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Abstract

Abstract

Misfolded secretory proteins are translocated from the lumen of the endoplasmic reticulum
(ER) to the cytoplasm for degradation by the ubiquitin-proteasome system (ER-associated
degradation, ERAD). How exactly this export from the ER is accomplished is still not un-
derstood. Several studies using a single leaky sec63 mutant suggested that Sec63p might be
involved in protein export. To examine this issue further, | used a screen in which random
point mutations were inserted into the SEC63 gene. | tested the mutants for accumulation
of the ERAD substrate CPY*. Accumulation of CPY* in cells indicates a degradation de-
fect. | isolated six sec63 mutants of which only sec63-402 showed a strong accumulation of
CPY*. This mutant carries a mutation in the interaction area whith the chaperone Kar2p,
the so called J-domain. Mutants with point mutations in the transmembrane, the Brl or the
acidic domain caused no detectable ERAD defect for CPY*. The examination of other ERAD
substrates showed that sec63-402 affected only degradation of soluble substrates. This de-
monstrates that in yeast the interaction of Sec63p with Kar2p is important for the specific
degradation of soluble ERAD substrates.

Fehlgefaltete sekretorische Proteine werden aus dem Lumen des Endoplasmatischen Re-
tikulums (ER) in das Cytoplasma transloziert, wo sie von dem Ubiquitin-Proteasom-System
degradiert werden (ER-assoziierte Degradation, ERAD). Wie genau die Proteine aus dem ER
transportiert werden, ist noch nicht geklart. Verschiedene Studien, die eine einzige , leaky”
sec63-Mutante verwendeten, lassen vermuten, dass Sec63p beim Proteinexport beteiligt sein
konnte. Um diesen Sachverhalt genauer zu erforschen, habe ich einen Screen verwendet,
bei dem willkiirliche Punktmutationen in das SEC63-Gen eingefiigt wurden. Ich habe die
Mutanten auf Akkumulation des ERAD-Subtrats CPY* getestet, welche auf einen Defekt
bei dessen Degradation hindeutet. Ich habe sechs Mutanten isoliert, wovon nur sec63-402
eine deutliche Akkumulation von CPY* aufwies. Diese Mutante tragt eine Mutation in dem
Interaktionsbereich mit dem Chaperon Kar2p, der sogenannten J-Domane. Mutanten mit
Punktmutationen in der Transmembran-, Brl- oder sauren Domane wiesen keine Degrada-
tionsdefekte auf. Durch Untersuchung von anderen ERAD-Substraten zeigte sich, dass sich
der Degradationsdefekt in sec63-mutierten Hefezellen auf losliche Proteine beschrankt. Mei-
ne Ergebnisse deuten darauf hin, dass Sec63p durch seine Interaktion mit Kar2p an der
Degradation von loslichen ERAD-Substraten beteiligt ist.

Seite XlI



Kapitel 1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Proteintranslokation ins Hefe ER und die Funktion

von Secb63p

Von den neu-synthetisierten Proteinen einer Zelle werden 30% dem sekretorischen Weg zu-
gefithrt (Ghaemmaghami et al., 2003). Dabei passieren diese Proteine in der eukaryontischen
Zelle verschiedene Kompartimente, die Organellen, innerhalb der Zelle, die durch Membranen
von dem Cytosol abgegrenzt sind (Palade, (1975). Die erste Station der sekretorischen Prote-
ine stellt ein stark verzweigtes Membrannetzwerk, das endoplasmatische Retikulum (ER) dar
(Zimmermann et al., 2011)). Dort werden sie in der Hefe verschiedenen posttranslationalen
Modifikationen unterzogen, wie N- und O-Glykosylierung und Bildung von Proteindisulfid-
briicken, aber auch die Faltung der Proteine wird koordiniert (Gentzsch et al., [1995; Kelleher
& Gilmore| [2006; |Oka & Bulleid| [2013)). Dabei ist es von entscheidender Bedeutung, dass
die korrekte Faltung streng tiberwacht wird, damit keine fehlerhaften und damit oft toxischen
Proteine in den Organismus gelangen und ihn dadurch potentiell schadigen (Meusser et al.,
2005)).

Die Proteine werden durch eine wassrige Pore, den Sec61l-Komplex, der aus Sec61p,
Ssslp und Sbhlp besteht, in das Lumen des ER importiert (Osborne et al., 2005). Bei dem
posttranslationalen Protein-Import ist der Sec61-Komplex mit dem Sec63-Komplex assoziiert
(Panzner et al | [1995). Sec61p bildet dabei mit seinen 10 Transmembrandoménen den Trans-
portkanal (Wilkinson et al., 2000). Sss1p und Sbhlp durchspannen die Membran nur einmal
(Wilkinson et al., 2000). Ssslp ist an der Peripherie des Sec61p angelagert und fixiert die
beiden Halften des Proteins, wodurch es maBgeblich zur Stabilisierung des Kanals beitragt
(Esnault et al| 1994). Sbhlp ist im Gegensatz zu Sec61p und Ssslp nicht essentiell fir die
Proteintranslokation und die Lebensfahigkeit der Hefen (Rapoport, 2007)).

Neben dem Sec61-Komplex gibt es noch einen zweiten Importkomplex, den Ssh1-Komplex
(,sec sixty-one homolog"), der aus dem Sec61lp-Homolog, Sshlp, dem Sbhlp-Homolog,
Sbh2p, und Ssslp aufgebaut ist (Finke et al., 1996). Beide Komplexe sind mit Ribosomen

assoziiert, der Ssh1-Komplex interagiert jedoch nicht mit dem Sec63-Komplex (Finke et al.,
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Kapitel 1. Einleitung

1996)). Desweiteren konnte eine Interaktion des Ssh1l-Komplexes mit Signalsequenzen von
Peptiden festgestellt werden, die cotranslational transportiert werden kdnnen (Invertase und
Kar2p), nicht hingegen mit Signalsequenzen von posttranslational importierten Proteinen
(Carboxypeptidase Y: CPY; pra-pro-alpha-Faktor: ppaF) (Wittke et al., 2002). Der Sec61-
Komplex, der Proteine beider Importwege transloziert, scheint Proteine mit einem breiteren
Spektrum an Signalsequenzen zu akzeptieren als der Ssh1-Komplex, der eher Proteine mit
stark hydrophoben Signalsequenzen transportiert, die charakteristisch sind fiir cotranslational
importierte Proteine (Wittke et al., 2002).

Der Import der sekretorischen Proteine in das ER kann auf post- oder cotranslationalem
Weg erfolgen (Schnell & Hebert|, 2003)). Die wesentlichen Unterschiede bestehen darin, dass
die Translation bei dem posttranslationalen Weg komplett abgeschlossen ist und das Protein
vom Ribosom dissoziiert vorliegt, wobei es von Chaperonen transportkompetent gehalten
wird (Chirico et al [1988)). Bei dem cotranslationalen Weg hingegen, wird die Translation
noch fortgefiihrt und das Ribosom ist an der Peptidkette assoziiert (Schnell & Hebert, [2003)).
Welcher Weg eingeschlagen wird, ist abhangig von der Signalsequenz, die, wie oben bereits
erwahnt, beim cotranslationalen Import eine deutlich starkere Hydrophobizitat aufweist als
bei posttranslational importierten Proteinen (Ng et al., |1996} Blobel & Dobberstein, (1975)).
Die Signalsequenz variiert in ihrer Lange zwischen 15-50 Aminosduren und lasst sich in drei
Bereiche gliedern (von Heijne, |1985):

= eine positiv-geladene N-terminale Region

= eine zentrale Region, die entsprechend ihrem Importweg im MaBe ihrer Hydrophobizitat

variiert

= eine eher polar geladene C-terminale Region, die auch die Signalpeptidaseschnittstelle
enthalt

Die Erkennung der Signalsequenz verlauft auf beiden Wegen unterschiedlich. Beim co-
translationalen Import-Weg ist sie von dem Signalerkennungspartikel (,signal recognition
particle”; SRP) abhangig, der in Mammalia und Hefe aus sechs Proteinuntereinheiten und
einer RNA aufgebaut ist, wobei einige Proteine und auch die RNA sich in ihrer GroBe in
beiden Spezies unterscheiden (Pool, 2005). Das SRP bindet an die Polypeptidkette in einer
GTP-abhangigen Weise, was zur Verlangsamung der Elongation fihrt (Siegel & Walter, 1988;
Keenan et al., [2001)). Dies gibt dem Komplex aus Ribosom, naszierendem Protein und SRP
Zeit, sich an den Translokationskanal anzulagern (Pool, [2005)). Dabei wird das SRP an den
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Kapitel 1. Einleitung

heterodimeren SRP-Rezeptor gebunden, der mit dem Translokon assoziiert ist (Pool, 2005)).
Diese Bindung ermdglicht die Loslésung der naszierenden Kette vom SRP und die Interaktion
des Ribosoms mit dem Translokationskanal (Pool, [2005). Durch die Hydrolyse des GTP dis-
soziiert SRP vom Ribosom und ist anschlieBend fiir eine Bindung an eine neue Signalsequenz
bereit , . Die Translation des Proteins wird nach Bindung an den Translokations-

kanal wieder aufgenommen und das Protein oder Polypeptid gelangt anschlieBend ins Innere

des ER (Poo 2005)

‘ Sec71p ” Sec63p ‘

Cytosol

QR R | R R
ALt || et |

Lumen

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Sec63-Komplexes

In dieser Abbildung wird der Sec63-Komplex dargestellt mit seinen transmembranen Komponenten
Sec63p, Sec62p und Sec7lp und dem an Sec71p-gebundenen, I8slichen Sec72p. AuBerdem sind
die Bindungspartner Kar2p und der Sec61-Komplex (Sec61c) gezeigt, wie auch die Interaktion von
Kar2p und Sec62p mit Sec63p.

Beim posttranslationalen Import ist die Erkennung der Signalsequenz abhangig von dem
Transmembranprotein Sec62p (Deshaies & Schekman, 1990). Sec62p (30 kDa) besteht
aus zwei Transmembrandomanen mit langen cytosolischen C- und N-terminalen Bereichen
(Deshaies & Schekman, 1990). Es bildet zusammen mit Sec71p, Sec72p und Sec63p den
Sec63-Komplex (siehe Abb. und Brodsky & Schekman, [1993)), der wahrend des post-

translationalen Imports an den Sec61-Komplex angelagert ist (Deshaies et al) [1991)). Der

Sec63-Komplex ist beim posttranslationalen Import involviert und tragt zusatzlich zur Sta-

bilisierung des Translokons bei (Jermy et al., 2006)). Die Interaktionsstelle fiir die Signalse-
quenz wird von Sec62p und Sec71p zusammen mit Sec61lp gebildet (Wittke et al. 2000;
PPlath et al., 1998, 2004). Die Ubertragung des Polypeptids vom Sec62p-beinhaltenden Kom-

plex auf den Sec61-Komplex geschieht in einer ATP-abhangigen Weise, was aufgrund von
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,crosslinking"“-Experimenten geschlossen werden konnte (Musch et al., [1992). Dabei konnten
nur ,Crosslinks" zwischen dem Polypeptid und Sec61p bei Zugabe von ATP nachgewiesen
werden (Musch et al., [1992). Wenn dem Versuch kein ATP zugesetzt wurde, konnte haupt-
sachlich eine Interaktion zwischen dem Polypeptid und Sec62p festgestellt werden (Misch
et al., [1992).

Das Transmembranprotein Sec71p (auch als Sec66p bezeichnet) und das daran angela-
gerte 6sliche Sec72p sind im Gegensatz zu Sec62p und Sec63p nicht essentiell (Feldheim
et all 1993} [Feldheim & Schekmanl [1994} |[Feldheim et al., [1992; Deshaies & Schekman|
1990)). Jedoch ist bei einer Deletion von Sec71p und Sec72p die Akkumulation von manchen
nicht-importierten Proteinen im Cytosol zu beobachten (Feldheim et al. 1993; Feldheim &
Schekman, [1994; |Green et al., [1992). Bei Sec71p handelt es sich um ein 31,5 kDa integrales
Protein, dessen N-Terminus in das ER-Lumen gerichtet ist und zweimal glykosyliert wird
(Feldheim et al., 1993)). Deletion des SEC71-Gens stért die Bildung des Sec63-Komplexes
und auch die Anlagerung von Sec72p (21,5 kDa) (Feldheim et al., 1993).

Bei Sec63p (75 kDa) handelt es sich um ein Protein mit drei Transmembrandomanen,
das in die Membran des ER eingelagert ist und einen langen C-terminalen cytoplasmatischen
Schwanz hat (Rothblatt et al., [1989; Feldheim et al., |1992). Dieser C-terminale Teil des
Proteins lasst sich in die Brl-Domane und in eine saure Domane aufteilen (Feldheim et al.,
1992)). Die Brl-Domane ist homolog zum Brr2p Protein, welches Teil der U5-Familie der
RNA-Helikasen ist (Ponting, [2000). Sie erstreckt sich Gber 371 Aminosauren und dient zur
Vermittlung der Interaktion mit dem Sec61-Kompex (Jermy et al. [2006; [Harada et al.,
2011)). Die C-terminalen 52 Aminosauren weisen einen stark sauren Charakter auf, was dieser
Domane ihren Namen verleiht (Feldheim et al 1992). Sie dient zur Interaktion mit Sec62p,
das uber seinen N-Terminus im Wesentlichen mit den letzten 14 Aminosauren der sauren
Domane von Sec63p interagiert (Wittke et al., [2000; Willer et al., 2003).

Zwischen der zweiten und der dritten Transmembrandomane von Sec63p befindet sich
ein luminaler Bereich mit der DnaJ-Domane (Feldheim et al., [1992). Diese Namensgebung
erfolgte wegen seiner Homologie zum Escherichia coli (E. coli) Protein DnaJ (Georgopoulos
et al., 1980). Uber die DnaJ-Domane wird die Interaktion mit dem Hsp70-Chaperon Kar2p
(BiP in Mammalia) vermittelt (Brodsky & Schekman) 1993} (Corsi & Schekman, 1997)). Da-
bei stimuliert Sec63p die ATPase-Aktivitdt von Kar2p, was dessen Peptidbindungsfahigkeit
beeinflusst (Corsi & Schekman, 1997). Eine Hypothese besteht darin, dass Kar2p bei dem
Proteinimport wie eine Ratsche funktioniert und progressiv mehrere Kar2p-Molekiile an das
translozierende Protein binden, wenn es durch Brown'sche Molekularbewegung weiter in das
ER-Lumen eintritt (Matlack et al., 1999; Sanders et al., [1992). So kann sich das translo-
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zierende Protein nicht mehr in die Richtung des Cytoplasmas bewegen und wird dadurch
schlieBlich komplett in das ER-Lumen transportiert.

Neben dem posttranslationalen Import spielt Sec63p auch bei dem cotranslationalen Weg
eine Rolle, wie am Beispiel der Invertase in der Publikation von Brodsky gezeigt wurde (Brods-
ky et al., 1995). Darin wird dargestellt, dass Sec63p beim Import sowohl des ausschlieBlich
cotranslational importierten Substrats Invertase, als auch des posttranslational translozieren-
den ppoF beteiligt ist (Brodsky et al., [1995). Die Aufgaben der einzelnen Domanen von
Sec63p sind bei den beiden Importwegen unterschiedlich, zum Beispiel wurde gezeigt, dass
die saure Domane nur fiir den posttranslationalen Import wichtig ist, wohingegen Deletionen
in der Brl-Domane einen Defekt sowohl im co- als auch im posttranslationalen Weg nach
sich ziehen (Willer et al., [2003; Jermy et al., [2006)). |Jermy et al., [2006| konnten zeigen, dass
bei der Deletion des Bereiches von 550 bis 611 Aminosauren beide Wege des Imports in das
ER nicht mehr moglich sind, und dass die Brl-Doméane von Sec63p wichtig ist fiir die Integri-
tat des SEC-Komplexes (Jermy et al., [2006). AuBer dem zuvor genannten heteroheptameren
Komplex zusammen mit dem Sec61-Komplex gibt es noch einen SEC'-Komplex (Jermy et al.,
2006)). Dieser unterscheidet sich nur durch das Fehlen von Sec62p (Jermy et al., 2006)). Die
SEC'-Form scheint fiir den cotranslationalen Import notwendig zu sein (Jermy et al., 2006]).
Neben der Interaktion von Sec63p mit dem Sec61-Komplex konnte auch eine funktionale In-
teraktion von Sec63p mit dem Ssh1-Komplex wahrend des Imports von Sec71p nachgewiesen
werden (Spiller & Stirling, 2011)).

Es gibt Hinweise, dass Sec63p auch eine Rolle bei der Retrotranslokation von fehlgefal-
teten oder mutierten Proteinen aus dem ER ins Cytosol wéahrend des ERAD spielt (Pilon
et al., |1997). Dies wurde mittels der ERAD-Substrate CPY* und Agpa-Faktor untersucht
(Pilon et al., |1997; Plemper et al., [1997)). Zur Untersuchung dieser Degradationsdefekte wur-
de die damals einzige vorhandene Mutante, sec63-1, verwendet (Pilon et al., 1997; Plemper
et al., [1997). Diese Mutante tragt eine Punktmutation in der DnaJ-Doméne (A179T) und
ist ,leaky”, es ist also nicht sicher, ob die beobachteten Degradationdefekte von CPY* und
AgpoF auf die Notwendigkeit von Sec63p fiir ERAD zuriickzufiihren sind, oder ob die ER-
Funktionstichtigkeit in dieser Mutante generell eingeschrankt ist (Rothblatt et al., (1989).
Pilon et al.| und |Plemper et al.| haben gezeigt, dass Sec71p, Sec72p und Sec62p fiir ERAD
der getesteten Substrate nicht notwendig sind, was auf eine besondere Rolle des Sec63p au-
Berhalb des Sec63-Komplexes hindeuten kénnte (Pilon et al., |1997; Plemper et al. |1997)).
In Hefe spielt Sec63p zusammen mit Sec71p und Sec72p ebenfalls eine Rolle bei der Fusion

von Kernmembranen wahrend der Verschmelzung der Kerne bei sich paarenden Hefezellen
(Ng & Walter, 1996]). Sec62p und Sec61p sind dabei nicht involviert (Ng & Walter, |1996)).
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Im Menschen existiert eine homolge Version von SEC63, die zu 53% ahnlich und zu
25,6% identisch mit dem Hefe-Protein ist (Skowronek et al. 1999; Meyer et al., 2000).
Dieses SEC63-Gen und das PRKCSH-Gen (Protein Kinase C Substrat 80 K-H), das fir die
B-Untereinheit der Glukosidase Il kodiert (BGII, Hepatocystin), stehen in Zusammenhang
mit der autosomal dominanten polycystischen Leberkrankheit (ADPLD) (Davila et al., [2004;
Waanders et al., 2010). Diese tritt oft zusammen mit der autosomal dominanten polycys-
tischen Nierenkrankheit (ADPKD) auf, sie kann aber auch unabhangig von der ADPKD
als ein eigenes Krankheitsbild auftreten (Fedeles et al., 2011). Bei der ADPLD bilden sich
multiple Zysten bilidren epithelialen Ursprungs (Zimmermann, 2009). Sie manifestiert sich
meist zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr (Qian et al., 2003). Die stark vergroBerte Leber
kann Symptome wie Schmerzen im Abdomen und Kurzatmigkeit verursachen, weshalb ein
chirurgischer Eingriff erforderlich sein kann (Qian et al., 2003)). Die bei PLD-Patienten gefun-
denen sec63-Mutanten trugen Mutationen in allen Bereichen des Gens (Davila et al., 2004).
Bisher wurden 21 verschiedene Mutationen gefunden (Waanders et al., 2010). Dabei wur-
den Leserasterverschiebungen nachgewiesen, sowie ,,nonsense” und , missense” Codons und
Mutationen, die SpleiB-Donor-Akzeptor-Stellen zerstéren (Waanders et al., 2010). ADPLD
etabliert sich in einem sogenannten ,, Two-Hit"-Machanismus, wobei eine Zelle, die ein mu-
tiertes und eine gesundes SEC63-Allel tragt, das Wildtypallel bei der somatischen Mutation
verliert (Watnick et al., [1998). Es scheint, dass das SEC63-Gen sehr anfallig fiir Mutationen
ist und so konnen auch leicht beide Allele getroffen werden. Wie genau diese Krankheit durch

Verlust von Sec63p verursacht wird, ist bisher noch nicht geklart.

1.2 Endoplasmatisches-Retikulum-assoziierte-
Degradation (ERAD)

Bei der Synthese und Faltung von sekretorischen Proteinen kommt es immer wieder zu Fehlern
und somit zu Fehlfaltungen der Proteine oder zur Uberladung des Qualititskontrollsystems
des ER (Vembar & Brodsky, 2008). Deshalb ist es fiir die Zelle und den Organismus von
wesentlicher Bedeutung, diese zelluldren Syntheseschritte einer genauen Kontrolle zu unter-
ziehen und gegebenenfalls fehlerhafte Proteine zu entsorgen (Romisch, [2005). Dabei werden
die fehlgefalteten Proteine wieder aus dem Lumen in das Cytoplasma transportiert und dort
durch das Ubiquitin-Proteasom-System degradiert (sieche Abb. [1.2} [Rémisch), [2005). Diesen
Prozess nennt man ER-assoziierte Degradation (ERAD) (Vembar & Brodsky, 2008)). Die
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entstehenden Aminosiuren werden wiederum von der Zelle zum Wiederaufbau von Proteinen
recycled (Lecker et al., |2006).

Proteasom

Sec63c

S pa »
\ Lumen “e /
Cytosol @

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der ER-assoziierten Degradation

In dieser Grafik ist das ER in orange dargestellt. Als Beispiel wird der posttranslationale Import eines
Proteins gezeigt, das mit Hilfe von Chaperonen (violette Kreise) im Cytoplasma transportkompetent
gehalten wird. Der Import des Proteins erfolgt tiber den Sec61-Komplex (Sec6lc) mit dem daran
angelagerten Sec63-Komplex (Sec63c). Das importierte Protein wird bei inkorrekter Faltung durch
einen unbekannten Kanal (hellblauer Zylinder) exportiert, durch den Degradationskomplex Hrd1l
(Hrd1c) ubiquitiniert (grine Kreise) und von dem Proteasom abgebaut. Bei korrekter Faltung kann
das Protein in die Membran eingebaut oder aus dem ER in einem Vesikel exportiert werden, um
dem sekretorischen Weg zugefiihrt zu werden.

Man nahm urspriinglich an, dass die Degradation von Proteinen innerhalb des ER-Lumens
stattfindet, aber in der Arbeit von Sommer & Jentsch,|1993, konnte ein Hinweis gefunden wer-
den, dass ERAD auf cytoplasmatische Faktoren angewiesen sein konnte (Sommer & Jentsch,
1993} [Klausner & Sitial, [1990). Dabei wurde eine temperatur-sensitive Mutante von Sec61p
stabilisiert durch eine Disruption des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms Ubc6, das zusam-
men mit dem cytoplasmatischen Proteasom zustéandig fiir Proteindegradation ist (Sommer
& Jentsch| [1993)). Bei den sogenannten Proteasomen handelt es sich um Protease-Komplexe,
die die Proteinhomoostase in den Zellen durch die Eliminierung von defekten Proteinen er-
halten (Lecker et al., |2006). Desweiteren ist der kontrollierte Abbau von Proteinen durch

das Proteasom ein fester Bestandteil zahlreicher intrazellularer Signalwege (Lecker et al.,
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2006). Proteasomen kommen in allen Eukaryontenzellen vor, mit einer beachtlichen Menge

von einem Prozent des Proteinanteils der Zelle (Voges et al., [1999).
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Reaktionskaskade zur Detektion, Ubiquitinie-
rung und Degradation eines Proteasomensubstrates

Ein E1-Enzym aktiviert das Ubiquitin in einer ATP-abhangigen Weise. Das Ubitquitin wird auf ein
E2-konjugierendes Enzym lbertragen, welches anschlieBend an einen E3-Protein-Komplex assoziiert.
Die E3-Ubiquitin-Ligase bindet das Ubiquitin an das zu degradierende Protein. Weitere Ubiquiti-
ne werden angefligt und das Protein wird zu dem 26S-Proteasom gefiihrt, wo es ATP-abhangig
degradiert wird (entnommen aus Voges et al., [1999).

Eine zentrale Rolle bei der Markierung von Proteasomensubstraten spielt das Protein
Ubiquitin, das aus 76 Aminosauren besteht (Voges et al., [1999). Bei Proteinen, die zum
Abbau bestimmt sind, wird Ubiquitin oder Polyubiquitin kovalent mit der e-Aminogruppe
von Lysinresten des Substrats verkniipft (Voges et al., [1999). Die Aufklérung dieser Ubi-
quitinierungsreaktionen und des folgenden Degradationsweges ubiquitinierter Proteine wurde
mit dem Nobelpreis fiir Chemie honoriert (Ciechanover et al., |1978; |Hershko & Ciechanover,
1980)). Abb. zeigt, kurz zusammengefasst, die Reaktionskaskade nach der das zu de-
gradierende Protein erkannt und der Ubiquitinierungsreaktion zugefiihrt wird. Ein E1-Enzym
aktiviert das Ubigitin ATP-abhangig (Voges et al., |1999)). Das aktivierte Ubiquitin wird an
E2-Proteine gebunden (Voges et al.,|1999)). Diese E2-Ubiquitinkonjugate interagieren mit E3-
Substrat-Protein—Komplexen, wobei die Ubiquitinreste auf die Substratproteine lbertragen
werden (Voges et al., 1999). AbschlieBend erweitern E4-Ligasen die Polyubiquitinierung des
Substratproteins (Voges et al.,|1999)). Mindestens vier Ubiquitin-Proteine sind notwendig, um
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das Substrat der Degradation durch Proteasomen zuzufiihren (siehe Abb. ; Mukhopad-
hyay & Riezman) [2007)). Das 26S-Proteasom baut anschlieBend die Substrate ATP-abhangig
zu kurzen Peptiden ab (Voges et al., |1999).

Trotz der Vielfalt von Substraten ist es in der Regel ein einziger multi-funktioneller Pro-
teasekomplex, der den Abbau katalysiert: Proteasomen unterscheiden sich von einfacheren
Proteasen duch ihren Aufbau aus multiplen Untereinheiten, wie in Abb. [1.4] verdeutlicht wird.
Das hier gezeigte 26S Proteasom besteht aus dem 20S-Core als katalytischem Komplex, der
oft an einer oder beiden Seiten von einem 19S-regulatorischen Komplex flankiert ist (Girao
et al., [2005} Voges et al., 1999). Der 19S-regulatorische Partikel gliedert sich in ,base” und
,lid", wobei der , base” Bereich an die 20S-Untereinheit binden kann (Finley et al., 2012).
Im Proteasom werden im 19S-Cap-Bereich die Ubiquitine von dem Substrat geldst und an-
schlieBend in einen Bereich innerhalb des 20S-Core gebracht, wo die Degradation stattfindet
(Finley et al., 2012).

19S 20S 19S
890 kDa 720 kDa 890 kDa

15 nm

Abbildung 1.4: Struktureller Aufbau des 265S-Proteasoms

In der linken Abbildung ist ein drei-dimensionales Modell des 265-Proteasoms aus Drosophila ge-
zeigt. Dabei sind in blau die flankierenden 19S-regulatorischen Untereinheiten gezeigt, sowie die
20S-Untereinheit in gelb. In der Abbildung rechts ist die Struktur des 20S Proteasoms aus Thermo-
plasma zu sehen, wobei im oberen Bereich (a) die Oberflache dargestellt ist und der untere Teil (b)
eine Sicht auf das Innere des Proteasoms mit drei Teilbereichen und 14 reaktiven Stellen gewahrt
(entnommen aus |Voges et al., [1999).

Die 20S-Untereinheit wird aus vier ringformigen Untereinheiten gebildet, wobei die beiden
AuBeren als o und die beiden Inneren als B bezeichnet werden (Finley et al., 2012). Im Inne-

ren der 20S-Untereinheit, im Bereich der B-Ringe, sind die proteolytischen Stellen lokalisiert
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(Finley et al., 2012). Im inneren Ring erfolgt der Proteinabbau durch die multikatalytische
Protease (Finley et al 2012). Diese setzt sich zusammen aus einer Caspase-dhnlichen Pro-
tease, welche hinter sauren Resten schneidet, einer Trypsin-ahnlichen Protease, die hinter
basischen Aminosauren aktiv die Polypeptidkette trennt und einer Chymotrypsin-ahnlichen
Protease, welche nach groBen hydrophoben Resten die Peptidbindung eliminiert (Groll et al.,
2005). Die regulatorischen Strukturen an den Enden des Zylinders im Bereich der o-Ringe
erkennen spezifische Zielproteine, binden diese, falten sie auf und leiten sie in das katalytische
Zentrum (Voges et al.| 1999). Sie sind also fiir die Regulation des Eintritts der Substrate in
das Innere des Proteasoms zustandig. Einige Proteine werden durch Proteasome vollstandig
abgebaut, andere in aktive und inaktive Bestandteile zerlegt (Voges et al} |1999). Viele Pro-
teine werden durch Proteasomen abgebaut oder freigesetzt, was multiple Signalkaskaden der
Zelle beeinflusst (Voges et al., 1999).

Die ERAD-Wege unterscheiden sich je nach Lokalisation der Fehlfaltung im Substratpro-
tein (Vashist & Ng, 2004). Man kann sie in ERAD-M, -C und -L einteilen, je nachdem, ob
sich die Mutation im Membranbereich, Cytosol oder Lumen befindet (Vashist & Ng, 2004;
Carvalho et al |, [2006; Huyer et al., 2004). Fir die unterschiedlichen Wege sind auch verschie-
dene Degradationskomplexe zustandig (Xie & Ng, [2010)). Dabei handelt es sich um den Hrd1-
und den DoalO-Komplex, die nach ihren E3-Ubiquitin-Ligasen benannt sind (Huyer et al.,
2004). Die Erkennung der Fehlfaltungen folgt einer bestimmten Reihenfolge (Vashist & Ng,
2004). Zeigt ein Transmembranprotein Mutationen sowohl im cytoplasmatischen Bereich wie
auch in einer Membrandoméane oder einer luminalen Domane, so wird es dem ERAD-C-Weg
zugefihrt (Vashist & Ng, 2004).

Proteine, die luminale Defekte haben, werden von dem Hrd1-Komplex erkannt und ubi-
quitiniert (Ismail & Ng, 2006). Dieser setzt sich zusammen aus der E3-Ligase Hrd1p, dem
E2-konjugierenden Enzym Ubc7p mit dessen Membrananker Cuelp (Biederer et al., [1997)).
Desweiteren sind noch Derlp und Usalp, sowie der Cdc48-Komplex (Cdc48p mit Npl4p und
Ufd1lp) mit Ubx2p Teil des Komplexes (Vembar & Brodsky, [2008)). Ubx2p stellt die Verbin-
dung des Cdc48-Komplexes (,,cell division cycle-48") zur ER-Membran dar (Neuber et al.,
2005). Zur Erkennung N-glykosylierter ERAD-Substrate wird das luminale Lectin Yos9p (,, ye-
ast osteosarcoma 9") bendtigt, das zusammen mit Hrd3p und Kar2p an fehlgefaltete Glyco-
proteine bindet (Denic et al., 2006). Yos9p interagiert dabei mit der luminalen Domane von
Hrd3p (Denic et al., 2006).

Fir die Degradation von Proteinen mit Lasionen in einer Membrandomane wird der
ERAD-M-Komplex benétigt (Ismail & Ng, [2006]). Dieser teilt sich einige Bestandteile mit
dem ERAD-L-Komplex, er ist jedoch etwas kleiner, da er ohne Derlp und Usalp auskommt
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(Ismail & Ng, 2006). Der ERAD-M Weg benétigt lediglich Hrd1lp, Hrd3p, Ubc7p, Cuelp,
Ubx2p und den ATP-geladenen Cdc48-Komplex (Ismail & Ng, |[2006)). Der Doal0-Komplex ist
fur die Degradation von Substraten mit fehlgefalteter, cytosolischer Domane zustandig (Ismail
& Ng, 2006). AuBer dem Cdc48-Komplex ist nur der E2-Komplex Ubc7p mit Cuelp in diesem
Degradationskomplex assoziiert (Ismail & Ng, 2006). Die Erkennung von fehlgefalteten Sub-
straten kann speziell bei den Substraten fiir den ERAD-L-Weg iiber freiliegende hydrophobe
Regionen, nichtgebundene Cysteine oder iber die Zuckerstruktur geschehen (Meusser et al.,
2005)).

