion 30 Minuten auf der Saule gehalten
wurde. Je 50 pl der Fraktionen wurden mit Aceton/ Methanol gefallt, mittels
SDS- PAGE elektrophoretisch Aufgetrennt und anschlieRendem Western- Blot ana-
lysiert. Die Proben mit positiven Ergebnis wurden vereinigt, 1:3 mit Verdinnungspuf-
fer gemischt und auf eine 0,2 ml S- Sepharose Saule aufgetragen. Nach dem Auftra-
gen wurde die Saule mit 0,1 % DP-0 gewaschen um einen Detergenzwechsel von
deoxy-Big- CHAP zu Digitonin zu erreichen. Es folgte eine Elution 0,1 % DP10-800
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mit Fraktionen von je 500 ul. Je 50 pl der Fraktionen wurde mit Aceton/ Methanol
gefallt und mittels SDS-PAGE und Western- Blot analysiert. Die Proteinkonzentration
wurde Uber einen Vergleich mit einer BSA Reihe nach SDS- PAGE und Coomas-

sie- Farbung bestimmt.

4.2.22 Isolierung von Grpl170 und BiP aus Prd- Extrakten

Grp170, auch ABP 150 genannt (108) ist ein molekulares Chaperon im Lumen des
endoplasmatischen Retikulums. Als Ausgangsmaterial zur Isolierung des Proteins
dienten raue Mikrosomen (RM). Zur Isolierung von Grpl170 aus Hundepankreasmik-
rosomen wurden diese in einem ersten Schritt im TLA100.3 Rotor fur 20 min bei
68 000 rpm und 2T zentrifugiert, um die Mikrosomen zu sedimentieren. Das Sedi-
ment wurde im gleichen Volumen CP- 400 (siehe Tabelle 11) resuspendiert und fur
20 min bei 4T auf dem Schittler solubilisiert. Um unldsliche Proteine und die Memb-
ranen zu entfernen, wurde dann nochmals fir 60 min bei 100.000 rpm und 2T im
TLA100.3 Rotor zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die luminalen Proteine der Mik-
rosomen und wurde fur den weiteren Reinigungsschritt verwendet. Das Sediment
enthielt den GrofR3teil der Membranproteine und konnte zur Isolierung des
Sec61- Komplexes weiterverarbeitet werden.

Als Reinigungsschritt wurde eine Chromatographie mit ATP- Agarose durchgefihrt.
Bei dieser Affinitdtschromatographie binden ATP-bindende Proteine an das kovalent
an die Agarose- Matrix gekoppelte ATP und konnen anschlieBend mit einer

ATP- L6sung eluiert werden.

Tabelle 11: Pufferzusammensetzung fur die ATP-Agarose Affinitdtschromatographie.

Bestandteil CP-400 CCP+Chaps CCP-Chaps CACP CKACP
Hepes/ KOH pH 7,5 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM
KCl 400 mM 400 mM 400 mM 400 mM 2M
MgCl, 2 mM 1,5 mM 1,5 mM 1,5mM 1,5 mM
EDTA 1 mM 2mM 2mMm 2mMm 2mMm
DTT | - 2mM 2mMm 2mMm 2mMm
Glycerin (in %, wiv) |  --—---- 30 30 30 | -
ATP | e e e 4 mM 10 mM
Chaps 0,65 % 065% | @ - | e e
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4.2.23 Vorbereitung der ATP- Agarose Saule und der Probe

Die ATP- Agarose- Saule wurde mit zwei bis drei Bettvolumen CCP+Chaps (siehe
Tabelle 11) aquilibriert. Die Extrakte wurden mit dem Puffer CCP+Chaps auf ein Vo-
lumen von 30 ml gebracht und auf die ATP- Agarose mit einer Flussgeschwindigkeit
von 3 ml/h aufgetragen. Im Anschluss wurde die Saule dann mit je 30 ml
CCP+ Chaps und CCP- Chaps (siehe Tabelle 11) und einer Flussgeschwindigkeit
von 5 ml/h gewaschen. Die Elution erfolgte nacheinander in je 15 Fraktionen & 2 ml
CACP und CKACP (siehe Tabelle 11) bei einer Flussgeschwindigkeit von 5 ml/h. Je-
weils 50 pl dieser Fraktionen wurden abgenommen und die Proteine mit Ace-
ton/Methanol gefallt, um schlie3lich mittels SDS- PAGE analysiert zu werden. Die
Eluate wurden bis zur weiteren Verwendung bei — 80T gelagert. Nach dieser Pro-
zedur konnte die Saule fur die nachste Reinigung verwendet oder nach Waschen mit
H,O dest. in 20% Ethanol gelagert werden. Die positiven Proteinproben wurden an-
schlieBend vereinigt und nacheinander mit den Konzentratoren Centricon YM 30 und

Microcon 30 kDa cut-off konzentriert.

4.2.24 Gelfiltration

Die Methode der Gelfiltration wurde angewendet, um freies BiP vom Proteinkomplex
aus Grpl170 und BiP zu trennen. Die Gelfiltration wurde mit der Akta Explorer
100- Anlage durchgefuhrt. Die mit Hilfe des ,molecular weight marker kit“ geeichte
Supedex 200 HR10/30 Gelfiltrationssaule wurde zunachst mit einem Saulenvolumen
(100 ml) CCP-Chaps Puffer (siehe Tabelle 11) aquilibriert, dann die Proteine aufget-
ragen und schlieBlich mit CCP- Chaps Puffer eluiert. Der gesamte Lauf erfolgte mit
einer Geschwindigkeit von 0,5 ml/min. Nach dem Auftrag der Proteine wurden 1,4 ml
Fraktionen gesammelt. Von den Elutionsfraktionen wurden je 100 yl entnommen, die
darin enthaltenen Proteine mittels Aceton/ Methanol gefallt (vgl. 4.2.9), in Laemmli-
Probenpuffer aufgenommen und mittels SDS-PAGE analysiert. Wéahrend des Laufes
wurde die optische Dichte des Eluates bei 280 nm gemessen und aufgezeichnet, so
dass das genaue Volumen ermittelt werden konnte bei dem die Proteine eluieren
(siehe Abbildung 35). Um das nicht an Grp170 gebundene BiP zu erhalten, wurden

die positiven Proteinproben vereinigt und mittels Centriprep™ und Microcon™- Kon-
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zentratoren konzentriert. Die Proben konnten anschlieRend fiir weitere Versuche ein-

gesetzt werden oder bei -80 °C gelagert werden.

4.2.25 In vitro- Synthese des Praprolactin 86mer (=ppL86) Transkripts

Fur die in vitro- Synthese des ppL86 Transkripts wurde der Transkriptionsansatz wie
unten angegeben in ein Eppendorfreaktionsgefall zusammenpipettiert. AnschlieRend
erfolgte eine Inkubation fir drei Stunden bei 40C im Wasserbad. Die so erhaltenen
Transkripte konnten sofort flr eine in vitro- Synthese eingesetzt werden oder wurden

bei — 80T eingefroren.

Salzlésung: (10x) Pramix :

400 mM Hepes/KOH; pH 7,4 1/10 Volumen 10x Salzlésung

60 mM MgAc2 0,1 mg/ml BSA

20 mM Spermidin 10 mM DTT
0,5 mM Nukleotid-Mix
0,1 mM GTP

CAP

5 U m’GpppG

in 300 pl 10 mM HEPES/KOH; pH 7,9

Transkriptionsansatz:

60 pl Pramix

4 ul DNA (1,15 pg/ul) pB4- Pvu I
5ul CAP

3 ul RNasin

2 ul Polymerase SP6

26 pl H0
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4.2.26 In vitro- Synthese des Praprolactin (=ppL) Transkripts

Fur die in vitro- Synthese des ppL Transkripts wurde der Transkriptionsansatz wie
unten angegeben in ein Reaktionsgefald zusammenpipettiert. Anschliel3end erfolgte
eine Inkubation fir drei Stunden bei 40C im Wasser bad. Die so erhaltenen Trans-
kripte konnten sofort flr eine in vitro- Synthese eingesetzt werden oder wurden bei

-80C eingefroren.

Transkriptionsansatz:

30 ul Pramix (siehe Abschnitt 4.2.25)
2 ul DNA (0,5 pg/ul) pB4- EcoR I)
2,5 ul CAP

1,5 pl RNasin

1 pl Polymerase SP6

13 ul H,0

4.2.27 In vitro- Synthese und *°S- Markierung von Proteinen in Kaninchen Retikulocy-

tenlysat

Die Synthese von Préaprolactin wurde mit dem Translations Kit (Retikulozyten-Lysat)
durchgefiihrt. Die Translationsansatze wurden nach folgendem Schema in ein Reak-

tionsgefald auf Eis zusammenpipettiert:

Ret.-Lysat 40 %
ppL Transkript 6 %
KAc 4%
MgAcC; 6 %
AS ohne Methionin 8 %
[*S]- Methionin 8 %
H,O 28 %
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Die darauf einsetzende Proteinsynthese wurde in Abwesenheit, bzw. in Anwesenheit
von Mikrosomen in verschiedenen Konzentrationen (2, 4 und 6 % des eingesetzten
Volumens) im Rahmen eines Sequestrierungstests (vgl. Abschnitt 4.2.29) durchge-

fuhrt. Die Mikrosomen waren jeweils auf eine ODgo von 40 eingestellt.

4.2.28 In vitro- Synthese von fluoreszierenden Proteinen in Kaninchen Retikulocyten-

lysat

Die Synthese von Préaprolactin 86mer wurde mit dem Translations Kit der Firma Ro-
che Diagnostics (Retikulozyten- Lysat) durchgefiihrt. Die Translationsansatze wurden

nach folgendem Schema in ein Reaktionsgefall auf Eis zusammenpipettiert:

40 % Retikulocytenlysat Typ Il

15 % ppL86 Transkript

6 % MgAc;

4% KAc

4% Aminosauremix ohne Methionin
4% Aminosduremix ohne Leucin

0% -2% FluoroTect™- tRNA
25 %-27% H,0

Die Proteinsynthese wurde bei 30C in Anwesenheit von fluoreszierender tRNA
(FluoroTect™- tRNA) in verschiedenen Konzentrationen durchgefihrt. Nach Zugabe
von 2 x Laemmliprobenpuffer und anschlie@endem Erhitzen auf 95T konnte die
Probe elektrophoretisch aufgetrennt werden. Die fluoreszierenden Proteine wurden

mittels Fluoreszenzmessung (Typhoon) analysiert.
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Abbildung 9: Struktur der FluoroTect™ tRNA (Quelle: Promega).

4.2.29 Sequestrierungstest

Im Anschluss an die Praparation der Mikrosomen wurde deren Funktionalitat getes-
tet. Hierfir wurde ein Sequestrierungstest durchgefiihrt. Dieser Test diente der Un-
tersuchung des Transports und der Prozessierung des Vorlauferproteins (Préprolac-
tin = ppL) in das Lumen von Mikrosomen. Daflir wurde ein Transportansatz wie in
4.2.27 beschrieben nach dessen Inkubation auf Eis gestellt, um die Reaktion zu
stoppen. Der Transportansatz wurde in je drei Aliquots von 3,5 pl aufgeteilt. In einem
nachsten Schritt wurden pro Translationsansatz je 3,5 ul der folgenden Lésungen
zupipettiert: Im ersten Saccharose-Losung, im zweiten Proteinase K-Lésung, im drit-
ten Proteinase K/TritonX-100- L6sung. Nach durchmischen des Translationsansatzes
folgte eine einstiindige Inkubation bei 0C. Um die Reaktion zu stoppen wurde in je-
des Reaktionsgefal? 1 ul PMSF (100 mM; in Ethanol) zugegeben und fur finf Minu-
ten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 2 x Laemmliprobenpuffer und anschlieR3en-
dem Erhitzen auf 95T konnte die Probe elektrophore tisch aufgetrennt und die Reak-
tion mittels Phosphorimaging analysiert werden.
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Proteine, die in Membranvesikel importiert worden sind, sind gegen den Angriff von
exogen zugegebenen Proteasen geschutzt. Gleichzeitig wird synthetisiertes, aber
nicht transportiertes Protein von exogener Protease verdaut. Auf diese Weise konnte

bestimmt werden, ob und wie viel des synthetisierten Proteins transportiert wurde.

Saccharose-Ldsung: 160 mM Saccharose

Proteinase K-Ldsung: 160 mM Saccharose

380 pg/ml Proteinase K

Proteinase K/ TritonX-100-Ldsung: 160 mM Saccharose

380 pg/ml Proteinase K
0,2 % (w/v) TritonX-100

Je nach Praparation und Ausgangsmaterial erhielt man aus 30 g Hundepankreas
(siehe Abbildung 7) eine Ausbeute an Mikrosomen von 15 — 30 ml mit einer ODyg
zwischen 80 und 155. Abbildung 10 zeigt das Ergebnis eines Tests auf Sequestrie-
rung. Die Transporteffizienz der rauen Mikrosomen ist in Abbildung 10 jeweils ange-

geben.
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MVP 2% RM 4 % RM 6% RM 4% RM22.07.04
A A A A A
r N/ r A4 A4 A
S + - - + - - + - - + - - + - -
PK - + - - + - - + - - + - - + -
Tx - - + - - + - -+ - -+ - - +
ey e —-— | ppL
W pL
Transporteffizienz: 0 % 59 % 70 % 70 % 61 %
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Abbildung 10: Vergleich der Transporteffizienz verschiedener RM- Konzentrationen. Verschiedene
Konzentrationen von rauen Mikrosomen wurden eingesetzt. MVP diente als Negativkontrolle und die
Mikrosomen vom 22.07.04 als Positivkontrolle. Die in vitro Translation erfolgte in Anwesenheit von
radioaktiv markiertem Methionin. Die elektrophoretische Auftrennung geschah mit einem 15 % SDS-
Gel. Die Detektion der Signale erfolgte mittels Phosphorimaging. Die Transporteffizienz der RM wurde
berechnet, indem die Gesamtmenge der prozessierten Ketten im Saccharose- Ansatz als 100 % (Spur
4, 7, 10,13) definiert wurde. Sie diente der prozentualen Bestimmung der vor dem Proteinase
K- Verdau geschitzten Bande (Spur 5, 8, 11,14).Die Transporteffizienz lag zwischen 59 und 70 %.
S = Saccharose, Tx = Triton X-100 und PK = Proteinase K.

Die Transporteffizienz der RM wurde berechnet, indem die Gesamtmenge der pro-
zessierten Ketten im Saccharose- Ansatz als 100 % (Spur 4, 7, 10,13) definiert wur-
de. Sie diente der prozentualen Bestimmung der vor dem Proteinase K- Verdau ge-
schitzten Bande (Spur 5, 8, 11,14).

4.2.30 Translation und Prozessierung von pplL in Anwesenheit der beiden Ringfrak-
tionen (UR und OR) sowie von RM

Innerhalb des Saccharosegradienten (Abschnitt 4.2.13) entstanden nach der Zentri-
fugation der Mikrosomensuspension drei Banden zwischen den einzelnen Saccharo-
sekonzentrationen (vgl. Abbildung 11 A). lhrer Position entsprechend wurden die
Banden als oberer Ring, unterer Ring und Mikrosomen bezeichnet. Die Mikrosomen
befanden sich zwischen der 2,1 M Saccharose und der 1,75 M Saccharose. Um die
Transportkompetenz der Banden zu testen, erfolgte eine in vitro Translation in Anwe-

senheit von radioaktiv markiertem Methionin in einem Retikulocytenlysat (vgl.4.2.27).
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Abbildung 11: Translation und Prozessierung von ppL in Anwesenheit des oberen und unteren Rings
sowie von RM. A) Nach der Zentrifugation des Saccharosegradienten der Mikrosomensuspension
entstanden drei Banden zwischen den einzelnen Saccharosekonzentrationen. Die Banden wurden
ihrer Position entsprechend als oberer Ring unterer Ring und Mikrosomen bezeichnet. Alle Banden
wurden mit einer Pasteurpipette abgenommen. B) Die Translation fand in Anwesenheit von 2 % der
rauen Mikrosomen, je 9 % des oberen Rings und MVP, 3 % des unteren Rings und 6 % der Mikroso-
men vom 22.07.04 (Positivkontrolle) statt. Dabei diente die MVP Spur als Negativkontrolle. Die in vitro
Translation erfolgte in Anwesenheit von radioaktiv markiertem Methionin in einem ungekoppelten Re-
tikulocytenlysat. Die elektrophoretische Auftrennung geschah mit einem 15 % SDS- Gel. Die Detektion
der Signale erfolgte mittels Fluorographie. Ein Transport konnte nur bei den rauen Mikrosomen fest-
gestellt werden. OR = oberer Ring, UR = unterer Ring, ppL = Préprolaktin, pL = Prolaktin

Abbildung 11 B zeigt das Ergebnis des Transportversuches mit den bei der Mikroso-
menpraparation anfallenden Ringen. Zu erkennen ist hierbei, dass ein Transport des
ppL und das damit einhergehenden Abtrennen der Signalsequenz nur in den beiden

Spuren mit den Mikrosomen (Spur: RM und Positivkontrolle) stattfand.
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4.2.31 Multi-Angle Light Scattering (MALS)

Wenn ein Lichtstrahl durch eine Masse dringt, geht das meiste Licht in seiner urs-
prunglichen Richtung weiter. Ein gewisser Teil des Lichtes wird jedoch in eine neue
Richtung gestreut. Um detaillierte Informationen Uber die Lichtstreuung zu erhalten,
kann man im Labor kontrollierte Bedingungen schaffen. Es kann die Wellenlange (),
die Polarisation, und Intensitat (I;) des einfallenden Lichts gewahlt werden. So kann
das gestreute Licht (Is) als eine Funktion des Winkels (8) und der Polarisation be-

stimmt werden.

scattering volume

laser

polarization

measure I4(0) / |,

detector &

Abbildung 12: Prinzip der Messung der Lichtstreuung. Die GroRRe des Laserstrahls und das Blickfeld
des Detektors bestimmen ein gestreutes Volumen. Es kann das gestreute Licht (ls) von seinem Volu-
men als eine Funktion des Winkels (8) und der Polarisation bestimmte werden. (Quelle: Wyatt)

Mit Hilfe der Lichtstreuung ist es moglich, die molare Masse (M), die GroRe (rg), den
zweiten virialen Koeffizienten A, (Mal3 fur Loslichkeit eines Stoffes in dem jeweiligen
L6sungsmittel) und den translationalen Diffusionskoeffizient (Dy) zu bestimmen. Im
Falle einer fraktionierten Probe kann die ungemittelte Masse und Grdél3enverteilung
erhalten werden. Auf diese Art und Weise erhélt man Informationen tber die Konfor-

mation der zu untersuchenden Probe. Die molare Masse wurde unter Beriicksichti-
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gung der unten angefuhrten Formel mit Hilfe des Zimm- Fittings (144) durch die
ASTRA- Software (Fa. Wyatt) automatisch berechnet. Dabei sind 10 pg des zu un-
tersuchenden Proteins fur eine gute Bestimmung der molaren Masse ausreichend

(145).

Formel 1
R(8) = K*McP(8)[1 — 2A,McP(8)]

R(8) = Verhéltnis der Intensitat des gestreuten Lichts und der Intensitat des einfallen-

den Lichts

*  41%n3
K _*"1g 2
Ng /14 (dc)

no = Brechungsindex des Lésungsmittels

Na = Avogadro-Konstante

Ao = Vakuum-Wellenldnge des einfallenden Lichts

dn/dc = spezifischer Brechungsindexinkrement

M = molare Masse

A, = der zweite viriale Koeffizient

¢ = Konzentration

P(6) = Formfaktor; er beschreibt das Verhdltnis der gemessenen Intensitét 1(6) zur
Intensitat ohne intrapartikulare Interferenzen 1(6 = 0)

m=Pi

4.2.32 Dynamische Lichtstreuung

Bei der dynamischen Lichtstreuung (DLS), bekannt auch als quasielastische Licht-
streuung (QELS), handelt es sich um eine Methode, bei der das Streulicht eines La-
sers an einer gelosten Probe analysiert wird. Sie kann zum Beispiel angewandt wer-
den, um den hydrodynamischen Radius von Proteinen zu bestimmen. Der hydrody-
namische Radius entspricht dem Radius einer hypothetischen Kugel, die dieselben
Diffusionseigenschaften besitzt wie das durch den hydrodynamischen Radius be-

schriebene Teilchen. Mit dieser Methode lasst sich z.B. der Radius von lonen, Pro-
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teinen, Mizellen oder auch Viren bestimmen. Der hydrodynamische Radius wurde
unter Beriicksichtigung der unten angefuhrten Formel mit Hilfe der ASTRA- Software
(Fa. Wyatt) automatisiert berechnet.

Formel 2

_ kgT
~6TNr

D = Diffusionskonstante

kg = Boltzmann Konstante

T = Temperatur

n = Viskositat des Losungsmittels
r = Radius

m=Pi

4.2 .33 Das spezifische Brechungsindexinkrement

Um die richtige molare Masse mit Hilfe der Lichtstreuung messen zu kénnen, muss
das spezifische Brechungsindexinkrement, der dn/dc- Wert fur jede chemische Ver-
bindung bekannt sein. Der dn/dc- Wert muss in dem entsprechenden Losungsmittel
und der jeweiligen Wellenlange gemessen werden. Das spezifische Brechungsindex-
inkrement beschreibt die Anderung des Brechungsindexes einer chemischen Verbin-
dung in Losung relativ zu der Anderung der Konzentration der chemischen Verbin-
dung. Die Bestimmung des dn/dc- Wertes erfolgte mit Hilfe des Batch-Verfahrens.
Hierzu wurden verschieden hohen Konzentrationen des Digitonins in den RI- Detek-
tor (RI-101, Fa. Shodex) injiziert. Aus den so gemessenen Brechungsindices kann
mit Hilfe der ASTRA- Software (Fa. Wyatt) der dn/dc- Wert berechnet werden. Bei
der Berechnung der molaren Masse von Membranproteinen ist es nétig, den dn/dc-
Wert fur den Komplex aus Detergenz und Protein zu kennen, da dieser Wert in die

Formel 1 eingeht. Dies geschieht unter Berlcksichtigung der Formel 3.
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Formel 3

dn _ dn dn

X Xprotein X (1 - xProtein)

- = + —
dCKomplex dCProtein dCModifier

X protein= Masseteil des Proteins

Der dn/dc- Wert kann von mehreren Faktoren beeinflusst werden. Dies kann bei-
spielsweise die Aminosauresequenz eines Proteins, die Interaktionen zwischen dem
Losungsmittel und der chemischen Verbindung und die Wellenlange des Gerates
sein. Der dn/dc- Wert fur Protein liegt zwischen 0,18 und 0,2 (146). Fur die Berech-

nungen in dieser Arbeit wurde ein dn/dc- Wert von 0,185 verwendet.

