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lll. Abstract (english)

One of the most impressive environments bacteria settled in is the extreme cold.
Little is known about adaptation of cold-sensitive cell biological processes. In this
thesis, | present a genome-wide analysis of several psychrophilic, mesophilic and
thermophilic bacteria to identify structural changes in classic signal peptides, Tat
signal peptides, lipoprotein signal peptides and transmembrane domains to the cold.
The most striking difference was that psychrophile signal peptides and
transmembrane domains contained higher percentages of Ille compared to
mesophiles.

Sec61p is a multiple transmembrane protein that forms a channel in the
membrane of the endoplasmic reticulum (ER). The pore is responsible for the import
of soluble precursor proteins and for the insertion of membrane proteins.
Furthermore, Sec61p of S. cerevisiae is a candidate for the export channel in a
process named ERAD. In this thesis, | examined the role of the N-terminus and
established the sec67S2Y mutant, defective for N-acetylation, posttranslational
translocation and ERAD. | analyzed the sec61Y345H mutant, whose homolog in
Mice causes diabetes and | identified a vital sec67 mutant lacking loop 7 in a new
screen. A complete deletion of Loop 7 results in strong defects for its
posttranslational protein import of soluble proteins in the ER and in the ERAD of
soluble substrates.



IV. Zusammenfassung (deutsch)

Eine der beeindruckendsten Umwelten, die von Bakterien besiedelt werden ist die
extreme Kalte. Nur wenig ist bekannt Uber die Anpassung von kaltesensitiven,
zellbiologischen Prozessen. In dieser Arbeit, prasentiere ich eine genomweite
Analyse von psychrophilen, mesophilen und thermophilen Bakterien zur ldentifikation
struktureller Anderungen von klassischen Signalpeptiden, Tat-Signalpeptiden,
Lipoproteinsignalpeptiden und Transmembrandomanen zur Anpassung an die Kalte.
Der groBte  Unterschied ist, dass psychrophile  Signalpeptide und
Transmembrandomanen hohere Anteile an lle beinhalten verglichen mit mesophilen.
Sec61p ist ein mehrfach transmembranes Protein, dass einen Kanal in der
Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) bildet. Es ist die Pore, die flir den
Import 16slicher Vorlauferproteine und fur die Insertion von Transmembrandomanen
verantwortlich ist. Aulderdem ist Sec61p von S. cerevisiae ein Kandidat fur den
Exportkanal in einem Prozess, der als ERAD bezeichnet wird. In dieser Arbeit
untersuchte ich den N-Terminus und etablierte die sec671S2Y-Mutante, die defekt fur
die N-Acetylierung, posttranslationale Translokation und ERAD ist. Ich untersuchte
die Mutante sec671Y345H in Hefe, deren Homolog in Mausen Diabetes auslost und
identifizierte in einem neuen Screen eine vitale sec67-Mutante ohne Loop 7. Eine
vollstandige Deletion von Loop 7 fuhrt zu starken Defekten im posttranslationalen
Proteinimport von I6slichen Proteinen ins ER und in ERAD von I6slichen Substraten.



V. Einleitung
V.1 Der Sec61-Komplex und der sekretorische Weg

Proteine werden im Cytoplasma der Zelle synthetisiert, verbleiben dort oder werden
uber den sekretorischen Weg in die unterschiedlichen Kompartimente der Zelle oder
in den Extrazellularraum transportiert (Johnson und van Waes, 1999). Dieser Weg ist
in seinen Grundbestandteilen von der Hefe bis zum Menschen stark konserviert
(Johnson und van Waes, 1999; Kienle et al., 2009). Zu Beginn bildet der trimere
Sec61-Komplex (bestehend aus Sec61p, Sbh1p und Sss1p in Hefe) eine Pore, die
dem Vorlauferprotein den Ubergang vom Cytosol ins ER-Lumen ermdglicht (Gorlich
und Rapoport, 1993). Dieser Prozess wird als Translokation bezeichnet.

Sec61p ist ein Protein mit 10 Transmembrandomanen, dessen N- und
C-Terminus im Cytosol lokalisiert sind (Wilkinson et al., 1996; van den Berg et al.,
2004). Die 10 Transmembrandomanen sind uber lumenale bzw. cytosolische Loops
miteinander verbunden (Wilkinson et al., 1996; van den Berg et al., 2004). Sbh1p ist
ein 82 AS groRes Transmembranprotein, dessen N-Terminus ebenfalls im
Cytoplasma liegt und dessen C-Terminus im ER-Lumen verweilt (van den Berg et al.,
2004). Sss1p ist ein 9 kDa grolRes transmembranes Protein, dessen Depletion zu
schwerwiegenden post- und cotranslationalen Defekten fuhrt (Esnault et al., 1993;
Falcone et al., 2011). Es ist ein integrales und einfach membrandurchdringendes
Membranprotein, dessen langer N-Terminus dem Cytosol zugewandt ist und dessen
kurzer C-Terminus dem ER-Lumen zugewandt ist (Falcone et al., 2011). Die
Funktion von Sss1p ist nicht vollstandig verstanden, es scheint aber als eine Art
~Klemme* fur die Stabilisierung des trimeren Komplex verantwortlich zu sein (Esnault
et al., 1993; van den Berg et al., 2004).

Der Sec61-Komplex kann mit dem heterotetrameren Sec63-Komplex aus
Sec62p, Sec63p, Sec66/71p und Sec72p zum heptameren Sec-Komplex assoziieren
(Abbildung 1; Rothblatt et al., 1989; Deshaies et al., 1991). Funktionale Homologe
von Sec61p, Sbh1p und Sss1p (in Saugern: Sec61a, Sec61f, Sec61y und in E. coli
SecY, SecE und SecG) sind ubiquitar verbreitet. Insbesondere die Homologe von

Sec61p und Sss1p sind hoch konserviert (Valcarcel et al., 1999).



Sec62p

Sec72p‘
Cytosol 4
B S
Sbh1p Sssip Lumen
Sec63p Sec71p
Sec61-Komplex Sec-Komplex

Abbildung 1: Schematische Darstellung des co- und posttranslationalen Translokationskomplexes.
Der Sec61-Komplex (Sec61p, Sss1p, Sbh1; grau) assoziiert mit dem tetrameren Sec63-Komplex
(griin) aus Sec62p, Sec63p, Sec66/71p und Sec72p zum Sec-Komplex.

V.2 Zwei Formen der Proteintranslokation ins Hefe-ER

Der Signalhypothese nach besitzen die Proteine des sekretorischen Wegs eine
N-terminale Erweiterung, die den Bestimmungsort des Proteins definiert, das
sogenannte Signalpeptid oder die Signalsequenz (Blobel und Sabatini, 1971; Blobel
und Dobberstein, 1975). Diese ist in drei Domanen strukturiert: dem N-Terminus am
nachsten gelegen befindet sich die nettopositive N-Domane, dann die hydrophobe
H-Domane und C-terminal die polare C-Domane mit der Konsensusspaltstelle fur die
Signalpeptidase, die das Signalpeptid letzendlich entfernt (von Heijne, 1985; von
Heijne, 1990).

Der Sec61- und Sec-Komplex ermoglichen unterschiedliche Formen der
Proteintranslokation ins ER: losliche Proteine wie der Vorlaufer des
Mating-Pheromon a (PpaF) oder die Carboxypeptidase Y (CPY) werden (i)
posttranslational durch den heptameren Sec-Komplex transloziert (Osborne et al.,
2005). Der Import findet also erst statt nachdem das Protein vollstandig am Ribosom
translatiert wurde (Plath et al., 2004). Chaperone der Hsp70-Familie verhindern die
verfruhte Faltung der Proteinkette und ermoglichen die Translokation und die
Weiterleitung an den Sec62/63-Komplex (de los Rios et al., 2006; Matlack et al.,
1999). Das  Vorlauferprotein  wird dann  durch den  Brown’schen
Ratschenmechanismus uber die Membran transferiert indem ein lumeales
Hsp70-Chaperon, Kar2p in Hefe (BiP in Saugern), unter ATP-Verbrauch an das
Substrat bindet und dieses am Zuruckgleiten ins Cytosol hindert (Matlack et al.,
1999). Sec61p, Sss1p, Sec62p, und Sec63p sind fur die Zelle essentiell (Esnault et
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al., 1994, Wittke et al., 2000). Transmembrane Proteine, wie DPAPB, werden (ii)
cotranslational durch den trimeren Sec61-Komplex Uber die Membran transloziert
(Osborne et al., 2005; Kalies et al., 2005; Levy et al., 2001; Brodsky et al., 1995).
Dazu translatiert das Ribosom das Signalpeptid des Vorlauferproteins und arretiert
im sog. Ribosome Nascent Chain Complex (RNC; Walter und Johnson, 1994).
Dieser Komplex besteht aus der mRNA, dem Ribosom, der naszierenden Kette und
SRP (Walter und Johnson, 1994). Nachdem SRP54 die Signalsequenz gebunden
hat, wird der RNC zum SRP-Rezeptor (SR) in der ER-Membran gefuhrt und dem
Sec61-Komplex unter GTP-Verbrauch Ubergeben (Keenan et al., 2001). Das
Signalpeptid interagiert mit dem Translokationskanal in der Nahe von TMD 2 und 7,
offnet ihn, und das Ribosom beginnt erneut mit der Synthese und schiebt dadurch
das verbleibende Protein durch den Sec61p-Kanal (Abbildung 2; Plath et al., 1998).

Welcher der beiden beschriebenen Mechanismen der Translokation bevorzugt
wird hangt von der Hydrophobizitat des Signalpeptids ab (Ng et al., 1996). Je
hydrophober es ist, desto hoher die Wahrscheinlichkeit fur den cotranslationalen
Import und umgekehrt (Ng et al., 1996). In Saugern wird die gro3e Mehrzahl an
sekretorischen Proteinen cotranslational transportiert und in Bakterien hauptsachlich
posttranslational (Rapoport, 2007; Delic et al., 2013; Lakkaraju et al., 2012). Hefen
verwenden beide Mechanismen in ahnlicher Haufigkeit und importieren I6sliche
Proteine bevorzugt posttranslational bzw. transmembrane Proteine bevorzugt durch
SRP (Rapoport, 2007; Delic et al., 2013; Lakkaraju et al., 2012; Ast et al., 2013).

Neben dem Sec61-Komplex existiert der Ssh1-Komplex (Sec sixty-one protein
homolog; bestehend aus Ssh1p, Sbh2p und Sss1p), der ausschlielllich fur
cotranslationalen Import verantwortlich ist, aber nur zu 10% des Sec61-Komplex
Levels exprimiert wird, und nicht essentiell ist (Brodsky et al., 1995; Prinz et al.,
2000; Wittke et al., 2002).

11
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Abbildung 2: Der cotranslationale Import und die Rolle des trimeren Sec61p-Komplex. Das Ribosom
assembliert an der mRNA und beginnt mit der Proteinsynthese (oben rechts). Sobald das Signalpeptid
translatiert wurden bindet SRP (engl.: signal recognition particle) an das Signalpeptid und das
Ribosom arretiert im sogenannten RNC (engl.: ribosome nascent chain complex; oben links). SRP
bindet an den SR (SRP-Rezeptor) und fiihrt den RNC zum trimeren Translokon (bestehend aus
Sec61p, Sss1p und Sbh1p). Das Signalpeptid bindet an den hydrophoben Kern von Sec61p und das
Ribosom nimmt die Translation wieder auf, wodurch die Translokation angetrieben wird (unten links).
Nachdem das Protein vollstandig ins ER-Lumen transloziert wurde, spaltet die SP | (Signalpeptidase I)
das Signalpeptid ab und setzt es damit frei (unten rechts). Angelehnt an Osborne et al., 2005.

Unabhangig vom Translokationsmodus, werden die Proteine danach im ER-Lumen
oder gelegentlich wahrend der Translokation modifiziert: Das Signalpeptid wird durch
die Signalpeptidase entfernt, durch das oxidative Milieu und PDI werden
Disulfidbricken ausgebildet, Proteine werden N-Glykosyliert und Faltungen durch
Chaperone unterstutzt (van Anken und Braakman, 2005; Tu und Weissmann, 2004).

Durch Studien mit Mutanten konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von
Sec61p mit dem Ribosom durch Loop 8 vermittelt wird (Cheng et al., 2005). In
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hoheren Saugern spielt Sec61p (Sbh1 in Hefe) eine Rolle in der Ribosomenbindung
(Levy et al., 2001). Eine weitere Mutante in Loop 6 stort die Ribosomenbindung nicht,
aber den cotranslationalen Transport (Cheng et al., 2005). Von der lumenalen Seite
wird der Sec61p-Kanal durch einen Bereich der TMD2 blockiert (van den Berg et al.,
2004). Dieser sogenannte Plug muss wahrend der Translokation temporar entfernt
werden. Er ist nicht essentiell fur die Vitalitat der Hefe, aber fur eine effiziente
Translokation (Junne et al., 2006).

Interessanterweise existiert fur Tail Anchor (TA) Proteine ein alternativer
posttranslationaler Insertionsmechanismus durch Get1/2/3p (Hefe) in die
ER-Membran (Johnson et al., 2012).

V.3 Die ER-Qualitatskontrolle (ERQC) und die
ER-assoziierte Degradation (ERAD)

Nach der Translokation werden Proteine im ER auf korrekte Faltung und Modifikation
kontrolliert (Vembar und Brodsky, 2008). Die Gesamtheit dieser MalRnahmen wird als
ER-residente Qualitatskontrolle bezeichnet (ERQC; Vembar und Brodsky, 2008).
Proteine, die in dieser Qualitatskontrolle als fehlerhaft erkannt werden, werden in
einem Prozess, der als ER-assoziierte Degradation (ERAD) bezeichnet wird, ins
Cytosol zuruck transportiert und dort durch das Proteasom degradiert (Romisch
2005; McCracken und Brodsky, 1996; Hampton, 2002). Proteine, die erst in spateren
Kompartimenten des sekretorischen Wegs erkannt werden, werden in Vesikel
verpackt und zurick zum ER transportiert (Hsu et al., 1991; Cole et al., 1998). Intakte
Proteine gelangen Uber den sekretorischen Weg zu ihrem Bestimmungsort und
konnen da ihre biologische Funktion aufnehmen (Vembar und Brodsky, 2008).

Ursachen fur das Entstehen von fehlgefalteten Proteinen kdnnen endogene
Faktoren, wie Mutationen, aber auch Hitze, oxidative Schaden oder Deamidierung
des Proteins sein (Lomas und Parfrey, 2004; Goldberg, 2003). In eukaryontischen
Zellen sind ca. 5-30% aller neu translatierten Proteine falsch gefaltet und werden
degradiert (Schubert et al., 2000).

Wie schon erwahnt mussen fehlerhafte Proteine zurlck ins Cytosol exportiert
werden (Romisch, 2005; McCracken und Brodsky, 1996; Hampton, 2002). Fuar
diesen retrograden Transport und die Degradation der Exportsubstrate sind eine
Vielzahl unterschiedlicher Faktoren notwendig: Chaperone der Hsp70-Familie (z. b.
BiP in Saugern bzw. Kar2p in Hefen) und Pdi1p (PDI in Saugern) halten das Substrat
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in einem exportkompetenten Zustand, indem eine Aggregation des Proteins
verhindert wird (Gillece et al., 1999; Kabani et al., 2003). Einige Mutationen in Kar2p
zeigen Defekte in ERAD und unterbinden eine Aggregation von Proteinen nicht mehr
(Plemper et al., 1997; Brodsky et al., 1999; Nishikawa et al., 2005). Lectine (z. b.
EDEM1; ER degradation-enhancing a-mannosidase-like lectins) binden an
Glycanstrukturen und generieren das Signal zum Abbau (Aebi et al., 2010). Proteine
durchlaufen so lange den Calnexin/Calreticulin Zyklus bis sie einwandfrei gefaltet
sind und zum nachsten Kompartiment des sekretorischen Wegs transportiert werden
konnen (McCracken und Brodsky, 1996). Proteine, die nicht glykosyliert werden,
werden durch spezifische Faktoren (z. b. HERP; homoCys-responsive ER-resident
protein) erkannt, kontrolliert und zuletzt an das Proteasom vermittelt (Okuda-Shimizu
und Hendershot, 2007).

Das zuvor erwahnte Kar2p bindet an den lumenalen Loop von Sec63p und
beide sind Bestandteil eines Komplexes aus ER-gebundenen Proteasomen, dem
Sec61-Komplex und ERAD-Faktoren (Ng et al, 2007). Doch weder der
Sec63-Komplex, noch Sec63p selbst sind notwendig fur die Proteasom-Kanal
Interaktion (Ng et al., 2007). Chaperone wie Kar2p, Pdip, Cnelp, Ssalp und Mnllp
spielen eine wichtige Rolle bei der Erkennung fehlerhafter Proteine und beim
Targeting des fehlerhaften Proteins zum Kanal (Nishikawa et al., 2005; McCracken
und Brodsky, 2005).

Auch, wenn einige ERAD-Komponenten identifiziert werden konnten, so wird
die Identitat des Exportkanals weiterhin kontrovers diskutiert. Es existieren eine
Reihe eindeutiger Belege fur eine Schlusselrolle von Sec61p: Einer der ersten
Hinweise war, dass die Assoziation von US2 mit der schweren Kette des
MHC-Klasse |-Komplexes zu einer verlangerten Interaktion mit Sec61p fuhrt und
anschliellend zum Abbau der schweren Kette fuhrt (Wiertz et al., 1996). Die Mutante
sec61-302 (D168G, S179P, F263L, S353C) vermindert die Bindung von
Proteasomen an rekonstituierte Proteoliposomen (Ng et al., 2007). Die Mutanten
sec67-32 und sec67-41 sind in einem in-vitro ERAD-Assay defekt und das
ERAD-Substrat interagiert mit Sec61p (Pilon et al., 1997; Pilon et al., 1998). Die
Punktmutation G341E (sec67-3) sorgt fur einen Defekt in ERAD-L zweier
CPY*-Derivate (OPY* und DPY*; Willer et al., 2008).
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Bisher ist es nicht gelungen Sec61-Mutanten zu isolieren, welche den
Proteinimport ins ER und den Export ins Cytosol voneinander entkoppeln und damit
einen eindeutigen Beweis liefern, dass Sec61p den Exportkanal darstellt.

Ein weiterer Kandidat fur die Rolle des Exportkanals ist Der1p. Eine Deletion
von Derl1p beeintrachtigt die Vitalitat von Hefen nicht, fuhrt aber zu einer
Akkumulation der Carboxypeptidase Y im CHX-Chase (Knop et al., 1996). In einer IP
gegen HERP-Proteine wird Der1p, das 26S-Proteasom und ubiquitinierte Substrate
gefallt (Vembar and Brodsky, 2008). AuRerdem ist ein Szenario denkbar indem
Der1p und Sec61p fur unterschiedliche ERAD-Substrate den Exportkanal darstellen
(Kalies et al., 2005).

Ubiquitin (Ub) ist ein 76 AS grol3es Protein, das in hoheren Eukaryonten und in
vielen Prokaryonten (auller E. coli) vorkommt (Wang et al., 2001; Plemper und Wolf,
1999). Unter Ubiquitinierung versteht man die kovalente Verknupfung des
Ub-C-Terminus mit der a-Aminogruppe eines Lysins (Fliermann et al., 2003; Verma
et al., 2004). Polyubiquitinketten werden durch kontinuierliches Anfugen weiterer
Ub-Monomere an das Lysin4d8 des am weitesten distalen Ubiquitin formiert
(Fliermann et al., 2003; Verma et al., 2004). Anschliellend dissoziiert das Substrat
durch Polyubiquitinierung durch das E4-Enzym Ufd2p und der ATPase-Aktivitat von
Cdc48/p97 bzw. der 19S regulatorischen Partikels von der cytosolischen Seite der
ER-Membran (Jarosch et al., 2002; Fliermann et al., 2003).

AnschlieRend wird das ubiquitinierte ERAD-Substrat zum Proteasom geleitet,
dort deubiquitiniert, durch PNGasen (Protein-N-Glykanase) deglykosyliert und
anschlie3end dem proteolytischen Kanal zugefuhrt (Romisch, 2005).

Das Proteasom ist ein 2.4 MDa grol3er Komplex bestehend aus einer 20S
katalytischen Partikel und einem 19S regulatorischen Partikel (Goldberg, 2003).
Letzterer vermittelt das Entfalten und die Weiterleitung des Substrats an die 20S
katalytische Untereinheit durch seine AAA-ATPase Domanen (Goldberg, 2003).

In Hefen kdnnen drei verschiedene ERAD-Wege definiert werden (Vashist and
Ng, 2004; Vembar and Brodsky, 2008): (i) ERAD-L erkennt Proteine mit Lasionen im
lumenalen Bereich. Fur die Erkennung zustandig sind Yos9 und Kar2p (Willer et al.,
2008). Anschliel’end wird das defekte Protein zum Hrd1p-Komplex (Hrd1p, Hrd3p,
Usa1p und Der1p) transferiert und durch die E3-Ligase Hrd1p ubiquitiniert (Willer et
al., 2008). Die Ubiquitinierung findet im Zusammenspiel mit einem
E2-Ub-Konjugierenden Enzym, Ubc7p, statt, das durch Cuel1 in der Membran
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verankert ist (Willer et al., 2008). Aul3erdem sind Sec12 und Sec18 wichtig, die den
Transport von transmembranen Modellproteinen zum Golgi-Apparat ermadglichen,
aber nicht fur den mutierten Vorlaufer des Ioslichen Mating-Pheromon a (Vashist et
al.,, 2001; Vashist und Ng, 2004). (ii) ERAD-M erkennt Lasionen innerhalb von
Transmembrandomanen und nutzt die gleichen Proteinkomplexe wie ERAD-L
(Vembar und Brodsky, 2008). Die Detektion der Lasion selbst ist bis heute nicht
geklart. Hrd1p spielt eine entscheidende Rolle und kann mit seiner
Transmembrandomane zwischen ERAD-L und ERAD-M Substraten unterscheiden
(Sato et al., 2009). (iii) ERAD-C erkennt Lasionen in cytoplasmatischen Domanen
von Transmembranproteinen durch cytoplasmatische Hsp70 und Hsp40 Chaperone
(Ravid et al., 2006). Fehlerhafte Proteine werden dann durch die E3-Ub-Ligase
Doa10p ubiquitiniert (Ravid et al., 2006). Welches Protein fur die Lasionsdetektion
zustandig ist, ist noch unklar. Cuelp ist essentiell fur ERAD-C (Vashist und Ng,
2004).

Am Ende der drei moglichen ERAD-Wege rekrutiert Ubx2p den
Cdc48p-Ufd1p-Npl4p-Komplex zur zytoplasmatischen Seite der ER-Membran, der fur
einige Substrate essentiell fur die Retrotranslokation ist (Ye et al., 2003). Fir einige
andere Substrate ist nur das Proteasom notwendig (Lee et al., 2004). Neben Yos9
existieren weitere wichtige Faktoren fur ERAD, namlich HERP (homoCys-responsive
ER-resident protein) bzw. Usa1p in Hefe, Hrd1 selbst und EDEMs (Ng et al., 2007;
Carvalho et al., 2006; Carroll und Hampton, 2010; Johnson und van Waes, 1999).
Das Proteasom bindet direkt an den Sec61-Kanal und diese Bindung wird durch die
zuvor erwahnte vierfach Mutante sec67-302 inhibiert (Ng et al., 2007).

Proteine mussen auf korrekte Faltung uUberpruft werden, da sie sonst mit den
funktionsfahigen Proteinen um Substrate, Kofaktoren oder Interaktionspartnern
konkurrieren (Plemper und Wolf, 1999; Dobson und Ellis, 1998). Fehlgefaltete
Proteine tendieren auRerdem dazu Aggregate zu bilden, die toxisch fur die Zelle sein
konnen (Plemper und Wolf, 1999; Dobson und Ellis, 1998). Ausfalle in der
Degradation fehlgefalteter Proteine fuhren zu Krankheiten, wie Diabetes,
a1-Antitrypsin, schweren Anamien und Alzheimer (Lloyd et al., 2010, Lukacs und
Verkman, 2012, Lomas und Parfrey, 2004, Goldberg, 2003).

Der Loop 4 von Sec61 verknupft die beiden Transmembrandomanen 4 und 5,
weshalb strukturelle Veranderungen in diesem Loop durch Bindung eines
temporaren Interaktionspartners dazu fuhren konnte, dass der N- und/oder der
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C-Terminus eine Bindestelle fur das Proteasom bereitstellt (Ng et al., 2007). Das
Proteasom und das Ribosom konkurrieren um die gleiche Bindestelle in der
ER-Membran (Kalies et al., 2005; Ng et al., 2007). Die Bindung selbst wird vermittelt
von der 19S-Base des 19S regulatorischen Partikels und ist ATP-abhangig (Kalies et
al., 2005).

V.4 CPY*, KHN, KWW, Deg1:Sec62p und ERAD

Das Gen Prc1 kodiert fur die inaktive prapro-Form einer vakuolaren Serin-Protease,
die auch als Carboxypeptidase Y (CPY) bezeichnet wird (Valls et al., 1987; Wolf und
Fink, 1975). N-terminal befindet sich ein 20 AS langes Signalpeptid, gefolgt von
einem Vakuolen-Targetingsignal mit der charakteristischen Aminosauresequenz
»,QPRL" und einem 91 AS langem Propeptid (Abbildung 3; Valls et al., 1987; Jung et
al., 1999). Darauf folgt die 421 AS lange Carboxypeptidase Y (Jung et al., 1999).
Beim Eintritt ins ER-Lumen wird das Signalpeptid vom Prapropeptid abgespalten,
das Propeptid N-glykosyliert und Disulfidbricken ausgebildet (p1CPY; Valls et al.,
1987; Jung et al., 1999). Im Golgi-Apparat wird das Propeptid N-acetylgucosaminiert
und danach mannosyliert, Dabei erhoht sich das Molekulargewicht von 67 kDa auf
69 kDa (p2CPY; Abbildung 3; Valls et al., 1987; Jung et al., 1999). Beim Eintritt in die
Vakuole wird das Vakuolen-Targetingsignal abgespalten und das Molekulargewicht
des reifen CPY erniedrigt sich auf 61kDa (mCPY; Abbildung 3; Jung et al., 1999).

Eine Mutation in der Nahe des katalytischen Zentrums (prc7-1) befindet sich an
Position G255R und fuhrt zur einer mutierten Variante von CPY, dem sog. CPY*
(Finger et al., 1993). Diese Mutation induziert Fehlfaltungen und fuhrt zur Erkennung
von CPY™ durch die Komponenten der ERQC und schliel3lich zu einem Abbau durch
ERAD (Finger et al., 1993, Hiller et al., 1996).
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Abbildung 3: Topologische Darstellung, der in dieser Arbeit verwendeten ERAD-Substrate. A CPY
unterliegt in den unterschiedlichen Kompartimenten des sekretorischen Wegs verschiedenen
Modifikationen, wodurch mehrere Zustande unterscheidbar sind (ppCPY im ER, pCPY im Golgi-
Apparat und das reife CPY oder mCPY in der Vakuole). Durch die Glykosylierung von pCPY im ER-
Lumen migriert dieses langsamer als ppCPY. B KHN (grau; links) und KWW (Mitte) sind eng
miteinander verwandt und unterscheiden sich nur durch die transmembrane und cytoplasmatische
Doméane von Wsc1p (blau) in KWW. Beide sind bekannte ERAD-L-Substrate. Deg1:Sec62p (rechts)
ist ein ERAD-Substrat, dass zweimal die Membran durchdringt und N-terminal mit einer
Degradationssequenz fusioniert ist. Sp= Signapeptid, VTS= Vakuolen Targeting Signal, gelbe Sterne=
Glykosylierungstellen, N= N-Terminus, C= C-Terminus

KHN ist ein artifizielles Fusionsprotein bestehend aus der Signalsequenz von Kar2p
fusioniert an die Ectodomane der Neuraminidase des Simian Virus 5 (Vashist und
Ng, 2004). Es lokalisiert im ER-Lumen und wird Uber den ERAD-L Weg degradiert
(Vashist und Ng, 2004). KWW ist ein chimares, transmembranes ERAD-Substrat und
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besteht auf lumenaler Seite aus KHN und auf transmembraner und cytosolischer
Seite aus Wsc1p (Vashist und Ng, 2004). Wscl1p ist ein nicht essentielles
transmembranes Signalprotein, das in der Typ [-Orientierung vorliegt (Abbildung 3,
Lodder et al., 1999; Vashist und Ng 2004; Vashist et al., 2001). KHN und KWW
werden nach dem ER weiter O-glykosyliert (Vashist et al., 2001).

Durch die Fusion der Degradationssequenz Deg1 an den N-Terminus von
Sec62p entsteht ein weiteres ERAD-Substrat, Deg1:Sec62p (Abbildung 3, Deshaies
und Schekman, 1989). Deg1:Sec62p liegt in SDS-Gelen in zwei Formen vor, einer
unglykosylierten und einer langsamer migrierenden glykosylierten Form (Scott und
Schekman, 2008). An den C-Terminus von Deg1:Sec62p wurde ProtA fusioniert
(Scott und Schekman, 2008). Der cytosolische N-Terminus von Deg1:Sec62p
beinhaltet eine N-Glykosylierungsstelle, die ins ER-Lumen hineinragt und modifiziert
wird, wahrend die beiden TMD in der Lipiddopelschicht inseriert sind (Rubenstein et
al., 2012). Solche Proteine blockieren den Sec61-Kanal und werden durch ERAD
beseitigt (Rubenstein et al., 2012).

V.5 Die Unfolded Protein Response (UPR)

Storungen im kontrollierten Abbau fehlerhafter Protein fUhren zu einer Aggregation
und Akkumulation toxischer Proteine im ER-Lumen (Paschen und Mengesdorf,
2005). Um dieser Toxizitat entgegen zu wirken, reagiert die Zelle mit entsprechenden
Gegenmalnahmen, wie der gesteigerten Synthese von ER-Membranen,
Chaperonen uvm (Lee, 1992; Bertolotti et al., 2000). Diese MaRnahmen stehen am
Ende einer Signalkaskade, der sogenannten Unfolded Protein Response (UPR). In
Saugern existieren drei unterschiedliche Wege: (i) der ATF6- Weg, (ii) der
PERK-Weg und, der einzige auch in Hefe verbreitete, (iii) IRE1-Weg (Chakrabarti et
al., 2011; Gardner et al., 2013).

Ire1p detektiert ER-Stress durch einen noch nicht geklarten Mechanismus, aber
mehrere Szenarien sind denkbar: (i) Kar2p dissoziiert von der lumenalen Domane
von Ire1p, sobald der Bedarf an Kar2p durch eine Akkumulation fehlgefalteter
Proteine im ER Uberhand nimmt (Chakrabarti et al., 2011). (ii) Ire1p erkennt die
fehlgefalteten Proteine direkt und beginnt mit der Autophosphorylierung sobald diese
einen Grenzwert Uberschreiten (Chakrabarti et al., 2011). Sobald Kar2p vom
Ire1p-Rezeptor dissoziiert ist, dimerisiert und oligomerisiert dieser und
autophosphoryliert anschlieRend in-frans (Bertolotti et al., 2000). Die cytosolische
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Domane aktiviert dann ihre Ribonuklease-Aktivitat, schneidet die Hac1-pra-mRNA
und entfernt ein Intron (Cox und Walter 1996; Sidrauski und Walter 1997). Die beiden
MRNA-Exons werden dann durch die tRNA-Ligase RIg1p/Trl1p ligiert und translatiert
(Chakrabarti et al., 2011). In Saugern konnte gezeigt werden, dass das Spleil’en des
Xbp1-ORF (dem Sauger-Homolog von Hac1p) zur Folge hat, dass eine hydrophobe
Region nicht mehr translatiert wird und aus dem transmembranen Xbp1p das Iosliche
und kerngangige Xbp1p resultiert (Yanagitani et al., 2011). Der entstandene
Transkriptionsfaktor aktiviert im Nukleus Gene, die zu einer Reduktion der Proteinlast
im ER fuhren, oxidativem Stress vorbeugen und Oberflachenproteine verstarkt
exprimieren (Mori et al., 2000; Ruegsegger et al., 2001; Kimata et al., 2006). Diese
Gene sind unter der Kontrolle des sogenannten Unfolded Protein Response Element
(UPRE), eines Promoters an den das Xbp1p bindet und die Transkription startet
(Mori et al., 1996; Mori et al., 1998).

V.6 Proteinmodifikationen: N-Acetylierung und
Ubiquitinierung

Die N-Acetylierung ist eine ubiquitar verbreitete Modifikation, bei der die Acetylgrupe
eines Acetyl-CoA auf die a-Aminogruppe der zu modifizierenden Aminosaure
transferiert wird (van Damme et al., 2011). Die N-Acetylierung erfolgt sobald 20-50
AS des Proteins vom Ribosom translatiert wurden (Polevoda und Sherman, 2000).

In S. cerevisiae existieren vier unterschiedliche N-Acetyltransferasen, die in
ihrer Substratspezifitdt eindeutig voneinander unterschieden werden konnen (Mullen
et al., 1989; Polevoda et al., 1999; Polevoda et al., 2009; Park und Szostak, 1992).
Der NatA-Komplex besteht aus Nat1p, NatSp und Ard1p und acetyliert Substrate mit
der Aminosaureabfolge M[S/G/A/T/C/P/V] an Position 2 der Polypeptidkette (Mullen
et al., 1989; Park und Szostak, 1992). Nat1p verankert die beiden anderen
Untereinheiten am Ribosom und richtet den translatierten N-Terminus derart aus,
dass Ard1p die Aminosaure an Position 2 acetylieren kann nachdem das
endstandige Met durch die Methionin-Aminopeptidase abgespaltet wurde (Gautschi
et al., 2003). In S. cerevisiae existieren zwei Aminopeptidasen, Map1p und Map2p,
deren gleichzeitige Deletion zum Zelltod fuhrt. Zellen mit nur einer Deletion in Map1p
oder Map2p sind aber vital. Das Entfernen des endstandigen Methionins ist somit

essentiell im Leben einer Zelle (Li und Chang, 1995).
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Der NatB-Komplex besteht aus dem katalytischen Nat3p und Mdm20p und
katalysiert die Acetylierung des N-Terminus von Proteinen mit der
Konsensussequenz M[M/D/N/E] (Polevoda et al., 2009). Der NatC-Komplex besteht
aus Mak3p, Mak10p und Mak31p und erkennt Termini, die der M[I/L/T/F] Sequenz
genugen (Tabelle 1, Tercero et al., 1992 und 1993; Tercero und Wickner, 1992). Die
drei katalytischen Untereinheiten kdnnen auch noch in einem zweiten gemeinsamen
Komplex identifiziert werden, dem NatD-Komplex, dieser ist verantwortlich fur
bestimmte NatA-Sonderfalle in Abhangigkeit weiterer Aminosauren upstream
(Polevoda et al., 1999; Hole et al., 2011). In hoheren Eukaryonten existieren

aullerdem der NatE und der NatF-Komplex (van Damme et al., 2011).

Tabelle 1: Die Acetylierung in S. cerevisiae ist sequenzspezifisch. Die Aminosaure nach dem initialen
Methionin bestimmt welcher N-Acetylierungskomplex die N-Acetylierung Ubernimmt. Der NatA-
Komplex acetyliert kleine Aminosauren (S, A, G, T, C, V), NatB acetyliert basische Aminosauren (E,D,
N) und NatC groRe hydrophobe Aminosauren (I, L, W, F). Im Falle von NatA wird zuerst das Iniitiator-
Met durch MAP1 oder MAP2 entfernt (Polevoda et al., 2009).