N-glykosylierte Proteine entstehen durch Transfer eines GIcNAc2-Man9-Glc3-Restes auf
die Sequenz Asn-X-Ser/Thr im Zielprotein (Helenius & Aebi, [2004). AnschlieBend erfolgt ein
sequenzielles , Trimming" der drei Glukosereste (Helenius & Aebi, |2004). Zunéchst wird der
erste Glukoserest durch die Glukosidase | entfernt und darauf folgend die zweite Glukose durch
die Glukosidase Il (Hitt & Wolf, [2004)). Dadurch wird es dem Glykoprotein erméglicht, in
Saugern zur weiteren Qualitatskontrolle dem Calnexin/Calretikulin-Faltungszyklus zugefiihrt
zu werden (Helenius & Aebi, 2004; Suh et al., |1989). Falls die Faltung des Proteins die
Qualitatskontrolle besteht, wird der letzte Glukoserest durch die Glukosidase |l abgespalten
und aus dem Faltungszyklus entlassen (Ruddock & Molinari, 2006)). Weiterhin wird das
Protein aus dem ER exportiert und seinem Bestimmungsort zugefiihrt (Vembar & Brodsky;,
2008). Falls die Faltung nicht abgeschlossen ist, wird es von der UDP-Glukose:Glycoprotein
Glucosyltransferase (UGGT) erkannt und mit einem Glukoserest versehen (Taylor et al.,
2003). Dieses monoglykosylierte Substrat tritt anschlieBend wieder in den Faltungszyklus ein
(Caramelo & Parodi, 2008). In Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) gibt es jedoch nur
das Calnexin-Homolog Cnel, aber kein Homolog von UGGT (Xu et al. 2004; Vembar &
Brodsky, 2008)). Die weitere Modifikation des N-Glykosylrestes erfolgt anschlieBend durch
Mannosidase |; sie spaltet die Mannose 9 ab, so dass keine Glukose mehr angefiigt werden
kann (Jakob et al., [2001)). Die Mannosidase | hat eine sehr langsame enzymatische Aktivitat,
weshalb angenommen wurde, dass es sich um eine Art , Timer" fir Proteinfaltung im ER
handelt (Jakob et al., [1998). Wenn die Proteine, die sich in diesem Faltungszyklus befinden,
nach der Spaltung des mittleren terminalen a 1,2-gebundenen Mannoserestes noch in einem
ungefalteten oder missgefalteten Zustand vorliegen, werden sie als fehlerhaft angesehen und
degradiert (Helenius & Aebi, [2004)).

Als Rezeptor fir die erwahnte Glykanstruktur galten lange Htm1p in Hefe mit den Sauger-
Homologen EDEM 1, 2 und 3 (,,ER-degradation-enhancing-a. mannose-like protein) (Ka-
nehara et al., [2007)). Ein zweiter Kandidat war Yos9p, welches an einem o 1,6 Mannoserest
binden kann (Quan et al., [2008; Buschhorn et al., 2004 Kim et al., [2005). Von Yos9p exis-
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tieren die homologen Versionen OS-9 und XTP3-B in Mammalia, die erstmals in humanem
Krebsgewebe (OS-9: |Su et al., [1996)) und in Xenopus (XTP3-B: |Cruciat et al., 2006) nach-
gewiesen werden konnten. |Clerc et al| konnten [2009 zeigen, dass Htm1lp kein Lectin ist,
sondern als Mannosidase agiert, die den o 1,6 Mannose-Rest freilegt, an den Yos9p dann
binden kann und somit ERAD-Substrate detektiert werden konnen (Clerc et al., [2009). Hin-
gegen wird die Erkennung von ERAD-Substraten unabhangig von der Glykosylierung direkt
durch Hrd1p vermittelt (Sato et al.,[2009)). Die Erkennung der Lasionen, die in der Membran
lokalisiert sind, wird wahrscheinlich iber die Transmembrandomanen von Hrd1lp vermittelt
(Sato et al., 2009).

Nach der Hrd1lp-Erkennung des ERAD-Substrats wird es durch einen Kanal lber die
Membran auf die cytosolische Seite beférdert (Vembar & Brodsky, [2008). Welches Protein
diesen Retrotranslokationskanal bildet, ist umstritten. Es gibt einige Hinweise, dass es sich
um den Sec61-Komplex handeln kénnte (Pilon et al., {1997} Ng et al., [2007)). Von |Pilon et al.,
1997| wurde in Mikrosomen von kalt-sensitiven sec61-Mutanten eine Stabilisierung von un-
glykosyliertem paF nachgewiesen (Pilon et al., 11997) und mittels Pulse-Chase-Experimenten
konnte ebenfalls eine langsamere Degradation des ERAD-Substrats CPY* gezeigt werden
(Plemper et al., |1997)). AuBerdem wurde die Interaktion von Sec61p sowohl mit Proteaso-
men (Ng et al., [2007)) als auch mit Hrd1p und Hrd3p nachgewiesen (Plemper et al., (1999a)).
Diese Komponenten sind, wie bereits erwahnt, Teil der Degradationskomplexe und von we-
sentlicher Bedeutung bei der Ubiquitinierung und Extraktion von ERAD-Substraten (Vembar
& Brodsky, [2008)). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass Sec61p mit verschiedenen ERAD-
Substraten vor deren Degradation assoziiert ist (Wiertz et al., 1996; |Scott & Schekman,
2008; [Schafer & Wolf, [2009)).

Es gibt aber auch Hinweise, dass Derlp, bzw. das Sauger-Homolog Derlin-1 den Export-
kanal bilden konnte (Wahlman et al., 2007; Lilley & Ploegh, 2004). Zum Beispiel konnte der
Export des pro-a-Faktors durch Antikorper gegen Derlin-1 geblockt werden und nicht durch
Antikorper gegen Sec61p (Wahlman et al., 2007; Lilley & Ploegh, 2004).

Nachdem die ERAD-Substrate durch den Kanal die cytosolische Seite der Membran er-
reichen, erfolgt die Ubiquitinierung (Finley et al., 2012). Die Extraktion der ERAD-Substrate
von der ER-Membran wird moglicherweise durch den Cdc48-Komplex unter ATP-Verbrauch
vermittelt (Jentsch & Rumpf, 2007). Bei Cdc48p handelt es sich um eine hexamere AAA™-
AT Pase, die ihre Segregase-Funktion nutzt, um Proteine von ihren Komplexen oder Bindungs-
partnern zu entfernen (Jentsch & Rumpf, 2007). Die genaue Aufgabe des Cdc48-Komplexes
wahrend des ERAD ist nicht genau geklart. Moglicherweise trennt der Cdc48-Komplex nicht-

ubiquitinierte von ubiquitinierten Proteinen nach Transport auf die cytosolische Seite der

Seite 12



Kapitel 1. Einleitung

ER-Membran oder, wie oben erwahnt, extrahiert sie aktiv ERAD-Substrate aus dem ER, um
sie dem Proteasom zur Degradation zuzufiihren (Rape et al., [2001; Neuber et al., 2005; Ye
et al., 2001; Bays et al., 2001). Cdc48p interagiert dabei mit der ,,Cap" des 26S Proteasoms
(Verma et al., [2000).

Der Abbau von fehlgefalteten Proteinen ist in einer Reihe von Krankheiten involviert (Yo-
shidal 2007)). Das wahrscheinlich wichtigste Beispiel ist die Degradation des CFTR (,,cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator”) der normalerweise in der Plasmamembran
der Zelle lokalisiert ist und als Chlorid-Kanal dient (Ward et al. [1995). Die haufigste Mutati-
on in diesem Protein ist die Deletion eines Phenylalanins an Stelle 508 (Kerem et al., 1990)).
Eigentlich ware dieser Chloridkanal selbst mit der Mutation funktional wenn er die Plasma-
membran erreichen wiirde, jedoch wird der Kanal durch die Mutation im ER als fehlgefaltet
erkannt und der Degradation zugefiihrt (Ward et al., 1995).

Ein weiteres Beispiel ist die Alpha 1 anti-Trypsin Defizienz (Dafforn et al. |1999). Da-
bei handelt es sich um einen Proteaseinhibitor, der hauptsachlich in der Leber synthetisiert
wird und anschlieBend tber das Blut in die Lunge gelangt, wo es seine Schutzfunktion vor
Proteasen ausiibt (Dafforn et al., [1999). Sind Patienten Tréager eines Z-Allels, das fiir eine
fehlerhafte Version dieses Proteins codiert, wird das Protein in den Leberzellen im ER ab-
gebaut (Dafforn et al., [1999). Dadurch ist der Serumlevel dieses Proteins um ein Vielfaches
niedriger als in gesunden Menschen (Brode et al.,[2012)). Infolgedessen wird die Lunge anfallig
und die Leberzellen durch die gebildeten Polymere und konstanten ER Stress stark gescha-
digt (Brode et al., 2012). Viele Krankheiten, wie Alzheimer oder Chorea Huntington, werden
aber auch dadurch verursacht, dass bestimmte Proteine nicht oder ungeniigend degradiert
werden, was zu deren Akkumulation fiihrt (Yoshida, 2007)).

1.3 DnalJ-Domanen-Proteine

Bei der Faltung und Synthese von Proteinen ist die Assistenz von Chaperonen entscheidend,
welche an hydrophobe Regionen von Proteinen binden und somit vorzeitige Faltung verhin-
dern (Jonikas et al [2009). Zu den wichtigsten gehdren die Chaperone der Hsp70-Klasse,
denen auch Kar2p zugeordnet wird (Sousa & Lafer, [2006)). Diese Proteine haben ein Mole-
kulargewicht von 70 kDa und werden speziell bei zellularem Stress, wie Hitze, Storung des
ERAD oder der UPR hochreguliert (Fewell et al 2001). Wichtige strukturelle Merkmale
der Hsp70-Proteine sind eine Nukleotid-Binde-Doméane (NBD), sowie eine Substrat-Binde-
Domane (SBD) (Flaherty et al., 1990; Sousa & Lafer, [2006). Wenn ein ATP-Nukleotid in der

NBD gebunden wird, fiihrt dies zu einer Konformationsanderung, wodurch das Chaperon das
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gebundene Substrat entlasst (Sousa & Lafer, 2006). Diese Strukturanderung wird umgekehrt
bei der Hydrolyse des ATP zu ADP + P (Sousa & Lafer, 2006). Die ATPase-Aktivitat wird
durch die Hilfe von Hsp40-Cochaperonen aktiviert (Sousa & Lafer, 2006)). Die Klasse der
Hsp40-Cochaperone ist durch drei Merkmale gekennzeichnet (Sousa & Lafer, |2006):

= eine N-terminale DnaJ-Domane

= eine Zinkfinger-Domane, die durch eine Glycin/Phenylalanin reiche Region (G/F reiche

Domane) mit dem N-terminalen Teil verbunden ist

= eine C-terminale Domane

In S. cerevisiae gibt es 22 DnaJ-Proteine, die je nach vorhandenen Charakteristika in drei
Klassen eingeteilt werden (Walsh et al., 2004). Typ | DnaJ-Proteine sind Homologe, die alle
drei oben genannten strukturellen Merkmale tragen (Walsh et al., 2004)). Bei Typ Il Proteinen
fehlt die Zinkfingerdoméane und bei den Typ IlI-Proteinen schlieBlich, ist nur die DnaJ-Domane
vorhanden (Cheetham & Caplan, [1998; Walsh et al., 2004). Der am starksten konservierte
Abschnitt dabei ist die DnaJ-Domane, die ihren Namen einem Motiv des E. coli Dnal-
Proteins verdankt (Georgopoulos et al., (1980)). Die DnaJ-Doméne wird aus vier a-Helices
gebildet (Walsh et al., [2004). In der Schleife zwischen Helix Il und Ill an der Stelle 31-33 liegt
ein konserviertes Motiv, bestehend aus Histidin, Prolin und Aspartat (HPD-Motiv), das von
essentieller Bedeutung fiir die Bindung mit Hsp70-Proteinen ist (Qian et al., |1996)). Dabei
sind vor allem die Aminosauren 1-35, die die Helix | und Il mit dem HPD-Motiv umfassen,
entscheidend fiir die Interaktion mit Hsp70-Chaperonen (Greene et al (1998). Zwei andere
Merkmale der DnaJ-Domane sind die lysinreiche Oberflache der Helix Il und einige spezielle
Aminosauren, die zur Packung und Stabilisierung der Helices dienen (Walsh et al., 2004).

Zu den DnaJ-Domanen-Proteinen zahlt auch das bereits erwahnte Typ [II-Protein Sec63p,
das die DnaJ-Domane zwischen Transmembrandomane 2 und 3 tragt, wortiber die Interak-
tion mit Kar2p vermittelt wird (Walsh et al., |2004). Diese ist von wesentlicher Bedeutung
bei dem posttranslationalen Proteinimport (Lyman & Schekman, |1995)). AuBer Sec63p gibt
es auch das DnaJ-Protein Swa2p, das ebenfalls bei der Rekrutierung von einem speziel-
len Hsp70-Chaperon zu einer Stelle in der Zelle dient (Lemmon, 2001)). Im Fall von dem
cytoplasmatischen Swa2p wird Ssal/2 an Clathrin-bedeckte Vesikel gefiihrt, um bei der Dis-

assemblierung zu assistieren (Lemmon, 2001).

Es ist weiterhin bekannt, dass verschiedene Chaperone an der Degradation von Proteinen

beteiligt sind (Stolz & Wolf| [2010)). Dabei muss unterschieden werden, ob es sich um I6sliche
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oder transmembrane Proteine handelt (Stolz & Wolf, [2010)). Es wurde gezeigt, dass Mitglieder
der Ssa-Chaperone bei der Degradation eines CPY* Konstrukts benétigt werden, wenn an
dieses eine Transmembrandomane, sowie ein cytoplasmatisches GFP angefiigt sind (Taxis
et al., [2003)). Bei einfachem CPY*, wie auch bei der Transmembranvariante ohne GFP, ist
Ssalp nicht notwendig fiir die Degradation (Taxis et al., 2003). Kar2p steht hingegen nur in
Zusammenhang mit der Degradation der 16slichen Form von CPY* (Nishikawa et al., 2001}
Taxis et al., 2003)). Dabei interagiert Kar2p mit den DnaJ-Proteinen Jemlp (Typ Ill) und
Scjlp (Typ I), die jedoch, im Gegensatz zu Sec63p, in loslicher Form vorliegen (Nishikawa
et al., |2001)). Eine Verzogerung der Degradation ist nur bei einer Deletion von Jemlp und
Scjlp nachgewiesen, was auf eine Uberschneidung ihrer Aufgaben hindeutet (Nishikawa et al.,
2001; [Silberstein et al., 1998).

1.4 ,,Unfolded Protein Response” (UPR)

Die Proteinlast, die in die Membran des ER eingebaut oder dem Sekretionsweg zugefiihrt
wird, kann stark variieren (Walter & Ron| 2011). Diese Proteine miissen innerhalb des ER ge-
faltet werden und reifen, wobei die Zelle auf unterschiedliche Proteinmengen reagieren und die
Faltungskapazitat anpassen muss (Fewell et al., 2001; Walter & Ron| [2011)). Dieser Regulati-
onsmechanismus der Zelle wird als ,Unfolded Protein Response” (UPR) bezeichnet (Walter
& Ron, [2011)). Falls die Menge an fehlgefalteten Proteinen zu hoch ist, werden Signalwege
aktiviert, die zur Expression verschiedener Proteine fiihren, die diesen unerwiinschten Zustand
der Zelle abmildern (Travers et al., 2000). Dabei handelt es sich meist um Chaperone, aber
auch um Komponenten des Translokationsapparates oder der Glykosylierung ([Travers et al.|,
2000). Zusatzlich wird in Metazoen die Proteinbiosynthese verlangsamt, um die Proteinlast
zu verringern (Mori, 2009).

In Mammalia wird die UPR (ber drei verschiedene Proteine, die alle in der ER-Membran
lokalisiert sind, aktiviert (Mori, 2009). Diese Proteine gliedern sich in einen luminalen Teil,
der den Faltungsstatus im ER wahrnimmt und einen cytoplasmatischen Teil, welcher Einfluss
auf die Translation und Transkription der Zelle nimmt (Ron & Walter, [2007). Im Sauger
sind diese Proteine ,Inositol-requiring protein-1" (Irelp), ,activating-transcription factor-6"
(ATF6) und ,protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase" (PERK) (Ron & Walter, |2007)).
Durch diese Schlissel-Proteine spaltet sich die UPR in drei Wege, die sich wahrend der
Evolution von niedrigeren zu héheren Organismen etabliert haben, wodurch in Hefe nur der
Irelp-Weg vorhanden ist und in Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster nur
Irelp und ein PERK-Homolog zu finden sind (Mori, |2009).
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Irelp Ungefaltete

T b
- HACL spleiRen+
mRNA Ligation

Nukleus

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des Irelp-Signalweges

Irelp oligomerisiert bei Erkennung von fehlgefalteten Proteinen und Autophosphorylierung findet
statt (gekennzeichnet durch P in violettem Hintergrund). Daraufhin wird die HACI-mRNA durch
Irelp gespleiBt (Exons sind griin gefarbt, das Intron rot). Die Exons werden ligiert und die mRNA
translatiert. Der entstandene Transkriptionsfaktor initiiert im Nukleus die Expression von UPR-
Proteinen.

Wie in Abb. dargestellt ist, lagern sich Irelp-Proteine bei Induktion der UPR zusam-
men und autophosphorylieren sich gegenseitig mit Hilfe ihrer Kinase-Domane, die sich im
Cytoplasma befindet (Cox et al., 1993; Mori et al., 1993; Shamu & Walter| |1996)). Daraufhin
wird die RNAse-Funktion von Irelp ausgelost, wodurch in Hefe die mMRNA von HAC1 gespleiBt
wird (Cox & Walter, [1996)). In Metazoen entspricht Haclp dem X-Box Bindeprotein-1 (Xbp1)
(Yoshida et al., [2001). In der Hefe wird das Verbinden der Exons durch die tRNA-Ligase ver-
mittelt (Sidrauski et al., [1996), dadurch entsteht eine reife mRNA, die fiir einen basischen

Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktor kodiert, der im Nukleus an das sogenannte UPR-Element

(UPRE) in der Promoterregion bindet und dadurch die Expression von verschiedenen Prote-

inen aktiviert (Mori et al., 1998). Wie genau Irelp aktiviert wird, ist noch weitgehend unklar,

wobei wahrscheinlich mehrere Faktoren dabei eine Rolle spielen. Es wird vermutet, dass BiP
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in nicht-induziertem Zustand an den luminalen Teil von Irelp gebunden ist und bei groBerer
Menge an ungefalteten Proteinen im ER dissoziiert, um bei deren Faltung zu assistieren (Ron
& Walter, 2007)). Es ist auch moglich, dass Irelp direkt ungefaltete Proteine detektieren kann
(Bertolotti et al., 2000; Credle et al., [2005]).

In Metazoen ist zur Induktion der UPR neben dem Irelp-Weg noch der PERK-Weg
vorhanden (Mori, [2009). Dabei kommt es bei PERK ahnlich wie bei Irelp zu einer Zu-
sammenlagerung und Trans-Autophosphorylierung von PERK (Mori, [2009). Zusatzlich wird
die a-Untereinheit des eukaryontischen Translationsinitiationsfaktors 2 (elF2a) durch PERK
phosphoryliert (Mori, 2009). Dadurch wird der Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor elF2B ge-
stort, was verhindert, dass elF2 seine aktive GTP-gebundene Form annehmen kann (Harding
et al., [1999)). Dies fiihrt zu einer Verminderung der Initiation der Translation und die Prote-
inlast innerhalb der Zelle wird vermindert (Harding et al., (1999).

ATF6 reguliert den dritten UPR-Weg in Mammalia (Ron & Walter, 2007)). Bei ATF6
handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der an die Membran des ER gebunden ist (Ron
& Walter, [2007)). Wenn die UPR induziert ist, wird ATF6 zum Golgi-Apparat transportiert,
wo es von den Proteasen SP1 und SP2 geschnitten wird (Ron & Walter, 2007)). AnschlieBend
funktioniert das ATF6-Fragment im Nukleus als Transkriptionsfaktor und veranlasst dort die

Expression von UPR-induzierten Proteinen (Haze et al., (1999).

UPR und ERAD stehen in der Zelle in engem Kontakt und die Degradation von misge-
falteten Proteinen iiber den ERAD-Weg wird stark durch die UPR reguliert (Travers et al.,
2000; Friedlander et al., 2000). Dies wird ausfihrlich in der Publikation von [Travers et al.,
2000 gezeigt (Travers et al., [2000)). Travers und Kollegen konnten zeigen, dass Proteine wie
Derlp und Hrd1p, die einen Teil des Degradationskomplexes bilden, bei UPR-Induktion hoch-
reguliert werden ([Travers et al., [2000). Ebenfalls sind Proteine des Translokons, wie Sec61p,
Chaperone und Teile des Lipidmetabolismus dieser Regulation unterworfen (Travers et al.,
2000; [Friedlander et al., 2000). All diese Mechanismen stellen MaBnahmen der Zelle dar, das
UbermaB an toxischen fehlgefalteten Proteinen im ER zu reduzieren (Ron & Walter, [2007)).
Final steht am Ende dieser Faltungsversuche die Degradation dieser Proteine liber ERAD,
um die Proteine aus dem System zu entfernen und dadurch die Zelle zu schiitzen (Ron &
Walter, 2007)).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Plemper et al., 1997 und |Pilon et al., 1997 testeten eine Mutante des DnaJ-Proteins Sec63p,
sec63-1, auf Degradationsdefekte bei den l6slichen ERAD-Substraten CPY* und dem un-
glykosylierten o-Faktor (Plemper et al., 1997 Pilon et al. [1997). Diese Mutante tragt eine
Mutation in der DnaJ-Domane, welche als Interaktionsbereich mit Kar2p dient (Scidmore
et al} 1993). Es konnte bei beiden Substraten eine leichte Verzégerung der Degradation
festgestellt werden (Plemper et al., [1997; Pilon et al 1997). Die Mutante sec63-1 ist aller-
dings ,leaky", was heiBt, dass die Aktivitat dieses Allels eingeschrankt ist (Plemper et al.,
1997; Pilon et al., |1997)). Dies kann einen Effekt auf die Funktionstiichtigkeit des ER haben,
was auch durch die langsame Verdopplungszeit dieser Hefe-Mutante bestatigt wird. Ein wei-
terer Hinweis auf die Involvierung von Sec63p in den ER-Export-Weg lieferte die Publikation
von |Ng et al., [2007| (Ng et al., 2007). Darin wird Sec63p, unabhangig von den anderen
Proteinen des Sec63-Komplexes, mit ER-assoziierten Proteasomen geféllt, mit dem daran
gebundenen Chaperon Kar2p (Ng et al., 2007)).

In dieser Arbeit galt es nun die Rolle von Sec63p bei ERAD von fehlgefalteten Proteinen
genauer zu untersuchen. Da bisher nur die Mutante sec63-1 ausfiihrlich getestet wurde,
sollten zunachst weitere sec63-Mutanten mittels error-prone-PCR generiert werden und in
einem Screen auf Akkumulation von CPY* untersucht werden.

Nach Sequenzierung dieser Mutanten sollten anschlieBend ihre allgemeinen Charakteris-
tika, wie Temperatur- und Stresssensitivitat, post- bzw. cotranslationale Importdefekte und
Induktion der UPR bestimmt werden. Anhand der Untersuchung von ERAD verschiedener
|6slicher und transmembraner ERAD-Substrate sollte die Substratspezifitat von Sec63p weiter
analysiert werden.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war es zu eruieren, inwieweit Degradationsdefekte von ei-
ner bestimmten Region des Proteins abhangig sind. Dazu sollten die Punktmutationen in den
einzelnen Domanen selektiv untersucht werden. Voraussetzung dazu war die Vereinzelung der
Domanen dieser Mutanten durch Klonierung. Die erhaltenen Mutanten sollten anschlieBend
auf Korrelation von bestimmten Eigenschaften und Lokalisation der Mutationen analysiert

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Chemikalien

In dieser Arbeit wurden folgende Gerite (siehe Tab. [2.1)), Verbrauchsmaterialien (siehe Tab.
2.2), Kits (siehe Tab. und Chemikalien (siehe Tab. verwendet. Deren Hersteller sind

angegeben.
Tabelle 2.1: Verwendete Gerate mit Herstellerangaben
Gerate Hersteller
Agarosegel-Dokumentationssystem E-Box VX2 Peqlab
Autoklav Systec

BeadBeater

Biospec Products

BioradPowerPac HC; -1000

Biorad

Blotting-System Trans-Blot Cells

Bio-Rad laboratories

DNA-Gelelektrophorese-System

Life technologies

Horizon 58

Dokumentationssystem Universal Hoodll

Biorad

Elektronische Pipettierhilfe

Hirschmann Laborgerate

Entwicklermaschine inklusive Fixier- und Entwicklerlésungen

AGFA

Eraser fiir Phosphor Screens

GE Healthcare

Geltrockner

BioRad

Gene Pulser Electroporation System

BioRad

Hyperkassette

GE Healthcare

AKTA Purifier

GE Healthcare

Inkubator, 30 °C

Innova New Brunswick
Scientific Edison NY,
USA

Inkubator fiir alle anderen Temperaturen

Infors HT

Magnetriihrer

Neolab
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Mikromanipulator (Singer MSM System series 300)

Singer instruments

Mikroplatten-,,Reader”, Modell 680XR

Biorad

Mikroskop

Leitz Wetzlar

MSE Soniprep 150

Curtin Matheson

Scientific Inc.

PCR-Cycler Pegstar 2x gradient

Peqlab

pH-Meter

Denver Instruments

Photometer Amersham Biosciences
Pipetten Gilson
Rotationsrad Neolab

Schittler

Rotates Shaker Luckham

SDS-Gelelektrophoresekammer X-Cell SureLock® Mini-Cell

Invitrogen life

Technologies

Storage Phosphor & Screen

GE Healthcare

Thermomixer Eppendorf
Trockenschrank Heraeus
Typhoon Phosphorimager GE Healthcare
Vakuumverdampfer (,,Speed-vac") Eppendorf
Vortexer Marienfeld; Scientific
Industries Vortex Genie
Waage Sartorius
Wasseraufbereiter Millipore
Zahlkammer Neubauer
Zentrifugen:
MiniSpin Eppendorf
Tischzentrifuge, kihlbar Eppendorf
Tischzentrifuge Sigma 2-168
PCR-Tischzentrifuge Neolab

Sorvall
Ultrazentrifuge Optima L-90K
Zentrifuge fir 15 ml und 50 ml Réhrchen

Sorvall EvolutionRC

Beckman Coulter
Sigma 4K15
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Tabelle 2.2: Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben

Verbrauchsmaterial Hersteller
Chromatographie-Papier (Whatman'") GE Healthcare
Dialyseschlauche Serva

Einweg Kiivetten 1ml Sarstedt
Falcons 15 ml, 50 ml Greiner
Handschuhe, Latex, Nitril VWR

HiTrap FF Crude Saulen (5 ml) GE Healthcare
Hyperkassette GE Healthcare
Kryotubes Corning

leere Gelkassetten Invitrogen
Nitrocellulose Biorad
Objekttrager super premium microscope slides BDH
Petrischalen Sarstedt
Pipettenspitzen (Premium Tips) Biozym
Quarzkivette 105.202.008-QS Hellma
ReagiergefaBe 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml, PCR-Tubes Sarstedt
Rontgenfilme Medical X-Ray Films Fuji
Serologische Einwegpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Sarstedt
Spritzen 30 ml, 50 ml VWR
Steilfilter Filtropur S plus 0,2 Sarstedt
Vakuumfiltrationsgerate 250 ml, 500 ml NALGENE Labware
Ultrafiltrationsrohrchen (Vivaspin MWCO 30,000) Sartorius

Tabelle 2.3: Verwendete Kits mit Herstellerangaben

Kit Hersteller

Minipraparationskit (Invisorb Spin Plasmid Mini Two) Invitek

Maxipraparationskit (GenElute” HP Plasmid Maxiprep Kit) Sigma Life Science
GenElute™ Gel Extraction Kit
GenElute™ PCR-Clean-Up Kit
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Tabelle 2.4: Verwendete Chemikalien und Enzyme mit Herstellerangaben

Chemikalien und Enzyme Hersteller
SDS, Ampicillin, Tunicamycin, Lachssperma-DNA AppliChem
Casaminosauren, Hefeextrakt, Pepton, Yeast Nitrogen Base BD

with /without ammonium sulfate

Cycloheximid Calbiochem
Proteinmarker PageRuler Prestained Marker, DNA-Marker Fermentas

1kb GeneRuler, dNTPs, T4-Ligase, Tag-Polymerase

Methanol

Fisher-Scientific

Trypton Fluka
Synthetic Complete Medium (d/o Ade, His, Leu, Lys, Trp, FORMEDIUM
Ura)

Protein A-Sepharose GE Healthcare
KCI, NaAc Grissing
Agarose, electrophoresis grade Invitrogen

Crimson LongAmp® Tag DNA-Polymerase

New England Biolabs

[S35] Methionin-Cystein Promix, 14-C Marker

Perkin Elmer

KAPAHIFI™ Polymerase Peglab

Agar, Ethidiumbromid, Guanidin-Hydrochlorid, Hefeextrakt, Roth

Pepton, Triton X-100, Urea

Aminosauren, B-Glucoronidase, Bromphenolblau, Sigma-Aldrich
D-(+)-Galaktose, D-(+)-Glukose, DMSO, EDTA, DTT,

Ethanol absolut, Glasperlen (acid washed), LiAc, NaCl,

Natriumazid, Nourseothricin Sulfat, PEG4000,

D-(+)-Raffinose, Tris, Tween 20

Magermilchpulver, leicht l6slich Sucofin

ECL, Super Signal West Pico

Thermo Scientific

Glycin, KAc

VWR

Aceton, Ethanol vergillt, Essigsaure, Glycerol, Salzsaure,
Isopropanol

ZChL

Restriktionsenzyme

NEB oder Fermentas
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2.2 Organismen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten und erzeugten Bakterien- und Hefestimme wur-

den der Stammsammlung des Lehrstuhls fiir Mikrobiologie der Universitat des Saarlandes
entnommen oder hinzugefiigt. Sie sind in Tab. [2.5] und Tab. [2.6] dargestellt.

Tabelle 2.5: Verwendete Hefestamme mit Genotyp und Quelle

Hefestamm Genotyp Quelle

W303-1C mata ura3-1 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ade2-1oc | Dieter Wolf
canl-100 prcl-1

W303-1A mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 | Susan Lindquist
ade2-1

DNY66 mata ura3A99 leu2A1 trp1A99 ade2-101ochre Davis Ng
sec63-201

DNY54 mata ura3A99 leu2A1 trplA99 ade2-101ochre Davis Ng

KRY160 mata leu2-2,112 his3-11,15 trp1-1 ura3-1 ade2-1 Peter Walter
canl-100 leu2-3,112::LEU + UPRE-lacZ Met+
irel:: TRP1

KRY880 mata ade2-1 ura3-1 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 diese Arbeit
canl-100 prcl-1 derl::natNT2

KRY879 mata ade2-1 ura3-1 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 diese Arbeit
canl-100 der1::natNT2

RSY1294 mata canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ura3-1 | Rien Pilon,
ade2-1 sec61::HIS3 [pDQ sec61-32] Randy Schekman

RSY51 mata sec63-1 leu2-3,112 ura3-52 ade2-1 pep4-3 Randy Schekman

KRY875 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trpl-1 diese Arbeit
ura3-1 ade2-1 sec63::natNT2 prcl-1 [pPN1992]

KRY920 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 | diese Arbeit
ade2-1 sec63::natNT2 prcl-1 [pRS315-sec63-401]

KRY921 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 | diese Arbeit
ade2-1 sec63::natNT2 prcl-1 [pRS315-sec63-402]

KRY922 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 | diese Arbeit
ade2-1 sec63::natNT2 prcl-1 [pRS315-sec63-403]

KRY923 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 | diese Arbeit

ade2-1 sec63::natNT2 prcl-1 [pRS315-sec63-404]
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KRY924 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 | diese Arbeit
ade2-1 sec63::natNT2 prcl-1 [pRS315-sec63-405]

KRY925 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 | diese Arbeit
ade2-1 sec63::natNT2 prcl-1 [pRS315-sec63-406]

KRY926 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trpl-1 diese Arbeit
ura3-1 ade2-1 sec63::natNT2 prcl-1
[pRS315-sec63-404 Brl-Domane]

KRY927 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trp1-1 diese Arbeit
ura3-1 ade2-1 sec63::natNT2 prcl-1
[PRS315-sec63-404 saure Domane]

KRY928 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trpl-1 diese Arbeit
ura3-1 ade2-1 sec63::natN'T2 prcl-1
[PRS315-sec63-405 Transmembrandomane]

KRY929 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trpl-1 diese Arbeit
ura3-1 ade2-1 sec63::natN'T2 prcl-1
[PRS315-sec63-405 Brl-Domane]

KRY930 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trpl-1 diese Arbeit
ura3-1 ade2-1 sec63::natNT2 prcl-1
[PRS315-sec63-406 Brl-Domane]

KRY931 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trp1-1 diese Arbeit
ura3-1 ade2-1 sec63::natNT2 prcl-1
[PRS315-sec63-406 saure Domane]

KRY949 mata canl-100 his3-11,115 leu2-3,112 trpl-1 diese Arbeit
ura3-1 ade2-1 sec63::natNT2 [pRS315-SEC63]

Tabelle 2.6: Verwendete Bakterienstamme mit Genotyp und Quelle
Bakterien- Genotyp Quelle
stamm
DH5a supE44 AlacU169 (®80 lacZAM15) hsdR17 recAl urspr. Hanahan,—

end Al gyrA96 thil relAl 1985
BL21Gold F- ompT hsdSB (rB-mB-)- dcm+ Tetr gal A(DE3) | Stratagene
(DE3) endA Hte
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2.3 Plasmide, Oligonukleotide und Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide wurden der Stammsammlung des Lehrstuhls fiir
Mikrobiologie der Universitat des Saarlandes entnommen und sind in Tab. dargestellt.
Die verwendeten Oligonukleotide sind in Tab. zu sehen und wurden von Sigma-Aldrich
erworben. Die verwendeten Antikorper sind in Tab. aufgelistet.