4.2 .34 Asymmetrische Feldflussfraktionierung

Die Asymmetrische Eeldflussfraktionierung (AFFF) ist eine Einphasen Chromatogra-
phie. Sie dient der Trennung von Molekulen und Partikeln im Gré3enbereich von ei-
nigen Nanometern (ca. 1 nm) bis zu einigen Mikrometern (ca. 100 um) (147). Die
Asymmetrische FFF zeichnet sich gegenliber anderen FFF-Methoden (z.B. Thermi-
sche FFF, Fluss FFF und die Split FFF) dadurch aus, dass sie die am universellsten
einsetzbar und leistungsfahigste aller FFF-Trenntechniken ist.

Die Methode der AFFF wurde von Tank 1996 beschrieben (148). Die Trennung findet
bei der AFFF in einem diunnen Trennkanal statt, der 26,5 cm lang ist und sich von
anfanglich 2,5 cm Breite auf 0,5 cm verjingt. Die HOhe lasst sich je nach Anforde-
rung von 100 um bis 500 um variieren. Der Kanalstrom, der ein wassriges oder orga-
nisches Losemittel sein kann, transportiert die zu analysierende Probe Uber eine Fil-
termembran durch den Kanal. Die Membran besteht aus regenerierter Zellulose (reg.
Zellulose) mit einer Porengrél3e von 5,10 oder 30 kDa. Alternativ kann aber auch ei-
ne Membran aus anderen Materialien, wie beispielsweise Triacetatzellulose oder Po-
lyethersulfon verwendet werden. Aufgrund der geringen Kanalhdhe bildet sich bei der
gangigen Flussrate von 1 ml/min im Kanal eine laminare Stromung aus, wobei senk-
recht zu dieser Stromung die eigentliche Trennkraft wirkt (vgl. Abbildung 13). Diese

Trennkraft wird durch einen senkrecht zum Kanalfluss angelegten Fluss, den so ge-
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nannten ,cross flow", erreicht. Die Flussrate ist abhangig vom zu untersuchenden
Teilchen sehr variabel und bewegt sich in der Regel von 2 bis 5 ml/min.

Das Trennprinzip der AFFF beruht auf die Trennung von Partikeln mit verschiedener
GrofRe und mit unterschiedlichen Diffusionskoeffizienten. Dies geschieht durch einen
Gradienten in der Stromungsgeschwindigkeit innerhalb des Kanals. Durch den ,cross
flow" werden grol3ere Teile starker als kleinere in Richtung der Membran gedrickt.
Der ,cross flow* verlasst den Kanal durch die Membran hinweg, wéhrend die Proben
von der Membran zurickgehalten werden. Kleinere Partikel diffundieren, im Ver-
gleich mit den gréRReren Partikeln, aufgrund ihres gréReren Diffusionskoeffizienten
weiter von der Membran in den Kanal zuriick. Dadurch gelangen die kleineren Parti-
kel in den Bereich der schnelleren Stromung im Inneren des Kanals und werden
schneller als die gréReren Partikel aus dem Kanal eluiert. Die fraktionierten Proben
verlassen den Kanal am dafiuir vorgesehenen Auslass und werden zu den Detektoren
(Lichtstreudetektor, RI- und UV- Detektor) weitergeleitet. Der Ablauf einer Trennung
mit der Asymmetrischen Feldflussfraktionierung sowie das Funktionsprinzip zeigt Ab-
bildung 13.

Inflow  Inflow _ Outflow
{sampie injection) Field (i detector)
M ¥
— e e ﬁﬁé____ —
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—*— Upper Plate
=55

] e
Channel
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Lnnannann =
LRd b LT
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Abbildung 13: Trennprinzip der Asymmetrische Feldflussfraktionierung Trennkanal (AFFF). Der Tren-
nungsprozess lauft in drei Schritten ab: Wahrend er ersten beiden Schritten, Injektion und Fokussie-
rung, wird der Hauptfluss aufgeteilt und tritt in den Kanal von beiden Enden ein und trifft sich unter
dem Injektionsport. An diesem Punkt wird der Fluss nach unten abgelenkt und durchdringt die
Membran. Wahrend des Elutionsmodus fliel3t der Strom nur von der Seite des Eingangs ein und ver-
lasst ihn am Ausgang, der mit den Detektoren verbunden ist. die Probenbestandteile eluieren getrennt
ihrer Grol3e entsprechend und werden von den Detektoren vermessen. (Quelle: Wyatt)
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Dieses normale Elutionsverhalten ist, abhéangig von den verwendeten Mel3bedingun-
gen, bis zu einer GrofRe von etwa 500 nm zu beobachten. Der Grél3enbereich dieser
Trenntechnik kann bis zu einigen Mikrometern erweitert werden. Die Obergrenze
wird durch den Durchmesser der kleinsten verwendeten Kapillare bestimmt. Die gro-
Ren Partikel werden nach dem Prinzip der sterische Elution aufgetrennt. Hierbei sind
die Partikel so grof3, dass sie infolge des Querflusses praktisch auf der Membran auf-
liegen. Je groRRer aber ein Partikel ist, desto weiter ragt es in den Kanal und ist des-
halb einer schnelleren Strémung ausgesetzt. Hierdurch eluieren die groR3eren Partikel
zuerst, die Reihenfolge der Trennung ist also im Vergleich zur normalen Elution um-
gedreht. Verstarkt kann dieser Effekt eventuell auch durch den Lift- Hyperlayer Ein-
fluss werden, bei dem grofRe Partikel hoher Gber der Membran hinweg eluieren wie
kleinere. Hyperlayer bedeutet dabei, dass Partikel Gber der Membran dinne Puffer-
schichten ausbilden. Diese Schichten sind mit zunehmender Gréf3e dicker ausgebil-
det, so dass die grol3en Partikel schneller eluieren (149,150). Fir die Messungen
mittels AFFF und MALS kamen die in Tabelle 12 aufgelisteten Puffer zur Anwen-
dung.

Tabelle 12: Zusammensetzung der Puffer fir die verschiedenen Messungen mittels AFFF und MALS.

Tris/
HEPES
HCI KCI DTT MgCl, EDTA ATP KAc
pH 7,6
pH 8
Digitoninmizellen | 50 MM | -------- 800 mM | 5mM
dn/dc Digitonin | = ------- 50 mM | 400 mM
Sec61- Komplex | 50 mM | === | meemee- 5mM 800 mM
BiP 20mM | - 400mM | 2mM | 15mM | 2mM | ---eeeem | o
Grpl70 und BiP 20mM | - 400mM | 2mM | 15mM | 2mM | -/AmM | -
Ribosomen 20mM | - 50mM | ------- 2mM
Trennung der
) 20mM | -------- 1M 5 mM 10 mM
Ribosomen
kleine UE
) 20mM | -------- 1M 5 mM 10 mM
Ribosomen
grof3e UE
i 20mM | -------- 1M 5 mM 10 mM
Ribosomen
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4.2.35 Anwendungen der AFFF/MALS

Der groR3te Vorteil der AFFF ist die Anwendbarkeit in einem weiten GréRenbereich.
Theoretisch kbnnen Makromolekiile zwischen 1 kDa und einigen GDa sowie Partikel
zwischen 2 nm und 100 uym getrennt werden (151). Die beste Trennung durch die
AFFF ist hierbei bei gréReren Makromolekilen von mehr als 50-100 kDa gegeben.
Diese zeigen eine bessere Trennung im Vergleich zur Gelpermeationschromatogra-
phie (152,153). Eine detaillierte Beschreibung der Gelpermeationschromatographie
(= GPC) findet sich z.B. bei Viovy und Lesec (154). Stark adsorbierende Proben
kénnen bei der GPC in der Trennsaule festgehalten werden. Diese Gefahr der Ad-
sorption ist auch beim Kanal der AFFF existent, jedoch aufgrund der geringen Ober-
flache der Membran ist dies unwahrscheinlicher. Ein weiterer Vorteil ist, dass die mit-
tels MALS detektierten Molmassen Absolutwerte sind. Auf Vergleichsstandards kann
deshalb verzichtet werden. In den analysierbaren Grof3enbereich der Fluss-FFF ge-
hort auch eine Vielzahl pharmazeutischer Proben (155,156). Haufig wurden in der
Vergangenheit bereits Proteine oder Immunglobuline charakterisiert (157-159). Be-
sondere Bedeutung hat auch die Untersuchung von Polysacchariden mit Hilfe der
FluR-FFF gewonnen. Die Charakterisierungsmoéglichkeiten mit Hilfe von MALS wur-
den bereits an Dextranen und Pullulanen (160) gezeigt. Spezielle Molekul Struktur-
untersuchungen waren damit an z.B. k-Carrageenanen mdoglich (161). Durch die
FluR-FFF/MALS- Technik kann die oft sehr breit verteilten Polysaccharide bis zu sehr
hohen Molmassen gut aufgetrennt und detektiert werden (162). Eventuelle Verunrei-
nigungen von z.B. unerwinschten lonen kdnnen durch die Membran abgetrennt
werden. Weitere mit FluR-FFF charakterisierbare biologische Proben sind Zellorga-
nellen, DNA, Viren und Bakterien (163). Mit Hilfe der Sterischen FluR-FFF lassen
sich weiterhin Blutbestandteile und humane und tierische Zellen trennen (159). Die
Kombination aus FluR-FFF und MALS wird zunehmend angewendet, um Nanoparti-
keln, Liposomen oder Mizellen zu charakterisieren (156). Die Partikel eluieren, je
nach Grol3e, zu unterschiedlichen Zeiten. Eine aufwendige Vorreinigung vieler Pro-
ben ist damit nicht mehr notwendig. Aufgrund der Analyse jeder aufgetrennten Frak-
tion, die den Kanal verlasst, lassen sich neben Mittelwerten auch komplexe Partikelg-
réRenverteilungen angeben (164). Dies ist ein Vorteil gegeniiber den anderer Metho-
den. Ein Beispiel einer zwei vollkommen unterschiedliche Gréf3en enthaltenden Pro-
be sind proteinhaltige Nanopartikel. Bei Gelatine-Nanopartikeln wurde Erythropoetin
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abgetrennt und beide Komponenten wahrend einer Messung analysiert (165). In der
Literatur wird beschrieben, dass mittels der FFF/MALS- Technik selbst Suspensionen
trennbar waren, die sich nur in etwa 4 nm Grél3e unterschieden (166).

4.2 .36 Adsorptionstest des Sec61- Komplex an die AFFF- Membranen

Da wahrend der Vermessung mit der MALS und AFFF- Technik des Sec61- Komplex
festgestellt wurde, dass das Membranprotein nicht eluierte, wurde getestet, ob das
Protein auf der AFFF- Membran aggregiert. Dies wurde erreicht, indem die Membran
in der Mitte der Lange nach in ein Zentimeter lange schmale Streifen geschnitten
worden ist (siehe Abbildung 28). Die so erhaltenen Membranstiicke wurden mit
1 x Laemmliprobenpuffer versetzt und fur fiunf Minuten bei 56 °C inkubiert. Die Pro-
ben wurden mit einem SDS- Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Western Blot

analysiert.

4.2.37 Bindungseigenschaften der verschiedenen AFFF- Membranen zum

Secb61- Komplex

Um sicherzustellen, dass wahrend der MALS- Messungen von dem isolierten
Sec61- Komplex moéglichst wenig an der Membran des AFFF- Kanals haften bleibt,
wurden verschieden Membrantypen (Triacetat Zellulose = TA, Polyethersulfon = PES
und reg. Zellulose = reg) auf ihre Adsorptionseigenschaften geprtft. Dies geschah
nach unten aufgefiihrtem Protokoll (siehe Abbildung 14). Gefallt wurden die Proben
mit Aceton/ Methanol, mit SDS-PAGE und Western- Blot analysiert (primére Antikor-
per Sec6la und Sec61p).
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Stiicke der Membrantypen aus Triacetat Zellulose (=TA), Polyethersulfon (= PES) und reg. Zellulose
werden in Puffer iber Nacht gesattigt

Puffer mit 550 mM KAc

P g

+ 1% Digitonin - 1% Digitonin
! !
+ 16,8 pg Sec- Konzentrat
die Membranen far 1 % Stunden mit Sec inkubiert
! |

die Membranen werden fiir ca. 10 Minuten mit 100 pl des entsprechenden Puffers gewaschen

l

«die Membranen werden mit 15 pl 1xL gewaschen
» der Wasch wird gefallt
« Blot

Abbildung 14: Test der Adsorptionseigenschaften der verschieden Membrantypen des AFFF- Kanals.
Stlcke der verschieden Membrantypen (Triacetat Zellulose = TA, Polyethersulfon = PES und reg.
Zellulose = reg) wurden im Puffer DP10-550 (Tabelle 10) mit und ohne Digitonin Gber Nacht inkubiert.
Es folgte eine Inkubation mit konzentrierter Sec61- Probe. Nach 1% stiindiger Inkubation folgte ein
Waschen fir zehn Minuten mit den entsprechenden Puffern DP10-550 (Tabelle 10). Die Proben wur-
den mittels Aceton und Methanol gefallt und mit SDS-PADE und Western- Blot analysiert (priméare
Antikérper Sec6la und Sec61p).

4.2.38 Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie

Eine Methode, mit der man Proteininteraktionen direkt und in Echtzeit messen kann,
ist die Oberflachenplasmonresonanz- Spektroskopie (SPR). Man unterteilt in diesem
System die beiden Interaktionspartner in einen Liganden und in einen Analyten. Der
Ligand wird auf der Oberflache eines Sensorchips gebunden, wahrend der Analyt in
Lésung Uber die Oberflache mit dem Liganden fliel3t. Die durch die Interaktion (As-
soziation und Dissoziation) von Analyt und Ligand entstandenen Massendnderungen
auf der Oberflache des Sensorchips kdnnen detektiert werden. Bei dem physikali-
schen Phénomen der Oberflachenplasmonresonanz (surface plasmon resonance,
SPR) wird der refraktive Index nahe der Oberflache des Sensorchips gemessen. Der
Sensorchip besteht aus einem, mit einem Goldfilm Uberzogenem dinnen Glasplatt-
chen. Das Gold wird fir das SPR-Detektionsprinzip bendtigt. Der refraktive Index

andert sich, sobald Molekule durch Interaktionen der zu untersuchenden Molekile an
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der Sensoroberflache gebunden bzw. abgel6st werden (Assoziation und Dissoziati-
on). Die SPR- Antwort ist dabei proportional zur gebunden Masse. Die Antwort pro
Masseneinheit (gemessen in resonance units RU) ist fur die meisten Proteine gleich.
Das Messprinzip beruht darauf, dass polarisiertes Licht auf der Glasseite des Sen-
sorchips reflektiert wird. Die Anderung der Intensitat des reflektierten Lichts bei ei-
nem spezifischen Winkel wird hierfir gemessen (siehe Abbildung 15). Bei einer
Interaktion zweier Molekule andert sich der Winkel des reflektierten Lichts und wird in
einem Sensorgramm aufgezeichnet.

Uber den Flusskanal des Systems werden die Analyten und die Liganden in Losun-
gen zu der Sensoroberflache geleitet. An der Sensoroberflache werden nacheinan-
der zwei Flusszellen (Fcl und Fc2) durchflossen. In den Flusszellen, die separat an-
gesteuert werden kénnen, konnen verschiedene Liganden an die Chipoberflache ge-
bunden werden. Die Flusszelle Fcl wird als Referenzzelle verwendet. In dieser Zelle
wird die Referenzsubstanz gebunden, in der Zelle Fc2 der zu untersuchende Ligand.
Fur die mathematische Auswertung der Sensorgramme wird die Differenz der beiden

Flusszellen verwendet (Fc2 — Fcl).

Optical
detection
Light- unit
source

Intensity

Polarized Angle
light ¥
Prism Resonance
1l signal
Sensor chip with - I
gold film Time

Sensorgram

Flow channel

Abbildung 15: Das Detektionsprinzip des BIACORE-Systems (aus BlAjournal, N0.1-1999) Polarisier-
tes Licht wird n der Goldoberflache des Sensorchips vollstandig reflektiert. An der Goldoberflache des
Chips kommt es zu einer Oberflachenplasmonresonanz, die zu einer Extinktion des reflektierten
Lichts bei einem spezifischen Winkel fuhrt. Der Winkel des reflektierten Lichtes hangt vom Bre-
chungsindex der Lésung in unmittelbarer Nahe der Goldoberflache ab. Der Brechungsindex &ndert
sich mit der Bindung von Molekillen aus der Lésung an die auf dem Chip immobilisierten Proteine. Die
resultierenden Winkelanderungen, die durch Anderungen des Brechungsindex hervorgerufen werden,
werden detektiert und in einem sogenannten Sensorgramm aufgenommen.
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Die Messungen erfolgten in einem BiaCoreX-Gerat, dass uber die BiaCoreX Control
Software 2.1 gesteuert wird. Auf die in dieser Arbeit verwendeten CM5-Sensorchips
ist auf den Goldfilm eine Dextranschicht aufgebracht, Uber die sich die Liganden ko-
valent koppeln lassen. Als Kopplungsstrategie wurde der automatisch ablaufende
vorprogrammierte Prozess der Aminkopplung verwendet (vgl. Abbildung 16). Hierfur
wurde der affinitatsgereinigte Antikdrper Sec61p kovalent an die Chipoberflache ge-
koppelt. Die Kopplung des Sec61B -Antikorpers an die CM5-Chips erfolgte nach An-

weisung des Herstellers nach folgendem Schema:

Flussrate 5 pl/min, Flusszelle 1 und 2
70 ul EDC / NHS (- Aktivierung des Chips)
4 ul Sec61p -Antikorper + 76 pl Kopplungspuffer

55 ul Ethanolamin (- Inaktivierung der nicht gekoppelten Bereiche des Chips)

|
OH O NH
| EDC/NHS | |
C=0 C=0 C=0
| | |

Abbildung 16: Das Amine- Kopplungsprinzip des BIACORE-Systems. Die Oberflache wurde mit einem
1:1 Mixtur von NHS:EDC aktiviert, so dass reaktive Succinimide Ester entstehen. Der Ligand passiert
die Oberflache und die Ester reagieren spontan mit den Amingruppen. Jede freie Amingruppe kann
mit der Oberflache reagieren. Die Inaktivierung der nicht gekoppelten Bereiche der Oberflache wur-
den mit Ethanolamin deaktiviert. (Quelle: GE)

Die Referenzzelle (Flusszelle 1) wurde in einem ersten Schritt entweder mit dem
KLH- Peptid abgesattigt (= Keyhole Limpet Hemocyanin, chemisch kovalent quer-
vernetzt mit dem N- terminalen Oligopeptid von Sec61f3, das der Immunisierung der
Kaninchen diente), oder es wurde die Fcl nur aktiviert und deaktiviert, ohne dass ein
Ligand gebunden wurde. In einem nachsten Schritt wurde das gereinigte Protein
Sec61 an der Flusszelle 2 gebunden. Die eigentlichen Messungen erfolgten dann
bei einer Flussrate von 10 pl/min des Laufpuffers (10 mM HEPES pH 7,6, 150 mM

NaCl und 0,125 % Digitonin). Es wurden mindestens funf verschiedenen Konzentra-
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tionen des Analyten gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der Biaevaluation Soft-

ware 3.1.
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5 Ergebnisse

5.1 Isolierung und Charakterisierung von Ribosomen aus Hunde-

pankreas

Die Ribosomen und die ribosomalen Untereinheiten sollten in dieser Arbeit ndher
charakterisiert werden. Hierzu mussten die Ribosomen mit Puromycin und Kalium-
acetat vorbehandelt werden, um die Ribosomen von naszierenden Ketten und Pro-
teinen zu befreien (167). Des Weiteren sollten die ribosomalen Untereinheiten vonei-
nander getrennt werden. Nach erfolgreicher Isolierung sollte der hydrodynamische
Radius, die molare Masse und die Interaktion des Ribosoms mit dem
Sec61- Komplex mit Hilfe verschiedener biophysikalischer Methoden (MALS, QUELS
und SPR- Spektroskopie) bestimmt werden.

Die Ribosomen wurden wéhrend der Praparation der rauen Mikrosomen gewonnen.
Die sedimentierten Ribosomen wurden in MVP - DTT (siehe Abschnitt 4.2.13) resus-
pendiert und anschlielend mit 0,5 mM Puromycin und 500 mM Kaliumacetat behan-
delt. Dadurch werden naszierende Ketten und Proteine von den Ribosomen freige-
setzt (167). Von den Ribosomen wurde zur Bestimmung der Ausbeute und der Rein-
heit die Absorption bei 280 nm und 260 nm gemessen. Mit den sich hieraus erge-
benden Verhaltnis von Azsozso lield sich die Gesamtmenge der isolierten Ribosomen
berechnen und die Reinheit der Ribosomen abschatzen. Gereinigte Ribosomen ha-
ben ein Verhaltnis Ajsoso zwischen 1,8 und 2 (168-171), wahrend ein niedrigerer
Wert auf Verunreinigungen hindeutet (172). Ein Uberblick tiber die Verluste wahrend

einer Praparation gibt Tabelle 13.
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Tabelle 13: Isolierung von Ribosomen. 30 g Hundepankreasgewebe wurde wie in Abschnitt 4.2.13
beschrieben aufgearbeitet. Aus dem A,g Wert lie3 sich die Ribosomenkonzentration bestimmen.

A260/280 Ausbeute [mg]
Ribosomen vor Kaliumacetat und Puromycin Behandlung 1,73 58,89
Ribosomen nach Kaliumacetat und Puromycin Behandlung 1,98 13,62
kleine ribosomale Untereinheit 1,77 0,05
grol3e ribosomale Untereinheit 1,88 0,25

Aus dem Ay Wert liel3 sich unter Annahme, dass 44 pmol/ml Ribosomen einem
Azeo = 2,2 entspricht, die Ribosomenkonzentration bestimmen. Ausgehend von 30 g
Hundepankreasgewebe wurden insgesamt 58,89 mg Ribosomen isoliert. Nach der
Behandlung mit Puromycin und Kaliumacetat konnten noch 13,62 mg, nach der
Trennung der ribosomalen Untereinheiten noch 0,25 mg der grof3en Untereinheit und
0,05 mg der kleinen Untereinheit aufgefunden werden. Das Verhaltnis von Azeos2so flr
die Ribosomen anderte sich von 1,73 (vor Kaliumacetat und Puromycin Behandlung)
auf 1,98 (nach Kaliumacetat und Puromycin Behandlung). Fur die grof3e ribosomale
Untereinheit wurde ein Wert von 1,88 und fiur die kleine ribosomale Untereinheit 1,77

bestimmt.