AS an Position 2 acetylierender MAP1/2-Aktivitat
NAT-Komplex

Ser, Ala, Gly, Thr, Cys, NatA/NatD ja

Val

Met-Glu, -Asp, -Asn NatB nein

Met-lle, -Leu, -Trp, -Phe NatC nein

Im Falle des NatA ist das Entfernen des endstandigen Methionins notwendig.
Dagegen sind NatB und NatC auf das Abspalten des Methionins nicht angewiesen
und acetylieren das endstandige Methionin (van Damme et al., 2011).

Mehr als die Halfte aller Proteine in Hefe und ca. 80% der humanen Proteine
werden N-acetyliert, dennoch ist die Funktion dieser Modifikation nicht naher
beschrieben (Driessen et al., 1985). Entgegen der weit verbreiteten Meinung, dass
die N-Acetylierung ausschlielBlich der Stabilitat von Proteinen dient, wurde in
aktuellen Publikationen gezeigt, dass die N-Acetylierung noch weitere physiologische
Funktionen besitzt: Die N-Acetylierung beeinflusst die (i) Actin-Tropomyosin
Interaktion und die Myosin-Motoraktivitat in Muskelgewebe, (ii) den CPY-Inhibitor
Tfs1, sodass dieser seine Aktivitat entfalten kann und CPY inhibiert (Arnesen, 2011;
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van Damme et al., 2011). Der Verlust der N-Acetylierung am N-Terminus der (iii)
NADP-spezifischen Glutamat-Dehydrogenase aus Neurospora crassa fuhrt zur
thermalen Instabilitdét (Arnesen, 2011). Im Bereich der Proteinsekretion konnte
gezeigt werden, dass die (iv) GTPasen Arl3p und Grh1p durch NatC acetyliert
werden und nur dann ein Targeting zum Golgi korrekt ablauft (Arnesen 2011; van
Damme et al., 2011). Mak3p acetyliert auRerdem ein Hullprotein des (v) L-A-Virus
und ermoglicht damit die Assemblierung der Virushulle in S. cerevisiae (Arnesen
2011; van Damme et al., 2011; Tercero und Wickner, 1992).

AuRerdem steht die N-Acetylierung in direkter Konkurrenz — zur
Signalpeptiderkennung und konnte damit ein Signal zur cytosolischen Retention
darstellen (Forte et al., 2011). Fir Proteine mit einem Signalpeptid fur den
cotranslationalen Transport und einem Signal zur N-Acetylierung wurde keine
Retention im Cytosol beobachtet vermutlich weil das SRP mit den NATs konkurriert
(Forte et al., 2011).

V.7 N-Degrons und Proteinstabilitat

Diejenigen Bestandteile von Proteinen, die zu einer Instabilitdt des Proteins fuhren,
werden als Degradationssignale oder Degrons bezeichnet (Varshawsky 1991).

Werden B-Galaktosidasevarianten mit  verschiedenen N-terminalen
Aminosauren in S. cerevisiae exprimiert, so zeigen sich Veranderungen der
Degradationsrate der Fusionsproteine (Bachmair et al., 1986). Der Einfluss der
N-Termini auf die Stabilitat von Proteinen ist als sog. ,N-end rule Pathway“ bekannt
und die verantwortlichen Proteinbereiche im N-Terminus werden als N-Degrons
bezeichnet (Varshawsky, 1996; Bachmair et al., 1986).

Ein N-Degron =zeichnet sich durch 2 Eigenschaften aus: (i) eine
destabilisierende  Aminosaure am N-Terminus und (ii) ein internes Lysin zum
Anfugen einer Polyubiquiinkette (Bachmair und Varshawsky, 1989; Dohmen et al.,
1994; Varshawsky, 1997). Die N-Degrons werden in drei unterschiedliche
hierarchische Klassen eingeteilt: (i) tertiare Degrons (Asn und GIn) werden durch
N-terminale Amidasen (Nt-Amidasen) deaminiert und in (ii) sekundare Degrons (Glu
und Asp) Uberfuhrt um anschlielend durch die Arg-tRNA-Transferase oder
R-Transferase argyniliert zu werden (Varshawsky, 1997). Daraus resultierende
Proteine besitzen nun ein endstandiges Arg und gehoren zur Klasse der (iii) primaren
Degrons (Varshawsky, 1997). Diese werden durch E3-Ligasen (oder auch
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N-Recognine) erkannt (Bartel et al., 1990). In Bakterien existieren auf3erdem noch
Phe bzw. Leu-Transferasen, die freie Arg und Lys-Enden modifizieren (Shrader et al.
1993).

In S. cervisiae wird N-Recognin durch das UPR1-Gen kodiert und ist ein
225 kDa groRes Protein, das destabilisierende N-Termini erkennt (Bartel et al., 1990;
Varshavsky, 1996). Dies betrifft, neben Enden mit Arg, auch diejenigen mit Phe, Leu,
Trp, Tyr, lle, Arg, Lys oder His (Bartel et al., 1990, Varshavsky, 1996).

Die destabilisierenden Enden kdnnen in zwei biochemische Gruppe unterteilt
werden: (i) basische Enden mit Arg, Lys oder His und (ii) gro3e hydrophobe Enden
wie Tyr, Phe, lle, Leu oder Trp (Varshawsky, 1997). Fur beide Gruppen existieren in
N-Recogninen aus Hefen unterschiedliche Bindestellen, die ohne die andere zu
beeinflussen mutiert werden konnen (Varshawsky, 1997).

Vor kurzem wurde eine neue Form der Degrons identifiziert, die in engem
Zusammenhang mit der N-Acetylierung steht (Hwang et al., 2010). Eine bestimmte
Subpopulation von N-acetylierten Proteinen wurde von Doa10p erkannt und mit
Ubiquitin markiert (Hwang et al., 2010). Hwang et al. (2010) vermuten sogar eine
weitere Form der Qualitatskontrolle um korrekte Faltung zu gewahrleisten. In diesem
Szenario wurden die N-terminalen Enden der Proteine schnell falten oder mit
Chaperonen der Hsp90-Familie interagieren und das Protein stabilisieren, selbst
wenn die N-terminale Aminosaure laut N-end rule destabilisierend wirken wirde
(Hwang et al., 2010).

Bei einer Verlangsamung der Faltung des N-terminalen Bereichs durch
Oxidation, Hitze oder eine Mutation wird der N-Terminus nicht mehr acetyliert und
das Protein durch Ub-Ligasen, wie Doa10p, erkannt und schneller abgebaut (Hwang
et al., 2010).

V.8 Die unterschiedlichen Klassen prokaryontischer
Signalpeptide und der bakterielle Translokations-
komplex

In E. coli werden Proteine mit klassischen Signalpeptiden Uber einen heterotrimeren,

integralen Membranproteinkomplex transportiert (SecYEG), unterstutzt durch die

ATPase SecA und dem Chaperon SecB (Driessen und Nouwen, 2008). SecB

unterbindet eine verfrihte Faltung des neu synthetisierten sekretorischen Proteins,

dass durch Hilfe von SecA durch den SecYEG-Kanal unter Verbrauch von ATP

transloziert wird (Economou und Wickner, 1994). Ein typisches Signalpeptid ist 21
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bis 23 Aminosauren lang und besteht aus einer N-, einer H- und einer C-Domane
(von Heijne, 1983 und 1985). Die N-Domane am Aminoterminus ist nettopositiv
geladen und enthalt mindestens ein Ala oder Lys (von Heijne, 1983 und 1985). Der
N-Domane folgend befindet sich die H-Domane, die aus einer Abfolge hydrophober
Aminosauren besteht, dem sogenannten hydrophoben Kern (von Heijne, 1983 und
1985). Die carboxyterminale C-Doméane beinhaltet die Signalpeptid-Spaltstelle und
eine Vielzahl polarer Aminosauren (von Heijne, 1983 und 1985). Entscheidend fur
die Orientierung innerhalb des Translokationskanals ist die Ladungsverteilung auf
beiden Seiten der H-Domane (von Heijne, 1986). Der hydrophobe Kern selbst wird
benétigt fir Offnung des Kanals und interagiert dabei mit hydrophoben Aminoséuren
im kontraktilen Ring (Beltzer et al., 1991).

Das Tat-Translokationssystem (Twin-Arginin-Transporter) von E. coli ist ein 600
kDa groRRer Transmembrankomplex, der hauptsachlich mit Redoxproteinen
interagiert, die es dann im gefalteten Zustand uber die Membran transportieren kann
(Berks et al., 2000; Berks, 1996). Inren Namen erhielten Tat-Signalpeptide durch die
beiden Arginine des RRXFLK-Motiv (Lee et al., 2006). Tat-Signalpeptide sind
signifikant langer als konventionelle Signalpeptide (Lee et al., 2006). Die meisten der
zu transportierenden Proteine assemblieren mit Cofaktoren innerhalb der Zelle bevor
sie durch die Tat-abhangige Translokation Uber die Membran transportiert werden
(Berks et al., 2000; Berks 1996).

Fur die Signalpeptide von Lipoproteinen charakteristisch ist die sogenannte
Lipobox Konsensussequenz [LVI/ASTG/GA/C] (Juncker et al., 2003). Das terminale
Cystein wird anschlielfend mit einem Lipid modifiziert und ist, nach der Abspaltung
durch die Signalpeptidase, die erste Aminosaure des reifen Proteins (Hantke und
Braun, 1973). Obwohl die meisten Lipoproteinsignalpeptide Uber den Sec-Weg
transportiert werden, gibt es Hinweise, dass einige wenige Lipoproteine Uber den
Tat-Weg transportiert werden (Dilks et al., 2005). Signalpeptide der Lipoproteine sind
geringfugig kurzer als konventionelle Signalpeptide, wegen der kurzeren N- bzw.
H-Domane (19-20 Aminosauren; von Heijne, 1989).

V.9 Die Insertion von Transmembranproteinen

Eine weitere Funktion des SecYEG-Komplex und seiner Homologe ist die Insertion
von Transmembranproteinen in die Lipiddoppelschicht (Urbanus et al., 2001; Kocik et
al., 2012). Proteine durchspannen die Membran mit ihrer Transmembrandomane, die
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aus einer Abfolge von 20 hydrophoben Aminosauren besteht (Bretscher und Munro,
1993). Wichtig fur die Orientierung innerhalb der Membran sind die Ladungen, die
die erste Transmembrandomane umgeben, so besagt die ,positive-inside rule®, dass
eine Transmembrandomane sich in einer Form ausrichtet in der das nettopositive
Ende im Cytoplasma lokalisiert ist (von Heijne, 1989).

Die Orientierung der ersten Transmembrandomane bestimmt dann die
Orientierung  der  nachfolgenden  Transmembrandomanen in  mehrfach
durchspannenden Membranproteinen (Beltzer et al., 1991; Heijne, 1986). Die Lange
und die durchschnittliche Hydrophobizitat der Transmembranproteine sind wichtige
Faktoren fur die Insertion in die Membran (Saaf et al., 1998). Die stufenweise
Integration des mehrfach  durchspannenden  Membranproteins in  die
Lipiddoppelschicht  bringt eine enge Wechselwirkung der hydrophoben
Transmembrandomanen mit den umgebenden Lipiden mit sich (Wang et al., 2002;
Dowhan und Bogdanov, 2009). Die umgebende Lipidzusammensetzung bt einen
Einfluss auf die Proteintranslokation aus (Wang et al., 2002; Dowhan und Bogdanov,
2009).

Verantwortlich fiir die laterale Offnung in SecYEG ist der gemeinsame Bereich
von TM2/3 und TM7/8 (van den Berg et al., 2004).

Der teilweise geoffnete Zustand wird induziert durch die Bindung von
zytosolischen Faktoren, wie SecA und ermdglicht die Bindung der Signalsequenz an
die Signalsequenzbindestelle innerhalb des Translokationskanals (Zimmer et al.,
2008). Im vollstandig offenen Zustand ist der Spalt zwischen den beiden Halften von
TM2/3 und TM7/8 grold genug um die Freisetzung einer a-Helix zu gewahrleisten
(van den Berg et al., 2004).

V.10 Anpassung psychrophiler Organismen an ihre
Umgebung

Wahrend der Evolution mussten sich Prokaryonten an eine Reihe extremer
Bedingungen anpassen: Sie tolerieren niedrige und hohe pH-Werte (azidophil und
alkaliphil), hohe Salzkonzentrationen (halophil) oder hohe Zuckerkonzentrationen
(osmophil) und sehr trockene Habitate (xerophil; Sellek und Chaudhuri, 1999;
Mesbah und Wiegel, 2008). Prokaryonten bevdlkern sehr hohe und sehr niedrige
Temperaturen (thermophil bzw. psychrophil; Sellek und Chaudhuri, 1999).
Psychrophile Organismen, die nicht auschliel3lich auf Prokaryonten beschrankt sind,
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mussten Wege finden um ein Einfrieren ihrer Membranen oder ihres Blutes zu
verhindern (Romisch und Matheson 2003). Dazu wurden Hitzeschock-Antworten bei
niedrigen Temperaturen induziert und strukturelle Veranderungen ihrer Enzyme und
ihres Cytoskeletts etabliert um die Funktion in der Kalte zu gewahrleisten (Romisch
und Matheson 2003). Weiterhin mussen psychrophile Organismen in der Lage sein
zellulare Prozesse wie die Proteinbiosynthese und die DNA-Replikation bei
Temperaturen aufrechtzuerhalten, die in mesophilen Organismen zu einem Arrest
fuhren (Romisch und Matheson 2003; Clark et al., 2004).

Zellbiologie in der Kalte wird immer wichtiger im Bereich der polaren
Forschung. Die Proteinsekretion ist in allen Organismen einer der essentiellsten
Prozesse und ist besonders interessant in Anbetracht der Tatsache, dass
Proteintranslokation Uber ihre Membranen auch dann noch bei Temperaturen
moglich ist, die zu einem Stopp des Transports in herkdbmmlichen Hefen oder
Saugerzellen fuhren (Romisch et al., 2003). Diese bestandige Funktion spricht fur
Adaptionen der Proteintranslokationsmachinerie und Translokationssignalen in der
Kalte (Romisch und Matheson, 2003). In vorangegangenen Arbeiten wurden die
Sec61p Homologe aus verschiedenen psychrophilen Eukaryoten analysiert und
geringe Aminosaure Unterschiede festgestellt, die moglicherweise das Resultat einer
Anpassung an die extreme Kalte sind (Romisch et al., 2003).

Die relative Starke der hydrophoben und elektrostatischen Interaktionen andert
sich in der Kalte (Baldwin, 1986). Letztere werden starker wohingegen die zuerst
genannten schwacher werden (Baldwin, 1986). Fur losliche Proteine ist bekannt,
dass kalte-adaptierte Enzyme oftmals weniger Salzbricken ausbilden und
hydrophobe Aminosauren auf ihrer Oberflache exponieren, die in Mesophilen
innerhalb des Enzyms vorliegen wirden (Fields und Somero, 1998; Russel, 2000;
Gianese et al., 2001; Leiros et al., 2000; Petrescu et al., 2000).

Da Signalpeptide strukturell und funktionell konserviert sind zwischen
Eukaryonten und Prokaryonten, wurden in dieser Arbeit die Genome mehrerer
Gram-negativer Bakterien bioinformatisch untersucht, um Anpassungen der

Signalpeptide und Transmembrandomanen an die extreme Kalte zu identifizieren.

V.11 Bekannte Mutationen in Sec61-Homologen

Eine Reihe von Punktmutationen in Sec61p und Homologen ist bekannt fur ihre
Auswirkungen auf die Translokation. Da einige Mutationen auf ihre Exportkompetenz
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uberpruft werden, sollen an dieser Stelle diejenigen Mutationen vorgestellt werden,
die fur diese Arbeit wichtig sind.

In E. coli wurde eine Vielzahl von Mutationen in SecY (PrlA) charakterisiert, die
Effekte auf die Translokation haben. Eine dieser Mutationen (pri4a-1: F286H in
E. coli bzw. sec61F311Y in S. cerevisiae) wurden in dieser Arbeit auf ihre
Exportkompetenz ~ untersucht. Prl4a-1 fuhrt zu einem  Stopp der
Staphylokoccuskinase Prozessierung und liegt in S. cerevisiae in Loop 7 (Sako,
1991). Die Mutation P40S liegt im N-Terminus von SecY aus E. coli und zeigt
moderate Defekte im Proteinexport von OmpA (lto et al., 1989). In S. cerevisiae
wurde die Homologe Mutation P50S etabliert und auf ERAD-Defekte untersucht.

Die Mutation M450K liegt in TMD10 und ist Bestandteil des kontraktilen Rings
(Junne et al. 2007). Sie zeigt keinen Einfluss auf den posttranslationalen oder den
cotranslationalen Import, nimmt aber Einfluss auf die Topologie eines
CPY-LacZ-Fusionsproteins mit einem H1-Signalanker (Junne et al., 2007). In SecY
existiert eine verwandte Mutation 408N (prlA4 und prlA6) die den Status des
kontraktilen Rings destabilisiert (de Keyzer et al., 2002; Smith et al., 2005; Emr et al.,
1981). In dieser Arbeit wurde, in Anlehnung an beide Mutanten, die Mutation M450N
etabliert und auf ERAD-Defekte untersucht.

Mause wurden mit Ethylnitrosurea mutagenisiert und auf Hyperglykamie
gescreent. In diesem Screen wurde eine Mutation entdeckt (Y344H), deren
Symptome durch Sec67a71 (dem Mause-Homolog zu SEC61) unterdruckt werden
konnten (Lloyd et al., 2010). Diese Mutation fuhrt in B-Zellen der Maus zur Apoptose
und zur verminderten Insulinsekretion (Lloyd et al., 2010). Dieser Phanotyp
entspricht weitestgehend dem vom Immunsystem induzierten Typ-Il-Diabetes (Lloyd
et al., 2010). In der Maus konnte kein Effekt der Mutation auf Faltung, Transport oder
Qualitatskontrolle abgleitet werden (Lloyd et al., 2010). In HelLa-Zellen fuhrt die
Mutation Y344H in Sec61a auRerdem zu einem ungewollten Ca?*-Efflux (Schauble et
al., 2012).
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VI. Material und Methoden

VIA1 Gerate

BioradPowerPac HC; -1000 Biorad

Autoklav Systec

BeadBeater Biospec Products

Blotting-System Trans-Blot Cells Bio-Rad laboratories

DNA-Gelelektrophorese-System Lifetechnologies Horizon 58

Elektronische Pipettierhilfe Hirschmann Laborgerate

Entwicklermaschine AGFA

Geltrockner BioRad

Homogenisator Potter Eurostar Power B

Hyperkassette Amersham pharmacia biotech;
GE Healthcare

Inkubator 30°C Innova New Brunswick Scientific Edison NY,
USA

Inkubator 37°C Haereus

Magnetruhrer Neolab

Mikroskop Leitz Wetzlar

PCR-Cycler Peqgstar 2 x gradientPeqlab;
Robocycler Gradient 96 Stratagene

pH-Meter Denver Instruments

Phosporplatten GE Healthcare

Photometer Amersham Biosciences

Pipettensatz 2, 20, 200, 1000 Gilson

Rotationsrad Neolab

Schdttler Rotatest Shaker Luckham

SDS-Gelelektrophorese XCellSureLock® Mini-Cell Invitrogen life
technologies

Thermomixer Eppendorf Thermomixer compact

Trockenschrank Heraeus

Typhoon: Phosphorimager GE Healthcare

Vakuumverdampfer Eppendorf concetrator plus

Vortexer Marienfeld;
Scientific industriesVortex Genie

Waage Sartorius

Wasseraufbereiter Milipore

Zahlkammer Neubauer

Zentrifugen

MiniSpin Eppendorf

Tischzentrifuge kuhlbar Eppendorf centrifuge 5415R

Tischze_:ntrifuge _ Sigma 2-168

PCR-Tischzentrifuge Neolab
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Sorvall Sorvall Evolution RC
Ultrazentrifuge Optima L-90K BeckmanCoultier
Kahlzentrifuge Sigma 4K15

VIi.2 Verbrauchsmaterialien

Minipraparation (Invisorb Spin Plasmid Mini Two)
Maxipraparation (GenElute™ HP Plasmid Maxiprep Kit)
Kryotubes

Objekttrager Super premium microscope slides
Nitrozellulose

Pipettenspitzen (Premium Tips)

Rontgenfilme Medical X-Ray Films

Chromatographie-Papier (Whatman™)

Falcons 15 ml, 50 ml
Quarzkivette105.202.008-QS
Sterilfiltrationsapparaturen 250 bzw. 500 ml
Serologische Einwegpipetten 5, 10, 25 ml
Einweg Kuvetten 1ml

SterilfilterFiltropurSplus 0,2

Petrischalen

Reagiergefalde 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml, PCR-Tubes

Kanulen 0,6 x25 mm; 0,9 x 40 mm

Handschuhe: Latex; Nitril
Spritzen 30 ml, 50 ml
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Sigma lifescience
Corning

BDH

BioRad

Biozym

Fuiji

GE Healthcare UK
Limited

Greiner
Hellma
NALGENE Labware

Sarstedt

Sterican, Braun

VWR



VI3 Chemikalienliste

DEPC, SDS, Ampicillin, Tunicamycin, Lachssperma-DNA

Casaminosauren, Hefeextrakt, Pepton, Yeast Nitrogen Base
with/without ammonium

Proteinmarker All Blue
AEBSF, Cycloheximid, Digitonin (High Purity)

DNA-Marker 1kb GeneRuler, Proteinmarker PageRuler
ATP, dATP, dGTP, dCTP, dTTP
Trypton

Protein A-Sepharose

Agarose, electrophoresis grade
Mops 20x Electrophorese Puffer

Methionin-Cystein-Promix (*°S)
Trypsin (Sequencing grade)
Protease-Inhibitor-Cocktail

Ethidiumbromid, Hefeextrakt, Pepton aus Casein, Triton-
X100

Aminosauren:

Adenin, L-Alanin, L-Arginin, L-Asparagin, L-Aspartat, L-
Cystein, L-Glutamin, L-Glutamat, L-Glycin, L-Histidin, Myo-
Inositol, L-Isoleucin, L-Leucin, L-Lysin, L-Methionin, para-
Aminobenzoesaure, L-Phenylalanin, L-Prolin, L-Serin, L-
Tryptophan, L-Threonin, L-Tyrosin, Urazil, L-Valin

Bromphenolblau, D(+) Glukose, DMSO, EDTA, DTT,
Glassperlen (acid washed), LiAc, NaCl, PEG4000,
Natriumazid, Trizma, Tween 20, Anti-Ha Agarose
Magermilchpulver

ECL, Super Signal West Pico

ConA-Sepharose
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AppliChem

BD

BioRad
Calbiochem
Fermentas
Fluka
GEHealthcare

Invitrogen

Perkin Elmer
Promega
Roche

Roth

Sigma-Aldrich

Sucofin

Thermo Scientific

VWR



Aceton, Ethanol vergallt, Ethanol absolut, KCI, NaAc, KAc, ZChL
Glycin, Essigsaure ,Glycerol, Salzsaure, Isopropanol,
Methanol
V.4  Hefestamme
Stamm Genotyp Verwendung Quelle /
Referenz
KRY898 MATahis3-1 leu2-0 lys2-0 Wildtyp fur AG Schmitt
(BY4742)  ura3-0 can1-100 Untersuchung der N-
Acetylierung
KRY893 MATahis3-1 leu2-0 lys2-0 Untersuchung der N-  AG Schmitt
(BY7299) wura3-0 can1-100 Acetylierung
YIL030c::kanMX4
KRY892 ARD1A::KanMX6 in BY4742 Untersuchung der N-  AG Schmitt
(BY10976) Acetylierung
RSY1132 MATa, trp1-A1, Untersuchung Stirling et al,
KRY?221 leu2,3-112, ura3-52, posttranslationaler 1992
sec61-3 Importdefekte
RSY1294  MATa can 1-100 leu2-3,- Untersuchung Pilon et al., 1997
KRY157 112 his3-11,-15 trp1-1 ura3- posttranslationaler
1 ade2-1 sec61::HIS3 Importdefekte
[psec61-32]
KRY461 sec61::HIS3 leu2-3 trp1-1 AG Romisch
prc1-1 his3-11 ura3-1
[PGAL-SEC61-URA3]
KRY889 sec61::HIS3 leu2-3 trp1-1 sec61Y345H Diese Arbeit
prc1-1 his3-11 ura3-1
[sec61Y345H-LEUZ]
KRY890 sec61::HIS3 leu2-3 trp1-1 sec61F311Y Diese Arbeit
prc1-1 his3-11 ura3-1
[sec61F311Y-LEUZ2]
KRY891 sec61::HIS3 leu2-3 trp1-1 sec61P50S Diese Arbeit

prc1-1 his3-11 ura3-1
[sec61P50S-LEUZ]
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KRY892

KRY893

KRY896

KRY897

KRB899

KRB900

KRB901

KRB902

KRY903

sec61::HIS3 leu2-3 trp1-1
prc1-1 his3-11 ura3-1
[sec61M450N-LEUZ]

BY4742; Mat a; his3D1;
leu2DO; lys2D0; ura3D0;
YGL167c::kanMX4

sec61::HIS3 leu2-3 trp1-1
prc1-1 his3-11 ura3-1
[sec61AL7-LEUZ]

sec61::HIS3 leu2-3 trp1-1
prc1-1 his3-11 ura3-1
[SEC61-LEUZ]

SupE44 AlacU169 (80
lacZAM15) hsdR17 recA1
end A1 gyrA96 thi-1 relA1)
[sec61N-LEU2]

SupE44 AlacU169 (80
lacZAM15) hsdR17 recA1
end A1 gyrA96 thi-1 relA1)
[sec61L7-LEUZ]

SupE44 AlacU169 (80
lacZAM15) hsdR17 recA1
end A1 gyrA96 thi-1 relA1)
[sec61L8-LEUZ]

SupE44 AlacU169 (80
lacZAM15) hsdR17 recA1
end A1 gyrA96 thi-1 relA1)
[sec61C-LEU2]

sec61::HIS3 leu2-3 trp1-1
prc1-1 his3-11 ura3-1
[sec61EP-LEUZ]

sec61M450N

Pmr1p-
Deletionsstamm

secb61AL7

SEC61

Screen im N-

Terminus

Screen in Loop 7

Screen in Loop 8

Screen im C-

Terminus

sec61EP
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Diese Arbeit

AG Schmitt

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit



KRY904 sec61::HIS3 leu2-3 trp1-1 sec61S2Y Diese Arbeit
prc1-1 his3-11 ura3-1
[sec61S2Y-LEUZ]

KRY462 SEC61 leu2-3 trp1-1 prc1-1 Wie KRY461 aber mit AG Romisch
his3-11 ura3-1 [pGAL- genomischen SEC61
SEC67-URA3]

KRY712 Mata BMA38a, kanr-pGAL-  Kontrollstamm far Roémisch et al.,
sec61-302 Sec61, his3-A200 leu2-3,- den Reporterassay 2007
112 ura3-1 trp1-A1 ade2-1
can1-100 [plasmid 14 (LEU
CEN)] [pRS313 (HIS-CEN)]

KRY713 Mata BMA38a, kanr-pGAL-  Stamm mit Roémisch et al.,
Sec61, his3-A200 leu2-3,- Reporterplasmid fur 2007
112 ura3-1 trp1-A 1 ade2-1  posttranslationalen
can1-100 [plasmid 14 (LEU- ER-Import
CEN)] [pRS313 (HIS-CEN)-
CPY-URA3]

KRY714 Mata BMA38a, kanr-pGAL-  Stamm mit Rdémisch et al.,
Sec61, his3-A200 leu2-3,- Reporterplasmid fur 2007
112 ura3-1 trp1-A 1 ade2-1  cotranslationalen ER-
can1-100 [plasmid 14 (LEU- Import
CEN)] [pRS313 (HIS-CEN)-
PHO8-URA3]

Der Stamm KRY461 spielt eine wichtige Rolle in dieser Arbeit. In diesem Stamm ist
SEC61 genomisch deletiert und das Uberleben der Hefen durch ein
Galaktose-induzierbares SEC61-Plasmid garantiert (Abbildung 4). Mutierte Plasmide
konnen in die Hefezelle transformiert und das Retterplasmid durch 5-FOA-Selektion
wieder entfernt werden. Die einzige exprimierte Sec61p-Spezies ist damit das
sec67-Gen des neu transformierten und mutierten Plasmids. Um ERAD-Defekte zu
bestimmen, wurde aullerdem prc7-1 genomisch integriert, dieses Allel kodiert fur
CPY™.
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Abbildung 4: Der Hefestamm KRY461 exprimiert keine genomische Kopie von SEC61 (grau), aber
das ERAD-Substrat CPY™* (prc1-1; blau). Das Wachstum wird gesichert durch ein Retterplasmid mit
SEC61 unter der Kontrolle eines Gal-Promotors (rot). Die Expression von SEC671 kann durch
Galaktose induziert und durch Glc reprimiert werden. Es ist somit sichergestellt, dass bei Wachstum
auf Glc nur das sec61 des transformierten Plasmids (gelb) exprimiert wird.

VL5 Plasmide

Tabelle 2: tabellarische Ubersicht tGiber die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide und deren Herkunft

Bezeichnung Herkunft
SEC61-pRS315 Diese Arbeit
sec61N-pRS315 Diese Arbeit
sec61L7-pRS315 Diese Arbeit
sec61L8-pRS315 Diese Arbeit
sec61C-pRS315 Diese Arbeit
pJC30 (KRB733) AG Ng
pJC31 (KRB734) AG Ng
PHO8 (KRB856) AG Brown
CPY (KRB855) AG Brown
KHN (KRB882) AG Ng
KWW (KRB883) AG Ng
Deg1:Sec62 (KRB881) AG Schekman
sec61P50S-pRS315 Diese Arbeit
sec61F311Y-pRS315 Diese Arbeit
sec61F345H-pRS315 Diese Arbeit
sec61M450N-pRS315 Diese Arbeit
sec61AL7-pRS315 Diese Arbeit
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V1.6 Primer

Alle verwendeten Sequenzierprimer wurden durch GATC Biotech oder LGC

Genomics synthetisiert. Primer fur andere Verwendungen wurden durch
Sigma-Aldrich hergestellt. Tabelle 3 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Primer

und ihre Zielsequenz.

Tabelle 3: Ubersicht der Primer die in dieser Arbeit verwendet wurden mit Angaben der

Primersequenz (5°-3’) und des Verwendungszwecks

Name Sequenz (5°-3’) Verwendung
M13 FP TGTAAAACGACGGCCAGT Sequenzierung
M13 RP CAGGAAACAGCTATGACC Sequenzierung

Mut_SEC61to

CCTCGGATTGCCCATCTATTTGTT

Mutagenese von SEC61 zu

sec61-32 fwd GTTAATCTTTC sec61-32
Mut_SEC61to GAAAGATTAACAACAAATAGATGG | Mutagenese von SEC61 zu
sec61-32 rev GCAATCCGAGG sec61-32
EP_N fwd CGCAGCGGTCCGCGCTTTACTT EP des N-Terminus von
Sec61
EP_Nrev CGCAGGGAACCTTCCTTTCCGGA EP des N-Terminus von
Sec61p
EP L7 fwd CGCAGGACGTCTAACATTTTC EP des Loop 7 von Sec61p
EP-L7 rev CGCAGGTATACGATGGTCT EP des Loop 7 von Sec61p
EP_L8 fwd CGCAGGTGCAGTATTTTCCAAGAC | EP des Loop 8 von Sec61
ATGGATC
EP_L8 rev CGCAGAGAAAGAGCACCGATGGTA | EP des Loop 8 von Sec61p
GCAC
EP_C fwd CGCAGGCTAGCATTTTGATG EP des C-Terminus von
Sec61p
EP_Crev CGCAGATATTATTTTCATTTTGCA EP des C-Terminus von
TTC Sec61
Mut_Sec61P50S | GATTCTGGGCCAGATTTCGCTGTA | Mutagenese von SEC61 zu
fwd CGGGATCG sec61P50S
Mut_Sec61P50S | CGATCCCGTACAGCGAAATCTGGC | Mutagenese von SEC61 zu
rev CCAGAATC sec61P50S
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Mut_Sec61F311

GATCTCTCAAATCCTTTACCAGAA

Mutagenese von SEC61 zu

Y fwd ATACCCAACC sec61F311Y
Mut_Sec61F311 | GGTTGGGTATTTCTGGTAAAGGAT | Mutagenese von SEC61 zu
Y rev TTGAGAGATC sec61F311Y
Mut_Sec61Y345 | CTTGAGCGGGTTGGCCTACCACAT | Mutagenese von SEC61 zu
H fwd CCAACCATTAATGTC sec61Y345H
Mut_Sec61Y345 | GACATTAATGGTTGGATGTGGTAG | Mutagenese von SEC61 zu
H rev GCCAACCCGCTCAAG sec61Y345H
Mut_Sec61M450 | CTGGGGCATCCATTTTGAATGCTA | Mutagenese von SEC61 zu
N fwd CTACCACCATCTAC sec61M450N
Mut_Sec61M450 | GTAGATGGTGGTAGTAGCATTCAA | Mutagenese von SEC61 zu
N rev AATGGATGCCCCAG sec61M450N
Mut_SEC61to CGCTTTACTTTGAAATGTACTCCA | Mutagenese von SEC61 zu
sec61S2Y fwd ACCGTGTTCTAGAC sec61S2Y
Mut_SEC61to GTCTAGAACACGGTTGGAGTACAT | Mutagenese von SEC61 zu
sec61S2Y rev TTTCAAAGTAAAGCG sec61S2Y

MutSec61 T424C
fwd

CAAGTAGAAAAACTGACACCGGTT
CACGCTTTACTTTG

EinflUgen der Rsrll
Schnittstelle

MutSec61 T424C

rev

CAAAGTAAAGCGTGAACCGGTGTC
AGTTTTTCTACTTG

Einflgen der Rsrll
Schnittstelle

MutSec61 GAAAAACTGACACTGGTTCACGCT Einflgen der Rsrll
A430G fwd TTACTTTGAAAATGTC Schnittstelle
MutSec61 GACATTTTCAAAGTAAAGCGCGAA Einflgen der Rsrll
A430G rev CCAGTGTCAGTTTTTC Schnittstelle
mutSec61v2 CGGTGCTACCATCGGTGCCCTTTC Einflgen der BbvCl
T1738C fwd TGTTGGCTCCGACCTACTAG Schnittstelle
mutSec61v2 CTAGTAGGTCGGAGCCAACAGAAA Einflgen der BbvCl
T1738C rev GGGCACCGATGGTAGCACCG Schnittstelle
mutSec61v3 CGGTGCTACCATCGGTGCCCTCTC Einflgen der BbvCl
T1738C fwd TGTTGGCTCCGACCTACTAG Schnittstelle
mutSec61v3 CTAGTAGGTCGGAGCCAACAGAGA Einflgen der BbvCl
T1738C rev GGGCACCGATGGTAGCACCG Schnittstelle
mutSec61v4 CGGTGCTACCATCGGTGCCCTCAC Einflgen der BbvCl
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T1738C fwd TGTTGGCTCCGACCTACTAG Schnittstelle
mutSec61v4 CTAGTAGGTCGGAGCCAACAGTGA Einflgen der BbvCl
T1738C rev GGGCACCGATGGTAGCACCG Schnittstelle
mutSec61vd CGGTGCTACCATCGGTGCCCTCAG Einflgen der BbvCl
T1738C fwd TGTTGGCTCCGACCTACTAG Schnittstelle
mutSec61v5 CTAGTAGGTCGGAGCCAACACTGA Einflgen der BbvCl
T1738C rev GGGCACCGATGGTAGCACCG Schnittstelle
mutSec61v2 GGTACTTTAGGTTCTGGGGCTTCC EinflGgen der Nhel
A1783T fwd ATTTTGATGGCTACTACC Schnittstelle
mutSec61v2 GGTAGTAGCCATCAAAATGGAAGC EinflUgen der Nhel
A1783T rev CCCAGAACCTAAAGTACC Schnittstelle
mutSec61v3 GGTACTTTAGGTTCTGGGGCTACC EinflGgen der Nhel
A1783T fwd ATTTTGATGGCTACTACC Schnittstelle
mutSec61v3 GGTAGTAGCCATCAAAATGGTAGC EinflUgen der Nhel
A1783T rev CCCAGAACCTAAAGTACC Schnittstelle
mutSec61v2 CTGATTTGATGTGAATACAAAATG Einflgen der Bsml
A1891G fwd AAAATAATATC Schnittstelle
mutSec61v2 GATATTATTTTCATTTTGTATTCA Einflgen der Bsml
A1891G rev CATCAAATCAG Schnittstelle
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VI.7 Antikorper

primare Antikorper:

Tabelle 4: Ubersicht der in dieser Dissertation verwendeten primaren Antikérper mit Angaben zum
Wirtstier, zur Verdiinnung im Western-Blot bzw. IP und der Herkunft.