Tabelle 2.7: Verwendete Plasmide mit Verwendungszweck und Bezugsquelle bzw. Referenz

Plasmid

Verwendung

Quelle/Referenz

CPY-URA3-pRS313

Protein-Import-Assay

DEG1::SEC62ProtA.

DEG1::SEC62P™A unter

Ng et al., 11996
Scott & Schekman, 2008

sec61-2-LEU2-pRS315

sec61-2 in LEU2-Vektor

sec61-2-URA3-pRS316

sec61-2 in URA3-Vektor

pRS316 Gal-Promoter

PHO8-URA3-pRS313 Protein-Import-Assay Ng et al.,71996

pDN436 CPY*-HA fiir Pulse-Chase | Davis Ng

pJC30 Kontrolle fiir pJC31: pJC31 | Davis Ng
ohne UPRE

pJC31 UPRE-LacZ-pRS414 fir Davis Ng
B-Galaktosidase-Assay

pMR17 CPY-Fragment His-getaggt | Colin Stirling

pPN1992 wtSEC63-pRS316 Randy Schekman

pPN222 Sec63p-Uberexpression Davis Ng

pRS313 HIS-Vektor; Kontrolle fir Sikorski & Hieter,i19897
Protein-Import-Assay

pRS315 LEU2-Vektor Sikorski & Hieter,i19897

pRS316 URA3-Vektor Sikorski & Hieter,i19897

pSM101 KWW Vashist & Ng, 2004 |

pSM70 KHN Vashist & Ng, 2004

pYM-natNT2 Deletionskassette Janke et aI.T20047

Vashist & Ng, |2004
Vashist & Ng, |2004
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Tabelle 2.8: Verwendete Oligonukleotide

Hier sind die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide, ihre Sequenz in 5' > 3' Orientierung
und Verwendung aufgelistet. Start- und Stopcodons sind fett markiert, Restriktionsschnittstellen
sind grin gefarbt.

Primer

Sequenz 5> 3'

Verwendung

del_neg_kontr_for

GTATGATGAGGCTAGTGAGACG

Negativkontrolle
SEC63-Deletion

del_neg_kontr_rev

GTGCTCTTTATCTACGTTCGGC

Negativkontrolle
SEC63-Deletion

del_pos__kontr_rev

GCAGTGGTGAGTAACCATGC

Positivkontrolle
SEC63/DERI1-

Deletion

del_pos_kontr_
for/L1

CACTGAACAGTTGACACAGTC

Positivkontrolle
SEC63-Deletion

derl_del_for

TACAGCAGAGATTTCGTCACCAACA
GAAGAAAAGCTAAAGCCCAAGCAAT
ATGCGTACGCTGCAGGTCGAC

DERI1-Deletion

derl_del_rev

CAAGCGTTCACTTTTGTTATTGGTT
TTTGGTAAATAAAAACGGCCTTTCC
TTTAATCGATGAATTCGAGCTCG

DERI1-Deletion

derl_del_kontr_ AGGCCTACACAACGGAATC Positivkontrolle
for DERI1-Deletion
derl_del_neg__ GCGCCGTAATCGAATATCGA Negativkontrolle
kontr_rev DERI-Deletion

ep_BamHI_rev

CGGCCIGGATCC GGAAACCTTGCAAT

error-prone-PCR

CAGTAGTGG von SEC63

ep_Sacl_for CCGACGGAGCTC GCTCATGGCTTCG error-prone-PCR
AACAAGTGG von SEC63

L2 GTCGACCTGCAGCGTACGCATTGTG SEC63-Deletion
CTGTAATATGCAGTAT

L3 CGAGCTCGAATTCATCGATTAGATAT SEC63-Deletion
AAGTGATTAGTATAGT

L4 CTATTTACCAGCAGTGGATG SEC63-Deletion

[-mat AGTCACATCAAGATCGTTTATGG Bestimmung mating

type
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mat a ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG Bestimmung mating
type

mat alpha GCACGGAATATGGGACTACTTCG Bestimmung mating
type

CTATTCTGGTGATTCATCATC Sequenzierung

SEC63-C-Terminus

sec63_seq_rev

Tabelle 2.9: Verwendete Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper, ihre Wirtsspezies, ihre Verdiinnungen hinsichtlich
verwendeter Methode und Bezugsquelle sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Antikorper Spezies Eingesetzte Quelle
Menge

Anti-CPY Hase [P: 10 pl hergestellt von der Abteilung von
Marting Jung in der medizinischen
Biochemie, Homburg, nach einem
Antigen, das im Rahmen dieser
Arbeit nach einem Protokoll von
Colin Stirling exprimiert wurde

Anti-Sec62p Hase WB: 1:2000 AG Schekman

Anti-Maus Pferd WB: 1:75000 Cell Signaling (Katnr. 7076)
(sekundar)

Anti-B-Aktin Maus WB: 1:2000 Abcam Ltd. (Katnr.: mAbcam
8224)

Anti-Sec63p Hase WB: 1:2000 Colin Stirling

Anti-HA Hase IP: 3l Covance/Hiss Diagnostics (Katnr.:
PRB-101C)

Anti-Hase POX Ziege WAB: 1:100000 | Rockland (Katnr.: 611-1302)
(sekundar)

Anti-ppaF Hase WB: 1:2000 hergestellt von der Firma Davids
Biotechnologie in Regensburg nach
einem Antigen, das im Rahmen
dieser Arbeit nach Bush et al., 1991
exprimiert wurde
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2.4 Kultivierung von E. coli

Die Kultivierung der E. coli-Bakterien erfolgte in LB-Medium bei 37 °C. Falls es sich um eine
Flissigkultur handelte, wurde diese bei 220 rpm geschiittelt.

LB-Medium

0,5% (w/v) NaCl

1% (w/v) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt

Dieser Ansatz wurde autoklaviert. Fiir festes Medium wurde dem Ansatz noch 1% (w/v)
Agar zugesetzt. Zur Selektion wurde dem Medium nach dem Autoklavieren 100 pg/ml Am-
picillin beigefugt.

2.5 Kultivierung von S. cerevisiae

Die Kultivierung von Hefen erfolgte, falls nicht anders angegeben, bei 30 °C. Falls es sich

um eine Flissigkultur handelte, wurde diese bei 220 rpm geschiittelt.

YPD
2% (w/v) Pepton aus Casein
1% (w/v) Hefeextrakt
2% (w/v) Glukose

Falls es sich um ein festes Medium handelte wurde noch 2% (w/v) Agar zugefiigt und
die Glukose gesondert autoklaviert. Zur Selektion des natNT2-Gens wurde 100 pg/ml Nour-

seothricin zugefiigt.

Minimalmedium

2% (w/v) Glukose

0,67% (w/v) Yeast Nitrogen Base (YNB) ohne Aminosauren mit
Ammoniumsulfat

0,13% (w/v) drop-out-Mix ohne Adenin, Alanin, Histidin, Leucin, Lysin,

Tryptophan und Uracil
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Substanz Menge [mg/l]
Adenin 18

L-Alanin 76

L-Histidin 76

L-Leucin 380

L-Lysin 76
L-Tryptophan 76

L-Uracil 76

Je nach gewiinschtem Medium wurden verschiedene Kombinationen aus den oben aufge-
filhrten Aminosauren beigefligt. Dieser Ansatz wurde bei einem Fliissigmedium sterilfiltriert.
Fir ein festes Medium wurde 2% (w/v) Agar in destilliertem Wasser getrennt von der
Glukose autoklaviert. Das YNB und die Aminosauren wurden in destilliertem Wasser gelost
und sterilfiltriert. Nachdem der Agar und die Glukose bis auf etwa 60 °C abgekiihlt waren

wurden die sterilfiltrierten Substanzen zugegeben.

Sporulationsmedium

1% (w/v) KAc
0,1% (w/v) Hefeextrakt
0,05% (w/v) Glukose

Es wurden gegebenenfalls benétigte Nahrstoffe zugesetzt. Bei festem Medium wurde 2%
(w/v) Agar zugesetzt und autoklaviert. Wenn das Sporulationsmedium fiir den Colony Blot
verwendet wurde, wurde nach dem Autoklavieren bei einer Temperatur von ungefahr 60 °C

4 pg/ml Cycloheximid zugegeben.

FOA-Medium

2% (w/v) Glukose

0,67% (w/v) Yeast Nitrogen Base (YNB) ohne Aminosauren mit
Ammoniumsulfat

0,2% (w/v) d/o Ura-Mix

50 mg/I Uracil

0,1% (w/v) 5-FOA

In dem d/o Ura-Mix waren alle Substanzen, die oben unter dem Minimalmedium angege-

ben sind, gemischt auBer Uracil. Dieser Ansatz wurde fiir 1 | Medium in 200 ml destilliertem
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Wasser unter leichtem Erwarmen gel6st und anschlieBend sterilfiltriert. Gesondert wurde 2%
(w/v) Agar in 800 ml destilliertem Wasser autoklaviert. Nachdem der Agar auf ungefahr 60

°C abgekiihlt war, wurden beide Ansatze gemischt.

2.6 Langzeitlagerung von Bakterien und Hefen

Um Bakterien und Hefen langfristig zu lagern, wurden jeweils 750 pl einer frischen Uber-
nachtkultur entnommen, 1:1 mit einer 87%igen sterilen Glycerollésung gemischt und sofort
in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Kryokulturen wurden anschlieBend bei -80 °C

gelagert.

2.7 Zellzahlbestimmung

2.7.1 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl einer Kultur wurde eine Probe mit Hilfe der ,,improved” Neu-
bauer Zahlkammer untersucht und je vier Eckquadrate ausgezahlt. Jedes Eckquadrat fasst ein

Volumen von 0,1 mm3. Daraus ergibt sich dann die Rechnung fiir die Zellzahl pro Milliliter:

Anzahl der in 4 Eckquadraten gezahlten Zellen)

_(
Zellen/ml = )

x 10000

Falls eine Verdiinnung angefertigt wurde, musste diese in dieser Rechnung beriicksichtigt

werden.

2.7.2 Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte wurde bei einer Wellenlange von 600 nm mit einem Spektrophotome-
ter gemessen. Es wurden Plastikkiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm verwendet. Als

Referenz diente das jeweilige unbeimpfte Medium.

2.8 Molekularbiologische Methoden

2.8.1 Isolierung genomischer DNA aus S. cerevisiae

10 ml einer Ubernachtkultur wurden mit einer Einzelkolonie des gewiinschten Hefestammes

beimpft. Am nachsten Tag wurden 2 ml entnommen und 5 min bei 2000 x g RT zentrifu-
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giert. Das Pellet wurde mit 1 ml sterilem Wasser gewaschen und in 40 pl , Breaking"-Puffer
aufgenommen. AnschlieBend wurde eine Spatelspitze Glasperlen hinzugegeben, sowie 40 pl
Phenol /Chloroform /Isoamylalkohol (25:24:1). Dieser Ansatz wurde nun 2 x 90 sec mit einer
Pause von 1 min bei 4 °C im BeadBeater gevortext. Um die Fliissigkeit vom Deckel zu entfer-
nen wurde kurz abzentrifugiert und danach 40 pl 10 x TE-Puffer zugegeben, kurz gevortext
und anschlieBend fiir 10 min bei 13000 x g und RT zentrifugiert. Die obere wassrige Phase
wurde in ein neues ReaktionsgefaB iiberfiihrt und mit 1 ml absolutem 99%igem Ethanol bei
-20 °C 1 h lang prazipitiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 13000 x g fir 3 min, bei
dem die genomische DNA pelletiert wurde. Dieses Pellet wurde einmal mit je 1 ml absolutem
99%igem Ethanol und 70%igem Ethanol gewaschen. Es wurde anschlieBend in der ,Speed-
Vac” 5 min lang getrocknet und in 20 pl sterilem Wasser aufgenommen. Die genomische

DNA wurde bei 4 °C gelagert und je 5 pl als Template zur PCR eingesetzt.

»Breaking"“-Puffer

2% (v/v) Triton X-100
1% (w/v) SDS

100 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

pH 8,0

2.8.2 Plasmid-Reisolation aus S. cerevisiae

Von einer Ubernachtkultur wurden 1,5 ml entnommen und 5 min bei 2000 x g abzentrifugiert.
Nach zweimaligem Waschen mit 1 ml TE-Puffer wurde das Pellet in 100 pl STET-Losung
resuspendiert und mit Glasperlen 3 x 1 min mit je 1 min Pause bei 4 °C mit dem BeadBeater
aufgeschlossen. AnschlieBend wurden 100 pl STET-L6sung zu dem Ansatz zugegeben und
fir 10 min bei 95 °C gekocht. Es folgte eine Zentrifugation bei 13000 x g fiir 10 min bei
4 °C. Nun weiter dem Mini Prep-Protokoll folgend, wurde der Uberstand zusammen mit je
250 pl Resuspensionslosung, Lyselésung und Neutralisationslosung auf die Saule gegeben.
Alle weiteren Schritte sind wie im Mini Prep-Protokoll beschrieben. Die Elution der DNA

erfolgte mit 40 pl sterilem Wasser. Davon wurden 10 pl zur E. coli-Transformation (siehe

Punkt [2.8.12)) eingesetzt.
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STET-Losung

8% (w/v) Sucrose

50 mM Tris-HCI

50 mM EDTA

5% (v/v) Triton-X-100
pH 8,0

2.8.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine weit verbreitete und gut etablierte Methode, um DNA-
Fragmente anhand ihrer GroBe aufzutrennen. Dabei wurden in dieser Arbeit ausschlieBlich
1%ige Agarose-Gele verwendet. Hierbei wird die passende Menge Agarose in TAE-Puffer auf-
gekocht, bis die Fliissigkeit ganz klar ist und keine Schlieren zu erkennen sind. Sobald der
Ansatz auf etwa 50-60 °C abgekiihlt war, wurde Ethidiumbromid zugefiigt (Endkonzentra-
tion=0,5 pg/ml). Dieses interkaliert mit der DNA und wird durch UV-Licht angeregt. Die
Detektion erfolgte mittels DNA-Dokumentationssystem von PEQLAB.

TAE-Puffer
40 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
40 mM Essigsaure
pH 8,0

2.8.4 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA

Die Konzentration von DNA wurde mit einem Spektrophotometer bei einer Wellenlange
von 260 nm in einer Quarzkiivette bestimmt. Das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt
bei 280 nm. Deshalb kann die Reinheit der Probe durch den Quotienten der gemessenen
Absorptionen bei 260 nm und 280 nm bestimmt werden. Ein Wert zwischen 1,8 und 2 lasst
auf eine reine Probe schlieBen.

2.8.5 Deletion von Genen der chromosomalen DNA in Hefen

Die Deletion von Genen im Hefegenom wurde nach Janke et al., 2004 durchgefiihrt (Janke
et al., 2004). Als Template fiir das Resistenz-Gen wurde das Plasmid pYM-natNT2 verwen-
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det, das fiir eine Resistenz gegen Nourseothricin codiert (Janke et al 2004). Von diesem
Plasmid wurde das Resistenzgen mittels PCR amplifiziert. Dabei wurden Primer verwendet,
die komplementare Bereiche zu den 5' und 3" Sequenzen des zu deletierenden Gens besitzen.
Die Hefezellen wurden mit dem PCR-Produkt transformiert und durch homologe Rekombi-
nation wurde das Resistenz-Gen an Stelle des zu-deletierenden Gens eingefiigt. Die Selektion
erfolgte auf YPD mit 100 pg/ml Nourseothricin. Die Inkubation erfolgte fiir 3-5 Tage bei
30 °C. Bei schwierigen Deletionen wurde das Protokoll von Wach, Brachat und Philippsen
zugezogen und nach diesen Angaben Primer kreiert, die jeweils tiber etwa 300 bp komplemen-
tare Sequenzen verfligen. Dies erhohte die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen homologen

Rekombination in den Zielbereich.

2.8.6 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient zur Amplifikation von bestimmten DNA-Ab-
schnitten, die genomisch oder auf einem Plasmid codiert sind. Diese DNA dient also als
Template und der zu amplifizierende Bereich wird durch Primer eingegrenzt. In der Regel
sind Primer etwa 20 bp lang, haben ein ausgewogenes Verhéltnis von Guanin/Cytosin zu
Adenin/Thymin, mit einem Guanin oder Cytosin am 3'-Ende. Diese Primer sind komplemen-
tar zu Sequenzen auf dem Template, an dem sie durch Basenpaarung binden. Sie dienen
so als Startpunkt fiir die DNA-Polymerase. Eine PCR gliedert sich in drei Teile, die durch
jeweilige Temperatur-Bereiche gekennzeichnet sind. Die Template-DNA wird erst denatu-
riert, so dass im folgenden Annealing-Schritt die Primer binden konnen. Im abschlieBenden
Temperaturbereich erfolgt die Extension der Primer durch die DNA-Polymerase. Diese drei
Abschnitte werden in der Regel 25-35 Mal wiederholt. Das PCR-Produkt kann anschlieBend
auf einem Agarose-Gel aufgetragen und/oder zur Restriktion, Ligation oder Transformation

verwendet werden. Beispiel fiir eine PCR fiir die genomische DNA als Template dient.

Ansatz fir 25 pl Programm [

Template 1yl 1. 95 °C 7 min
5 x Crimson Buffer 5l 2 95 °C 30 sec
10 uM primer for 1 pl 3. 45-65°C 30 sec
10 pM primer rev 1 pl 4. 65 °C 50 sec/kb
10 mM dNTPs 0,75 pl 5 65 °C 7 min
Crimson Long Amp Polymerase 1 pl 230 Zyklen von Schritt 2 bis 4
H,0O ad 25 pl
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2.8.7 Error-prone-PCR

Diese besondere Art der PCR wurde verwendet, um willentlich wéahrend der Amplifizie-
rung Punktmutationen durch fehlerhafte Synthese des neuen DNA-Strangs mittels DNA-
Polymerase zu provozieren. Dies wird durch ein unausgewogenes Verhaltnis von Desoxynu-
kleotiden erreicht. Gegebenenfalls kann man zusatzlich Manganchlorid und/oder eine erhohte
Konzentration Magnesiumchlorid zu dem Ansatz geben. Bei beiden MaBnahmen wird die Mu-
tationsrate erhoht. Dabei war das Ziel, ein ausgewogenes Verhaltnis der Mutationsraten pro
Nukleotid zu erreichen. Hierzu diente ein Protokoll von |Cadwell & Joyce, 1992 als Vorla-
ge (Cadwell & Joyce, 1992). Fir diesen Versuch war es erforderlich, eine Polymerase ohne
Proof-Reading-Funktion zu verwenden. Hier wurde die Tag DNA-Polymerase von Thermo

Scientific ausgewahlt.

Ansatz fir 50 pl Programm|
Template 1yl 1. 95 °C 2 min
10 x EP-Puffer 5l 2. 95 °C 30 sec
forward primer 1,25 pl 3. 67 °C 30 sec
reverse primer 1,25 yl 4, 72 °C 3,5 min
10 x dNTP -Mix 5l 5. 72 °C 5 min
Taq DNA-Polymerase Lyl @30 Zyklen von Schritt 2 bis 4
H,0O ad 50 pl

10 x dNTP-Mix 10 x EP-Puffer
2 mM dGTP 70 mM MgCl,
2 mM dATP 500 mM KCl
10 mM dCTP 100 mM Tris-HCI
10 mM dTTP 0,1% (v/v) Glycerin

pH 8,3

2.8.8 Hefe-Transformation mit Elektroporation

Die Hefe-Transformation mittels Elektroporation wurde in dieser Arbeit verwendet, um mog-
lichst effizient viele verschiedene error-prone-Plasmide in KRY875 einzuschleusen, um eine

groBe Anzahl verschiedener Mutanten screenen zu konnen.

Seite 34



Kapitel 2. Material und Methoden

50 ml YPD wurden mit dem zu transformierenden Hefestamm beimpft und bei 30 °C und
220 rpm bis zu einer ODgpo=1,3-1,5 inkubiert. AnschlieBend wurde die Kultur bei 4000 x g
und 4 °C 10 min lang zentrifugiert und in 8 ml eiskaltem sterilem Wasser resuspendiert. Zur
Erhéhung der Kompetenz wurden 1 ml 10 x TE, pH 7,5 und 1 ml 1 M LiAc (siehe Punkt
2.8.9) zugegeben und vorsichtig bei 30 °C und 90 rpm 45 min geschiittelt. Danach wurden
250 pl 1 M DTT zugefiigt und fiir weitere 15 min inkubiert.

Es folgte das Aufkonzentrieren der Zellen. Dazu wurden erst 40 ml eiskaltes steriles Wasser
zu dem Pellet zugegeben und bei 4 °C und 4000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Danach wurde
mit 25 ml eiskaltem sterilem Wasser und mit 2,5 ml 1 M eiskaltem Sorbitol gewaschen, wobei
die Zentrifugationsbedingungen beibehalten wurden. Zum Schluss wurde das Pellet in 50 pl
eiskaltem 1 M Sorbitol resuspendiert. Das Endvolumen sollte zwischen 100 und 150 pl liegen.

Zur Elektroporation wurden 40 pl davon in eine vorgekiihlte 0,2 cm Elektroporationskii-
vette gegeben und weniger als 100 ng DNA mit einem Volumen kleiner als 5 pl zugefiigt. Die
Kiivette wurde bis zu dem Puls und direkt danach auf Eis aufbewahrt. Zur Elektroporation
wurde der Pulser von BioRad verwendet: Programm fungi> Sc2, 1 kv, 25 F 600. Bei einer
Zeit von 5,7 msec war der Puls erfolgreich. Direkt nach dem Puls wurden 1 ml eiskaltes 1 M
Sorbitol zugegeben und die Suspension in vorgekiihlte ReaktionsgefaBe iiberfiihrt. Es wurde
500 pl YPD zugegeben und unter Schiitteln bei 30 °C 1 h lang inkubiert. AnschlieBend wurde
bei 3000 x g 3 min abzentrifugiert, das Pellet in 200 pl 1 M Sorbitol resuspendiert und jeweils
100 pl auf eine Selektionsplatte mit 1 M Sorbitol ausplattiert.

2.8.9 Hefe-Transformation mit Lithiumacetat

Die Methode der Hefe-Transformation basiert auf der Beobachtung, dass Hefen durch Zugabe
von Lithiumacetat leichter DNA aufnehmen und somit die Effizienz von Transformationen
erhoht wird (lto et al., [1983; Schiestl & Gietz, [1989)). Wie genau dies geschieht ist jedoch
unklar.

Fir die Transformation einer Hefekultur wurden 10 ml YPD mit einer Einzelkolonie des zu
transformierenden Hefestammes beimpft. Von dieser Ubernachtkultur wurden am nachsten
Tag 2 ml entnommen, 5 min bei 2000 x g RT zentrifugiert und der Uberstand verwor-
fen. AnschlieBend folgte ein Waschschritt bei gleichen Zentrifugationsbedingungen in 1 ml
LiAc/ TE-Puffer und eine Resuspension in 100 pl LiAc/TE-Puffer. Dazu wurden 20 pl soge-
nannter Carrier-DNA hinzugegeben, wobei es sich um hitzedenaturierte Lachssperma-DNA
mit einer Stock-Konzentration von 10 mg/ml handelte. Zusatzlich wurden noch 200 ng des

zu transformierenden Plasmids bzw. PCR-Produkts und 600 pl PEG-Lésung zugegeben.
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Desweiteren wurden 50 pl 10 x LiAc zugefiigt und der Ansatz 1 h bei 30 °C unter Schiitteln
inkubiert. In dieser Zeit lagert sich die Plasmid-DNA oder das PCR-Produkt an die Hefen an.
Der Hitzeschock erfolgte fiir 15 min bei 42 °C, davor wurde bei schwierigen Transformationen
20 ul DMSO zugegeben. Falls die Zellen eine Antibiotika-Resistenz ausbilden mussten, wurden
sie danach einmal mit 500 pl 1xTE gewaschen und in YPD aufgenommen, um sie 6-8 h bei 30
°C unter Schutteln zu inkubieren. Falls die Zellen tiber d/o Medium selektioniert wurden, war
diese Inkubation nicht nétig. Die Zellen wurden zweimal mit je 500 pl 1 x TE gewaschen und

auf geeignetem Selektionsmedium ausplattiert, wo sie 3-5 Tage bei 30 °C inkubiert wurden.

10 x LiAc LiAc/TE-Losung
M LiAc 10% 10 x LiAc pH 7,5
pH 7,5 10% 10x TE
(mit Essigsaure einstellen) 80% H2O dest.

10x TE PEG-Losung
100 mM Tris-HCI 10% 10 x LiAc pH 7,5
10 mM EDTA 10% 10x TE
pH 7.5 80% PEG4000 (50%ig)

(mit HCI einstellen)

50% PEG4000
50% (w/v) PEG-4000

2.8.10 Plasmid-shuffle mittels FOA-Selektion

Diese Methode wird verwendet, um durch positive Selektion den Verlust eines Plasmids,
das ein URA3-Marker-Gen tragt, zu Gunsten eines anderen Plasmids zu provozieren (Boeke
et al., |1987). Dies geschieht iber einen Zwischenschritt, bei dem beide Plasmide durch
Transformation in die Hefezellen eingebracht worden sind. Das URA3-Gen codiert fiir die
Orotidin-5"-phosphat-Decarboxylase, die die 5 Fluoroorotische Saure (FOA) zu Fluorouracil
umwandelt, das toxisch wirkt (Boeke et al., 1987)). Die Hefen werden zur Selektion 3-5 Tagen
bei 30 °C inkubiert.
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2.8.11 Kompetente E. coli-Zellen

E. coli-Zellen besitzen keine natiirliche Kompetenz, DNA-Molekiile aufzunehmen. Diese kann
ihnen aber durch Behandlung mit zweiwertigen Kationen verliehen werden, wie erstmals in
Mandel, [1970| gezeigt wurde (Mandel, |1970). Am effizientesten haben sich hier Calcium-
lonen erwiesen (Mandel, 1970)). Wie der genaue Mechanismus funktioniert, ist jedoch noch
nicht bekannt.

Um kompetente E. coli-Zellen herzustellen, wurde folgendes Protokoll verwendet: 10 ml
LB-Medium ohne Antibiotikum wurde mit einer Einzelkolonie des E. coli-Stammes DHba
beimpft und tGber Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Am nachsten Tag wurde 1 ml
dieser Ubernachtkultur in 25 ml LB-Medium iiberimpft und etwa 2 h bei 37 °C, 220 rpm
inkubiert bis die Kultur eine ODgpg=0,5-0,7 erreicht hatte. Diese wurde anschlieBen bei 4500
x g, 4 °C fiir 6 min abzentrifugiert, Uberstand verworfen und das Pellet auf Eis gelagert. Mit
8,5 ml TFP1 wurde das Pellet resuspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach einer
weiteren Zentrifugation bei 4500 x g, 4 °C fiir 6 min wurde das Pellet vorsichtig in 1 ml
TFP2 resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert und a 100 pl aliquotiert. Diese Aliquots wurden
anschlieBend in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

TFEP1 TFP2
33 mM KAc 10 mM MOPS
100 mM KCl 10 mM KCl
10 mM CaCly 75 mM CaCly
10% (v/v) Glycerol 10% (v/v) Glycerol
50 mM MnCl,
pH 5,8 pH 6,5

2.8.12 Bakterien-Transformation

100 ng eines Plasmids bzw. 10 pl eines Ligationsansatzes wurden zu 100 pl kompetenten
DHb5o-Bakterienzellen zugegeben. Dieser Ansatz wurde 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte
ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 2 min, dem eine 5-mindtige Inkubation auf Eis folgte. Nach
dem Zufiigen von 1 ml LB-Medium wurde der Ansatz 1 h bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert.
AnschlieBend wurde er fiir 1 min 10000 x g abzentrifugiert, in 200 pl LB-Medium resuspendiert
und auf vorgewarmten LB-Platten mit geeignetem Antibiotikum, entsprechend der durch das

Plasmid vermittelten Resistenz, ausplattiert. Die Platte wurde iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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2.8.13 TOPO-KIlonierung

Bei der TOPO-Klonierung macht man sich die Tatsache zu Nutze, dass die meisten er-
haltlichen DNA-Polymerasen bei der Amplifikation von PCR-Produkten ein iiberhangendes
Adenosin am 3'-Ende zufiigen. Dieses Adenosin ist komplementar zu dem (iberhangenden
Thymidin an den Enden des TOPO-Vektors. Diese Thymidine sind an das Tyrosin 274 des
Topoisomerase | Enzyms des Vaccinia-Virus gebunden. Diese Bindung wird durch die Inserti-
on des PCR-Produkts aufgelost und eine Phosphodieesterbindung zwischen Vektor und Insert
gebildet.

In dieser Arbeit wurde das TOPO® TA Cloning® Kit von Invitrogen mit dem pCR™II-
TOPO®-Vektor verwendet. Die Reaktion wurde gemaB den Herstellerangaben durchgefiihrt.
Nach der Ligation wurde der Ansatz zur E. coli-Transformation eingesetzt und die Kolonien
auf positive Insertion des PCR-Produktes durch ein Blau-WeiB-Screening getestet. Dazu
wurden den LB-Amp-Platten 40 pl einer X-Gal-Stocklésung pro Platte mit einem Drigalski-
Spatel einmassiert. Durch die Insertion des PCR-Produkts wird das LacZ-Gen des TOPO-
Vektors inaktiv und kann X-Gal nicht in einen blauen Farbstoff umwandeln. Zur weiteren
Analyse wurden weiBe Kolonien zur Mini-Prep eingesetzt und sequenziert (siehe Punkt[2.8.14]

und Punkt [2.8.17)).

X-Gal-Stocklésung
40 mg/ml X-Gal in DMSO

2.8.14 Plasmid-Praparation

Zur Praparation eines Plasmids aus einer E. coli-Kultur wurden entweder das Invisorb® Spin
Plasmid Mini Two-Kit von Stratec fiir 2 ml-Kulturen oder das GenElute™ HP Plasmid Ma-
xiprep Kit von Sigma fiir 150 ml Kulturen verwendet. Beide Kits basieren auf dem gleichen
Prinzip der alkalischen Lyse mit anschlieBender Neutralisation, wodurch die genomische DNA
sowie Proteine ausfallen und die Plasmid-DNA im Uberstand erhalten bleibt. Diese wird
anschlieBend auf einer Silica-Membran gebunden. Durch Waschschritte werden Verunreini-
gungen entfernt und die Elution erfolgt durch Niedrigsalz-Puffer oder steriles Wasser. Die
Plasmid-DNA kann nun fiir eine anschlieBende Transformation, Sequenzierung oder Restrik-

tion eingesetzt werden.
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2.8.15 DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen

Zur Extraktion von DNA-Fragmenten nach einer Restriktion und Auftrennung im Agarose-
Gel wurde das Gen Elute™ Gel Extraction Kit von Sigma verwendet. Die Aufreinigung der
DNA erfolgte nach Herstellerangaben. Im Prinzip wurden die Agarose-Stiicke solubilisiert und
die DNA auf einer Silicamembran in einem Rohrchen gebunden, gewaschen und mit sterilem
Wasser eluiert. Diese Methode eignet sich fiir linearisierte DNA-Fragmente im Bereich von
50 bp bis zu 10 kb. AnschlieBend kann die DNA zur Sequenzierung, PCR, Restriktionsverdau

oder Klonierung verwendet werden.

2.8.16 DNA-Ligation

Fir die Ligation eines Vektors und eines DNA-Fragmentes wurde die T4-Ligase von Fer-
mentas verwendet. Die Ligase bildet unter ATP-Verbrauch eine Phosphodiester-Bindung
aus einer freien 5'Phosphatgruppe und einer 3'Hydroxylgruppe zweier linearisierter DNA-
Fragmente. Durch Beriicksichtigung der Komplementation der jeweiligen Basen am Ende der
DNA-Fragmente wurde so ein geschlossenes Plasmid erzeugt.

In dieser Arbeit wurden zu 20 ng eines Vektors, die 3 bis 5fache Menge des Inserts und
jeweils 5 u der T4-Ligase zugegeben. Bei der Ligation wurde ansonsten nach Herstelleran-
gaben gearbeitet. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei 20 °C inkubiert und 10 pl davon fiir die E.
coli-Transformation eingesetzt (siehe Punkt. Die erfolgreiche Ligation wurde nach der
Mini-Prep mehrerer E. coli-Kolonien mittels charakteristischer Restriktion und anschlieBender

Auftrennung auf einem 1%igem Agarose-Gel lberprift.

2.8.17 DNA-Sequenzierung

Zur ldentifizierung von Mutationen in isolierten Plasmiden wurde eine Sequenzierung nach
Sanger et al (1977 von der Firma LGC Genomics durchgefiihrt (Sanger et al., [1977). Zur

Analyse der Sequenzierungs-Daten wurde das Programm 4peaks verwendet.