5.1.1 Trennung der ribosomalen Untereinheiten

Als Ausgangsmaterial fur die Trennung der ribosomalen Untereinheiten dienten die
Kaliumacetat und Puromycin behandelten Ribosomen. Erreicht wurde die Trennung
Uber zwei nacheinander folgende Saccharosegradienten (30 %, 25 %, 20 % und
15 % Saccharose) mit unterschiedlichem Volumen (siehe Abschnitt 4.2.17). In Abbil-

dung 17 ist das Ergebnis der Trennung der ribosomalen Untereinheiten zu sehen.
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Abbildung 17: Trennung der ribosomalen Untereinheiten. 440 pg Kaliumacetat und Puromycin behan-
delte Ribosomen (siehe Abschnitt 4.2.15) wurden auf 1 M KCI, 10 mM MgCl, und 2 mM DTT einges-
tellt und fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Lésung auf einen
Saccharosegradienten (30 %, 25 %, 20 % und 15 % Saccharose) geschichtet und einer Zentrifugation
(3 h mit 32 000 rpm bei 26 C, SW 55) unterzogen. Nach der Zentrifugation wurden von oben je 500 pl
Fraktionen abgenommen und von jeder Fraktion 100 pl nach Wessel/Fligge (140) gefallt und mittels
SDS-PAGE und Western- Blot analysiert. Fir die immunologische Detektion wurden die PVDF Memb-
ranen mit den beiden primaren Antikdrpern L4 und S3, gefolgt von dem sekundaren Antikdrper ,Anti
Rabbit POD" inkubiert.

Es wurden je 100 pl der einzelnen Fraktionen nach Wessel/Fliigge (140) gefallt und
mittels SDS- PAGE und Western- Blot analysiert (priméare Antikorper gegen L4 und
S3). In den Fraktionen 4 bis 13 war eine Trennung der kleinen ribosomalen Unterein-
heit (kleine UE) von der grof3en Untereinheit (groRe UE) zu sehen. Eine vollstandige
Reinigung der groRen von der kleinen Untereinheit ist in den Fraktionen 19 bis 23
erkennbar. Die so getrennten Untereinheiten konnten anschliel3end fur die Bestim-
mung der molaren Masse, des hydrodynamischen Radius und die Interaktionsstudie

mit dem Sec61- Komplex weiterverwendet werden.

5.1.2 Bestimmung der molaren Masse und des hydrodynamischen Radius der

Ribosomen und ihrer Untereinheiten

Die Bestimmung der molaren Masse und des hydrodynamischen Radius der Ribo-
somen und seiner Untereinheiten erfolgte mittels der Lichtstreuung und dem
RI- Detektor (RI-101, Fa. Shodex). Fur die Messungen wurden die Proben in einen
AFFF- Kanal mit einer 5 kDa regenerierten (reg.) Zellulosemembran und einem
350 um ,Spacer” injiziert. Eluiert wurde mit einem ,channel flow* von 1 ml/ min und
einem ,cross flow" von 1 ml/ min. Die Bestimmung des hydrodynamischen Radius
erfolgte mit einem ,cross flow* von 0,8 ml/ min und einem ,channel flow" von
0,6 ml/ min. Fur die Messungen wurden die in Tabelle 12 angegebenen Puffer ver-
wendet. Die Elutionsprofile der Messungen sind in der Abbildung 18 und Abbil-
dung 19 dargestelit.
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Abbildung 18: Bestimmung der molaren Masse von mit Puromycin/ Kaliumacetat behandelter Ribo-
somen (die durchgehende Linie zeigt das RI- Signal, die Punkte die zugehodrige Molmasse). Injiziert
wurden 276,2 ug Puromycin/ Kaliumacetat behandelte Ribosomen (siehe Abschnitt 4.2.15) in einen
AFFF- Kanal mit einer 5 kDa reg. Zellulosemembran und einem 350 pm ,Spacer”. Eluiert wurden mit
einem ,channel flow" von 1 ml/ min und einem ,cross flow" von 1 ml/ min. Fir den Laufpuffer galt die in
Tabelle 12 angegebene Zusammensetzung. Die verwendeten Ribosomen stammten aus der Prapara-
tion von Hundepankreasmikrosomen. Die zeitliche Darstellung des RI- Signals wahrend der Elution
bezieht sich auf sekundéare Y- Achse (rechts), die molare Masse des Ribosoms auf die priméare
Y- Achse (schwarze Punkte). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der ASTRA Software (Versi-
on 5.3.2.16, Fa. Wyatt). Die ermittelte molare Masse fir das Ribosom lag bei 3,62 MDa
(Stabw. 0,15 MDa; n = 5).

Das in Abbildung 18 dargestellte Ergebnis zeigt die Messung der mit Puromycin/ Ka-
liumacetat behandelten Ribosomen. Gezeigt werden die Elutionszeit der Ribosomen
und die berechnete molare Masse. Insgesamt wurde die Messung fuinfmal unter glei-
chen Bedingungen wiederholt. In Abbildung 18 bezieht sich die molare Masse
(schwarze Punkte) auf die primére Y- Achse, das aufgenommene RI- Signal auf die
sekundéare Y- Achse. Nach einer Elutionszeit von 17 Minuten war das Maximum des
RI- Signals zu erkennen. In der Zeit der Elution zwischen 16,5 und 17,5 Minuten war
die molare Masse gleich, was bedeutet, dass es sich um eine monodisperse Probe
handelte. Die molare Masse der Ribosomen wurde mit 3,62 MDa (Stabw. 0,15 MDa;
n =5) und der hydrodynamische Radius mit 18,25 nm (Stabw. 1,71 nm; n =5) be-
rechnet.

In weiteren Experimenten wurden die Ribosomen nur durch die Trennkraft des
AFFF- Kanals in ihre Untereinheiten separiert und gemessen (Abbildung 19 A) bzw.
die vorher getrennten Untereinheiten (siehe Abschnitt 4.2.17) einzeln gemessen
(Abbildung 19 B und C).
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Abbildung 19: Bestimmung der molaren Masse mit Puromycin/ Kaliumacetat behandelter Ribosomen
und ihrer Untereinheiten (die durchgehenden Linien zeigen das RI- Signal, die Punkte die zugehdérigen
Molmassen). Injiziert wurden 276,2 ug Puromycin/ Kaliumacetat behandelte Ribosomen (Abbil-
dung 19A), 35,65 pg der kleinen Untereinheit (Abbildung 19B) und 168,8 ug der grof3en Untereinheit
(Abbildung 19C) in einen AFFF- Kanal mit einer 5 kDa reg. Zellulosemembran und einem 350 pm
.Spacer”. Eluiert wurden mit einem ,channel flow* von 1 ml/ min und einem ,cross flow* von 1 ml/ min.
Fur den Laufpuffer galt die in Tabelle 12 angegebene Zusammensetzung. Die verwendeten Riboso-
men stammten aus der Praparation von Hundepankreasmikrosomen. Die zeitliche Darstellung des
RI- Signals wahrend der Elution bezieht sich auf sekundéare Y- Achse (rechts), die molare Masse des
Ribosoms auf die primare Y- Achse (schwarze Punkte). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der ASTRA
Software (Version 5.3.2.16, Fa. Wyatt). Die ermittelte molare Masse flir den ersten ,Peak” lag bei
1,39 MDa (Stabw. 0,01 MDa; n = 8) und den zweiten ,Peak” bei 2,49 MDa (Stabw. 0,03 MDa; n = 8).

Gezeigt werden die Elutionszeit der Ribosomen und die berechnete molare Masse.
Insgesamt wurden fur die Bestimmung der molaren Masse fur die kleine und fir die
grol3e Untereinheit acht Messungen unter den oben beschriebenen Bedingungen
herangezogen. Grundlage fur die Bestimmung des hydrodynamischen Radius waren
sechs Messungen.

Nach einer Elutionszeit von 15 Minuten war das Maximum des RI- Signals der klei-
nen, nach 18 Minuten der grof3en ribosomalen Untereinheit zu erkennen. Weiterhin
war eine vollstandige Trennung der Untereinheiten durch die Trennkraft des
AFFF- Kanals erreicht worden. Dies war zum einen an den Uberlappenden
RI- Signalen und zum anderen an den bestimmten molaren Massen der ribosomalen
Untereinheiten zu erkennen. Sowohl die vorher getrennten Untereinheiten, als auch
die im AFFF- Kanal getrennten Untereinheiten waren monodispers. Die molare Mas-
se der kleinen ribosomalen Untereinheit wurde mit 1,4 MDa (Stabw. 0,014 MDa;
n = 8) und der hydrodynamische Radius mit 7,54 nm (Stabw. 0,43; n = 6) berechnet.
Fur die grol3e Untereinheit betrug der berechnete Wert der molaren Masse 2,5 MDa
(Stabw. 0,025 MDa; n = 8) und der hydrodynamische Radius 14,45 (Stabw. 0,36;
n=6). In Tabelle 14 sind die Ergebnisse zur Bestimmung des hydrodynamischen

Radius und der molare Masse der Ribosomen zusammengefasst.

Tabelle 14: Der hydrodynamischer Radius und die molare Masse von Hundepankreasribosomen und
ihrer Untereinheiten.

hydrodynamischer Radius [nm] molare Masse [MDa]
Ribosomen 18,25 (Stabw. 1,71; n=5) 3,62 (Stabw. 0,15; n =5)
kleine UE 7,54 (Stabw. 0,43; n =6) 1,40 (Stabw. 0,01; n = 8)
grof3e UE 14,45 (Stabw. 0,36; n =6) 2,50 (Stabw. 0,03; n =8)
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5.2 Isolierung und Charakterisierung des Sec61- Kom plexes

Ein Ziel dieser Arbeit war es, mit verschiedenen Methoden den Oligomerisie-
rungsgrad des Sec61- Komplexes zu bestimmen, sowie seine Affinitdt zu Ribosomen
zu charakterisieren. Fir die Isolierung des Sec61- Komplexes wurden zwei verschie-
dene Strategien angewendet. Die Eine bestand darin, den Komplex tber lonenaus-
tauschchromatographie zu reinigen. Die Andere verfolgte den Weg Uber die Immun-
affinitditschromatographie. Die Bestimmung des Oligomerisierungsgrades erfolgte mit
den Methoden der asymmetrischen Feldflussfraktionierung (AFFF) in Kombination
der MALS- Technik (,Multi Angle Light Scattering“). Nicht-translatierende Ribosomen
kbnnen mit hoher Affinitatt am Sec61- Komplex der ER Membran binden
(37,173,174). Die Interaktion zwischen Ribosom und dem Sec61- Komplex ist
salzsensitiv und die Bindung des Ribosoms an dem Sec61- Komplex findet tber die
28S- RNA der groRRen ribosomalen Untereinheit statt (39,173-175). Die Affinitat des
Sec61- Komplexes zum Ribosom und seinen Untereinheiten wurde mit Hilfe der
Oberflachenplasmonresonanz- Spektroskopie charakterisiert.

5.2.1 Isolierung Uber lonenaustauschchromatographie

Um den Oligomerisierungsgrad des Sec61- Komplexes zu Uberprifen wurden nach
der Methode von Gorlich et al. (42) in einem ersten Schritt RAMPs (Ribosome Asso-
ciated Membrane Proteins) isoliert. Zur Praparation der RAMPs wurden Hunde-
pankreasmikrosomen zunachst mittels Ultrazentrifugation sedimentiert und in Puf-
fer 18 (vgl. Tabelle 10) resuspendiert. Der erste Uberstand (Abb. 20 A, Spur 2) wurde
verworfen. Durch eine erneute Ultrazentrifugation konnte als Uberstand der
Pra- Extrakt erhalten werden (Abb. 20 A, Spur 3), in dem die luminalen Proteine
enthalten waren. Das entsprechende Sediment wurde in Puffer 19 (vgl. Tabelle 10)
resuspendiert. Es schloss sich eine Inkubation fur zehn Minuten auf Eis an, gefolgt
von einer erneuten Ultrazentrifugation. Der Uberstand dieser Zentrifugation wurde als
RM- Extrakt definiert (Abb. 20 A, Spur 4) der die solubilisierten Membranproteine
enthielt. Das entsprechende Sediment wurde nochmals in Puffer 19 gewaschen und
in Puffer 11 (vgl. Tabelle 10) resuspendiert, dem kurz vor Verwendung Puromycin

und GTP zugesetzt wurde. Die Probe wurde fur 60 Minuten auf Eis und danach fur
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30 Minuten bei 30C inkubiert. Wahrend der Inkubati onszeit dissoziierten die Ribo-
somen in ihre Untereinheiten. Proteine, die mit Ribosomen assoziiert sind, ist es
mdoglich, nach dieser Behandlung solubilisiert vorzuliegen, d.h. bei einer anschlie-
Renden Ultrazentrifugation im Uberstand zu bleiben, der die RAMPs enthalt
(Abb. 20 A, Spur 6). Das Sediment enthielt sowohl die Ribosomenuntereinheiten als
auch unlésliche Proteine (Spur 5). Die Beseitigung des Puromycins erfolgte Uber eine
Dialyse (Abb. 20 A, Spur 7). Die erhaltenen Extrakte wurden nacheinander auf eine
10 ml Q- Sepharose und eine 2 ml S- Sepharose Saule aufgetragen. Die Elution der
S- Sepharose Saule erfolgte mit einem kontinuierlichen Salzgradienten. Die positiven
Proteinfraktionen der S- Sepharose Saule wurden vereinigt, durch Verdinnung die
Salzkonzentration erniedrigt und auf eine weitere S- Sepharose Saule aufgetragen.
Die S- Sepharose Saule wurde anschlieend entweder vor der Elution mit
DBCP10-200 und DBCP10-400 gewaschen oder direkt mit einem Stufengradienten
eluiert (siehe Abb. 20 und 21). Dies war nétig, um maoglichst reine Proteinfraktionen

zu erhalten. Eine Ubersicht der beiden Strategien gibt das Flussdiagramm 1.
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Flussdiagramm 1: Strategien der Isolierung des Sec61- Komplexes aus rauen Mikrosomen.

Die Reinigungsschritte des Sec61- Komplexes, die sich bei beiden Strategien nicht
unterschieden, sind in Abb. 20 A, Spur 1 bis 15 dargestellt. Abbildung 20 B zeigt das
Ergebnis einer Reinigung, bei der die S- Sepharose Saule mit einem Stufengradient
eluiert wurde. Die Elution begann mit 200 mM Kaliumacetat und wurde jeweils pro
Stufe um 200 mM bis auf 1 M erhéht. Es wurde je 1 % des Gesamtvolumens (Aus-

nahme P12 nach Dialyse: 500 ul von 2 |) der entsprechenden Fraktion mittels Aceton
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und Methanol gefallt, elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western- Blot analy-
siert. Die quantitative Auswertung der Blotsignale geschah mit Hilfe der Software Im-
age-Quant 5.1. Fir die Bestimmung der Aquivalente pro Spur wurde die Spur 1 mit
1 pl Mikrosomen in Anlehnung an Walter et al. als ein Aquivalent definiert (29). Es

wurden fiir jede Praparation 30 000 Aquivalente eingesetzt.
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Abbildung 20: Isolierung des Sec61- Komplexes Uber lonenaustauschchromatographie. A) Es wurden
Extrakte aus 30 ml RM mit einer OD,gq = 40 auf eine 10 ml Q- Sepharose und 5 ml S- Sepharose Sau-
le aufgetragen. Eluiert wurde mit einem kontinuierlichen Salzgradienten mit Puffer 16A und 16B (siehe
Tabelle 10). Fir die immunologische Detektion wurden je 1 % des Probenvolumens (Ausnahme P12
nach Dialyse: 500 pl) auf ein SDS- Gel aufgetragen. Die mit Aceton und Methanol geféllten Proben
wurden mit 10 pul 1x Laemmliprobenpuffer versetzt und fur finf Minuten bei 56 °C inkubiert. 1=
1 ul RM, 2 =1. Uberstand nach Sedimentierung der Mikrosomen, 3 = Pra- Extrakt, 4 = RM- Extrakt,
5 = Sediment der solubilisierten Mikrosomen, 6 und 7 = RAMP (Ribosome-Associated Membrane
Protein vor (6) und nach (7) Dialyse, 8 = Sediment RAMP nach Dialyse, 9 = Puffer 12 nach Dialyse
(siehe Tabelle 10), 10 = Durchlauf Q- und S- Sepharose Saule, 11 = Waschschritt mit P15 (siehe Ta-
belle 10), 12 = Fraktion 1 nach dem kontinuierlichen Salzgradienten, 13-15 = Fraktionen 2-7 (13), 8-16
(14) und 17-23 (15) nach kontinuierlichen Salzgradienten der 1. S- Sepharose Séaule, B) Je 50 ul der
Proben der Salzelution der 2. S- Sepharose Saule (Spur 1-7) wurden auf ein SDS- Gel aufgetragen,
elektrophoretisch aufgetrennt und nach Coomassie-Farbung (obere Abbildung) und Western- Blot
(untere Abbildung, primare Antikérper: Sec6la und Sec61B) analysiert. Die Proteinmenge wurde Uber
eine BSA- Reihe bestimmt. Die isolierte Gesamtproteinmenge nach dem Stufengradienten von
Sec6la betrug 60 ug in 5ml. Spur 1-8 =Eluate 1 bis 8 des Stufengradienten mit DP10-200,
DP10-400 und je 2 x 0,5 ml DP10-600, DP10-800 und DP10-1000 (siehe Tabelle 10), 9 = 0,1875 ug
BSA, 10 =0,25 ug BSA, 11=0,375ug BSA, 12=0, 75ug BSA, 13=1ug BSA, 14 =3 ug BSA,
15 = Bench Marker
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Anhand der Western- Blot Analyse ist erkennbar, dass in jeder Fraktion der
Sec61- Komplex zu detektieren war. Bei jedem Arbeitsschritt war ein Verlust des Pro-
teinkomplexes feststellbar, was zu einer geringen Ausbeute des Sec61- Komplexes
fuhrte. Besonders hohe Verluste traten wahrend der Permeabilisierung (Pr&- Extrakt),
der Solubilisierung (RM- Extrakt), dem Durchlauf durch die Q/S- Sepharose Saulen
und dem Waschschritt der S- Sepharose auf (Abb.20 A, Spur 3, 4, 10 und 11). Bei
dieser Reinigung konnten 60 pg Sec61 in einem Volumen von 5 ml wiedergefunden
werden. Eine genauere Analyse der Verluste und der Wiederfindung des isolierten
Sec61- Komplexes erfolgt nach Betrachtung der anderen Strategien.

Abbildung 21 zeigt das Ergebnis einer Reinigung, bei der die S- Sepharose Saule vor
der Elution mit DBCP10-200 und DBCP10-400 gewaschen wurde. Der
Sec61- Komplex eluiert in einem deoxyBIGCHAP- Puffer ab etwa 500 mM KAc von
der S- Sepharose Saule (Jung, personliche Mitteilung). Im Gegensatz dazu eluierte
der Sec61- Komplex in einem Digitoninpuffer schon bei einem Salzgehalt von
200 mM (Abbildung 20 B, Spur 1). Aus diesem Grund wurde die S- Sepharose Saule
mit DBCP10-200 und DBCP10-400 gewaschen, um andere an der Saule gebundene
Proteine zu eluieren und so moglichst reinen Sec61- Komplex enthaltende
Fraktionen zu erhalten.

Abbildung 21 A zeigt das Ergebnis der Elution der S- Sepharose Saule, die mit
DBCP10-200 und DBCP10-400 gewaschen wurden. Die Elution erfolgte mit 800 mM
Kaliumacetat. Durch den Waschschritt mit DBCP10-400 konnten zwei Proteine von
den restlichen Proteinen abgetrennt werden (vgl. Abbildung 21 A, Spur 4 mit Spur 5).
Dennoch konnte der Sec61- Komplex nicht vollstindig von anderen Proteinen

getrennt werden.
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Abbildung 21: Isolierung des Sec61- Komplexes Uber lonenaustauschchromatographie. Die positiven
Proteinfraktionen des Salzgradienten wurden mit P 7 (siehe Tabelle 10) 1:3 verdiinnt und auf eine
2ml S- Sepharose Saule aufgetragen. A) Nach anschlieRendem Waschen mit DBCP10-200 und
DBCP10-400 (siehe Tabelle 10), wurde mit DP10-800 (siehe Tabelle 10) eluiert. Nach elektrophoreti-
scher Auftrennung und Coomassie- und Silberfarbung erfolgte die Analyse. B) Die positiven Protein-
fraktionen der Salzelution (A) wurden vereinigt und Gber Microcon™- Konzentratoren konzentriert und
auf ein SDS- Gel aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western- Blot analysiert. Flr
die immunologische Detektion wurde die PVDF Membran mit den beiden primaren Antikdrpern
Sec6la und Sec61p, gefolgt von dem sekundaren Antikorper ,Anti Rabbit POD" inkubiert. Aufgetra-
gen wurden je 2 ul Probe, die mit 8 ul 1x Laemmliprobenpuffer versetzt und fir finf Minuten bei 56 °C
inkubiert wurden. 1= Auftrag S- Sepharose Saule, 2 =Durchlauf S-Sepharose Saule,
3 = Waschschritt mit DBCP10-200 (siehe Tabelle 10), 4 = Waschschritt mit DBCP10-400 (siehe Tabel-
le 10), 5-7 = Eluate mit DP10-800 (siehe Tabelle 10), 8 =1pl RM, 9= Durchlauf Microcon™,
10 = Waschschritt der Microconmembran mit DP10-800 (siehe Tabelle 10), 11 = Sec61- Komplex vor
der Konzentrierung Uber Microcon™, 12 = Sec61- Komplex nach der Konzentrierung tber Microcon™

5.2.2 Isolierung uber Affinitdtschromatographie

Fur die Isolierung des Sec6l- Komplexes aus PK-RM erfolgte zunachst eine
Solubilisierung der PK-RM mittels deoxy- Big CHAP. Die Extrakte wurden Gber Nacht
auf die Antikorper- Saule gegeben. An die Antikbrpersaule war der Antikorper gegen
die B- Untereinheit des Sec6l- Komplexes gekoppelt. Die Analyse der
Elutionsfraktionen erfolgte mittels SDS- PAGE und anschlieendem Western- Blot.
Um einen Detergenzwechsel von deoxy-Big- CHAP zu Digitonin zu erreichen, folgte
ein Auftrag auf eine 0,2 ml S- Sepharose Saule. Nach intensivem Waschen der
Séaule erfolgte die Elution der S-Sepharose Saule mit 0,1 % DP10-800 (vgl.
Abschnitt 4.2.21). Einen Uberblick {ber die Reinigungsschritte gibt das
Flussdiagramm 2.
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Flussdiagramm 2: Strategie der Isolierung des Sec61- Komplexes aus PK-RM uber eine Antikdrper-
saule.
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Abbildung 22 zeigt das Ergebnis einer Isolierung des Sec61- Komplexes lber eine

Immunaffinitdtschromatographie.
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Abbildung 22: Isolierung des Sec61- Komplexes Uber Affinitditschromatographie. A) Es wurden Extrak-
te aus 24 ml PK-RM mit einer ODygo = 29 auf eine A/G-Sepharose aufgetragen und mit Elutionspuffer
eluiert. Je 50 ul der Fraktionen wurde mittels Aceton/ Methanol gefallt und auf ein SDS- Gel aufgetra-
gen, elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western- Blot analysiert. Fir die immunologische De-
tektion wurden die PVDF Membranen mit den beiden primaren Antikérpern Sec6la und Sec61p, ge-
folgt von dem sekundéaren Antikérper ,Anti Rabbit POD" inkubiert.1 = RM, 2 = PK-RM, 3 = Auftrag
Antikorperséaule, 4 = Sediment PK-RM, 5 = Durchlauf Antikérpersaule, 6-9 = Waschritt 1 bis 4 mit Re-
konstituierungspuffer (siehe Abschnitt 4.2.21), 10-17 = Eluate 1 bis 8 der Antikdrperséule mit Elutions-
puffer (vgl. Abschnitt 4.2.21). B) Die den Sec61- Komplex enthaltenden Fraktionen wurden mit Ver-
dunnungspuffer 1:3 gemischt und auf eine 0,2 ml S- Sepharose Séaule aufgetragen. Nach anschlie-
Rendem Waschen und gleichzeitigem Detergenzwechsel zu Digitonin mit 0,1 % DP-0 (siehe
Abschnitt 4.2.21), wurde mit 0,1 % DP10-800 (siehe Abschnitt 4.2.21) eluiert. Es wurden je Fraktion
25 pl Probe mit Aceton und Methanol gefallt, mit 10 pl 1x Laemmliprobenpuffer versetzt, fur fiunf Minu-
ten bei 56 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung und eine Analyse
nach Coomassie- Farbung. 1 = Bench Marker, 2 = Durchlauf S- Sepharose Saule , 3 = Waschritt der
S- Sepharose Saule mit 0,1 % DP-0 (siehe Abschnitt 4.2.21), 4-11 = Eluate 1 bis 8 mit DP10-800 (sie-
he Tabelle 10)
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Die Elution der Antikérperséaule erfolgte mit Elutionspuffer (vgl. Abschnitt 4.2.21). Der
Sec61- Komplex eluierte in den Fraktionen 3 bis 8 (Abb. 22 A, Spur 12-17). Bei der
Salzelution der S- Sepharose Saule zeigte sich, dass der Sec61- Komplex vollstan-
dig in dem ersten Eluat zu finden war (Abbildung 22 B, Spur 4). Tabelle 15 vergleicht
die isolierte Proteinmenge des Sec61- Komplexes (1g) der verschieden Isolierungs-

strategien.