Name Wirt WB IP Quelle
Anti-PpaF Kaninchen 1:2000 - AG Romisch
Anti-CPY Kaninchen 1:2000 1:200 AG Rdmisch

Anti-Sec61C Kaninchen 1:1000 - AG Romisch
Anti-Sec61N Kaninchen 1:2500 - AG Romisch
Anti-Sec62 Kaninchen 1:5000 --- AG Schekman
Anti-Sss1 Kaninchen 1:2000 - AG Schekman
Anti-Sbh1 Kaninchen 1:2000 AG Rdmisch
Anti-DPAPB Kaninchen - 1:200 AG Brown
Anti-Kar2p Kaninchen 1:3000 AG Romisch
Anti-PDI Kaninchen 1:2000 - AG Romisch

sekundare Antikorper:

Da alle primaren Antikorper dieser Arbeit aus Kaninchen stammen, wurde auch nur
ein sekundarer Antikorper (Anti-rabbit; 1:20000; Rockland) benutzt.

VI.8  Screening nach neuen Mutanten und der
Colony-Blot zur Detektion moglicher ERAD-Defekte

Abbildung 5 gibt einen Uberblick Uber die wichtigsten Schritte wahrend der Screens
eine detailliertere Beschreibung findet sich in nachfolgendem Text: Die sec671L7- und
sec61L8-pRS315 Plasmide (4 pg) wurden fur 4 h mit beiden Enzymen und der
Fast-AP-Dephosphatase verdaut. Die Varianten sec671N- und sec671C-pRS315
wurden zuerst fur 2 h mit dem ersten Restriktionsenzym bei hdherer Temperatur
verdaut und anschlie3end fur 2 h bei 37°C mit dem zweiten Restriktionsenzym und
der FastAP-Dephosphatase inkubiert:
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3ul Puffer

4ug pDNA

0,3pl BSA (falls notwendig)
1ul Enzym |

1ul Enzym I

1ul FastAP-Dephosphatase
ad 30ul H.0

Anschlieend wurden die geschnittenen Plasmide in einem 0,7%-TAE-Agarosegel
(0,7% Agarose, 1x TAE) aufgetrennt und das linearisierte Plasmid extrahiert
(VI.10.7).

Durch die EP-PCR wurden die ausgewahlten Bereiche amplifiziert (VI1.10.12),
der PCR-Ansatz durch eine Phenolextraktion von Proteinen und Salz befreit und die
DNA anschlieRend durch eine Isopropanolfallung gefallt (VI1.10.8). Das Pellet wurde
dann in 20 pl H2Ogest. resuspendiert und die DNA nach folgendem Protokoll fur 3 h

verdaut:

3ul Puffer

0,3ul BSA

1ul Enzym |

1ul Enzym I

1ul FastAP-Dephosphatase
ad 30ul EP-PCR
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EP-PCR EP-Plasmide

Fallung Restriktion

Restriktion Gelextraktion

Ligation und Transformation
von kompetenten Bakterien

Plasmid-DNA Praparation und
Transformation von KRY461

Selektion auf Platten ohne Leu

Induktion der CPY*-Expression
und Inkubation auf CHX

Zelllyse, AK-Inkubation
und Detektion

Abbildung 5: Flussdiagramm zum Screening nach neuen Sec61p-Mutanten in zuvor definierten

Bereichen. Das Diagramm zeigt die wichtigsten Schritte beim Screening nach neuen Mutanten.
Details sind dem Text zu entnehmen.

Danach wurde das geschnittene EP-PCR-Fragment in den geschnittenen und
dephosphorylierten sec67-pRS315 ligiert:
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2ul pDNA

1ul Ligase (5U/ul)
2yl Ligase-Puffer

14pul EP-Fragment

Der Ligationsansatz wurde bei 80°C inaktiviert, in kompetente E.coli transformiert
(VI.10.2) und in LB-Selektionsmedium aufgenommen.

Nach der Plasmidpraparation wurde die DNA transformiert und die Hefen auf
Selektionsmedium (+ Gal, -Leu; 0,67% YNB, 2% Gal, 0,2% AS-Mix, 2% Agar-Agar)
ausplattiert und selektiert. Die Kolonien wurden auf eine Nitrocellulosemembran
gestempelt und mit der Zellseite nach oben 2 d auf +Glc/-Leu-Platten aufgebracht.
Die Glucose reprimiert die Expression des SEC67 und ermoglicht die alleinige
Expression des zufallsmutagenisierten sec671. Die Membran wurde anschlie3end fur
2 d mit der Zellseite nach oben auf eine 1% KAc-Platte (10 g/l KAc, 1 g/l Hefextrakt,
0,5 g/l Glc) aufgelegt und danach fur 10 h auf einer CHX-Platten (4 pg/ml
Cycloheximid, 10 g/l KAc, 1 g/l Hefextrakt, 0,5 g/l Glc) inkubiert. Danach wurden die
Zellen in Lysepuffer (0,1% SDS, 0,2 M NaOH, 0,5% B-Mercaptoethanol) lysiert,
Zellreste mit TBS-T vorsichtig abgespult und die Membran in 5% (w/v) Milchpulver in
TBS-T geblockt. Antikorperinkubation und Waschen wurden so durchgefuhrt, wie in
VI1.11.1 beschrieben.

V1.9 Bioinformatische Methoden

V1.9.1 Datensets zur Untersuchung psychrophiler Eubacteria
bezuglich ihrer Signalpeptide und ihrer
Transmembrandomanen

Die Genome Psychrophiler, Mesophiler und eines Hyperthermophilen wurden auf
mogliche Signalsequenzen und Transmembrandomanen untersucht. In die
Untersuchung aufgenommen wurden Psychromonas ingrahamii 37, Polaribacter
irgensii 23-P, Colwellia psychrerythraea 34H, Pseudoalteromonas haloplanktis
TAC125 (psychrophile Gruppe), Escherichia coli str. K-12 substr. W3110,
Polaribacter spec. MED152, Pseudoalteromonas tunicata, Pseudoalteromonas
atlantica T6c, Vibrio cholerae 0395, Flavobacterium johnsoniae UW101 (mesophile
Gruppe) und Thermotoga maritima (hyperthermophil; Gosink et al., 1998; Methe et
al., 2005; Gauthier et al.; 1995; Thomas et al., 2008; Holmstrom, 1998; Nelson et al.,
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2009). Die sequenzierten Genome sind auf NCBI erhaltlich

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). P. ingrahamii ist ein psychrophiles Bakterium isoliert

aus Meereis in Nordalaska, das Temperaturen uber 10°C nicht toleriert (Riley et al.,
2008). Auf Proteinebene ist V. cholerae ein enger Verwandter von P. ingrahamii
(Riley et al., 2008). P. irgensii ist ein psychrophiler Vertreter der CFB-Gruppe der
Bakterien, Es ist ein antarktisches Isolat aus Oberflachenwasser und wachst
zwischen 1,5°C und 12°C. Sein mesophiles Gegenstuck ist F. johnsoniae. P.
ingrahamii und P. irgensii stellen die psychrophilsten Bakterien, die in dieser Arbeit
verwendet wurden. Zusatzlich analysierten wir die Genome zweier Kalte-adaptierter
Bakterien mit hoheren Wachstumstemperaturen, C. psychrerythraea and P.
haloplanktis. Letzterer toleriert Temperaturen bis zu 20°. Auf3erdem wurden zwei
weiterere Pseudoalteromonas-Arten untersucht, namlich P. atlantica und P. tunicata.
P. tunicata wachst bei Temperaturen von 22 °C und P. atlantica tritt in verschiedenen
Ozeanen auf der ganzen Welt auf.

Als Reprasentant der anderen Seite der Temperaturskala, wurde T. maritima,
ein hyperthermophiler Prokaryot mit einer optimalen Temperatur von 80°C in die
Analyse einbezogen (Nelson et al., 1999).

V1.9.2 Erstellen von Perl-Skripten

Die Informationen der bioinformatischen Arbeiten wurden automatisiert und mit
kleineren Programmen gesammelt. Der Code wurde in der Programmiersprache
PERL geschrieben und auf einem Rechner mit MacOsX 10.6 und Terminal

kompiliert.

VI.9.3 Vorhersagen mit SignalP 3.0 und HMMTOP 2.0

Proteine des zuvor erwahnten Datensets wurden mit SignalP version 3.0 fur

gram-negative Bakterien (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), auf ihre

Signalpeptide, mit Tatfind (http://signalfind.org/tatfind.html) bzw. TatP version 1.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TatP/), auf ihre TAT-Signalpeptide und mit LipoP

version 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/) auf ihre Lipoproteinsignalpeptide,
untersucht (Nielsen et al., 1997, Bendtsen et al., 2004, Rose et al., 2002, Bendtsen
et al., 2005, Juncker et al., 2003).

Proteine wurden als sekretorische Proteine betrachtet, wenn die
Wahrscheinlichkeit >0,950 im HMM (Hidden Markov Model) und ausschliel3lich
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positive Scores im NN (Neuronale Netzwerk) gegeben waren. Tat-Proteine wurden
mit der ,Perl Syntax Regular Expression® nach dem Tat-Motiv RR.
[FGAVML][LITMVF] untersucht, wobei ,.“ Fur eine beliebige Aminosaure steht, und
zusatzlich bei einem max. S-value >0,500 als identifiziert angenommen. Tat-Proteine
wurden zusatzlich durch Tatfind untersucht und als identifiziert betrachtet, wenn das
Tat Signal Peptid mit ,TRUE" bestimmt wurde. Lipoprotein Signal Peptide galten als
identifiziert, wenn der LipoP-Algorithmus eine Signal Peptidase Il Schnittstelle finden
konnte.

Transmembrandomanen (TMDs) wurden durch HMMTOP Version 2.0

(http://www.enzim.hu/hmmtop/) vorhergesagt und 15 AS vor der ersten TMD und

nach der ersten TMD auf ihre Ladungsverteilung und Ladungsunterschiede
untersucht (Tusnady und Simon, 2001 und 1998). Die Gesamttopologie eines
Proteins wird ausschliel3lich durch die erste TMD bestimmt. AulRerdem wurden die

durchschnittliche Lange und die AS-Zusammensetzung der ersten TMD betrachtet.

VI.9.4 Grafische Darstellung mit SequencelLogo

Die identifizierten Sequenzen wurden durch ein Perl Script nach ihrer Schnittstelle
ausgerichtet und mit ClustalW aligned. Das Alignent wurde anschlie®end durch
WebLogo 2.8.2 (http://weblogo.berkeley.edu/) (Schneider und Stephens 1990,
Crooks et al., 2004). Grafisch dargestellt. WebLogo zeigt grafisch die Konservierung

einzelner Aminosaure Sequenzen und gibt das Mal® der Konservierung in bits an
(Schneider und Stephens 1990, Crooks et al., 2004).

VI.9.5 GRAVY-Analyse

Der GRAVY-Score wurde durch ein weiteres Perl-Script bestimmt. Dazu wurde jeder
Aminosaure ein Hydrophobizitatskoeffizient zugeordnet und die
Gesamthydrophobizitat der Signalpeptide bestimmt (Kyte und Doolittle 1982). Je
hoher dieser Score liegt, desto hydrophober ist das Signalpeptid (Kyte und Doolittle
1982). Der GRAVY-Score wird definiert als:

20
GRAVY = Da.f,
i=1

wobei fi das Mal} der Frequenz einer Aminosaure i im Signalpeptid ist und a; der
Hydropathie Index der Aminosaure ist (Kyte und Doolittle 1982).
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VI.10 Molekularbiologische Methoden
VI1.10.1 Herstellung hitzekompetenter E. coli DH5a

LB-Medium (20 ml) wurde mit einer Kolonie E. coli DH5a inokuliert und uber Nacht
wachsen gelassen (37°C, 160 rpm). Am nachsten Tag wurde 25 ml LB-Medium mit
1 ml der Vorkultur angeimpft und bei 37°C und 160 rpm wachsen gelassen. Die
Zellen wurden bei einer ODgoo= 0,5 bis 0,7 geerntet (4000 rpom, 4°C, 6 min), in 8,5 ml
kaltem und sterilem TFPI pH 5,8 (30 mM KAc, 100 mM KCI, 10 mM CaClz, 50 mM
MnClz, 10% (w/v) Glycerol) resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellen
wurden erneut zentrifugiert (4000 rpm, 4°C, 6 min) und in 1 ml kaltem und sterilem
TFPII pH6,5 (10mM KCI, 75mM CaCl;, 10% Glycerol, 10 mM MOPS)
aufgenommen und 30 min auf Eis inkubiert. Die kompetenten Zellen wurden zu

100 pl aliquotiert, in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

VI.10.2 Transformation hitzekompetenter E. coli DH5a

Nachdem die kompetenten DH5a (VI.10.1) auf Eis aufgetaut wurden, wurde die zu
transformierende Plasmid-DNA zugegeben und 20 min auf Eis inkubiert. Danach
wurden die Bakterien 2min bei 42°C inkubiert und anschlielfend 700 pl
vorgewarmtes LB-Medium zugegeben. Der Ansatz wurde anschlie®end fur 1 h, bei
37°C und 900 rpm im Thermomixer inkubiert. Danach wurden die Bakterien fur 1 min
bei 10000xg pelletiert und der Uberstand vorsichtig dekantiert. Das Pellet wurde im
verbleibenden LB-Medium resuspendiert und auf LB-Platten mit Ampicillin
(100 pg/ml) ausplattiert. Die Platte wurde anschlief3end U.N. bei 37°C im Brutschrank
inkubiert.

VI1.10.3 Agarose-Gelelektrophorese

FUr die Herstellung von Agarosegelen wurde die Agarose in HxOg4est. €ingewogen und
durch Erhitzen in der Mikrowelle gelost. Danach wurde 1x TAE (50x TAE: 2 M Tris,
50 mM EDTA, 5,71% Eisessig) und EtBr zugegeben und das Gel in die daflur
vorgesehene Einrichtung gegossen und der Kamm eingefugt. Nachdem das Gel fest
geworden war, wurde es mit 1x TAE-Puffer ubergossen und die Proben aufgetragen.
Um die DNA aufzutrennen wurde das Gel bei 100 V angeschlossen und so lange
laufen gelassen bis die Bromphenolblaubande 2/3 des Gels erreichte. Anschliel3end

wurden die Banden des Gels bei 302 nm dokumentiert.
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VI1.10.4 Ligation von Plasmid-DNA

20 ng dephosphorylierte, geschnittene und gelextrahierte Plasmid-DNA wurden mit
5 U T4-Ligase und einem Uberschuss an geschnittenem Insert bei 37°C fiir 1 h im
Thermomixer inkubiert, bei 80°C inaktiviert und anschlieRend in kompetente
Bakterien transformiert (VI1.10.2).

VI.10.5 Restriktion von Plasmid-DNA und Amplikons

Plasmid-DNA (4 pg) wurden mit 2 U des jeweiligen Restriktionsenzym fur 2 h bei
optimalen Bedingungen (It. Hersteller) verdaut.

VI1.10.6 Ortsgerichtete Mutagenese nach dem Quickchange
Protokoll von Stratagene

Die Primer wurden nach den Parametern des Quickchange Protokoll von Stratagene

und mit PrimerX (http://www.bioinformatics.org/primerx/) hergestellt. = Die

Annealingtemperaturen (Tu) sind Tabelle 3 zu entnehmen. Die PCR-Reaktion wurde
mit der HiFi-Kapa-Polymerase von Peqlab nach folgendem Protokoll durchgefluhrt:

Initiale 95°C 5 min
Denaturierung

Denaturierung 98°C 20s

Primer Twm 15s 27 x
Annealing

Extension 72°C 3 min

Finale Extension 72°C 5 min

Alle Mutationen wurden im bakteriellen pUC19-Vektor durchgefuhrt. Durch seine
GroRe und Transformationseffizienz stellt dieser einen geeigneter Vektor fur die
Mutagenese dar.
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VI1.10.7 Gelextraktion

DNA wurde in einem 0,7%igen TAE-Agarose-Gel aufgetrennt (VI1.10.3).
Anschlielend wurde die gewulnschte Bande mit einer Hand-UV-Lampe (302 nm)
detektiert und mit einem sauberen und scharfen Skalpell ausgeschnitten. Die
Agarosestucke wurden gewogen und fur je 100 mg Gel in 3 Vol Solubilization
Solution fur 10 min bei 60°C gelost. AnschlieBend wurde 1 Vol Isopropanol
zugegegeben und gemischt. Die Saule wurde in ein 2 ml Reagiergefal® gegeben, mit
500 ul Preparation Solution aquilibriert und bei 13000xg zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen, die Saule mit 700 pl solubilisierter Gel-Losung beladen und erneut
fur 1 min bei 13000xg zentrifugiert. Diese Schritte wurden so lange wiederholt bis
das gesamte Volumen des Ansatzes aufgetragen wurde. AnschlieRend wurde die
Saule mit 700 pl Wash Solution gewaschen, bei 13000xg fur 1 min zentrifugiert und
der Durchfluss verworfen. Um den verbleibenden Ethanol zu entfernen, wurde erneut
bei 13000xg fur 1 min zentrifugiert und die Saule anschliel3end in ein neues 2 ml
Reagiergefald uUbertragen. Dann wurde die linearisierte Plasmid-DNA mit 50 pl
H2Ogest. eluiert.

VI1.10.8 Prazipitation von pDNA

Zu der zu fallenden DNA wurden 0,1 Vol NaAc pH 5,2 und 2,5 Vol EtOH (Fragmente
> 500 bp) oder Isopropanol (Fragmente < 500 bp) zugegeben. Anschlielend wurde
die DNA prazipitiert und zweimal mit 70% EtOH gewaschen. Das Pellet wurde dann
getrocknet und in H2Ogest. gelost.

VI1.10.9 Basische Phenolextraktion zur DNA-Isolation

Zum Entfernen storender Salze und Proteine wurde die DNA einer basischen
Phenolextraktion unterzogen.

Zu dem Ansatz wurde 1 Vol Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
gegeben und anschlieRend leicht geschuttelt. Nachdem die Proben fur 1 min bei
14000xg und RT zentrifugiert wurden, wurde die wassrige Phase in ein neues
Reagiergefald Uberfuhrt. Diese Schritte wurden solange wiederholt, bis kein
denaturiertes Protein in der Interphase mehr zu erkennen war. Anschliel3end wurde

ein 1 Vol Chloroform zugegeben und bei 14000xg, 1 min bei Raumtemperatur
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zentrifugiert und die wassrige Phase in ein neues Reagiergefaly gegeben. Danach
wurde die DNA prazipitiert (VI.10.8) und das Pellet in Wasser gelost.

V1.10.10 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Geschnittene und gelextrahierte Plasmid-DNA (20 ng) wurde mit 2U SAP bei
optimalen Bedingungen (laut Hersteller) fur 2h und 37°C dephosphoryliert.
Anschlielend wurde der Reaktionsansatz fur 15 min bei 65°C inaktiviert und zur
Ligation (VI1.10.4) verwendet.

VI1.10.11 Hitzetransformation von Hefen

Eine Ubernachtkultur (2 ml) wurden fir 2 min bei 3000rpm (Eppendorf MiniSpin)
zentrifugiert und mit 1 ml LiAc/TE-Puffer (100 mM LiAc pH 7,5, 1x TE) gewaschen.
Anschlieliend wurde bei 3000 rpm fur 2 min zentrifugiert und das Pellet in 100 pl
LiAc/TE-Puffer resuspendiert. Dann wurden 20 ul denaturierte Lachs-Carrier-DNA
(10 mg/ml in H,O), die zu transformierende Plasmid-DNA und 500 pl PEG-LAsung
(1x TE, 1x LiAc, ad. 50% PEG4000) zugegeben. Nach der Zugabe von 50 pl
1 M LiAc pH 7,5 wurden die Hefen bei 30°C fur 1 h inkubiert und dann 20 yl DMSO
zugegeben. Anschlielend wurde der Ansatz 15 min bei 42°C transformiert und fur
2 min bei 3000 rpm pelletiert. SchlieBlich wurden die Hefen 2x mit 1 ml 1x TE-Puffer
pH 7,5 (10x TE: 100 mM TrisCl, 10 mM EDTA) gewaschen und in 100 pl
1x TE-Puffer resuspendiert und auf Selektionsmedium ausplattiert.

V1.10.12 Zufallsmutagenese durch Error-Prone PCR

Zur Mutagenese wurden dem PCR-Ansatz das Schwermetallsalze MnCl, zugegeben
und die Nukleotide dTTP und dCTP in erhohter Konzentration zugegeben. Durch die
storende Wirkung des MnCl; und der Konzentrationsunterschiede der Nukleotide
erhoht sich die Fehlerrate der DNA-abhangigen DNA-Polymerase und es entstehen
zufallige Mutationen. Die Error-Prone-PCR wurde nach folgendem Protokoll
durchgefuhrt:
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Komponente Ausgangskonzentration Endkonzentration

TAQ-Puffer 10x 1x
dNTP-Mix 2 mM 0,2 mM
Primer fwd 10 uM 0,6 uM
Primer rev 10 uM 0,6 yM
Mutagenesepuffer 5x 2x
sec61Var-pUC19 50 ng 1 ng/pl
TAQ-Polymerase 5 U/l 0,025 U/ul
ad 50 pyl mH,0

Die PCR wurde nach folgendem Temperaturverlauf durchgefthrt:

Schritt Temperatur Dauer Zyklus
[°C]

Initiale Denaturierung 95 3 min 1Xx

Denaturierung 95 30s

Annealing Twm 30s 35x

Extension 72 45 s

Finale Extension 72 10 min 1Xx

Die Schmelztemperatur Ty betrug fur sec67N- 60°C, fur sec61L7- 53°C, fur sec61L8-
50°C und fur sec671C-pUC19 55°C.

V.11 Biochemische Methoden
VI.11.1 SDS-PAGE und Western-Blot

Die SDS-Gele wurden in die Gelelektrophoresekammer eingespannt und die
Kammer mit 500 ml 1x MOPS-Puffer beladen. Die denaturierten Proben wurden in
die vorherbestimmte Spur aufgetragen und das Gel bei 80 V gestartet. Nachdem der
Marker das Trenngel erreichte, wurde die Voltzahl auf 150-170 V erhoht und solange
weitergefuhrt bis die Bromphenolblaubande den unteren Rand des Gels erreichte.
Danach wurde der Western-Blot aufgebaut indem  Schwamme,
Whatman-Papier und Nitrocellulosemembran in Transferpuffer (5,8 g/l Tris, 2,9 g/l
Glycin, 20% MeOH, 0,4 g/l SDS) aquilibriert wurden und von unten nach oben eine
Schicht Schwamm, drei Schichten Whatman-Papier, die Nitrocellulosemembran, das
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Gel, erneut drei Schichten Whatman-Papier und zuletzt ein weiterer Schwamm in die
vorgesehenen Kassetten eingespannt wurden. Danach wurde der Aufbau in die
Blotkammern eingesetzt, sodass die Gelseite der Kathode zugewandt ist und die
Kammer mit Transferpuffer aufgefullt. Danach wurde fur 2 h bei 300 mA und 4°C
geblottet. Die Nitrocellulosemembran wurde kurz mit TBS-T (1x TBS mit 0,1%
Tween-20; 10x TBS pH 7,5: 500 mM Tris, 1,5M NaCl) gewaschen und in 5%
Milchpulverldsung fur 1 h geblockt (5% (w/v) Milchpulver in TBS-T). Danach wurde
die Membran fur 2 h mit primaren Antikorpern (in Blotto: 2% (w/v) Milchpulver in
TBS-T, 0,05% Natriumazid) inkubiert und danach 2x 10 min mit Blotto (2%
Milchpulver in TBS-T) gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran 2x 10 min in
TBS-T gewaschen und mit dem sekundaren Antikorper (in 1x TBS-T) inkubiert. Dann
wurde die Membran mit Luminol (It. Hersteller) benetzt und die Proteine auf einem

Rontgenfilm dokumentiert.

VI.11.2 Cycloheximid-Chase

Zum Zeitpunkt t=0 wurde Cycloheximid in einer Endkonzentration von 200 pug/ml
zugegeben und in einem definierten Zeitintervall eine konstante ODgop entnommen.
Die Probennahme erfolgte wie in VI.11.4 beschrieben, aber der Waschschritt wurde
nicht mit HzOgest. sondern mit Tris-Azid (VI.11.12) durchgefuhrt. Cycloheximid
inhibiert die Translation von Proteinen, so dass die Abbaurate eines definierten

Proteinpools im zeitlichen Verlauf beobachtet werden kann.

VI1.11.3 Praparation von Hefemikrosomen

Eine Flussigkultur wurde bis zu einer ODgoo von maximal 3 bei 30°C wachsen
gelassen und anschliefend bei 4650xg fur 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert.
AnschlielRend wurde das Pellet zu einer 100x ODggo in 100 mM Tris-Cl pH 9,4 mit
10 mM DTT resuspendiert und far 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
Zentrifugationsschritt bei 4650xg fur 5 min bei Raumtemperatur wurde das Pellet in
70 ml Lytikasepuffer (0,7 M Sorbitol; 0,5% Glc; 50 mM TrisCl pH 7,4; 10 mM DTT, ad
YP) mit 8 ml Lytikase resuspendiert und fur 30 min bei 30°C und 80 rpm inkubiert.
Danach wurde bei 4650xg zentrifugiert und zu 250x ODeggo in 2x JR-Puffer (0,4 M
Sorbitol 100 MM KAc 4 mM EDTA, 40 mM HEPES pH7,4) gewaschen. Der
Zentrifugationsschritt wurde wiederholt und das Pellet zu 500x ODgqo in 2x JR-Puffer

aufgenommen und fur mindestens 45 min bei -80°C eingefroren. Der Ansatz wurde
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in kaltem Wasser aufgetaut und 20 ml HyOgest. mit 1 mM DTT und 1 mM AEBSF
zugegeben. Je 15 ml wurden in einem Potter-Homogenisator zu 10 Zyklen bei
2000 rpm aufgeschlossen und grobe Zelltrimmer bei 1090xg fur 5 min bei 4°C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bei 37000xg fiir 15 min und 4°C zentrifugiert
und das Pellet in B88-Puffer resuspendiert. Danach wurde ein Zwei-Stufen
Sucrosegradient aus 1,5M Sucrose und 1,2 M Sucrose (20 mM HEPES pH 7,4,
50 mM KOAc, 2 mM EDTA) mit 500 pl beladen und bei 50000 rpm fur 70 min bei 4°C
(Optima L-90K/SWA5S5Ti) ultrazentrifugiert. Die Interphase zwischen der 1,5 M und
1,2 M Sucroseschicht wurde vorsichtig abgenommen, mit B88-Puffer (20 mM HEPES
pH 6,8, 250 mM Sorbitol; 150 mM KAc und 5 mM MgAc) gewaschen und bei
37000xg fur 10 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde anschliefend in
B88-Puffer resupendiert und die ODyg 1:100 in 2% SDS bestimmt und die
Mikrosomen auf eine OD2g= 50 (1 eq) eingestellt. Aliquots wurden in flissigem

Stickstoff eingefroren und gelagert.

VI1.11.4 Herstellung von Ganzzellextrakten aus Hefen

Hefen (30 ml) wurden zu ODggo= 0,02 angeimpft, anschliefend zu 10 ml aufgeteilt
und bei verschiedenen Temperaturen inkubiert (20°C, 30°C, 37°C). 10 ODggpo wurde
den Kulturen entnommen und bei 9000xg fur 5 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet
wurde mit 1 ml HyOgest. gewaschen, bei 9000xg fur 5 min zentrifugiert und in 100 pl
Probenpuffer mit 200 mM DTT resuspendiert. Anschliel3end wurden die Proben in
einem Beadbeater fur 2x 90 s bei 4°C aufgeschlossen, kurz zentrifugiert, fur 10 min
bei 65°C fur transmembrane Proteine oder 5 min bei 95°C fur I6sliche Proteine
denaturiert und bei 14100xg bei 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues Reagiergefald pipettiert und anschlieRend die Proben in einer SDS-PAGE
und im Western-Blot (VI.11.1) analysiert.

VI1.11.5 TCA-Fallung

Ya Volumen eiskaltes 50%iges TCA wurde zur Probe gegeben und fur 15 min bei 4°C
auf Eis inkubiert. Danach wurde die Probe fur 15 min bei 4°C und 13200xg
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 1 ml Aceton gewaschen.
AnschlielRen wurde erneut fur 10 min zentrifugiert, 3x SDS-Probenpuffer mit 200 mM
DTT zugegeben und die Proben bei denaturiert, wie in VI.11.4 beschrieben.
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Verfarbte sich der blaue SDS-Probenpuffer gelb, so wurde solange 1 M TrisCl pH 8,8
zugegeben bis der saure pH neutralisiert wurde.

VI1.11.6 Lytikasepraparation

LB-Medium (101) wurden mit einer U.N.-Kultur des Bakterienstammes KRB3
(RSB805) angeimpft und die Induktion mit 0,5 mM IPTG sofort initiiert. Alle
nachfolgenden Schritte erfolgten bei 4°C.

Nach 5 h bei 37°C und 200 rpm wurden die Bakterien fur 10 min, 4200 rpm und
4°C pelettiert und mit 150 ml 25 mM TrisHCI pH 7,4 gewaschen. Nach einer erneuten
Zentrifugation fur 5 min bei 8000 rpm wurden die Bakterien in 200 ml 25 mM TrisCl
pH 7,4 aufgenommen und EDTA in einer Endkonzentration von 2 mM zugegeben.
Anschlieend wurden 200 ml 40% Sucroselosung (in TrisHCI pH 7,4) zugegeben
und fuar 20 min vorsichtig auf dem Magnetrihrer gemischt. Die Zellen wurden
anschliellend bei 8000 rpm fur 5 min bei 4°C abzentrifugiert und die Sucrose
vollstandig entfernt. Danach wurde das Pellet in 50 ml 0,5 M MgSO,4 aufgenommen
und erneut vorsichtig fur 20 min auf dem Magnetruhrer gemischt. Anschlief3end
wurde fir 5 min bei 8000 rpm zentrifugiert, der Uberstand mit der Lytikase zu 10 ml
aliquotiert und in flussigem Stickstoff schockgefroren.

Die Qualitat der Praparation und die Aktivitat wurden ermittelt, indem Hefen bei
einer ODggo= 2 fur 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert, das Pellet in 100 mM Tris-HCI pH
9,4 mit 10 mM DTT aufgenommen und fur 10 min inkubiert wurde. Danach wurde
erneut fur 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert und das Pellet in 50 mM Tris pH 7,5 mit
10 mM DTT zu einer ODgpo= 2 resuspendiert und mit verschiedene Mengen Lytikase
inkubiert. Aus der Abnahme der ODggp konnte dann die Aktivitat bestimmt werden.

VI.11.7 Saulenchromatografische Aufreinigung der Untereinheiten
des Sec-Komplex

Mikrosomen (7500 eq) wurden bei 17500 rpm fur 30 min bei 4°C zentrifugiert (Sorvall
Evolution/ SS-34) und das Pellet in Losung | (50 mM Hepes-KOH pH 7,4, 400 mM
Kaliumacetat, 8 mM Magnesiumacetat, 1x Proteaseinhibitor, 10% Glycerol, 2 mM
DTT) mit 2,5% Digitonin fur 30 min durch langsames rotieren solubilisiert. Die
Membranen wurden fur 1 h und 4°C fur 70000 rpm ultrazentrifugiert (TLA-100.3) und
der Uberstand mit Lésung | ohne Digitonin auf eine Digitoninkonzentration von 1%

verdunnt. Auf eine vorbereitet Anti-HA-Saule wurden die solubilisierten Membranen
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aufgetragen und U.N. bei 4°C auf einem Rad rotiert. Am nachsten Tag wurde die
Saule 2x mit 10 ml Losung Il (Losung | mit 1% Digitonin ohne Glycerol) und dreimal
mit 1x TBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Membranen mit 4 ml 250 mM
Glycin-HCI pH 2,5 eluiert und in einem Falcon mit 440 pul vorgelegtem TrisCl pH 9,4
aufgenommen und das Eluat auf Eis gelagert. Anschlie3iend wurde der Ansatz mit
TCA gefallt (VI.11.5) und das Pellet in 40 pl 3x SDS-Probenpuffer mit 200 mM DTT
aufgenommen und fur 10 min bei 65°C denaturiert. Danach wurden die Proben in
einer SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel fixiert, indem das Gel 15 min in
Fixierlosung | (10% Eisessig, 40% MeOH, 1% Glycerol) und 30 min in Fixierldsung Il
(50% MeOH, 1% Glycerol) inkubiert wurde.

VI1.11.8 Tryptischer in-Gel Verdau

Die gewunschten Banden werden mit einem sauberen und scharfen Skalpell
ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefal® gegeben. AnschlieRend wird zweimal
15 min mit HyOgest, zweimal 15 min mit 50% Acetonitril und einmal mit 100%
Acetonitril gewaschen. Die SDS-Stucke werden dann 15 min getrocknet und 20 pl
Trypsinlésung zugegeben (20 ng/ul). Die SDS-Stucke werden dann Quellen
gelassen, bei Bedarf 40 mM NH4sHCOs3-Puffer zugegeben und bei 37°C Uber Nacht
inkubiert. Am nachsten Tag wird der Uberstand (U1) gesammelt, die Gelstiicke mit
30 ul H,O Uberschichtet und fir 15 min bei RT geschiittelt. Nachdem U1 mit dem
Uberstand (U2) vereint wurde, werden die Gelstiicke mit 60% Acetonitril mit 1% TFA
Uberschichtet, 15 min unter schiitteln inkubiert und der Uberstand (U3) mit U1/2
vereint. Danach werden die Gelstucke mit 100% Acetonitrii mit 0,1% TFA
Uberschichtet, 15 min geschittelt und der Uberstand (U4) mit U1/2/3 vereint. Proben
werden zur Lagerung bei -20°C aufbewahrt oder direkt einer MALDI-Analyse

unterzogen.

VI1.11.9 Anlegen von Glycerolkulturen

Eine Bakterienkultur (1656 pl) mit ODggo= 1 wurden mit 344 yl 87%igem sterilem
Glycerol in ein Kryotube pipettiert und bei -80°C eingefroren. Zur Langzeitlagerung
von Hefen wurden 1540 ul einer Hefekultur mit 460 ul 87%igem sterilem Glycerol in
ein Kryotube gegeben und bei -80°C eingefroren.
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V1.11.10 Droptest

Die Anzahl der Hefen der zu untersuchenden Stamme wurden mit einer
Neubauer-Zdhlkammer bestimmt und Verdiinnungen mit 10*, 10°, 102 und 10’ Zellen
in 5 pl hergestellt. Je 5 pl der Verdunnungsreihe wurden auf YPD oder auf YPD mit
Tunikamycin (0,25 uyg/ml oder 0,5 pg/ml) oder 5 mM EGTA aufgetropft und fur die

angegebenen Tage bei verschiedenen Temperaturen inkubiert.