2.8.18 Mutagenese mit Ethylmethansulfonat (EMS)

Bei der Mutagenese mit Ethylmethansulfonat (EMS) werden durch die Alkylierung von Gua-
nin zu O6-Ethylguanin zuféllig Punktmutationen eingefiigt(Greene et al., [2003)). Wahrend
der Replikation wird oft ein Thymin komplementar zu O6-Ethylguanin in die DNA eingebaut
(Greene et al., 2003). Deshalb wird meistens G/C zu A/T mutiert (Greene et al., 2003)).
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Fir die Mutagenese mit EMS wurde eine 20 ml-Kultur unter Schiitteln bei 30 °C iber
Nacht bis zu einer Zellzahl von 2 x 108 Zellen/ml inkubiert. AnschlieBend wurden zweimal 1
ml bei 5000 x g fiir 1 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 1 ml destilliertem
Woasser gewaschen und in 1 ml 0,1 M Natriumphosphat-Puffer resuspendiert. Die Zellzahl
wurde daraufhin noch einmal exakt bestimmt, 30 ul EMS zu einem der beiden ReagiergefaBe
zugegeben und gevortext. Die Kulturen wurden 1 h lang bei 30 °C geschiittelt und, wie oben
beschrieben, abzentrifugiert. Der giftige Uberstand muss speziell entsorgt werden. Das Pellet
wurde in 200 pl 5% Natriumthiosulfat resuspendiert, was das EMS inaktiviert. Der Ansatz
wurde in neue Eppendorf-ReaktionsgefaBe tberfiihrt und 2 x in 200 pl Natriumthiosulfat
gewaschen. Die Zellen wurden in sterilem Wasser resuspendiert und zu 500 pl, 200 pl und

100 pl ausplattiert.

Natriumthiosulfat-Losung Natriumphosphat-Puffer
5% (w/v) NasS,03 0,1 M NaHPO,

2.8.19 sec63-Mutanten-Screen

Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit bestand darin, einen Screen nach neuen sec63-Mutanten
durchzufiihren, die einen ERAD-Defekt aufweisen. Da es sich bei SEC63 um ein essentielles
Gen handelt, musste zuerst ein Stamm kreiert werden, der das wtSEC63-Gen tragt, wel-
ches aber leicht durch ein mutiertes sec63-Gen auszutauschen ist, um nur die Effekte von
moglichen Mutanten zu eluieren.

Hierzu wurden als erstes die haploiden Stamme W303-1C und W303-1A gekreuzt (sieche
Abb. [2.1)). W303-1C tragt das prcl-1-Allel, das fiir das ERAD-Substrat CPY* codiert, das
spater als Indikator fiir einen moglichen ERAD-Defekt dienen sollte. Der daraus resultieren-
de diploide Stamm wurde mit einem wtSEC63-URA3-Plasmid, mittels LiAc-Transformation
transformiert (siche Punkt [2.8.9). AnschlieBend wurde durch homologe Rekombination mit
natNT2, das eine Resistenz gegen Nourseothricin vermittelt, eines der beiden genomischen
SEC63-Gene deletiert. Diese Diploide wurde nun in Sporulationsmedium iberfiihrt (siehe
Abb. [2.2). Nach etwa 3 Tagen wurden Tetraden vereinzelt und sobald diese haploiden
Tochterstimme angewachsen waren, wurden sie durch Uberfilhrung auf Selektionsmedi-
um auf Deletion des genomischen SEC63-Gens und auf Vorhandensein des SEC63-URA3-
Plasmids gepriift (siehe Punkt . Beide Eigenschaften und auch die Haploidie wur-
den durch eine PCR zuséatzlich verifiziert. Das prcI-1-Allel ist jedoch durch kein Markergen
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gekennzeichnet und das Vorhandensein musste mittels Pulse-Chase getestet werden (siehe
Punkt [2.9.10)).

Nachdem der Stamm, der alle diese Eigenschaften vereinte, identifiziert worden war, konn-
te er mit error-prone sec63-LEU2-Plasmiden transformiert werden (siehe Punkt [2.8.8). Die
transformierten Kolonien wurden auf FOA-Platten tberfiihrt, wobei durch positive Selekti-
on das wtSEC63-URA3-Plasmid ausgeschleust wurde (siehe Punkt [2.8.10). Die erhaltenen
moglichen Mutanten wurden anschlieBend mittels Colony Blot (siehe Punkt auf einen
ERAD-Defekt bei CPY* getestet.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus des sec63-Mutanten-
Screens (Teil 1)

Die Hefezellen sind durch blaue gefiilite Kreise dargestellt. Der Genotyp betreffend SEC63-Gen,
PRC1/prc1-1-Allel und , mating type" ist angegeben. Die genomisch codierten Gene sind durch ein
Rechteck, dargestellt, die Plasmide durch Kreise. URA3-Plasmide sind violett gefarbt. Das obere
Bild zeigt, die Kreuzung des Stamme W303-1A und W303-1C mit anschlieBender Transformation
durch das SEC63-URA3-Plasmid. Das untere Bild zeigt die Deletion eines der genomischen SEC63-
Gene in der Diploide durch homologe Rekombination durch das natNT2-Gen (NTC).
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Transformation FOA-Selektion

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus des sec63-Mutanten-
Screens (Teil 2)

Die Hefezellen sind durch blaue gefiillte Kreise dargestellt. Der Genotyp betreffend SEC63-Gen,
PRC1/prc1-1-Allel und ,mating type" ist angegeben. Die genomisch codierten Gene sind durch
ein Rechteck, dargestellt, die Plasmide durch Kreise. URA3-Plasmide sind violett gefarbt, LEU2-
Marker-Plasmide gelb. Das obere Bild zeigt die Isolation des gesuchten haploiden Stammes (roter
Rahmen). Das untere Bild zeigt den Plasmid-shuffle des SEC63-URA3-Plasmids durch das ,error-
prone" sec63- LEU2-Plasmid.
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2.9 Proteinbiochemische Methoden

2.9.1 Herstellung von Proteinextrakten aus S. cerevisiae

Zur Herstellung von Proteinextrakten aus S. cerevisiae wurden 2 ml ODggp=2 bei 2000 x
g fir 5 min abzentrifugiert und mit 1 ml sterilem Wasser gewaschen. Das Pellet wurde in
150 pl SDS-Probenpuffer (siehe Punkt inklusive 1/5 1 M DTT aufgenommen und
mit einer Spatelspitze Glasperlen versetzt (siehe Punkt . Der Aufschluss erfolgte im
BeadBeater fiir 3 x 1 min mit je 1 min Pause bei 4 °C. Die Probe wurde im Folgenden fiir
5 min bei 95 °C erhitzt und fiir 5 min bei 13000 x g abzentrifugiert um die nichtloslichen
Zellbestandteile zu pelletieren. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB iiberfiihrt
und konnte anschlieBend fir eine SDS-PAGE verwendet werden oder bei -20 °C aufbewahrt

werden.

2.9.2 SDS-PAGE

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine nach ihrem Mo-
lekulargewicht aufgetrennt und anschlieBend zum Western Blot oder zur Coomassie-Farbung
eingesetzt (siehe Punkt und Punkt [2.9.5).

Die Proteinproben wurden 1:1 mit SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95 °C ge-
kocht, wodurch die Proteine denaturiert wurden. AnschlieBend wurden sie auf das Gel aufge-
tragen zusammen mit 6 pl von dem gefarbten GroBenmarker ,,PageRuler Prestained Protein
Ladder”. Das Gel setzte sich zusammen aus einem 5%igen Sammelgel und einem Trenngel,
dessen Rotiphorese 30-Anteil 7,5%, 10% oder 12,5% betrug. Die Elektrophorese erfolgte in 1
x SDS-Laufpuffer bei 80 V und, nachdem die Proteine in das Sammelgel eingelaufen waren,
bei 100 V. Die Elektrophorese erfolgte in der Regel bis die Bromphenolblau-Front den unteren
Rand des Gels erreicht hatte.

Die angegebenen Rezepte entsprechen der Menge fiir 2 Gele.

Sammelgel 5%
250 mM Tris-HCI, pH 6,8 3 ml
2% SDS 200 pl
Rotiphorese 30 1 ml
H,O dest. 1,6 ml
10% APS 60 pl
TEMED 6 pl
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Trenngel 7,5% 10% 12,5%

750 mM Tris-HCI pH 8,8 10 ml 10 ml 10 ml

10% SDS 200 pl 200 pl 200 pl

Rotiphorese 30 5 ml 6,6 ml 8,3 ml

H>O dest. 45 ml 2,8 ml 1,2 ml

10% APS 280 pl 280 pl 280 pl

TEMED 20 pl 20 20 pl

4 x SDS-Laufpuffer 2 x SDS-Probenpuffer

200 mM Tris-HCI 100 mM Tris-HCI

15M Glycin 4% (w/v) SDS

0,4% (w/v) SDS 20% (v/v) Glycerol

pH 8,3 1 Spatelspitze Bromphenolblau
200 mM DTT (frisch zugeben)
pH 6,8

2.9.3 Western Blot

Der Western Blot dient dazu, Proteine aus einem Polyacrylamid-Gel in einem elektrischen
Feld auf eine Nitrocellulosemembran zu (ibertragen, die anschlieBend zur Immundetektion
mittels Antikorper eingesetzt wird.

In dieser Arbeit wurde der sogenannte , Nassblot” verwendet. Dazu wurden in einer Wes-
tern Blot-Kassette ein SDS-PAGE-Gel mit einer Nitrocellulosemembran eingespannt. Zu bei-
den Seiten dieses ,,Sandwiches” wurden Filterpapiere und Schwamme gelegt. Die Schwamme,
Filterpapiere und die Nitrocellulosemembran wurden vor Zusammenbau in Transferpuffer ge-
trankt. AbschlieBend wurde mit einem Glasstab lber das ,,Sandwich" gerollt, um mogliche
Luftblasen zu entfernen. Die Kassette wurde anschlieBend in eine Blot-Kammer gestellt, die
mit 3 | Transferpuffer befiillt war, so dass die Nitrocellulosemembran der Anode zugewandt
war und das Gel der Kathode, da die durch SDS negativ-geladenen Proteine in dem elek-
trischen Feld zur Anode wandern. Die Transferreaktion fand fiir 1,5 h bei 400 mA unter
Kihlung mit einer Kihlschleife statt.
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Transferpuffer
25 mM Tris-HCI
200 mM Glycin
20% (v/v) Methanol
0,02% (w/v) SDS

2.9.4 Immundetektion

Bei der Immundetektion werden an einer PVDF- oder Nitrocellulosemembran gebundene
Proteine von einem primaren mono- oder polyklonalen Antikorper erkannt. An deren artspe-
zifische Fc-Regionen binden anschlieBend sekundare Antikorper, an die ein Enzym gekoppelt
ist, das durch Umsetzung eines speziellen Substrats eine Farb- oder Lichtreaktion hervorruft.

Um mogliche unspezifische Bindungen des primaren Antikorpers zu minimieren, wurden
die Membranen 1 h bei RT in Blotto unter Schiitteln geblockt. Erst anschlieBend erfolgte
eine Inkubation mit dem primaren Antikorper entweder bei RT fiir 2 h oder liber Nacht bei
4 °C. Die Membran wurde 2 x 10 min mit Blotto und 2 x 10 min mit TBST gewaschen und
anschlieBend 1 h mit dem sekundaren Antikorper inkubiert. Darauffolgend wurde 6 x 5 min
mit TBST gewaschen und die Membran zur Detektion mit ECL eingesetzt. Hierzu wurde
1-2 ml einer 1:1 Mischung beider ECL-Chemikalien etwa 1 min auf die Membran geben. Die
Detektion des emittierten Lichts erfolgt durch Rontgenfilm.

In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich sekundare Antikorper verwendet, die an Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt waren. Diese Peroxidase oxidiert das in der ECL-Losung vorhandene
Luminol, wodurch es zu einer Emission von Licht kommt, was zur Schwarzung eines Ront-
genfilms flihrt. Entwicklung des Rontgenfilms erfolgte in der Entwicklermaschine von AGFA

oder in dem Dokumentationssystem von Biorad.

Blotto TBST
50 mM Tris-HCI 20 mM Tris-HCl
150 mM NaCl 150 mM NaCl
2% (w/v) Milchpulver 0,1% (v/v) Tween 20
0,1% (v/v) Tween 20 pH 7,5
5 mM NaN;
pH 7,4
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2.9.5 Coomassie-Farbung

Zum unspezifischen Anfarben von Proteinen in einem SDS-Acrylamid-Gel wurde Coomassie
Billiant Blue-Farbelosung verwendet. Fiir eine schnelle Farbung des Proteingels wurde die
Losung 3 x 20 sec bei 600 Watt in der Mikrowelle erhitzt mit jeweils 20 sec Pause dazwischen.
AnschlieBend wurde die Farbelosung mit einer Fixierlosung ausgewaschen, die iiber mehrere

Stunden mehrmals gewechselt wurde.

Farbelosung Fixierlosung
lg Coomassie Brilliant 11% Essigsaure
Blue R-250 33% Methanol

Fixierlosung ad 100 ml H>O ad 1 |

2.9.6 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Assay

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der BCA-Assay nach Pierce verwendet.
Dieser Assay ist eine abgewandelte Form der Lowry-Methode (Lowry et al., [1951). Er basiert
auf der Detektion von Cut-Kationen, die bei der Reaktion von Cu?t mit Proteinen in einem
alkalischen Milieu entstehen. Diese Reaktion wird verstarkt durch die Reaktion von Bicin-
choninsiure (BCA) mit den reduzierten Cu™-lonen. Jeweils zwei BCA-Molekiile bilden einen
Komplex mit einem Cu™-lon, der violett erscheint. Durch diese Reaktion wird ein farbiger
wasserldslicher Komplex gebildet, der im Photometer bei 562 nm gemessen werden kann.
Die Aminosauren Cystein, Tyrosin und Tryptophan koénnen die Reaktion zur Farbbildung
beeinflussen.

Als Proteinkonzentrations-Standard wurde eine Verdiinnungsreihe von BSA angefertigt,
wobei 2 mg/ml die hochste Konzentration darstellte. Mit den gemessenen Absorptionen
wurde eine Eichkurve ermittelt, die als Referenz zur Ermittlung der Proteinkonzentration
diente. Zur Messung wurden je 25 pl der Probe mit 200 pl des ,,working reagent” in einer

96-well-Platte versetzt und in einem ,,Microplate Reader” bei 37 °C durchgefiihrt.

~working reagent”
98% BCA-Loésung
2% CuSOg4-Loésung (4%)
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2.9.7 Affinitatschromatographie an Nickelsepharose (His-Trap)

Bei dieser Methode wird die Bindung von Histidin an Nickel genutzt. Die Chromatographie-
Saulen bestehen aus Agarose-Perlen mit gebundenem Chelator, an den wiederum zweiwertige
Nickel-lonen (Ni®*) gebunden sind. An dieses Ni®* binden Proteine, die einen His-Tag tragen,
der meist aus sechs Histidinen besteht. Es wurden hierzu 5 ml HiTrap FF Crude-Saulen
verwendet. Um die gebunden Proteine von der Saule zu eluieren, wurde die Saule mit einem
Imidazol-haltigen Puffer gewaschen. Bei Imidazol handelt es sich um ein Analogon zu Histidin,
wodurch die gebundenen Proteine kompetitiv von Ni?T verdrangt werden. Zur Anreicherung

wurde der Akta Purifier verwendet.

2.9.8 Aufreinigung von CPY

Ein Proteinfragment von CPY wurde nach Protokoll von Colin Stirling aufgereinigt und zur
Antikorper-Herstellung verwendet. Fiir die Bakterienanzucht wurden 50 pl des kompetenten
E. coli-Stammes BL21(DE3) Gold mit dem Plasmid pMR17 transformiert und 50 pl davon
auf einer LB-Platte mit 100 pug/ml Carbenicillin ausplattiert. Nach etwa 9 h wurden 100 ml
einer LB-Kultur mit 100 pg/ml Carbenicillin mit einer Einzelkolonie beimpft und tber Nacht
bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde abzentrifugiert und in 100
ml LB—Medium aufgenommen. Mit jeweils 5 ml dieser Kultur wurden je 8 x 250 ml Medium
beimpft und bei 37 °C inkubiert.

Bei einer ODgpp=0,6 wurden die Kulturen mit jeweils 1 mM IPTG Endkonzentration
bei 20 °C unter Schiitteln induziert und nach 4 h durch Zentrifugation bei 3500 x g fur 20
min bei 4 °C geerntet. Nach diesem Schritt wurde das Nassgewicht notiert und die Pellets
konnten bei -20 °C gelagert werden. Die Pellets wurden auf Eis aufgetaut und mit 20 ml
PBS gewaschen, wobei die Zentrifugation bei 3500 x g fiir 7 min und 4 °C erfolgte. Die
Pellets wurden daraufhin in 5 ml Aufschlusspuffer pro Gramm Nassgewicht resuspendiert.
Der Aufschluss erfolgte mittels Ultraschall bei 30 Microns 6 x 30 sec mit 1 min Pause auf
Eis. Der Ansatz wurde darauffolgend bei 10000 x g fiir 20 min 10 °C abzentrifugiert, das
Pellet in 10 ml Bindepuffer aufgenommen und 1 h bei Raumtemperatur invertiert. Es folgte
eine Zentrifugation fiir 20 min bei 15000 x g bei 10 °C. Bei kalteren Temperaturen be-
stand die Gefahr, dass der Harnstoff, der in dem Puffer enthalten ist, ausfallt. Der Uberstand
wurde durch Anreicherung auf die 5 ml HiTrap FF Crude-Saulen aufgetragen. Die Elution
erfolgte mit Elutionspuffer. Die gesammelten Fraktionen wurden zur Uberpriifung mit einem
SDS-Acrylamid-Gel aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie gefarbt (siehe Punkt
und Punkt. Um das aufgereinigte Protein zur Antikérpergewinnung einzusetzen, muss-
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te der Harnstoff entfernt werden und eine Umpufferung in PBS stattfinden. Dazu wurden

Ultrafiltrationsrohrchen verwendet.

Aufschlusspuffer Bindepuffer
50 mM NaH>PO4 3 M Urea
300 mM NaCl 0,1 M NaH,PO4
pH 8,0 0,01 M Tris-HCI
frisch zugegeben: 30 mM Imidazol
1 mM PMSF pH 8,0
1 mg/ml Lysozym

PBS Elutionspuffer
8¢g NaCl Bindepuffer mit 500 mM Imidazol
02¢g KCl
144 g NasHPO,
0,24 g KH2PO4
pH 7,4

H>0 dest. ad 1 |

2.9.9 Aufreinigung des ppo-Faktors

Der His-getaggte ppa-Faktor wurde nach Bush et al., [1991| aufgereinigt (Bush et al., [1991)).
Zur Expression wurde das Plasmid pMAH verwendet, bei dem ein Hitzeschock-Promotor vor
die Sequenz des ppa-Faktors geschaltet ist (Bush et al., [1991). Die Anzucht erfolgte in LB-
Medium mit 100 pg/ml Ampicillin bei 30 °C und 220 rpm. Mit dieser Ubernachtkultur wurde
eine 1 I-LB-Amp-Kultur beimpft und bis zu einer ODggp=0,6 bei 30 °C unter Schiitteln
inkubiert. AnschlieBend wurde die Kultur 4 h lang bei 42 °C inkubiert. Die Kultur wurde mit
4000 x g fir 10 min bei RT abzentrifugiert. Nach diesem Schritt konnte das Pellet bei -20
°C gelagert werden.

Zur Aufreinigung wurde das Pellet etwa 15 min bei RT aufgetaut und in 10 ml Puffer A
pro 100 ml Zellkultur resuspendiert und 1 h unter standigem Invertieren im Drehrad lysiert.
Das Lysat wurde bei 10000 x g 10 min lang abzentrifugiert und der Uberstand auf eine 5 ml
HiTrap FF Crude-Saule aufgetragen, die in Puffer A aquilibriert war. Es folgten Waschschritte
mit jeweils 10 ml Puffer B, C und D. Die Elution des Proteins erfolgte in Puffer B mit 0,25
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M Imidazol. Die Saule wurde anschlieBend mit Puffer B und 0,5 M Imidazol und zum Schluss

mit Puffer F gewaschen, um alle Proteine von der Saule zu entfernen.

Puffer A Puffer B

6 M Guanidin-HCI 8 M Urea

0,1 M NaH,;PQOq4 0,1 M NaH,;PQOq4
pH 8,0 0,01 M Tris-HCI

pH 8,0

Puffer C Puffer D

8 M Urea 8 M Urea

0,1 M NaH,PO,4 0,1 M NaH,PO,4
0,01 M Tris-HCI 0,01 M Tris-HCI
pH 6,3 pH 5,9
Puffer F

6 M Guanidin-HCI

02 M NaNs3

2.9.10 Pulse-Chase und Immunprazipitation

Bei dem Express [35S]-Protein Labeling Mix handelte es sich um ein Gemisch mit 35S-
markiertem Methionin und Cystein. Dieses wurde wahrend dem Pulse in die neu-translatierten
Proteine eingebaut und durch eine nachfolgende Zugabe eines Uberschusses von unmarkier-
tem Methionin und Cystein wahrend des Chase wieder stark verdiinnt. Somit hat man einen
bestimmten Pool von Proteinen, die radioaktiv markiert sind. Dadurch ist es moglich den
Abbau eines bestimmten mutierten oder wt-Proteins in mutierten oder wt-Hefestammen
untersuchen.

Fir einen Pulse-Chase wurden 25 ml Wachstumsmedium mit einer Einzelkolonie des ge-
wiinschten Hefestammes angeimpft. Sobald die Kultur eine ODggg=1 erreicht hat, wurde sie
5 min bei 4500 x g geerntet und zweimal in 10 ml Labeling-Medium gewaschen. Die Kultur

wurde anschlieBend mit Labeling-Medium auf 4 ODggg/ml eingestellt und in Aliquots a 250
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aufgeteilt. Die ReaktionsgefaBe wurden mit offenem Deckel bei 30 °C im Thermomixer unter
Schiitteln etwa 20 min inkubiert. In dieser Zeit sollen die Hefestamme alles zu Verfiigung ste-
hende Methionin und Cystein weitgehend verbrauchen. Es folgte der Pulse bzw. das Labeling
des Substrats. Dabei wurden zu jedem Aliquot 50 pCi Express [35S]-Protein Labeling-Mix
(Perkin Elmer) zugegeben und 2-5 min lang unter Schiitteln bei 30 °C inkubiert. Bei dem
Chase wurde 250 pl 2 x Chase-Mix zu jedem Aliquot zugegeben. Die Inkubationszeit beim
Hungern, beim Labeling, sowie beim Chase war abhéngig von der t; /> des zu markierenden
Substrats.

Der Chase wurde durch Zugabe von 750 pl eiskaltem Tris-Azid nach verschiedenen Zeiten
gestoppt. Die Aliquots wurden 1 min bei 10000 x g abzentrifugiert und die Pellets wurden
1 x mit 1 ml eiskaltem Tris-Azid gewaschen. Nach einem 10 miniitigen Inkubationsschritt
in 1 ml Resuspensionspuffer bei RT wurden die Pellets in 150 pl Lysepuffer aufgenommen
und mit einer Spatelspitze Glasperlen im BeadBeater 3 x 1 min mit 1 min Pause bei 4 °C
aufgeschlossen. Die Ansatze wurden danach bei 95 °C 5 min gekocht und die Glasbeads 3 x
mit 250 pl IP-Puffer ohne SDS gewaschen. Die Uberstinde wurden in neuen ReaktionsgefaBen
gesammelt und zur Immunprézipitaion eingesetzt. Um unspezifisch an die Sepharose bindende
Zellbestandteile abzufangen, wurden wahrend des Preclearing 60 pl Protein-A-Sepharose zu
dem Uberstand gegeben und dieser 30 min bei RT auf dem Drehrad invertiert. Der Ansatz
wurde 1 min bei 10000 x g abzentrifugiert und in ein 2 ml-ReaktionsgefaB tberfiihrt. 60
ul Protein-A-Sepharose, 1 ml IP-Puffer und 3-10 pl Antikérper (abhéngig vom verwendeten
Antikorper) wurden zugefiigt und entweder 2 h bei RT oder iber Nacht bei 4 °C auf dem
Drehrad inkubiert. Der Ansatz wurde 45 sec bei 10000 x g zentrifugiert und der Uberstand
entweder bei -80 °C aufbewahrt um spater wieder gefallt zu werden oder verworfen. Das
Pellet wurde jeweils 2 x mit 1 ml IP-Puffer, 1 x 1 ml Urea Wash, 1 x 1 ml ConA Wash und
1 x 1 ml Tris-NaCl-Wash gewaschen. Um die Proteine von der Sepharose zu lésen, wurde
das Pellet mit 10 pl 5 x SDS-Probenpuffer mit 200 mM DTT 5 min bei 95 °C gekocht.
Dieser Ansatz wurde neben 1,5 pl eines radioaktiven 14C-Markers als GroBenstandard zur
SDS-PAGE eingesetzt.

Das Gel wurde zur Fixierung der Proteine erst 15 min unter Schiitteln bei RT mit Fixier-
l6sung 1 und danach 30 min mit Fixierlosung 2 gespiilt. Das Gel wurde im Geltrockner bei
60 °C etwa 50 min getrocknet. Die radioaktive Strahlung wurde durch Auflegen einer Phos-
phorplatte und deren anschlieBendes Scannen im Phosphorimager detektiert. Die Auswertung

erfolgte mit dem Programm ImageQuantTL.
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Minimalmedium Labeling-Medium
6,7 g/l YNB mit Aminosauren und 6,7 g/I YNB ohne Aminosauren und
mit Ammoniumsulfat ohne Ammoniumsulfat
0,2% Casaminoacids 5% Glucose
5% Glucose Auxotrophie-Asen
10 x Chase-Mix Tris-Azid
0,3% (w/v)  Cystein 20 mM Tris-HCI pH 7,5
0,4% (w/v)  Methionin 20 mM NaN3 (frisch zugeben)
100 mM Ammoniumsulfat
Resuspensionspuffer Lysepuffer
100 mM Tris-HCI pH 9,4 20 mM Tris-HCl pH 7,5
10 mM DTT (frisch zugeben) 2% (w/v) SDS
20 mM NaN3 (frisch zugeben) 1 mM DTT (frisch zugeben)
1 mM PMSF (frisch zugeben)
IP-Puffer ohne SDS [P-Puffer
150 mM NaCl 150 mM NaCl
1% (v/v) Triton X-100 1% (v/v) Triton X-100
15 mM Tris-HCl pH 7,5 0,1% (w/v)  SDS
2 mM NaN3 15 mM Tris-HCI pH 7,5
1 mM PMSF (frisch zugegeben) 2 mM NaNj3
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Urea-Wash ConA-Wash
200 mM NaCl 500 mM NaCl
2 M Urea 1% (v/v) TritonX-100
1% (v/v) Triton X-100 20 mM Tris-HCI, pH 7,5
100 mM Tris-HCI pH 7,5 2 mM NaNj3
2 mM NaN3
Tris-NaCl-Wash Fixierlosung 1
50 mM NaCl 10% (v/v) konz. Essigsaure
10 mM Tris-HCI pH 7,5 40% (v/v) Methanol
2mM NaNj3 2% (v/v) Glycerol

Fixierlosung 2
50% (v/v) Methanol
1% (v/v) Glycerol

2.9.11 Cycloheximid-Chase

Der Cycloheximid-Chase ist eine Methode, die Degradationsrate eines ERAD-Substrats zu
untersuchen. Bei Cycloheximid handelt es sich um ein Antibiotikum, das von Streptomyces
griseus synthetisiert wird. Es hemmt die Elongation der Translation, was zum Abbruch der
Proteinsynthese fiihrt. Dadurch werden keine neuen Proteine synthetisiert und es ist moglich
die Degradation eines ERAD-Substrats zu studieren. Die methodische Vorgehensweise ist wie
folgt:

Bei einem Cycloheximid-Chase wurde eine 20 ml Kultur mit einer Vorkultur angeimpft
und bis zu ODgpg=1 unter Schiitteln bei 30 °C inkubiert. Die Translation wurde daraufhin
mittels Cycloheximid gestoppt, welches zu einer Endkonzentration von 200 pg/ml zugefiigt
wurde. Zu bestimmten Zeitpunkten, abhéngig von der t; /, des zu untersuchenden Substrats,
werden 2 ml-Aliquots abgenommen, fir 1 min bei 6000 x g zentrifugiert, und das Pellet

sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Das Pellet wurde auf Eis aufgetaut und die Zellen
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aufgeschlossen, um die Proteine mittels SDS-PAGE und Western Blot weiter zu analysieren

(siehe Punkt und Punkt [2.9.3).

2.10 Hefe-spezifische Methoden

2.10.1 Wachstumstest auf festem Niahrmedium

Dieser Wachstumstest wird verwendet, um die Wachstumsfahigkeit eines bestimmten Hefest-
ammes unter Stressbedingungen zu untersuchen. Hierzu wurde aus einer Ubernachtkultur
eine 1:50 Verdiinnung in sterilem Wasser angesetzt und die Zellzahl mit einer Neubauer
»improved" Zahlkammer unter einem Lichtmikroskop bestimmt (siehe Punkt . Die
Zellzahl wurde nun auf 2 x 103 Zellen/pl eingestellt und davon wurden 3 aufeinanderfol-
gende 1:10 Verdiinnungen hergestellt, so dass man Zellsuspensionen mit 2 x 102, 2 x 10!
und 2 Zellen/ pl erhielt. Aus diesen Verdiinnungen wurden in absteigender Folge je 5 pl
auf eine vorgewirmte YPD-Platte getropft, um 10%-10! Zellen auf die einzelnen Bereiche
aufzutragen. Die Hefezellen wurden zur Untersuchung der Stressregulation auf Platten mit
0,25 pg/ml der stressinduzierenden Chemikalie Tunicamycin inkubiert. Je eine Platte wurde
anschlieBend bei verschiedenen Temperaturen fiir 3 Tage inkubiert und dokumentiert mit

dem Gel-Dokumentationssystem von Peglab.

2.10.2 In vivo Protein-lmport-Assay

In diesem Assay nutzt man ein URA3-Reportergen, vor dessen Sequenz entweder die Si-
gnalsequenz eines Proteins kloniert wurde, das cotranslational- oder posttranslational in das
ER importiert wird. Falls das Reportergen-Produkt Orotidin-5-Phosphat Decarboxylase in
das Lumen importiert wird, wird es inaktiv und der Hefestamm ist nicht fahig ohne auBere
Uracil-Zufuhr zu wachsen. Liegt jedoch ein Importdefekt vor, bleibt das Genprodukt aktiv
und der Hefestamm ist fiir Uracil prototroph (siehe Abb. [2.3)).

Die verwendeten Konstrukte wurden in [Ng et al., 1996 und |[Ng et al., 2007| vorgestellt
(Ng et al., 1996, 2007). Als Beispiel fiir den cotranslationalen Transport wurde die DNA-
Sequenz der ersten 70 Aminosauren inklusive der Signalsequenz vom PHOS8-Gen unter der
Kontrolle des PHO5-Promotors vor das URA3-Gen kloniert (Ng et all 1996 2007)). Fir
den posttranslationalen Import wurden die ersten 110 Aminosauren des CPY-Proteins in-
klusive der Signalsequenz verwendet (Ng et al. 1996, 2007)). Beide Kontrukte wurden in
den pRS313-Vektor kloniert, der in diesem Versuchsansatz als Vektorkontrolle diente und ein
HIS-Markergen enthalt (Ng et al., 1996, [2007)).
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Bei der Versuchsdurchfithrung wurden alle drei Konstrukte (PHO8-URA3-pRS313, CPY-
URA3-pRS313 und pRS313) in den zu untersuchenden Hefestamm mittels Lithium-Acetat-
Transformation eingeschleust und auf d/o His—Selektionsmedium ausplattiert und 3 Tage
inkubiert (siehe Punkt [2.8.9)). AnschlieBend wurden die Transformanten zu einem Wachs-
tumstest eingesetzt, wobei die Verdinnungen einmal zur Wachstumskontrolle auf d/o His-
Medium inklusive Uracil und einmal fiir den tatséchlichen Importtest auf d/o His Ura-Platten
getropft und fiir drei Tage inkubiert wurden. Es wurden Verdiinnungen von 10 bis 10* Zellen

verwendet.

Wildtyp Mutante
Uracil-auxotroph Uracil-prototroph

cotranslational posttranslational cotranslational posttranslational

AV

/
N b
Urasp- ]
ER-Lumen ER-Lumen
Cytoplasma Cytoplasma

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des in vivo Protein-Import-Assays

Links ist ein Wildtyp dargestellt, dessen Import sowohl cotranslational (PHO8-URA3) als auch post-
translational (CPY-URA3) funktioniert. Dadurch wird das URA3-Gen in das ER-Lumen transpor-
tiert und damit inaktiv. Dieser Wildtyp ist somit auxotroph fiir Uracil. Rechts ist eine Mutante mit
Protein-Import-Defekt dargestellt. Das URA3-Reportergen verbleibt im Cytoplasma und kann zum
Wachstum auf Selektionsmedium ohne Uracil genutzt werden. Diese Mutante ist Uracil-prototroph.
Die schematischen griinen und blauen Transportkanale sollen die unterschiedlichen Importwege ver-
deutlichen (verandert nach |Ng et al., |1996).

2.10.3 Kreuzung zweier haploider Stamme

Bei der Kreuzung eines frisch ausgestrichenen Hefestammes mit ,, mating type” a und eines
Stammes mit ,mating type” o werden auf einer YPD-Platte Proben von beiden Stammen

auf einem Bereich von etwa 1 cm? mit einem sterilen Zahnstocher vermischt. Die Platte
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wurde im Folgenden fiir 3-5 h bei 30 °C inkubiert. Mit einer sterilen Impfose wurde nach
der angemessenen Zeitdauer vorsichtig eine Probe entnommen und in 100 pl sterilem Wasser
resuspendiert. Davon wurden 30 pl auf den Randbereich einer vorgewarmten YPD-Platte in
einer etwa 3 cm geraden Linie getropft. Mittels eines Mikromanipulators wurden mindestens
20 Zygoten mit charakteristischer Hantelform aus dem Zellgemisch isoliert und 2-3 Tage bei
30 °C im inkubiert.