Tabelle 15: Anreicherung des Sec61- Komplex aus RM

Ausbeute (ug) Ausbeute (ug)

RM 4200 RM 4830

1. Uberstand 150 PK-RM 4048

Pre-Extrakt 599 Auftrag AK Saule 567

RM- Extrakt 682 Waschschritt 1 bis 4 0

RAMP vor Dialyse 988 E1-E8 52
RAMP nach Dialyse 1531
P12 190
DL 326
Wasch Q/S 874
Fraktion 1 4
Fraktion 2-7 17
Fraktion 8- 16 90
Fraktion 17 - 23 2
DL S- Saule 4
E1l- E8 20

Beginnend mit der Isolierung uber die lonenaustauschchromatographie kann man
feststellen, dass starke Verluste bei der Permeabilisierung und Solubilisierung auftra-
ten. Wahrend dieser beiden Schritte gingen ca. 30 % verloren. Ein weiterer grof3er
Verlust trat beim Reinigen des Sec61- Komplexes Uber die lonenaustaschchromatog-
raphie auf. Der Anteil des nicht gebundenen Sec61- Komplexes an der S- Sepharose
Saule betrug ebenfalls etwa 30 %, so dass nur ca. 30 % zur Isolierung des
Sec61- Komplexes zur Verfugung standen. Hinzu kam ein unbekannter Anteil, der an
das Saulenmaterial irreversibel gebunden hatte, so dass nur ein sehr geringer Anteil
von 0,5 % fir weitere Untersuchungen zur Verfigung stand. Ein vergleichbares Bild
ergab sich fur die Isolierungsstrategie Uber die Affinitatschromatographie. Ein massi-
ver Verlust trat bei der Solubilisierung der PK-RM auf. Bei den ersten beiden Arbeits-
schritten gingen ca. 90 % des Ausgangsmaterials verloren. Der Detergenzwechsel
Uber eine S- Sepharose Saule brachte nochmals einen Verlust mit sich (1/10 des
Auftrags auf die Antikdrpersaule), so dass letztendlich nur 1 % der Ausgangsmenge

des Sec61- Komplexes wiedergefunden wurde. Die Ausbeute im Vergleich zu der
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Isolierung Uber die lonenaustaschchromatographie war etwa doppelt so hoch. Je-
doch lag der gewonnene Komplex in beiden Fallen nicht in reiner Form vor, sondern
war mit anderen Proteinen verunreinigt (vgl. Abb. 20 B, Spur 1-7; Abb. 21 A, Spur 5;
Abb. 22 A, Spur 4). Insgesamt wurden mehrere erfolgreiche Sec61 Isolierungen

durchgefihrt, wobei insgesamt ca. ein Milligramm des Sec61 isoliert wurde.

5.2.3 Der dn/dc- Wert von Digitonin

Der dn/dc- Wert ist das spezifische Brechungsindexinkrement. Er beschreibt die An-
derung des Brechungsindexes einer Polymerlésung relativ zu der Anderung der Po-
lymerkonzentration. Der dn/dc- Wert ist fir jedes zu vermessende Polymer eine
konstante Grol3e. Bei der Isolierung von Membranproteinen kommen Detergenzien
zum Einsatz. Fiur die Isolierung des Sec61- Komplexes wurden die Detergenzien
deoxyBIGCHAP und Digitonin verwendet. Um mit Hilfe der Lichtstreuung in Verbin-
dung mit einem RI- und UV- Detektor die molare Masse, und damit den Oligomerisie-
rungsgrad des Sec61- Komplexes bestimmen zu kénnen, musste der dn/dc- Wert
sowohl des Proteins, als auch des eingesetzten Detergenz bekannt sein (siehe For-
mel 1). Fur Proteine wird ein dn/dc- Wert von 0,18 bis 0,2 angegeben (146), fur Digi-
tonin musste er in dieser Arbeit bestimmt werden. Hierzu wurden verschiede Kon-
zentrationen von Digitonin direkt in den RI- Detektor injiziert (Abbildung 23).

2,5*10™ bis 2 *10° g/ml Digitonin wurde im Batch- Verfahren mit einem RI- Detektor
(Shodex RI-101) vermessen (Abbildung 23). Zu erkennen war eine konzentrations-
abhangige Zunahme der Signalstarke. Der dn/dc- Wert errechnete sich aus der An-
derung des Brechungsindexes An in Abhangigkeit der Anderung der Konzentration
Ac (Abbildung 23 B). Das Bestimmtheitsmald R?2 wurde mit 0,99 und der errechnete
dn/dc- Wert mit 0,153 bestimmt. Als eine weitere Mdglichkeit zur Bestimmung des
dn/dc- Wertes wurde mit Hilfe der ASTRA- Software eine AFFF- Messung mit dem
gewinschten Detergenz durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Das Ergebnis der Be-
stimmung des dn/dc- Werts mittels einer AFFF- Messung war 0,013. Grundlage der
Kalkulation tber die ASTRA- Software ist die Annahme, dass 100 % des eingesetz-
ten Digitonins wiedergefunden werden. Der so bestimmte dn/dc- Wert lag um ein

zehnfaches niedriger, als der bei der Bestimmung tUber das Batch- Verfahren.
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Abbildung 23: Bestimmung des dn/dc- Wertes von Digitonin mit Hilfe des Batch- Verfahrens. Digito-
ninkonzentrationen wurden von 2,510 bis 2 *107 g/ml in einem RI- Detektor (Shodex RI-101) ver-
messen. FiUr den Puffer galt die in Tabelle 12 angegebene Zusammensetzung. A) Gezeigt sind die
Ergebnisse der verschiedenen Digitoninkonzentrationen des Batch- Verfahrens. Der ermittelte
dn/dc- Wert lag bei 0,153. B) Zeigt das Diagramm der dn/dc- Wert Berechnung (R*= 0,99).
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5.2.4 Messung der minimal detektierbaren Digitoninkonzentration

Um eine AFFF- Messung mit anschlieRender MALS- Analyse fir Membranproteine
durchfiihren zu kdnnen, muss bekannt sein, ab welcher Konzentration Mizellen zu
detektieren sind. Dies ist wichtig, um zwischen einem Mizellen- “Peak” und dem Pro-
tein/ Mizellen- “Peak” unterscheiden zu kénnen, und damit gewahrleistet wird, dass
das Detergenz wahrend der Elution mit einem detergenzfreien Laufpuffer nicht unter

die CMC (= critical micelle concentration) fallt.

0.5

0.4-

relative Einheiten (RU)

19.0

Elutionszeit (min)

Abbildung 24: Bestimmung der minimal messbaren Digitoninkonzentration. Injiziert wurden Digitonin-
konzentrationen von 99 ug bis 396 pg/30 pl in einen AFFF- Kanal mit einer 5 kDa reg. Zellulosememb-
ran und einem 350 pm ,Spacer”. Eluiert wurde mit einem ,channel flow" von 1 ml/ min und einem
,cross flow" von 2 ml/ min. Fir den Laufpuffer galt die in Tabelle 12 angegebene Zusammensetzung.
Die geringste messbare Konzentration war 132 pg Digitonin in 30 pl (graue Linie).

Abbildung 24 zeigt die Elutionprofile der verschiedenen Digitoninkonzentrationen.
Injiziert wurden 99 ug bis 396 ug/30 ul in einen AFFF- Kanal mit einer 5 kDa reg. Zel-
lulosemembran und einem 350 um ,Spacer”. Die Elution erfolgte mit einem ,channel
flow" von 1 ml/ min und einem ,cross flow* von 2 ml/ min. Fur den Laufpuffer galt die
in Tabelle 12 angegebene Zusammensetzung. Sowohl die Hohe des RI- Signals, als
auch die Breite der einzelnen ,Peaks” nahmen mit steigender Digitoninkonzentration
zu. Der maximale Signalausschlag der Messungen wurde nach etwa 16 Minuten er-

reicht. Der maximale Wert wurde mit der hdchsten Konzentration (= 396 pg/ 30 ul)
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erreicht. Die geringste messbare Konzentration von Digitonin war 132 pg Digitonin in
30 ul = 4,4 mg/ml = 0,44 % (graue Linie).

5.2.5 Bindungseigenschaften der verschiedenen AFFF- Membranen zum

Sec61- Komplex.

Die bei den Messungen standardmallig eingesetzte Membran bestand aus regene-
rierter Zellulose. Neben der reg. Zellulose sind auch noch Membranen aus anderen
Materialien erhaltlich (Triacetat Zellulose und Polyethersulfon). Um herauszufinden,
ob die verschiedenen Membrantypen den Sec61- Komplex adsorbieren, wurden Sti-
cke der Membran mit 16,8 pug des Sec61- Komplexes fur 1,5 h inkubiert. Vor der In-
kubation wurden Sticke der Membranen entweder mit (+) oder ohne (-) Digitonin
Uber Nacht mit DP10-550 (siehe Tabelle 10) abgesattigt. Zum Ablésen des
Sec61- Komplexes von der Membran wurde nach der Probeninkubation alle Memb-
ransticke fur zehn Minuten mit 100 pl des entsprechenden Puffers (DP10-550, siehe
Tabelle 10) gewaschen. Die sich aus dem Waschschritt ergebenen Proben wurden
mit Aceton/ Methanol gefallt und die Membranen mit 15 pl 1 x Laemmliprobenpuffer
versetzt. Anschlie3end folgte eine Inkubation fir zehn Minuten bei 56°C. Nach Auf-
tragen der Proben auf ein SDS- Gel wurden sie elektrophoretisch aufgetrennt und

mittels Western- Blot analysiert.
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Abbildung 25: Test der verschiedenen AFFF- Membranen auf die Bindungseigenschaften zum
Sec61- Komplex. Alle Membranstiicke wurden mit 16,8 ug Sec61 in DP10-550 (siehe Tabelle 10) fur
1,5 h inkubiert. Die Membranen wurden vor der Inkubation entweder mit (+) oder ohne (-) Digitonin im
Puffer (DP10-550, siehe Tabelle 10) Gber Nacht abgesattigt. Zum Ablésen des Sec61- Komplexes von
der  Membran, wurde nach der Probeninkubation alle Membranstiicke fiir zehn Minuten mit 100 pl
des entsprechenden Puffers (siehe XY) gewaschen. Die Proben des Waschschrittes wurden mit Ace-
ton/ Methanol geféllt und die Membranen mit 15 pl 1 x Laemmliprobenpuffer versetzt und fir zehn
Minuten bei 56°C inkubiert. Nach Auftragen der Proben auf ein SDS- Gel wurden sie elektrophoretisch
aufgetrennt und mittels Western- Blot analysiert. Fur die immunologische Detektion wurde die PVDF
Membran mit den beiden primaren Antikdrpern Sec6la und Sec61f3, gefolgt von dem sekundéren
Antikérper ,Anti  Rabbit POD" inkubiert. TA =Triacetat Zellulose PES = Polyethersulfon,
reg = regenerierte Zellulose

Generell war unabhangig von den Materialien eine starke Adsorption des Protein-
komplexes an die verschiedenen Membrantypen zu erkennen (Abbildung 25, Spur 8-
13). Eine vorherige Inkubation der Membranen mit einem Digitoninpuffer fihrte zu
einer starkeren Abldsbarkeit des Proteinkomplexes von der Membran im Vergleich zu
den vorher unbehandelten Membranen (vgl. Abbildung 25, Spur 2 mit 3, 4 mit 5 und
6 mit 7). Einen besonders starken Effekt einer vorherigen Inkubation mit dem Deter-
genzpuffer konnte bei den Membranen aus Polyethersulfon und aus reg. Zellulose
festgestellt werden (vgl. Abbildung 25, Spur 4 mit 5 und 6 mit 7). Dennoch blieb auf
den Membranen der Grol3teil des Sec61 hangen. Man kann sagen, dass die Memb-
ranen aus Polyethersulfon und reg. Zellulose am besten geeignet waren und eine
Inkubation mit Detergenzpuffer einen positiven Effekt auf die Bindung an der Memb-
ran hatte. Grundsatzlich war bei Messungen mit der AFFF- Technik mit hohen Ver-
lusten des Sec61- Komplexes zu rechnen. Fir die Bestimmung des Oligomerisie-
rungsgrades des Sec61- Komplexes kam aufgrund dieses Ergebnisses die regene-

rierte Zellulose zum Einsatz.
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5.2.6 Bestimmung des Oligomerisierungsgrades des isolierten Sec61- Komplexes

Nachdem sowohl der dn/dc- Wert von Digitonin, als auch die minimale messbare
Konzentration von Digitonin im MALS- System bekannt waren, erfolgte die Bestim-
mung des Oligomerisierungsgrades des isolierten Sec61- Komplexes. Das Ergebnis
ist in Abbildung 26 zu sehen. Hierfir wurden 75pug Probe des isolierten
Sec61- Komplexes in einen AFFF- Kanal mit einer 10 kDa reg. Zellulosemembran
und einem 350 um ,Spacer” injiziert. Eluiert wurde mit einem ,channel flow" von
1 ml/ min und einem ,cross flow" von 2 ml/ min. Fir den Laufpuffer galt die in Tabel-
le 12 angegebene Zusammensetzung. Die wahrend der Elution aufgefangenen Frak-
tionen (500 pl) wurden mittels Aceton/ Methanol geféllt. Die Analyse erfolgte mittels
elektrophoretischer Auftrennung und Western- Blot.

Das Elutionsprofil der AFFF- und MALS- Messung zeigt Abbildung 26 A. In der Elu-
tionszeit zwischen der 12. und 20. Minute war eine Anderung des Signals des Licht-
streudetektors (90° Winkel) erkennbar. Fur die Berechnung wurde 1,798 (mL/(g*cm))
als Extinktionskoeffizienten fur Digitonin (Bestimmung mit der ASTRA- Software,
Version 5.3.2.16, Fa. Wyatt) und 1,007e** (mL/(g*cm)) fiir den Sec61- Komplex (Ana-
lyse mit dem Programm PROTEAN der DNAStar- Software, Version 7) verwendet.
Die verwendeten dn/dc- Werte waren 0,153 fur Digitonin und 0,185 fir das Protein.
Die molare Masse wurde mit 55,9 kDa bestimmt. Der prozentuale Proteinanteil des
Detektorsignals war nur 0,17 %. Ein Signal der Sec6la oder 3 Untereinheit in der
Western- Blot Analyse war jedoch nicht feststellbar. Da die Positivkontrolle (RM) ein
Signal ergab, konnte man die Mdéglichkeit eines Detektionsfehlers ausschlief3en. Als
Ursache kommt erstens eine nicht ausreichend grof3e Menge des eingesetzten Pro-

teins und zweitens ein Verlust der Probe im AFFF- Kanal in Frage.
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Abbildung 26: Bestimmung des Oligomerisierungsgrades des isolierten Sec61- Komplexes (die
schwarze Linie zeigt das Signal des 90° Winkels des Lichtstreudetektors, die rote Linie den zugehori-
gen Proteinanteil in Prozent). A) 75 pg Sec61 in DP10-800 wurden in einen AFFF- Kanal mit einer 10
kDa reg. Zellulosemembran und einem 350 pum ,Spacer* injiziert. Die Elution erfolgte mit einem ,chan-
nel flow* von 1 ml/ min und einem ,cross flow" von 2 ml/ min. Fir den Laufpuffer galt die in Tabelle 12
angegebene Zusammensetzung. Wahrend der Elution wurden Fraktionen a 500 pl gesammelt, mit
Aceton/ Methanol gefallt und mittels SDS-PAGE und Western- Blot analysiert. Die zeitliche Darstel-
lung des Lichtstreudetektorsignals (90° Winkel) wahrend der Elution bezieht sich auf die priméare
Y- Achse (links), der Proteinanteil (%) am Signal (schwarze Linie) auf die sekundare Y- Achse
(rechts). B) Western- Blot Analyse der gesammelten und geféllten Fraktionen. Fir die immunologische
Detektion wurden die PVDF Membranen mit den beiden priméren Antikdrpern Sec6la und Sec61p,
gefolgt von dem sekundaren Antikdrper ,,Anti Rabbit POD" inkubiert.
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Um die Mdglichkeit, eine nicht ausreichend groRe Menge des Proteins eingesetzt zu
haben auszuschliel3en, wurde der Versuch unter gleichen Bedingungen, aber mit
einem grol3eren Proteingehalt wiederholt. Hierflir wurden 150 pg Probe des isolierten
Sec61- Komplexes in den AFFF- Kanal injiziert und mit Hilfe der MALS- Technik
vermessen. Die Elution wurde wiederum in Fraktionen a 500 ul aufgefangen (Abbil-
dung 27 B), mittels Aceton/ Methanol gefallt und durch elektrophoretische Auftren-
nung und Western- Blot analysiert.

Der Elutionspeak der AFFF- und MALS- Messung (Abbildung 27 A) war zwischen
der 16. und der 18. Minute zu erkennen. Ein positives Signal der Sec61a oder § Un-
tereinheit in der Western- Blot Analyse war im gleichen Zeitraum feststellbar, so dass
der Elutionspeak tatsachlich dem Signal des Proteins entsprach. In diesem Fall war
das Digitonin in der zu vermessenden Probe ausgefallen. Aus diesem Grund war
keine Auswertung der Messung moglich. Erkennbar ist das ausgefallene Digitonin
daran, dass das Signal des Lichtstreudetektors (rote Linie) einen maximal mdglichen
Ausschlag zeigte. Dennoch kann man sagen, dass eine Messung prinzipiell mit die-
ser Methode moglich ware. Im nachfolgenden Kapitel wurde die oben erwéhnte zwei-

te Moglichkeit des Verbleibs des Proteins getestet.
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Abbildung 27: Bestimmung des Oligomerisierungsgrades des isolierten Sec61- Komplexes (durchge-
hende griine Linie zeigt das Signal des UV- Detekors, die roten Punkte das zugehdorige Signal des 90°
Winkels des Lichtstreudetektors. A) 150 ug Sec61 in DP10-800 wurden in einen AFFF- Kanal mit ei-
ner 10 kDa reg. Zellulosemembran und einem 350 um ,Spacer” injiziert. Eluiert wurde mit einem
.channel flow" von 1 ml/ min und einem ,cross flow* von 2 ml/ min. Fur den Laufpuffer galt die in Ta-
belle 12 angegebene Zusammensetzung. Wahrend der Elution wurden Fraktionen a 500 pl gesam-
melt, mit Aceton/ Methanol geféllt und mittels SDS-PAGE und Western- Blot analysiert. B) Wes-
tern- Blot Analyse der gesammelten und geféllten Fraktionen. Fir die immunologische Detektion wur-
den die PVDF Membranen mit den beiden priméren Antikdrpern Sec6la und Sec61f, gefolgt von dem

sekundaren Antikérper ,,Anti Rabbit POD* inku

biert.
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5.2.7 Der Sec6l- Komplex aus Hundepankreasmikrosomen bindet an die Membra-
nen des AFFF- Kanals

Um abzuklaren, ob das fehlende Blotsignal der Sec61 Untereinheiten in der oben
beschriebenen Messung (Kapitel 5.2.6) in der geringen injizierten Menge oder im
Verlust innerhalb des AFFF- Kanals begrindet war, wurde nach der Messung die
Membran des Kanals ausgebaut und der Lange nach in ein Zentimeter grof3e Stiicke
zerschnitten (siehe Abbildung 28), mit 1 x Laemmliprobenpuffer versetzt und fir funf
Minuten bei 56 °C inkubiert. Die Proben wurden mit einem SDS- Gel elektrophore-
tisch aufgetrennt und mit Western- Blot analysiert.
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Abbildung 28: Test auf Adsorption des Sec61- Komplexes an die Membran des AFFF- Kanals. A) Die
Grafik zeigt die Region der AFFF- Membran, die fur den Test nach den Messungen des
Sec61- Komplexes ausgeschnitten worden war. Die Membran wurde in ein Zentimeter lange Streifen
geschnitten, mit 1 x Laemmliprobenpuffer versetzt und fur finf Minuten bei 56 °C inkubiert. Die Proben
wurden mit einem SDS- Gel elektrophoretisch aufgetrennt und B) mit Western- Blot analysiert. Fir die
immunologische Detektion wurden die PVDF Membranen mit den beiden priméren Antikdrpern
Sec6la und Sec61, gefolgt von dem sekundaren Antikérper ,Anti Rabbit POD" inkubiert.

Uber die gesamte Flache der Kanalmembran (Spur 1-13 und 16-28) war ein Signal
der Sec61 Untereinheiten zu finden. Ein besonders starkes Signal war vor allem in
den Spuren 8 bis 20 erkennbar. Dieser Bereich entsprach der Membranlange zwi-
schen 8 und 17 cm. Bei Betrachtung dieses Ergebnisses kann man sagen, dass der

Sec61- Komplex sehr stark auf der Membran des AFFF- Kanals adsorbierte und das
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Ergebnis aus Kapitel 5.2.6 somit vor allem mit dem Verlust des Proteins im Kanal
begriindet lag. Allerdings scheint es einen Absattigungseffekt der Membran mit dem

Sec61- Komplex und Digitonin zu geben.