VI1.11.11 UPR-B-Galaktosidaseassay

SEC61 und mutierte Zellen wurden mit pJC30 (LacZ) or pJC31 (UPRELacZ)
transformiert, die Hefen Uber Nacht bis zur frihen log-Phase in -Trp wachsen
gelassen und die B-Galaktosidase Aktivitat bestimmt (Belden und Barlowe, 2001).
Die Zellen (2 ml) wurden durch Zentrifugation geerntet, in 1 ml Z-Puffer resuspendiert
(60 MM Na:HPOs4, 40 mM NaH:POs4, 10 mM KCI, 1 mM MgSOs, 0.27%
mercaptoethanol) und die Hefen mit 100 pl Chloroform, 50 pl 0.1% SDS und durch
vortexen fur 10 s lysiert. Die Suspension wurde fur 5 min bei 28°C vorinkubiert und
200 yl ONPG zugegeben. Nach 30 min wurde die Reaktion durch die Zugabe von
700 pl Na2COs abgestoppt und die Absorption bei 420 nm bestimmt. Aus der
Absortion wurden anschlieBend die Miller-Units berechnet (Miller, 1972). Zur
Kontrolle wurden die Hefen fur 1 h mit Tunikamycin (2 pg/ml) behandelt und
sec671-3-Hefen fur 1,5 h bei 20°C inkubiert.

VI.11.12 **S-Pulse-Chase Analyse

Minimalmedium (30 ml) wurde zu ODggo= 0,005 angeimpft und bei einer ODggo~ 0,5-1
fur 5 min bei 4650xg zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal in
Labelling-Medium gewaschen und zu 4 ODggo/ml aufgenommen. Die Hefen wurden
zu 250 yl aliquotiert und 20 min bei 30°C und 400 rpm in Labelling-Medium
ausgehungert. Nachfolgend wurden die Hefen 5 min mit 55 uCi **S-Met/Cys-Promix
(PerkinElmer) radioaktiv markiert, mit 250 uyl 2x Chase-Mix (10x Chase-Mix: 3 mg/ml
Cys, 4 mg/ml Met, 13,2 mg/ml (NH4),SO4) abgestoppt und nach definierten
Zeitintervallen mit kaltem Tris-Azid (20 mM TrisHCI pH 7,5, 20 mM Natriumazid)
behandelt. Der Chase-Mix enthalt Methionin und Cystein im Uberschuss und
unterbindet damit eine ungewollte FortfUhrung des Labelling. Dann wurden die Zellen
abzentrifugiert (14000 rpm, 5 min, 4°C), mit 1 ml Tris-Azid und anschlieRend mit 1 ml
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Resuspensionspuffer (100 mM TrisHCI pH 9,4, 10 mM DTT, 20 mM Natriumazid)
gewaschen und fur 10 min bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen kurz
abzentrifugiert, in 150 ul Lysepuffer (20 mM TrisHCI pH 7,5, 2% SDS, 1 mM DTT,
1 mM PMSF) aufgenommen und 72 Vol Glassbeads zugefugt. Die Zellen wurden
zweimal 1 min im Beadbeater aufgeschlossen und dazwischen fur 1 min gekuhlt.
AnschlieRend wurden die Glasperlen abzentrifugiert und die Proteine fur 5 min bei
95°C denaturiert. Die Glasperlen wurden dreimal mit 250 uyl IP-Puffer ohne SDS
gewaschen und die Uberstande gesammelt.

Danach wurde das gewunschte Protein in einer IP gefallt. Die gesammelten
Uberstande wurden in einem Preclear mit 60 pl ProteinA-Sepharose fiir 30 min
durchgefuhrt und von unspezifisch bindenden Proteinen befreit. Die
ProteinA-Sepharose wurde danach zentrifugiert und CPY*, KHN, KWW mit 60 pl
ProteinA-Sepharose, 6 pl spezifischer Antikorper U.N. bei 4°C gefallt. Die
ProteinA-Sepharose wurde zentrifugiert und zweimal mit IP-Puffer, einmal mit
Urea-Wash, einmal mit ConA-Wash und einmal mit Tris-NaCl gewaschen. Die
ProteinA-Sepharose wurde anschlielend mit 200 mM DTT in 6x SDS-Probenpuffer
fur 5 min bei 95°C (10 min bei 65°C fur KWW) erhitzt und in einer SDS-PAGE

analysiert.

V1.11.13 Pulse Analyse zur Bestimmung der DPAPB-Akkumulation

Hefen wurden vorbereitet wie in VI.11.12 beschrieben und 15 min bei 20°C markiert.
Danach wurden die Zellen mit Tris-Azid behandelt um eine weitere Inkorporation
radioaktiver Nuklide zu verhindern. Die abgetoteten Zellen wurden aufgeschlossen
wie in der Pulse-Chase Analyse (VI.11.12) und anschlielend fur 10 min bei 65°C
denaturiert. Die Glasperlen wurden dreimal mit 250 pl IP-Puffer ohne SDS
gewaschen und die Uberstande gesammelt. Dann wurde das gewiinschte Protein in
einer IP gefallt (V1.11.12) und fur 10 min bei 65°C erhitzt. Die IP wurde schliel3lich in
einer SDS-PAGE untersucht.

VI1.11.14 RAMP-Analyse zur strukturellen Integritat des
Sec61-Komplex im linearen Sucrosegradienten

Zur Herstellung des Gradienten wurden je 1 ml 15%, 10%, 5% und 0%
Sucroseldsung (in 50 mM HEPES-KOH, pH 7,5; 500 mM KAc; 1 mM EDTA; 0,1%
Triton X-100; 0,05% B-mercaptoethanol; 1 mM PMSF und 1x PI) geschichtet und fur
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mindestens 6 h bei Raumtemperatur stehen lassen. Durch Diffusion entsteht nach
dieser Zeit ein linearer Gradient.

50 eq Mikrosomen wurden fur 1 min bei 10000xg und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 pl Solubilisierungspuffer (100 pl
50 mM HEPES-KOH, pH 7,5; 500 mM KAc; 1% Triton X-100; 10 mM EDTA; 0,05%
(v/v) B-mercaptoethanol; 1 mM PMSF und 5x PI) resuspendiert und anschliel3end
15s gevortext und fur 15 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der 0-15%ige
Sucrosegradient mit den solubilisierten Membranen beladen und fir 16 h bei 4°C und
40000 rpm (SW55Ti) zentrifugiert. Von oben beginnend wurden 13 Fraktionen zu je
310 yI entnommen und mit TCA gefallt. Die Pellets wurden in 40yl 3x
SDS-Probenpuffer mit 200 mM DTT resuspendiert, bei 65°C fur 10 min denaturiert
und 2 pl in SDS-PAGE und Western-Blot analysiert.

V1.11.15 Untersuchungen zum freien und zum Sec-Komplex
Proteinpool

Mikrosomen (50 eq) wurden in 100 pl Digitoninpuffer (50 mM HEPES-KOH pH 7,4;
400 mM KAc; 5 mM MgAc; 10% (w/v) Glycerol; 0,05% (v/v) B-Mercaptoethanol, 1x
P1) resuspendiert und anschlieRend fur 30 min in 400 yl Digitoninpuffer mit 3,75%
Digitonin solubilisiert. Der Ansatz wurde dann bei 10000xg, 4°C und 10 min
zentrifugiert um nicht solubilisierte Bestandteile zu pelletieren. Der Uberstand wurde
gesammelt und das Pellet erneut mit 3,75% Digitonin in Digitoninpuffer solubilisiert.
Nach der Zentrifugation (10000xg, 4°C, 10 min) wurde der Uberstand mit dem ersten
Uberstand vereinigt und fir 90 min bei 4°C und 200000xg (TLA120.1) zentrifugiert
um die RAMP-Fraktion zu pelletieren. 150 yl des Uberstandes (Digitoninextrakt)
wurden mit TCA gefallt (V1.11.5) und in 50 yl 3x SDS-Probenpuffer mit 200 mM DTT
aufgenommen. Weitere 150 ul des Uberstandes wurden mit 450 ul Digitoninpuffer
ohne Digitonin aufgefullt und glykosylierte Proteine mit 50 pl ConA fur 1 h oder G.N.
gefallt. AnschlieRend wurden die Sepharose-Beads bei 2500xg fur 2 min zentrifugiert
und die freie Fraktion im Uberstand zur Kontrolle erneut mit 100 ul ConA-Sepharose
gefallt. Die Beads wurden dreimal mit Aquilibrierungspuffer (1% (w/v) Digitonin;
50 mM HEPES-KOH pH 7,4; 10% (w/v) Glycerol; 0,05% (v/v) B-mercaptoethanol, 1x
Pl) gewaschen und der Uberstand verworfen. Die Sepharose wurde anschlielend in
50 pl 3x SDS-Probenpuffer mit 200 mM DTT resuspendiert und far 10 min bei 65°C
erhitzt. Nach der zweiten Fallung wurde der Uberstand mit der freien Fraktion mit
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50% TCA gefallt (VI1.11.5) und nach dem Waschen in 50 pl 3x SDS-Probenpuffer mit
200 mM DTT resuspendiert und denaturiert.
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Vil. Ergebnisse

VII.L1  Anpassung sekretorischer Signalpeptide und
Transmembrandomanen in ihrer Funktion bei
niedrigen Temperaturen

Vil.1.1 Konservierte Bereiche in SecY-Homologen aus
psychrophilen und mesophilen Eubacteria

Analysiert wurden die Genome von Psychromonas ingrahamii 37, Polaribacter
irgensii 23-P, Collwellia psycherythraea 34H, Polaribacter haloplanktis TAC125,
Escherichia coli str. K-12 substr. W3110, Vibrio cholerae 0395, Pseudoalteromonas
atlantica T6c, Pseudoalteromonas tunicata D2, Polaribacter spec MED152 und
Flavobacterium johnsonniae UW101 (Riley et al., 2008; Gosink et al., 1998; Methe et
al., 2005; Gauthier et al.; 1995; Thomas et al., 2008; Holmstrom, 1998). Thermotoga
maritima wurden als Beispiel fur Proteinsekretion am anderen Ende der
Temperaturskala in die Analyse einbezogen (Nelson et al., 1999).

Ein Alignment der SecY-Homologe dieser Auswahl Extremophiler und
Mesophiler zeigt, dass TMD 2a, 4 und 10 und die Loops zwischen TMD 6/7 und 8/9
stark konserviert sind (Abbildung 6 und Abbildung 7).
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Abbildung 6: Alignment von E. coli und V. cholerae im Vgl. zu den Psychrophilen Bakterien dieser
Studie. Konservierte Aminosauren werden in grin angezeigt und nicht konservierte rot. Die
Aminoséauren des kontraktilen Rings wurden mit grau hinterlegt. Zum besseren Uberblick wurden TMD
und helikale Bereiche aus van den Berg et al. (2004) einbezogen. Ec= Escherichia coli, Vc= Vibrio
cholerae, Pin= Psychromonas ingrahamii, Cp= Collwellia psycherythraea und Ph=
Pseudoalteromonas haloplanktis.
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Der hydrophobe Ring des prokaryontischen SecY-Kanals wird in allen Bakterien
durch lle gebildet (grau hervorgehoben), was nahelegt, dass die Interaktionen des
hydrophoben Kerns mit den Signalpeptiden und Transmembrandomanen in
psychrophilen Bakterien konserviert sind (Abbildung 6). Aminosaurereste u.a. im
Plug oder dem hydrophoben Ring, welche die Orientierung des Substratproteins im
Kanal bestimmen (F25, T59, N65, L72, A79, 186, 191, Q93, T96, 1133, T168, G175,
1191, E238, K268, P276, F331, A334, A351, 1408, A418, 161, F64, S68) wurden in
Sec61p von S. cerevisiae identifiziert (Junne et al., 2007; Trueman et al., 2012). Sie
befinden sich in vielen unterschiedlichen Teilen des Molekiils und ihre individuellen
Funktionen sind unbekannt. Die aquivalenten Positionen dieser Reste sind
konserviert zwischen E. coli, V. cholerae und den Psychrophilen, was bedeutet, dass
im Laufe der Evolution keine Anderung in Bezug auf die Interaktionen, die die
Orientierung des Substratproteins beeinflussen, stattgefunden hat (Abbildung 6 und
Abbildung 7).
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Pin/1-450
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Pin/1-450
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Ve/1-452
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Cp/1-453 . A
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Ph/1-450
Pin/1-450
Pt/1-450
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Cp/1-453 422 .. 453
Ec/1-451 420 S 451
Paj1-447 416 ) 447
Ph/1-450 419 L. 450
Pin/1-450 419 NI . 450
Pt/1-450 419 450
Ve/1-452 421 452

Abbildung 7: Alignment von SecY- Homologen aus E. coli, V. cholerae und den psychrophilen
Bakterien P. ingrahamii, C. psycherythraea und P. haloplanktis. Das Alignment wurde mit ClustalW
2.0 durchgefihrt und mit jalview bearbeitet. Konservierte Bereiche werden dunkelblau angezeigt.
Bakterien der CFB-Gruppe und der hyperthermophile Vertreter T. maritima wurden nicht
berlicksichtigt. Ec= Escherichia coli, Vc= Vibrio cholerae, Pin= Psychromonas ingrahamii, Cp=
Colwellia psycherythraea, Ph= Pseudoalteromonas haloplanktis.
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Die Konservierung von SecY zwischen E. coli und T. maritima war zu gering,
weshalb auf ein Alignment verzichtet wurde. Wegen der mangelnden Konservierung
zwischen den Bakterien der CFB-Gruppe
(Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroides-Gruppe) und den anderen Bakterien, wurden
die CFB-Gruppe einem separaten Alignment unterzogen (Abbildung 8). Das
Alignment bestatigt auch fur die CFB-Gruppe eine hohe Konservierung (Abbildung
8).
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Ps/1-449 1 N R S

Fj/1-456 82 | N N \ YNLYRTL LCFNSPE L F 160
Pir/1-448 81 \ 159
Ps/1-449 \ C C 160
Fj/1-456 161 @V \ LER L TTRV PRILLV 240
Pir/1-448 160 \ 240
Ps/1-449 161 241
Fj/1-456 241 \TM TT DYEQDLAC NEQ VIGL\SKSDTSQSIVGAFS F 321
Pir/1-448 241 \|. . . . DN . . ESAL . --|. .. . . R L L. G .\ - - - - - - A LVGC 313
Ps/1-449 22 V. . .0 DN . . BNV, .--. . H.H. D e . . - - - - - FMAS L 314
Fj/1-456 322 V' AERSEIF KlM L LIAVF S IM 402
Pir/1-448 314 Q \ - 393
Ps/1-449 315 G \ - 394
Fj/1-456 403 D KNRKAVA- 456
Pir/1-448 448
Ps/1-449 395

Abbildung 8: AI|gnment von SecY- Homologen der mesophllen und psychrophllen Vertreter der CFB-
Gruppe. Das Alignment wurde mit ClustalW 2.0 durchgefiihrt und mit JalView bearbeitet. Konservierte

Bereiche werden dunkelblau angezeigt. Fj= Flavobacterium johnsoniae, Pir= Polaribacter irgensii, Ps=
Polaribacter spec MED152.

Das Alignment legt nahe, dass bisher bekannte funktionale Bereiche von Sec61p
hoch konserviert sind und keine besondere Anpassung an die Kalte entwickelt haben
(Abbildung 8).

Aus diesem Grund wurden Signalpeptide nach Anpassungen an extrem
niedrige Temperaturen untersucht und verschiedene Kriterien zwischen mesophilen

und psychrophilen Bakterien in den nachfolgenden Kapiteln verglichen

Vil.1.2 Die Signalpeptidlangen @ahneln sich bei mesophilen und
psychrophilen Eubakteria

Um Unterschiede zwischen Signalpeptiden von psychrophilen und mesophilen
Prokaryonten zu identifizieren, wurden drei unterschiedliche Klassen von
Signalpeptiden untersucht: klassische Signalpeptide (mit SignalP 3.0), Signalpeptide
von Lipoproteinen (mit LipoP 1.0) und Tat-Signalpeptide (mit TatP1.0) (Nielsen et al.,
1997, Bendtsen et al., 2004, Juncker et al., 2003, Bendtsen et al., 2005).
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Tabelle 5: Durchschnittliche Lange von Signalpeptiden und Lipoproteinsignalpeptiden in psychrophilen
und mesophilen Eubakteria. Verwandte Organismen wurden innerhalb der Tabelle untergruppiert und
die durchschnittliche Lange beider Signalpeptidklassen in Aminosauren [AS] angegeben. (Blau=
psychrophile Bakterien, schwarz= mesophile Bakterien und rot= thermophile Bakterien).

Organismus durchschnittliche durchschnittliche
Lange der Lange der

Signalpeptide Lipoprotein-

[AS] signalpeptide
[AS]
P. ingrahamii 24.93 20.38
V. cholerae 25.05 20.78
P. irgensii 23.30 19.21
P. spec MED152 21,08 19,19
F. johnsoniae 22.90 20.22
P. haloplanktis 24 .44 19.89
C. psychrerythraea 25.47 20.77
P. atlantica 24,86 21,05
P. tunicata 22,75 19,99
E. coli 24.52 20.23
T. maritima 21.86 19.15

Die durchschnittliche Lange der mesophilen und psychrophilen Signalpeptide
variierte zwischen 21,08 AS (P. spec MED152) und 25,47 AS (C. psycherythraea) fur
klassische Signalpeptide und 19,15 AS (7. maritima) bzw. 21,05 AS fur
Lipoproteinsignalpeptide (Tabelle 5). Es wurden jedoch keine Unterschiede zwischen
psychrophilen und mesophilen Eubakterien bei der Betrachtung der Mittelwerte
beobachtet (Tabelle 5). Im Gegensatz dazu sind klassische Signalpeptide des
hyperthermophilen T. maritima im Durchschnitt eindeutig kurzer als die der
Meso- und Psychrophilen mit einer Lange von gerademal 21,08 AS (P. spec
MED152). Die durchschnittliche Lange der Lipoproteinsignalpeptide ist vergleichbar
mit derjenigen der Mesophilen und Psychrophilen (Tabelle 5).

Vil.1.3 Die Signalpeptide der Psychrophilen sind nicht
hydrophober als diejenigen der Mesophilen

Um zu untersuchen, ob die Veranderungen der hydrophoben und ionischen Krafte in
der extremen Kalte einen ausreichend grof3en evolutionaren Druck auf die
AS-Komposition der Signalpeptide und damit auf die Hydrophobizitat haben, wurden
die klassischen Signalpeptide und die Lipoproteinsignalpeptide nach ihrer Spaltstelle
ausgerichtet und die entstandene Konsensussequenz mit Weblogo dargestellt
(Baldwin, 1986; Schneider et al., 1990; Crooks et al., 2004). Weblogo gibt die
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Konservierung der Aminosauren an einer gegebenen Position in bits an und stellt
diese durch ihre relative Hohe dar (Schneider et al., 1990; Crooks et al., 2004).
Herkdmmliche Signalpeptide zeigen eine Bevorzugung von kleinen neutralen
Aminosauren (z.b. Ala) an Position -1 und -3, die die Erkennungssequenz der
Signalpeptidase darstellt und in nahezu allen Organismen konserviert ist (von Heijne,
1983). F. johnsonniae und P. irgensii, beides Mitglieder der CFB-Gruppe, zeigen eine
geringfugig niedrigere Konservierung der Position -3, was auch in T. maritima
beobachtet werden konnte (Abbildung 9).

Der hydrophobe Kern der vorhergesagten Signalpeptide besteht in den meisten
untersuchten Organismen aus Leucinen auller fur P. irgensii, das lle bevorzugt.
Untersuchungen in Bezug auf Signalpeptide von Lipoproteinen zeigten keinen
Unterschied zwischen den Vergleichsgruppen (Abbildung 10).

Um versteckte Effekte auf die Hydrophobizitat der Signalpeptide zu bestimmen,
wurde eine GRAVY-Analyse durchgefuhrt (Kyte und Doolitle 1982). Der
GRAVY-Score ist ein Mall fur die Hydrophobizitat der zu untersuchenden
AS-Sequenz (Kyte und Doolittle 1982). Je hoher dieser Wert, desto hydrophober sind
die Signalpeptide (Kyte und Doolittle 1982). Die GRAVY-Werte fur klassische
Signalpeptide und Signalpeptide von Lipoproteinen sind sehr ahnlich, wobei die
Hydrophobizitat in psychrophilen im Vergleich zu mesophilen Eubakteria nicht
verandert ist (Tabelle 6).
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Abbildung 9: Vergleich der klassischen Signalpeptide mesophiler und psychrophiler Bacteria.
Identifizierte Sequenzen wurden nach ihrer Schnittstelle ausgerichtet, einem Alignment unterzogen
und mit Weblogo 2.0 zur besseren Ubersicht dargestellt. Die Auftretenshaufigkeiten werden in bits und
die Abstande zur Schnittstelle (-1) in Aminosduren angegeben (Blau= psychrophile Bakterien,
schwarz= mesophile Bakterien und rot= thermophile Bakterien).
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Abbildung 10: Vergleich der Signalpeptide von Lipoproteinen mesophiler und psychrophiler Bacteria.
Identifizierte Sequenzen wurden nach ihrer Schnittstelle ausgerichtet, einem Alignment unterzogen
und mit Weblogo 2.0 zur besseren Ubersicht dargestellt. Die Auftretenshaufigkeiten werden in bits und

die Abstande zur Schnittstelle (-1) in Aminosauren angegeben (Blau= psychrophile Bakterien,
schwarz= mesophile Bakterien und rot= thermophile Bakterien).
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Die GRAVY-Werte und damit die Hydrophobizitat der beiden Signalpeptidklassen

sind in T. maritima substantiell hGher (Tabelle 6).

Tabelle 6: GRAVY Analyse von klassischen Signalpeptiden und Lipoprotein-Signalpeptiden.
Lipoprotein-Signalpeptide und klassische Signalpeptide wurden bioinformatisch bestimmt und die
Hydrophobizitdt beider Signalpeptidklassen nach Kyte und Doolittle (1982) berechnet.
Tat-Signalpeptide wurden, wegen der geringen Anzahl an reprasentativen Proteinen, die diese Art des
Signalpeptids besitzen, nicht weiter berlcksichtigt nicht weiter bericksichtigt. (Blau= psychrophile
Bakterien, schwarz= mesophile Bakterien und rot= thermophile Bakterien)

Organismus Signalpeptide Lipoprotein Signalpeptide
P. ingrahamii 1.16 1.40
V. cholerae 1.08 1.34
P. irgensii 1.27 1.52
P. spec MED152 1.34 1.59
F. johnsoniae 1.21 1.45
P. haloplanktis 1.21 1.49
C. psychrerythraea 1.15 1.41
P. atlantica 1.08 1.37
P. tunicata 1.20 1.46
E. coli 1.11 1.37
T. maritima 1.90 1.78

Vil.1.4 Detaillierte Analyse der AS-Zusammensetzung

In einer aktuellen globalen Analyse konnte gezeigt werden, dass der
lle-Gesamtgehalt in Proteinen von P.ingrahamii im Vergleich zu E. coli und
V. cholerae um 1,5% abweicht (Riley et al., 2008).

Bezogen auf ihre Signalpeptide unterscheiden sich die zuvor erwahnten Bakterien in
ihrem lle-Gehalt zu 1,64-2,58%, was hoher ist als derjenige der globalen Betrachtung
(im gesamten Proteom: 1,49-1,52%). Riley et al. konnten zudem zeigen, dass auch
der Gehalt an Lys (1,32-1,84%), Asn (0,97-1,02%), Phe (0,39-0,50%) und Tyr
(0,2-0,31%) in P. ingrahamii (verglichen mit E. coli und V. cholerae) erhoht ist (Riley
et al., 2008 und Tabelle 7). Fur Signalpeptide dieser drei Organismen sind die
Auftretenshaufigkeiten z.b. von Lys (1,85-1,99%), Asn (1,16-1,30%), Phe
(1,38-1,52%) und Tyr (0,31-0,58%) damit hoher als im Proteom. Fur Glu
(0,23-0,43%) liegt der Anteil in Signalpeptiden niedriger als im gesamten Proteom.
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Tabelle 7: Aminosdurezusammensetzung von Signalpeptiden. Die Tabelle gibt den durchschnittlichen
Prozentsatz der einzelnen Aminosauren in klassischen Signalpeptiden an. Angaben in Prozent [%].
(Blau= psychrophile Bakterien, schwarz= mesophile Bakterien und rot= thermophile Bakterien). Pin=
Psychromonas ingrahamii, Vc= Vibrio cholerae, Pir= Polaribacter irgensii, Ps= Polaribacter spec
MED152, Fj= Flavobacterium johnsoniae, Ph= Pseudoalteromonas haloplanktis, Cp= Colwellia
psycherythraea, Pa= Pseudoalteromonas atlantica, Pseudoalteromonas tunicata, Ec= Escherichia
coli, Tm= Thermotoga maritima.

Org. Gly Ala Val Leu lle Ser Thr Asp Asn Glu

Pin 2,55 13,86 549 1851 7,55 10,97 6,82 0,19 3,42 0,13
Ve 3,01 16,06 5,81 17,67 525 10,81 6,61 0,25 2,12 0,56
Pir 1,85 11,25 5,62 17,08 10,11 8,54 6,83 0,00 3,77 0,36
Ps 1,57 9,02 487 17,87 953 8,54 583 0,03 3,5 0,17
Fj 233 10,65 557 1720 8,69 854 561 0,22 3,86 0,30
Ph 2,44 16,04 591 1829 6,89 11,38 6,76 0,11 3,16 0,15
Cp 2,11 13,47 590 17,55 7,72 12,31 7,92 0,09 3,86 0,15
Pa 321 149 6,33 16,50 598 11,38 6,76 0,16 3,12 0,20
Pt 243 1536 6,57 18,57 6,12 11,38 6,76 0,16 2,89 0,23
Ec 4,23 18,07 6,47 1712 514 8,86 575 0,17 2,26 0,36
Tm 2,28 10,05 15,98 22,37 6,39 594 2,74 046 0,46 0,00

GIn  Cys Met Phe Tyr Trp Lys Arg His Pro

Pin 1,56 184 654 711 160 044 722 160 0,76 1,84
Ve 167 165 794 5589 129 1,72 523 3,12 0,82 2,81
Pir 25 157 598 11,81 093 0,21 8,54 1,42 0,57 1,00
Ps 1,85 168 572 1265 192 0,13 8,06 1,33 048 0,58
Fj 1,83 1,84 6,97 12,09 220 040 8,88 1,22 0,73 0,86
Ph 148 213 6,19 668 148 033 6,21 1,51 093 1,94
Cp 149 162 646 711 128 038 6,71 133 0,85 1,68
Pa 1,56 227 691 669 13 066 576 2,53 146 2,23
Pt 1,59 2,06 646 662 159 046 635 1,41 1,10 1,93
Ec 1,70 162 7,83 573 1,02 122 537 350 1,18 2,39
Tm 0,23 000 868 1050 046 1,37 5,71 457 0,23 1,60

Um Unterschiede zu finden wurden die Auftretenshaufigkeiten der Aminosauren in
Signalpeptiden psychrophiler Bakterien und deren mesophilen Gegenstlicken
verglichen und die minimalen und maximalen Differenzen berechnet. Der Vergleich

erfolgt unter Berucksichtigung der Verwandtschaftsverhaltnisse, das bedeutet, dass
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zuerst die Vertreter der CFB-Gruppe, dann der restlichen Prokaryonten verglichen
wurden, und anschlieBend deren Minimum und Maximum berechnet wurde. Der
kleinste Wert beider Minima bzw. der grote Wert beider Maxima wurde
anschlielend fur die Auswertung berucksichtigt. Der Prozentsatz folgender
Aminosauren waren zeigt in beiden Gruppen eine Tendenz und ist gleich bis erhdht
in psychrophilen Signalpeptiden: lle (0,58-2,58%), Ser (0,00-3,45%) und Thr
(0,00-2,17%).

Fur Lipoproteinsignalpeptide Psychrophiler im Vgl. zu Mesophilen wurden
ahnliche Tendenzen wie fur klassische Signalpeptide identifiziert. lle (0,06-4,09%) ist
genau wie Thr (0,00-2,80%) gleich oder erhdht in Signalpeptiden von Lipoproteine
(Tabelle 8). Anders verhalt es sich fur Asp und Ser, die in Lipoproteinsignalpeptiden
keine Tendenz aufweisen (Vgl. Mesophile gg. Psychrophile). Zusatzlich sind Met
(0,08-1,99%) und Arg (0,05-2,01%) erniedrigt im Vergleich zu den mesophilen
Prokaryonten (Tabelle 8).

T. maritima, der einzige hyperthermophile Vertreter in unserem Datenset, zeigt
starke Unterschiede in der Aminosaureverteilung fur Signalpeptide und
Lipoproteinsignalpeptide im Vergleich zu den anderen untersuchten Organismen der
unterschiedlichen Gruppen. T. maritima wurde mit allen mesophilen Vertretern
verglichen, da keine nahere Verwandtschaft zu einem der Prokaryonten gegeben ist.
In Signalpeptiden ist Met (0,74-2,96%), genau wie Arg (1,07-3,35%), anteilig hoher
(Tabelle 7). Weniger oft vertreten als in mesophilen Signalpeptiden sind Asn
(1,66-3,40%), Tyr (0,56-1,74%), Thr (2,87-4,02%) und Ser (2,60-5,44%) (Tabelle 7).
Zusatzlich ist der Prozentsatz von Val (9,41-11,11%) und Leu (3,80-5,87%) erhoht
und der von Gin (1,33-1,62%) und Cys (1,62-2,27%) stark erniedrigt, verglichen mit
den mesophilen Bakterien (Tabelle 7).

In thermophilen Lipoproteinsignalpeptiden zeigt sich, verglichen mit
Mesophilen, ein gegensatzlicher Trend fur Thr (2,07-3,55%). Die Aminosauren Trp
(0,15-1,10%), Val (1,17-2,77%), Leu (0,75-5,16%) sind erhoht und damit anders
situiert als in mesophilen Bakterien (Tabelle 8). AuRerdem zeigt die Analyse einen
geringeren Prozentsatz von Cys (0,93-1,72%) und His (0,07-0,76%) thermophilen
Signalpeptiden verglichen zum Mesophilen (Tabelle 8). Keine Veranderungen
wurden fur Met, Arg, Tyr und Ser beobachtet.

Extremophile tauschen andere Aminosauren fur Leu und Val aus, zwei lipophile
Aminosaure (Kyte and Doolittle 1982).
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Tabelle 8: Aminosadure Komposition von Lipoprotein Signalpeptiden. Die Tabelle gibt den
durchschnittlichen Prozentsatz der einzelnen Aminosauren in Lipoproteinsignalpeptiden an. Angaben
in Prozent [%].(Blau= psychrophile Bakterien, schwarz= mesophile Bakterien und rot= thermophile
Bakterien). Pin= Psychromonas ingrahamii, \c= Vibrio cholerae, Pir= Polaribacter irgensii, Ps=
Polaribacter spec MED152, Fj= Flavobacterium johnsoniae, Ph= Pseudoalteromonas haloplanktis,
Cp= Colwellia psycherythraea, Pa= Pseudoalteromonas atlantica, Pseudoalteromonas tunicata, Ec=
Escherichia coli, Tm= Thermotoga matritima.

Org. Gly Ala Val Leu lle Ser Thr Asp Asn Glu

Pin 456 850 6,62 19,11 981 793 6,05 040 228 0,34
Ve 6,00 933 69 2288 594 820 499 036 226 0,83
Pir 234 517 6,44 18,09 12,39 8,04 517 0,20 2,77 0,20
Ps 209 519 726 18,79 12,33 851 5,16 0,07 241 0,16
Fj 253 6,40 6,02 18,47 11,59 8,87 517 0,09 291 0,22
Ph 493 10,28 6,00 20,69 980 8,01 665 0,13 1,75 0,16
Cp 371 902 6,17 2140 899 961 7,62 027 2,78 0,05
Pa 575 965 7,23 1941 7,77 865 6,30 0,23 248 0,13
Pt 540 9,71 6,35 21,49 8,18 7,38 6,30 0,21 230 0,19
Ec 6,12 12,60 7,62 20,54 5,71 6,77 482 020 1,78 0,08
Tm 412 6,04 8,79 2363 10,16 8,79 2,75 0,00 0,55 0,00

GIn Cys Met Phe Tyr  Trp Lys Arg His Pro

Pin 091 5,70 6,85 7,59 125 051 7,70 211 051 1,25
Ve 1,13 588 79 345 1,01 095 648 2,73 083 1,84
Pir 091 706 6,51 1061 215 0,13 917 127 062 0,78
pPs 071 6,19 6,69 109 2,25 0,00 871 1,80 034 0,39
Fj 1,06 6,12 6,78 980 213 0,18 9,13 1,32 0,52 0,70
Ph 1,23 6,45 6,29 555 139 0,26 633 195 0,75 1,39
Co 103 600 624 518 128 032 6,86 147 057 145
Pa 1,21 6,12 730 519 147 049 59 19 1,03 1,68
Pt 1,16 6,67 6,93 550 093 061 648 206 09 1,19
Ec 093 6,40 823 429 1,01 0,69 6,20 3,48 045 2,07
Tm 000 49 769 879 110 110 769 247 027 1,10

Psychrophile Bakterien tendieren zu einer starkeren Verwendung von lle und
reduzieren dafur nicht eine andere spezifische Aminosaure, sondern gleichen das
durch die Menge der anderen Aminosaure aus. Die Aminosaurekomposition von

T. maritima weicht stark von derjenigen der Mesophilen ab.
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VIl.1.5 Extremophile exprimieren weniger sekretorische Proteine
als ihr mesophiles Gegenstiick

In diesem Abschnitt wurde die Anzahl an vorhergesagten sekretorischen Proteinen
jedes Proteoms bestimmt um potentielle Unterschiede im Sekretom psychrophiler
und mesophiler Eubakteria zu ermitteln. Dazu wurden die zuvor erwahnten
Algorithmen benutzt und zusatzlich die Tat-Signalpeptide einbezogen. Zur
Vorhersage von Tat-Signalpeptiden wurde auf die beiden Algorithmen Tatfind und
TatP 1.0 zurickgegriffen (Bendtsen et al., 2005; Rose et al., 2002; Dilks et al., 2005).

Tabelle 9: Anzahl an Proteinen, die durch SignalP 3.0 (klassische Signalpeptide), Tatfind, TatP 1.0
(beide Tat-Signalpeptide) und LipoP 1.0 (Lipoproteinsignalpeptide) vorhergesagt wurden. Zur
besseren Ubersicht wurde die durchschnittliche Anzahl der Proteine auf je eintausend Proteine
relativiert. (Blau= psychrophile Bakterien, schwarz= mesophile Bakterien und rot= thermophile
Bakterien, #= Anzahl).