2.10.4 Sporulation und Dissektion eines diploiden Stammes

Bei der Sporulation handelt es sich um einen Uberlebensmechanismus der Hefezellen, da
Hefe bei Nahrstoffmangel, z.B. Mangel einer Kohlenstoffquelle, Sporen bilden, die in ihrer
Replikation arretiert und durch eine dicke Zellwand von Umwelteinfliissen geschiitzt sind.
Wird also Glukose als Kohlenstoffquelle entzogen und anstatt dessen das nicht-fermentierbare
Kaliumacetat zur Verfigung gestellt, geht die Diploide in die Meiose und bildet Tetraden,
die durch einen Ascus geschiitzt sind (siehe Abb. [2.4)). Diesen Ascus kann man mittels B-
Glucoronidase verdauen und hat dadurch Zugang zu den vier Sporen, die man anschlieBend

vereinzeln kann.

Abbildung 2.4: Eine Tetrade aus der Kreuzung der Stamme KRY875 und dem Aijrel-Stamm
KRY160

Diese Aufnahme wurde drei Tage nach Umsetzung in Sporulationsmedium der Diploiden aus der
Kreuzung des Stammes KRY875 und dem Aijrel-Stamm KRY160 mit einem Durchlichtmikroskop
bei 40facher VergroBerung aufgenommen. Der MaBstab ist im Bild angegeben.

Dazu wurde eine Vorkultur 10 ml YPD mit dem gewiinschten diploiden Stamm uber
Nacht bei 30 °C und 220 rpm inkubiert. Davon wurde 1 ml entnommen und die Probe 5
min bei 3000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 5 ml sterilem Wasser gewaschen um

moglichst viel Glukose zu entfernen und die Sporulation effizienter zu machen. Die Zentri-
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fugation erfolgte bei 3000 x g fiir 5 min. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in
1 ml Sporulationsmedium inklusive notwendiger Aminosauren resuspendiert und den Ansatz
anschlieBend 2-3 Tage bei 220 rpm und 30 °C inkubiert. Sobald die Probe unter dem Licht-
mikroskop eine ausreichende Anzahl Tetraden zeigte, wurden 17 pl des Ansatzes entnommen
und etwa 3 pl B-Glucoronidase zugegeben. Die Menge konnte abhingig vom Stamm vari-
ieren. Dieser Ansatz wurde bei 37 °C etwa 20 bis 30 min inkubiert und anschlieBend mit
100 pl eiskaltem sterilem Wasser abgestoppt, das vorsichtig am Rand des ReaktionsgefaBes
entlang pipettiert wurde, um die nun instabilen Tetraden nicht zu zerstéren. Der Verdau war
erfolgreich, wenn die Tetraden sich ohne groBe Anstrengung vereinzeln lieBen, aber nicht zu
leicht auseinander brachen.

Zur Dissektion wurden 30 pl des Verdaus gerade auf eine etwa 3 cm lange Linie am
Rand einer YPD-Platte getropft. Mittels eines Mikromanipulators wurden nun jeweils etwa
10 Tetraden vereinzelt und anschlieBend fiir 2-3 Tage im Inkubator bei 30 °C inkubiert. Die
Tetraden wurden durch Replikation auf geeignetem Selektionsmedium auf Vorhandensein der

gesuchten Markergene getestet.

2.10.5 Colony Blot

Diese Methode beruht auf der Publikation von [Knop et al., 1996, die damals verwendet
wurde, um Mutanten zu isolieren, die eine Stérung beim ERAD aufwiesen (Knop et al.,
1996)). Als Indikator dafiir diente das ERAD-Modellsubstrat CPY*, das bei einem ERAD-
Defekt stabilisiert wird. Diese Mutante tragt eine Punktmutation in einem hochkonservierten
Bereich an Stelle 255 von Glycin zu Arginin, welche zu einer Fehlfaltung fiihrt.

Bei dem Colony Blot wurden die zu untersuchenden Stamme auf Platten mit passendem
Medium ausgestrichen oder, wie in dem sec63-Screen, ein Transformationsansatz ausplat-
tiert. Diese Platten wurden fiir 2 bis 3 Tage bei 30 °C im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend
wurden Hefen mit einem Stempel, auf dem ein Samttuch befestigt wurde, auf eine Nitrocel-
lulosemembran iberfiihrt, die sich auf einer zweiten Platte befand. Diese Hefezellen waren
nun in ein bis zwei Tagen bei 30 °C auf dieser Nitrocellulosemembran angewachsen und wur-
den durch die Nahrstoffe aus dem Medium versorgt. Diese Membran wurde fiir eine Nacht
auf Sporulationsmedium (bertragen, wodurch die Expression der vakuolaren CPY gesteigert
wurde (Knop et al., 1996)). Durch die anschlieBende 10stiindige Inkubation der Membran auf
Sporulationsmedium mit 4 pg/ml Cycloheximid wurde die Translation gestoppt. Die Mem-
bran wurde nun mit der Oberflache nach unten auf Filterpapiere aufgelegt, die mit 3 ml
Lysepuffer getrankt waren. Die Lyse der Hefen erfolgte fiir 1 h bei RT. Die Hefezellen wur-

den anschlieBend vorsichtig mit destilliertem Wasser abgespiilt und die Membran mit Blotto
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fur 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C geblockt. Die folgende Detektion von CPY* geschah
nach dem unter Punkt [2.9.4] beschriebenen Prinzip der Immunfarbung und Detektion mittels
Rontgenfilme und ECL. Durch die unterschiedliche Intensitat der Schwarzfarbung der einzel-
nen Kolonien konnte auf eine hohere Konzentration und dadurch Stabilisierung von CPY*

geschlossen werden.

Lysepuffer

0,1% (w/v) SDS

02 M NaOH

0,5% (v/v) B-Mercaptoethanol

2.10.6 UPRE-lacZ-Assay

Die Aktivierung der UPR wurde mittels eines Reporter-Konstrukts (Plasmid pJC31) getestet,
bei dem ein UPR-Element (UPRE) vor einen funktionsuntiichtigen CYC1-Promoter und ein
LacZ-Reportergen geschaltet ist (Cox et al., [1993)). Als Kontrolle wurde das Plasmid pJC30
verwendet, bei dem das UPRE fehlt (Cox et al., 1993). Das Expressionsprodukt des LacZ-
Gens, die B-Galaktosidase, kann das farblose Substrat ortho-Nitrophenyl-B-D-Galaktosid (ON-
PG) in Galaktose und in ortho-Nitrophenol spalten, das eine gelbe Farbe hat, welche im
Photometer bei 420 nm gemessen werden kann (Cox et al., [1993).

Der zu untersuchende Hefestamm wurde mit beiden Plasmiden transformiert und in einer
20 ml Ubernachtkultur bei 30 °C und 220 rpm bis zu einer ODggg=0,5 inkubiert. Von der
Kultur wurde ODggg=1 entnommen und bei 3000 x g 4 °C fir 5 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml Z-Puffer resuspendiert. Es wurden 100
pl Chloroform und 50 pl 0,1% SDS zugefigt und fir 10 sec gevortext. Die Proben wurden
anschlieBend fiir 5 min bei 28 °C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zufiigen
von 200 pyl ONPG und Vortexen gestartet. Die Inkubation bei 28 °C wurde fiir etwa 20 min
fortgesetzt, bis die Probe eine hellgelbe Farbe angenommen hatte. Die Reaktion wurde durch
Zufiigen von 500 pl 1 M NayCO3 und Vortexen gestoppt, was den pH-Wert ins Basische
verschiebt. Dadurch wird die B-Galaktosidase, die ein pH-Optimum bei etwa 6 hat, inaktiv.
Der Zelldebris wurde durch Zentrifugation bei 10000 x g fiir 10 min 4 °C sedimentiert und der
Uberstand in ein neues GefaB iiberfithrt. Die OD4o des Uberstandes wurde in Glaskiivetten
bestimmt. Fiir eine Positivkontrolle wurde der Ubernachtkultur 2 pg/mL Tunicamycin fir 1
h vor Praparation der Zellen zugegeben. Die B-Galaktosidase-Aktivitat wurde in Miller-units

angegeben und nach folgender Formel berechnet (Guarente, 1983; Miller, 1972):
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Miller units = ODegoo X

ODa2o

Volumen x Zeit

x 1000

OD420: Optische Dichte des Produktes o-Nitrophenol
ODggo: Optische Dichte der Kultur zum Zeitpunkt des Assays

Volumen: Menge von verwendetem Volumen der Kultur in ml

Zeit: in min

Z-Puffer
60 mM
40 mM
10 mM
1 mM
0,27%

NayHPO,4
NaH,>POy4

KCl

MgSOy4
B-Mercaptoethanol

ONPG-Stocklosung

4 mg/ml

in Z-Puffer

ONPG
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3 Ergebnisse

Das Ziel meiner Arbeit war es, die Rolle von Sec63p wahrend des ERAD zu klaren. Dazu sollte
ein Screen etabliert werden, um Mutanten zu finden, die CPY* akkumulieren, was ein Anzei-
chen fiir einen moglichen ERAD-Defekt sein kann (Knop et al., [1996). Die sec63-Stamme,
die wahrend dieses Screens eine CPY*-Akkumulation aufwiesen, habe ich anschlieBend iso-
liert, sequenziert und hinsichtlich ihrer Sensitivitat fiir verschiedene Temperaturen und Stress
charakterisiert. Es folgte eine Untersuchung beziiglich moglicher Proteinimport-Defekte und
ihres generellen UPR-Statuses. Besonderes Augenmerk habe ich dabei auf die Degradati-

on verschiedener l6slicher und transmembraner Substrate in diesen neuen sec63-Stammen

gelegt.

3.1 Etablierung des sec63-Mutanten-Screens

3.1.1 Deletion von SEC63

Fiir den Screen musste zunachst ein Stamm konstruiert werden, in dem SEC63 auf einem
URA3-Plasmid codiert ist, um dieses durch ein LEU2-Plasmid zu ersetzen in das mittels
error-prone-PCR verschiedene Punktmutationen in das SEC63-Gen eingefiigt wurden (siehe
Punkt und Punkt 2.8.7). Dafiir musste das genomische SEC63 in einem diploiden
Stamm deletiert werden, der zuvor mit einem SEC63-URA3-Plasmid transformiert worden
war (siehe Punkt[2.8.5)). Dieser diploide Stamm wurde durch Kreuzung der Stamme W303-1C
und W303-1A erzeugt (siehe Punkt [2.10.3). Nur der W303-1C-Stamm tragt zusatzlich das
prcl-1-Allel, das fir CPY* codiert und als Substrat und Indikator fiir Degradationsdefekte
dienen sollte (Finger et al., |1993)). Der erzeugte diploide Stamm tragt eine Kopie des prcI-
1-Allels, sowie zwei genomisch codierte wildtypische SEC63-Gene, wovon wiederum eines
deletiert werden sollte, und eine zusatzliche Kopie von SEC63 auf einem URA3-Plasmid. Die
Deletion einer Kopie des genomischen SEC63 wurde mit der Deletionskassette von Plasmid
pYM-natNT2 wie unter Punkt beschrieben, durchgefithrt (Janke et al., |2004). Das
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natNT2-Gen, das durch homologe Rekombination an die Stelle des wtSEC63-Gens eingefligt
wurde, vermittelt die Resistenz gegen das Antibiotikum Nourseothricin (Janke et al., 2004).

Der diploide Stamm wurde anschlieBend zur Sporulation eingesetzt und die erhaltenen
Tetraden vereinzelt (siehe Punkt [2.10.4). In Abb. [3.1] sind beispielhaft zwei Reihen (C und
D) von haploiden Stammen gezeigt, die jeweils aus derselben Tetrade stammten. Nach Ver-
einzelung der Tetraden, wurden die Sporen zunachst auf YPD-Medium inkubiert und, um
den Genotyp dieser Stdmme zu charakterisieren, anschlieBend auf weitere Selektionsmedien
iberfiihrt. Einmal sollte auf Vorhandensein des wtSEC63-URA3-Plasmids selektioniert wer-
den und zusatzlich noch auf die Anwesenheit des Resistenzgens, was wiederum auf Deletion
des genomischen wtSEC63-Gens schlieBen lasst. Durch Wachstum bzw. Nicht-Wachstum der

verschiedenen Stamme konnte auf folgende Genotypen geschlossen werden:

C3/D4: Asec63 > kein Wachstum

C4/D6: wtSEC63 > Wachstum auf YPD

C5/D5: wtSEC63, SEC63-URA3-Plasmid > Wachstum auf d/o Ura

C6/D3: Asec63, SEC63-URA3-Plasmid > Wachstum auf d/o Ura mit Nourseothricin

Zur weiteren Kontrolle der korrekten Vereinzelung der Tetraden und der Insertion des
Resistenzgens wurde die genomische DNA der Stamme isoliert und zur PCR eingesetzt (siehe
Punkt [2.8.1und Punkt[2.8.6)). Die ungefahre Positionen der verwendeten Primer sind in Abb.
C gezeigt. Fir beide PCRs wurde ein forward Primer verwendet, der in der 5'UTR des
SEC63-Gens bindet. Die reverse Primer sind komplementar zu dem SEC63-Gen bzw. zu dem
natNT2-Gen. Die PCR-Produkte wurden mit einem Agarose-Gel analysiert (Abb. B). Die
PCR-Ergebnisse bestatigten sowohl die Genotypen als auch die Haploidie. Leider trugen beide
isolierte Stamme das wildtypische PRCI-Allel. Das prcI-1-Allel wurde durch Kreuzen von C6
mit dem Schwesterstamm D5 eingefiigt. Dadurch wurde der Stamm KRY875 erzeugt, der als

Ausgangsstamm in dem error-prone-Screen zur Isolation neuer sec63-Mutanten diente (siehe

Punkt [2.8.19)).
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+ Nourseothricin
- Uracil

B positiv negativ mating

C4 C5 C6 D3 D4 D6 C4 C5 C6 D3 D4 D6 C4 C5 C6 D3 D4 D6

2500 bp
2000 bp — SEC63
1500 bp — natNT2
1000 bp
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500 bp — a
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— =
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Abbildung 3.1: Identifikation des Asec63-Stammes mit SEC63-URA3-pRS316

A: Reihe C und D zeigen jeweils drei haploide Stamme, die aus der Vereinzelung aus je einer
Tetrade stammen. Diese haploiden Stamme sind auf YPD vereinzelt und auf d/o Ura-Medium
und d/o Ura-Medium mit 100 pg/ml Nourseothricin gestempelt. B: Die genomische DNA der
einzelnen Stamme wurde zur PCR eingesetzt und auf Deletion von SEC63 bzw. Vorhandensein des
Resistenzgens natNT2 sowie auf Haploidie getestet. Die PCR-Produkte wurden mittels 1%igem
Agarosegel analysiert. GroBen der PCR-Produkte: Positiv-Kontrolle: 1294 bp, Negativkontrolle:
1701 bp, ,mating type" a: 404 bp, ,mating type” a: 544 bp; als Marker wurde der Gene Ruler 1
kb von Fermentas verwendet. C: Die Bindungsbereiche der Primer fiir die positive und negative
Kontroll-PCRs sind angegeben. Beide Male wurde der gleiche forward Primer verwendet, der in
der 5'UTR-Region von SEC63 bindet und verschiedene reverse Primer: Je einer komplementar zum
wtSEC63-Gen und zum natNT2-Gen.
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3.1.2 Proteinaufreinigung von CPY zur Antikorperherstellung

Fir die geplanten Experimente wurde ein Antikorper zur Erkennung von CPY bendétigt. Zur
Aufreinigung von CPY als Antigen wurde ein Protokoll von Colin Stirling verwendet (siehe
Punkt . Dabei wurde ein 370 AS groBes, His-getaggtes Fragment von CPY genutzt
(AS 155-525; 43 kDa). Die genaue Prozedur der Aufreinigung ist unter Punkt be-
schrieben. Auf dem in Abb. dargestellten Proteingel wird gezeigt, dass der groBte Anteil
des CPY-Proteins aus dem Pellet durch Inkubation mit dem Bindepuffer aus der Zellmasse
herausgelost werden konnte. Die gesammelten Fraktionen wurden mittels Ultrafiltrationsrohr-
chen gegen PBS umgepuffert und von Urea weitgehend gereinigt bis zu einer Konzentration
unter 0,5 M. Es konnte eine Proteinkonzentration des CPY-Fragments von 1,2 mg/ml mit-
tels Mikroplatten-,Reader” ermittelt werden (siehe Punkt . Die Antikorperherstellung
wurde von der Gruppe von Martin Jung (Medizinische Biochemie und Molekularbiologie,

Homburg) durchgefiihrt.
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Abbildung 3.2: Aufreinigung des CPY-Fragments mit His-Tag

Dieses 10%ige Polyacrylamid-Gel zeigt verschiedene Proben die wahrend der Aufreinigung des His-
getaggten CPY-Fragments aus einer 500 ml-Hefekultur analysiert wurden. Darunter ist je eine
Probe des Uberstandes nach Aufschluss der Zellen, des Pellets nach Aufnahme in Bindepuffer und
des Uberstandes nach Aufnahme in Bindepuffer, der als Auftrag diente. AuBerdem sind Proben
der Fraktionen 2-5 des Eluats aufgetragen. Das Protein hat ein Molekulargewicht von 43 kDa. Als
Marker wurde PageRuler Prestained Marker von Fermentas verwendet.
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3.1.3 Proteinaufreinigung des ppaF zur Antikorperherstellung

Der ppaF wurde ebenfalls aufgereinigt, um als Antigen zur Antikorperherstellung zu dienen.
Dazu wurde ein Protokoll (Bush et al., [1991)) verwendet, dessen wesentliche Punkte nochmal
unter Punkt[2.9.9)angegeben sind. Abb. [3.3|zeigt ein Gel, auf dem Proben einer Aufreinigung
aus einer 750 ml Bakterienkultur aufgetragen wurden. Zur Kontrolle wurde eine Probe des
Pellets, des Auftrags und des Vorlaufs mitgefiihrt, sowie die Fraktionen 1 und 2 des Eluats
(siehe Abb.[3.3). Die Konzentration des Proteins ist in den Kontrollen recht niedrig und schwer
zu detektieren. Nach Elution konnte jedoch auf dem Gel in Hohe von 18 kDa aufgereinigtes
Protein nachgewiesen werden (siehe Abb. . Nach Ermittlung des Proteingehalts durch
den Mikroplatten-,Reader” konnte eine Konzentration des aufgereinigten Proteins von 700
ng/ml bestimmt werden (siehe Punkt [2.9.6]). Dieses Protein ist nicht éslich bei einer Urea-
Konzentration unter 4 M, weshalb diese Probe von dem Guanidin-HCI und Imidazol durch
Dialyse in einen Puffer mit 8 M Urea und 50 mM NaH;PQOg4, pH 7,5 umgepuffert wurde.
Die Antikorperproduktion wurde von der Firma Davids Biotechnologie GmbH, Regensburg

durchgefiihrt.
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Abbildung 3.3: Aufreinigung des ppoF

750 ml Bakterienkultur wurden angeimpft, induziert und aufgeschlossen. Eine Probe des Pellets
nach der Lyse ist zum Vergleich auf dem dargestellten 12,5%igen Gel aufgetragen, sowie eine Probe
des Auftrags und eine Probe des Vorlaufs, was die Fliissigkeit darstellt, die vor den Fraktionen
aufgefangen wird. Proben der Fraktionen 1 und 2 des Eluats sind gezeigt. Der ppaF hat ein
Molekulargewicht von 18 kDa. Als Marker wurde PageRuler Prestained Marker von Fermentas
verwendet.
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3.1.4 Deletion von DER1 in W303-1C

Zur Isolierung der neuen sec63-Mutanten sollte eine Methode verwendet werden, die erstmals
in Knop et al., 1996, vorgestellt wurde (Knop et al., 1996). In dieser Publikation wurde DERI
identifiziert und die Beteiligung von DERI bei der Degradation von CPY* nachgewiesen. Zur
Etablierung des unter Punkt[2.10.5beschriebenen Colony Blots sollte der in[Knop et al., (1996,
vorgestellte derl-Deletionsstamm als Positivkontrolle dienen (Knop et al., |1996). Die Dele-
tion von DERI wurde in W303-1C vorgenommen mit der unter Punkt beschriebenen
Methode. Ebenso wie bei der Deletion von SEC63 wurde auch hier das Resistenzgen natNT2
durch homologe Rekombination eingefiigt (siehe Punkt [2.8.19).

A DER1 Aderl
0o 1 3 0 1 3

CPY* — = -
B
100
C
g
o 80
;i \\
§ 60 \ \ +DER1
(]
2 140 #delta derl
: 0\
2 20 \\—/j:
=
0
0 1 2 3
h

Abbildung 3.4: CPY*-Degradation in W303-1C und Ader1-W303-1C

A: W303-1C und Ader1-W303-1C (KRY880) wurden im Pulse-Chase auf CPY*-Degradation ge-
testet. Die Zellen wurden zu ODggp=1,5 in 250 pl verdiinnt, fiir 20 min bei 30 °C unter Schiitteln
gehungert und fir 2 min gelabelt. Der anschlieBende Chase wurde bei den angegebenen Zeiten
mit Tris-Azid gestoppt und die gefillten Uberstande auf ein 10%iges Gel aufgetragen und mittels
Autoradiographie analysiert. B: Graphische Darstellung der Degradation von CPY*.

Wie in Abb. dargestellt ist, wurde in dem anschlieBenden Pulse-Chase-Experiment eine
deutliche Stabilisierung des genomisch codierten CPY* beobachtet. Dies konnte ebenfalls
per Colony Blot verifiziert werden (siehe Abb. . Die Stabilisierung des Substrats fallt
jedoch nicht ganz so stark aus, wie bei [Knop et al., 1996 (Knop et al., [1996)). In deren
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Abbildungen ist nach drei Stunden Chase-Zeit noch deutlich mehr CPY* zu erkennen, was
aber durch die unterschiedlich gewahlten Parameter des Experiments erklart werden kénnte.
Der Aderl-Stamm wurde im Weiteren KRY880 genannt und zur Positivkontrolle im Colony

Blot verwendet.

3.1.5 ldentifizierung von neuen sec63-Mutanten

Zur |dentifizierung neuer sec63-Mutanten mit ERAD-Defekten habe ich 4000 Mutanten mit-
tels des unter Punkt [2.8.19 beschriebenen Screens getestet. Es wurde ein Stamm konstruiert
dessen genomische Kopie des SEC63-Gens deletiert ist und dessen SEC63-Gen auf einem
URA3-Plasmid codiert ist. Zusatzlich tragt dieser Stamm (KRY875) ein prcl-1-Allel, das fir
das ERAD-Substrat CPY* codiert. Der Stamm wurde mit einer Vielzahl von sec63-LEU2-
Plasmiden transformiert, in die durch error-prone-PCR zufallige Punktmutationen eingefiigt
wurden. Durch Uberstempelung auf eine Selektionsplatte mit FOA wurde auf sec63-LEU2-
Plasmide selektioniert.

Weitere 3000 Kolonien wurden untersucht, die mittels EMS mutagenisiert wurden (siehe
Punkt [2.8.18)). Diese Kolonien wurden auf YPD angezogen und, wie unter Punkt be-
schrieben, auf Nitrocellulosemembran iibertragen. Die Proteinbiosynthese wurde 10 h lang
gestoppt, die Zellen lysiert und mittels Immunfarbung gegen CPY* ausgewertet. Da bei
der EMS-Mutagenese Mutationen im gesamten Genom eingefiigt werden, wurden anschlie-
Bend die auffalligen Kolonien mit einem wtSEC63-URA3-Plasmid transformiert. Erschienen
Stamme nach Transformation hell auf dem Roéntgenfilm, wurde auf die Kompensation der
Degradationsstérung durch Sec63p geschlossen.

Aus den beiden Screens wurden insgesamt sechs Mutanten ausgewahlt (sec63-401 bis
sec63-406). Sie stammen samtlich aus dem Screen mittels error-prone-PCR und zeigen eins
bis fiinf Punktmutationen verteilt ber verschiedene Bereiche des Gens (sieche Abb. [3.5)).
Die Stamme sec63-401 und sec63-402 tragen je eine Mutation in der DnaJ-Domane, wobei
beide nicht im HPD-Motiv lokalisiert sind, das eine essentielle Bedeutung bei der Kar2p-
Interaktion hat (siehe Abb. ; Greene et al/ 1998). Eine einzelne Mutation in der Brl-
Domane wurde in sec63-403 gefunden. Die Mutanten sec63-404 und sec63-406 haben beide
zahlreiche Mutationen im C-terminalen Ende der Brl-Doméane und auch in der sauren Domane
(siehe Abb. [3.5). AuBerdem haben beide Stamme je eine Mutation im Interaktionsbereich mit
Sec62p (siehe Abb. [3.5). Die Stamme sec63-405 und auch sec63-406 weisen eine Mutation
in der ersten Transmembrandomane auf, was potentielle Strukturdefekte verursachen kann
(siehe Abb.[3.5]). Neben dieser Mutation tragt sec63-405 ebenfalls eine Mutation in der Brl-
Domane (sieche Abb. [3.5]). In Abb. sind zusatzlich die Interaktionsbereiche von Sec63p
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sec63-406: F17L, S483F, M607V, E643G, E653G*

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der Punktmutationen in den neuen sec63-
Mutanten

Jeweils zwei Mutanten sind in einem Schema dargestellt. Zur Unterscheidung dient die jeweils blaue
bzw. rote Farbe. Zur besseren Darstellung der Lokalisation sind die drei Transmembrandomanen
(TM), die DnaJ-Domane, die Brl-Doméane und die saure Domane eingezeichnet. Die Punktmuta-
tionen, die mit einem * markiert sind, liegen im Interaktionsbereich mit Sec62p. Zusatzlich sind
Interaktionsbereiche von Sec63p mit Kar2p, Sec61-Komplex und Sec62p in griin am oberen Bildrand
angezeigt.

mit Kar2p, dem Sec61-Komplex und Sec62p angegeben, was eine Ubersicht geben soll auf
mogliche Interaktionsstérungen mit den angegebenen Proteinen.

Wie in Abb. @dargestellt, zeigte vor allem sec63-402, neben der Positivkontrolle KRY880,
eine starke CPY*-Akkumulation, was auf eine Stérung des ERAD dieses Substrates schlieBen
lasst (Knop et al.,|1996). Die Mutante sec63-402 hat einen Austausch von Aspartat zu Valin
an Position 140, was in der DnaJ-Domane liegt (siehe Abb. . Die zweite Mutante, die in
diesem Bereich eine Mutation hat, sec63-401, zeigt hingegen nur eine leichte Stabilisierung
des Substrats, wie auch alle anderen fiinf Mutanten (siehe Abb. [3.6).
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Abbildung 3.6: CPY*-Akkumulation in den neuen sec63-Mutanten

Die isolierten sec63-Mutanten wurden mittels Colony Blot auf CPY*-Akkumulation getestet. Dafiir
wurden die Stamme auf einer Nitrocellulosemembran auf der Oberflache einer YPD-Platte inkubiert.
Die Membran wurde anschlieBend iiber Nacht auf Sporulationsmedium {ibertragen und darauffol-
gend auf Sporulationsmedium mit 4 pg/ml Cycloheximid fir 10 h inkubiert. Die Zellen wurden
lysiert und mittels Antikorper gegen CPY* angefarbt. Als Kontrollen wurden der Aderl-Stamm
KRY880 und der wt-Stamm KRY875 verwendet.

3.2 Charakterisierung der neuen sec63-Mutanten

3.2.1 Wachstum und Protein-Import der sec63-Mutanten
3.2.1.1 Temperatur- und Stresssensitivitiat der neuen sec63-Mutanten

Eine Sensitvitat fiur erhohte und erniedrigte Temperaturen wurde oft bei Protein-Import-
defekten Mutanten des Transportkomplexes nachgewiesen (Pilon et al., 1998; [Rothblatt
et al., 11989). Stresssensitivitat, zum Beispiel gegeniiber Tunikamycin, einem Inhibitor der N-
Glykosylierung, deutet wahrenddessen meist auf einen ERAD-Defekt hin (Lipson et al., 2008;
Tran et al., [2011)). Deshalb wurden die isolierten sec63-Mutanten auf ihre Temperatur- und
Stresssensibilitt getestet (sieche Abb. [3.7]). Dazu wurden sie auf YPD-Platten mit bzw. ohne
Tunicamycin bei 20 °C, 30 °C, 35 °C und 37 °C inkubiert (sieche Abb. . Zum Vergleich
wurden auBerdem der Wildtypstamm KRY875 und die beiden Mutanten sec63-1 und sec63-
201 mitgefihrt. Die Mutante sec63-1 tragt die Mutation A179T in der DnaJ- Domane, die

die Interaktion mit Kar2p inhibiert, wodurch ein posttranslationaler Importdefekt verursacht
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wird, sowie ein ERAD-Defekt (Rothblatt et al., [1989)). Bei sec63-201 sind die letzten 27 Ami-
nosauren im C-Terminus trunkiert, wodurch die Interaktion mit Sec62p gestort ist (Ng et al.,
1996)). AuBerdem hat sec63-201 einen Import-Defekt und einen Defekt bei der Karyogamie

(Ng et al.| 1996)).

+Tm
wt [ wt
sec63-1 [ M sec63-1
sec63-201 sec63-201
sec63-401 sec63-401
sec63-402 K 20°C Sec63-402 35°C
sec63-403 [ sec63-403
sec63-404 sec63-404
sec63-405 [ M sec63-405
sec63-406 [ sec63-406
wt K wt
sec63-1 sec63-1
sec63-201 sec63-201
sec63-401 = sec63-401
sec63-402 30°C sec63-402 S 37°C
sec63-403 [ sec63-403
sec63-404 sec63-404
sec63-405 (& sec63-405
sec63-406 g+ sec63-406

Abbildung 3.7: Wachstumstest der neuen sec63-Mutanten auf festem Medium

Die sechs neuen sec63-Mutanten sowie der wildtypische KRY875 wurden in den Zellkonzentrationen
10* bis 10! auf YPD-Platten aufgetropft. Zum Vergleich wurden die Mutanten sec63-1 und sec63-
201 mitgefithrt. Um die Stresssensibilitat zu testen wurde eine Testreihe mit YPD inklusive 0,25
pg/ml Tunicamycin verwendet. Die Platten wurden fiir 3 Tage bei den angegebenen Temperaturen
inkubiert.

Die beiden Kontroll-Mutanten sec63-1 und sec63-201 zeigten sogar bei 30 °C ein lang-
sameres Wachstum im Vergleich mit den neuen sec63-Mutanten, wie man anhand der Ko-
loniegroBe erkennen kann (sieche Abb. [3.7)). Beide zeigten auch Temperatursensitivitit bei
hoheren Temperaturen und sec63-201 im Besonderen auch bei 20 °C (siehe Abb. [3.7). Von

den neuen Mutanten ist bei sec63-402 Temperatursensitivitat bei 20 °C und in schwacherem

Seite 69



Kapitel 3. Ergebnisse

MaBe auch bei 35 °C und 37 °C zu sehen (siehe Abb. [3.7). Die Mutanten sec63-403 und
sec63-405 zeigten keine Stress- oder Temperatursensitivitat. Eine deutliche Sensitivitat bei
hoheren Temperaturen zeitgen ebenfalls die Mutanten sec63-404 und in nicht ganz so deut-
lichem MaBe sec63-406 (siehe Abb.[3.7). Diese Mutanten tragen beide Punktmutationen im
C-terminalen Bereich der Brl-Domine und der sauren Doméne (siehe Abb. [3.5)). Sie wiesen
bei 30 °C jedoch keine Sensitivitat fiir Tunicamycin auf (siehe Abb. . Auffallig ist die
Tunicamycinsensitivitat von sec63-402 bereits bei 30 °C (siehe Abb. [3.7). Diese wird bei hé-
heren Temperaturen noch prominenter, was ebenfalls dafiir spricht, dass ERAD in sec63-402

gestort ist.

3.2.1.2 Temperatur-und Stresssensitivitat in Mutanten mit vereinzelten Domanen

Die beobachteten Wachstumsdefekte bei erhéhten Temperaturen und bei Tunicamycin-Zugabe
habe ich im Folgenden genauer untersucht. Die Punktmutationen sind bei sec63-404 und
sec63-406 in der Brl- und der sauren Domane lokalisiert. Bei sec63-406 gibt es noch zusatz-
lich eine Mutation in der ersten Transmembrandomane (siehe Abb. [3.5)). Diese Mutanten
wurden nun gemaB der Verteilung ihrer Mutationen nach Transmembrandomanen inklusi-
ve DnaJ-Domane, Brl-Domane und saurer Domane umkloniert, um die Effekte bestimmten

Mutationen genauer zuordnen zu konnen.

Transmembran Brl saure D.

Abbildung 3.8: Vereinzelte sec63-406-Domanen auf FOA-Medium

KRY875 wurde mit je einem Domanen-Konstrukt der Mutante sec63-406 (Transmembrandoménen,
Brl-Domane oder saure Domaéne) transformiert und auf d/o Leu-Medium 3 Tage lang bei 30 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde je eine Kolonie auf d/o Leu-Medium mit 0,1% FOA ausgestrichen
und ebenfalls 3 Tage bei 30 °C inkubiert.