5.2.8 Charakterisierung der Interaktion zwischen Ribosom und dem

Sec61- Komplex

Fur die Bestimmung der Affinitdtt vom Ribosom zum Sec61- Komplex wurde die
Oberflachenplasmonresonanz- Spektroskopie  (SPR) verwendet (siehe Ab-
schnitt 4.2.38). Der Sec61- Komplex wurde dazu als Ligand in einer Flusszelle auf
der Oberflache eines CM5 Sensorchips mittels eines kovalent gebundenen Antikor-
pers gegen die Sec61B- Untereinheit immobilisiert. Anschlieend wurden die Ribo-
somen oder seine Untereinheiten als Analyt in verschiedenen Konzentrationen in
Losung uber die Oberflache des Sensorchips geleitet. Die Konzentration der Ribo-
somen und der ribosomalen Untereinheiten wurde zuvor photometrisch bestimmt.
Mittels der SPR- Detektion konnte die Bindung der Ribosomen an den immobilisier-
ten Sec61- Komplex beobachtet werden. Als Referenz wurde entweder eine Fluss-
zelle mit dem KLH- Peptid (= Keyhole Limpet Hemocyanin, chemisch kovalent quer-
vernetzt mit dem N- terminalen Oligopeptid von Sec61, das der Immunisierung der
Kaninchen diente) abgesattigt, oder nach Vorschrift des Herstellers nur aktiviert und
deaktiviert. Fur die mathematische Auswertung wurde die Differenz der Sensor-
gramme der beiden Flusszellen verwendet. Auf diese Weise konnten eventuell auf-
tretende unspezifische Bindungen bertcksichtigt werden. Die Affinitat des Protein-

komplexes wurde mit Hilfe der Biaevaluation Software 3.1. bestimmit.
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Abbildung 29: Konzentrationsabhéangige Bindung der Ribosomen an den Sec61- Komplex. Der Anti-
korper gegen die Sec61B- Untereinheit des Sec61- Komplexes wurde nach Anweisung des Herstellers
an einen CM5 Chip gekoppelt. Der aus Hundepankreas isolierte Sec61- Komplex wurde ber diesen
Antikoérper an die Flusszelle 2 (Fc2) immobilisiert. Als Referenz wurde die Flusszelle 1 (Fcl) mit
KLH- Peptid abgesattigt. Dann wurden die mit Puromycin/ Kaliumacetat behandelten Ribosomen in
den angegebenen Konzentrationen mit einer Flussgeschwindigkeit von 10 pl/min (Laufpuffer siehe
Abschnitt 4.2.38) Uber die Chipoberflache geleitet. Nach jeder Injektion wurde ein Waschschritt mit
500 mM Salz (= Laufpuffer mit 500 mM NacCl) tiber den Chip geleitet, um die noch gebundenen Ribo-
somen vom Liganden zu l6sen. Die Sensorgramme zeigten die Differenz zwischen der Messzelle mit
immobilisiertem Sec61- Komplex und der Referenzzelle mit dem KLH-Peptid.

Abbildung 29 zeigt die Sensorgramme fir verschiedene Analyt- Konzentrationen, die
fur die Bindung von Ribosomen an den Sec61- Komplex aufgezeichnet wurden, wah-
rend die Ribosomen Uber den Chip geleitet wurden. Es war eine Assoziation mit dem
immobilisierten Sec61- Komplex (0-300 s) erkennbar, an die sich nach Umschalten
auf Laufpuffer eine Dissoziaton anschloss. Aus den aufgezeichneten Sensorgram-
men konnte mit Hilfe der BiaEvaluation- Software 3.1. fur die Interaktion der Riboso-
men und dem Sec61- Komplex ein Kp-Wert (= kq/ k) von 2,2 nM berechnet werden.
Die Daten wurden mit dem von der Software zur Verfugung gestellten Modell flir eine
Bindung mit einer driftenden Basislinie ausgewertet, wobei darauf hingewiesen wer-
den muss, dass sich dabei zum Teil hohe Abweichungen von den Idealkurven erga-
ben.

Um zu testen, ob die so gemessene Bindung der Ribosomen an den
Sec61- Komplex tatsachlich eine biologische Aktivitat war, wurden die Ribosomen

mit RNaseA fur eine und anderthalb Stunden bei 30T inkubiert. Da die Ribosomen
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Uber die 28S rRNA der grof3en ribosomalen Untereinheit binden sollen (39), sollte
nach dem Verdau der RNA auch keine Bindung der Ribosomen messbar sein.

Abbildung 30 A zeigt die Sensorgramme fir die mit RNaseA inkubierten Analyten.
Die fur eine Stunde mit RNaseA inkubierten Ribosomen zeigten nur noch eine gerin-
ge, die fur anderthalb Stunden mit RNaseA inkubierten Ribosomen zeigten keine As-
soziation mit dem immobilisierten Sec61- Komplex (0-300 s). Als Positivkontrolle
(Abbildung 30 B) wurden Ribosomen ohne RNaseA Behandlung fur zehn Minuten
(rote Linie) oder anderthalb Stunden (grine Linie) bei 30T inkubiert und tber den
Sensorchip geleitet. Dies geschah vor (rote Linie) und nach (griine Linie) den Mes-
sungen der mit RNaseA behandelten Ribosomen. In beiden Fallen war eine Assozia-
tion (0-300 s) und eine Dissoziation nach Umschalten auf Laufpuffer (300-620 s) er-

kennbar.
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Abbildung 30: RNA abhangige Bindung der Ribosomen an den Sec61- Komplex. Der Antikdrper ge-
gen die Sec61B- Untereinheit des Sec61- Komplexes wurde an einem CM5 Chip nach Anweisung des
Herstellers gekoppelt. Der aus Hundepankreas isolierte Sec61- Komplex wurde Uber diesen Antikor-
per an die Flusszelle 2 (Fc2) immobilisiert. Als Referenz wurde die Flusszelle 1 (Fcl) nach Vorschrift
des Herstellers aktiviert und deaktiviert (siehe Abschnitt 4.2.38). A) Es wurden 87,77 nM mit Puromy-
cin/ Kaliumacetat behandelte Ribosomen, die zuvor eine anderthalb Stunden bei 30°C mit RNaseA
inkubiert wurden, tber die Chipoberflache geleitet. AnschlieRend folgte eine Injektion von 87,77 nM
Puromycin/ Kaliumacetat behandelte Ribosomen, die zuvor anderthalb Stunden bei 30°C inkubiert
wurden. Die Messungen fanden jeweils mit einer Flussgeschwindigkeit von 10 pl/min (Laufpuffer siehe

Abschnitt 4.2.38) statt. B) Als Funktionstest des gekoppelten Sec61- Komplexes wurde vor (43,88
nM) und nach (87,77 nM) der Messung von A) Puromycin/ Kaliumacetat behandelte Ribosomen, die
zuvor zehn Minuten (rote Linie) oder anderthalb Stunden (griine Linie) bei 30 °C inkubiert wurden,
Uber die Chipoberflache geleitet. Nach jeder Injektion wurde ein Waschschritt mit 500 mM Salz
(= Laufpuffer mit 500 mM NaCl) tber den Chip geleitet, um die noch gebundenen Ribosomen vom
Liganden zu lésen. Die Sensorgramme zeigten die Differenz zwischen der Messzelle mit immobilisier-
tem Sec61- Komplex und der Referenzzelle.
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Um zu testen, welche der beiden ribosomalen Untereinheiten am Sec61- Komplex
binden, wurden die vorher getrennten Untereinheiten (vgl. Abschnitt 4.2.17) Gber den
Sensor geleitet. Als Kontrolle wurden 43,88 nM Puromycin/ Kaliumacetat behandelte
Ribosomen, die zuvor zehn Minuten bei 30 °C inkubiert wurden tber die Chipoberfla-
che geleitet.
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Abbildung 31: Bindung der ribosomalen Untereinheiten an den Sec61- Komplex. Der Antikdrper gegen
die Sec61B- Untereinheit wurde an einem CM5 Chip nach Anweisung des Herstellers gekoppelt. Der
aus Hundepankreas isolierte Sec61- Komplex wurde Uber diesen Antikdrper an die Flusszelle 2 (Fc2)
immobilisiert. Als Referenz wurde die Flusszelle 1 (Fcl) nach Vorschrift des Herstellers aktiviert und
deaktiviert (siehe Abschnitt 4.2.38). Es wurden 43,88 nM mit Puromycin/ Kaliumacetat (griine Linie)
behandelte Ribosomen, die zuvor zehn Minuten bei 30°C inkubiert wurden Uber die Chipoberflache
geleitet. Dann wurden die vorher getrennten ribosomalen Untereinheiten (vorher zehn Minuten bei
30°C inkubiert) zusammen in der angegebenen Konzentration tber die Chipoberflache geleitet. Die
Messungen fanden jeweils mit einer Flussgeschwindigkeit von 10 pl/min (Laufpuffer siehe Ab-
schnitt 4.2.38) statt. Nach jeder Injektion wurde ein Waschschritt mit 500 mM Salz (= Laufpuffer mit
500 mM NaCl) tber den Chip geleitet, um die noch gebundenen Ribosomen vom Liganden zu lésen.
Die Sensorgramme zeigten die Differenz zwischen der Messzelle mit immobilisiertem Sec61- Komplex
und der Referenzzelle.

Abbildung 31 zeigt die Sensorgramme fir die ribosomalen Untereinheiten (braune
Linie) und die 80S Ribosomen (griine Linie). Die ribosomalen Untereinheiten zeigten
keine Assoziation mit dem immobilisierten Sec61- Komplex (0-300 s). Einzig die 80S
Ribosomen zeigten eine Assoziation und eine Dissoziation.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Bindung der Ribosomen am
Sec61- Komplex sowohl von der Konzentration der Ribosomen, als auch von der

RNA abhangig ist. Eine Bindung der getrennten ribosomalen Untereinheiten am
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Sec61- Komplex konnte mit dieser Messtechnik nicht gezeigt werden, obwohl eine

Bindung der 80S Ribosomen messbar war. Die Kp wurde mit 2,2 nM bestimmt.

5.2.9 Synthese von fluoreszierendem ppL86mer

Der isolierte Sec61- Komplex sollte funktionell und strukturell untersucht werden.
Hierflr war geplant, den gereinigten und mit Fluoreszenz markierten Sec61- Komplex
in einen Bilayer zu rekonstituieren, fluoreszierendes ppL86mer zu isolieren und die
Translokationsaktivitdt an diesem definierten System zu verfolgen. Die Untersuchun-
gen sollten aufklaren, wie die Sec61 Translokase mit dem inserierenden Substrat
interagiert. Hierzu sollten FRET- Messungen (Eluorescence Resonance Energy
Transfer) zwischen dem fluoreszierenden Sec61- Komplex und dem fluoreszierenden
ppL86mer durchgefuhrt werden. Die Bindung der Translokase an das fluoreszieren-
de ppL86mer sollte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie und elektrophysiologischen
Methoden naher definiert werden. Dies sollte in Kooperation mit der Biophysik der
Universitat Osnabrick erfolgen.

Das FluoroTect™ System nutzt eine modifiziert beladene Lysin transfer RNA (tRNA)
mit dem Fluorophor BODIPY®-FL. Die modifizierte Lysin tRNA kann in einem in vitro
Translationssystem genutzt werden. Die Kontrolle der Synthese des fluoreszierenden
Polypeptids ppL86mer erfolgte mittels Fluoreszenzmessung.

Die Synthese des fluoreszierenden ppL86mer fand im Translationsmix (Retikulozy-
ten- Lysat) mit 0 %, 0,2 %, 1,6 % und 2 % Anteil fluoreszierender tRNA im Translati-
onsansatz zusammen mit dem ppL86- Transkript statt (vgl. Abschnitt 4.2.28). Nach
Stoppen der Synthese durch Zugabe von 2 x Laemmliprobenpuffer und Inkubation
bei 95 °C wurde die Probe mittels SDS- PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Die
guantitative Auswertung der Fluoreszenz der gescannten Gele geschah mit Hilfe der
Software Image- Quant 5.1. Die Ergebnisse wurden in relativen Einheiten als Zahlen
wiedergegeben (Abbildung 32 B). Die Analyse durch Fluoreszenzmessung (Abbil-
dung 32 A) zeigte, dass die Synthese des fluoreszierenden ppL86mer mit zuneh-
mendem Anteil fluoreszierender tRNA im Translationsansatz (Abbildung 32, Spur 1-
4) zunahm. Mit einem Anteil von 0,2 % fluoreszierender tRNA erreichte man eine
Synthese von 17 relativen Einheiten. Diese steigerte sich auf 31,5 (1,6 % tRNA) und
48 (2 % tRNA) relative Einheiten. Die maximale Synthese reichte trotz verschiedener
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Optimierungsversuche nicht aus, um mit dem synthetisierten ppL86mer beispielswei-

se eine FRET- Messung durchfihren zu kénnen.
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Abbildung 32: Synthese von fluoreszierendem ppL86mer. Unterschiedliche Mengen Fluoro-
Tect™-tRNA (0 %, 0,2 %, 1,6 % und 2 % Anteil im Translationsansatz) wurden im Translationsmix
(Retikulozyten- Lysat) zusammen mit dem ppL- Transkript bei 30T inkubiert (vgl. Abschnitt 4.2.28).
Nach 20 Minuten wurde die Translation durch eine Inkubation fiir 5 min bei 95C mit Laemmliproben-
puffer gestoppt. A) Nach SDS-PAGE wurde das fluoreszierende ppL86mer durch Fluoreszenzmes-
sung sichtbar gemacht, quantifiziert und B) graphisch dargestellt. Die Menge des synthetisierten
ppL86mers (in relativen Einheiten) ist gegen die FluoroTect™- tRNA Konzentrationen aufgetragen.

5.3 Isolierung und Charakterisierung von Grp170 und BiP

Grpl170 (170 kDa glucose-regulated protein) ist ein Hsp70 verwandtes Protein des
endoplasmatischen Retikulums, das Sequenzahnlichkeiten zu Proteinen der Hsp70-
und Hspl10- Familie aufweist und in allen eukaryontischen Zellen gefunden wurde
(102). Wie alle Hsp70 Proteine besitzt Grp170 eine ATPase- und eine peptidbinden-
de- Domane (176). Wegen seiner GrofRe und verschiedener Strukturmerkmale wurde
Grpl170 aber keiner der beiden Proteinfamilien, sondern einer eigenstandigen Familie
zugeordnet (102). Nach erfolgreicher Isolierung sollte mit Hilfe verschiedener biophy-
sikalischer Methoden (MALS und QUELS) der hydrodynamische Radius und der Oli-
gomerisierungsgrad von BiP bestimmt werden. Des Weiteren sollte die Bildung des

Komplexes aus Grp170 und BiP einer friiheren Arbeit bestatigt werden.
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5.3.1 Isolierung von Grp170 und BiP

Da es sich bei Grp170 um ein Glykoprotein handelt, konnte es nicht in nativer Form
im E. coli Expressionssystem synthetisiert werden. Daher wurde es aus Hundepank-
reasmikrosomen gewonnen (vgl. Abschnitt 4.2.22). Grp170 und BiP wurden mittels
einer ATP- Agarose Chromatographie aus rauen Mikrosomen isoliert (177). Das Er-
gebnis einer typischen Reinigung von Grp170 und BIP ist in Abbildung 33 zu sehen.
Die eluierten Proteine bei 140 kDa und 80 kDa konnten in einer friheren Arbeit durch
Sequenzierung mittels Edman-Abbau (178) als Grp170 und BiP identifiziert werden
(179). Die Identitat des Proteins unterhalb von BiP bei 50 kDa konnte dagegen noch

nicht geklart werden.

Elution mit 4 mM ATP Elution mit 10 mM ATP
A — A
~— — — —
—Grpl70
— PR T T— N e e iy - —BIP
I
1 23 4 56 7 8 9 10 11 1213 1415161718 19 20 21 22

Abbildung 33: ATP- Agarose- Chromatographie mikrosomaler Proteine aus rauen Mikrosomen. Es
wurden Extrakte aus 30 ml RM mit einer OD,gy = 40 auf eine 20 ml ATP- Agarose Saule aufgetragen.
Nach Waschen mit CCP + Chaps (siehe Abschnitt 4.2.22) und CCP - Chaps (siehe Abschnitt 4.2.22)
wurde zuerst mit 4 mM ATP (Spur 1 bis 10) und anschlieBend mit 10 mM ATP (Spur 11 bis 22) eluiert.
Die Eluate wurden in 2 ml Fraktionen aufgefangen, von den Fraktionen jeweils 50 pl entnommen und
nach Aceton/Methanol Fallung elektrophoretisch in einem SDS-Gel aufgetrennt und mittels Coomas-
sie- Farbung analysiert.

Grpl70 und BIP eluierten gemeinsam ab der ersten Fraktion. Das Ende der Elution
von Grpl70 und BiP war wahrend der Hochsalz- und 10 mM ATP Elution erreicht
(Abbildung 33, Spur 19). Da Grpl70 ab Spur 19 nicht mehr eluierte, enthielten die
Fraktionen von 20 bis 22 reines BiP. Die Grp170/BiP enthaltenden Proben der Eluti-
on wurden vereinigt und mit den Konzentratoren Centricon YM 30 und Microcon

30 kDa cut-off konzentriert.
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Abbildung 34: Bestimmung der Konzentration des isolierten Grp170/BiP- Proteingemisches. Das ver-
wendete Proteingemisch stammte aus einer ATP- Agarose- Chromatographie von solubilisierten Hun-
depankreasmikrosomen. Alle Grp170 und BiP enthaltenden Elutionsfraktionen der ATP- Agarose S&au-
le wurden vereinigt und mit Centricon™- und Microcon™- Konzentratoren auf ein Volumen von ca.
100 ul gebracht. 1 = Bench Marker, 2 =0,2 ug BSA, 3=0,4 ug BSA,4=0,6 ug BSA, 5=0,8 ug BSA,
6 = 1ug BSA, 7 = 1 ug BSA, 8 = Durchlauf der Konzentrierung mittels Microcon'" , 9 = Konzentrat des
Grpl70/ BiP Proteingemisches.

Die Konzentration der Probe konnte mittels BSA- Reihe bestimmt werden (vgl. Abbil-
dung 34). Aus 30 ml RM mit einer ODygp = 40 konnten je nach Praparation fur BiP
zwischen 45 pg und 288 pg und fur Grpl70 zwischen 9 und 23 ug isoliert werden.
Bei der Isolierung von Grp170 uber eine ATP-Agarose Chromatographie aus solubili-
sierten Hundepankreasmikrosomen wurden neben Grpl170 auch sehr grol3e Mengen
des ATP bindenden Hsp70- Chaperons BIP isoliert. Um reines BiP aus der Probe
von Grpl70 gebundenem BIiP abzutrennen, wurde eine Gelfiltration durchgefthrt
(siehe Abbildung 35). Fir den Versuch wurde eine Superdex 200 HR10/30 Saule
verwendet, die zuvor mit Molekulargewichtsstandards geeicht worden war. Fur den
Auftrag auf die Gelfitrationssaule wurden die BiP und Grp170 enthaltenden Elutions-
fraktionen der ATP- Agarose Saule vereinigt und mittels Centricon"™- Konzentratoren
auf ein Volumen von 500 pl gebracht. Nach der Elution von der Gelfiltrationssaule
wurden Aliquots der Elutionsfraktionen mit Aceton und Methanol geféllt und mittels
SDS-PAGE analysiert.

BiP cofraktionierte mit Grp170 in den Fraktionen nach 200 Sekunden. Ab den Frak-
tionen zwischen 400 und 500 Sekunden eluierte hauptsachlich BiP. In den letzten
Fraktionen nach 550 Sekunde war die 50 kDa Bande erkennbar. Die BiP enthalten-
den Fraktionen wurden vereinigt und mit Hilfe von Centriprep™ und Micro-
con™- Konzentratoren konzentriert. Die Konzentration, die (iber eine BSA- Reihe
bestimmt wurde, lag bei 0,67 mg/ml. Insgesamt konnten 0,54 ug isoliert werden. Mit
dem so isolierten BiP wurden dann mit der AFFF-und MALS- Technik der

Oligomerisierungsgrad und der hydrodynamische Radius bestimmt.
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Abbildung 35: Gelfiltration eines Grp170/BiP-Proteingemisches in Abwesenheit von ATP zur Isolierung
von BiP. A) Elutionsprofil (ODygo) der Gelfiltration. Das verwendete Proteingemisch stammte aus einer
ATP- Agarose Chromatographie von solubilisierten Hundepankreasmikrosomen. Mehrere Grp170 und
BiP_enthaltende Elutionsfraktionen der ATP- Agarose Saule wurden vereinigt, mit Centri-
con™- Konzentratoren auf ein Volumen von ca. 500 pl gebracht und auf eine geeichte Supero-
se 6- Gelfiltrationssdule (100 ml Saulenvolumen) aufgetragen. Die Gelfiltration wurde an einer Akta
Explorer 100- Anlage mit CCP400 (siehe Abschnitt 4.2.22) als Laufpuffer durchgefuhrt. B) Von den
gesammelten Fraktionen wurden jeweils 100 ul Aceton/ Methanol gefallt und mittels SDS-PAGE und
Coomassie- Farbung analysiert.
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Bei der Isolierung von BiP und Grp170 kann man feststellen, dass ein starker Verlust
bei den ersten Arbeitsschritten (Solubilisierung und ATP- Agarose- Chromatographie)
auftraten, sodass ca. 288 ug BiP und 23 pg des eingesetzten Ausgangsmaterials von
Grpl170 isoliert werden konnte. Um freies BiP zu erhalten, wurde im Anschluss an die
ATP- Agarose- Chromatographie eine Gelfiltration durchgefuhrt, was zu einem weite-
ren Verlust an BiP fuihrte. Nach der Gelfitration konnten noch 54 ug an BiP wiederge-

funden werden.