Organismus Pro’iine SignalP TatP Tatfind LipoP selfrgt.
Proteine
P. ingrahamii 3545 55,85 7,05 1,13 23,97 88,00
V. cholerae 3934 58,97 14,23 2,29 39,40 114,89
P. irgensii 2557 24,64 3,13 1,56 62,18 91,51
P. spec. 2611 50,56 3,45 1,91 52,09 108,01
F. johnsoniae 5017 70,76 2,99 2,99 83,72 160,46
P. haloplanktis 3486 75,16 5,45 1,72 22,95 105,28
C. psychr. 4910 70,88 8,15 2,85 39,71 121,59
P. atlantica 4281 85,26 11,68 5,37 42,98 145,29
P. tunicata 4504 72,87 5,55 1,11 41,96 121,49
E. coli 4227 75,70 23,66 7,10 28,63 135,09
T. maritima 1858 11,30 6,46 1,61 9,69 29,06

Eine Analyse mit beiden Algorithmen war notwendig um die geringe Anzahl der
Vorhersagen in einigen Organismen zu bestatigen. Die Untersuchung zeigt, dass die
Anzahl der vorhergesagten Proteine in extremophilen Bakterien verringert ist im
Vergleich zu ihrem jeweiligen mesophilen Gegenstlck (aul’er P. haloplanktis;
Tabelle 9). Fur T. maritima, wo gerade einmal 21 klassische Signalpeptide (im
Gegensatz zu 320 Signalpeptide in E. coli) identifiziert werden konnten, ist ein
starker Unterschied erkennbar. Die nah verwandten Bakterien der CFB-Gruppe,
namlich F. johnsonniae, P. spec MED152 und P. irgensii, unterscheiden sich auch
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stark in der Anzahl der vorhergesagten Proteine mit klassischen Signalpeptiden
(Tabelle 9).

Dies reflektiert moglicherweise einen generellen Trend fur Extremophile der
CFB-Gruppe und in geringerem Ausmal fur die anderen Extremophilen. Die sehr
geringe Anzahl vorhergesagter sekretorischer Proteine in T. maritima konnte
entweder das Resultat starker struktureller Unterschiede zwischen mesophilen und
thermophilen Signalpeptiden sein oder ein Resultat der denaturierenden

Bedingungen des extrazellularen Raums.

ViI.1.6 Untersuchungen zu den Transmembrandomanen
psychrophiler Eubakteria.

Die TMDs von Membranproteinen befinden sich in der Lipiddoppelschicht in
engem Kontakt zu den Membranlipiden (van Meer et al., 2008). Aus diesem Grund
stellt sich die Frage inwieweit die Zusammensetzung der Lipidmembran mit der
AS-Komposition und Lange der Transmembrandoméanen koevolvierte. In
Eukaryonten gibt es Hinweise daflr, dabei besitzen Proteine in der Plasmamembran,
TMDs mit langeren hydrophoben Domanen, als Proteine im ER, das eine andere
Lipidzusammensetzung besitzt (van Meer et al., 2008).

Die Zusammensetzung der Lipidmembran kalteadaptierter Organismen
unterscheidet sich von derjenigen mesophiler Organismen durch einen hdheren
Gehalt an ungesattigten Fettsauren (Romisch und Matheson, 2003). In diesem
Kapitel soll die Frage geklart werden, ob die TMDs psychrophiler Organismen diese
Unterschiede reflektieren in ihrer unmittelbaren Membranumgebung reflektieren und
ob die TMDs sich von denjenigen mesophiler Organismen unterscheiden.
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Tabelle 10: Aminosdurezusammensetzung der Transmembrandomanen. TMDs wurden durch
HMMTOP vorhergesagt und die durchschnittlichen, relativen Vorkommen der zwanzig naturlichen
Aminosauren berechnet. Angaben in Prozent [%]. (Blau= psychrophile Bakterien, schwarz= mesophile
Bakterien und rot= thermophile Bakterien). Pin= Psychromonas ingrahamii, Vc= Vibrio cholerae, Pir=
Polaribacter irgensii, Ps= Polaribacter spec MED152, Fj= Flavobacterium johnsoniae, Ph=
Pseudoalteromonas haloplanktis, Cp= Colwellia psycherythraea, Pa= Pseudoalteromonas atlantica,
Pseudoalteromonas tunicata, Ec= Escherichia coli, Tm= Thermotoga matritima.

Org. Gly Ala Val Leu lle Ser Thr  Asp  Asn Glu

Pin 8,11 12,62 9,71 18,00 12,51 7,76 552 097 1,92 0,65
Ve 8,60 13,89 10,70 18,59 1043 7,14 527 086 1,60 0,60
Pir 801 914 9,09 16,53 14,79 6,71 530 0,97 2,73 0,84
Ps 750 8,65 890 17,21 1523 7,37 548 087 244 0,74
Fj 7,12 960 8,57 1711 1448 7,55 545 0,74 247 0,64
Ph 7,83 13,43 10,31 18,06 12,30 7,60 532 0,75 1,88 0,54
Cp. 6,95 1191 998 18,39 12,78 835 585 0,76 1,97 0,53
Pa 8,48 13,83 10,74 18,05 11,06 7,71 518 0,75 1,68 0,56
Pt 741 12,72 995 18,76 1161 7,67 5,15 0,75 1,88 0,54
Ec 9,37 15,01 10,82 1793 1042 6,20 5,18 087 1,72 0,58
m 8,64 937 12,88 16,86 11,52 7,18 494 144 197 1,16

GIn Cys Met Phe Tyr Trp Lys Arg His Pro

Pin 089 150 3,06 814 277 150 085 044 055 2,62
Ve 09 1,44 357 7,23 257 194 076 044 061 2,89
Pir 1,17 141 268 11,04 356 1,15 1,52 0,51 0,57 2,28
Ps 1,39 139 238 11,69 364 1,02 142 039 047 1,92
Fj 1,54 1,717 253 1165 359 103 143 040 0,50 1,99
Ph 094 175 28 799 279 145 085 0,38 0,60 2,38
Cp 091 159 313 824 300 132 093 043 0,60 2,38
Pa 091 186 336 746 247 160 0,78 044 058 250
Pt 1,03 187 299 863 282 150 097 038 0,62 242
Ec 091 171 379 661 237 199 060 052 0,58 2,88
m 0,78 094 299 983 317 115 1,15 061 057 2,86

Im ersten Schritt wurden Proteine mit HMMTOP vorhergesagt, die
AS-Komposition der TMDs mit Perl Skripten bestimmt und die Anteile der
Aminosauren in den Transmembrandomanen der Prokaryoten analysiert. Auch hier
erkennt man, dass die Frequenz von lle in psychrophilen Prokaryonten (auller

P. irgensii ein Vertreter der CFB-Gruppe) im Vergleich zu mesophilen Bakterien
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hoher ist (0,68-2,36%). Weiterhin ist der Anteil an Asn gleich bis erhéht (0,00-0,37%),
die Daten fur andere Aminosauren zeigen keine Tendenz (Tabelle 10). Die Praferenz
fur lle spiegelt sich auch in TMD wieder und ist nicht nur Eigenheit von
Signalpeptiden.

Tabelle 11: Ladungsverteilung um die Transmembrandomanen und Lange der TMD. Vorhergesagte
TMD-Proteine wurden auf die Ladungen 15 AS vor und nach der TMD untersucht. Arg/Lys gelten als
positive Ladung und Glu/Asp als negative Ladung. Zusatzlich wurde die durchschnittliche Lange der
transmembranen Doméanen (TMD) und relative Anzahl transmembraner Proteine (TMP) am
Gesamtproteom bestimmt. Pin= Psychromonas ingrahamii, Vc= Vibrio cholerae, Pir= Polaribacter
irgensii, Ps= Polaribacter spec MED152, Fj= Flavobacterium johnsoniae, Ph= Pseudoalteromonas
haloplanktis, Cp= Colwellia psycherythraea, Pa= Pseudoalteromonas atlantica, Pseudoalteromonas
tunicata, Ec= Escherichia coli, Tm= Thermotoga maritima.

Org. #Proteine  TMP [%] ngjtr?g_; b?fcrj:rr;%i_ Lénge[ :Se]r ™MD
(In/Out) (In/Out)
Pin 3545 39.44 1.58/-0.45 2.03 20.04
Ve 3934 37.39 1.57/-0.5 2.07 20.04
Pir 2557 38.54 2.08/-0.36 2.44 19.62
Ps 4237 25,63 1,70/-0,31 2,01 19.45
Fj 5017 42.41 1.74/-0.19 1.93 19.77
Ph 3486 37.79 1.82/-0.17 1.99 19.38
Cp 4910 39.88 1.54/-0.54 2.08 19.89
Pa 4281 40,99 1,20/-0,53 1,73 19,90
Pt 4504 38,49 1,21/-0,34 1,55 20,09
Ec 4227 40.09 1.72/-0.40 2.12 20.07
Tm 1858 38.71 1.53/-0.38 1.91 20.02

Fur die TMD von T. maritima ist der Gehalt an Val (2,06-4,31%), Asp
(0,57-0,7%), Glu (0,42-0,62%) erhdht und fur Leu (0,25-1,9%), Glu (0,42-0,62%),
Cys (0,45-0,93%) erniedrigt.

Weiterhin wurde die Auspragung des Ladungsunterschieds um die erste TMD
von TMD-Proteinen untersucht, da Veranderungen in der Starke ionischer
Wechselwirkungen diese beeinflussen konnten. Dazu wurden 15 AS um die
Transmembrandomane nach basischen (Arg, Lys) und sauren Aminosauren (Asp,
Glu) untersucht. Die Transmembrandomanen aus psychrophilen Bakterien
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unterscheiden sich nicht in ihrer Lange und ihrer Ladungsverteilung um die erste

Transmembrandomane (Tabelle 11).
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Vil.2 Die N-Acetylierung und Auswirkungen des Verlust
auf Vitalitat, Proteintranslokation und ERAD
Vil.2.1 Aufreinigung und N-Acetylierungen der Untereinheiten des

Sec-Komplex

In den vergangenen Jahren wurden mehrere Publikationen veroffentlicht, die zeigen,
dass die N-Acetylierung nicht nur Uber die Stabilitat eines Proteins entscheidet,
sondern auch einen Beitrag zur Funktionalitat eines Proteins leisten kann (Caesar
und Blomberg 2004; Behnia, Panic et al., 2004; Behnia, Barr et al., 2007; Coulton,
East et al., 2010). Deshalb wurden die Untereinheiten des Sec-Komplexes auf
N-Acetylierungen untersucht.

Die Untereinheiten des Sec-Komplexes wurden mit den web-basierten
Algorithmen NetAcet 2.0 und TermiNator 2.0 auf N-Acetylierungen analysiert (Frottin
et al., 2006; Kiemer et al., 2005). Tabelle 12 zeigt, dass vier der sieben
Untereinheiten (Sec61p, Sec71p, Sec62 und Sbh1p) N-acetyliert sind. Unterschiede
zwischen den beiden Algorithmen zeigen sich im Fall von Sbh1p, welches in der
Vorhersage von NetAcet 2.0 an der dritten Position und im Falle von Terminator 2.0
an der zweiten Position modifiziert ist (Tabelle 12). Die Vorhersagen unterstitzen
experimentelle Daten aus denen bekannt ist, dass Proteine mit -Met-Ser- am
N-Terminus typische NatA-Substrate sind (Polevoda et al., 2009).

Tabelle 12: bioinformatische Analyse der Untereinheiten des Sec-Komplexes auf N-Acetylierung. Die
Sec-Untereinheiten wurden mit NatAcet 2.0 und TermiNator 2.0 auf N-Acetylierungen untersucht. Die
ersten zehn Aminosauren der Untereinheiten und die Sicherheit der Vorhersagen sind in Score
(NetAcet 2.0) bzw. in Prozent (Terminator 2.0) angegeben. Ein Score 2 0,5 gilt als signifikant (Frottin
et al., 2006; Kiemer et al., 2005).

Protein N-Terminus NetAcet 2.0 TermiNator 2.0
[Score] [%]

Sec63p MPTNYEYDEA Nein [0,485] P(2) [100%]
Sec61p MSSNRVLDLF Ac-S(2) [0,500] Ac-S(2) [85%]
Sec71p MSEFNETKFS Ac-S(2) [0,512] Ac-S(2) [85%]
Sec62p MSAVGPGSNA Ac-S(2) [0,506] Ac-S(2) [85%]
Sss1p MARASEKGEE Nein [0,466] A(2) [78%]
Sec72p MVTLEYNANS Nein [0,465] V(2) [100%]
Sbh1p MSSPTPPGGQ Ac-S(3) [0,51] Ac-S(2) [85%]

Anschlielend wurden die Untereinheiten des heptameren Translokons aufgereinigt
untersucht (Abbildung 11).
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Mikrosomen mit Digitonin solubilisiert, in der Ultrazentrifuge zentrifugiert um die
RAMP-Fraktion zu entfernen, und der Uberstand Uber eine Saule bestehend aus
Anti-HA-Agarose aufgereinigt. Die HA-Agarose bindet Sss1p-Untereinheiten, da
diese mit einem HA-Tag markiert sind (Soromani et al., 2012). Nach der Elution und
Fallung, wurden die aufgereinigten Proteine in einer denaturierenden SDS-PAGE
untersucht und mit Coomassie gefarbt (Abbildung 11). Danach wurden die Banden
extrahiert, tryptisch verdaut und die Peptide massenspektrometrisch untersucht
(Abbildung 11).

Proteinmarker
Aufreinigung

e
W e — Sec63p
HC — e
P
—— Sec71p
Secblp — | e ™
LC s — Secb62p
- -
Sss1pHA — == - — Sec72p
Sbh1ip — : —

Abbildung 11: SDS-Page der aufgereinigten Untereinheiten des Sec-Komplexes. Die Untereinheiten
wurden mit einer HA-Agarosesdule aufgereinigt, in einem 4-12% SDS-Gel aufgetrennt, mit Coomassie
gefarbt und Proteine identifiziert. Markerbanden von oben nach unten: 250 kDa, 150 kDa, 100 kDa, 75
kDa, 50 kDa, 37 kDa, 25 kDa, 20 kDa, 15 kDa und 10 kDa (Precision Plus Protein™ All Blue
Standards von Biorad).

Ein Protein Score >110 und ein lon Score >35 ist als signifikant anzusehen und
belegt die N-Acetylierung fur Sec62p und Sbh1p (Tabelle 13; Soromani et al., 2012).
Die Bestatigung einer N-Acetylierung fur Sec61p gelang nicht, da der tryptische
Verdau zu einem zu kurzen N-terminalen Peptid fluhrte, welches in der
MALDI-Analyse nicht erkannt wird. Die Identitat der Sbh1p und der Sssip
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Untereinheiten waren aus vorangegangenen Untersuchungen bekannt (Soromani et
al., 2012).

Tabelle 13: Zusammenfassende Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchung. Die Sec-
Untereinheiten wurden der GroRe nach in einem 4-12%-SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt,
ausgeschnitten und anschlieend tryptisch verdaut. Fir die identifizierten Proteine wurde der Protein
Score, lon Score und die Sequenz des erkannten N-terminalen Peptids angegeben. Proteine mit
einem Protein Score >110 und einem lon Score >35 gelten als signifikant in Bezug auf die N-
Acetylierung (rot; Soromani et al., 2012).

Protein Grole Protein Modifikation N-terminales Peptid
[kDa] Score [Score]
Sec63p 70 131 —— MPTNYEYDEA
Sec61p 38 132 —— MSSNRVLDLF
Sec71p 31 175 - MSEFNETKFS
Secb62p Acetylierung
28 122 Ac-MSAVGPGSNA
[111]

Sss1p-HA 22 59 —— MARASEKGEE
Sec72p 19 133 - MVTLEYNANS
Sbh1p Acetylierung

12,5 61 (52] Ac-MSSPTPPGGQ

Eine N-Acetylierung von Sec71p kann nicht bestatigt werden, da kein geeignetes
Peptid in der MALDI-ToF-Analyse identifiziert werden konnte.

Vil.2.2 Effekte der NatA-Deletion auf Vitalitat und
Proteintranslokation in Hefen

50% der Proteine einer Hefezelle sind N-acetyliert, was sie zu der haufigsten
Proteinmodifikation im Leben einer Zelle macht (Driessen et al., 1985). Der Verlust
der N-Acetylierung bei mehreren Untereinheiten des Translokationskomplexes
konnte Auswirkungen auf dessen Funktionalitat haben.

Da Sec62p und Sbh1p mit Sicherheit und Sec61p und Sec71p mit hoher
Wahrscheinlichkeit durch NatA acetyliert werden, wurden Hefen des Aard71-Stammes
in einem Verdunnungsreihenexperiment (,Droptest®) analysiert (Abbildung 12). Ard1p
ist die katalytische Untereinheit des NatA Komplexes und essentiell fur die
Acetylierung spezifischer Substrate, die mit Met und Ser beginnen. Sec61p, Sec62p,
Sec71p und Sbh1p sind demnach typische NatA-Substrate (Gautschi et al., 2003).
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Der Adoa10-Stamm, einer E3-Ub-Ligase, diente in diesem Experiment als weitere
Kontrolle (Hwang et al., 2010).

BY4742
Adoa0
Aard1

Abbildung 12: Untersuchungen zur Vitalitdt von Hefen bei einem Verlust von Ard1p und der N-
Acetylierung durch NatA. Hefezellen (BY4742, Adoa10, Aard1) wurden in einer Verdiinnung von 10*
bis 10'-Zellen auf YPD-Medium aufgetropft, bei den entsprechenden Temperaturen 3d inkubiert und
das Wachstum dokumentiert.

Der Verlust der NatA-abhangigen N-Acetylierung fuhrt zu einem leichten
Wachstumsdefekt bei 37°C und einem schweren Wachstumsdefekt bei 20°C, ein
verandertes Wachstumsverhalten bei 30°C, konnte nicht festgestellt werden
(Abbildung 12).

Um zu verifizieren, ob ein Verlust der N-Acetylierung von Sec62p, Sec61p,
Sec71p und Sbh1p Auswirkungen auf die Translokation hat, wurde der Aard7-Stamm
mit Reporterkonstrukten transformiert, die mit der Uracil-Synthetase (URA3)
fusioniert wurden (Ng et al., 2007). Bei einer Beeintrachtigung der Translokation
verbleibt das Fusionsprotein im Cytoplasma wo es seine Funktion aufnehmen kann
und Uracil synthetisiert (Ng et al.,, 2007). Die Lokalisation im Cytoplasma ist
Voraussetzung fur das Wachstum auf Uracil-Mangelmedium (Ng et al., 2007). Um
zwischen posttranslationaler und cotranslationaler Translokation zu unterscheiden,
wurde URA3 entweder mit CPY (posttranslational importiert) oder PHOS8
(cotranslational importiert) fusioniert und in Hefen transformiert (Ng et al., 2007).

Weder der Aard7-Stamm noch die wildtypischen Kontrolle (BY4742) zeigen
Translokationsdefekte (Abbildung 13). Eine kurzlich isolierte Mutante mit starkem
cotranslationale Importdefekt (sec67-302) diente der Kontrolle des Systems
(Abbildung 13, Ng et al., 2007).
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Abbildung 13: Auswirkungen der Ard1p-Defizienz auf die Translokation. Die Stdmme Aard? und
BY4742 wurden mit Reporterkonstrukten fir den post- bzw. cotranslationalen (CPY und PHO8) Import
transformiert. Diese Reporterkonstrukte wurden mit URA3 fusioniert und synthetisieren Uracil, wenn
durch einen fehlerhaften Import das Fusionskonstrukt im Cytoplasma verbleibt. Hefen mit einem
Translokationsdefekt wachsen demzufolge auf Ura-d/o-Medium.

BY4742

Pulse-Analysen bestatigen dieses Resultat und belegen, dass der Verlust der
N-Acetylierung keinen Einfluss auf den Import von posttranslationalen
Vorlauferproteinen ins ER-Lumen hat (Diplomarbeit Marie-Christine Klein).

VIl.2.3 Stabilitat von Sec62p, Sec61p und Sbh1p bei Verlust der
N-Acetylierung

Fir die Stabilitat eines Proteins ist die sog. N-End-Rule entscheidend (Varshawsky,
1997). Laut dieser Regel bestimmt die Aminosaure am aufiersten N-Terminus Uber
Stabilitat oder Instabilitat eines Proteins (Varshawsky, 1997). Alle Untereinheiten, die
fur eine N-Acetylierung in Frage kommen, beginnen mit einem initialen Methionin.
MAPs legen das Serin frei, das It. N-End-Rule zu den stabilisierenden Aminosauren
gehort (Varshawsky, 1997). Der Verlust der N-Acetylierung sollte also keinen
destabilisierenden Effekt auf Sec61p, Sec62p und Sss1p haben.

Zur Bestatigung wurde ein CHX-Chase von bis zu 3 h im Aard7-Stamm
durchgefuhrt. Im Abstand von 45 min wurden Proben entnommen, Ganzzellextrakte
angefertigt, und anschlielend in einer SDS-Page mit Western-Blot analysiert
(Abbildung 14).
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Abbildung 14: Untersuchungen zur Stabilitdt von Sec61p, Sbh1p und Sec62p bei Verlust der N-
Acetylierung. A Ganzzellextrakte wurden im Western-Blot auf Stabilitdt von Sec62p untersucht (links)
und grafisch ausgewertet (rechts). Als Kontrolle wurde die instabile Mutanten sec62-1 benutzt. B
Ganzzellextrakte wurden in einem Western Blot analysiert und gegen Sec61p und Sbh1p gefarbt.
Dazu wurden gleiche Mengen Protein aufgetragen und PDIp zusatzlich als Ladekontrolle benutzt.

Die untersuchten Untereinheiten (Sec61p, Sec62 und Sbh1p) zeigen keine
Stabilitdtsunterschiede uber einen Zeitraum von 3h (Abbildung 14). Die
sec62-1-Mutante (sec62G41D) ist im CHX-Chase instabil (Abbildung 14) und wird in
20 min auf 50% des ursprunglichen Sec62p-Gehalts degradiert (Abbildung 14).
Sec61p, Sec62p und Sbh1p sind stabil beim Verlust der N-Acetylierung.
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Vil.2.4 Verlust der N-Acetylierung von Sec61p und dessen
Auswirkung auf Proteintranslokation und ERAD

Die N-Acetylierung von Sec61p ist laut Vorhersagen und Literatur sehr
wahrscheinlich, deshalb wurden erste Bemuhungen unternommen einen maglichen
Effekt eines Verlustes der N-Acetylierung zu untersuchen (Polevoda und Sherman,
2000, Polevoda et al., 2009). Dazu wurde Serin an Position 2 zu Tyrosin mutiert
(sec61S2Y), so dass der N-Terminus kein Substrat der drei N-Acetyltransferasen
mehr ist und nicht mehr modifiziert wird (Polevoda und Sherman, 2000, Polevoda et
al., 2009).

Zur Bestimmung eines moglichen Translokationsdefekts in sec671S2Y wurde die
Akkumulation des af-Vorlauferproteins bestimmt. Dazu wurden die Hefen fur 3 h bei
der gewunschte Temperatur inkubiert, Ganzzellextrakte angefertigt und gleiche
Mengen Protein in einer SDS-PAGE analysiert. Die Mutation sec61S2Y fuhrt zu einer
geringfugigen Akkumulation des PpaF bei 30°C, aber nicht bei 20°C und 37°C
(Abbildung 15). Damit spielt der N-Terminus von Sec61p eine Rolle im
posttranslationalen Import des PpaF.

Die sec61S2Y-Mutante ist temperatursensitiv bei 37°C, zeigt aber keine
Ausfalle bei 30°C und 20°C (Abbildung 15 B links). Die Hitzesensitivitat entspricht
nicht der beobachteten Kaltesensitivitat bei einem globalen Ausfall der
NatA-Acetylierung (Vgl. Abbildung 12). Der sec61S2Y-Stamm ist schon bei geringen
Tunikamycin Konzentrationen sensitiv, was auf eine Induktion der UPR hindeutet
(Abbildung 15 B rechts).
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Abbildung 15: Vorlauferakkumulation und Wachstumsinhibition in sec61S2Y-Hefen. A gleiche Mengen
Protein wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot auf PpaF-Akkumulation untersucht um eine
Stérung des Import nachzuweisen. B Droptest zur Uberpriifung méglicher Effekte der Mutation auf die
Vitalitat bei verschiedenen Temperaturen und unter Einfluss von des UPR-Induktors Tunikamycin.

Tunikamycin hemmt die GlcNAc-1-P-Transferase und den Transfer von GIcNAc-1-P
aus UDP-GIcNAc auf Dolicholphosphat, an das dann die weiteren Zucker des
Oligosaccharides geknupft werden (Merli et al., 1982; Elbein 1984). Die
Akkumulation nicht glykosylierter Proteine im ER-Lumen fuhrt zur Aktivierung der
UPR.

Vil.2.5 CPY*-Degradation in sec61S2Y-Hefen

Durch die Mutation G255R von CPY (CPY?) faltet dieses inkorrekt und wird durch
ERAD degradiert (Finger et al., 1993, Hiller et al., 1996).

Um zu untersuchen, wie sich die S2Y-Mutation auf die CPY*-Degradation
auswirkt, wurde die Translation von sec61S2Y-Hefen durch Zugabe von CHX zum
Zeitpunkt t=0 inhibiert und anschlief3end im Abstand von 20 min Proben enthommen.
Diese Zellen wurden aufgeschlossen, die Proteine in einer SDS-PAGE der GroRe

nach aufgetrennt und im Western-Blot gegen CPY* und Sec61p gefarbt. Im
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SEC61-Stamm betragt die CPY*-Menge nach 20 min 70% (45% in SEC61) und nach
40 min 50% (25% in SEC61) der ursprunglichen CPY*-Menge (Abbildung 16 A).

In Pulse-Chase-Analysen wurden Proteine durch die Zugabe von **S-Met/Cys
markiert, alle 20 min Proben entnommen und anschlieBend Ganzzellextrakte
angefertigt. Dann wurde CPY* mit spezifischen Antikorpern gefallt und die
Prazipitation in einer SDS-PAGE analysiert. Die CPY*-Degradation verlauft
langsamer als in der wildtypischen Kontrolle (Abbildung 16 B). Nach 20 min betragt
die verbleibende CPY*-Menge in sec61S2Y noch 70% (48% in SEC67) und nach
40 min 46% (25% in SEC61; Abbildung 16 B).

Hefen des sec61S2Y-Stammes sind beeintrachtigt in ihrer Fahigkeit CPY* zu
degradieren. Die Halbwertszeit fur CPY* in der sec61S2Y-Mutanten liegt bei ca.
40 min und ist damit doppelt so hoch, wie in SEC67-Hefen (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Untersuchungen des sec61S2Y-Stammes auf ERAD-Defekte. A sec61S2Y-Hefen
wurden mit CHX behandelt um die Translation zu inhibieren. AnschlieBend wurden quantitativ
vergleichbare Mengen geerntet und die Hefen lysiert. Dann wurde CPY* mit einem spezifischen
Antikérper im Western-Blot nachgewiesen (oben) und die relativen Mengen grafisch dargestellt
(unten) B Hefen wurden mit radioaktivem Met/Cys markiert, geerntet, lysiert und CPY* spezifisch
geféllt. Der CPY*-Gehalt wurde anschlieBend in einer denaturierenden SDS-PAGE bestimmt. C
Colony-Blot zum Nachweis des CPY*-Gehalt nach 10-stindiger Inkubation auf YPD-Platten mit CHX.
Nach der Lyse wurde CPY* mit einem spezifischen Antikdérper nachgewiesen. pCPY*=
cytoplasmatisches CPY*, CPY*= ER-residentes CPY*
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Zur Bestatigung der CHX-Analyse wurde ein Colony-Blot durchgefuhrt. Die Stamme
sec61S2Y und SEC61 wurden auf Nitrocellulose ausgestrichen und fur 2 d auf YPD
inkubiert. Anschliefend wurde die Nitrocellulosemembran Uber Nacht auf eine
KAc-Platte transferiert, um die CPY*-Expression zu erhéhen, und anschlielend fur
10 h auf CHX-Platten, um die Translation zu inhibieren (Knop et al., 1996). Die Zellen
wurden anschlielend lysiert, Zelldebris abgespult und die Membran mit Antikérpern
gegen CPY* gefarbt um den Gehalt an CPY* zu bestimmen. Der Colony-Blot
bestatigt den Eindruck des CHX-Chase, denn auch hier befindet sich zum Zeitpunkt
der Lyse mehr CPY* in sec671S2Y als in SEC67 (Abbildung 16 C).

Zur Kontrolle des Systems wurde ein Der1p-Deletionsstamm (Ader7) und sein
Wildtyp (DERT) untersucht. Der Verlust von Der1p fuhrt zu Degradationsdefekten
von CPY* durch ERAD (Knop et al., 1996).

VII.3 Rationales Design bekannter Mutanten und deren
Effekte auf ERAD

VIil.3.1 Alignment von Sec61-Homolgen zur Identifikation
Punktmutationen

Sec61p aus Hefe wurde mit dem humane Sec61a und dem bakterielle SecY
verglichen und homologe Bereiche identifiziert (Abbildung 17). Homologe
Mutationen, die aus den zuvor erwahnten Organismen bekannt waren, wurden
mutiert und die Auswirkungen der Mutationen auf Import, ERAD und Vitalitat
beobachtet: Die Mutation sec671P50S wurde urspringlich in SecY aus E. coli
(secYP40S) identifiziert. Sie liegt im N-terminalen Bereich des Hefe-Sec61p. Die
Mutationen sec61F311Y (secYF286Y aus E. coli) und sec61Y345H (sec61Y344H
aus Homo sapiens und Mus musculus) sind in Loop 7 lokalisiert (de Keyzer et al.,
2002; Lloyd et al., 2010). Dieser Loop reicht ins ER-Lumen und ist u.a. bekannt fur
die Mutation sec67-3 (G341D). Die Mutation sec61M450N liegt im kontraktilen Ring
und ist eine Variante der schon langer bekannten Mutation secY/408N aus E. coli
und sec671M450K aus S. cerevisiae (Junne et al., 2007; de Keyzer et al., 2002; Smith
et al., 2005).
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Sec6l1 Hefe MSSNRVLDLFKPFESFLPEVIAPERKVPYNQKLIWTGVSLLIFLILGQIPLYGIVSSETS 60

Sec61_Hum_ MSDLRFLDLVKPFAPFLPEIAAPERKVPFKQKMLWTGVTLLIFLVMSQVPLYGIVSSDSS 60
SecY MAKQPGLDFQS--—=-—=———— AKGGLGELKRRLLFVIGALIVFRIGSFIPIPGIDAAVLA 50
*3. ks * HESH HAH S A A S A :
Sec6l1 Hefe DPLYWLR-===—=— AMLAS---NRGTLLELGVSPIITSSMIFQFLQGTQ--LLQIRPESK 108
Sec61_Hum_ DPLLWLR-=====— MILAA---NRGTLMELGISPIVTSSMLVQLLVGSQ--LIEVNMELK 108
SecY KLLEQQRGTIIEMFNMFSGGALSRASIFALGIMPYISASIIIQLLTVVHPTLAEIKKEGE 110
* * HEJN o 208 hkg ko gaogkgy k¥ : * 3. *
Sec6l1 Hefe ODRELFQIAQKVCAIILILGQAL-—--—- VVVMTGNYGAPSDLGLPICLLLIFQLMFASLI 163
Sec61_Hum_ SDREMYQLVQKFLAITITAFGQAT--—--— AYVLTGMYGRPQDLGAGICLLLILQLAAASLI 163
SecY SGRRKISQYTRYGTLVLAIFQSIGIATGLPNMPGMQGLVINPGFAFYFTAVVSLVTGTMF 170
. ¥, . : HH *3 HI * HE HEH H ]
Sec6l1 Hefe VMLLDELLSKGYGLGSGISLFTATNIAEQIFWRAFAPTTVNSGRGKEFEGAVIAFFHLLA 223
Sec61_Hum_ VLLLDELLQKGYGLGSGISLFIATINCENIFWKAFSPTTYHIANGVQFEGAVINFVYVMF 223
SecY LMWLGEQITER-GIGNGISIIIFAGIVAGLPP-AIAHTIEQARQGD--—-—- LHFLVLLL 222
L B kgk khkgg : : kg ¥ : . * HE
Sec61 Hefe VRKDKKRALVEAFYRT-===—===— NLPNMFQVLMTVAIFLFVLYLQGFRYELPIRSTKVRG 276
Sec61_Hum_ TWDNKAAALYQAFFRSGLTSSQIQLPNLWNFFATLLVFGVVIYLODFRVEIPIRSQKFRG 283
SecY VA-——— e VLVFAVTFFVVFVERGQRRIVVNYAKRQQ 253
* o o o o . - . *
Sec6l1 Hefe QIGIYPIKLFYTSNTPIMLQSALTSNIFLISQILFQKYPTNPLIRLIGVWGIRPGTQGPQ 336
Sec61_Hum_ YRSTFPVKLLYTSNTPIMLQSALTSNLFFASRLLFNRFSSNFLVRFLGVW—-—————— EQ 335
SecY GRRVYAAQSTHLPLKVNMAG--VIPAIFASSIILFPATIASWFGGGTGWN---—-—————— 301
. . . * H . :* * :** 2. H *
Sec61 Hefe MALSGLAYYIQPLMSLSEALLDPIKTIVYITFVLGSCAVFSKTWIEISGTSPRDIAKQFK 396
Sec61_Hum_ TATSGLSYYLSPPASFQDALIDPIHTLVYVFFTMFACALFSKLWIEVSGASPRDVAKQLK 395
SecY -WLTTISLYLQPGQ---—-———— PLYVLLYASAITIFFCFFYTALVFN--—-- PRETADNLK 347
*g * *: 3% : * .22 HH kg k¥
Sec6l1 Hefe DQGMVINGKRET-SIYRELKKIIPTAAAFGGATIGALSVGSDLLGTLG----—-- SGASIL 449
Sec61_Hum_ SQQLVMAGHREG-SMYKELKRITIPTAAWLSGAVVGALAVASDLLGALG------— SGTAVL 448
SecY KSGAFVPGIRPGEQTAKYIDKVMTRLTLVGALYITFICLIPEFMRDAMKVPFYFGGTSLL 407
* % . . ° o o . . - - . o o ko o ok
Sec6l1 Hefe MATTTIYGYYEAAAKEGGFTKNLVPGFSDLM-—-—--- 480
Sec61_Hum_ LCTTTIYGYYEQLQKEIKGDQYGLP-VTPMMQ---- 479
SecY IVVVVIMDFMAQVQTLMMSSQYESALKKANLKGYGR 443
. * . . .

Abbildung 17: Alignment der Sec61p-Homologe aus E. coli (SecY), Mensch (Sec61a oder
Sec61_Hum) und S. cerevisiae (Sec61_Hefe). Das Aligment erfolgte mit ClustalW 2.0. Rot
hervorgehobene Aminosduren wurden im spateren rationalen Design mutiert und die Auswirkungen
der Mutation untersucht.

VIl.3.2 Diabetes und die sec671Y345H-Mutation

Die Mutation sec671Y345H entspricht der homologen Mutation Y344H in Mus
musculus und ist dort verantwortlich fur die Apoptose von [B-Insulinzellen und der
Ausbildung von Diabetes Typ-ll (Lloyd et al., 2010). Zellen des Pankreas sind
hochgradig aktiv in Bezug auf ihre Proteinsynthese und sind angewiesen auf eine
funktionierende ERQC, damit Insulin in groRen Mengen produziert und sezerniert
werden kann (Zito et al., 2010; Eizirik et al., 2008). Eine Akkumulation von
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Insulinvorlaufern im ER-Lumen durch Exportdefekte konnte sich mdoglicherweise
cytotoxisch auf die Zelle auswirken. Zunachst wurde die Auswirkung der Mutation auf
die Vitalitat und Tunikamycinsensitivitat bestimmt (Abbildung 18). Dazu wurde eine
abnehmende Verdunnungsreihe der Stamme sec61Y345H, SEC61 und sec61-32 auf
YPD-Platten getropft und das Wachstum nach 3 d bei 37°C bzw. 30°C und nach 8 d
bei 17°C und bei Zugabe von 0,25 und 0,5 pyg/ml Tunikamycin dokumentiert. Der
Stamm sec61Y345H zeigt kein verandertes Wachstum bei 37°C und 30°C im
Vergleich zu SEC61, aber eine leichte Kaltesensitivitat bei 17°C (Abbildung 18 oben
links). Die Zugabe von Tunikamycin in einer Endkonzentration von 0,5 pg/ul, aber
nicht von 0,25 pg/ul, fuhrt zu Wachstumsbeeintrachtigungen im Vergleich zu
YPD-Platten ohne Tunikamycin (Abbildung 18 oben rechts).