Die Brl- und die saure Domane wurden an Stelle 1845/1841 bp tber die Pstl-Schnittstelle
voneinander getrennt. Dieses Enzym schnitt zusatzlich im pRS315-Vektor, so dass die Trans-

membran- und Brl-Domane von dem Vektor inklusive saurer Domane getrennt wurden. Um
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die Transmembrandomanen von dem C-terminalen Rest zu trennen, wurde in dem sec63-ORF
mit Spel an Stelle 400/404 bp und in dem Vektor mit Hindlll geschnitten. Die Doméanen
wurden tber Ligation mit einem gleichermaBen geschnittenen wtSEC63-pRS315-Vektor kom-
biniert. Bei der Mutante sec63-406 wurde zusatzlich noch die Mutation in der ersten Trans-
membrandomane von den anderen Domanen getrennt. Dieses Konstrukt war jedoch nach
FOA-Selektion nicht lebensfahig (siehe Abb. . Moglicherweise kam es durch Anwesenheit

der Mutationen in Brl- und saurer Domane zu Stabilisierungen dieser Mutation.

Brl + saure D. &8

Brl

sec63-404

saure D.
Brl + saure D. 28

Brl

sec63-406

saure D.

~'" s 4 -

Brl + saure D.

Brl

sec63-404

saure D.
35°C
Brl + saure D.

Brl

sec63-406

saure D.

Brl + saure D.

Brl

sec63-404

saure D.
37°C
Brl + saure D.

Brl

sec63-406

saure D.

Abbildung 3.9: Wachstumstest auf festem Medium mit sec63-404 und sec63-406 mit ver-
einzelter Brl- und saurer Domane

Die Mutanten sec63-404 und sec63-406 mit Mutationen in allen Bereichen und die Vereinzelungen
nach Mutationen in der Brl oder sauren Domine wurden mit 10* bis 10! Zellen auf YPD-Platten
mit und ohne 0,25 pg/ml Tunicamycin aufgetropft. Die Platten wurden bei den angegebenen
Temperaturen 3 Tage lang inkubiert.
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Die vereinzelten Doméanen von sec63-404 zeigten gleichermaBen Temperatursensitivitat
ab 35 °C (siehe Abb. [3.9). Offenbar trugen sowohl die Mutationen in der Brl- als auch in
der sauren Domane zu dem Wachstumsdefekt bei erhéhten Temperaturen in sec63-404 bei.
In sec63-406 war eindeutig eine starkere Temperatursensitivitdt durch die Mutationen in
der sauren Domaéne zu erkennen (siehe Abb. . Bei dem sec63-406-Stamm, der nur die
Mutationen in der Brl-Domane tragt, war keine Temperatursensitivitait mehr nachzuweisen
(siehe Abb. [3.9).

Bei der Mutante sec63-405 wurden die beiden Mutationen in der ersten Transmembran-
domane und in der Brl-Domane auf dem oben beschriebenen Weg voneinander getrennt.
Die Mutante sec63-405 zeigte schon vorab keine Temperatursensitivitdt (siehe Abb. [3.7)).
Dieses Verhalten wurde in den beiden Mutanten mit den vereinzelten Doméanen ebenfalls be-
obachtet (siehe Abb. [3.10). Offensichtlich kompensierten die Mutationen keinen potentiellen
Woachstumsdefekt.

KRY875_wt

Transm. D. + Brl

sec63-405
=
Q
a
3
=
O

KRY875_wt

Transm. D. + Brl

Transm. D.

sec63-405

Brl

KRY875_wt
Transm. D. + Brl

Transm. D. 37°C

sec63-405

Brl

Abbildung 3.10: Wachstumstest auf festem Medium von sec63-405 und den Stammen mit
vereinzelten Domanen

Der wildtypische KRY875, wie auch die sec63-405-Mutante und deren vereinzelte Doméanen wurden
in den Verdiinnungen 10* bis 10! auf YPD-Platten mit und ohne 0,25 pg/ml Tunicamycin getropft
und bei den angegebenen Temperaturen 3 Tage lang inkubiert.
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3.2.2 Co- und posttranslationaler Import
3.2.2.1 In vitro Protein-Import-Assay mit den neuen sec63-Mutanten

Ich habe die Mutanten weiterhin mittels in vitro Protein-Import-Assay auf ihre co- und
posttranslationale Importkompetenz getestet, da Sec63p eine Rolle bei beiden Importwegen
spielt (Brodsky et al., |1995)).

-Uracil +Uracil

pRS313
W303-1c| CPY

PHO8

pRS313
sec63-401| CPY
PHO8
pRS313
sec63-402| CPY
PHOS8
pRS313 |
sec63-403| CPY
PHO8
pRS313
sec63-404| CPY
PHO8 |
pRS313
sec63-405] CPY
PHO8
pRS313
sec63-406| CPY
PHOS8

Abbildung 3.11: In vivo Protein-Import-Assay der neuen sec63-Mutanten

Die sec63-Mutanten und zur Kontrolle W303-1C wurden mit jeweils drei verschiedenen Plasmiden
transformiert. 1. Ein Reporterplasmid fiir cotranslationalen Import pRS313-PHO8-URA3, 2. Ein
Reporterplasmid fiir posttranslationalen Import pRS313-CPY-URA3 und 3. Zur Kontrolle der leere
pRS313-Vektor. Diese Stdmme wurden anschlieBend auf Selektionsmedium ohne Histidin oder ohne
Histidin und ohne Uracil in den Verdiinnungsstufen 10° bis 10! Zellen aufgetropft. Die Platten
wurden bei 30 °C fiir 3 Tage inkubiert.
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Dafiir wurde das URA3-Reportergen verwendet, vor das einmal die Signalsequenz des
cotranslational importierten Substrats Pho8p bzw. die Signalsequenz des posttranslational
transportierten CPY kloniert wurde (siehe Punkt , Ng et al., [2007, 1996). Wenn das
Ura3p in das ER importiert wird, wird es inaktiv und die Hefezellen sind fiir Uracil auxo-
troph (Ng et al., 1996). Liegt jedoch ein Importdefekt vor, sind die Hefen in der Lage auf
Selektionsmedium ohne Uracil zu wachsen (Ng et al., |1996).

Wie in Abb. dargestellt, liegt bei sec63-402 ein leichter posttranslationaler Import-
defekt vor und ein etwas starkerer bei sec63-403. In sec63-401 kann kein Importdefekt nach-
gewiesen werden (siehe Abb. [3.11]). Bei sec63-404, sec63-405 und sec63-406 liegen Defekte
in beiden Importwegen vor, wobei der posttranslationale Import besonders bei sec63-405
starker gestort ist als der cotranslationale Import (siehe Abb. .

3.2.2.2 In vivo Protein-lmport-Assay mit Mutanten mit vereinzelten Domanen

Die erzeugten sec63-Mutanten mit vereinzelten Doméanen habe ich mittels in vitro Protein-
Import-Assay auf Defekte im cotranslationalen oder posttranslationalen Import hin untersucht
(siehe Punkt [2.10.2). Wie unter Punkt [3.2.2) beschrieben, wurde dieser Assay bereits bei den
Vollmutanten verwendet. Bei mehreren Mutanten konnten Importdefekte in vivo nachgewie-
sen werden (siehe Abb. . Nun sollte weiterhin untersucht werden, welche Domanen in
welchem MaBe zu den beobachteten Defekten beitragen.

Bei der Mutante sec63-404 scheinen sowohl die Mutationen in der Brl-Domane als auch in
der sauren Domane zu den Importdefekten beizutragen, wenn man diesen Assay mit dem As-
say der Vollmutanten in Abb. vergleicht (siehe Abb. . Jedoch ist der Defekt bei der
Mutation in der sauren Domine noch schwerwiegender (siehe Abb. [3.12). Es wurde bereits
in Jermy et al.| 2006, publiziert, dass bei einer Deletion des Brl-Bereichs 550-611 ein Defekt
beider Importwege nach sich zieht (Jermy et al., 2006). Dies passt zu diesen Ergebnissen,
da sec63-404 zwei Mutationen in diesem Bereich hat (siche Abb. [3.5). Ungewdhnlicher-
weise zeigten sec63-404 saure Domane und besonders sec63-406 saure Domane ebenfalls
cotranslationale Importdefekte, wenn auch schwacher als die Defekte des posttranslationalen
Importweges (siehe Abb. . Denn Sec62p wurde bisher nur eine Rolle beim posttrans-
lationalen Import nachgewiesen (Wittke et al., 2000). Bei sec63-406 ist die saure Domane
allein verantwortlich fiir den Importdefekt (siehe Abb. . Es scheint aber, dass durch
Kombination mit den Mutationen in der Brl-Domane der cotranslationale Importdefekt noch
etwas verstarkt wird (siehe Abb. [3.12).

Im Gegensatz dazu ist in sec63-405 der posttranslationale wie auch der cotranslationale

Importdefekt auf die Mutation in der ersten Transmembrandoméne zuriickzufiihren (siehe
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Abb. [3.12)). Méglicherweise handelt es sich dabei um eine Mutation, die Auswirkung auf die
Konformation von Sec63p hat.

-Uracil +Uracil

PRS313

Brl| cpPY
PHO8

pRS313

sec63-404

saure D.| CPY
PHOS8

pRS313
Transm. D.| CPY
PHOS8

sec63-405

pRS313

Brl| CPY
PHOS8

PRS313

Brl| CPY
PHOS8

sec63-406

pRS313

saure D.| CPY
PHOS8

Abbildung 3.12: In vivo Protein-Import-Assay mit sec63-Mutanten mit vereinzelten Doma-
nen

Die Konstrukte der Mutanten sec63-404, sec63-405 und sec63-406 mit vereinzelten Doméanen wur-
den mit drei verschiedenen Plasmiden transformiert. 1. Ein Reporterplasmid fiir cotranslationalen
Import pRS313-PHO8-URAS3, 2. Ein Reporterplasmid fiir posttranslationalen Import pR5313-CPY-
URA3 und 3. Zur Kontrolle der leere pRS313-Vektor. Diese Stdmme wurden anschlieBend auf Se-
lektionsmedium ohne Histidin oder ohne Histidin und ohne Uracil zu 10 bis 10! Zellen aufgetropft.
Die Platten wurden bei 30 °C fiir 3 Tage inkubiert.

Seite 75



Kapitel 3. Ergebnisse

3.3 Untersuchung der sec63-Mutanten auf
UPR-Aktivitat

3.3.1 Kreuzung der sec63-Mutanten mit einem Airel-Stamm

Irelp ist ein Schliisselprotein bei der UPR in Hefe (Shamu & Walter, 1996). Wenn es zu einer
hoheren Last an ungefalteten Proteinen oder Aggregaten in der Zelle kommt, wird Irelp durch
Autophosphorylierung aktiviert und spleiBt die mRNA des Transkriptionsfaktors HACI, der
die Exprimierung nachfolgender Proteine induziert, die durch UPR reguliert werden (Mori,
2009). Bei einer Deletion von IREI kommt es zu einer erhohten Stresssensitivitat in der
Zelle, die bei einer Kreuzung mit einem anderen Stamm, bei dem ein Protein im gleichen
»Pathway" deletiert oder mutiert ist, sogar noch erhoht ist gegeniiber den Parentalstdmmen,

was zur synthetischen Letalitdt fihren kann (Chen et al., 2005]).

Tabelle 3.1: Ubersicht iiber die Kreuzungen der sec63-Mutanten mit dem Airel-Stamm

In dieser Tabelle sind die Stamme aufgefiihrt, die mit dem Airel-Stamm KRY160 gekreuzt wurden.
Da die meisten haploiden Stamme nach Sporulation nicht lebensfdhig waren, sind noch die vitalen
Kolonien der vereinzelten Tetraden angegeben, sowie die Zahl der Kolonien, die wachstumsfahig
auf den jeweiligen Selektionsmedien waren. Die daraus resultierenden Genotypen sind angegeben.

Stamm gewachsene Nourseothricin | d/o TRP | d/o TRP +
Kolonien Nourseothricin
(Asec63) (Qirel) | (Airel + Asec63)
wt (KRY875) 14 Kolonien 3 3 0
von 44 Sporen
sec63-401 16 Kolonien 2 2 0
von 36 Sporen
sec63-402 26 Kolonien 4 7 1
von 40 Sporen
sec63-405 16 Kolonien 2 3 0
Transm. von 38 Sporenn
sec63-404 Brl 10 Kolonien 1 2 0
von 32 Sporen
sec63-404 6 Kolonien von | 1 2 0
saure Domane | 26 Sporen
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YPD YPD - Tryptophan - Tryptophan
+ ClonNat + ClonNat

wt

sec63-401

sec63-402

sec63-405 Transm. D.

sec63-404 Brl D.

sec63-404 saure D.

Abbildung 3.13: Kreuzung der sec63-Mutanten mit einem Airel-Stamm

Jeweils zwei haploide Stamme, die aus derselben Tetrade vereinzelt wurden, wurden paarweise ne-
beneinander ausgestrichen. Die Stamme wurden auf YPD und zur Selektion auf Nourseothricin
(ClonNat; 100 pg/ml) fiir Asec63, auf d/o Trp-Medium fiir Airel und auf d/o Trp mit Nourseoth-

ricin zur Kombination der beiden Marker ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte bei 30 °C fiir 2
Tage.

Seite 77



Kapitel 3. Ergebnisse

Aus diesem Grund habe ich die beiden DnaJ-Mutanten sec63-401 und sec63-402, sowie
die Mutanten sec63-405 Transmembrandomane, sec63-404 Brl und sec63-404 saure Domane
mit dem Aijrel-Stamm KRY160 gekreuzt, die erhaltenen diploiden Kreuzungen zur Sporu-
lation eingesetzt und auf YPD-Platten vereinzelt (siehe Punkt und Punkt [2.10.4).
Die sec63-Mutanten und der Stamm KRY875, der zu ihrer Konstruktion verwendet wurde,
tragen an der Stelle des SEC63-ORF die Sequenz des natNT2-Gens (sieche Punkt [2.8.5).
Zur Deletion von IRE1 wurde das TRPI1-Gen verwendet. Deshalb kann man anhand dieser
Marker die Stamme weitgehend auf ihren Genotyp testen. Die gewachsenen Sporen einer
Tetrade wurden also auf Selektionsmedium inklusive Nourseothricin auf Deletion von SEC63
und auf Selektionsmedium ohne Trypthophan auf Deletion von IREI getestet. Ziel war es
also einen haploiden Stamm zu finden, der auf Medium wachst, das beide Selektionsformen
vereint.

Leider waren die verschiedenen Kreuzungen nach Sporulation und Vereinzelung der Te-
traden nur sehr schlecht angewachsen. Es konnte keine vollstindige Tetradenreihe isoliert
werden. Meist waren nur eine Spore oder hochstens zwei Sporen angewachsen. Nur Hefe-
stdmme, bei denen mindestens zwei haploide Stamme einer Tetrade angewachsen waren,
wurden weiterhin auf Selektionsmedium ausgestrichen.

Eine Ubersicht iiber die Anzahl der wachstumskompetenten Stamme und die daraus weiter
getesteten Stamme gibt die Tab. [3.1] Weiterhin sind alle paarweise ausgestrichenen haploiden
Stamme, die jeweils aus derselben Tetrade stammen in Abb. dargestellt. Es zeigte sich,
dass die Zellen die Kombination der beiden Deletionen nicht gut angenommen hatten. Nur
ein Bruchteil der vereinzelten Stamme war anschlieBend angewachsen. Nach Untersuchung
mit einem Durchlicht-Mikroskop konnte bei vielen Stammen ein Zellhaufen aus 2-20 Zellen
nachgewiesen werden. Also hatte anfangs noch Zellteilung stattgefunden, war aber nach
wenigen Zyklen abgebrochen. Nur einmal konnte ein Stamm isoliert werden, der sowohl auf
d/o Trp als auch mit Nourseothricin-Zusatz wachsen konnte (siehe Abb.[3.13)). Dieser Stamm
entstand aus der Kreuzung von sec63-402 mit dem Airel-Stamm. Eine Aussage iiber den
Einfluss der IRE1-Deletion auf die einzelnen sec63-Mutationen lasst sich hier aber aufgrund

der nicht ausreichenden Daten nicht treffen.

3.3.2 UPR-Aktivitat von sec63-402 und sec63-404

Die Degradation von ERAD-Substraten ist immer eng mit der UPR verwoben (Friedlander
et al} 2000). Dabei wird in der Hefe die Expression verschiedener Proteine aktiviert, die
bei der Degradation und Faltung von Proteinen assistieren (Friedlander et al., [2000). Die

Expression dieser Proteine wird durch die gespleiBte Form des Transkriptionsfaktors Haclp
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aktiviert, der an das UPRE bindet, welches vor diese Proteine geschaltet ist (Mori et all,
11992; (Cox et al., 1993)). Fiir diesen Versuchsansatz wurde, wie unter Punkt beschrie-
ben, ein Reportersystem verwendet, bei dem das UPRE von KAR2 mit einem defekten CYC1
Promotor vor das LacZ-Gen geschaltet ist. Bei UPR-Aktivierung wird B-Galaktosidase ex-

primiert, welche ein Substrat umsetzen kann, dass danach durch eine messbare Farbreaktion
detektiert werden kann. Bei Fehlen des UPRE ist das Gen inaktiv.

50

45

40

35

30

H ohne UPRE
o mit UPRE

25

Millerunits

20

15

10

wt prcl-1 wt PRC1 sec61-32 sec63-402 sec63-404

Abbildung 3.14: UPR-Reporter-Assay mit sec63-402 und sec63-404

Die Stamme sec63-402 und sec63-404 wurden mit pJC30 (kein UPRE) und mit pJC31 (mit UPRE)
transformiert. Die beimpften Flissigkulturen wurden bis etwa ODggp=0,5 bei 30 °C inkubiert und
mit Chloroform und SDS behandelt. Die Reaktion wurde mit ONPG gestartet und bei 28 °C fiir
20 min inkubiert. Abgestoppt wurde durch Zugabe von NayCOj3. Die Wildtyp-Stamme KRY875
(SEC63-URA3-pRS316, prcl-1) und C6 (SEC63-URA3-pRS316, PRCI) wurden als Negativkon-
trolle verwendet, als Positivkontrolle diente der Stamm sec61-32 (PRC1). Die Mittelwerte aus 2
Experimenten wurden verwendet, Standardabweichungen sind angegeben.

Wie in Abb. dargestellt ist, ist die UPR-Aktivitat in sec63-402 etwa um ein 4faches
im Vergleich mit den Wildtyp erhéht. In sec63-404 ist ebenfalls eine erhohte Aktivitat fest-
stellbar, aber nicht ganz so stark wie in sec63-402 (etwa 1,5fach hoher als wt; siehe Abb.
[3.14)). Zur Kontrolle wurde der iibliche Wildtyp mit dem CPY* Allel mitgefiihrt (SEC63-
URA3-pRS316, prcl-1). Da aber dieser Stamm ebenfalls eine leicht erhdhte UPR-Aktivitat
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zeigt, wurde zusatzlich ein zweiter Wildtyp-Stamm mit dem wildtypischen PRCI-Allel (C6,
siche Abb. getestet, um auszuschlieBen, dass die Anwesenheit von CPY* zu erhohter
UPR-Aktivitat fihrt. Als Positivkontrolle diente der Protein-Import-defekte Stamm sec61-32,
der einen Aminosaureaustausch in der vierten Transmembrandomane an der Stelle 150 von
Cystein zu Tyrosin tragt und der sec61-Stamm mit der bisher hochsten UPR-Aktivitat ist
(Pilon et al.,|1997; Romisch|, 1999). Diese Mutante zeigte im Vergleich zum Wildtyp KRY875
jedoch nur eine leichte UPR-Aktivitat (siehe Abb. [3.14). Das maximale Stresspotential dieser
Stamme wurde durch Tunicamycinzugabe zu den Ubernachtkulturen getestet (siehe [2.10.6)).
Es konnte nach 2 h Tunikamycin-Behandlung etwa 4,5fache Aktivitat des Wildtyps festge-
stellt werden (Daten nicht gezeigt), was bedeutet, dass sec63-402 eine beinahe maximale
UPR-Antwort zeigt. Dies lasst darauf schlieBen, dass die Expression des UPR-Proteins Kar2p
in sec63-402, das eine Punktmutation in der Interaktionsdomane mit Kar2p hat, erhoht ist.
Diese erhohte UPR-Aktivitat lasst auf eine gestorte Proteinhomdostase in sec63-402 schlie-

Ben.

3.4 ERAD in den neuen sec63-Mutanten

Die sec63-Mutanten habe ich im Folgenden hinsichtlich ihres ERAD mit verschiedenen
ERAD-Substraten getestet. Dabei wurden Substrate gewahlt, die sich beziiglich ihrer Los-
lichkeit, ihres Importweges und ihrer t; » unterschieden (siehe Tab. [3.2). Abb. 3.15 gibt eine
Ubersicht tber ihre Topologie und tiber ihre Position in Bezug auf die Membran des ER.

Tabelle 3.2: Uberblick iiber die Charakteristika der ERAD-Substrate

Diese Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die verwendeten ERAD-Substrate, deren Importweg,
Léslichkeit, t1 5 und den ERAD-Weg.

ERAD-Substrat Importweg Transmembran- | t; > ERAD-Weg
domanen
CPY* post 0 20 min ERAD-L
Degl:Sec62"% | co 2 13 min i. d. R. Uber
Hrdl
KHN post/co 0 35 min ERAD-L
KWW post/co 1 35 min ERAD-L
Sec61-2p co 10 12 min ERAD-M
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Abbildung 3.15: Schematische Darstellung der ERAD-Substrate
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Gezeigt sind die l6slichen ERAD-Substrate CPY* und KHN, sowie die transmembranen Substrate
KWW, Degl::Sec62P*A und Sec61-2p. Die luminalen ERAD-Substrate oder ERAD-Doménen sind
in blauen gefiillten Kreisen dargestellt, die Transmembrandomanen in griin. Die jeweilige Lokalista-
tion in Bezug auf die Membran des ER und ihre Topologie sind angezeigt.

3.4.1 ERAD von CPY*
3.4.1.1 ERAD von CPY* in den neuen sec63-Mutanten

Die in Abb. 3.6/ beobachtete Stabilisierung des ERAD-Substrats CPY* habe ich zur Verifizie-
rung des Effekts weitergehend untersucht (siehe Punkt. Als Substrat wurde die bereits
erwdhnte mutierte Form der Carboxypeptidase Y (CPY*) verwendet (siehe [2.10.5)). Bei der
nicht mutierten Praproform von CPY ist eine 20 AS Signalsequenz und ein 91 AS Propeptid

vor ein 431 AS groBes Hauptprotein geschaltet (Jung et al.,|1999). Nach posttranslationalem

Import in das ER-Lumen wird die Signalsequenz abgespalten und an das Protein werden an

vier Asparaginen (an den Stellen 13, 87, 138 und 368) N-glykosidisch Zuckerreste gebunden

(Jung et al., 1999)). Dadurch wird die sogenannte pl-Form gebildet, die ein Molekulargewicht

von 67 kDa aufweist (Jung et al., |1999). AnschlieBend erfolgt im Golgi-Apparat eine weite-
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re Modifikation der Glykosylierungsstellen, wobei die 69 kDa groBe p2-Form entsteht
et al., [1999)). Durch proteolytische Spaltung wird die Proregion in der Vakuole entfernt und
das 61 kDa groBe, reife Protein wird gebildet (Finger et al., [1993; Jung et al.,1999). Bei der
CPY*-Mutante gelangt das Protein nur in das ER-Lumen und wird anschlieBend dem ERAD
zugefiihrt, so dass keine p2 oder reife Form vorhanden ist (Finger et al., 1993).

A wt
0 O 20 40 60

pl— H P -
preproCPY* —

sec63-401 sec63-402 sec63-403
0O O 20 40 60 0 0O 20 40 60 0 0 20 40 60

pl— h-'— - -u- — —
preproCPY* — — - -y -

™

sec63-404 sec63-405 sec63-406
0O O 20 40 60 0 0O 20 40 60 20 40 60
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1= - - ==- —
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100 ;'
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Abbildung 3.16: ERAD von CPY* in den neuen sec63-Mutanten

A: Die neuen sec63-Mutanten wurden mit Pulse-Chase mit dem ERAD Substrat CPY* getestet.
Die Zellen wurden auf ODggo=1,5 in 250 pl eingestellt. Die Kulturen wurden 20 min lang gehungert
und 2 min mit 355-Met/Cys gelabelt. Der Chase wurde nach den angegebenen Zeiten mit Tris-Azid
gestoppt und der gefillte Uberstand mit einem 10%igen Gel aufgetrennt und mit Autoradiographie
detektiert. Als wt wurde KRY875 verwendet. B: Graphische Darstellung der Degradationskurven. Es
wurden Mittelwerte aus 3-4 Experimenten verwendet. Die Standardabweichungen sind angegeben.
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Als Methode wurde der Pulse-Chase verwendet, um die Degradationszeiten der einzelnen
Stamme fiir dieses Substrat zu testen (sieche Punkt [2.9.10). Alle sec63-Mutanten, inklusive
dem wildtypischen Stamm KRY875 zur Kontrolle, wurden, wie unter Punkt beschrie-
ben, mit radioaktivem Methionin und Cystein markiert, welches nach einer zwei-miniitigen
Labeling-Zeit mit einem Uberschuss an unmarkiertem Methionin/Cystein kompetiert wurde.
Die Proben wurden nach unterschiedlichen Zeiten gestoppt, aufgeschlossen und mit einem
Antikorper gegen CPY, an Protein A-Sepharose gebunden, gefallt. Die gebundenen Proteine
wurden mit SDS-Probenpuffer inklusive 200 mM DTT eluiert, auf ein Protein-Gel aufgetragen
und mittels Autoradiographie detektiert (siehe Punkt [2.9.10]).

Die Stabilisierung von CPY* in der Mutante sec63-402 konnte mittels Pulse-Chase, wie
in Abb. zu sehen, bestatigt werden. Die t; » war in dieser Mutante von etwa 20 min auf
ungefahr 30 min erhoht (siehe Abb. . Alle anderen Mutanten zeigten keinen langsameren
ERAD von CPY* (siehe Abb.[3.16]). AuBerdem konnte man den Import-Defekt verschiedener
Mutanten nachweisen: Die cytosolische prapro-Form von CPY* konnte deutlich in den Mu-
tanten sec63-402, sec63-404 und sec63-405 nachgewiesen werden und in schwacherer Form
ebenfalls in sec63-403 und sec63-406 (siehe Abb. [3.16). Obwohl mehrere Mutanten einen
Import-Defekt aufweisen, konnte nur fiir sec63-402 auch ein verlangsamter ERAD gezeigt

werden.

3.4.1.2 ERAD von CPY* in sec63-201

Den ERAD von CPY* habe ich ebenfalls in sec63-201 und dem passenden Wildtypstamm
DNY54 untersucht. Wie bereits erwahnt, hat diese Mutante eine Deletion der letzten 27
Aminosauren in ihrem C-Terminus, wodurch eine Interaktion mit Sec62p und damit der
posttranslationale Protein-Import verhindert wird (Ng et al. 1996). Dadurch gelangt nur
ein minimaler Anteil des posttranslational importierten CPY* in das ER-Lumen, wie in Abb.
3.17| an der schwachen Bande der pl-Form zu erkennen ist. Dadurch wird die Auswertung
und Interpretation der Daten erschwert. Es scheint jedoch, als ob die schwache Bande der
pl-Form langsamer abgebaut wird, als im dazugehdrigen Wildtyp dessen t;,, mit etwa 27
min im Bereich der Literaturwerte liegt (Finger et al., 1993).
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Abbildung 3.17: ERAD von CPY*-HA in sec63-201

A: Die Mutante sec63-201 mit dem Wildtyp-Stamm DNY54 wurde mit Pulse-Chase auf CPY*-HA-
ERAD getestet. Dafiir wurden die Stamme mit pDN436 (CPY*-HA) transformiert. Die Stamme
wurden bei 30 °C iber Nacht bis zur frilhen logarithmischen Phase angezogen, auf ODggyo=1
in 250 pl Label-Medium eingestellt und anschlieBend fiir 20 min gehungert und 5 min mit 35S-
Met/Cys gelabelt. Der Chase wurde nach den angegebenen Zeiten mit Tris-Azid gestoppt und der
gefallte Uberstand wurde mit einem 10%igen Gel aufgetrennt und mit Autoradiographie detektiert.
B: Graphische Darstellung der Degradationskurven. Es wurden Mittelwerte aus 2 Experimenten
verwendet. Die Standardabweichungen sind angegeben.

3.4.1.3 ERAD von CPY* in sec63-Mutanten nach Vereinzelung der Domanen

Die Konstrukte, unter Punkt |3.2.1.2| vorgestellt, wurden auf unterschiedliche CPY*-ERAD-
Zeiten getestet. Dies wurde fiir die Mutanten sec63-405 und sec63-406 untersucht, sowie

die aus diesen Stammen hervorgegangenen Mutanten, deren Punktmutationen nach der Lo-
kalisierung in den einzelnen Domanen getrennt wurden (siehe Punkt [3.2.1.2)).

3.4.1.3.1 CPY*-Degradation in sec63-405 nach Vereinzelung der Domanen
Die Mutante sec63-405 und deren vereinzelte Transmembran- und Brl-Domane wurden zum

ERAD von CPY* eingesetzt, um einen mdglichen Unterschied der Vollmutante in Bezug auf
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ihre einzelnen Punktmutationen zu untersuchen. Wie bereits zuvor, ist bei der Vollmutante
ein leichter Importdefekt zu erkennen (siehe Abb. [3.18)). Dieser konnte bereits im in vivo
Protein-Import-Assay auf die Mutation in der ersten Transmembrandomane zuriickgefiihrt
werden (siehe Abb. und wurde auch hier mit dem Pulse-Chase bestatigt. Nur bei der
vereinzelten Transmembrandomanen-Mutante ist ebenfalls ppCPY* zu erkennen, bei der Brl-
Mutante jedoch nicht (siehe Abb. . Die Degradationgeschwindigkeiten des CPY* sind
allerdings, wie schon fiir die Vollmutante gezeigt, dhnlich dem Wildtyp-Stamm (siehe Abb.
3.16)).
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Abbildung 3.18: ERAD von CPY* in sec63-405 mit vereinzelten Doméanen

A: Die Mutante sec63-405 sowie die Konstrukte mit vereinzelten Doméanen dieser Mutante wurde
mit Pulse-Chase auf CPY*-ERAD getestet. Die Stamme wurden auf ODggp=1,5 in 250 pl ein-
gestellt. Die Kulturen wurden 20 min lang gehungert und 2 min mit 355-Met/Cys gelabelt. Der
Chase wurde nach den angegebenen Zeiten mit Tris-Azid gestoppt, der gefallte Uberstand mit ei-
nem 10%igen Gel aufgetrennt und mit Autoradiographie detektiert. B: Graphische Darstellung der
Degradationskurven. Es wurden Mittelwerte aus 2 Experimenten verwendet. Die Standardabwei-
chungen sind angegeben.
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3.4.1.3.2 ERAD von CPY* in vereinzelten Domadnen von sec63-406 unter Stress-
temperatur

In der Mutante sec63-406 wurde, wie in Abb. dargestellt, ein Wachstumsdefekt bei
erhohten Temperaturen beobachtet. Dieser konnte nach Vereinzelung der Brl und sauren
Domaéne von sec63-406 genauer bestimmt werden. Es zeigte sich, dass die Mutationen in
der sauren Domane eine héhere Temperatursensitivitat verursachen als die Mutationen in der
Brl-Domane (siehe Abb. [3.9). Deshalb wurde neben der Vollmutante sec63-406 zusatzlich
die Stamme mit vereinzelten Domanen in einem Pulse-Chase-Experiment hinsichtlich ERAD
von CPY* bei der Stresstemperatur 35 °C untersucht.

Dazu wurden die Kulturen ab dem 20 mindtigen ,,Hunger-Schritt" bei 35 °C inkubiert bzw.
zur Kontrolle bei 30 °C. Wie in Abb.[3.19|zu sehen ist, erscheint das Ergebnis vergleichbar wie
in Abb.[3.16] gezeigt. Die Mutante sec63-406 wie auch die Stamme mit vereinzelten Domanen
degradieren bei 30 °C zwar ein wenig schneller als der Wildtyp, die ERAD-Geschwindigkeiten
nahern sich aber im Verlauf des Chases an. Moglicherweise ist die UPR in sec63-406, sec63-
406 Brl und sec63-406 saure Doméane erhoht, was den CPY*-ERAD beschleunigen konnte.
Alle Mutationsstamme liegen dicht beieinander (siehe Abb. [3.19).