Tabelle 16: Vergleich der erzielten Ausbeute von BiP und Grp170 aus RM

BiP (mg) Grp170 (mg)
RM 11,7 2,25
nach ATP- Agarose- Chromatographie 0,288 0,023
nach Gelfiltration 0,054 | e

5.3.2 Untersuchung des Bindungsverhaltens von BiP und Grpl170

In einer friheren Arbeit (179) konnte nachgewiesen werden, dass Grp170 als Dimer
und BIiP als Monomer nach Auftrag auf eine Gelfiltrationsséaule in Anwesenheit von
ATP eluierten. In Abwesenheit von ATP lagen die beiden Proteine jedoch als
Komplex vor. Da die Gelfiltration nur eine indirekte Messung der molaren Masse ei-
ner Probe zuldsst, stellte sich die Frage, ob sich die gleichen Ergebnisse mit der Me-
thode der Asymmetrische Feldflussfraktionierung (AFFF) in Kombination mit der di-
rekten Bestimmung der molaren Masse mittels ,Multi Angle Light Scattering”“ (MALS)
erzielen lassen. Wenn Grpl70 keinen Komplex mit BiP bildet, kénnen die beiden
Proteine aufgrund ihres Groéf3enunterschiedes (BiP: 78 kDa, Grp170: 150 kDa) durch
den AFFF- Kanal voneinander getrennt werden. Es ist bekannt, dass das Bindungs-
verhalten von BiP von seinem Nukleotidstatus abhangig ist. Deshalb wurden
AFFF- Kanal- Messungen sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von ATP
durchgefiihrt. Wahrend der Elution aus dem AFFF- Kanal wurden 500 pul Elutionsfrak-
tionen gesammelt, mit Aceton/ Methanol geféllt und mittels SDS-PAGE analysiert. Mit
der ASTRA Software (Version 5.3.2.16, Fa. Wyatt) wurde die molare Masse der Elu-
tionspeaks berechnet. In Abwesenheit von ATP eluierte das Proteingemisch aus
Grp170 und BiP in zwei von einander getrennten ,Peaks”, wobei der erste ,Peak"

(11. bis 14. Minute) ein héheres Elutionsmaximum aufwies als der zweite ,Peak” (14.
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bis 17. Minute). Die von der ASTRA- Software berechnete molare Masse des ersten
.Peaks" betrug 76,17 kDa, was dem theoretischen monomeren Molekulargewicht von
BiP entspricht. Die molare Masse fur den zweiten ,Peak” ergab 211,4 kDa, was der
Summe der Molekulargewichte beider Proteine entspricht und auf eine Interaktion
hindeutet. Die gute Trennung der beiden ,Peaks" durch die Trennkraft des
AFFF- Kanals spiegelte sich auch nach der Analyse der SDS- PAGE wieder (Abbil-
dung 36). Die Elutionspeaks der AFFF- und MALS Messung stimmten sehr gut mit
den ,Peaks* der SDS- PAGE Uuberein. Die beiden Proteine eluierten wie bei der
AFFF- und MALS- Messung in dem Zeitraum zwischen der 11. und 14. Minute bzw.
zwischen der 14. und 17. Minute. Daraus folgt, dass im ,Peak” mit der Masse von

211 kDa tatsachlich ein Komplex aus beiden Proteinen vorlag.
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Abbildung 36: Bestimmung der molaren Masse von BiP und Grpl70 in Abwesenheit von ATP (die
durchgehende Linie zeigt das RI- Signal, die Punkte die zugehérigen Molmassen). A) Injiziert wurden
45 ug BiP und 9 pg Grp170 in einen AFFF- Kanal mit einer 10 kDa reg. Zellulosemembran und einem
350 um ,Spacer”. Eluiert wurde mit einem ,channel flow" von 1 ml/ min und einem ,cross flow" von
3 ml/ min. Fur den Laufpuffer galt die in Tabelle 12 angegebene Zusammensetzung. Die zeitliche Dar-
stellung des RI- Signals wahrend der Elution bezieht sich auf die sekundare Y- Achse (rechts), die
molare Masse von BiP und Grpl170 auf die primére Y- Achse (schwarze Punkte). Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe der ASTRA Software (Version 5.3.2.16, Fa. Wyatt). Die ermittelte molare Masse fur
den ersten ,Peak” lag bei 76,17 kDa und fur den zweiten ,Peak” bei 211,4 kDa. B) Wahrend der Eluti-
on wurden Fraktionen a 500 ul gesammelt, mit Aceton/ Methanol gefallt und mittels SDS-PAGE und
Coomassie- Farbung analysiert. P = injizierte Probe

In Anwesenheit von ATP eluierte BiP Uber einen sehr grof3en Zeitraum (Abbil-
dung 37, Minute 11 bis 14,5). Die ermittelte molare Masse lag bei 75,14 kDa, was der
molaren Masse von einem monomeren BiP entspricht. Eine gute Trennung von
Grp170 und BiP wurde nicht erreicht. Die Elution von Grp170 erstreckte sich von Mi-
nute 15 bis 16,5, die ermittelte molare Masse lag bei 129 kDa. Diese molare Masse
stimmte nicht exakt mit seinem tatsachlichen Molekulargewicht von 150 kDa tberein.
Da in der Messung mit ATP ein extremer Uberschuss von BiP in der Probe vorhan-
den war, kam es bei der Elution zu einer Vermischung der beiden Proben (Abbil-
dung 37 B), die die molare Masse des zweiten ,Peaks" verfalschte. Zusammenfas-
send kann man erstens daraus schliel3en, dass Grp170 in Abwesenheit von ATP mit
BiP assoziiert vorliegt und zweitens, dass Grpl170 in Anwesenheit von ATP nicht mit
BiP interagiert, sondern als Monomer vorliegt.
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Abbildung 37: Bestimmung der molaren Masse von BiP und Grpl70 in Anwesenheit von ATP (die
durchgehende Linie zeigt das RI- Signal, die Punkte die zugehérigen Molmassen). A) Injiziert wurden
288 ug BiP und 15 pug Grpl70 in einen AFFF- Kanal mit einer 10 kDa reg. Zellulosemembran und
einem 350 um ,Spacer"”. Eluiert wurde mit einem ,channel flow" von 1 ml/ min und einem ,cross flow"
von 3 ml/ min. Fur den Laufpuffer galt die in Tabelle 12 angegebene Zusammensetzung. Die zeitliche
Darstellung des RI- Signhals wahrend der Elution bezieht sich auf sekundéare Y- Achse (rechts), die
molare Masse von BiP und Grpl170 auf die primére Y- Achse (schwarze Punkte). Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe der ASTRA Software (Version 5.3.2.16, Fa. Wyatt). Die ermittelte molare Masse fur
den ersten ,Peak” lag bei 75,14 kDa und fur den zweiten ,Peak” bei 129 kDa. B) Wéahrend der Elution
wurden Fraktionen a 500 pl gesammelt, mit Aceton/ Methanol gefallt und mittels SDS-PAGE und
Coomassie- Farbung analysiert. P = injizierte Probe
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5.3.3 Bestimmung des Oligomerisierungsgrades und des hydrodynamischen Radius
des Hsp70- Chaperons BiP

Fur die Bestimmung des Oligomerisierungsgrades wurde mit einem ,channel flow"
von 1 ml/ min und einem ,cross flow* von 2 ml/ min, flr die Bestimmung des hydro-
dynamischen Radius mit einem ,channel flow* von 0,8 ml/ min und einem ,cross flow*
von 0,6 ml/ min eluiert. Wahrend der Elution wurden Fraktionen a 500 pl gesammelt,
mit Aceton/ Methanol gefallt. Die Analyse erfolgte mittels SDS-PAGE und Wes-
tern- Blot. Im Elutionszeitraum konnte BiP nachgewiesen werden. BiP eluierte zwi-
schen der 11. und 15. Minute. Die ermittelte molare Masse lag bei 70,88 kDa und der
hydrodynamische Radius bei 2,7 nm (£ 0,1nm). Die gemessene molare Masse von

70,88 kDa entspricht der molaren Masse eines Monomers.
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Abbildung 38: Bestimmung des Oligomerisierungsgrades des Hsp70- Chaperons BiP (die durchge-
hende Linie zeigt das RI- Signal, die Punkte die zugehdrigen Molmassen). Vor der Messung wurde die
Probe zentrifugiert (2C, 30 min, TLA100.3-Rotor, 6 8 000 rpm). Injiziert wurden 23,45 ug BiP in einen
AFFF- Kanal mit einer 5 kDa reg. Zellulosemembran und einem 350 um ,Spacer”. Eluiert wurde mit
einem ,channel flow* von 1 ml/ min und einem ,cross flow* von 2 ml/ min. Fur den Laufpuffer galt die
in Tabelle 12 angegebene Zusammensetzung. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der ASTRA Software
(Version 5.3.2.16, Fa. Wyatt). Die molare Masse wurde mit 70,88 kDa bestimmt. B) Wahrend der
Elution wurden Fraktionen a 500 pl gesammelten, mit Aceton/ Methanol geféllt und mittels
SDS- PAGE und Western- Blot analysiert. Fiur die immunologische Detektion wurden die PVDF
Membranen mit dem priméren Antikdrpern gegen BiP, gefolgt von dem sekundéaren Antikérper ,Anti
Rabbit POD" inkubiert.
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6 Diskussion

6.1 Charakterisierung der Ribosomen und ihrer Unter einheiten

Ribosomen wurden erstmals 1955 von George E. Palade beschrieben (6). Die Ribo-
somen bestehen zu 60 % aus RNA und 40 % aus Proteinen (180). Um die Riboso-
men weiter zu charakterisieren, sollten die Ribosomen mit Puromycin und Kalium-
acetat vorbehandelt werden und die ribosomalen Untereinheiten voneinander ge-
trennt werden. Die Behandlung der Ribosomen mit Puromycin und Kaliumacetat
diente dazu, naszierende Ketten und Proteinen von den Ribosomen freizusetzen
(167). Gereinigte Ribosomen haben ein Verhaltnis Axso280 zwischen 1,7 und 2 (168-
170), wahrend ein niedrigerer Wert auf Verunreinigungen hindeutet (172). Eine er-
folgreiche Behandlung miisste sich an einer Anderung des Aoeozso Wertes zeigen.
Der Azso2s0 Wert stieg von 1,73 vor Puromycin/Kaliumacetat Behandlung auf 1,98
nach Puromycin/Kaliumacetat Behandlung. Da der Agso2s0 Wert auf 1,98 stieg, kann
davon ausgegangen werden, dass die Ribosomen von Verunreinigungen befreit
wurden. Wie in Abbildung 17 zu sehen ist, war die Trennung der Ribosomen in ihre
Untereinheiten nach dem zweiten Gradienten prinzipiell erfolgreich. Die Ribosomen
und ihre Untereinheiten konnten daher im Anschluss mit verschiedenen Methoden
naher charakterisiert werden. Eine Charakterisierung der Grof3e und der molaren
Masse geschah mit Hilfe der Asymmetrischen Feldflussfraktionierung (AFFF) in
Kombination mit der Mehrwinkellichtstreuung (MALS) und der quasielastischen Licht-
streuung (QUELS). Mittels der AFFF kann man Proteingemische entsprechend der
GrolRe, Masse, Dichte, Ladung oder des Diffusionskoeffizienten trennen (147). Der
AFFF- Kanal wurde 1996 erstmals von Tank beschrieben (148). Im Gegensatz zur
Gelfiltration (SEC) eluieren hier die kleinen Proteine vor den Grol3en. Sehr grol3e
Partikel werden nach dem Prinzip der sterischen Elution aufgetrennt (149,150). In
diesem Fall sind die Partikel so gro3, dass sie infolge des Querflusses auf der
Membran aufliegen. Je groRer ein Partikel ist, desto weiter ragt es in das Kanalinnere
und ist deshalb einer schnelleren Stromung ausgesetzt. Hierdurch eluieren die gr6-
Beren Partikel zuerst, die Reihenfolge der Trennung ist hier also invers. Bei den bei-
den Methoden (AFFF und SEC) werden die Proteine nach ihrem Stokes- Radius ge-
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trennt. Bei der Gelfiltration missen die Proteine durch ein quervernetztes Polymer
wandern, was bei der AFFF nicht der Fall ist. Hier wird die Trennung durch den hyd-
rodynamischen Fluss erreicht. Eine sterische Elution wurde im Rahmen dieser Arbeit
beim Vergleich der Maxima der RI- Signale der 80S Ribosomen und der grol3en ribo-
somalen Untereinheit beobachtet. Die Messungen mit Ribosomen zeigten einen Ma-
ximalen Ausschlag des RI- Signals nach 17 Minuten, die der grof3en ribosomale Un-
tereinheit nach 18 Minuten. In friilheren Arbeiten wurde der hydrodynamische Radius
fur die 16S und 23S rRNA von E. coli bestimmt. Es werden fir die 16S rRNA Werte
von 9 bis 11,5 nm (181-183) und fur die 23S rRNA von 10,6 bis 16,4 nm angegeben,
je nachdem, welche Pufferbedingungen gewahlt wurden (184,185). Werte fur die
kleine ribosomale Untereinheit werden von 8,1 bis 11 nm und fur die Grof3e von 9,8
bis 11,5 nm angegeben (181,182,186-188). Fur die 70S E. coli Ribosomen fehlen die
Werte. Gemessene Werte fur die 80S Ribosomen und seiner Untereinheiten sind
jedoch nur fur Artemia sp. (Crustacea) zu finden. Nieuwenhuysen und Clauwaert be-
stimmten den hydrodynamischen Radius fur die kleine Untereinheit mit 11,9 nm, die
grof3e Untereinheit mit 13,3 nm und die 80S Ribosomen mit 15,2 nm (171). Werte fur
Ribosomen der Vertebrata sind bisher jedoch noch nicht bekannt. Die hier bestimm-
ten Werte fir die caninen Ribosomen stimmen mit 18,25 (80S Ribosom), 14,45 nm
(groR3e Untereinheit) und 7,54 nm (kleine Untereinheit) recht gut mit den Werten der
Artemia Ribosomen Uberein. Zwar liegen die hier gemessene Werte leicht Gber den
in der Literatur angegebenen Werten, allerdings kann dies durch die veranderten
Pufferbedingen leicht erklart werde. Dies zeigt sich auch bei den Angaben der
rRNAs, bei denen je nach Puffer Abweichungen bis zu 6 nm angegeben werden
(189). Eine ahnlich gute Ubereinstimmung kann man fir die molare Masse der Ribo-
somen feststellen. Nieuwenhuysen and Clauwaert geben eine molare Masse der Ri-
bosomen und den Untereinheiten von 3,8, 2,4 und 1,4 MDa an (171). Die Messun-
gen dieser Arbeit kamen zu molaren Massen von 3,6, 2,5 und 1,4 MDa. Die hier vor-
liegenden Ergebnisse der molaren Masse sind uber eine direkte Messmethode zu-
stande gekommen, wahrend die Literaturwerte indirekt Gber die Bestimmung ver-
schiedener Parameter, z.B. den Sedimentationkoeffizienten und dem Diffusionkoeffi-
zienten, erfolgte (171). In Abschnitt 5.1.2 wurde gezeigt, dass die ribosomalen Unte-
reinheiten nur mit Hilfe der Trennkraft des hydrodynamischen Flusses im

AFFF- Kanal und in Kombination der Hochsalzbedingungen (1M KCI) zu trennen
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sind. Dies ist eine neue schonende Methode zur Trennung und anschliel3enden Iso-

lierung der ribosomalen Untereinheiten.

6.2 Isolierung des Sec61- Komplexes

Periphere Membranproteine sind tber ionische Wechselwirkungen oder Wasserstoff-
Briicken an die Membran gebunden und lassen sich schon durch eine Veranderung
des pH-Wertes, des Puffers oder durch Behandlung mit hohen Salzkonzentrationen
ablésen. Integrale Membranproteine kénnen durch Zugabe eines Detergenz (z.B.
Digitonin, Chaps) aus ihrer Wechselwirkung mit den Membranlipiden geldst werden.
Ein Detergenz muss dabei drei Bedingungen erfiillen. Dazu gehdrt das Abtrennen
des gewinschten Proteins von allen anderen Membranbestandteilen, das Protein
darf nicht denaturieren und sich nach der Aufreinigung gegebenenfalls auch leicht
wieder entfernen/ austauschen lassen. Diese Bedingungen werden von milderen De-
tergenzien wie z.B. Natriumcholat oder Octylglucosid erfllt, wahrend sich das haufig
angewendete Detergenz SDS nur schwer wieder entfernen lasst und Proteine auch
denaturiert. Um die Membranproteine aus den rauen Mikrosomen zu solubilisieren
wurde in dieser Arbeit das Detergenz Digitonin verwendet. Digitonin wurde aus zwei
Grunden fur die Isolierung verwendet. Erstens hat es sich bei der Isolierung des funk-
tionalen Sec61- Komplexes bewahrt (42) und zweitens musste ein Detergenz ver-
wendet werden, das fur eine Messung mit der MALS- Technik geeignet ist. Digitonin
stellte sich vor allem fir die Messung mittels der MALS- Technik als geeignet heraus,
da es im UV- Detektorsignal kaum Absorbiert, aber die Mizellen dennoch im RI- De-
tektor zu messen sind. Das sind zwei Grundvoraussetzungen, um ein Membranpro-
tein mit dieser Technik vermessen zu konnen. Man kann festhalten, dass eine Isolie-
rung nach Gorlich und Rapoport (42) prinzipiell funktioniert hat, allerdings die Pro-
teinausbeute von 15 bis 30 % weder Uber die Immunaffinitditschromatographie, noch
Uber die lonenaustauschchromatographie erreicht werden konnte. In dieser Arbeit
konnte 0,006 pug (Immunaffinitdtschromatographie) bzw. 0,003 pg (lonenaustausch-
chromatographie) des Proteins gefunden werden. Auch lagen die Fraktionen nie so
sauber vor, wie bei Gorlich und Rapoport (42) gezeigt. Im Rahmen dieser Arbeit ge-
lang es nur einmal, den Sec61- Komplex in einer hohen Konzentration zu isolieren,

um ihn mittels der Mehrwinkellichtstreutechnik zu vermessen. Ungltcklicherweise
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adsorbierte das Protein entweder an die Membran des AFFF- Kanals, oder das Digi-
tonin der Probe fiel aus. Das Ausfallen des Digitonins kann auch als Ursache der ho-
hen Verluste wahrend der Praparationen angesehen werden. Es ist vorstellbar, dass
der Teil der Proteine, der sich in den Digitoninmizellen befindet zusammen mit dem
Digitonin ausféllt und es so zu hohen Verlusten kommt. Digitonin tendiert besonders
im Kalten dazu, aus der Losung auszufallen. Da die Isolierung fast vollstandig bei
4°C erfolgte, gab es immer wieder Probleme mit dem ausgefallenen Digitonin. Dies
machte sich beispielsweise bei dem Probenauftrag auf die S- Sepharose Saule be-
merkbar, bei der das ausgefallene Digitonin auf dem Saulenmaterial auflag. Es kam
zu einem Abdichten der Saule und der Auftrag konnte die Saule folglich nicht durch-
laufen. Auch hat sich herausgestellt, dass das Saulenmaterial an sich das Protein
stark adsorbiert. Die Isolierung bedarf somit weiterer Optimierungsschritte, um die
hohen Verluste reduzieren zu kdénnen. Dies gilt insbesondere flr die Solubilisierung
der RM und die Lésung des Digitonins. Nur dann ist es mdglich, den Oligomerisie-

rungsgrad des Sec61- Komplexes mit Hilfe der hier gewahlten Methode aufzuklaren.

6.3 Charakterisierung von Digitonin

Um die molare Masse eines Membranproteins mit Hilfe der Mehrwinkellichtstreuung
bestimmen zu kbnnen, miussen einige Parameter bekannt sein. Hierzu gehort sowohl
der dn/dc- Wert des Proteins, als auch der des eingesetzten Detergenz. Aul3erdem
muss die minimale Konzentration bekannt sein, bei der Detergenzmizellen messbar
sind. Dies stellt sicher, dass das Detergenz nicht unter die kritischen Mizellenkon-
zentration (CMC oder critical micell concentration) kommt und somit das Membranp-
rotein von Detergenzmolekilen umschlossen bleibt. Dies ist nétig, da Membranpro-
teine nur in Anwesenheit von Mizellen I8slich sind. Mit der Kombination aus Licht-
streu-, RI- und UV- Detektor kann man die molare Masse des Kernproteins, der Mi-
zellen und des Detergenz/Proteinkomplexes bestimmen. Mit Hilfe der in Ab-
schnitt 4.2.31 gezeigten Formel berechnet die ASTRA- Software die molare Masse.
In diese Formel geht unter anderem der dn/dc- Wert ein. Hier kann es Uber die
dn/dc- Werte des Proteins und des Detergenz zu gro3en Fehlern in der Analyse mit-
tels Mehrwinkellichtstreudetektion kommen, da der dn/dc-Wert quadratisch in die
Gleichung eingeht. Dies zeigt, warum eine korrekte Bestimmung des dn/dc- Werts fr

114



Diskussion

das Protein und das Detergenz wichtig ist. Der dn/dc- Wert von Digitonin wurde in
dieser Arbeit mit zwei unterschiedlichen Methoden bestimmt. Einmal mit Hilfe des
Batch- Verfahrens, und einmal, indem eine genau festgelegte Menge an Digitonin in
einen AFFF- Kanal injiziert wurde und anschlieBend mittels des Signals des
RI- Detektors und unter Verwendung der ASTRA- Software bestimmt wurde. Der Be-
rechnung durch die ASTRA- Software wird die Annahme zugrunde gelegt, dass das
Digitonin zu 100% aus dem Kanal eluiert und somit nichts im System verloren geht.
Beim Vergleich der beiden Ergebnisse stellte sich heraus, dass sich der dn/dc- Wert
je nach Methode um den Faktor 10 unterscheidet (Batch- Verfahren = 0,153, AFFF =
0,013). Vergleicht man die dn/dc- Werte mit denen andere Detergenzien, ist feststell-
bar, dass der mittels Batch- Verfahren bestimmte Wert in deren Bereich liegt. So
werden die dn/dc- Werte fur C12E9, LDAO, FOS-14 und DDM wie folgt angegeben:
C12E9 =0,109, LDAO =0,148, FOS-14 = 0,133 und DDM = 0,133 (190). Fur das
Peptid CNY21 geben Ringstad et al einen dn/dc- Wert von 0.154 an (191). Somit ist
davon auszugehen, dass wahrend der Messung mit dem AFFF- Kanal in Kombinati-
on des RI- Detektors ein gewisser Teil des Digitonins verloren ging und somit die Be-
rechnungsgrundlage (100% Wiederfindung des Digitonins) dieser Methode nicht ge-
geben ist. Da alle gefundenen dn/dc- Werte zwischen 0,1 und 0,16 liegen, muss der
korrekte Wert der des Batch- Verfahrens sein.