Hefen (sec61Y345H) wurden mit Reporterplasmiden (pJC30 und pJC31)
transformiert, die fr die B-Galaktosidase kodieren (Belden und Barlowe, 2001). Im
Plasmid pJC31 ist dieses unter der Kontrolle eines UPR-Element (UPRE), dass auf
die Induktion der UPR reagiert und die Expression der B-Galaktosidase erhoht
(Belden und Barlowe, 2001). Durch die Zugabe von ONPG wird eine Farbreaktion
induziert, die anschlieBend colorimetrisch im Photometer nachgewiesen werden
kann (Belden und Barlowe, 2001). Der UPRE-Flussigassay zeigt eine moderate
UPR-Aktivitat von sec61Y345H (Vgl. pJC30 und pJC31 Abbildung 18 unten).
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Abbildung 18: Vitalitdt und Tunikamycin-Sensitivitdt im Stamm sec61Y345H. A Hefen mit der
sec61Y345H Mutation wurden bei 37°C, 30°C, mit 0,25 oder 0,5 pg/pl Tunikamycin bzw. ohne
Tunikamycin, und 17°C fir 2 d, 3 d oder 7 d wachsen gelassen und anschlieRend dokumentiert. B
Hefen (SEC61, sec61Y345H, sec61-3) wurden mit Reporterplasmiden (pJC31, pJC30) transformiert
und auf die Expression von 3-Galaktosidase untersucht. Im Falle von pJC31 ist B-Galaktosidase unter
der Kontrolle eines UPR-Promotors, der bei induzierter UPR aktiviert wird.

Die Stabilitat von CPY* wurde anschlieend im Pulse-Chase-Experiment
Uberpruft. In drei unabhangigen Experimenten wurde CPY* zum Zeitpunkt t=0
radioaktiv markiert und auf Degradation beobachtet. Es kann nur eine leichte

Veranderung der CPY*-Degradation beobachtet werden, die sich in einer
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Abbildung 19: Analyse von CPY*-Degradationsdefekten im Hefestamm sec61Y345H. A
Pulse-Chase-Analyse von sec61Y345H. Das Diagramm fasst die Resultate dreier unabhangiger
Experimente zusammen. Die Werte der drei Versuche unterschieden sich im Mittel zu 7% und einer
Standardabweichung von 1,8% B CHX-Analyse von sec671Y345H. Das Diagramm zeigt die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimente. pCPY*=
cytoplasmatisches CPY*, CPY*= ER-residentes CPY™.
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Verlangsamung der Degradation zum Zeitpunkt t=20 min und einem Unterschied von
7,8% (0=1,8%) manifestiert (Abbildung 19 A). Nach 40 min bzw. 60 min sind keine
Unterschiede mehr erkennbar (Abbildung 19 A).

Im CHX-Chase ergibt sich ein ahnliches Bild: SEC671-Hefen haben nach 20 min
noch 46% der ursprunglichen CPY*-Menge wahrend sec61Y345H-Hefen noch 70%
CPY* enthalten. Der Unterschied von 24% relativiert sich zu den spateren
Zeitpunkten. Im CHX-Chase zeigen Hefen mit der Mutation sec671Y345H
CPY*-Degradationsdefekte in der fruhen Phase (Abbildung 19 B).

Die Arbeitsgruppe um Schauble et al., 2012 konnte zeigen, dass Loop 7 in
Saugern zur Ca?*-Homdostase beitragt. Eine solche Funktion in S. cerevisiae wurde
bisher noch nicht gezeigt. Die Auswirkungen der Mutation Y345H auf den
Ca?**-Haushalt der Zelle, wurden durch einen Droptest in Anwesenheit von EGTA
untersucht. EGTA ist ein Chelator zweiwertiger Kationen und entzieht der Zelle das
notwendige Ca®" (Gegenheimer 1990). Zur Kontrolle wurde der Apmr1-Stamm
verwendet, der durch die Deletion der Ca?*-Pumpe Pmr1p in seiner Fahigkeit Ca?* im
ER zu speichern eingeschrankt ist und vermindertes Wachstum unter EGTA zeigt
(Halachmi und Eilam 1996). Hefen mit der Punktmutation Y345H sind nicht sensitiv
gegeniiber EGTA und damit in der Lage die Ca?*-Homeostase aufrechtzuerhalten
(Abbildung 20).

Die Mutation sec61Y345H ist geringfugig kaltesensitiv und sensitiv gegenuber
Tunikamycin (Abbildung 18). Im Pulse-Chase und CHX-Chase ist eine Verringerung
der CPY*-Degradation erkennbar (Abbildung 19).

sec61Y345H
SEC61

Abbildung 20: Hefen des Stamms sec67Y345H wurden in einer Verdiinnungsreihe von 10* bis 10’
Zellen auf eine YPD-Platte mit und ohne 5 mM EGTA getropft. Zellen mit Stérungen im ca”-
Gleichgewicht zwischen Cytolasma und ER-Lumen zeichnen sich durch verringertes Wachstum aus.
Zur Kontrolle wurde ein Pmr1p-Deletionsstamm benutzt (Apmr1). Pmr1p ist eine Ca2+—Pumpe.
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VIL.3.3 Vitalitat, Precursorakkumulation und Degradationsdefekte
in sec671P50S- und sec671F311Y-Hefen

Wahrend dieser Arbeit wurden noch zwei weitere Mutationen untersucht:

sec61F311Y und sec671P50S. Die Mutation sec61F311Y ist eine weitere Mutation,

die in Loop 7 lokalisiert ist. Die Mutation sec67P50S liegt am Ende der aufliegenden

Helix des N-Terminus (Wilkinson et al., 1997).

A sec61 X I
sec61P50S K. IR

s0061-32

37°C 30°C 17°C

B sec61-32 sec61F311Y SEC61

SECBIP | s commie <o aimss acmr <081 semcn s anons”
PpaF ..6 — -—

T[OC]OOOOI\)OOOOI\)OOOOI\)
N ©O O N O o N o o
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Abbildung 21: Untersuchungen im Droptest und zur Precursorakkumulation in sec61F371Y und
sec51P50S. A Hefen der zuvor erwahnten Stdmmen und SEC671 bzw. sec671-32-Hefen wurden in
einer Verdiinnungsreihe von 10* bis 10" Zellen in tropfenform aufgetragen und fiir 60 h bei 37°C, 30°C
und fiur 7 d bei 17°C wachsen lassen und anschlieBend dokumentiert. B Die ODgyp von
KRY461-sec61F311Y in der exponentiellen Phase wurden bestimmt und Ganzzellextrakte angefertigt.
Gleiche Mengen Gesamtprotein wurden in einer SDS-PAGE mit anschlielenden Western Blot mit
Antikdrper gegen Sec61p und PpaF untersucht. C Durchfiihrung wie B, aber mit KRY461-sec671P50S.

Beide Mutationen wurden in einer ortsgerichteten Mutagenese etabliert und Hefen
auf Precursorakkumulation und Vitalitat untersucht. Beide =zeigen keine

Temperatursensitivitat und auch keine Akkumulation des aF-Vorlaufers (Abbildung
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21). Weder die sec61P50S noch die Mutation sec671F311Y resultieren in einem
veranderten Phanotyp (Abbildung 21). Beide Mutanten wurden anschlieRend im
CHX-Chase auf Degradationsdefekte untersucht, dazu wurden alle 20 min Proben
entnommen, aufgeschlossen und in einer SDS-PAGE mit anschlieBRendem
Western-Blot analysiert. Beide Mutationen zeigen kein verandertes Verhalten in ihrer
Degradationsgeschwindigkeit von CPY* und sind somit nicht defekt bzgl. ERAD
(Abbildung 22). Auf weitere Untersuchungen im Pulse-Chase wurde aufgrund der
Daten aus dem CHX-Chase verzichtet.

A SEC61 sec61P50S
C PY* - k2 ‘ - -

SECHTD | —— wny — G — — -
t [min] O 20 40 60 O 20 40 60

B SEC61 sec61F311Y

CPY*—| we s | - =

Sec61p— B et et | | S— — ——

t[min] 0 20 40 60 O 20 40 60

Abbildung 22: CHX-Chase zur Degradation von CPY* in sec61P50S und sec61F311Y. Hefezellen der
exponentiellen Phase wurden zum Zeitpunkt t=0 mit CHX behandelt und die Translation inhibiert. Im
Abstand von 20 min wurden Extrakte angefertigt und CPY™ bzw. Sec61p im Western-Blot detektiert.

Hefen mit den Mutationen sec671F311Y und sec61P50S zeigen keine Defekte in der
Translokation, ERAD oder im Wachstum bei verschiedenen Temperaturen
(Abbildung 21 und Abbildung 22).
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VIl.3.4 Die Mutation sec671M450N, Eine neue Variante einer
altbekannten Mutation im hydrophoben Ring

Die homologe Hefemutation M450N zeigt leichte Wachstumsdefekt im Droptest bei
37°C und keine Precursorakkumulation bei den untersuchten Temperaturen
(Abbildung 23 A und B).

Die Mutation sec61M450K, aus S. cerevisiae, wurde in einem Screen auf
Defekte in der Signalpeptidbindung entdeckt und charakterisiert (Junne et al., 2007).
Sie liegt im sog. kontraktilen Ring von TMD10, einer hydrophoben Verengung im
Translokationskanal, und ist in in-vitro-Experimenten translokationskompetent und
zeigt geringe Wachstumsstorungen bei 15°C (Junne et al., 2007).

Im CHX-Chase zeigt sie Degradationsdefekte Uber den gesamten
beobachteten Zeitraum. Im Wildtyp liegt der CPY*-Restgehalt nach 20 min bei 45%
und nach 40 min bei 21%. In der Mutante hingegen liegt die CPY*-Menge in
sec61M450N nach 20 min bei 70% und nach 40 min bei 50%. Dieser Unterschied
bleibt bis zum Ende der Beobachtungsperiode bestehen und liegt nach 60 min bei
12% fur SEC61 und bei 37% fur sec61M450N. CPY* wird in sec671M450N stabilisiert
und hat eine Halbwertszeit von t,=40 min (Abbildung 23 C).

Die Mutation im kontraktilen Ring zeigt keine Beeintrachtigung in der
Translokation und im Wachstum, aber in der CPY*-Degradation (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Untersuchungen von sec61M450N-Hefen zur Vitalitdt, Precursorakkumulation und
CPY*-Degradation im CHX Chase A Hefen (sec61M450N) und Kontrollen wurden in einer
Verdiinnungsreihe von 10* bis 10" auf YPD-Platten getropft und fiir 60 min bei 37°C, 30°C und fiir 7 d
bei 17°C wachsen lassen. B Auswirkung der Punktmutation auf die Translokation im zuvor erwahnten
Hefestamm. Der Nachweis der PpaF-Akkumulation in Abhangigkeit von der Temperatur erfolgte mit
spezifischen Antikorpern. C CHX-Chase mit Extrakten zum Zeitpunkt 0, 20, 40 und 60 min und
Detektion von CPY* im Western-Blot. Sec61p dient als Ladekontrolle.
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Vil.4 Zufallsmutagenese in ausgewahlten Bereichen von
Secb61p

Sec61p ist ein 10-fach transmembranes Protein, dessen transmembraner
Aminosaureanteil sehr hoch ist (Wilkinson et al, 1997). Mutationen in
Transmembrandomanen fuhren oft zur Stérung des hydrophoben Charakters und zu
strukturellen Veranderungen. Diese Art der Mutationen fihren nicht zu neuen
Erkenntnissen uUber die Funktion des Proteins. Erfolgsversprechender dagegen ist
die gezielte aber zufallige Mutagenese der exponierten Loops bzw. Enden, die dem
Cytosol oder dem ER-Lumen zugewandt sind. Dazu wurde eine Serie von
Punktmutationen in den Sec61p-ORF mutiert, um neue Schnittstellen zu etablieren,
ohne dabei die AS-Sequenz zu verandern (Tabelle 14). Die neuen Konstrukte
ermoglichen es gezielt Loop 7 (sec61L7), Loop 8 (sec61L8), den N- (sec61N) oder
den C-Terminus (sec61C) zu entfernen (Abbildung 24; Bachelorarbeit Annika
Heckmanns).

Loop 7 ist bekannt fur die sec67-3-Mutation, fur seine Funktion in der
Ca**-Homeostase, dariiberhinaus ist er ein Kandidat fiir die lumenale Interaktion mit
BiP (Schauble et al., 2012). Loop 8 ist an der Bindung des Ribosoms an den
Sec61-Kanal beteiligt (Cheng et al., 2005). Der N-Terminus ist dem Cytosol
zugewandt, seine a-Helix liegt der Membran auf und beherbergt in Saugern ein
|Q-Motif zur Calmodulin-Bindung (Wilkinson et al., 1997; Erdmann et al., 2011). Ein
C-Terminus mit fusioniertem Tag fuhrt zu Wachstums- und Translokationsdefekten,
was fur seine physiologische Rolle spricht (Carvalho et al., 2006).
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Abbildung 24: schematische Darstellung eines Topologiemodells von Sec61p mit den neuen
Schnittstellen (Rsrll, BspEl, Aatll, BstZ17l, Bsgl, BbvCIl, Nhel). In Rot dargestellt sind die
austauschbaren Bereiche, was die Ligation von zufallig mutierten Teilabschnitten aus der EP-PCR
ermoglicht. Mit * markierte Schnittstellen liegen upstream (Rsrll) bzw. downstream (Nhel) des cds.

Wegen der geringen GrofRe der ausgewahlten Bereiche wurde die maximal zulassige
Menge MnClI; titriert (Abbildung 25). Diese sollte sicherstellen, dass die maximale
Mutationsrate erreicht wird, bei der die Amplifikation des Fragments noch
gewabhrleistet ist (Abbildung 25).

Tabelle 14: Ubersicht der substituierenden Punktmutationen um neue Restriktionsschnittstellen zu
etablieren, die den N- oder C-Terminus, Loop 7 oder Loop 8 flankieren.

Konstrukt Basensubstitutionen

sec61N T424C; A430G; A514G;

sec61L7 T1345G; C1537A

sec61L8 C1564T; T1738C; T1741C; T1742A; C1743G: T1744C
sec61C A1783T; T1784A; C1785G; A1889G; T1890C

Dazu wurde die PCR mit unterschiedlichen Konzentrationen MnCl, durchgefuhrt
(0,25-1,75 mM). Da der Mutagenesepuffer auch MgCl, liefert, fehlt der PCR-Reaktion
ohne Mutagenesepuffer das notwendige MgCl, (0 mM) zur Amplifikation. Die
Konzentration an zugegebenen Schwermetallionen kann nicht beliebig hoch gewahlt
werden, da bei zu hohen Salzkonzentrationen keine Amplikons mehr nachgewiesen
werden konnen. Deshalb wurde fiur alle weiteren Experimente eine Konzentration
von 1 mM MnCl; gewahlt (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Bestimmung der maximalen Konzentration an MnCl,. Die maximale Konzentration an
MnCl, wurde titriert. Fur alle weiterfihrenden Experimente wurden 1 mM MnCl, zugegeben. Diese
Konzentration gewahrleistet eine hohe Mutationsrate, bei noch ausreichender Amplifikation der
ausgewahlten Bereiche. Ohne die Zugabe des Mutagenesepuffers erfolgt, durch den Mangel an
MnCl,, keine Amplifikation.

In Hefestamm KRY461 wird die genomische Deletion von SEC67 mit einem
SEC61-Plasmid unter der Kontrolle eines Galaktosepromotors gerettet, dessen
Aktivitat bei Bedarf durch Glucose reprimiert werden kann (Abbildung 4). Dies
ermoglicht die ausschlieBliche Expression des mutierten sec67. Um zu
gewabhrleisten, dass das Umschalten der Expression durch den Wechsel von Gal auf
Glc Uber Nacht erfolgt, wurden KRY461- und KRY462-Hefen (KRY461 mit
genomischen SEC67) in YPG (2% Galaktose) angeimpft und U.N. wachsen
gelassen. Danach wurden die Zellen im gleichen Volumen YPD (2% Glucose)
resuspendiert. Nach 4 h wurde im Abstand von 2h Proben entnommen,
aufgeschlossen, in einer SDS-PAGE analysiert und auf Sec61p-Gehalt und

Akkumulation von Vorlauferproteinen untersucht.

Gal Glc
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Abbildung 26: Veranderung der Sec61p-Expression durch den Wechsel von Galaktose zu Glucose.
Hefen der Stdmme KRY461 und 462 wurden Uber Nacht in YP mit Galaktose herangezogen und zum
Zeitpunkt t=0 in YPD resuspendiert. Nach 4 h wurde im Abstand von 2 h Proben entnommen, die
Hefen aufgeschlossen und auf Sec61p-Gehalt und PpaF-Akkumulation untersucht. Der Stamm
KRY462 entspricht dem KRY461-Stamm, besitzt aber weiterhin das genomische SEC61.
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Nach 4 h betragt die Sec61p-Menge in KRY461 nur noch 24% der ursprianglichen
Menge, eine Akkumulation des PpaF ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht zu erkennen
(Abbildung 26). Erst zu spateren Zeitpunkten fuhrt der langerfristige Verlust von
Sec61p zu einer Akkumulation des af-Vorlauferproteins (Abbildung 26). Im Stamm
KRY462 bleibt wegen der genomischen Kopie von SEC61 eine Akkumulation des
PpaF aus (Abbildung 26).

Fur das Screening wurde der Wechsel der Zuckerquelle fur 24 h durchgefuhrt
um sicher zu gehen, dass kein wildtypisches Sec61p mehr vorhanden ist.

Das Screening erfolgte in mehreren Phasen: (i) zufallige Mutation innerhalb der
Zielbereiche wurden durch eine EP-PCR mit Primern, die diesen Bereich flankieren
eingefugt und (ii) die EP-Amplikons und das passende Plasmid geschnitten, ligiert
und in Bakterien amplifiziert. (iii) Zuletzt wurden die Plasmide wieder isoliert, in den
Hefestamm KRY461 transformiert  und (iv) im Colony-Blot  auf
CPY*-Degradationsstorungen untersucht.

Dazu wird die Expression des CPY* durch Inkubation auf 1%
KAc-Minimalmedium verstarkt, die Translation fur 10 h mit CHX inhibiert und
anschliellend die Klone auf der Nitrocellulose lysiert und mit AntikOrpern detektiert
(Knop et al., 1996).

VII.5 Eine neue kaltesensitive Mehrfachmutante mit
Defekten im posttranslationalen Import

Durch das Screening wurde eine neue Mutante mit vier Punktmutationen in Loop 7
mit vier Punktmutationen, sec671EP (Q312L, L342M, S351P, L357P).

37°C 30°C 20°C

Abbildung 27: Droptest zur Charakterisierung des Wachstums bei verschiedenen Temperaturen.
Hefen (sec61AL7, SEC61, sec61EP) wurden in der exponentiellen Phase auf YPD-Platten getropft
und fir 3d bei den entsprechenden Temperaturen wachsen gelassen. Anschlielend wurde das
Wachstum dokumentiert.
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Die Hefen wuchsen iiber Nacht, wurden ausgezahlt und 10* bis 10'-Zellen auf YPD
aufgetropft. Nach 3 d bei 30°C und 37°C und 7 d bei 20°C wurde das Wachstum der
Hefen dokumentiert (Abbildung 27). Zur Kontrolle wurde eine kaltesensitive Mutante
(sec61AL7) gewahlt, die im folgenden Abschnitt ndher beschrieben wird (VII.6). Die
vier Mutationen haben keinen Einfluss auf die Vitalitat von Hefen bei 37°C, bei 30°C
und 20°C (Abbildung 27).
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Abbildung 28: Bestimmung der Akkumulation des PpaF und der Expressionslevel von Sss1p, Sbh1p
und Sec62p. Hefen wurden bei 37°C, 30°C und 20°C inkubiert, quantitativ gleiche Mengen geerntet
und lysiert. Gleiche Proteinmengen wurden in einer SDS-PAGE aufgetragen und der Proteinlevel von
Sec61p, Sec62p, Sssi1p, Sbh1p und PpaF bestimmt. Der Nachweis im Western Blot erfolgte mit
spezifischen Antikdrpern gegen die genannten Proteine.

Ubernachtkulturen wurden in der exponentiellen Phase geerntet nachdem sie fiir 3 h
bei 37°C, 30°C und 20°C wuchsen. Die Extrakte wurden in einer SDS-PAGE mit
anschlieendem Westen-Blot gegen Sec61p, Sss1p, Sbh1p, Sec62p und PpaF
untersucht. Die Mutante sec671EP zeigt eine verstarkte Akkumulation des PpaF und
damit Defekte in der posttranslationalen Translokation (Abbildung 28). Die Starke der
Akkumulation ist temperaturabhangig und niedrige Temperaturen verstarken den
Effekt (Abbildung 28). Die Akkumulation ist aber nicht so stark ausgepragt, wie die
der sec67-32-Kontrolle (Abbildung 28). Eine Expressionssteigerung anderer
Untereinheiten des post- und cotranslationalen Komplexes konnte nicht beobachtet
werden (Abbildung 28).

Hefen wurden mit **S-Met/Cys markiert und in einer Pulse-Chase Analyse
untersucht. Diese zeigt eine Akkumulation von CPY* bei Beginn des Experiments in
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sec61EP (SEC61 vs. sec61EP zum Zeitpunkt t=0), aber kein Effekt auf die

Degradation (Abbildung 29).
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Abbildung 29: CHX-Chase zur Bestimmung der CPY*-Degradationsrate in sec61EP. Hefen der beiden
Stdmme sec67EP und SEC61 wurden zu Beginn des Experiments mit CHX behandelt um die
Translation zu inhibieren (t=0). Im Abstand von 20 min wurden quantitativ gleiche Mengen
entnommen, Hefen lysiert und Proteine in einer SDS-PAGE und im Western-Blot auf den CPY*-Gehalt
untersucht. B Pulse-Chase Analyse zur Untersuchung der Degradation von CPY* in sec61EP. SEC61
und sec67EP-Hefen wurden mit *°S-Met/Cys markiert und die Degradation von CPY* (iber einen
Zeitraum von 1h bestimmt. Die Auswertung erfolgte mit einem Phosphorimager.

Die Vierfach-Mutante sec67EP ist kaltesensitiv und Tunikamycin-sensitiv (Abbildung
27). Sie zeigt Defekte im posttranslationalen Import und im CHX-Chase eine
(Abbildung 28 und Abbildung 29). Die
Pulse-Chase-Analyse zeigt dagegen keine Beeintrachtigung der ER-abhangigen
Degradation (Abbildung 29).

verminderte  Degradationsrate
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VII.6 Charakterisierung von sec61AL7-Hefen

VI.6.1 Einfluss der Deletion von Loop 7 auf Vitalitat,
Translokation und Degradation

Im Screen wurde wiederholt eine Mutante ohne Loop 7 isoliert, die durch die
Religation des geschnittenen Vektorrickgrats entstanden ist (sec61AL7; Abbildung
30).

Abbildung 30 fasst die Entdeckung der sec671AL7-Mutante zusammen: Die
Schnittstellen Aatll und BstZ171 wurden durch Mutationen eingefiigt und geschnitten
(Abbildung 30 A). Anstatt ein mutiertes Amplikon zu ligieren, wurde in einigen Klonen
das Plasmid-Ruckgrat ohne Loop 7 religiert. Diese Klone sind auffallig im Screen
wegen ihrer erhohten CPY*-Stabilitat (Abbildung 30 B). Die Sequenzierung zeigt,
dass die Aminosauren 305-371 durch -Arg-Glu- ersetzt wurden (Abbildung 30 C).

Hefen mit Sec61AL7p sind bei 30°C vital aber kaltesensitiv (Abbildung 31 A).
Die Verdopplungszeit entspricht derjenigen des Wildtyps (Abbildung 31 B), die
Zellteilungsrate ist in etwas doppelt so hoch (3,7h) verlangert (2,5h) im Vergleich
zum Wildtyp (Abbildung 31 C).
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Abbildung 30: Die Mutante sec671AL7 wurde wegen Degradationsdefekten im Colony-Blot entdeckt. A
Das topologische Modell von Sec61p zeigt die Lage der beiden neuen Schnittstellen Aatll und
BstZ171. B Klone in einem ERAD-Screen gegen CPY* wurden isoliert und erneut auf einer Platte
ausgestrichen. Die Deletion von Loop 7 fiihrt zu einer Akkumulation von CPY*. C Die Mutante wurde
sequenziert und die AS-Sequenz abgeleitet. Die Religation ohne das Loop 7-Insert fihrt zu einer
Deletion der Aminosauren 305-371 und deren Substitution durch Arg und Glu.
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Abbildung 31: Vitalitdt von Hefen bei einem Verlust von Loop 7 in Sec61p. Hefen der Stdmme
sec61AL7, SEC61 und sec671-32, wurden in einer Verdiinnung von 10* bis 10" Zellen auf YPD getropft
und nach 3 d auf Wachstum untersucht. B Wachstum bei 30°C durch Bestimmung der ODgg. C
Wachstum bei 30°C durch Zellzahlbestimmung in einer Neubauer-Kammer.

Hefen der sec61AL7-Deletionsmutante wurden in Gegenwart von 5 mM EGTA in
einem Verdunnungsexperiment auf YPD-Platten aufgebracht und auf verandertes
Wachstum beobachtet.
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Abbildung 32: KRY461-Hefen wurden in einer Verdinnungsreihe von 10" bis 10" Zellen auf eine
YPD-Platte mit und ohne 5 mM EGTA getropft und bei 30°C inkubiert. EGTA entzieht der Zelle das
notwendige Ca®* und fiihrt zu Wachstumsinhibition in Zellen deren Ca®*-Homoostase gestort ist. Ein
PMR1-Deletionstamm (Apmr1) diente der Kontrolle.

Der Entzug von Ca?* hat keinen Einfluss auf das Wachstum von sec61AL7-Hefen,
damit wirkt sich der Verlust von Loop 7 nicht auf die Ca?*-Homdostase aus
(Abbildung 32).
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Abbildung 33: Der Verlust von Loop 7 fihrt zu einer Akkumulation des PpaF aber nicht von DPAPB. A
Es wurde ein Western Blot mit spezifischen Antikdrpern gegen Untereinheiten des posttranslationalen
und cotranslationalen Importkomplexes (Sec61p, Sss1p, Sbh1p und Sec62p) und gegen PpaF
durchgefiihrt. Der Verlust von Loop 7 von Sec61p zeigt sich im Western Blot durch einen
Laufunterschied von 6 kDa. B Hefen (sec61-32, sec61AL7 und SEC67) wurden radioaktiv markiert,
lysiert und Proteine mit spezifischen Antikdrpern gegen DPAPB geféllt. Die Visualisierung erfolgte mit
einem Phosphorimager. pPDPAPB= DPAPB-Vorlaufer.

Um zu uberprufen, ob der Verlust von Loop 7 zu posttranslationalen Importdefekten
fuhrt wurden Ganzzellextrakte angefertigt und nach der SDS-PAGE gegen PpaF
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geblottet. Zusatzlich wurde der Expressionslevel von Sss1p, Sbh1p, Sec62p und
Sec61p bzw. Sec61AL7p bestimmit.

Sec61AL7p ist im Western-Blot ca. 6 kDa kleiner, was dem theoretisch
berechneten Laufunterschied bei einem Verlust der AS 305-371 entspricht
(Abbildung 33). Der Verlust von Loop 7 fuhrt zu starken posttranslationalen
Translokationsdefekten die denjenigen in sec67-32-Hefen entspricht (Abbildung 33).
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Abbildung 34: sec61AL7-Hefen sind sensitiv gegentiber Tunikamycin (TUN). A Hefen wurden in einer
Verdlinnungsreihe (104 - 10’ Zellen) getropft und das Wachstum nach 6 d dokumentiert. Die
Sensitivitdt gegentber Tunikamycin fiuhrt zu einer Wachstumsinhibition. B Hefen der genannten
Stamme (SEC61, sec61AL7, sec61-3) wurden mit  Reporterplasmiden (pJC30 und pJC31)
transformiert, die beide fiir die B-Galaktosidase kodieren. Im Plasmid pJC31 ist die B-Galaktosidase
unter der Kontrolle des UPRE (Unfolded Protein Response Element), dass bei aktivierter UPR die
Expression der B-Galaktosidase steigert. Zur Kontrolle wurden SEC67-Hefen mit Tunikamycin
behandelt (+TUN).

Miller-Units

Um Defekte im cotranslationalen Import zu bestimmen wurden Hefen fur 15 min bei
20°C mit 35S—Met/Cys markiert und mit spezifischen Antikorpern gegen das
cotranslational importierte DPAPB gefallt (Pilon et al, 1998). Hefen des
sec61AL7-Stamm zeigen, im Vergleich zum Kontrollstamm KRY157 keinen Defekt
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im Import von DPAPB. KRY157 ist ein sec67-32-Stamm indem sec67-32 mit einem
N-terminalem His-Tag versehen ist (Abbildung 33; Pilon et al., 1997). Dieser ist als
Kontrolle besser geeignet, da sein cotranslationaler Defekt starker ausgepragt ist.

Um zu untersuchen, wie der Verlust von Loop 7 sich auf die Sensitivitat
gegenuber Tunikamycin auswirkt, wurden sec61AL7-, sec61-32- und SEC61-Hefen
in einer Verdunnungsreihe auf YPD mit 0,5 pg/ml Tunikamycin getropft. Im Vergleich
zu der Kontrolle ohne Tunicamycin zeigt sich ein verringertes Wachstum von
sec61AL7-Hefen. Diese Inhibition ist wesentlich starker als bei sec671-32-Hefen
(Abbildung 34 A). Der B-Galaktosidaseassay bestatigt die hohe UPR-Induktion der im
Stamm sec61AL7 (Abbildung 34 B).

VIl.6.2 Untersuchungen zur Degradation von KHN, KWW und
Deg1:Sec62p in sec61AL7-Hefen

Die Deletion von Loop 7 wurde anschlieRend auf Probleme in der ER assoziierten
Degradation (ERAD) untersucht, dazu wurde die Degradation von CPY* in
Pulse-Chase- und CHX-Chase-Analysen beobachtet.

sec61AL7- und SEC671-Hefen wurden durch Zugabe von *°S-Met/Cys zum
Zeitpunkt t=0 markiert und im Abstand von 20 min Proben entnommen. Diese
Proben wurden aufgeschlossen und CPY™ in einer spezifischen Immunprazipitation
gefallt, denaturiert, in einer SDS-PAGE analysiert und mit einem Phoshorimager
quantifiziert. Die Auswertung zeigt, wie sehr die Translokation beeintrachtigt ist: In
sec61AL7-Hefen transloziert CPY* sehr langsam (Abbildung 35). Dieser Prozess ist
in wildtypischen Zellen, wegen seiner hohen Geschwindigkeit, nicht messbar ist. Das
importierte CPY* wird anschlieend nur sehr langsam wieder exportiert und
degradiert (Abbildung 35 A). Obwohl es schwierig ist zwischen posttranslationalen
Importdefekten und gestortem Exportdefekten zu unterscheiden, ist der
beschriebene ERAD-Defekt in sec61AL7 der starkste bisher beobachtete.

SEC61 und sec61AL7-Hefen wuchsen bis zur exponentiellen Phase und
wurden dann mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid behandelt. Im Abstand von
20 min wurden Proben entnommen und Ganzzellextrakte angefertigt. Quantitativ
vergleichbare Mengen wurden im Western-Blot auf CPY* und Sec61p-Gehalt
untersucht.

Im Stamm sec61AL7-akkumuliert der CPY*-Vorlaufer (pCPY*) stark und nur
wenig pCPY™* wird Uber die ER-Membran ins ER-Lumen transloziert. CPY* ist

104



A t [min] 0O 0O 20 40 60 O 0O 20 40 60
CPY* —{ ad o i
oV B O G B =

SEC61 sec61AL7
200 |
< 160 ! ]
B i |
> 120 |
o) - — SEC61
= 80 1 sec61AL7
E ]
&5 40 :
0
0 20 40 60 t [min]
t [min] 0 20 40 60 0 20 40 60
CPY* | - — —
pCPY™— i
SECOTD | e s et e
Sec61AL7p ey o
SecO2p —|
SEC61 sec61AL7
300 ;
_ I
S | 1
o 200 - |
S : — SEC61
EI 100 - sec61AL7
;- \O\‘\‘
o ]
&)
0 20 40 60 t [min]

Abbildung 35: Pulse-Chase- und CHX-Chase-Analyse der sec61AL7-Mutante zur Bestimmung eines
moglichen ERAD-Defekts. A Hefenstdmme wurden zum Zeitpunkt t=0 fiir 5 min radioaktiv markiert
und zu den angegebenen Zeitpunkten Proben entnommen, aufgeschlossen und CPY* geféllt. B Die
Translation wurde mit CHX arretiert (t=0) und zu den indizierten Zeitpunkten Proben entnommen und
aufgeschlossen. AnschlieRend wurden die Proben im Western-Blot gegen CPY* und Sec61p gefarbt
und mit Imaged quantifiziert. pCPY*= cytoplasmatisches CPY*, CPY*= ER-residentes CPY™*.
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ein ERAD-Substrat, wird aber nicht ausreichend ins Cytosol transportiert. Dadurch
akkumuliert CPY* zunehmend im ER-Lumen und erreicht nach 60 min die 2,5-fache
Menge im Vergleich zum Versuchsbeginn (t=0; Abbildung 35 B).

Hefen des Stammes sec61AL7 wurden mit Plasmiden transformiert, die fur
weitere ERAD-Substrate kodieren. KHN ist ein lumenales ERAD-Substrat mit einer
Halbwertszeit von 35 min (Vashist et al., 2004; Abbildung 3). Durch die Fusion von
KHN mit einer transmembranen Domane (Wsc1p) und einer cytosolischen Domane
wurde das membranstandige ERAD-Substrat KWW etabliert, dessen Halbwertszeit
ebenfalls bei 35 min liegt (Vashist et al., 2004; Abbildung 3).
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Abbildung 36: Effekt auf die Degradation von KHN, KWW und Deg1:Sec62p beim Verlust von Loop 7
von Sec61p. Hefen wurden mit Plasmiden transformiert, die eine Expression der ERAD-Substrate
ermdglichen (KHN und KWW). Hefen wurden in der frilhen exponentiellen Phase fir 5 min mit ¥g.
Met/Cys markiert und anschlieBend mit nicht radioaktivem 358—Met/Cys behandelt. Hefen wurden zu
den gegebenen Zeitpunkten lysiert, Proteine mit spezifischen Antikérpern gefallt und in einer SDS-
PAGE aufgetrennt. Die radioaktiven Banden wurden mit einem Phosphorimager detektiert (Oben und
Mitte). Hefen wurden mit einem Plasmid, dass die Expression von Deg1:Sec62p ermdglicht,
transformiert. Zu Beginn der exponentiellen Phase wurde CHX zugegeben um die Translation zu
inhibieren und anschlieBend zu den angegebenen Zeitpunkten Extrakte angefertigt und die Proteine in
einer SDS-PAGE analysiert und im Western Blot mit spezifischen Antikérpern detektiert (Unten).