Bei der Inkubation bei 35 °C liegen alle Stamme von Anfang an in ihren Degradationsraten
sehr nahe beieinander (siehe Abb. . Durch die erhéhte Temperatur kann davon ausgegan-
gen werden, dass im Wildtyp die UPR aktiviert wurde, was die CPY*-ERAD-Geschwindigkeit
damit an die sec63-406-Mutanten angenahert hat. Nur der Stamm mit Mutationen in der
Brl-Domane ist, zumindest am Anfang des Experiments, ein wenig schneller als die anderen
Stamme (siehe Abb. [3.19)). Allerdings ist auch hier der geringe Unterschied nur am Anfang
des Pulse-Chase-Experiments zu beobachten. Auch bei Inkubation von 35 °C ist keine Sta-
bilisierung von CPY* in sec63-406 oder den Vereinzelungsstimmen zu sehen (siehe Abb.
3.19).
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Abbildung 3.19: ERAD von CPY* in vereinzelten Doméanen von sec63-406 bei 30 °C und 35
°C

A: Die vereinzelten Domanen (Brl- und saure Domane) der Mutante sec63-406 sowie die Vollmu-
tante und der wildtypische Stamm KRY875 wurden mit Pulse-Chase auf CPY*-ERAD getestet. Die
Stamme wurden auf ODggg=1,5 in 250 pl eingestellt. Die Kulturen wurden 20 min lang gehungert
und 2 min mit radioaktivem S-35 markiertem Met/Cys gelabelt. Der Chase mit nicht radioaktivem
Met/Cys wurde nach den angegebenen Zeiten mit Tris-Azid gestoppt, der gefillte Uberstand auf
einem 10%igen Gel aufgetrennt und mit Autoradiographie detektiert. B: Graphische Darstellung
der Degradationskurven. Es wurde der Mittelwert aus 2 Experimenten verwendet. Die Standardab-
weichungen sind angezeigt.
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3.4.1.4 ERAD von CPY* in sec63-402 bei 23 °C und 37 °C

Die in den Wachstumsexperimenten beobachtete Stabilisierung von CPY* in der Mutante
sec63-402 wurde nun unter Kalte- und Hitzetemperaturen genauer untersucht (siehe Punkt
. Bereits in der Publikation von [Nishikawa et al., 2001, konnte ein starkerer Effekt durch
diese extremen Temperaturen hervorgerufen werden (Nishikawa et al., 2001). In dieser Pu-
blikation wurde ERAD von CPY* und einer Mutante des Hefe-Pheromons a-Faktor, die
keine Glykosylierungsstellen besitzt (Agpa), in Abhéangigkeit der DnaJ-Doménen Proteine
Jemlp, Scjlp und Sec63p untersucht (Nishikawa et al., 2001). Dazu wurde die sec63-
Mutante, sec63-1 verwendet. Diese zeigte nur einen minimalen Effekt. Die beiden anderen
ER-luminalen DnaJ-Domanen Proteine, Jemlp und Scjlp, zeigten vor allem bei Doppelde-
letion einen ERAD-Defekt fiir beide Substrate (Nishikawa et al., 2001)).

Deshalb habe ich im Folgenden die CPY*-ERAD in der neu-identifizierten DnaJ-Mutante
sec63-402 bei 23 °C und 37 °C untersucht. Als Wildtyp wurde ein KRY875-Aquivalent ver-
wendet, in welcher das wtSEC63-Gen in dem LEU2-pRS315-Vektor einkloniert ist, anstatt in
den URA3-pRS316-Vektor. Der Wildtyp zeigte bei 23 °C eine t; /, von etwa 44 min und bei
37 °C bei 18 min (siehe Abb. . Diese Werte stimmten mit den t; /5 in der Publikation
von Nishikawa iberein (Nishikawa et al., 2001). Die sec63-402-Mutante zeigte jedoch bei
23 °C eine Verdoppelung der t;/, auf etwa 86 min (siehe Abb. . Ein Effekt bei 37 °C
ist jedoch kaum erkennbar (siehe Abb. [3.20)).
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Abbildung 3.20: ERAD von CPY* bei 23 °C und 37 °C in sec63-402

Der wtSEC63-LEU2-Stamm KRY949 und sec63-402 wurden mit Pulse-Chase auf CPY*-ERAD ge-
testet. Die Stdmme wurden bei 30 °C iiber Nacht bis zur frihen logarithmischen Phase angezogen,
auf ODggp=1,5 in 250 pl Label-Medium eingestellt und anschlieBend bei 23 °C bzw. 37 °C inkubiert.
Es wurde 20 min lang gehungert und 2 min mit 355-Met/Cys gelabelt. Der Chase wurde nach den
angegebenen Zeiten mit Tris-Azid gestoppt, der gefillte Uberstand mit einem 10%igen Gel auf-
getrennt und mit Autoradiographie detektiert. Graphische Darstellung der Degradationskurven im
unteren Bildteil. Es wurden Mittelwerte aus 3 Experimenten verwendet. Die Standardabweichungen
sind angegeben. Der Versuchsteil bei 23 °C ist in A gezeigt, bei 37 °C in B.
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3.4.1.5 ERAD von CPY* in sec63-402 mit einer Minute Labeling-Zeit

Es sollte im Weiteren sichergestellt werden, dass der Stamm innerhalb der zwei Minuten
Labeling-Zeit nicht bereits ein Teil des gelabelten Substrats degradiert. Deshalb habe ich im
Folgenden die Labeling-Zeit auf eine Minute verkiirzt. Wie in Abb. dargestellt, sieht
man hier noch deutlicher als in Abb. , dass der verlangsamte ERAD besser im spateren
Verlauf der Degradationskurve zu sehen ist (siehe Abb. B). Eine ldngere t; /5 als in Abb.
318 ist aber nicht zu sehen.
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Abbildung 3.21: ERAD von CPY* bei 1 min Labeling-Zeit in sec63-402

A: Der wtSEC63-LEU2-Stamm und sec63-402 wurden mit Pulse-Chase auf CPY*-ERAD getestet.
Die Stamme wurden bei 30 °C iiber Nacht bis zur friihen logarithmischen Phase angezogen, auf
ODgpo=1,5 in 250 pl Label-Medium eingestellt und anschlieBend 20 min lang gehungert und 1 min
mit S35-Met/Cys gelabelt. Der Chase wurde nach den angegebenen Zeiten mit Tris-Azid gestoppt,
der gefillte Uberstand mit einem 10%igen Gel aufgetrennt und mit Autoradiographie detektiert.
B: Graphische Darstellung der Degradationskurven. Es wurden Mittelwerte aus 2 Experimenten
verwendet. Die Standardabweichungen sind angegeben.
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3.4.1.6 CPY*-Degradation bei Uberexpression von Sec63p
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Abbildung 3.22: ERAD von CPY* mit (berexprimiertem Sec63p

A: Der wtSEC63-LEU2-Stamm wurde mit Pulse-Chase auf CPY*-ERAD untersucht. Dafiir wurde
er mit dem Gal-SEC63-pRS314 Plasmid transformiert. Von einer gemeinsamen Kolonie wurde je
eine Vorkultur mit d /o Trp-Medium mit 2% Glukose bzw. 2% Raffinose beimpft und iiber Nacht bei
30 °C unter Schitteln inkubiert. Mit der Glukose-Kultur wurde eine 25 ml Kultur d/o Trp-Medium
und 2% Glukose beimpft, die Raffinose-Kultur wurde in d/o Trp mit 2% Galaktose und 2% Sucrose
tberimpft zur Induktion des Gal-Promotors. Diese Kulturen wurden bei 30 °C iiber Nacht bis zur
frihen logarithmischen Phase angezogen und auf ODgoo=1,5 in 250 pl Label-Medium (mit Glukose
oder Galaktose/ Sucrose) eingestellt. An dieser Stelle wurden ODggp=6 jeder Kultur entnommen,
abzentrifugiert, aufgeschlossen und mittels Western Blot auf die Uberexpression hin untersucht. Die
Kulturen wurden 20 min lang gehungert und 2 min mit 355-Met/Cys gelabelt. Der Chase wurde
nach den angegebenen Zeiten mit Tris-Azid gestoppt, der gefillte Uberstand mit einem 10%igen
Gel aufgetrennt und mit Autoradiographie detektiert. B: Graphische Darstellung der Degradati-
onskurven. Es wurden Mittelwerte aus 2 Experimenten verwendet. Die Standardabweichungen sind
angegeben. C: ODgoo=0,4 der entnommenen Proben wurden auf ein 10% iges Gel aufgetragen und
gegen B-Aktin als Ladekontrolle und gegen Sec63p gefarbt.

Weitergehend habe ich untersucht, ob Sec63p bei einer Uberexpression einen Effekt auf
ERAD von CPY* zeigt. Dafiir wurde in den wtSEC63-LEU2-pRS315-Stamm ein Plasmid
durch LiAc-Transformation eingebracht, auf dem SEC63 unter der Kontrolle eines Gall-
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Promotors steht. Uber Nacht wurde dieser Promotor durch 2% Galaktose induziert und vor
dem Start des Pulse-Chase zusatzlich eine Probe der Kultur entnommen und per Western
Blot auf die Uberexpression von Sec63p getestet. Als Ladekontrolle wurde gegen B-Aktin
gefarbt. Nach Quantifizierung mit dem Programm , Image Lab" konnte eine 6-fache Uberex-
pression von Sec63p festgestellt werden (siehe Abb. . Im Pulse-Chase-Experiment wurde
CPY* bei dieser Uberexpression jedoch nur minimal schneller degradiert (siehe Abb. .
Dieser geringe Unterschied beider Effekte kann leider nicht zu einer eindeutigen Aussage

herangezogen werden.

3.4.1.7 ERAD von CPY* mit depletiertem Sec63p

Zum Test des ERAD von CPY* in einem Sec63p-depletiertem Stamm wurde der Stamm
BYY5 aus der Gruppe von Colin Stirling verwendet (Young et al., [2001). In diesem Stamm
steht das SEC63-Gen unter der Kontrolle des MET3-Promotors, der durch Zugabe von
Methionin zu einer Endkonzentration von 2 mM im Medium inhibiert wird, wodurch die
Expression von Sec63p zum Erliegen kommt (Young et al., 2001)).

Wie in der Publikation von [Young et al., |2001| beschrieben, ist nach etwa 7 h Inkubation
mit Methionin Sec63p zum GroBteil depletiert. In diesem Experiment wurde nach Ablauf der
7 h ein Pulse-Chase nach demselben Protokoll durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurde ebenfalls
eine Probe ohne Methionin im Pulse-Chase und im Western Blot mitgefiihrt. Dabei konnte
eine Verringerung des Sec63p-Gehaltes um etwa die Halfte ermittelt werden (siehe Abb.
C). Dies war nicht so effizient wie in der Publikation von Young et al} [2001 Jedoch kommt
es durch die Depletion von Sec63p zu einem co- und posttranslationalen Importdefekt, was
anhand der Substrate CPY und DPAB gezeigt werden konnte (Young et al., [2001). Dies
passt zu den Beobachtungen in meinem Experiment, wo ebenfalls nur ein geringer Teil des
CPY* in das ER importiert wurde (siehe Abb. [3.23/A). Die Degradation dieser kleinen Menge
CPY* verlauft etwas langsamer als ohne Methionin-Zugabe (siehe Abb. A und B).

Der Proteingehalt dieses Stammes ist aber generell stark vermindert, wie auch anhand
der B-Aktin Farbung zu erkennen ist (siehe Abb. C). Deshalb kann eine allgemeine
Funktionsstorung dieses Stammes nicht ausgeschlossen werden und der beobachtete ERAD-

Defekt, sollte nicht nur auf die Sec63p-Verminderung zuriickgefiihrt werden.
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Abbildung 3.23: ERAD von CPY* mit depletiertem Sec63p

Es wurde der Stamm BYY5 im Pulse-Chase verwendet, der mit HA-getaggtem CPY* transformiert
wurde (pDN436). Das SEC63-Gen liegt in diesem Stamm unter der Kontrolle des MET3-Promoters,
der durch 2 mM Methionin inhibiert wird. A: Ab einer ODgg9=0,5 wurde Methionin in das Kul-
turmedium zugegeben und der Stamm weitere 7 h inkubiert. AnschlieBend wurde eine Probe zum
Test des Proteingehalts entnommen und ein Pulse-Chase durchgefiihrt. Dabei wurden die Kulturen
auf ODgpo=1,5 in 250 pl Label-Medium eingestellt und anschlieBend 20 min lang gehungert. Die
Kulturen wurden 2 min lang mit 355-Met/Cys gelabelt. Der Chase wurde nach den angegebenen
Zeiten mit Tris-Azid gestoppt, der gefillte Uberstand auf einem 10%igen Gel aufgetrennt und mit
Autoradiographie detektiert. Es wurde zusatzlich eine Kontrollprobe ohne Methionin-Zugabe getes-
tet. B: Graphische Darstellung der Degradationskurven. Es wurden Mittelwerte aus 2 Experimenten
verwendet. Die Standardabweichungen sind angegeben. C: Die entnommenen Zellproben wurden
mittels Glasperlen aufgeschlossen und mit Western Blot und Immunfarbung gegen Sec63p weiter
analysiert. Dafiir wurden ODggo=0,4 der entnommenen Proben und ein 10% iges Gel verwendet.
Eine zusatzliche Farbung gegen B-Aktin diente als Ladekontrolle.

3.4.2 ERAD des Transmembranproteins Degl::Sec62ProtA

Als Beispiel fiir ein transmembranes ERAD-Substrat wurde Degl::Sec62*A gewahlt (siehe
Abb. [3.24). Dabei handelt es sich um ein Derivat von Sec62p, an dessen N-Terminus eine
Degl-Sequenz angefligt wurde, um es dem ERAD-Weg zuzufiihren (Mayer et al., [1998).

Dieses Substrat hat zwei Transmembrandomanen, die durch eine kurze, ER-luminale Schleife
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miteinander verbunden sind. Der C- und N-Terminus dieses Proteins befinden sich im Cy-
tosol (Mayer et al., |1998). Das Substrat tragt am C-Terminus einen Protein A-Tag, ist im
Proteingel bei etwa 70 kDa nachzuweisen und die t;/, liegt bei ungefahr 13 min (Mayer
et al., [1998; [Scott & Schekman, [2008)). Uberraschenderweise gelangt der N-Terminus des
Substrates bei dem ERAD in den ER-luminalen Bereich (Scott & Schekman| 2008). Dabei
erfolgt eine N-Acetylierung an dem Asparagin an der Stelle 153, weshalb im Western Blot
auch eine Doppelbande zu sehen ist. Die Degl-Sequenz fiihrt das Substrat normalerweise
dem Doal0-Weg zu, doch dieses synthetische ERAD-Substrat wird in der Regel lber den
Hrd1-Weg degradiert (Rubenstein et al., 2012).

ProtA

ProtA
Deg1-SEC62

cytosol ER-lumen

Abbildung 3.24: Schematische Darstellung von Degl::Sec62ProtA

Hier ist das ERAD-Substrat Degl::Sec62P™A gezeigt. Dabei handelt es sich um eine abgewandelte
Form von Sec62p vor dessen N-Terminus eine Degl-Sequenz kloniert ist. Die langen N- und C-
Termini des Konstrukts befinden sich im Cytosol und sind iiber eine kurze ER-luminale Schleife
miteinander verbunden. AuBerdem ist C-terminal ein Protein A-Tag angefiigt (aus Mayer et al.,
1998).

3.4.2.1 Induktion von Degl::Sec62P"tA durch Galaktose

Das Degl:Sec62P™A-Konstrukt ist auf einem Plasmid mit URA3-Markergen codiert und
unter der Kontrolle eines Gall-10-Promotors geschaltet. Um die Minimalinduktionszeit zu
ermitteln, wurde d/o Ura-Medium mit 2% Sucrose und 2% Galaktose mit Transformanten
des sec63-201-Stammes und des dazugehorigen Wildtyps beimpft. Aus dieser Kultur wurde
nach verschiedenen Zeitpunkten (2, 4, 6, 8 und 24 h) Proben entnommen, die Zellen aufge-
schlossen (siehe Punkt [2.9.1]), zum Western Blot eingesetzt und mittels Immunfarbung gegen
Sec62p analysiert. Das genomisch-codierte wtSec62p wurde zur Ladekontrolle verwendet. Ei-
ne zusatzlich Probe in d/o Ura-Medium mit 2% Glukose wurde zur Kontrolle inkubiert und
mitgefiihrt, da durch Glukose der Galaktose-Promotor inhibiert wird.

Wie in Abb. zu sehen ist, ist das Protein erstmals nach 4 h detektierbar. Aber erst
nach 8 h scheint Degl::Sec62P™tA voll exprimiert zu sein (siehe Abb. . Das man nach
24 h kaum Substrat sehen kann, lasst sich wahrscheinlich eher auf die bis dahin hohe ODggg
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und damit hoherem Anteil an toten Zellen zuriickfiihren. In den nachfolgenden Experimenten

wurde eine Induktionszeit von 15 h gewahlt.

wt sec63-201

Galaktose Galaktose
K 2 4 6 8 24 K 2 4 6 8 24

Degl:Sec62ProtA — =] -
SECE2p = - - — T —

Abbildung 3.25: Test der Galaktose-Induktionszeit von Degl::Sec62PmotA

Transformanten der Mutante sec63-201 und der passende Wildtyp DNY54 wurden (ber Nacht in
d/o Ura-Medium mit 2% Raffinose inkubiert. Zur Kontrolle wurde eine Kultur in d/o Ura-Medium
mit 2% Glukose mitgefiihrt. Aus der Raffinose-Kultur wurde anschlieBend je eine Fliissigkultur d/o
Ura-Medium mit 2% Sucrose und 2% Galaktose zu einer ODggo=0,2 angeimpft. Davon wurden
nach angegebenen Stunden eine Probe von ODggp=1 entnommen und mittels Glasperlen aufge-
schlossen. Je ODggo=0,125 wurden auf ein 12,5%iges Gel aufgetragen, mittels Western Blot auf
eine Nitrocellulosemembran (ibertragen und mit Antikdrpern gegen Sec62p detektiert.

3.4.2.2 ERAD von Degl::Sec62P™? in sec63-201

Der ERAD von Degl::Sec62”tA wurde nun in der Deletionsmutante sec63-201 in einem
Cycloheximid-Chase untersucht (siehe Punkt [2.9.11]). Als Ladekontrolle wurde auch hier das
genomisch codierte Sec62p mitgefarbt. Jedoch ist, wie in Abb. dargestellt, hier nur ein
kleiner Unterschied im Vergleich zu dem Wildtyp zu sehen. Die t;/, liegt laut Literaturwert
bei ungefahr 13 min (Scott & Schekman| [2008). Dies stimmt mit den in Abb. [3.26] dargestell-
ten Ergebnissen iiberein. Ein Importdefekt von Degl::Sec62P™tA kann hier nicht festgestellt
werden, weil mit dieser Methode ein ,steady-state"-Level des Proteins gezeigt wird und kein
neusynthetisiertes Protein. Somit ware wahrscheinlich selbst bei einem Importdefekt Zeit, das
Protein zu importieren. Ein Importdefekt dieses Substrats in sec63-201 ist aber unwahrschein-
lich, da Degl::Sec62P™tA cotranslational importiert wird und fast nur der posttranslationale
Import in sec63-201 gestort ist (Ng et al., |1996; Rubenstein et al., 2012). Der minimale
Degradationsunterschied der beiden Stamme lasst keine Aussage fiir einen klaren Effekt zu
(siehe Abb. . Der C-terminale Bereich von Sec63p, der in sec63-201 deletiert ist, scheint

also keine nachweisbare Auswirkung auf den ERAD dieses Transmembranproteins zu haben.
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Abbildung 3.26: ERAD von Degl:Sec62P™tA in sec63-201

A: Die Mutante sec63-201 und der passende Wildtypstamm (DNY54) wurden mit Cycloheximid-
Chase auf Degl:Sec62Pm*A_Degradation getestet. Die Stamme wurden in Selektionsmedium mit 2%
Raffinose inkubiert und zur Induktion von Degl::Sec62P™A in Selektionsmedium mit 2% Galaktose
und 2% Sucrose iiber Nacht inkubiert. Bei einer ODggp=1 wurde 200 pg/ml Endkonzentration
Cycloheximid zugegeben. Je ODggp=2 wurden pro Zeitpunkt entnommen und aufgeschlossen. Auf
einem 12,5%igen Gel wurden ODgoo=0,4 der Extrakte aufgetrennt, mittels Western Blot auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen und mit einem Antikorper gegen Sec62p detektiert. Als Ladekon-
trolle ist zusatzlich Sec62p mit aufgezeigt. B: Graphische Darstellung der Degradation. Es wurden
Mittelwerte aus 2 Experimenten verwendet. Die Standardabweichung ist ebenfalls angezeigt.
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Abbildung 3.27: ERAD von Degl::Sec62P™A in sec63-Mutanten

A: Der wildtypische W303-1C, sowie verschiedene sec63-Mutanten wurden mit Cycloheximid-Chase
auf Degl::Sec62P™*A_Degradation getestet. Die Stamme wurden in Selektionsmedium mit 2% Raf-
finose inkubiert und zur Induktion von Degl::Sec62™tA in Selektionsmedium mit 2% Galaktose
und 2% Sucrose lber Nacht inkubiert. Bei einer ODgoo=1 wurde 200 pg/ml Endkonzentration
Cycloheximid zugegeben. Je ODggp=2 wurden pro Zeitpunkt entnommen und aufgeschlossen. Auf
einem 12,5%igen Gel wurden ODggo=0,4 der Extrakte aufgetrennt, mittels Western Blot auf eine
Nitrocellulosemembran tGbertragen und mit einem Antikorper gegen Sec62p detektiert. Als Ladekon-
trolle ist zusatzlich Sec62p mit aufgezeigt. B: Graphische Darstellung der Degradation. Es wurden
Mittelwerte aus 4 Experimenten verwendet. Die Standardabweichung ist ebenfalls angezeigt.
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3.4.2.3 ERAD von Degl::Sec62P"” in den neuen sec63-Mutanten

Der ERAD der sec63-Mutanten wurde ebenfalls mit dem ERAD-Substrat Degl::Sec62PotA
getestet. Dabei wurde wie bereits beschrieben vorgegangen (siehe Punkt [3.4.2.2)). Es wur-
de auch hier eine Vorkultur mit Raffinose verwendet und die Galaktose-Induktion erfolgte
iber Nacht. Getestet wurden die beiden DnaJ-Domanen-Mutanten sec63-401 und sec63-
402, sowie, zur Kontrolle der anderen Proteinbereiche, die Stamme sec63-405 Transmem-
brandomane, sec63-404 Brl und sec63-404 saure Domane. Wie in Abb. [3.27] zu erkennen ist,
unterscheiden sich die getesteten Stamme nicht wesentlich in ihrer t; > von Degl:Sec62ProtA,
Alle getesteten Mutanten liegen etwa in dem t; ;>-Bereich des Wildtyps, aber streuen leicht
(ungefahr 13 min; Scott & Schekman) [2008)). Es scheint aber, dass Sec63p nicht bei dem

ERAD dieses transmembranen ERAD-Substrates notwendig ist.

3.4.2.4 ERAD von Degl::Sec62P"'A bei Sec63p-Uberexpression

Mades et al., 2012 hatten gezeigt, dass in Saugern die Expressionsrate von Sec63p mit dem
»Steady-state"-Level von polytopischen Proteinen korreliert. Deshalb habe ich zum Test eines
Einflusses des Sec63p-Gehaltes auf die Degl::Sec62P™tA Degradation einen Cycloheximid-
Chase mit Giberexprimiertem Sec63p durchgefiihrt. Dafiir wurde das gleiche Plasmid-Konstrukt,
wie unter Punkt beschrieben, verwendet. Da ohne Galaktose-Induktion kein ERAD-
Substrat exprimiert worden ware, war es nicht moglich, eine Kontrolle unter Glukose-Stimulation
mitzufiihren. Deshalb wird in Abb. B zum Vergleich zusatzlich die Degradationskurve des
Wildtyps aus Punkt eingezeichnet. Es konnte keinen Einfluss des erhéhten Sec63p-

Gehalt auf die Degradationsgeschwindigkeit von Degl::Sec62P™*A nachgewiesen werden (sie-

he Abb. [3.28).
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Abbildung 3.28: ERAD von Degl::Sec62P™ bei iiberexprimiertem Sec63p

A: Der wtSEC63-LEU2-Stamm wurde mit dem Gal-SEC63-pRS314 und DEGI1:SEC62ProtA-
URA3-Plasmid transformiert und zum Cycloheximid-Chase eingesetzt. Von einer Einzelkolonie wur-
de eine Vorkultur mit d/o Trp Ura-Medium mit 2% Raffinose beimpft und iber Nacht bei 30 °C
unter Schiitteln inkubiert. Diese Kultur wurde in d/o Trp Ura mit 2% Galaktose und 2% Sucrose
iberimpft zur Induktion des Gal-Promotors. Bei einer ODgoo=1 wurde 200 pg/ml Endkonzentrati-
on Cycloheximid zugegeben. Je ODggg=2 wurden pro Zeitpunkt entnommen und aufgeschlossen.
Auf einem 12,5%igem Gel wurden ODggo=0,4 der Extrakte aufgetrennt, mit Western Blot auf eine
Nitrocellulose-Membran (ibertragen und mit einem Antikorper gegen Sec62p detektiert. Als Lade-
kontrolle ist zusatzlich Sec62p mit aufgezeigt. B: Graphische Darstellung der Degradation. Zum
Vergleich ist noch die in Abb. 33 gezeigte wt-Kurve mit aufgezeigt. Es wurden Mittelwerte aus 2
Experimenten verwendet. Die Standardabweichung ist ebenfalls angezeigt.

3.4.3 Degradation des loslichen ERAD-Substrats KHN

Unterschiede bei der Degradation von |6slichen und Transmembranproteinen wurden weiter-
gehend anhand der Substrate KHN und KWW untersucht (siehe Abb. [3.15). Diese Substrate
wurden von Davis Ng zur Verfiigung gestellt und in den Publikationen von Shilpa Vashist
ausfithrlich getestet (Vashist & Ng, 2004; Vashist et al., [2001)). Bei KHN handelt es sich um
eine Form der Affen-Virus 5 Hamagglutinin Neuraminidase (HN), bei dem die Signal-Anker
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Domane durch die Signalsequenz von Kar2p ausgetauscht wurde (Vashist et al., 2001). Diese
Signalsequenz ist abspaltbar und verleiht dem Protein die Fahigkeit zum co- und posttrans-
lationalen Import (Vashist et al., 2001)).

AuBerdem wurde noch das Protein KWW getestet. Dabei handelt es sich um ein ERAD-
Substrat bei dem die luminale Doméane von Wsclp durch KHN ausgetauscht wurde (siehe
Abb. . Wsclp ist ein nicht essentielles Signalprotein in der Plasmamembran und besitzt
eine Transmembrandomane (Vashist et al., [2001). KHN und KWW werden im Golgi-Apparat
an O-Glykosylierungsstellen weiter modifiziert, wodurch bei den spateren Zeitpunkten nicht-

diskrete Banden zu sehen sind, die im Proteingel langsamer wandern (Vashist et al., |2001)).

3.4.3.1 ERAD von KHN und KWW in sec63-201

Beide Substrate haben im Wildtyp eine t; /, von etwa 30 min, was ungefdhr mit dem Litera-
turwert von 35 min ibereinstimmt (Vashist et al., [2001)). Die Mutante sec63-201 zeigt einen
partiellen Import-Defekt fiir Kar2p, dessen Signalsequenz fiir diese ERAD-Substrate verwen-
det wurde, wenn auch nicht vollstandig, wie bei CPY*-Import (siehe Abb. ; Ng et al.,
1996)). Durch den besseren Import von KHN und KWW konnte in der Mutante sec63-201 ein
deutlicher Unterschied des ERAD beider Substrate nachgewiesen werden (siehe Abb. [3.29).
KHN wird mit einer t; , von ungeféhr 45 min deutlich langsamer degradiert als KWW, was
die gleiche t;/, wie im Wildtyp zeigte (siehe Abb. . Also wird in dieser sec63-Mutante
nur das losliche Substrat langsamer abgebaut und nicht das Transmembranprotein KWW.
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Abbildung 3.29: ERAD von KHN und KWW in sec63-201

A: Die Mutante sec63-201 und der dazugehorige Wildtyp DNY54 wurden im Pulse-Chase auf KHN-
ERAD getestet. Die Stamme wurden bei 30 °C iiber Nacht bis zur frithen logarithmischen Phase
angezogen, auf ODggpo=1 in 250 pl Label-Medium eingestellt und anschlieBend fiir 20 min gehungert
und 5 min mit 355-Met/Cys gelabelt. Der Chase wurde nach den angegebenen Zeiten mit Tris-
Azid gestoppt, der gefillte Uberstand mit einem 10%igen Gel aufgetrennt und mit Autoradiographie
detektiert. Die Graphische Darstellung der Degradationskurven ist im unteren Bildbereich zu sehen.

Es wurden Mittelwerte aus 2 Experimenten verwendet. Die Standardabweichungen sind angegeben.
KWW-ERAD ist in B: zu sehen.
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3.4.3.2 ERAD von KHN in sec63-402

Das ERAD-Substrat KHN wurde auch in der DnaJ-Domanen-Mutante sec63-402 im Pulse-
Chase eingesetzt. Das Substrat KWW konnte in der Mutante nach radioaktiver Markierung
und Analyse mittels Proteingel und Phosphorscreen leider nicht nachgewiesen werden.

Die t1 /5 des Wildtyps KRY875 liegt mit ungefahr 35 min genau bei den Literaturwerten
ahnlich wie der Wildtyp DNY54 (Vashist & Ng, [2004)). Jedoch zeigt auch die Mutante sec63-
402 eine leichte, aber reproduzierbare Stabilisierung von KHN (siehe Abb. . Die ty/7 in
sec63-402 liegt bei etwa 45 min (siehe Abb. . Also ist auch hier unabhangig von dem
Importweg eine Stabilisierung eines luminalen ERAD-Substrats zu erkennen.
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Abbildung 3.30: KHN-Degradation in sec63-402

A: Die Mutante sec63-402 und der Wildtyp KRY875 wurden im Pulse-Chase auf KHN-ERAD
getestet. Die Stdmme wurden bei 30 °C {iber Nacht bis zur friihen logarithmischen Phase angezo-
gen, auf ODgpp=1 in 250 pl Label-Medium eingestellt und anschlieBend fiir 20 min gehungert und
5 min mit 355-Met/Cys gelabelt. Der Chase wurde nach den angegebenen Zeiten mit Tris-Azid
gestoppt und der gefillte Uberstand wurde mit einem 10%igen Gel aufgetrennt und mit Autoradio-
graphie detektiert. B: Graphische Darstellung der Degradationskurven. Es wurden Mittelwerte aus
2 Experimenten verwendet. Die Standardabweichungen sind angegeben.
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3.4.4 ERAD von Secb61-2p in sec63-Mutanten

Als Beispiel fiir ein polytopes ERAD-Substrat wurde Sec61-2p ausgewahlt, das einen Amino-
saureaustausch in der AS 213 von Glycin zu Aspartat am Anfang der 5. Transmembrandomane
tragt (Sommer & Jentsch| 1993). Dieses Protein wird cotranslational importiert.

In Abb. sind die Pulse-Chase-Experimente in den Mutanten sec63-402, sowie Kon-
trollen zu Mutationen in der ersten Transmembrandomane, Brl und sauren Domane darge-
stellt. Das Substrat zeigt im Wildtyp eine t;/, von etwa 24 min. Dies liegt deutlich tber
dem Literaturwert von etwa 12 min (Vashist & Ng, |2004). Moglicherweise ist dafiir der

Stammbhintergrund verantwortlich.
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Abbildung 3.31: ERAD von Sec61-2p in sec63-Mutanten

A:Die Stamme KRY875, sec63-402, sec63-405 Transmembrandomaéne, sec63-404 Brl-Doméane und
sec63-404 saure Domane wurden im Pulse-Chase auf Sec61-2p-ERAD getestet. Die Zellen wurden
auf ODggo=1 in 250 pl eingestellt. Die Kulturen wurden 20 min lang gehungert und 5 min mit 355-
Met/Cys gelabelt. Der Chase wurde nach den angegebenen Zeiten mit Tris-Azid gestoppt und der
gefillte Uberstand wurde mit einem 10%igen Gel aufgetrennt und mit Autoradiographie detektiert.
Als wt wurde KRY875 verwendet. B: Graphische Darstellung der Degradationskurven. Es wurden
Mittelwerte aus 3 Experimenten verwendet. Die Standardabweichungen sind angegeben.
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Die Degradationszeit von Sec61-2p in der sec63-404 Brl-Mutante ist vergleichbar mit
der des Wildtyps (siehe Abb. . Die beiden Mutanten sec63-402 und sec63-404 saure
Domane sind jedoch wesentlich schneller mit t; /5 von jeweils 12 bzw. 14 min (siehe Abb.
. Nur sec63-405 Transmembrandomane zeigt eine deutliche Stabilisierung dieses Sub-
strats mit einer t;, von etwa 35 min (siehe Abb. . Woahrscheinlich spielen bei der
Degradation noch andere Faktoren mit eine Rolle, wie die Interaktion von Sec63p mit dem
Sec61-Komplex, und auch der UPR-Status der Mutanten konnte ausschlaggebend fiir die
Degradationgeschwindigkeit von Sec61-2p sein.
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4 Diskussion

Sekretorische Proteine verrichten im Organismus eine Reihe von essentiellen Aufgaben. In
prokaryontischen Systemen werden sie zu ihren Wirkungsorten transportiert und dabei aus
der Zelle heraus geschleust oder in die Zellwand eingebaut. In Eukaryonten jedoch haben sich
innerhalb der Zelle verschiedene Kompartimente gebildet, die durch Membranen von dem Cy-
tosol abgetrennt sind (Palade, [1975)). Proteine, die zu diesen Kompartimenten innerhalb der
Zelle transportiert werden, durchlaufen meist ebenfalls den sekretorischen Weg (Delic et al.|
2013). Die erste Station stellt dabei das ER dar, wo die sekretorischen und transmembranen
Proteine O- und N-glykosyliert werden koénnen, Proteindisulfidbriicken ausgebildet werden
und ihre korrekte Faltung tiberwacht wird (Hou et al [2012)). Bei dieser Prozessierung ist es
von wesentlicher Bedeutung, dass sekretorische und transmembrane Proteine unter genauer
Qualitatskontrolle stehen und streng auf korrekte Faltung und Struktur gepriift werden. Be-
stehen die Proteine die Kontrolle nicht, werden sie dem ERAD-Weg zugefiihrt, aus dem ER
exportiert und von dem Proteasom degradiert (Rémisch) 2005]).