Wie oben schon erwahnt, ist es fur die Loslichkeit der Membranproteine von grof3ter
Wichtigkeit, dass die Konzentration des Detergenz wahrend einer Messung mittels
AFFF nicht unter die CMC sinkt. Dies kann geschehen, da im Laufpuffer kein Deter-
genz enthalten ist. Das in der Probe enthaltende Detergenz wird wéhrend einer Mes-
sung durch den Laufpuffer verdinnt, so dass das Detergenz unter die CMC fallen
kann. Aus diesem Grund wurde getestet, wie viel Digitonin in der zu messenden Pro-
be vorhanden sein muss, dass eine Detektion der Mizellen noch méglich ist. Gleiches
gilt auch fur den Fall, dass man anstelle eines Detergenz Lipidmizellen verwenden
will. Die minimale Menge, die bendtigt wurde, um Mizellen des Digitonins zu messen,
betrug 132 ug Digitonin in 30 ul. Wenn man ein, in Digitoninpuffer gelésten Memb-
ranprotein, vermessen will, muss somit mindestens 132 pg Digitonin pro 30 pl
(= 4,4 mg/ml = 0,44 %) vorhanden sein. Als Ergebnis einer Messung bekommt man
im Elutionsprofil einen Peak, der sowohl den Proteinanteil, als auch den Detergen-
zanteil beinhaltet. Durch die Astra- Software (Proteinkonjugat Analyse) wird dann die

molare Masse des Detergenz aus der gesamten molaren Masse des Peaks heraus
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gerechnet, so dass man die molare Masse des Proteins und des Protein- Mizellen
Komplexes erhalt. Diese Methode wurde zum Beispiel bei der Bestimmung eines
Membranproteins in Lipidmizellen angewendet (192), um den Oligomerisierungsgrad
des Proteins zu bestimmen (siehe Abbildung 39). Nachdem der dn/dc- Wert und die
minimale Menge des Digitonins fur das System aus AFFF, MALS, UV und RI bekannt
sind, sind die Grundvoraussetzungen einer Messung von Membranproteinen in ei-
nem Digitoninpuffer bekannt. Eine Bestimmung des Oligomerisierungsgrades des
isolierten Sec61- Komplexes ist mit den nun bekannten GréRen moglich.

BSA (67 kDa)

Protein- Lipidmizellen-

E_ Komplex (97 kDa)
2
2 1.0x10°—
= L
E B o
=] L "
= f /
/ Protein (62 kDa)
i |
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1.0x10* L __' L | LT I I | I ----7--;_“-"—7'_"w—f—l——}-
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Time (min)

Abbildung 39: Die Daten fur die Analyse eines Membranproteins (blaue Kurve) stammen von einem
Lichtstreu-, UV-, und RI- Detektor. Gezeigt wird die molare Masse des Membranproteins (62 kDa, rote
Linie) und des Protein- Lipidmizellen- Komplexes (97 kDa, blaue Linie). Als Vergleich ist eine BSA-
Messung (67 kDa, graue Kurve) in das Elutionsdiagramm eingetragen (Quelle: Wyatt (192)).

6.4 Bestimmung des Oligomerisierungsqrades des hete rotrimeren

Sec61- Komplexes

Die Rahmenbedingungen fir eine Bestimmung des Oligomerisierungsgrades des
heterotrimeren Sec61- Komplexes waren durch die Bestimmung des dn/dc- Wertes
und der minimalen einzusetzenden Menge des Digitonins gegeben. Bei der an die

Vorversuche anschlieende Auswertung der Messung uber die Proteinkonjugatana-
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lyse wurde festgestellt, dass der Proteinanteil am Signal des Lichtstreudetektors
(90° Winkel) bei 0,17 % lag. Fur eine gute Auswertbarkeit ware nach Angaben des
Herstellers ein Proteinanteil von funf bis zehn Prozent nétig. Da die bestimmte mola-
re Masse von 55,9 kDa in etwa in der Gréf3enordnung der durchschnittlichen molaren
Masse der Digitoninmizellen liegt (nach Angabe von Sigma- Aldrich: 70 kDa), wurde
in der in Abbildung 26 gezeigten Messung nur Digitoninmizellen gemessen. Dass die
Bestimmung des Oligomerisierungsgrades prinzipiell mit Hilfe der Kombination eines
Systems aus MALS-, UV- und RI- Detektoren mdglich ist, zeigt das Beispiel eines
Membranproteins (vgl. Abbildung 39). Diese Messung wurde im Rahmen eines App-
likationsprojektes von Wyatt Technology Corporation in Santa Barbara durchgefthrt.
Eine weitere erfolgreiche Bestimmung des Oligomerisierungsgrades von Membranp-
roteinen wurde fir das a-HL Heptamer von Staphylococcus aureus und Maltoporin
von E. coli gezeigt (193). Allerdings wurde in beiden Fallen eine SEC vorgeschaltet.
Hier sollte anstelle der SEC die AFFF- Trennmethode verwendet werden. Diese Me-
thode ermdglicht eine Trennung, ohne dass die zu untersuchende Probe durch ein
guervernetztes Polymer wandern muss. Die gesamte Separation im AFFF- Kanal ist
sanft, schnell und ohne einer stationaren Phase, die die Probe verdndern oder deg-
radieren kann (194). Das Problem, das bei dem Versuch auftrat, den gereinigten
Sec61- Komplex mit der Methode der AFFF und MALS zu vermessen, war, dass das
Protein mit der Membran des AFFF- Kanals interagierte. Dadurch kam es zu keiner
Elution und auch zu keinem Signal (vgl. Abbildung 26). Eine sehr starke Adsorption
fand statt, obwohl die als am besten geeignete Membran (reg. Zellulose) verwendet
wurde. Um die besten Versuchsbedingungen herauszufinden, unter denen der
Sec61- Komplex nicht, oder moglichst wenig mit der Membran interagiert (siehe Ab-
schnitt 5.2.5) wurden die verschiedenen Membrantypen (Triacetat Zellulose, Polye-
thersulfon und reg. Zellulose) einmal mit Digitoninpuffer und einmal mit Puffer ohne
Digitonin vorinkubiert. Es zeigte sich, dass unabhangig vom Material, der
Sec61- Komplex mit der AFFF- Membran interagierte. Jedoch scheint die Bindung
des Proteins nach vorangegangener Inkubation mit Digitoninpuffer einen positiven
Effekt zu haben. Als am besten geeignet stellte sich dabei neben der reg. Zellulose
noch die Membran aus Polyethersulfon heraus. Einen Hinweis darauf, dass sich die
Membranen mit Digitonin und Protein absattigen lasst, lieferte die Tatsache, dass der
Sec61- Komplex erst nach mehrmaliger Injektion in den AFFF- Kanal in den Eluaten

gefunden werden konnte. Bei der einzigen erfolgreichen Probenelution war jedoch
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das Digitonin ausgefallen. Dies hatte zur Folge, dass der Lichtstreudetektor bis zum
oberen Bereich des Signals ausschlug (vgl. Abbildung 27). Leider gelang es im An-
schluss an die fehlgeschlagenen Versuche nicht mehr, gentigend Protein fur eine
erneute Messung zu isolieren. Sowohl die hier gezeigten Versuche, ein Membranpro-
tein mittels der kombinierten AFFF/MALS- Technik zu vermessen, als auch Versuche
mit den beiden rekombinanten Proteinen SecYEG und ERjl (Daten nicht gezeigt)
haben gezeigt, dass die Membran des AFFF- Kanals die Membranproteine stark ad-
sorbierte.

Alternativ zu der hier verwendeten Strategie kbnnte man den Oligomerisierungsgrad
des Sec61- Komplexes auch mit anderen Methoden bestimmen. Hierzu stehen ver-
schiedene, auf Fluoreszenz basierende Methoden zu Verfuigung. Hierzu z&ahlen bei-
spielsweise die Methoden des Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)
oder Fluorescence Intensity Distribution Analysis (FIDA). Bei der FIDA- Messung
wird die spezifische Helligkeit der einzelnen fluoreszierenden Proteine genutzt. Wenn
jedes Monomer spezifisch mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert ist, dann hat
jedes Oligomer x- mal die Helligkeit der Helligkeit der Anzahl der Monomere pro Oli-
gomer. Fur Interaktionsstudien kdnnte zudem noch die Methode der Fluorescence
Recovery After Photobleaching (FRAP) angewendet werden. Bei der FRAP- Technik
wird eine kleine Region mit einem starkem Laserstrahl irreversibel ausgebleicht. Die
nicht ausgebleichten fluoreszierenden Moleklle kdnnen im Anschluss an die Be-
handlung mit dem Laserstrahl in die ausgebleichte Region zurtckdiffundieren und mit
einem schwachen Laser detektiert werden (195-197). FRET ist ein 1946 von Forster
(198) entdeckter physikalischer Prozess, bei dem Energie eines angeregten Fluores-
zenzfarbstoffs (Donor-Fluorophor) auf einen zweiten Fluoreszenzfarbstoff (Akzeptor-
Fluorophor) Ubertragen werden kann. Die Energie eines angeregten Donor-
Fluorophors wird auf einen fluoreszierenden Akzeptor Ubertragen. FRET kann Uber
eine Abnahme der Donor-Fluoreszenz oder eine Zunahme der Akzeptorfluoreszenz
detektiert werden. Die Funktionalitdt eines FRET im Falle von Membranproteinen
wurde beispielsweise mit den Proteinen Sec6la und Sec61 von Snapp nachgewie-
sen (199). Eine Ubersicht tiber die verschiedenen Applikationen von auf Fluoreszenz
basierenden Methoden gibt Lippincott-Schwarzt (196). Eine weitere Methode zur Be-
stimmung der Oligomerisierung ist die BN-PAGE (Blue Native Polyacrylamid Gel
Elektrophorese), die schon erfolgreich bei Membranproteinen angewendet wurde
(200). BN-PAGE ist eine Trennmethode mit einer héheren Auflésung als SEC oder
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eine Sucrose Dichtezentrifugation, die fir die Analyse von abundanten und stabilen
Multiproteinkomplexen von 10 kDa bis 10 MD genutzt werden kann (201). Im Gegen-
satz zur Immunoprazipitation und dem zwei-hybrid System erlaubt die BN-PAGE eine
Bestimmung der Masse, die relative Abundanz und die Zusammensetzung eines
Multiproteinkomplexes (201). Die analytische Ultrazentrifugation ist eine der klassi-
schen Techniken der Makromolekulforschung. Die Theorie der analytischen Ultra-
zentrifugation geht auf Svedberg und Yphantis zuriick und konnte fur die Analyse
von Proteinen und Proteinkomplexen tbernommen werden (202,203). Mit ihr war es
ebenfalls mdglich die Molmasse vieler Proteine, Nukleinsauren und supramolekularer
Aggregate zu bestimmen. Zur Detektion werden Eigenschaften wie die Absorption
(UV- Detektor) oder Brechungsindex verwendet, die eine Sensitivitat von 50 pg/ml
haben (204). Eine Weiterentwicklung dieser Methode besteht darin, die analytischen
Ultrazentrifugation mit der Fluoreszenzdetektion zu verknipfen, so dass die Sensitivi-
tat erhoht werden konnte. Die Analyse des Oligomerisierungsverhaltens eines Pro-
teins gehort zu einer der Standardanwendungen der analytischen Ultrazentrifugation
(204). Die Dichtegradientenzentrifugation, die ebenfalls zu den physikalischen
Trennverfahren gehort, sortiert die verschiedenen geldsten Makromolekile durch die
starke Zentrifugalkraft. Die Bewegungsgeschwindigkeit hangt von der Winkelge-
schwindigkeit des Rotors, dem Abstand des Maximums des Konzentrationsgradien-
ten vom Rotorzentrum, den Molekuleigenschaften, der Dichte des LOsungsmittels
und der Viskositat des Losungsmittels ab. Weitere Mdglichkeiten, das Oligomerisie-
rungsverhalten des Sec61- Komplexes zu bestimmen bieten die Cryo- Elektronen-
mikroskopie und die Kristallstrukturanalyse. Eine Ubersicht der Ergebnisse zur Be-
stimmung des Oligomerisierungsgrads aus der Literatur, die mit diesen Methoden

erzielt worden ist, gibt Tabelle 17.
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Tabelle 17: Ubersicht tiber die bisherigen Ergebnisse zur Bestimmung des Oligomerisierungsgrades
des Sec61- Komplexes

Anzahl der
Autor Protein heterotrimeren Methode Quelle
Untereinheiten
Sec61 Cryo- Cell 2001
Beckmann 3-4 ) )
(Hefe) Elektronenmikroskopie (77)
van den Berg/ _ Nature 2004
SecYEG 1 Kristallstruktur
Rapoport (84)
) Cryo- Nature 2005
Mitra SecYEG 2 ] ]
Elektronenmikroskopie (80)
) Sec61 Cryo- Cell 1996
Hanein 3-4 ) )
(Sauger) Elektronenmikroskopie (43)
Wang/ Sec61 FEBS Letters
) 1-2 BN- PAGE
Dobberstein (Sauger) 1999 (205)
) i ) JCB 2000
Sec61 Dichtegradienten Zentrifu-
Song/ Jung 3-4 _ (206)/ Jung
(Sauger) gation _
pers. Mit.
Molecular
Sec61 Cryo-
Ménétret 3-4 ) ) Cell 2000
(Sauger) Elektronenmikroskopie
(78)
Sec61 . JCB 2004
Snapp mind. 2 FRET
(Sauger) (199)

Beim Vergleich der Ergebnisse aus der Literatur findet man kein einheitliches Ergeb-
nis. Die Angaben, aus wie vielen heterotrimeren Untereinheiten die Translokations-
pore gebildet wird, reicht von einer heterotrimeren Sec61- Untereinheit bis zu 4 hete-
rotrimeren Sec61- Untereinheiten. Scheuring zeigte, dass der in die Membran einge-
bettete SecYEG- Komplex konzentrationsabhangig in einem Gleichgewicht aus Mo-
nomeren, Dimeren und Tetrameren existiert und ein dynamischer Austausch der Un-
tereinheiten zwischen den Oligomeren stattfindet (207). Die Bildung von Dimeren und
Tetrameren in der Lipidumgebung kann dabei durch die Membraninsertion von SecA
und durch die Interaktion mit den Translokationsliganden SecA, dem Preprotein und
dem ATP signifikant stimuliert werden (207). Der aktive Translokationskanal kénnte
demnach aus mehreren SecYEG- Komplexen bestehen (207,208). Ménétret zeigte,
dass ein Sec61- Heterotrimer eine naszierende Kette translozieren kann, wahrend
drei Kopien des Sec61 eine strukturelle Rolle spielten oder akzessorische Faktoren

wie TRAP rekrutierten (208). Die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe mit ,cross-link"
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Versuchen lieferten bisher Hinweise darauf, dass der aktive Translokationskanal aus
drei bis vier Sec61- Heterotrimeren gebildet wird (209). Diese Unterschiede machen
klar, dass die Notwendigkeit der Bestimmung des Oligomerisierungsgrades weiterhin
von Interesse ist. Mit Hilfe einer direkten Messmethode, wie die Mehrwinkellicht-
streudetektion, konnte die genaue Anzahl der heterotrimeren Sec61- Untereinheiten

geklart werden.

6.5 Interaktion zwischen Ribosom und dem Sec61- Kom plex

Die Ribosomen interagieren bei der Proteinsynthese am ER mit dem
Sec61- Komplex. Fir eine Interaktion zwischen einem 80S Ribosom und dem
Sec61- Komplex ist ein intakter COOH-Terminus des Sec6la erforderlich. Fur die
Bindung wird der achte Loop des Sec6l1la bendtigt (206). Von der ribosomalen Seite
wird die Bindung Uber die 28S rRNA bzw. 23S rRNA vermittelt (39). Die hier be-
stimmte Kp der Ribosomen zum isolierten Sec61- Komplex lag bei 2,2 nM. In der Li-
teratur findet man dagegen einen Wert von 12 nM (39) der damit ca. 6-mal héher
liegt als der in dieser Arbeit bestimmte Wert. Rolleston et al. bestimmten die Kp von
60S Ribosomen zu RER (rough ER) und SER (smooth ER) mit 19 nM bzw. 33 nM
(210). Die Affinitat zweier Interaktionspartner nimmt mit einer kleineren Kp zu. In die-
ser Arbeit wurde somit eine héhere Affinitat der Ribosomen zum Sec61- Komplex
gefunden, als es in der Literatur angegeben wird. Die Unterschiede der Kp aus der
Literatur und den hier gemessenen Werten ist durch die Verwendung von verschie-
denen Methoden erklarbar. Prinz et al. verwendete fur die Bestimmung der Bin-
dungseigenschaften der Ribosomen zum Sec61- Komplex einen Flotationsassay mit
radioaktiv markierten Ribosomen. Mit dieser Methode wird die Ribosomenbindung
indirekt bestimmt. Mit Hilfe der Oberflachenplasmonresonanz- Spektroskopie kann
man jedoch die Bindung direkt messen. Allerdings wird mit der Oberflachenplasmon-
resonanz- Spektroskopie ohne nattrliche Membranen gemessen. Die Membranen
werden hier von Digitonin im Puffer simuliert. Im Vergleich dazu ist in der Arbeit von
Prinz et al. zwischen der Bindung mit Membranen (PK-RM) und isoliertem
Sec61- Komplex verglichen worden. Dabei zeigte sich ein Unterschied der Kp von
Ribosomen zu isoliertem Sec61- Komplex und Ribosom zu PK-RM. Die Kp von Ribo-

som zu PK-RM war mit 26 nM mehr als doppelt so hoch wie die zum isolierten
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Sec61- Komplex (39). Die Frage, welche Methode als genauer einzuschatzen ist,
kann hier nicht beantwortet werden, da ein direkter Vergleich der beiden Methoden
mit identischem Probenmaterial nicht vorliegt. Wenn man sich aber die Unterschiede
der angegebenen Werte ansieht stellt man fest, dass die Werte allein durch die An-
bzw. Abwesenheit der Membran starker schwanken (14 nM), als es bei den Werten
der unterschiedlichen Messmethoden der Fall ist (10 nM).

Beim Vergleich der Affinitat der Ribosomen mit anderen Interaktionspartnern, ist fest-
zustellen, dass die Kp stark variabel ist, je nachdem, welcher Interaktionspartner be-
trachtet wird. Nimmt man zum Beispiel das ERj1, ist die Kp mit 3 nM bestimmt wor-
den (J. Benedix, personliche Mitteilung). Der C- terminale Teil des ERj1 hat dagegen
eine Kp von 0,11 nM (J. Benedix, personliche Mitteilung). Der C- terminale Teil des
ERj1 ist im Cytosol lokalisiert, so dass die Ribosomen am ERj1 binden kénnen (55).
Die Kp des C- terminalen Teils des ERj1l entspricht wiederum in etwa dem des
N- terminalen Teils des Sec62 (vgl.Tabelle 18). Auffallig hierbei ist, dass sowohl der
C- terminale Teil des ERj1, als auch der N- terminale Teil des Sec62 eine positiv ge-
ladene Region aufweist (vgl. Abbildung 40). Die Bindung der Ribosomen am ERj1
findet, wie beim Sec61, Uber die 28S rRNA statt (39,211). Ein hoch basisches Oligo-
peptid in der cytosolischen Doméane von ER]j1 ist fur eine Assoziation mit dem Ribo-
somen ausreichend (212). Das Sauger Sec62 weist zum Hefe Protein eine hohe Se-
guenz- Homologie in den TM- Doméanen und den flankierenden Regionen auf. In der
cytosolischen N- terminalen Domane befindet sich ein basisches Oligopeptid- Motiv
(Aminosaure 4-10), das nur in dem Sauger- Protein vorkommt und dem in ERj1 sehr
ahnlich ist (212). Bei der Bindung der cytosolischen N- terminalen Doméane (Sec62N)
handelt es sich um eine direkte Interaktion mit den Ribosomen, die unabhangig von
der C-terminalen Domane geschieht. Die Bindung von Sec62N zu den Ribosomen ist
Salz sensitiv. Die Interaktion von Sec62 mit den Ribosomen ist somit von elektrosta-
tische Natur (212). Ein Uberblick der schon getesteten Sec62 Konstrukte gibt Tabel-
le 18 (M. Jung, personliche Mitteilung).
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Tabelle 18: KD- Vergleich der Sec62- Konstrukte (M. Jung, persénliche Mitteilung)

Sec62- Konstrukt Kp (nM) Ribosomen
N- Terminus 0,13 Hochsalz
N- Terminus 0,13 Puromycin/ Hochsalz
N- Terminus 0,12 RNC
volle Lange 0,04 Hochsalz
10 -195 0,35 Hochsalz

Der Verlust des N-terminalen Peptids 1-10 bewirkte eine schwache Reduktion der
Interaktion im Vergleich zu der N-terminalen cytosolischen Doméane von Sec62p mit
Ribosomen. Die Interaktion des vollstdndigen Proteins zeigte eine hohere Affinitat zu
den Ribosomen, als die Proteinfragmente. Die schwachere Bindung der Fragmente
kénnte auf eine Konformationsdnderung hindeuten, so dass die Interaktion zwischen
Ribosom und Protein eingeschrénkt ist. Dies wirde bedeuten, dass die richtige Kon-
formation wichtig fir die Bindung der N- terminalen Domé&ne von Sec62 am Ribosom

ist.

Sec61a Secbly Secb1B £ Secb2 Secb3 ERj1
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Abbildung 40: Topologische Darstellung des Sec61- Komplexes, Sec62, Sec63 und ERjl.
C = C- Terminus, N = N- Terminus, J = J- Doméane
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Die BIACORE- Messung der RNaseA vorbehandelten Ribosomen hatte hauptsach-
lich zwei Grinde: erstens sollte durch den Verdau der RNA gezeigt werden, dass es
sich um eine Bindung am heterotrimeren Sec61- Komplex handelt und zweitens, ob
die Bindung, wie von Prinz et al. beschrieben, tGber die ribosomale RNA stattfindet
(39). Die RNasen sind Enzyme (Nukleasen), die die Hydrolyse von Ribonukleinsau-
ren in kleinere Fragmente katalysieren. Man unterscheidet dabei die Endo- und Exo-
ribonukleasen, je nachdem ob sie die Ribonukleinsauren intern oder extern spaltet.
Die RNaseA ist eine Endonuklease. Durch den Verdau der ribosomalen RNA sollten
die Ribosomen nicht mehr an den heterotrimeren Sec61- Komplex binden kdnnen.
Wie in Abbildung 30 zu erkennen ist, findet nach einer Stunde Inkubation mit RNa-
seA fast keine Bindung, nach eineinhalb Stunden keine Bindung mehr statt. Um aus-
zuschliel3en, dass die fehlende Bindung durch die lange Inkubation bei 30 °C hervor-
gerufen wurde, wurden parallel dazu mit RNaseA unbehandelte Ribosomen bei glei-
chen Bedingungen inkubiert. Die so vorbehandelten Ribosomen wurden sowohl vor,
als auch nach der RNaseA Behandlung auf ihre Bindung Uberprift (siehe Ab-
schnitt 5.2.8). In beiden Fallen konnte eine Bindung der Ribosomen gezeigt werden,
so dass von funktionalen Ribosomen und aktivem Sec61- Komplex auszugehen ist.
Die lange Inkubation schadete den Ribosomen nicht. Damit konnte bestétigt werden,
dass die Bindung des Ribosoms in der Tat tber die RNA stattfindet, wie es bei Prinz
beschrieben wurde (39). Brimacombe fand heraus, dass die grol3e rRNA einige evo-
lutionar konservierte und stabile Loops aufweist. Gute Kandidaten fur die Domanen
innerhalb der grof3en rRNA fir die Interaktion mit dem Kanal sind die Helices H5, H6,
H7, H46, H50, H52, H53 und H101 (213). Es wird spekuliert, ob verschiedene dieser
Regionen eine spezifische Struktur bilden kdnnen, die es bestimmten Phosphatgrup-
pen erlaubt, mit positiv geladenen Resten der konservierten cytosolischen Loops des
Sec61/SecYEG- Komplexes zu interagieren. Wie Hanein et al. mittels EM demons-
triert haben, kdnnen Ribosomen die Bildung des Kanals aus dem oligomeren
Sec61- Komplex induzieren (43). Ob die von Prinz et.al (39) als evolutionar beschrie-
bene konservative Interaktion zwischen Ribosom und Sec61- Komplex mit diesem
System nachzuweisen ist, bleibt unklar. Bei ersten Versuchen, die mit Ribosomen
der Hefe Saccharomyces cerevisiae durchgefihrt wurden, scheinen diese am
Sec61- Komplex aus Hundepankreasmikrosomen zu binden. Wenn sich dies in wei-
tern Versuchen verifizieren lasst, dann kann von einer evolutionar konservativen Bin-

dung ausgegangen werden.
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In einem nachsten Versuch sollte die Bindungseigenschaften der ribosomalen Unte-
reinheiten an den Sec61- Komplex untersucht werden. Aus der Literatur ist bekannt,
dass die grofRe ribosomale Untereinheit mit dem Sec61- Komplex interagiert (siehe
Abbildung 41), wobei die Interaktion Uber die 28S bzw. 23S RNA vermittelt wird
(11,39). Um dies zu testen, wurden die vorher getrennten ribosomalen Untereinhei-
ten einzeln und zusammen in das BIACORE- System injiziert. Als Positivkontrolle
dienten intakte Ribosomen. Wie in Abbildung 31 zu erkennen ist, binden nur die in-
takten Ribosomen (grtine Linie), wahrend die ribosomalen Untereinheiten nicht an
den Sec61- Komplex binden. Als Ursache flr dieses Ergebnis sind mehrere Grinde
denkbar.

e )

17
7\ )

Abbildung 41: Dreidimensionale Rekonstruktion des Ribosom- Sec61 Komplexes nach Cryo- EM in
einer seitlichen Ansicht, aufgeschnitten entlang der Ebene, die durch den Abschnitt der Pore des
Sec61 Oligomers und des Ribosomentunnel verlauft. Der Pfeil zeigt den “Stiel”, der das Ribosom mit
dem Sec61 Oligomer verbindet, der Raum zwischen den beiden ribosomalen Untereinheiten ist mit
einem Stern markiert. Der ribosomale Tunnel und seine Ausrichtung mit der Sec61 Pore wird durch
die gestrichelte Linie dargestellt. Der Skalierungsbalken entspricht einer GréRe von 100 A (11).