KWW ist in diesem Zusammenhang besonders interessant, da die cotranslationale
Insertion in die Membran nicht beeintrachtigt ist, wie fir DPAPB gezeigt werden
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konnte (Abbildung 33). Bei einer Deletion von Loop 7, ist die Degradation von KHN
und KWW im Vergleich zum Wildtyp verlangsamt, wobei der Defekt fur KHN starker
ausfallt (Abbildung 36 Oben und Mitte).

Deg1:Sec62p ist ein Membranprotein, dass von Sec62p abgeleitet ist. Durch
die Fusion eines Degradationssignals wird Deg1:Sec62p von der ERAD-Maschinerie
erkannt und schnell abgebaut (t,= 13 min Scott und Schekman 2008). Deg1:Sec62p
liegt in zwei verschiedenen Spezies vor, einer glykosylierten langsam migrierenden
und einer unglykosylierten schnell migrierenden Variante. Im CHX-Chase scheint
besonders die unglykosylierte Spezies in ihrer Degradation beeintrachtigt zu sein
(Abbildung 36 unten).

SecOIp | e

Rpn12p| - | SEC61 +19S
12 34 567 8910
Secb1p|
sec61Y345H + 19S
Rpn12p - —

12 3 45678910

Secolp | ==
Rpn12p = TN

123 4 56738910

sec61AL7 + 19S

S

% 50 W YTX69

- 40 - W SEC61

© 30 W sec61AL7

o

o 20 1 Y345H

N 10 - 1198

g 0

% 12345678 910

Abbildung 37: Bindung des 19S Protaseom an SEC61, sec61Y345H und sec61AL7 Proteoliposome.
Mikrosomen aus dem Wildtyp oder aus sec67-Mutanten wurden prapariert, von Ribosomen befreit,
solubilisiert und Proteine in Proteoliposomen rekonstituiert. Membranen wurden mit aufgereinigten
19S-Partikel in der Anwesenheit von 5 mM ATP inkubiert und in einem 1,8 M Sucrosegradienten fur
1 h bei 200000xg zentrifugiert. Fraktionen wurden, von oben beginnend, gesammelt und in einer
SDS-PAGE mit Western-Blot auf Sec61p und Rpn12p untersucht. 19S-Partikel ohne Membranen
verbleiben am Boden des Gradienten. YTX69 dient als Referenz fir Proteasom und
Ribosom-Bindeexperimente.
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In einer Kooperation mit der AG Kalies wurde uberpruft, ob die Y345H-Mutation oder
die Deletion von Loop 7 von Sec61p Effekte auf die Interaktion von Sec61-Kanalen
und Proteasomen hat. Dazu wurden Proteoliposome vom Wildtyp, sec61Y345H und
sec61AL7 Mikrosomen vorbereitet, die zuvor mit Puromycin/Hochsalz behandelt
wurden, und Bindeexperimente mit aufgereinigten 19S Proteasom-Untereinheiten
durchgefuhrt (Kalies et al., 2005). Die Mutante sec61Y345H (gelb) zeigte keinen
Unterschied in der Proteasombindung im Vgl. zu wildtypischen Hefen (blau)
(Abbildung 37). Die Bindung des 19S-Partikel an sec61AL7 Proteoliposome war
geringfugig hoher als an SEC61-Proteoliposome (Abbildung 37 Vgl. rot und blau).
Die beobachteten ERAD-Defekte sind nicht das Resultat einer defekten
Proteasombindung an den Sec61-Kanal in der ER-Membran.

Uberraschenderweise sind sec671AL7-Hefen vital bei 30°C (Abbildung 31).
Hefen des sec61AL7-Stammes sind sensitiv gegenuber Tunikamycin und niedrigen
Temperaturen (Abbildung 31 und Abbildung 34). Der posttranslationale Import ist
gestort, aber der Import von DPAPB ist unbeeintrachtigt (Abbildung 33). Im
CHX-Chase und Pulse-Chase fuhrt ein Verlust von Loop 7 zu einer starken
Akkumulation von CPY*, KHN und KWW (Abbildung 35 und Abbildung 36). Hefen mit
sec61AL7 sind nicht sensitiv gegenuber EGTA (Abbildung 32).

VI.6.3 Der Verlust von Loop 7 fiihrt zu einer Instabilitat des
Sec61-Komplex

Der heptamere Sec-Komplex ist instabil bei einer Solubilisierung mit TritonX, aber
der trimere Sec61-Komplex nicht (Falcone et al., 2011).

Mikrosomen wurden in TritonX solubilisiert und anschlieRend in einem 0-15%
Sucrosegradient aufgetrennt, dreizehn Fraktionen abgenommen und in einem
Western-Blot gegen Sec61p, Sbh1p und Sss1p analysiert. In SEC67-Hefen (co-)
sedimentieren die Untereinheiten des Sec61-Komplex in den Fraktionen 5-9 (Sss1p
und Sbh1p) und damit im Bereich des trimeren Komplex (Abbildung 38). Durch die
Deletion von Loop 7 verschieben sich die sedimentierten Proteine zu den Fraktionen
1-4 und damit in diejenigen Fraktionen, die monomere Sss1p und Sbh1p enthalten
(Abbildung 38). Die Verteilung von Sec61AL7p konzentriert sich in den Fraktionen 5,
8 und 9 und unterscheidet sich demnach sehr von der gleichmalligen Verteilung in
SEC61-Hefen (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Untersuchung zur Instabilitdt des trimeren Komplex von sec61AL7-Hefen. Mikrosomen
von SEC61 und sec61AL7-Hefen wurden in TritonX solubilisiert und anschliefend in einem linearen
Sucrosegradienten weiter untersucht. Fraktionen 1-13 wurden abgenommen und anschlielend im
Western Blot auf die Untereinheiten des trimeren Komplex (Sec61p, Sss1 und Sbh1p) untersucht.
Monomeres Sss1p und Sbh1p laufen in den Fraktionen 1-4, im trimeren Komplex gebundenes Sss1p
und Sbh1p laufen in den Fraktionen 5-10.

Der Verlust von Loop 7 fuhrt zu einer Instabilitat des trimeren Komplex durch eine
beeintrachtigte Bindung von Sec61p zu Sss1p und Sbh1p (Abbildung 38).
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VIl.6.4 Loop 7 vermittelt Sec61p in die freie Fraktion

Neben dem Sec61-Komplex existieren noch zwei weitere Fraktionen: der
Sec-Komplex und die freie Fraktion, deren Funktion unbekannt ist.

Mikrosomen wurden mit Digitonin solubilisiert und die Sec61-Fraktion durch
Ultrazentrifugation entfernt. Die Behandlung mit Digitonin ermoglicht die Extraktion
des Sec-Komplex unter stabilen Bedingungen. Der Sec-Komplex im Uberstand
(Lysat), wurde anschlielend in einer sattigenden ConA-Prazipitation gefallt (ConA)
und auf den Gehalt von Sec61p und Sec62p untersucht. ConA bindet an
glykosylierte Untereinheiten, wie Sec71p, und kann diese spezifisch prazipitieren
(Panzner et al., 1995). Die freie Fraktion im Uberstand wurde nach einer
TCA-Fallung auf Sec61p und Sec62 untersucht. Abbildung 39 A =zeigt den
Western-Blot gegen Sec61p und Sec62p des Lysats und der beiden Fraktionen
(SEC und Frei). Die Quantifizierung von Sec61p zeigt, dass die Fraktionierung
gelungen ist, da der Anteil von Sec61p in der Bound-Fraktion und der Free-Fraktion
vergleichbar ist mit der Ausgangsmenge an Sec61p des Digitoninextrakts (Abbildung
39 B links).
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Abbildung 39: Untersuchung der freien Fraktion und der Sec-Fraktion von SEC67- und
sec61AL7-Hefen. A Mikrosomen der beiden Hefestdmme wurden mit Digitonin solubilisiert und die
Sec-Fraktion von der Free-Fraktion durch ConA-Fallung getrennt und im Western Blot auf Sec61p und
Sec62p-Gehalt analysiert. B (links) Quantifizierung des Sec61p-Gehalt der Fraktionen der beiden
Stamme und (rechts) Verhaltnis Sec61p zu Sec62p in den jeweiligen Fraktionen.

AulBerdem ist auffallig, dass Sec61p im Falle der sec61AL7-Mutante in der freien
Fraktion nicht mehr detektierbar ist. Dies zeigt sich auch wenn das Verhaltnis von
Sec61p und Sec62p betrachtet wird (Abbildung 39 B rechts). In SEC67-Hefen ist die
Menge an Sec61p sechsmal so hoch wie die von Sec62p, nach der Deletion von
Loop 7 verhalt es sich umgekehrt (Abbildung 39 B rechts).

Der Verlust von Loop 7 fuhrt zu einem fast vollstandigen Verlust von Sec61p
aus der Freien-Fraktion, die Bindung von Sec61p zu Sec62p im Sec-Komplex ist
nicht betroffen.
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VII.7 Die Mutationen im zusammenfassenden Uberblick

Uberblick tber die charakterisierten Mutationen nach der Beendigung dieser Arbeit.
Die Mutanten lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen: (i) mit ERAD-,
Translokations- und Wachstumsdefekte (sec61S2Y, sec61AL7), (ii) mit ERAD ohne
Wachstums und ohne Translokationsdefekte (sec61Y345H, sec61M450N), (iii) mit
ERAD und Translokationsdefekten aber ohne Wachstumsdefekte (sec61EP) (iv)
Mutationen ohne erkennbaren Phanotyp (sec61F311Y, sec61P50S). Tabelle 15 fasst
die Eigenschaften der untersuchten Stamme zusammen und gibt einen Uberblick.

Tabelle 15: Zusammenfassung der Charakterisierung der sec67-Mutanten dieser Arbeit. (--- =
negative Veranderung ; o= keine Veranderung; x= nicht untersucht). In die Tabelle Gbernommen
wurden die Ergebnisse des Droptests (20°C, 30°C und 37°C), das Wachstum auf Tunicymycinplatten
(0,25 und 0,50 pg/ml), die CHX- und Pulse-Chase-Analysen, sowie die Precursorakkumulation.

Name Temp [°C] TUN [pg/ml]] CHX Pulse Import
20 30 37 0,25 0,5 Post Co
sec61S2Y o} o X
sec61P50S o] o] o] o] X o] X o] X
sec61F311Y o] o] o] o] X o] X o] X
sec61Y345H o] o] o] o] -—- - - o] X
sec61M450N o] o] o] X X - X o] X
sec61EP o] o] o] X X - o) - X
sec61AL7 o o o)
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VIll. Diskussion

VIll.1 Proteintranslokation uibber Membranen in extremen
Habitaten

Die Proteinsekretion und die Membranproteinintegration sind essentielle Prozesse,
die beide abhangig von elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen der
Signalpeptide und Transmembrandomanen mit Chaperonen, dem
Translokationskanal und Membranlipiden sind (Reed et al., 2013). Elektrostatische
Wechselwirkungen werden starker bei niedrigen Temperaturen, hydrophobe
Interaktionen dagegen schwacher, was zu adaptiven Veranderungen in l0slichen
Proteinen fuhrt, die in der Kalte funktionieren mussen (Fields und Somero, 1998;
Russel, 2000; Gianese et al., 2001; Leiros et al., 2000; Petrescu et al., 2000). An die
Kalte angepasste Organismen, besitzen einen hoheren Anteil ungesattigter
Fettsauren in ihren Membranen, welche die Interaktionen mit den hydrophoben
Transmembrandomanen von Proteinen beeinflussen kdnnten (Nichols et al., 1993;
Wang et al., 2002; Dowhan und Bogdanov, 2009).

In diesem Teil der Arbeit Uber Signalpeptide von psychrophilen Gram-negativen
Bakterien konnte gezeigt werden, dass klassische Signalpeptide und
Lipoproteinsignalpeptide zu einem erhohten Anteil an lle tendieren (Tabelle 7 und
Tabelle 8). In der Analyse der Konsensussequenz von Signalpeptiden zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede in den spezifischen Positionen (Abbildung 9 und
Abbildung 10). Dies bedeutet moglicherweise, dass die Verteilung der
Aminosaureveranderungen stochastisch in psychrophilen Signalpeptiden ablaufen.
Die Erhohung des lle-Gehalt manifestierte sich nicht in der Gesamthydrophobizitat
nach Kyte-Doolittle (Tabelle 6).

Psychrophile Bakterien tendierten zu einer geringeren Anzahl sekretorischer
Proteine, auch wenn sich das fur die untersuchten Signalpeptidklassen recht
unterschiedlich verhielt (Tabelle 9). Dies konnte strukturelle Unterschiede
widerspiegeln, die dazu fuhren, dass ein Teil der sekretorischen Proteine durch die
vorhandenen Algorithmen nicht zu erkennen sind. Alternativ ist es moglich, dass
psychrophile Bakterien wirklich weniger Proteine sezernieren als mesophile
Bakterien. Dies konnte das Ergebnis des evolutionaren Drucks der extremen Umwelt
sein. Anstatt funktionslose Proteine in die Umgebung abzugeben, ware es besser die

Ressourcen fur deren Expression komplett einzusparen.
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Die Anzahl an sekretorischen Proteinen in dieser Analyse war generell relativ
gering und erreichte nicht annahernd die Anzahl aus biochemischen Untersuchungen
(Levine et al., 2005). Diesen 20-30% stehen gerade einmal 1,5-3,5% vorhergesagte
sekretorische Proteine entgegen, die moglicherweise eine Folge zu stringenter
Parameter meiner Suche waren (Levine et al., 2005). Durch eine Lockerung dieser,
wurde man aber auch falsch positiv erkannte Signalpeptide finden. Ein Ausweg aus
diesem Dilemma ware die Etablierung spezieller Algorithmen zur Identifikation
sekretorischer Proteine aus extremophilen Organismen. Diese Algorithmen basieren
aber oftmals auf einem Abgleich mit schon vorhandenen Datensatzen. Im Falle von
SignalP 3.0 bestand der Datensatz aus 1192 eukaryontischen und 487
prokaryontische Signalpeptidsequenzen (Bendtsen et al., 2004). Sekretorische
Proteine psychrophiler Prokaryonten missten dann aus dem Uberstand einer Kultur
isoliert und dann mittels MALDI identifiziert werden. Dann ware es moglich fur
sequenzierte Organismen die Vorlauferformen der Proteine inklusive derer
Signalsequenzen zu ermitteln. Dieser Datensatz konnte dann als Grundlage fur
einen eigenstandigen Algorithmus zur Identifikation von sekretorischen Proteinen
extremophiler Organismen dienen.

Die Lange der Signalpeptide psychrophiler Bakterien in meinen
Untersuchungen unterscheidete sich nicht von derjenigen der mesophilen Bakterien
(Tabelle 5). Fur Transmembrandomanen wurden keine signifikanten Unterschiede in
der Lange und Ladungsverteilung und nur kleinere Anderungen in der
Aminosaurekomposition im Vgl. zu Signalpeptide beobachtet (Tabelle 10 und Tabelle
11). Aulder fur CFB-Bakterien war der Anteil an lle auch hier erhoht. Die vermehrte
Inkorporation von lle scheint eine wichtige Rolle fur die Funktion in der Kalte zu
spielen. lle ist die hydrophobste Aminosaure nach der Bewertung von Kyte und
Doolittle und die haufigere Verwendung kompensiert moglicherweise schwachere
hydrophobe Interaktionen in der Membran bei niedrigen Temperaturen (Baldwin,
1986). Dieses Szenario erklart aber nicht warum die Menge an lle in
Transmembrandomanen von T. maritima erhoht war (Tabelle 10). Alternativ konnte
die vermehrte Verwendung von lle zu einer hoheren Stabilitdt von Signalpeptiden
und Transmembrandomanen fuhren, so dass diese den extremen Bedingungen
widerstehen konnen.

Anpassungen an die Kalte waren in Transmembrandomanen also kaum zu

finden. Das bedeutet, dass trotz der unterschiedlichen Lipidzusammensetzung der
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Membran und der schwacheren hydrophoben Interaktionen bei niedrigen
Temperaturen, Transmembrandomanen nur geringfigige Adaptionen an die
extremen Bedingungen etablierten. Transmembrandomanen sind nicht einem
wassrigen Milieu ausgesetzt, aber den Kraften in der Membran, die unabhangig von
der Zusammensetzung der Membran, gleich sein konnten. Elektrostatische
Interaktionen werden fur die Orientierung von Proteinen in der Membran bendtigt.
Diese sind hauptsachlich eine Funktion des Translokationskanals, der in mesophilen
und psychrophilen Bakterien stark konserviert ist (Abbildung 6; Abbildung 7 und
Abbildung 8; Romisch et al., 2003; Junne et al., 2007).

Die SecY-Sequenzen der psychrophilen und mesophilen Bakterien wurden in
meiner Studie verglichen (Abbildung 6 und Abbildung 7). In Psychrophilen und
Mesophilen wurden hoch konservierte Bereiche in den Transmembrandomanen 2a,
4 und 10 und in den Loops zwischen Transmembrandomane 6/7 und 8/9 gefunden
(Abbildung 6). In allen untersuchten Bakterien waren die Isoleucine, die den
sogenannten kontraktilen Ring bilden, hoch konserviert. Dies deutet darauf hin, dass
die Interaktionen zwischen den Aminosauren des hydrophoben Rings und dem
Signalpeptid in Psychrophilen konserviert sind (Abbildung 6). Aminosauren, die die
Orientierung im Kanal bestimmen, wurden in Sec61p von S. cerevisiae bestimmt
(Junne et al., 2007). Diese sind in vielen unterschiedlichen Bereichen des Molekuls
verteilt und ihre Rolle ist unklar (Junne et al., 2007). Die entsprechenden Positionen
in E. coli, V. cholerae und den psychrophilen Bakterien sind konserviert, was dafur
spricht, dass die Interaktionen fur die Orientierung von Transmembrandomanen im
Kanal sich nicht andern (Abbildung 6 und Abbildung 7). Der Grad der Konservierung
zwischen E. coli SecY und T. maritima SecY war zu gering um diese Reste zu
identifizieren. Die Veranderungen in Signalpeptiden sind deshalb moglicherweise
keine Anpassungen an den Translokationskanal sondern an Idsliche Komponenten
im Cytoplasma, wie SecA/B oder SRP.

Zusammenfassend zeigten meine Analysen, dass Signalpeptide sich nur
geringfugig zwischen psychrophilen und mesophilen Bakterien unterscheiden. Diese
Veranderungen tragen vermutlich dazu bei eine effiziente Translokation bei niedrigen
Temperaturen zu gewahrleisten. Trotz der veranderten
Membranlipidzusammensetzung, unterliegen Transmembranproteine nicht dem
gleichen selektiven Druck wie I0sliche Proteine um in der Kalte zu funktionieren und

zeigen deshalb kaum Anpassungen.
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VIlIl.2 N-Acetylierung der N-Termini von Sec61p und
Secb62p

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit waren die N-Termini der Untereinheiten des trimeren
und heptameren Komplexes. Um diese zu untersuchen wurden Mikrosomen aus
einem Stamm isoliert, dessen Sss1p Untereinheit mit einem HA-Tag markiert war
(Soromani et al., 2012). Mikrosomen wurden in Digitonin solubilisiert und die
Komplexe durch eine Anti-HA-Agarosesaule aufgereinigt. Die Untereinheiten wurden
in einer SDS-PAGE analysiert und interessante Banden mittels MALDI identifiziert
(Tabelle 13 und Abbildung 11). Bei der Suche nach posttranslationalen
Modifikationen wurde beobachtet, dass Sbh1p und Sec62p an ihren N-Termini
acetyliert sind (Tabelle 13). Da das tryptisch verdaute N-terminale Peptid in der
MALDI-Analyse nicht nachweisbar war, liegen keine Daten Uber den N-Terminus von
Sec61p vor. Eine N-Acetylierung fur Termini mit -MSS- konnte aber nachgewiesen
werden (van Damme et al., 2012).

In einem ersten Ansatz zum Einfluss der N-Acetylierung auf Prozesse in denen
Sec61p und assoziierte Untereinheiten involviert sind, habe ich Sec61p Funktionen
in einem Ard1p-Deletionsstamm betrachtet, in dem die enzymatisch aktive
Untereinheit von NatA fehlt und der deshalb N-Termini mit endstandigem Met-Ser
nicht mehr acetyliert (Poleveda et al., 2009). Dieser Stamm war kaltesensitiv, zeigte
aber keine ER-Importdefekte in Pulse-Experimenten und in einem Assay mit Ura3
fusionierten Reporterkonstrukten (Abbildung 13 und Diplomarbeit Marie-Christine
Klein). Der Verlust der N-Acetylierung im Aard1-Stamm hatte keinen Einfluss auf die
Stabilitat von Sec62p und Sbh1p (Abbildung 14 und Diplomarbeit Marie-Christine
Klein). Obwohl im Aard1-Stamm kein Effekt auf die Stabilitat von Sec61p beobachtet
wurde, habe ich trotzdem eine Mutante charakterisiert bei der das Serin an Position 2
zu Tyrosin mutiert wurde. Um auszuschlielen, dass der Acetylierungsdefekt in
Aard1-Stamm durch die Hefe kompensiert worden war. Der Stamm sec61S2Y war
hitze- und tunicamycin-sensitiv und zeigte leichte Defekte im posttranslationalen
Import der sekretorischen Vorlauferproteine PpaF und pCPY* bei 30°C (Abbildung
15). Dieser Phanotyp unterscheidet sich vom Phanotyp des Aard7-Stammes
(kaltesensitiv und kein Importdefekt) und konnte auf andere Defekte zurtckzufuhren
sein (Vgl. Abbildung 12 und Abbildung 15). Aullerdem kann nicht ausgeschlossen
werden, dass der Aard1-Stammes adaptierte und deshalb einen veranderten
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Phanotyp zeigt, wie es fur eine Asbh1Asbh2-Mutante gezeigt werden konnte (Jiang
et al., 2008).

Die Mutation S2Y in Sec61p fuhrte zu einem leichten Defekt in der
ER-abhangigen Degradation des lumenalen und I6slichen CPY* (Abbildung 16).
Dieser Defekt ist moglicherweise das Resultat des schwachen indirekten
Importdefekts (Abbildung 15 und Abbildung 16). Interessanterweise war die
Abnahme im CHX-Chase und Pulse-Chase nahezu linear Uber den betrachteten
Zeitraum und unterscheidet sich damit von den Kinetiken der anderen beschriebenen
Mutationen (Vgl. sec671Y345H und sec61AL7). Dies konnte aber auch das Resultat
einer verminderten Affinitdat des Sec61-Kanals zum Proteasom oder anderer
cytoplasmatischer Interaktionspartner sein, da die Mutation S2Y dem Cytoplasma
zugewandt ist. Eine andere Mutation (sec671P50S), die ich in der N-terminalen,
cytoplasmatischen Helix eingefugt hatte, zeigte keinen Wachstumsdefekt und keine
Beeintrachtigung in der Degradation von CPY™* (Abbildung 22).

Tags am N-Terminus fuhren zu einer Zunahme der Defekte beim Import
cotranslationaler Vorlauferproteine (wie DPAPB), der Defekt im Import von PpaF
dagegen andert sich nicht oder nur geringfugig (Pilon et al., 1997). Deshalb spielt der
N-Terminus moglicherweise eine tragende Rolle im cotranslationalen Import. Obwohl
die Bindestellen des Ribsosoms auf Loop 6 und Loop 8 eingegrenzt wurde, besteht
die Moglichkeit, dass die N-terminale Helix auch mit dem sehr grof3en Ribosom
interagiert und dadurch den cotranslationalen Import durch den Sec61-Kanal
beeinflusst (Cheng et al., 2005).

VII.3 Die Mehrfachmutante sec67EP als Resultat des
Screening in ausgewahlten Bereichen

In dieser Arbeit habe ich ein Verfahren etabliert, um ausgewahlte Bereiche von
Sec61p (N- und C-Terminus, Loop 7 und Loop 8) zufallig zu mutieren. Dazu habe ich
neue Restriktionsschnittstellen um diesen Bereich im Sec61-ORF eingefugt, die die
Aminosauresequenz nicht beeinflussen. Fur die Zufallsmutagenese habe ich
Nukleotide unbalanciert eingesetzt und durch die Zugabe von MnCl, die Fehlerrate
der DNA-abhangigen DNA-Polymerase erhoht (Abbildung 25). Durch die Auswanhl
flankierender Error-Prone-Primer wurde gewahrleistet, dass nur die Bereiche von

besonderem Interesse mutiert wurden. AnschlieBend wurden die Amplikons
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geschnitten und in Plasmide ligiert, in denen SEC671 mit demselben Enzymen
geschnitten worden war.

Mutierte Sec61-Klone wurden auf Wachstum, Tunikamycin-Sensitivitdt und
Degradationsdefekten untersucht und eine neue vierfach Mutante in Loop 7
identifiziert.

C

N—  ~_ ﬂ [Cytosol

T ~— -~ L
@ - umen

sec61Q312L sec61L357P

s6c61G341D — W § \
(sec61-3) / sec61S351P
sec61L.342M

sec61Y345H

Abbildung 40: Schematische Darstellung der Punktmutationen in sec67EP. Die Darstellung zeigt das
topologische Modell von Sec61p. In gelb sind bekannte Referenzmutationen (sec61Y345H und
sec61-3) hervorgehoben. In rot sind die vier Mutationen von sec671EP in Loop 7 dargestellt.

Die Mutante sec67EP (Q312L, L342M, S351P und L357P) war weder in Flussigkultur
noch auf Platte temperatursensitiv oder tunikamycinsensitiv (Abbildung 27). Sie
zeigte Defekte im posttranslationalen Import von CPY* bzw. PpoF und
Degradationsdefekte im CHX-Chase, aber in Pulse-Chase Analysen nicht (Abbildung
29).

Die Mutation L342M liegt in direkter Nachbarschaft zu der Mutation G341D
(sec67-3) und sec61Y345H. Beide Mutationen fuhrten zu Tunikamycinsensitivitat,
und ERAD-Defekten (Abbildung 18 und Willer et al., 2008). Verbunden sind
sec61Y345H und sec671EP durch den gemeinsamen ERAD-Defekt, der aber
unterschiedlichen Kinetiken folgt. Wahrend ERAD in sec61Y345H besonders in den
ersten 20 min gestort war, war sec67EP im CHX-Chase gleichbleibend uber einen
Zeitraum von 60 min beeintrachtigt (Vgl. Abbildung 19 und Abbildung 29). Der
Unterschied von sec61EP zu SEC61 lag im betrachteten Zeitraum bei ca. 20%.
AuRerdem sind in sec67EP das Serin 351 und Leucin 357 mutiert, die in der Nahe
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der Mutation S353C liegen. Die Mutationen L342M, S351P und L357P sind
moglicherweise kooperativ an der Auspragung des ERAD-Phanotyps beteiligt. Beide
Proline (S351P und L357P) liegen nicht unmittelbar in, aber in direkter Nachbarschaft
zum helikalen Bereich inmitten von Loop 7. Ein indirekter Einfluss kann nicht
ausgeschlossen werden.

Die Mutation Q312L liegt direkt neben der Mutation F311Y, die keinen
Translokationsphanotyp zeigt (Abbildung 22). Die Mutante sec61M450N aus dem
rationalen Design zeigte keinen posttranslationalen Importdefekt im CHX-Chase,
aber Storungen in der Degradation von CPY* (Abbildung 23). Die Mutation liegt im
hydrophoben Ring von Sec61p (Junne et al. 2007). Da sowohl wahrend dem Import
und Export der hydrophobe Ring passiert werden muss, stellt sich die Frage warum
sec61M450N nur einen Exportdefekt zeigte (Abbildung 23). Die Aminosauren T87,
Q129 und N302 gehoren zum polaren Cluster des lateral Gate und stehen im
Kontakt zu hydrophoben Aminosauren des Plug (L63, W65, and L66; Trueman et al.,
2012). Mutationen in diesen Clustern zeigen die enge Verknupfung zwischen dem
lateral Gate und dem lumenalen Gate (Trueman et al., 2012). Die Mutation M450N
gehort zu keinem der beiden Cluster und nimmt, nach momentanem Kenntnisstand,
keinen Einfluss Uber diesen Prozess. Warum diese Mutation den beschriebenen
Phanotyp zeigt bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Zusammengefasst scheinen die beschriebenen Mutationen innerhalb eines
Hotspot zu liegen, der die Aminosauren 341-345 (Initiation des Proteinexports aus
dem ER) und die Aminosauren 352-357 (ungunstige Konformation von Loop 7 und
Inhibierung der Proteasombindung) beinhaltet. Zum endgultigen Nachweis mussten
die Mutationen vereinzelt und in weiterfUihrenden Experimenten dann auf Defekte

untersucht werden.

VIll.4 Strukturelle Einsichten in die Funktionsweise von
SEC61 durch die Mutante sec671AL7

In dieser Arbeit charakterisierte ich eine neue sec61 Mutante ohne Loop 7. Dieser
Loop ist funktional wichtig und verbindet die beiden Enden der
Transmembrandomanen 7 und 8 (Abbildung 30; van den Berg et al., 2004).
Identifiziert habe ich die Mutante in einem Screen fur intrazellulare Akkumulation des
ERAD Substrats CPY*. Verglichen mit der Deletion von Der1, einem
ER-Membranprotein, das speziell involviert ist in ERAD I6slicher Proteine,
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akkumulierte CPY* nur maRig, aber wahrnehmbar (Knop et al., 1996). Durch
anschliellende Sequenzierung wurde der Austausch der Aminosauren 305-371 von
Sec61p durch Arginin und Glutamat festgestellt (Abbildung 30).

Die sec671AL7-Mutante war kaltesensitiv und sensitiver gegentber Tunikamycin
als sec67-32, der starksten ERAD-Mutante in SEC61 (Pilon et al., 1997 und 1998;
Abbildung 31). Die Diabetes-verursachende Mutante sec61Y345H zeigte keine
Wachstumsdefekte bei 20°C, 30°C und 37°C und nur einen moderaten unter dem
Einfluss von Tunikamycin (Abbildung 18). Diesen Effekt habe ich in sec671-32 und
sec61Y345H gleichermalien beobachtet (Fig 2B; Lloyd et al., 2010). Eine Sensitivitat
von sec61Y345H gegenuber Tunicamycin wurde auch von anderen Arbeitsgruppen
beobachtet (Wheeler und Gekakis 2012). In einem UPR-Fliussigassay war das Mal
der UPR-Aktivitat in sec61AL7 ahnlich hoch wie nach der Induktion durch
Tunikamycin (Abbildung 34). Die sec61Y345H-Mutante zeigte im Vergleich zum
Wildtyp nur eine geringe UPR-Induktion (Abbildung 34 und Abbildung 18). Weder
sec61AL7 noch sec61Y345H zeigten eine Sensitivitat gegenuber EGTA, einem
Calcium-Chelator bivalenter Kationen (Abbildung 32 und Abbildung 20). Im
Gegensatz zu Saugerzellen spielt das Sec61p-Hefehomolog keine Rolle in der
ER-Calciumhomeostase (Schauble et al., 2012).

Zellen, die ausschlieBBlich sec61AL7 exprimieren waren uberlebensfahig und
wachstumsfahig (Abbildung 31). Sec61AL7p war im Vergleich zum wildtypischen
Protein nur zu 70% exprimiert (Abbildung 33). Dieser Effekt war nicht auf eine
Instabilitdt des Proteins zurtckzufuhren (Abbildung 33). In Zellen, deren Expression
von SEC61 mit einem Gal-Promotor abgeschaltet werden konnte, musste der
Sec61-Proteinlevel unter 50% fallen, um Translokationsdefekte zu beobachten
(Abbildung 26). Die Sec61AL7p Menge im ER sollte daher nicht limitierend sein, und
damit auch keinen Einfluss auf den ER-Import haben. In Zellen, die das mutierte
sec61AL7 exprimieren, akkumulierte der posttranslational transportierte PpaF
(Abbildung 33) im Cytosol und pCPY* in CHX-Chase und Pulse-Chase Experimenten
(Abbildung 35). Ein Translokationsdefekt fur DPAPB, einem cotranslational
transportierten Modellprotein, war nicht nachweisbar (Abbildung 33).

Ich habe drei weitere ERAD-Substrate untersucht: KHN war in sec61AL7 (t,,=15
min in SEC61 und t,=45 min in sec61AL7) stabil (Vashist und Ng, 2004.; Abbildung
36 mitte). Die Degradationsdefekte von KHN bestatigen die Ergebnisse der CPY*
Degradationsexperimente. Der Verlust von Loop 7 fuhrte zu einer Stabilisierung
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lumenaler und Ioslicher Proteine (Vgl. Abbildung 36 mitte und Abbildung 35). Fur
KWW, einem integralen Membranprotein, waren die Veranderungen in den
Degradationskinetiken zwischen SEC61 (t,= 50 min) und sec61AL7 (t,= 30 min)
moderater (Abbildung 36; Vashist und Ng, 2004).

Das ERAD-Substrat Deg1:Sec62p liegt in zwei Spezies vor, wobei die
unglykosylierte Variante beim Verlust von Loop 7 stabilisiert wird und die
glykosylierte Form in einer normalen Kinetik degradiert wird (Abbildung 36 unten). In
sec61AL7 ist die unglykosylierte Variante vorrangig vorhanden, in SEC671 dagegen
die glykosylierte (Vgl. sec61AL7 und SEC61 fur t=0 in Abbildung 36 unten).
Zusammenfasend deutet dies darauf hin, dass Loop 7 essentiell ist fur die Initiation
der Degradation in Prozessen fur die eine Translokation der l6slichen Komponente
uber die ER-Membran notwendig ist (Abbildung 36). Nachfolgende Prozesse, wie
das Eintreten der Transmembrandomanen in das laterale Gate werden nicht

beeinflusst.

cytosol

lumen

SEC61 sec61AL7

Abbildung 41: Modelling der Mutante sec671AL7 (rechts) im Vergleich zu SEC61 (links).
Hervorgehoben sind die Transmembrandoménen 7 und 8 und dem verbindenden Loop 7 (rot bzw.
grun). Die Lipiddoppelschicht ist durch den grau hervorgehobenen Bereich angegeben. Die
Anordnung der beiden betroffenen Transmembrandomanen andert sich kaum. Die Deletion fuhrt zu
einem Verlust der dem Lumen zugewandten Anteile der Transmembrandomanen [Modelling
durchgefiihrt durch die AG Prof. Helms].

Modelling des Sec61AL7p zeigte Veranderungen auf der ER-lumenalen Seite des
Sec61-Kanals, aber keine Veranderungen auf der zytosolischen Seite (Abbildung
41). Das Homologie-Modell [AG Helms] und das Pulse Experiment zeigten, dass die
Bindung des Ribosoms an die zytoplasmatische Seite des Kanals und der Verlust
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des lumenalen Ende des lateralen Gate die cotranslationale Offnung des mutierten
Sec61-Kanals nicht beeintrachtigten (Abbildung 33 und Abbildung 41). Ribsosomen
und Proteasomen binden an unterschiedliche Bereiche des Sec61-Kanals, aber die
unveranderte Toplogie auf der cytoplasmatische Seite von Sec61p erklart die
unbeeintrachtigte Bindung des Proteasoms an Sec61AL7p (Ng et al., 2007;
Abbildung 37 [AG Kalies]).

In anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass eine
Punktmutation in Loop 7, S353C, die Bindung des Proteasoms beeintrachtigt (Ng et
al., 2007; Dissertation Marie-Luise Kaiser). Diese Mutation halt Loop 7
moglicherweise in einer ungunstigen Konformation mit negativen Auswirkungen auf
die cytosolische Seite. Die Konformation von Loop 7 spielt damit eine wichtige Rolle
fur die Proteasomen Interaktion und die Konformation von Loop 7 kann uber die
Helices Ubermittelt werden zur cytosolischen Seite. Unsere Daten zeigen, dass der
Defekt im Proteinexport nicht im Zusammenhang steht mit einer fehlerhaften Bindung
des Proteasoms (Abbildung 37).

Der extrem reduzierte posttranslationale Import und der ebenfalls langsame
Export in sec61AL7-Hefen sind nur schwer zu interpretieren. Im CHX-Chase
akkumuliert CPY* im ER-Lumen, was ein Hinweis auf einen langsameren Export im
Vergleich zum Import ist (Abbildung 35). Maoglicherweise konkurrieren beide
Prozesse um gleiche Faktoren wie BiP und Sec63p. Loop 7 ist fur den
cotranslationalen Import nicht essentiell. Moglicherweise ist die Anzahl an Kanalen,
die mit dem Ribosom verbunden sind (~30%; Pilon et al., 1998) nicht fur ERAD
verfugbar (Abbildung 33). Unsere Daten entsprechen einem anderen Experiment bei
dem das ERAD-Substrat CPY* Uberexprimiert wurde und damit die Last auf dem
ER-zu-Cytosol-Weg verstarkt wurde (Ng et al., 2000). Dies fuhrte zu einer
Akkumulation von Vorlauferproteinen in Abhangigkeit des SEC61 Expressionslevels
(Ng et al., 2000). KHN, ein weiteres Modellprotein, das posttranslational importiert
wird, akkumulierte nicht im Cytoplasma der sec61AL7-Hefe (Abbildung 36).
Moglicherweise sind die Chaperone, die fur den Import von KHN verantwortlich sind
andere, als fur CPY*. Fur den Export von CPY* und KHN werden dann wieder die
gleichen Chaperone rekrutiert.

Eine weitere Punktmutation in Loop 7 (sec61F311Y) zeigte in CHX-Chase
Analysen keinen Defekt (Abbildung 22). Die sec61Y345H Mutante zeigte keine
Defekte im posttranslationalen Import ins ER und nur eine moderate
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Tunikamycin-Sensitivitat. Im Gegensatz zu einer weiteren Mutante in Loop 7
(sec61F311Y) zeigte die sec61Y345H-Mutante eine Verzogerung in ERAD von CPY*
(Abbildung 18, Abbildung 19 und Abbildung 22; Wheeler und Gekakis, 2012).
ERAD-Verzogerungen weisen auf eine Rolle in der Initiation der Sec61-Kanaloffnung
von der lumenalen Seite zum Export des ERAD-Substrats. Eine ahnliche
Verzogerung ohne Veranderung der eigentlichen Kinetik wurde von Wheeler und
Gekakis (2012) beobachtet. Dieser eher milde Phanotyp ist gleichzeitig vermutlich
der Grund, warum die Mause mit dieser Mutation in einem essentiellen Gen
Uberleben (Lloyd et al., 2010). Ein verzogerter Export in Zellen mit einer hohen
sekretorischen Last, wie die Zellen des Pankreas, wurde zu einer Akkumulation von
fehlgefalteten Proteinen und letztendlich zu Apoptose und Diabetes als primarer
Phanotyp fuhren (Lloyd et al., 2010). Das Faktum, dass sec671Y345H zu einem
ERAD-Defekt in Abwesenheit eines Defekts in der Proteinbiogenese sekretorischer
Proteine fuhrt, bestatigt eine direkte Rolle von Sec61 in ERAD.

Sucrose-Gradienten Zentrifugation von Triton-X100 solubilisierten Mikrosomen
zeigten, dass der Sec61-Komplex mit Sec61AL7p instabil ist (Abbildung 38). Im
wildtypischen Komplex bildet Sss1p eine Klemme um die Sec61p Helices, die den
Komplex stabilisiert (van den Berg, 2004; Esnault et al, 1994).
Proteintranslokationsdefekte durch die sec67-3 Mutantion in Loop 7 kdonnen durch
eine Uberexpression von Sss1p unterbunden werden (Esnault et al., 1994). In der
Kristallstruktur des SecY-Komplex ist eine Interaktion zwischen Sss1p und Loop 7
oder den beiden verknUpften Transmembrandomanen 7 und 8 nicht zu erkennen
(van den Berg et al., 2004). Die Sss1p Transmembranhelix liegt gegenuber Loop 7
und bildet Kontakte zu Transmembranhelices 9, 10, 5 und 1 aus (van den Berg et al.,
2004; Wilkinson et al., 2010). Es wurde gezeigt, dass sowohl die N-terminale a-Helix
von Sss1p, die auf der Membran liegt, als auch seine Transmembranhelix wichtig
sind fur die Assoziation mit dem Sec61-Komplex (Wilkinson et al., 2010). Die
Ursache fur die reduzierte Affinitat von Sss1p zu Sec61AL7p bleibt ungeklart.

Der Loop7 von Sec61 ist notwendig zur Bildung der freien Fraktion (Abbildung
39). Die Funktion dieser Fraktion ist momentan unbekannt, so dass eine Diskussion
nur sehr schwer moglich ist. Die freie Fraktion konnte aber als eine Art Reserve
fungieren oder tatsachlich einen weiteren aktiven Komplex darstellen.

Das Modelling des mutierten Proteins zeigte, dass obwohl der Plug (Helix 2a) in
Sec61AL7p an Ort und Stelle verweilt, das laterale Gate (Helix 2b und

123



Transmembranhelix 7) teilweise geoffnet ist und Helix 2b signifikant zur
cytoplasmatischen Oberflache der Membran verschiebt (Abbildung 41). Diese
Verschiebung ist moglicherweise die Konsequenz des verlorenen Endes von
Transmembranhelix 7, welches nicht mehr mit der Helix 2b interagieren kann und es
dort arretieren kann. Diese Konformation entspricht dem Zustand nach der Insertion,
wie er beobachtet wurde durch Becker und Kollegen (2009) in Cryo-Elektronen
mikroskopischen Aufnahmen des Ribosoms und der naszierenden Kette verbunden
mit dem Sauger Sec61-Kanal. Mein Modell schlagt vor, dass die Deletion von Loop 7
zu Veranderungen kritischer Transmembranhelices in Sec61AL7p fuhrt, was in
funktionalen Defekten endet.

Das folgende Szenario erklart meine Beobachtungen: Beim Export
fehlgefalteter Proteine durch den Sec61-Kanal ins Cytosol ist Loop 7 der einzige in
Frage kommende Startpunkt, weil er die einzige groRe Sec61-Domane ist, die ins
ER-Lumen ragt (Abbildung 41; van den Berg 2004). Wenn Loop 7 fehlt, haben der
Komplex aus Chaperon und Exportsubstrat keinen Kontaktpunkt in Loop 7, von dem
ausgehend das laterale Gate aus Transmembrandomane 2 und 7 (und teilweise
Loop 7) gedffnet werden kann, was dem Export aus dem ER ins Zytosol ermdglicht
(van den Berg et al., 2004; Mandon et al., 2009).

Umgekehrt, beim posttranslationalen Import in das ER wird das Offnen des
Kanals vielleicht ebenfalls vom lumenalen Ende des lateralen Gates initiiert,
moglicherweise durch Interaktion mit der Sec63J-Domane und Kar2p. Die Sec63
J-Doméne und Kar2p werden bendtigt fur den posttranslationalen Import und ERAD
in Hefen, und Sec63p ist auch beteiligt an der Qualitatskontrolle von
Transmembranroteinen in Saugerzellen (Pilon et al., 1997; Plemper et al., 1997,
Kabani et al., 2003; Servas und Romisch, 2013).

Zusammenfassend zeigen meine Ergebnisse, dass der Mechanismus des
posttranslationalen Imports ins ER und des Exports von fehlgefalteten Proteinen
vermutlich identisch sind und am ER-lumenalen Ende des lateralen Gate initiiert
werden durch Loop 7.
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VIIL.L6 Ubersicht Abbildungen

Abbildung 1: Schematische Darstellung des co- und posttranslationalen
Translokationskomplexes. Der Sec61-Komplex (Sec61p, Sssi1p, Sbh1; grau)
assoziiert mit dem tetrameren Sec63-Komplex (grun) aus Sec62p, Sec63p,
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Abbildung 2: Der cotranslationale Import und die Rolle des trimeren Sec61p-
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Abbildung 3: Topologische Darstellung, der in dieser Arbeit verwendeten ERAD-
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unterscheidbar sind (ppCPY im ER, pCPY im Golgi-Apparat und das reife CPY
oder mCPY in der Vakuole). Durch die Glykosylierung von pCPY im ER-Lumen
migriert dieses langsamer als ppCPY. B KHN (grau; links) und KWW (Mitte) sind
eng miteinander verwandt und unterscheiden sich nur durch die transmembrane
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Abbildung 4: Der Hefestamm KRY461 exprimiert keine genomische Kopie von
SEC61 (grau), aber das ERAD-Substrat CPY* (prc1-1; blau). Das Wachstum
wird gesichert durch ein Retterplasmid mit SEC61 unter der Kontrolle eines Gal-
Promotors (rot). Die Expression von SEC61 kann durch Galaktose induziert und
durch Gilc reprimiert werden. Es ist somit sichergestellt, dass bei Wachstum auf
Glc nur das sec61 des transformierten Plasmids (gelb) exprimiert wird............. 34

Abbildung 5: Flussdiagramm zum Screening nach neuen Sec61p-Mutanten in zuvor
definierten Bereichen. Das Diagramm zeigt die wichtigsten Schritte beim
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Abbildung 6: Alignment von E. coli und V. cholerae im Vgl. zu den Psychrophilen
Bakterien dieser Studie. Konservierte Aminosauren werden in grin angezeigt
und nicht konservierte rot. Die Aminosauren des kontraktilen Rings wurden mit
grau hinterlegt. Zum besseren Uberblick wurden TMD und helikale Bereiche aus
van den Berg et al. (2004) einbezogen. Ec= Escherichia coli, Vc= Vibrio
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Abbildung 7: Alignment von SecY-Homologen aus E. coli, V. cholerae und den
psychrophilen Bakterien P. ingrahamii, C. psycherythraea und P. haloplanktis.
Das Alignment wurde mit ClustalW 2.0 durchgefuhrt und mit jalview bearbeitet.
Konservierte Bereiche werden dunkelblau angezeigt. Bakterien der CFB-Gruppe
und der hyperthermophile Vertreter T. maritima wurden nicht bertcksichtigt. Ec=
Escherichia coli, Vc= Vibrio cholerae, Pin= Psychromonas ingrahamii, Cp=
Colwellia psycherythraea, Ph= Pseudoalteromonas haloplanktis. ..................... 58
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Vertreter der CFB-Gruppe. Das Alignment wurde mit ClustalW 2.0 durchgefuhrt
und mit JalView bearbeitet. Konservierte Bereiche werden dunkelblau angezeigt.
Fj= Flavobacterium johnsoniae, Pir= Polaribacter irgensii, Ps= Polaribacter spec
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Abbildung 9: Vergleich der klassischen Signalpeptide mesophiler und psychrophiler
Bacteria. ldentifizierte Sequenzen wurden nach ihrer Schnittstelle ausgerichtet,
einem Alignment unterzogen und mit Weblogo 2.0 zur besseren Ubersicht
dargestellt. Die Auftretenshaufigkeiten werden in bits und die Abstande zur
Schnittstelle (-1) in Aminosauren angegeben (Blau= psychrophile Bakterien,
schwarz= mesophile Bakterien und rot= thermophile Bakterien). ...................... 62

Abbildung 10: Vergleich der Signalpeptide von Lipoproteinen mesophiler und
psychrophiler Bacteria. Identifizierte Sequenzen wurden nach ihrer Schnittstelle
ausgerichtet, einem Alignment unterzogen und mit Weblogo 2.0 zur besseren
Ubersicht dargestellt. Die Auftretenshaufigkeiten werden in bits und die
Abstande zur Schnittstelle (-1) in Aminosauren angegeben (Blau= psychrophile
Bakterien, schwarz= mesophile Bakterien und rot= thermophile Bakterien). .....63

Abbildung 11: SDS-Page der aufgereinigten Untereinheiten des Sec-Komplexes. Die
Untereinheiten wurden mit einer HA-Agarosesaule aufgereinigt, in einem 4-12%
SDS-Gel aufgetrennt, mit Coomassie gefarbt und Proteine identifiziert.
Markerbanden von oben nach unten: 250 kDa, 150 kDa, 100 kDa, 75 kDa, 50
kDa, 37 kDa, 25 kDa, 20 kDa, 15 kDa und 10 kDa (Precision Plus Protein™ All
Blue Standards von Biorad)..........coouioiiiiiiiiiiiii e 74

Abbildung 12: Untersuchungen zur Vitalitat von Hefen bei einem Verlust von Ard1p
und der N-Acetylierung durch NatA. Hefezellen (BY4742, Adoa10, Aard1)
wurden in einer Verdiinnung von 10* bis 10'-Zellen auf YPD-Medium
aufgetropft, bei den entsprechenden Temperaturen 3d inkubiert und das
Wachstum dokumentiert. ... 76

Abbildung 13: Auswirkungen der Ard1p-Defizienz auf die Translokation. Die Stamme
Aard1 und BY4742 wurden mit Reporterkonstrukten fur den post- bzw.
cotranslationalen (CPY und PHOS8) Import transformiert. Diese
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Kontrolle wurde die instabile Mutanten sec62-1 benutzt. B Ganzzellextrakte
wurden in einem Western Blot analysiert und gegen Sec61p und Sbh1p gefarbt.
Dazu wurden gleiche Mengen Protein aufgetragen und PDIp zusatzlich als
Ladekontrolle benULZL. .........ccooo o 78

Abbildung 15: Vorlauferakkumulation und Wachstumsinhibition in sec61S2Y-Hefen.
A gleiche Mengen Protein wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot auf
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Abbildung 18: Vitalitat und Tunikamycin-Sensitivitat im Stamm sec671Y345H. A Hefen
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Abbildung 19: Analyse von CPY*-Degradationsdefekten im Hefestamm sec671Y345H.
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Abbildung 20: Hefen des Stamms sec671Y345H wurden in einer Verdinnungsreihe
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Abbildung 21: Untersuchungen im Droptest und zur Precursorakkumulation in
sec61F311Y und sec51P50S. A Hefen der zuvor erwahnten Stammen und
SEC61 bzw. sec671-32-Hefen wurden in einer Verdiinnungsreihe von 10* bis 10’
Zellen in tropfenform aufgetragen und fur 60 h bei 37°C, 30°C und fur 7 d bei
17°C wachsen lassen und anschlieRend dokumentiert. B Die ODgyp von
KRY461-sec61F311Y in der exponentiellen Phase wurden bestimmt und
Ganzzellextrakte angefertigt. Gleiche Mengen Gesamtprotein wurden in einer
SDS-PAGE mit anschliefenden Western Blot mit Antikdrper gegen Sec61p und
PpaF untersucht. C Durchfuhrung wie B, aber mit KRY461-sec61P50S. .......... 89

Abbildung 22: CHX-Chase zur Degradation von CPY* in sec671P50S und
sec61F311Y. Hefezellen der exponentiellen Phase wurden zum Zeitpunkt t=0
mit CHX behandelt und die Translation inhibiert. Im Abstand von 20 min wurden
Extrakte angefertigt und CPY* bzw. Sec61p im Western-Blot detektiert............ 90

Abbildung  23: Untersuchungen von sec61M450N-Hefen zur Vitalitat,
Precursorakkumulation und CPY*-Degradation im CHX-Chase. A Hefen
(sec61M450N) und Kontrollen wurden in einer Verdinnungsreihe von 10* bis
10" auf YPD-Platten getropft und fiir 60 min bei 37°C, 30°C und fiir 7 d bei 17°C
wachsen lassen. B Auswirkung der Punktmutation auf die Translokation im
zuvor erwahnten Hefestamm. Der Nachweis der PpaF-Akkumulation in
Abhangigkeit von der Temperatur erfolgte mit spezifischen Antikérpern. C CHX-
Chase mit Extrakten zum Zeitpunkt 0, 20, 40 und 60 min und Detektion von
CPY* im Western-Blot. Sec61p dient als Ladekontrolle. ... 92

Abbildung 24: schematische Darstellung eines Topologiemodells von Sec61p mit den
neuen Schnittstellen (Rsrll, BspEl, Aatll, BstZ171, Bsgl, BbvCl, Nhel). In Rot
dargestellt sind die austauschbaren Bereiche, was die Ligation von zufallig
mutierten Teilabschnitten aus der EP-PCR ermoglicht. Mit * markierte
Schnittstellen liegen upstream (Rsrll) bzw. downstream (Nhel) des cds. .......... 94

Abbildung 25: Bestimmung der maximalen Konzentration an MnCl,. Die maximale
Konzentration an MnCl, wurde titriert. Fur alle weiterfihrenden Experimente
wurden 1 mM MnCl, zugegeben. Diese Konzentration gewahrleistet eine hohe
Mutationsrate, bei noch ausreichender Amplifikation der ausgewahlten Bereiche.
Ohne die Zugabe des Mutagenesepuffers erfolgt, durch den Mangel an MnCly,
keine AMPIIfIKAtioN. ...... .o 95

Abbildung 26: Veranderung der Sec61p-Expression durch den Wechsel von
Galaktose zu Glucose. Hefen der Stamme KRY461 und 462 wurden Uber Nacht
in YP mit Galaktose herangezogen und zum Zeitpunkt t=0 in YPD resuspendiert.
Nach 4 h wurde im Abstand von 2 h Proben enthommen, die Hefen
aufgeschlossen und auf Sec61p-Gehalt und PpaF-Akkumulation untersucht. Der
Stamm KRY462 entspricht dem KRY461-Stamm, besitzt aber weiterhin das
genoOMISCE SECBT. ... 95

Abbildung 27: Droptest zur Charakterisierung des Wachstums bei verschiedenen
Temperaturen. Hefen (sec61AL7, SECG61, sec61EP) wurden in der
exponentiellen Phase auf YPD-Platten getropft und fur 3d bei den
entsprechenden Temperaturen wachsen gelassen. AnschlieBend wurde das
Wachstum dokumentiert. ..........ccooo oo 96
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Abbildung 28: Bestimmung der Akkumulation des PpaF und der Expressionslevel
von Sssi1p, Sbh1p und Sec62p. Hefen wurden bei 37°C, 30°C und 20°C
inkubiert, quantitativ. gleiche Mengen geerntet und lysiert. Gleiche
Proteinmengen wurden in einer SDS-PAGE aufgetragen und der Proteinlevel
von Secb61p, Sec62p, Sss1p, Sbh1p und PpaF bestimmt. Der Nachweis im
Western Blot erfolgte mit spezifischen Antikorpern gegen die genannten
g 0] (T = T 97

Abbildung 29: CHX-Chase zur Bestimmung der CPY*-Degradationsrate in sec671EP.
Hefen der beiden Stamme sec67EP und SEC671 wurden zu Beginn des
Experiments mit CHX behandelt um die Translation zu inhibieren (t=0). Im
Abstand von 20 min wurden quantitativ gleiche Mengen entnommen, Hefen
lysiert und Proteine in einer SDS-PAGE und im Western-Blot auf den CPY™*-
Gehalt untersucht. B Pulse-Chase Analyse zur Untersuchung der Degradation
von CPY* in sec61EP. SEC61 und sec61EP-Hefen wurden mit **S-Met/Cys
markiert und die Degradation von CPY* Uber einen Zeitraum von 1h bestimmt.
Die Auswertung erfolgte mit einem Phosphorimager. ...........ccccoocoiinnn. 98

Abbildung 30: Die Mutante sec61AL7 wurde wegen Degradationsdefekten im
Colony-Blot entdeckt. A Das topologische Modell von Sec61p zeigt die Lage der
beiden neuen Schnittstellen Aatll und BstZ171. B Klone in einem ERAD-Screen
gegen CPY* wurden isoliert und erneut auf einer Platte ausgestrichen. Die
Deletion von Loop 7 fuhrt zu einer Akkumulation von CPY*. C Die Mutante
wurde sequenziert und die AS-Sequenz abgeleitet. Die Religation ohne das
Loop 7-Insert fuhrt zu einer Deletion der Aminosauren 305-371 und deren
Substitution durch Arg Und GlU. ........oooiiiiiiiiiii e 100

Abbildung 31: Vitalitat von Hefen bei einem Verlust von Loop 7 in Sec61p. Hefen der
Stamme sec61AL7, SEC61 und sec67-32, wurden in einer Verdiinnung von 10*
bis 10" Zellen auf YPD getropft und nach 3 d auf Wachstum untersucht. B
Wachstum bei 30°C durch Bestimmung der ODggo. C Wachstum bei 30°C durch
Zellzahlbestimmung in einer Neubauer-Kammer. ............cccooiiccn. 101

Abbildung 32: KRY461-Hefen wurden in einer Verdiinnungsreihe von 10* bis 10
Zellen auf eine YPD-Platte mit und ohne 5 mM EGTA getropft und bei 30°C
inkubiert. EGTA entzieht der Zelle das notwendige Ca®" und filhrt zu
Wachstumsinhibition in Zellen deren Ca*-Homdostase gestért ist. Ein PMR1-
Deletionstamm (Apmr1) diente der Kontrolle..............oooiiies 102

Abbildung 33: Der Verlust von Loop 7 fuhrt zu einer Akkumulation des PpaF aber
nicht von DPAPB. A Es wurde ein Western Blot mit spezifischen Antikdrpern
gegen Untereinheiten des posttranslationalen und cotranslationalen
Importkomplexes (Sec61p, Sss1p, Sbh1p und Sec62p) und gegen PpaF
durchgefuhrt. Der Verlust von Loop 7 von Sec61p zeigt sich im Western Blot
durch einen Laufunterschied von 6 kDa. B Hefen (sec671-32, sec671AL7 und
SEC61) wurden radioaktiv markiert, lysiert und Proteine mit spezifischen
Antikorpern gegen DPAPB gefallt. Die Visualisierung erfolgte mit einem
Phosphorimager. pDPAPB= DPAPB-Vorlaufer. ... 102

Abbildung 34: sec61AL7-Hefen sind sensitiv gegenﬂber Tunikamycin (TUN). A Hefen

wurden in einer Verdinnungsreine (10° — 10" Zellen) getropft und das
Wachstum nach 6 d dokumentiert. Die Sensitivitat gegentber Tunikamycin fuhrt
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zu einer Wachstumsinhibition. B Hefen der genannten Stamme (SEC67,
sec61AL7, sec61-3) wurden mit Reporterplasmiden (pJC30 und pJC31)
transformiert, die beide fur die B-Galaktosidase kodieren. Im Plasmid pJC31 ist
die B-Galaktosidase unter der Kontrolle des UPRE (Unfolded Protein Response
Element), dass bei aktivierter UPR die Expression der B-Galaktosidase steigert.
Zur Kontrolle wurden SEC67-Hefen mit Tunikamycin behandelt (+TUN). ....... 103

Abbildung 35: Pulse-Chase- und CHX-Chase-Analyse der sec61AL7-Mutante zur
Bestimmung eines moglichen ERAD-Defekts. A Hefenstdmme wurden zum
Zeitpunkt t=0 fur 5 min radioaktiv markiert und zu den angegebenen Zeitpunkten
Proben enthommen, aufgeschlossen und CPY* gefallt. B Die Translation wurde
mit CHX arretiert (t=0) und zu den indizierten Zeitpunkten Proben entnommen
und aufgeschlossen. AnschlieBend wurden die Proben im Western-Blot gegen
CPY* und Sec61p gefarbt und mit Imaged quantifiziert. pCPY*=
cytoplasmatisches CPY*, CPY*= ER-residentes CPY™. ..., 105

Abbildung 36: Effekt auf die Degradation von KHN, KWW und Deg1:Sec62p beim
Verlust von Loop 7 von Sec61p. Hefen wurden mit Plasmiden transformiert, die
eine Expression der ERAD-Substrate ermoglichen (KHN und KWW). Hefen
wurden in der frilhen exponentiellen Phase fir 5 min mit **S-Met/Cys markiert
und anschlieRend mit nicht radioaktivem *°S-Met/Cys behandelt. Hefen wurden
zu den gegebenen Zeitpunkten lysiert, Proteine mit spezifischen AntikGrpern
gefallt und in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die radioaktiven Banden wurden mit
einem Phosphorimager detektiert (Oben und Mitte). Hefen wurden mit einem
Plasmid, dass die Expression von Deg1:Sec62p ermoglicht, transformiert. Zu
Beginn der exponentiellen Phase wurde CHX zugegeben um die Translation zu
inhibieren und anschlieRend zu den angegebenen Zeitpunkten Extrakte
angefertigt und die Proteine in einer SDS-PAGE analysiert und im Western Blot
mit spezifischen Antikdrpern detektiert (Unten). ... 106

Abbildung 37: Bindung des 19S Protaseom an SEC61, sec61Y345H und sec61AL7
Proteoliposome. Mikrosomen aus dem Wildtyp oder aus sec67-Mutanten
wurden prapariert, von Ribosomen befreit, solubilisiert und Proteine in
Proteoliposomen rekonstituiert. Membranen wurden mit aufgereinigten 19S-
Partikel in der Anwesenheit von 5 mM ATP inkubiert und in einem 1,8 M
Sucrosegradienten fur 1 h bei 200000xg zentrifugiert. Fraktionen wurden, von
oben beginnend, gesammelt und in einer SDS-PAGE mit Western-Blot auf
Sec61p und Rpn12p untersucht. 19S-Partikel ohne Membranen verbleiben am
Boden des Gradienten. YTX69 dient als Referenz fur Proteasom und
Ribosom-Bindeexperimente. ...........ooooiiiiiiiiiiiiiieee e 107

Abbildung 38: Untersuchung zur Instabilitat des trimeren Komplex von sec61AL7-
Hefen. Mikrosomen von SEC67 und sec61AL7-Hefen wurden in TritonX
solubilisiert und anschlielend in einem linearen Sucrosegradienten weiter
untersucht. Fraktionen 1-13 wurden abgenommen und anschlieend im Western
Blot auf die Untereinheiten des trimeren Komplex (Sec61p, Sss1 und Sbh1p)
untersucht. Monomeres Sss1p und Sbh1p laufen in den Fraktionen 1-4, im
trimeren Komplex gebundenes Sss1p und Sbh1p laufen in den Fraktionen 5-10.
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Abbildung 39: Untersuchung der freien Fraktion und der Sec-Fraktion von SEC617-
und sec61AL7-Hefen. A Mikrosomen der beiden Hefestamme wurden mit

133



Digitonin solubilisiert und die Sec-Fraktion von der Free-Fraktion durch ConA-
Fallung getrennt und im Western Blot auf Sec61p und Sec62p-Gehalt analysiert.
B (links) Quantifizierung des Sec61p-Gehalt der Fraktionen der beiden Stamme
und (rechts) Verhaltnis Sec61p zu Sec62p in den jeweiligen Fraktionen......... 111

Abbildung 40: Schematische Darstellung der Punktmutationen in sec61EP. Die
Darstellung zeigt das topologische Modell von Sec61p. In gelb sind bekannte
Referenzmutationen (sec61Y345H und sec67-3) hervorgehoben. In rot sind die
vier Mutationen von sec67EP in Loop 7 dargestellt.................ccccciiiiiiiiiieennn. 118

Abbildung 41: Modelling der Mutante sec61AL7 (rechts) im Vergleich zu SEC61
(links). Hervorgehoben sind die Transmembrandomanen 7 und 8 und dem
verbindenden Loop 7 (rot bzw. grun). Die Lipiddoppelschicht ist durch den grau
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Referenzsequenz zu Sec61

47
16
92
31
137
46
182
61
227
76
272
91
317
106
362
121
407
136
452
151
497
166
542
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587
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632
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677
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857
286
902
301
947
316
992
331
1037
346
1082
361
1127
376
1172
391
1217
406
1262
421
1307
436
1352

AGCTTGCTATAAGCT
S L L * A
CATCTCTCTCTCTCT
H L S L S
CAGATTTTTCGCTTT
QO I F R F
TCTCTCATTCTTTCT
S L I L S
ATTCCTGCCTTGAAT
I P A L N
AAAAACAACAAATCA
K N N K S
TTCCTGCTCCCAATC
F L L P I
TTTTTCAGTCCTCAA
F F S P Q
AGTTGGTGAAAGCAA
S W * K Q
AGTAGAAAAACTGAC
S R K T D
TCCAACCGTGTTCTA
S N R V L
CCGGAAGTGATTGCT
P E V I A
CTTATCTGGACAGGC
L I W T G
CAGATTCCGCTGTAC
O I P L Y
CTGTACTGGCTACGT
L Y W L R
CTGGAATTGGGTGTT
L E L G V
CAATTTTTGCAGGGT
QO F L QO G
AAGCAGGACAGAGAG
K 0 D R E
ATTATTCTGATCTTG
I I L I L
AACTACGGTGCCCCT
N Y G A P
TTAATCTTTCAATTG
L I F Q L
GACGAATTGCTATCT
D E L L S
CTGTTCACGGCAACC
L F T A T
TTTGCTCCTACTACA
F A P T T
GGTGCTGTGATTGCC
G A V I A
AAGAAAAGAGCCCTT
K K R A L
AATATGTTCCAAGTG
N M F Q V
TTATATTTACAAGGC
L Y L QO G
AAAGTGAGAGGTCAA
K VvV R G 0
ACTTCCAACACCCCA
T S N T P
ATTTTCTTGATCTCT

in pRS315:

AGAATGTATTGAATG
R M Y * M
TCACACTTGTTACCC
S H L L P
ACGTGTTCTCTCTCA
T C S L S
TTCGGCAACTTTTGC
F G N F C
TGGCGTTACGGTGGT
W R Y G G
AGGACCTCACTTTGC
R T S L C
GGAAACTTCAGCGGC
G N F S G
TTCAACCTCACTCCA
F N L T P
AAGAAAAAAACATAG
K K K T =*
ACCGGTCCGCGCTTT
T G P R F
GACTTGTTTAAGCCA
D L F K P
CCAGAAAGGAAGGTT
P E R K V
GTTTCTCTACTGATC
v 8§ L L I
GGGATCGTGTCCAGT
G I VvV S S
GCCATGCTGGCCTCC
A M L A S
TCGCCCATCATCACT
S P I I T
ACTCAGCTTTTACAA
T 0 L L Q
CTGTTCCAAATTGCT
L F QO I A
GGCCAAGCCCTTGTG
G 0 A L V
TCGGACCTCGGATTG
S D L G L
ATGTTTGCATCGCTG
M F A S L
AAGGGTTACGGCTTG
K G Y G L
AATATTGCCGAACAA
N I A E OQ
GTCAATTCCGGTCGT
vV N S G R
TTTTTCCATCTTTTG
F F H L L
GTCGAGGCCTTTTAC
vV E A F Y
TTGATGACCGTGGCC
L M T V A
TTCCGTTACGAATTG
F R Y E L
ATTGGTATCTACCCC
I G I Y P
ATCATGTTGCAGAGT
I M L Q S
CAAATCCTTTTCCAG

153

TATTCATCTTCCTTA
Y S S S L
GGCGCGGCAGCGCTC
G A A A L
TTCTCTTTGTCGTTC
F S L S F
CAAACAACAAGCATA
O T T S I
AACGTAGTTTAGTGT
N vV Vv * C
ACCCTCCATCCTCAA
T L H P Q
CTCCGAACTAACCTT
L R T N L
TTTACTACAAGGTTC
F T T R F
TTAAATATAGTAGCA
L N I V A
ACTTTGAAAATGTCC
T L K M S
TTTGAATCTTTCCTG
F E S F L
CCATACAACCAGAAA
P Y N QO K
TTTTTGATTCTGGGC
F L I L G
GAGACTTCCGACCCT
E T S D P
AACCGTGGTACTTTA
N R G T L
TCATCTATGATTTTC
S S M I F
ATCAGACCTGAGAGC
I R P E S
CAAAAGGTGTGCGCT
Q K v C A
GTCGTCATGACAGGT
v vV M T G
CCCATCTGTTTGTTG
P I C L L
ATTGTGATGTTATTA
I v M L L
GGTTCCGGTATTTCT
G S G I S
ATTTTCTGGAGAGCG
I F W R A
GGTAAGGAGTTCGAA
G K E F E
GCTGTCAGAAAGGAC
A V R K D
CGTACCAATCTACCT
R T N L P
ATCTTCCTCTTTGTT
I F L F V
CCCATCAGGTCAACC
P I R S T
ATCAAACTCTTTTAT
I K L F Y
GCATTGACTTCTAAC
A L T S N
AAATACCCAACCAAT



451
1397
466
1442
481
1487
496
1532
511
1577
526
1622
541
1667
556
1712
571
1757
586
1802
601
1847
616
1892
631
1937
646
1982
661
2027
676
2072
691
2117
706
2162
721
2207
736

I F L I S
CCATTGATTCGTTTG
P L I R L
CAGGGCCCTCAAATG
QO G P QO M
CCATTAATGTCTTTA
P L M S L
ATCGTATACATCACA
I v Y I T
AAGACATGGATCGAA
K T W I E
AAACAATTCAAAGAT
K 0 F K D
ACCTCCATTTACAGA
T S I Y R
GCTTTCGGCGGTGCT
A F G G A
CTACTAGGTACTTTA
L L G T L
ACCACCATCTACGGC
T T I Y G
TTTACTAAGAACCTC
F T K N L
TAAAATGAAAATAAT
* N E N N
ACACCCCTCCCTCTA
T P L P L
ACGCCTTCTTACACC
T P S Y T
TGCGCAAATAATTCC
C A N N S
CCGCCGATTAACAAT
P P I N N
TGAAGCAAAGGAAGT
* S K G S
GGGGGCTCGAACCCC
G G S N P
GCG
A

O I L F Q
ATCGGTGTTTGGGGT
I G VvV W G
GCCTTGAGCGGGTTG
A L S G L
TCCGAAGCTCTTCTG
S E A L L
TTTGTTCTTGGTTCA
F v L G S
ATCTCCGGCACTTCC
I S G T S
CAAGGCATGGTCATT
O G M VvV I
GAATTGAAGAAGATC
E L K K I
ACCATCGGTGCTCTT
T I G A L
GGTTCTGGGGCATCC
G S G A S
TACTACGAAGCTGCC
Y Y E A A
GTTCCAGGATTTTCT
v P G F S
ATCCAAAGAAAAAAA
I 9 R K K
TTTTTTTATTTTGTT
F F Y F V
TGTATAGAGCTAAAT
c I E L N
TAGAAAATCGTCGAT
* K I V D
ATCATACGCGATCTA
I I R D L
TGATAAAAAAAAAGT
* % K K S
TGACATTTCGGTATC
* H F G I
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K Y P T N
ATCAGGCCGGGCACC
I R P G T
GCCTACTACATCCAA
A Y Y I Q
GACCCTATCAAGACC
D P I K T
TGCGCAGTATTTTCC
c A V F S
CCACGTGACATTGCC
P R D I A
AACGGTAAGAGAGAA
N G K R E
ATTCCAACTGCTGCT
I P T A A
TCTGTTGGCTCCGAC
S vV G S D
ATTTTGATGGCTACT
I L. M A T
GCCAAGGAAGGTGGG
A K E G G
GATTTGATGTGAATA
D L M * T
AAATCGCATTTAGCC
K S H L A
ACCATAGTTTTATCA
T I VvV L S
AACTATATATATGTA
N Y I Y V
TTTTATAAATTCTAA
F Y K F ~*
AATTTATAATAGGCG
N L * * A
AAAGAACTCCTCATA
K E L L T
CTTGCTTAAGCAAAT
L A * A N
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