Eine Mdglichkeit, warum die ribosomalen Untereinheiten, insbesondere die grol3e
Untereinheit, nicht bindet, kdnnte darin begrindet liegen, dass bei der Trennung die
28S RNA sich in einem inaktiven Zustand fur die Interaktion mit dem
Sec61- Komplex befindet. Es ist vorstellbar, dass dies durch eine Konformationsan-
derung der 28S RNA zustande kommt. Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, dass
die 28S RNA Schaden genommen hat und dadurch keine Bindung mehr moglich ist.
Ob die ribosomale Untereinheit in der Tat die Aktivitdt verloren hat, liel3e sich nur
Uber einen Funktionalitatstest tberprifen. Hierzu wirde sich beispielsweise ein ,pull-
down®- Versuch anbieten. ,Pulldown®“- Versuche, auch Bindungsversuche in Losung
genannt, dienen der in vitro Untersuchung von Protein/Protein- Interaktionen. Da sich
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Ribosomen im Vergleich mit l6slichen Proteinen gut sedimentieren lassen, kdnnen
die interagierenden Proteine zusammen mit den Ribosomen im Sediment wiederge-
funden werden. Im Gegensatz dazu bleiben l6slichen Proteine, die nicht mit den Ri-

bosomen interagieren in Losung.

6.6 Die Synthese des fuoreszierende ppL86 war fur w eitere Unter-

suchungen nicht ausreichend

Das FluoroTect™ System nutzt eine modifiziert Geladene Lysin transfer RNA (tRNA)
mit dem Flurophor BODIPY®-FL. Die modifizierte Lysin transfer RNA kann in einem
in vitro Translationssystem verwendet werden (siehe Abbildung 9). Die Synthese mit
markierten Lysinen hat gegentber markiertem Methionin den Vorteil, dass Lysin mit
6,6 % gegenuber dem Methionin mit 1,7 % der Aminosauren eines Proteins im
Durchschnitt ofter vorkommt (214). Die mRNA des ppL86 besitzt kein Stopp- Codon,
was ein C-terminal verklrztes, 86 Aminosdure langes Fragment von ppL darstellt.
Dadurch bleibt das ppL86 mit dem Ribosom assoziiert, kann aber durch Zugabe von
Puromycin von ihm abgelést werden. Um den Oligomerisierungsgrad des
Sec61- Komplexes zu bestimmen, sollte zwischen dem fluoreszierendem ppL86 und
dem, mit Fluoreszenz markiertem Sec61- Komplex eine FRET- Messung (Eluores-
cence Resonance Energy Transfer) durchgefihrt werden. Desweiteren sollte ver-
sucht werden, ob mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie und elektrophysiologischen
Methoden die Insertion und der Transport nach Zugabe von Puromycin durch den
Translokationskanal verfolgt werden kann. Fiur die Fluoreszenzmikroskopie und
elektrophysiologischen Methode sollte der isolierte Sec61- Komplex in einen horizon-
tal ausgerichtet Bilayer inseriert werden. Mit dem Fluoreszenzmikroskop sollte das
ppL86 in dem Bilayer detektiert und die Ortsverdnderung durch den Translokations-
kanal verfolgt werden. Gleichzeitig sollte Gber Leitfahigkeitsmessungen die Aktivie-
rung des Kanals ermittelt werden. Diese Messungen sollten in Kooperation mit der
Biophysik der Universitat in Osnabriick durchgefuhrt werden. Nach Ruicksprache
wurde darauf hingewiesen, dass die Fluoreszenzintensitat des fluoreszierenden
ppL86mer nicht ausreichend war, um eine FRET- Messung oder Versuche mit der
Fluoreszenzmikroskopie gekoppelt mit Leitfahigkeitsmessungen durchzufiihren. Alle

Optimierungsversuche, die Ausbeute zu erhéhen, waren erfolglos geblieben. Hierzu
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zéhlten beispielsweise die Zugabe verschiedener Konzentrationen von MgAc, oder
KAc. Der Einsatz von verschiedenen Lysaten brachte ebenfalls keine Verbesserung,
sodass dieses Projekt im Rahmen dieser Arbeit eingestellt wurde. Welche anderen
Methoden fir die Bestimmung des Oligomerisierungsgades des Sec61- Komplexes

noch maoglichen waren, wurde bereits in Kapitel 6.4 diskutiert.

6.7 Grpl70 und BiP interagieren in Abwesenheit von ATP

Die Bezeichnung ,glucose-regulated protein“ stammte urspringlich aus der Beobach-
tung dass diese Proteine, ahnlich den Hitzeschockproteine, durch Glukosemangel,
geringem pH- Wert und anderen Stressbedingung induziert werden kbnnen (215).
Grp170 (glucose-regulated protein of 170 kDa) ist ein Hsp70-verwandtes Chaperon
im Endoplasmatischen Retikulum von Saugerzellen. Es wurde 1993 erstmals von Lin
(215) als Glykoprotein des ER beschrieben. Koimmunuprazipitationsversuche haben
gezeigt, dass Grp170 mit anderen Grp- Proteinen, wie beispielsweise mit Grp78 und
dem Grp94 interagiert (216). Fur das homologe Protein zu Grpl70 aus der Hefe
(Lhsl1) wurde gezeigt, dass es fur die Solubilisierung und Rickfaltung eines durch
Hitze inaktiviertes Protein verantwortlich ist (217). Grp170 wurde aber weder der
Hsp70- noch der Hsp110- Familie zugeordnet. Grp170 wird als eigene Gruppe zu der
Hsp70- Superfamilie gezahlt, zu der auch die Hsp110- Familie gehort (216). Die bei-
den Proteine BIiP (Grp78) und Grp170 kommen im Lumen des ER vor und assistieren
beim Proteintransport und bei der Proteinfaltung (55). Als Hauptvertreter der
Hsp70- Familie des Sauger-ER wurde BiP zuerst als Glucose-reguliertes Protein von
78 kDa (Grp78) und spater als Immunglobulin schwere Kette bindendes Protein (BiP)
beschrieben (99,100). BiP bindet naszierende, fehlgefaltete, oder nicht assemblierte
Proteine im ER und vermittelt die Translokation von neu synthetisierten Vorlauferpro-
teinen und den Rucktransport von fehlgefalteten Proteinen tber die ER Membran
(73,218). In seiner ADP- Form bindet BiP an ein Membranprotein, oder assoziiert
Uber die Substratbindungsdoméne an das Translokon. Durch die Assoziation wird
das Translokon verschlossen (219). Das VerschlieBen der Translokationspore ist
dabei eng an den katalytischen ATPase Zyklus von BiP gekoppelt. Hierfir muss BiP
mit einem membranstandigen J- Protein interagieren (219). J- Proteine, bei denen
eine Interaktion mit BiP gezeigt wurden, sind Sec63 und ERj1, die beide mit dem
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Sec61 assoziiert vorliegen. BiP/Kar2 und Sec63 werden, zumindest in der Hefe, so-
wohl beim posttranslationalen, als auch beim cotranslationalen Transport benétigt
(4,54,55,73,124,220-223). Der Verschluss des Translokons sollte deshalb von einer
Interaktion von BiP mit einem membranstandigen J- Protein abhangig sein (219).
Eine weitere Funktion von BiP besteht darin, die membranegebundenen Kinasen
(PERK und IRE1) und den Transkriptionsfaktor (ATF6), der in den UPR (unfolded
protein response) durch Bindung der luminalen Domanen involviert ist, negativ zu
regulieren (224-227).

Die erfolgreiche Isolation von Grp170 fand tUberwiegend nach Volkmer mit Hilfe der
Chromatographie tber eine ATP- Agarose als Reinigungsschritt statt (177). Es konn-
te Grpl70 zusammen mit BiP isoliert werden, wobei BiP als das abundantere Protein
(5 uM) im ER, im Vergleich zu Grp170 (0,5 uM) in vielfacher Menge vorhanden war
(vgl. Abbildung 34). Es stellte sich die Frage, ob sich die Feststellung, dass Grp170
mit BiP in Abwesenheit von ATP interagiert (179), mit Hilfe der AFFF- Technik in
Kombination der Mehrwinkellichtstreuung (MALS) verifizieren lasst. Desweiteren soll-
te Uberpruft werden, ob Grp170 in Anwesenheit von ATP dimerisiert und BiP als Mo-
nomer vorliegt. Dies zu Uberprifen war angebracht, da es bei einem anderen Fall zu
unterschiedlichen Ergebnissen kam, wenn man die beiden Methoden SEC und
AFFF/MALS miteinander vergleicht (228). In der Arbeit vom Dambe et al. wurde das
Protein AFR (1,5-anhydro-d-fructose reductase) mit Hilfe der Gelfiltration als Mono-
mer und mit der kombinierten AFFF- und MALS- Technik als Dimer bestimmt. So-
wohl bei der Verwendung der AFFF, als auch bei der Gro3enausschlusschromatog-
raphie (SEC) eluieren die Komponenten zu bestimmten Elutionszeiten. Die Elutions-
zeiten stehen in Relation zur hydrodynamischen Gr6f3e der jeweiligen Probenbe-
standteile. Im Fall der SEC ist eine Kalibrierung anhand eines Standards erforderlich,
um die Relation zwischen Elutionszeit und -gréf3e herzustellen, was bei der AFFF
nicht notig ist (229). Die AFFF hat eine hohere Selektivitat und somit ein breiteres
Anwendungsgebiet als die SEC (229). Eine schonendere Trennung sollte mit der
AFFF- Technik erreicht werden, da hier die Proteine nicht durch eine Gelmatrix wan-
dern mussen und keine Scherkrafte auftreten (229). Auch in dieser Arbeit sind Unter-
schiede bei der Bestimmung der molaren Masse von Grpl70 im Vergleich zur SEC
festgestellt worden. In der Dissertation von Weitzmann eluierte Grp170 in Anwesen-
heit von ATP als Dimer und in Abwesenheit von ATP zusammen mit BiP (179). In

dieser Arbeit eluierte Grpl170 im Gegensatz dazu in Anwesenheit von ATP als Mo-
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nomer. In Abwesenheit von ATP eluierten BiP und Grpl70 wie in der Arbeit von
Weitzmann (179) zusammen. Damit konnte verifiziert werden, dass Grp170 und BiP
in Abwesenheit von ATP einen Komplex bildeten, wie es von Weitzmann gezeigt
wurde. Das Dimer von Grpl70 konnte nicht nachgewiesen werden, so dass von ei-
nem Monomer ausgegangen werden kann. Vergleicht man dieses Ergebnis mit dem
homologen Protein von Grpl170 der Hefe (Lhs1l), stellt man fest, dass es ebenfalls mit
ATP interagiert. FUr Lhs1 wurde festgestellt, dass die Peptidbindung und die Oligo-
merisation durch Zugabe von ATP aufgehoben werden. Lhs1 hat einen funktionalen
ATP Bindungsort, dhnlich dem Kar2 und anderen Mitgliedern der Hsp70 Familie
(230). Lhs1 und Kar2 interagieren gekoppelt und ihre Aktivitat wird koordiniert regu-
liert. Durch Bereitstellung einer spezifischen Nukleotidaustauschaktivitat stimuliert
Lhsl1 das Kar2, wobei Kar2 reziprok die Lhs1l ATPase aktiviert. Die koordinierte und
gekoppelte ATPase- Aktivitat ist hier fur die normale Funktion in vivo essentiell (231).
Die Stimulation der Lhs1- ATPase ist dabei von der ATPase- Aktivitat von Kar2 ab-
hangig. Die Auflosung des Komplexes aus Grpl170 und BiP in Anwesenheit von ATP
erscheint hinsichtlich der Funktion des Grpl70 als Nukleotidaustauschfaktor (NEF)
und des ATP-ADP- Zyklus von BiP aus biologischer Sicht als sinnvoll. BiP hat in sei-
ner ATP- Form eine geringe Substrataffinitdt, so dass das Substrat aus der Bin-
dungstasche entweichen kann. Gleichzeitig kann BiP wieder unter Hydrolyse an der
J- Doméne eines ER- Membranproteins binden. Dabei verschliel3t es die Transloka-
tionspore von der luminalen Seite des ERs und steht fur die Aufnahme des nachsten
Substratmolekils zur Verfugung (219). Dadurch kann das innere Milieu des ER stabil
gehalten werden, da der lonenfluss verhindert wird.

BiP wurde im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls mit Hilfe der Mehrwinkel- und der dy-
namischen Lichtstreuung naher charakterisiert. Im Interesse dabei stand die Bestim-
mung sowohl des Oligomerisierungsgrades, als auch des hydrodynamischen Radius
von BiP. Die hier bestimmte molare Masse von BiP stimmt mit der theoretischen mo-
laren Masse von 78 kDa sehr gut tUberein, unabhéngig von der An- oder Abwesen-
heit von Grp170 oder ATP. Die Bestimmung des Oligomerisierungsgrades fand in
Abwesenheit von ATP statt. Der hier bestimmte Wert von BiP lag bei 70,88 kDa. Bei
den vergleichbaren Messungen, die in Anwesenheit von Grpl170 durchgefihrt wur-
den, betrug die molare Masse 76,17 kDa in Abwesenheit von ATP und 75,14 kDa in
Anwesenheit von ATP. Zwar ist keine gesonderte Messung von BiP alleine in Anwe-

senheit von ATP durchgefiihrt worden, aber die Ubereinstimmung der molaren Mas-
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sen der Messungen von BiP und BiP/Grp170 zeigten keinen Unterschied. Deshalb
kann angenommen werden, dass ebenfalls keine Unterschiede mit BiP/Grp170 mit
ATP feststellbar gewesen ware, wenn BiP allein in Anwesenheit von ATP vermessen
worden ware.

Die Bestimmung der Proteinstruktur hat eine hohe Prioritat fir ein komplettes Ver-
standnis uber die Rolle und Funktion von vielen Proteinen. Ein Indikator der Protein-
struktur ist dabei die Groflie des Molekuls. Mittels der dynamischen Lichtstreuung
(DLS) kann die GroRRe eines Proteins sehr schnell abgeschéatzt werden. Allgemein
hat eine stark asymmetrische Struktur einen grél3eren hydrodynamischen Radius als
sein globulares Aquivalent (183). Fur viele Proteine ist die DLS eine angenehme Me-
thode, einen Anhaltspunkt Uber die Quartarstuktur zu bekommen. Beispielsweise hat
das menschliche Insulin als Monomer eine molare Masse von 5,7 kDa, zeigt aber
einen hydrodynamischen Radius der einer molaren Masse von 34,2 kDa entsprechen
wirde. Dies deutet auf eine hexamere Konformation hin, was mit der Kristallstruktur
Ubereinstimmt. Um dies nun auf die Messergebnisse von BiP anzuwenden, kann
festgehalten werden, dass BiP mit einem hydrodynamischen Radius von 2,8 nm mit
78 kDa in etwa der gleichen Grdl3enordnung liegt, wie es andere Proteine mit &hnli-
cher molaren Masse haben. Dies zeigt sich beim Vergleich von BiP mit BSA oder
Hamoglobin, die mit einer molaren Masse von 67 bzw. 65 kDa einen hydrodynami-
schen Radius von 3,6 und 3,5 nm haben (siehe Tabelle 19). Somit scheint BiP eine
globularere Struktur zu haben, als das fir die beiden anderen Proteine der Fall ist.
Das Ovalbumin dagegen hat als gegenteiliges Beispiel einen hydrodynamischen Ra-
dius von 3 nm mit einer molaren Masse von 43 kDa. Somit hat Ovalbumin im Ver-
gleich zum BIiP scheinbar eine asymmetrischere Struktur. Sowohl die molare Masse
als auch der hydrodynamische Radius von BiP sprechen dafir, dass BiP unabhangig
von ATP als ein Monomer vorliegt. Eine denkbare Anderung der Konformation in
Anwesenheit von ATP konnte bisher noch nicht untersucht werden, da das Signal
des Detektors fur die DLS wéhrend der Messung von BiP und Grp170 in Anwesen-
heit von ATP ein zu starkes Signalrauschen aufwies und das Ergebnis deshalb als
unsicher anzusehen ist. Wenn sich der gemessene Wert jedoch bestéatigen sollte,
zeigt BiP auch in Anwesenheit von ATP keine, mit diesem System messbare Kon-

formationsénderung.
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Tabelle 19: Ubersicht tiber den hydrodynamischen Radius (Rh) und der dazugehérigen molaren Mas-
se (MW) verschiedener Proteine (232).

Protein hydrodynamischer Radius, MW in KDa
Rh in nm
Lysozym 1,9 14,7
Chymotrypsinogen 2,4 25
Insulin (Human, pH7) 2,7 34,2
Ovalbumin 3,0 43
Hamoglobin 3,5 65
BSA (Bovine Serum Albumin) 3,6 67
Hexokinase 4,3 102
Apoferritin 8,2 443
Thyroglobulin 10,1 669

Die quantitative Auswertung der erzielten Proteinmengen von BiP und Grpl170 zeigt
einen starken Proteinverlust wahrend der Isolierung beider Proteine. BiP liegt in einer
Konzentration von 5 uM, Grp170 von 0,5 uM vor. Die sich daraus ergebene theoreti-
sche Proteinmenge, die fir eine Isolation zur Verfigung steht betragt fur BiP 11,7 mg
und fur Grp170 2,25 mg in 30 ml RM (ODygo= 40). Die isolierte Proteinmenge von BiP
war mit 2,5 % vor Gelfiltration und mit 0,0005 % nach der Gelfiltration ausgesprochen
gering. Ein ahnliches Bild ergibt die Auswertung des isolierten Grpl70, bei dem
0,7 % des eingesetzten Proteins isoliert wurden. Wenn man in die quantitative Be-
trachtung der Isolierung der Proteine aus Mikrosomen betrachtet stellt man fest, dass
alle hier zu isolierenden Proteine (BiP, Grp170 und der Sec61- Komplex) mit diesen
Methoden nur in sehr geringen Mengen isolieren werden konnte. Uber die Griinde fur
diese Beobachtung kann nur spekuliert werden. Eine Mdglichkeit, die den hohen Ver-
lust erklaren kann, ist in der unzureichenden Solubilisierung, wie es fur den
Se61- Komplex gezeigt wurde zu finden. Bei der Solubilisierung der RM fur die Iso-
lierung Uber die Affinitatschromatographie sind 80 % des zur Verfigung stehenden
Proteins verloren gegangen. Dieses Problem ist auch fir die Solubilisierung der
Membranen bei der Isolierung von BiP und Grp170 denkbar. Eine mdgliche Verbes-
serung konnte durch den Einsatz eines anderen Detergenz erreicht werden. Als De-

tergenz fur die Solubilisierung wurde hier Chaps eingesetzt. Alternativ kénnte bei-
131



Diskussion

spielsweise auch Detergenzien wie Natriumcholat, Octylglucosid, Nonidet P-40 oder
E9C12 zum Einsatz kommen. In seiner Dissertation testete Hubenova beispielsweise
verschieden Detergenzien auf ihre Solubilisierungseigenschaften bei der Isolierung
des Hirnenzyms L- Aspartat- NAcetyltransferase (233). Dabei zeigte sich ein erhebli-
cher Unterschied, je nachdem, welches Detergenz zum Einsatz kam. Mit Digitonin
wurden ca. 10 % der L- Aspartat- NAcetyltransferase isoliert, mit Nonidet P-40 dage-
gen ca. 60 %. Auch die Methode, mit der man die Membranen solubilisiert, kann mo-
difiziert werden. Im Fall der Isolierung von BiP und Grpl170 wurden die Membranen
Uber starkes Schutteln auf dem Vortexer erreicht. Eine Verbesserung kénnte durch
Zugabe von Glasperlen erzielt werden, so dass die Membranvesikel durch grol3ere
Scherkréfte besser aufgeschlossen werden. Trotz der geringen erzielten Ausbeute
der beiden luminalen Proteine Grpl70 und BiP war es mdglich, sowohl eine
ATP- abhangige Bildung bzw. Auflésung eines Komplexes nachzuweisen, als auch
den hydrodynamischen Radius und den Oligomerisierungsgrad von BiP zu bestim-
men. Fur weitere Untersuchungen wie beispielsweise mit Hilfe der
Cryo- Elektronenmikroskopie sollte jedoch eine grol3ere Proteinmenge isoliert wer-
den. Dies macht die Suche nach effektiveren Isolierungsverfahren notwendig, indem
weitere Solubilisierungsmittel und andere Methoden zur Erhéhung der Effizienz ent-

wickelt werden.
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