Der Mechanismus des Exports fehlgefalteter Proteine aus dem ER-Lumen ist bisher noch
nicht eindeutig geklart. Verschiedene Daten deuten darauf hin, dass Sec63p daran beteiligt
sein konnte. Unter Anderem konnte in|Ng et al., 2007, Sec63p als einziges Protein des Sec63-
Komplexes mit ER-assoziierten Proteasomen coprazipitiert werden, Sec63p trug jedoch nicht
zur Bindung des Sec61l-Komplexes an das Proteasom bei. Auch das ER-luminale Chape-
ron Kar2p wurde mit Proteasomen-assoziierten Sec61-Komplexen mitgefallt, wahrscheinlich
uber die Interaktion mit der DnaJ-Domane des Sec63p (Ng et al., 2007). Allerdings wurde
vor meiner Arbeit nur eine sec63-Mutante hinsichtlich ihres Effekts auf ERAD untersucht
(Plemper et al., 1997; Pilon et al., 1997)). Diese Mutante, die eine Punktmutation in der
DnaJ-Domane (sec63-1) tragt, ist jedoch ,leaky” und deshalb ist es nicht klar, ob die be-
obachteten ERAD-Defekte auf Sec63p oder auf eine defekte ER-Struktur in dieser Mutante
zuriickzufithren sind.

In meiner Arbeit habe ich die Rolle von Sec63p in ERAD weiter untersucht. Dafiir habe
ich weitere sec63-Mutanten generiert und mit Hilfe der Akkumulation des ERAD-Substrats
CPY* die Mutanten selektiert, die einen potentiellen ERAD-Defekt aufwiesen (siehe Abb.
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. So konnte ich sechs neue sec63-Mutanten isolieren, die eine bis flinf Punktmutationen
verteilt Giber verschiedene Domanen des Gens trugen (siche Abb. [3.5). Nur bei der Dnal-
Domanen Mutante sec63-402 konnte ich eine deutliche Akkumulation von CPY* mittels
Colony Blot nachweisen und diese im Pulse-Chase bestatigen (siehe Abb. und .
Beim Testen weiterer ERAD-Substrate, fand ich, dass der ERAD-Defekt in sec63-402 nur
auf I6sliche Proteine beschrankt war, denn beim ERAD von Transmembranproteinen konnte
ich keine Beeintrachtigung beobachten (siehe Abb. und [3.31).

4.1 Temperatur- und Stresssensitivitat der neuen

sec63-Mutanten

Die Mutationen in meinen neuen sec63-Mutanten waren in allen Doméanen des Proteins lo-
kalisiert (sieche Abb.[3.5]). Als Erstes untersuchte ich das Wachstum der Mutanten auf festem
Medium (siehe Abb. . Dabei konnte man klar erkennen, dass sec63-201, sec63-404 und
sec63-406, die Mutationen (sec63-406 und sec63-404) bzw. eine Deletion (sec63-201) im
C-terminalen Bereich haben, eine Temperatursensitivitat bei 35 °C und 37 °C aufweisen (sie-
he Abb. . Die Mutanten sec63-406 und sec63-404 tragen Mutationen im C-terminalen
Bereich der Brl- wie auch in der sauren Domane (siehe Abb. [3.5). Beide Mutanten tragen
eine Mutation in dem Interaktionsbereich mit Sec62p, wofiir die letzten 14 Aminosauren der
sauren Domane verantwortlich sind (Willer et al., 2003)). Die Brl-Domane hingegen wird zur
Stabilisierung des Sec61-Komplexes bendtigt, was moglicherweise durch direkte Bindung an
Sec61p vermittelt wird (Jermy et al., 2006; Harada et al |2011). AuBer der Mutation im
Sec62p-Interaktionsbereich tragt sec63-404 noch weitere drei Mutationen im C-terminalen
Bereich der Brl-Domane (siehe Abb.[3.5). In sec63-406 sind desweiteren noch zwei Mutatio-
nen in der Brl- und noch eine Mutation in der sauren Domane vorhanden (siehe Abb. [3.5).
Die Mutante sec63-404 war bereits ab 35 °C nicht mehr lebensfahig, sec63-406 hingegen
schon (siehe Abb. . Jedoch zeigte sec63-406 ein schwacheres Wachstum als der Wildtyp
(siehe Abb. [3.7).

Um den Einfluss der einzelnen Domanen auf verschiedene Funktionen von Sec63p weiter
einzugrenzen, habe ich die mutierten Domanen durch Klonierung vereinzelt und in das wt-
SEC63-Gen eingefligt (mutierte Transmembrandomanen inklusive DnaJ-Domane, Brl- oder
saure Domane). Nach Wachstumstest mit diesen neuen Stammen war ersichtlich, dass die
Temperatursensitivitat bei sec63-406 auf die Mutationen in der sauren Domane zuriickzu-

fihren ist. Bei sec63-404 scheinen aber die Mutationen sowohl in der Brl- als auch in der
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sauren Domane die Sensitivitat fiir hohe Temperaturen zu beeinflussen (siehe Abb. und
3.10). Dies stimmt mit Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen iiberein, wo Mutationen in
dem jeweiligen Interaktionsbereich von Sec63p mit Sec62p oder dem Sec61-Komplex die In-
teraktion instabil werden lasst, was bei hoheren Temperaturen noch verschlechtert werden
kann (Jermy et al., 2006; |Deshaies & Schekman), 1990).

Tunicamycin fithrt zur Hemmung der N-Glykosylierung, was eine Akkumulation von fehl-
gefalteten Proteinen nach sich zieht und somit ein Uberladen des ER mit putativen ERAD-
Substraten. Eine Sensitivitat fiir diesen ausgelosten Zellstress steht oft im Zusammenhang
mit Defekten im ERAD (Travers et al., 2000; |Lipson et al., 2008; [Tran et al., 2011)). Ei-
ne Sensitivitat fir Tunicamycin wurde bei 30 °C nur bei sec63-402 beobachtet, wobei bei

den temperatursensitiven Stammen Zugabe von Tunicamycin bei hohen Temperaturen das
Wachstum ebenfalls behinderte (siehe Abb. [3.7)).

4.2 Charakterisierung des co- und posttranslationalen

Protein-lmports ins ER in den sec63-Mutanten

Sec63p ist sowohl im posttranslationalen als auch beim cotranslationalen Import involviert
(Sec61-Komplex: Brodsky et al., [1995; Ssh1-Komplex: Spiller & Stirling, 2011). Dies konn-
te vor Kurzem auch in Mammalia flir bestimmte, meist kleine Substrate bestatigt werden
(Johnson et al., [2013). Fir beide Protein-Importwege ist in Hefe die Interaktion von Sec63p
mit dem Sec61-Komplex wichtig ((Jermy et al., |2006)). Die Interaktion von Sec63p mit
Sec62p ist hingegen von wesentlicher Bedeutung fiir den posttranslationalen Import und das
Wachstum der Hefen (Rothblatt et al., 1989; Deshaies & Schekman) [1990)).

Diesen Einfluss der Sec63p-Interaktion mit Sec61p/Sec62p auf den Protein-Import stimmt
auch weitgehend mit den Beobachtungen in sec63-404 und sec63-406 berein (sieche Abb.
. Nach Untersuchung der Mutanten mit vereinzelten mutierten Domanen konnte, ahnlich
wie bei der Temperatursensitivitat, festgestellt werden, dass bei sec63-404 die Mutationen in
Brl- und saurer Domane zu den co- und posttranslationalen Importdefekten beitragen (siehe
Abb. . Bei sec63-406 schienen aber hauptsachlich die Mutationen in der sauren Domane
fur den Importdefekt verantwortlich zu sein (siehe Abb. . Es war Uberraschend, dass die
Mutationen in der sauren Domane ebenfalls Auswirkungen auf den cotranslationalen Import-
weg hatten, da die Interaktion mit Sec62p hauptsachlich wichtig fiir den posttranslationalen
Import ist und eine Deletion der sauren Domane von Sec63p kaum Effekt auf den cotransla-
tionalen Import aufweist (Willer et al., 2003} |Jermy et al., 2006). Jedoch konnten Reithinger
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und Kollegen vor Kurzem nachweisen, dass Sec62p bei der cotranslationalen Insertion und der
Orientierung von moderat-hydrophoben Signal-Anker-Proteinen eine Rolle spielt (Reithinger
et al., 2013). Allerdings ist Sec62p bei der Insertion des wildtypischen Pho8p nicht beteiligt
(Reithinger et al., 2013). Mdglicherweise liegt der Fall bei dem von mir verwendeten Re-
porterprotein Pho8-Ura3p anders, was den verschlechterten cotranslationalen Import dieses
Proteins erklaren wiirde (siehe Abb. [3.12)). Die mutierte Brl-Domane hatte einen stirkeren
Effekt auf den posttranslationalen Import als auf den cotranslationalen (siehe Abb. .
Womoglich ist diese Domane wichtiger fiir die Stabilisierung des heptameren SEC Komplexes
als fiir die Stabilitat des Ribosom-gebundenen cotranslationalen Komplexes.

Die Sec63p-DnaJ-Domane ist hingegen nur fiir den posttranslationalen Import wichtig
(Brodsky & Schekman, [1993; |Lyman & Schekman, |1995)). Dies zeigte sich auch in der sec63-
402-Mutante, die ausschlieBlich einen leichten posttranslationalen Importdefekt aufwies (sie-
he Abb. . Ebenfalls einen posttranslationalen Importdefekt zeigte sec63-405, die eine
Punktmutation in der ersten Transmembrandoméane und im N-terminalen Bereich der Brl-
Domane tragt (siehe Abb. [3.5). Nach Untersuchung der Effekte der vereinzelten mutierten
Domanen wurde klar, dass die Mutation in der Transmembrandomane den posttranslatio-
nalen Importdefekt in sec63-405 verursacht (siehe Abb. [3.12). Wahrscheinlich kommt es in
diesem mutierten Sec63p zu einer Stérung der Konformation, wodurch auch die Bildung des
heptameren Komplexes gestort werden kénnte.

Die beobachteten Importdefekte in meinen neuen sec63-Mutanten konnte ich auch in
den Pulse-Chase-Experimenten bestitigen (sieche Abb. [3.16)). Jedoch war die Starke der be-
obachteten Import-Defekte in beiden Assays etwas unterschiedlich, insbesondere wenn man
die Stamme sec63-403, sec63-404 und sec63-405 vergleicht (siehe Abb. [3.11] und |3.16)).

Diese Unterschiede sind vermutlich auf die Kinetik des Imports zuriickzufiihren, da bei ei-

nem Pulse-Chase nur die neu-synthetisierten Proteine, die innerhalb der 2 min Labeling-Zeit
translatiert werden, untersucht werden. In dem in vivo Protein-Import-Assay hingegen wurde
ein ,steady state”“-Level dargestellt von cytosolisch akkumulierten Vorlaufer-Protein aufgrund

des Proteinimportdefekts.

4.3 Erhohte UPR-Aktivitat in sec63-402

Defekte im ERAD lésen meist Aktivierung der UPR aus (Friedlander et al [2000; [Travers
et al., 2000). Deshalb habe ich in dieser Arbeit ebenfalls den UPR-Status von einigen der
neuen sec63-Mutanten mit Hilfe zweier verschiedener Assays untersucht. Einmal habe ich
die sec63-Stamme mit einem Airel-Stamm gekreuzt, bei dem ERAD-defekte haploide Nach-
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kommen synthetisch letal waren (siehe Chen et al., 2005). AuBerdem habe ich einen Reporter-
Assay verwendet, bei dem die Aktivierung des UPRE die Expression eines Reporterproteins
verursacht, welches in einer anschlieBenden Reaktion ein chromogenes Substrat umwandelt,
das photometrisch gemessen werden kann (siehe |Cox et al., [1993).

Leider hat die Kreuzung mit dem Airel-Stamm nicht gut funktioniert (siehe Abb. [3.13).
Nach Umsetzung auf Sporulationsmedium sind nur sehr wenige haploide Stamme angewach-
sen. Es war auch nicht moglich, einen lebensfahigen SEC63Airel zu generieren. Bei vielen
Stammen konnte ich zwar noch wenige Teilungszyklen feststellen bevor sie das Wachstum
eingestellt haben, jedoch waren nie genug Sporen einer Tetrade angewachsen um daraus
auf den Genotyp der nicht-gewachsenen Sporen zu schlieBen (siehe Abb. . Die Ursache
fur das schlechte Wachstum ist schwierig zu erklaren, da viele mogliche Genotypen keine
lebensfahigen Stamme erzeugt hatten.

Die UPR-Aktivitat konnte ich erfolgreich mit dem UPRE-lacZ-Reportersystem untersu-
chen (siehe Abb. . Dabei untersuchte ich sec63-402, der eine Akkumulation von CPY*
gezeigt hatte (siehe Abb. , sowie sec63-404, der Stamm, der den starksten post- und
cotranslationalen Importdefekt aufwies (siehe Abb. . Die Mutante sec63-402 zeigte ei-
ne sehr starke UPR-Aktivitat, die im Vergleich mit dem Wildtyp etwa vier Mal so hoch war
(siehe Abb. [3.14)). Dies war im Bereich der vollen UPR-Induktion, wie sie durch Tunicamycin-
Behandlung (etwa 4,5fach hoher als unbehandelter wt) ausgeldst wurde (nicht gezeigt). Der
Stamm sec63-404 zeigte ebenfalls eine UPR-Induktion, jedoch nur etwa doppelt so hoch
wie der Wildtyp. Eine erhéhte UPR-Antwort deutet auf eine gestorte Proteinhomdostase in
diesen Stammen hin (Gardner et al., 2013). Kabani und Kollegen haben in ERAD-defekten
kar2-Mutanten (Kar2-1p und Kar2-133p), die eine verminderte Affinitat fiir ERAD-Substrate
aufwiesen, ebenfalls eine stark erhdhte UPR festgestellt (Kabani et al., 2003). Diese Mutan-
ten waren jedoch weiter kompetent fiir Protein-Import (Kabani et al., 2003)). Die Autoren
haben das auf die Kompensation der verminderten Peptidaffinitdt durch eine Erhohung der
Expression der kar2-Mutanten zuriickgefiihrt (Kabani et al., 2003)). Da in sec63-402 die UPR
ebenfalls stark erhoht ist, konnte man daraus folgern, dass auch in diesem Fall die Zelle eine
mégliche Minderung der Interaktion von Sec63-402p und Kar2p durch eine Uberexpression
von Kar2p zu kompensieren versucht. In der Publikation von Vembar et al., 2010 wird aber
eine kar2-Mutante vorgestellt, die eine schwachere Sec63p-Interaktion aufweist, aber keine
erhdhte UPR-Induktion (Vembar et al [2010). Diese Mutante (R217A) hat jedoch auch kei-
nen ERAD-Defekt (Vembar et al., 2010). Zwei andere kar2-Mutanten (K584X und S493F),
zeigen einen ERAD-Defekt, erhohte UPR-Aktivitat und eine Verminderung der Substratbin-
dung, aber keine Beeintrachtigung der Interaktion mit Sec63p (Vembar et al., 2010). Also
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steht die erhohte UPR-Aktivitat wahrscheinlich nur im Zusammenhang mit einem ERAD-
Defekt und nicht mit der Interaktion von Kar2p und Sec63p.

4.4 ERAD loslicher und transmembraner Substrate in

sec63-Mutanten

Ich untersuchte anschlieBend, ob alle oder nur spezifische ERAD-Substrate Sec63p-abhangig
abgebaut werden. Dafiir verglich ich ERAD von léslichen Substraten, wie CPY* und KHN,
mit ERAD von Substraten mit einer verschiedenen Anzahl von Transmembrandomanen, wie
KWW, Degl::Sec62p”™*A und Sec61-2p (siehe Abb. . Dabei konnte ich eindeutig zei-
gen, dass nur die loslichen Substrate CPY* und KHN eine langere ty /o aufwiesen in sec63-402
als im Wildtyp (siehe Abb. und[3.30)). Bei den Transmembran-Proteinen konnte ich keine
Veranderung der Degradationsrate beobachten (siehe Abb. und. Auch bei der Inter-
aktion von Kar2p mit Jem1lp und Scjlp konnte beobachtet werden, dass sie eine Rolle beim
ERAD von léslichen ERAD-Substraten spielt, aber bei transmembranen ERAD-Substraten
konnte kein Effekt festgestellt werden (Nishikawa et al., 2001)). Diese Dnal-Proteine sind
nur bei der Degradation der I6slichen Substrate CPY* und AgaF involviert, nicht aber beim
Abbau des polytopen Sec61-2p (Nishikawa et al., [2001). Nach Einbeziehung der Daten die-
ser Arbeit scheint es, dass neben der Interaktion von Kar2p mit den J-Proteinen Jem1p und
Scjlp auch die Interaktion von Kar2p mit Sec63p bei der Degradation von I6slichen Prote-
inen eine Rolle spielt. Die hier gewahlten ERAD-Substrate werden (iber den Hrd1-Komplex
degradiert (Vashist et al., 2001 |Vashist & Ng, 2004; Degl::Sec62Pr°tA: Rubenstein et al.,
2012)). Leider konnte ich das von mir gewahlte ERAD-C-Substrat Ste6-166 in meinen Mu-
tanten nicht exprimieren, weshalb Degradationsanalysen nicht méglich waren (Loayza et al.,
1998; |Vashist & Ng, 2004). Zukiinftig ware es jedoch empfehlenswert, ERAD-C-Substrate in
sec63-402 zu testen.

Bei der Degradation von CPY* konnte eine Erhohung der t1/2 von 20 auf 30 min beob-
achtet werden, jedoch nur in der DnaJ-Doméanen Mutante sec63-402 (siehe Abb. . Alle
anderen sec63-Mutanten zeigten keinen Degradationsdefekt, obwohl einige einen wesentlich
schwerwiegenderen Importdefekt als sec63-402 aufwiesen (sec63-404, sec63-405; siche Abb.
3.16). Der ERAD von CPY* wurde auch in der bereits publizierten Mutante sec63-201 getes-
tet, bei der die letzten 27 Aminoséuren deletiert wurden (siehe Abb. [3.17} [Ng et al, [1996).
Allerdings liegt bei dieser Mutante ein starker Importdefekt vor, wodurch eine Auswertung
des Effekts der Mutation auf ERAD nicht moglich war, da wahrend der Labeling-Zeit nur
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ein Bruchteil des radioaktiv markierten CPY* in das ER-Lumen gelangen konnte (siehe Abb.
3.17)).

Ich habe die Degradation von CPY* in sec63-402-Zellen auch bei niedrigen und hohen
Temperaturen getestet, da diese Mutante eine leichte Kalte- und Hitzesensitivitat bei den
Wachstumsexperimenten zeigte (siehe Abb. . Die t;/» von CPY* war in sec63-402 bei
23 °C verdoppelt im Vergleich zu dem Wildtyp (siehe Abb. . Nishikawa und Kollegen
untersuchten CPY*-ERAD in der sec63-1-Mutante bei 23 °C und 37 °C und in AscjIAjeml-
Zellen (Nishikawa et al., [2001). In sec63-1 konnte aber nur eine unwesentliche Veranderung
der Degradationszeit beobachtet werden (Nishikawa et al., 2001)). In den Stammen, in denen
allerdings die Gene fiir die beiden DnaJ-Proteine Jem1p und Scjlp deletiert waren, konnte
eine Erhdhung der t;/5 von CPY* bei 23 °C auf das 2,6fache des Wildtyps gezeigt wer-
den (Nishikawa et al., 2001). Bei 37 °C wurden in dem AscjlAjemI-Stamm nur 10% von
CPY* iber die Chase-Zeit von 120 min degradiert (Nishikawa et al., 2001)). Bei Vergleich
der Resultate kann festgehalten werden, dass wohl alle drei im ER mit Kar2p interagierenden
DnalJ-Proteine eine Rolle bei der Degradation von CPY* spielen. Wahrend Scjlp und Jemlp
zusammen mit Kar2p die ERAD-Substrate I6slich und somit Export-kompetent halten, ver-
ankert Sec63p Kar2p wahrscheinlich am Translokon, und damit an der Stelle, wo es beim
Transport des ERAD-Substrats aus dem ER mitwirken kann.

2ProtA in den Mutanten verwendete

Zur Untersuchung der Degradation von Degl::Sec6
ich einen Cycloheximid-Chase-Assay (siehe Abb. . Als Teststamme benutzte ich die drei
DnaJ-Domanen Mutanten sec63-1, sec63-401 und sec63-402, sowie je ein Beispiel fir Muta-
tionen in den anderen Doméanen von Sec63p (sec63-405 Transmembrandoméne, sec63-404
Brl und sec63-404 saure Domane; siehe Abb. . Mit der Methode des Cycloheximid-
Chase betrachtet man nicht die neu-synthetisierten Proteine, sondern einen ,steady state"
des Proteinlevels in der Zelle. Bei Degl::Sec62P™* handelt es sich um ein synthetisches Kon-
strukt, dass tiber den Hrd1-Komplex degradiert wird, obwohl die Degl-Sequenz ein Substrat
ublicherweise dem DoalO-Weg zufiihrt (Swanson et al. [2001; [Hochstrasser & Varshavskyj,
1990)). Bei der Degradation gelangt dabei der cytoplasmatisch lokalisierte N-Terminus in
das ER-Lumen und wird somit zuganglich zur N-Glykosylierungsmaschinerie. Durch die N-
Glykosylierung nach Translokation des N-Terminus bei der Initiation von ERAD ist eine Bande
mit etwas hoherem Molekulargewicht im Gel zu sehen. Falls allerdings der cotranslationale
Import verlangsamt ist, wird die Glykosylierung verzogert und die unglykosylierte Bande wird
etwas prominenter. Dabei kommt es auch zu einem Wechsel von dem Hrd1-Weg zu dem
Doal0-Weg und die Degradation lauft schneller ab (Rubenstein et al., 2012).

Seite 111



Kapitel 4. Diskussion

Diesen Effekt konnte ich auch in den ERAD-kompetenten, ER-Import-defekten sec63-
Mutanten beobachten (siehe Abb. [3.27)). Besonders in sec63-404 Brl und sec63-405 Trans-
membrandomane verkirzte sich die t; /> von Degl::Sec62P™ im Vergleich zum Wildtyp (sie-
he Abb. . In diesen Mutanten ist es wahrscheinlich zu dem Wechsel zum Doal0-Weg
gekommen. Ein ERAD-Defekt konnte in keiner dieser Mutanten festgestellt werden (siehe
Abb. . Auch in der C-terminalen Deletionsmutante sec63-201 konnte kein ERAD-Defekt
beobachtet werden (siehe Abb. . Die Degradationsrate von Degl::Sec62”™*A war auch
in sec63-201 leicht erhoht im Vergleich mit dem Wildtyp, was wahrscheinlich auf die gestor-
te Interaktion zwischen Sec63-201p und Sec62p zuriickzufiihren ist (siehe Abb. [3.26]). Dies
passt zu den Beobachtungen in |Rubenstein et al., 2012. Die Autoren konnten in sec63-201
eine Verzdgerung der Degradation von Degl::Sec62P™ feststellen, sowie einen Wechsel zum
Doal0-Weg und eine verlangsamte Glykosylierung von Degl::Sec62ProtA (Rubenstein et al.,

2012).

Die ERAD-Substrate KHN und KWW wurden bereits in den Publikationen von Vashist
und Kollegen verwendet (Vashist et al., [2001} |Vashist & Ng, [2004)). Es handelt sich dabei um
Proteinchimaren aus der Signalsequenz von Kar2p, die co- und posttranslationalen Import
vermitteln kann, und dem Virusprotein Hamagglutinin Neuraminidase, dem bei KWW noch
zusatzlich die Transmembrandoméane des Plasmamembranproteins Wsclp angefiigt wurde
(Vashist et al., 2001} |Vashist & Ng, [2004). ERAD dieser Substrate habe ich in sec63-201
und sec63-402 untersucht (siehe Abb. und Abb. [3.30)). Leider konnte ich in sec63-402-
Zellen kein KWW detektieren, weshalb ich in dieser Mutante nur ERAD von KHN untersuchen
konnte. Es scheint unwahrscheinlich, dass der Importdefekt in sec63-402 fiir die mangelnde
KWW-Expression verantwortlich ist, da sec63-201 einen viel starkeren Import-Defekt auch
cotranslational aufweist (Ng et al. [1996)). Moglicherweise sind die Expressionsunterschiede
auf den unterschiedlichen Stammhintergrund zuriickzufiihren.

In sec63-201 und sec63-402 Mutanten konnte eine Verlangerung der ty/; von 35 min
im Wildtyp auf 45 min nachgewiesen werden (siehe Abb. und Abb. [3.30). Fir KWW
war in sec63-201 kein Degradationsdefekt erkennbar (siehe Abb. . Bei der Degradation
dieser Substrate werden beide zuerst in den Golgi-Apparat transportiert, bevor sie retro-
grad zum ER beférdert werden, wo ihre Degradation erfolgt (Vashist et al., |2001)). Beide
ERAD-Substrate werden bei dem Transport in den Golgi-Apparat glykosyliert, weshalb die
Laufgeschwindigkeit des Proteins im Gel bei den spateren Zeitpunkten etwas langsamer ist
und eine undeutliche verschwommene Bande gebildet wird (Vashist et al., |2001). Diese ist in
den Stammen sec63-201 und sec63-402 deutlich sichtbar (siehe Abb. und Abb. [3.30).
Also ist auch bei dem luminalen ERAD-Substrat KHN unabhéngig vom posttranslationalen
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Import eine langsamere Degradation der Fall. Das heiBt, ERAD in sec63-402 ist verlang-
samt fiir alle l6slichen Substrate, auch solche, die wie KHN cotranslational importiert werden
konnen, und die im Golgi poly-mannosyliert worden sind. Da in sec63-201 der ERAD von
CPY* nicht untersucht werden konnte, ist ein verlangsamter ERAD eines |6slichen Substrats
in sec63-201 nur mit KHN gezeigt (siehe Abb. und Abb. . Vermutlich beruht der
verlangsamte ERAD von KHN in sec63-201 aber auf einer Konformationsidnderung dieser
Mutante, die die DnaJ-Domane beeinflusst. Da keine der anderen Mutanten mit Mutatio-
nen im Bereich der C-terminalen Deletion von sec63-201 (sec63-404 und sec63-406) eine
Beeintrachtigung des ERAD eines loslichen Substrats zeigen.

Als Beispiel fiir ein polytopes ERAD-Substrat habe ich Sec61-2p verwendet, dass 10
Transmembrandomanen besitzt (Vashist et al., 2001). Die Degradation dieses Proteins war
in den einzelnen sec63-Mutanten sehr heterogen (siehe Abb. . Bereits der Wildtyp-
Stamm zeigte eine deutlich langsamere t; /, mit 24 min als die 12 min, die fir dieses Protein
publiziert sind, was moglicherweise auf den Stammhintergrund zuriickzufithren ist (siehe
Abb. und Vashist & Ng, 2004). Uberraschenderweise degradierten sec63-404 saure
Domane und vor allem sec63-402 dieses Protein wesentlich schneller als der Wildtyp mit
jeweils 14 und 10 min (siehe Abb. [3.31)). Die Mutanten sec63-405 Transmembrandomane
und sec63-404 Brl hatten hingegen wahrend der ersten 30 min dieses Experiments kaum die
Halfte des Substrats degradiert, wobei die sec63-405 Transmembrandoméane noch langsamer
war als die Brl-Mutante (siehe Abb. [3.31)). Diese sehr unterschiedlichen Degradationszeiten
sind moglicherweise auf mehrere Faktoren zuriickzufiihren: Einer davon ist wahrscheinlich
die unterschiedlich hohe UPR-Induktion der verschiedenen Hefestamme (siehe Abb. [3.14).
Die sehr starke Aktivitat in sec63-402 kénnte zu einem schnelleren Abbau dieses polytopen
Substrats beitragen (siehe Abb. [3.14)).

Ein anderer Faktor, der zu den heterogenen t; ;, von Sec61-2p beitragt, ist moglicherweise
die gestorte Interaktion von Sec63p mit dem Sec61-Komplex, der durch die Mutante Sec61-2p
beeintrachtigt sein kdnnte und dadurch einen Einfluss auf die Sec61-2p-Degradation nehmen
konnte. Diese Interaktion ist vielleicht durch eine veranderte Konformation des sec63-Proteins
in sec63-405 zurlckzufiihren, das eine Punktmutation in der ersten Transmembrandomane
tragt, was auch bereits zu einem starken posttranslationalen Importdefekt gefiithrt hat (siehe
Abb. . Die Vermutung, dass die Brl-Domane hier von entscheidender Bedeutung ist
fur die Interaktion mit Sec61-2p, wird auch durch die langsamere Degradation von Sec61-
2p in der Brl-Mutante unterstitzt (siehe Abb. . Die Datenlage spricht in diesem Fall
eher dafiir, dass diese Degradationseffekte nicht die gleiche Ursache haben wie die zuvor

erwahnten Effekte von sec63 bei den 16slichen Substraten.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Degradation von I6slichen und transmembranen
ERAD-Substraten

In dieser Abbildung wird die Degradation von verschiedenen ERAD-Substraten im Bereich der
ER-Membran dargestellt. In der rechten Bildhalfte wird der Export eines luminalen fehlgefalteten
Proteins durch Interaktion mit dem Chaperon Kar2p gezeigt, der durch die DnaJ-Proteine Sec63p,
Jemlp und Scjlp reguliert wird (unbekannter Exportkanal ist als griiner Zylinder markiert). Die
Mutation oder Fehlfaltung des Proteins wird durch den roten Stern angezeigt. In der linken Bildhalfte
wird angedeutet, dass die Degradation von transmembranen ERAD-Substraten von Ssalp abhangig
ist.

Es ist bekannt, dass verschiedene Chaperone in die Degradation von Proteinen involviert

sind, allerdings besitzen diese Chaperone eine Substratspezifitat (Fewell et al) 2001). So

wurde nachgewiesen, dass das Hsp70 Chaperon Ssalp und die Hsp40 Chaperone Ydjlp und
Hdjlp, die alle cytosolisch lokalisiert sind, an der Degradation von verschiedenen integralen

Membranproteinen beteiligt sind, zum Beispiel ist Ssalp an dem ERAD des 12 Transmembra-

nenproteins Ste6p* involviert (Fewell et al., [2001)). Fiir Kar2p hingegen konnte bisher nur eine
Beteiligung bei der Degradation von léslichen Proteinen nachgewiesen werden (Nakatsukasa,
et al., |2008; Nishikawa et al., [2005)). Dies trifft auch auf die anderen luminalen DnaJ-Proteine
Jemlp und Scjlp zu, die Interaktionspartner von Kar2p sind (Nishikawa et al., 2001). Zu

diesem Substratmuster passen auch die Daten aus dieser Arbeit, bei der Sec63p einen Effekt
nur bei der Degradation von léslichen Proteinen zeigt (siehe Abb. .
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Fir Sec61p wurde eine Rolle bei dem retrograden Transport wahrend des ERAD von
einigen Substraten nachgewiesen (Plemper et al., [1999b; Wiertz et al., [1996)). Da aber keine
sec63-Mutante einen Degradationsdefekt von CPY* aufzeigte, die eine Mutation im Inter-
aktionsbereich mit dem Sec61-Komplex trug, kann eine Beeintrachtigung des ERAD durch
gestorte Sec63p-Secb1p-Interaktion weitgehend ausgeschlossen werden (siehe Abb. . Zu-
satzlich zeigten die Mutanten mit Mutationen im Interaktionsbereich von Sec62p ebenfalls
keine Beeintrachtigung des ERAD des I5slichen CPY* (siehe Abb. [3.16)).

4.5 Strukturelle Effekte der Mutationen in der
DnaJ-Domane von sec63-401 und sec63-402

Die DnaJ-Domane ist eine hochkonservierte Region, die zur Interaktion mit Hsp70-Proteinen
dient, wodurch deren ATP-Hydrolyse-Aktivitat reguliert wird (Georgopoulos et al.,(1980)). Die
DnaJ-Domane besteht aus vier Helices, die iiber Schleifen miteinander verbunden sind (siehe
Abb. und Walsh et al., 2004). Zwischen Helix Il und Helix |11 liegt das HPD-Motiv, das von
essentieller Bedeutung firr die Interaktion mit Hsp70-Proteinen ist (Greene et al., (1998; Qian
et al.,|1996)). Die Mutationen in den DnaJ-Domanen der Mutanten sec63-401 und sec63-402
liegen in der lysinreichen Helix I (siehe fir sec63-402 Abb. . Der Austausch eines Serins
durch ein Phenylalanin an Stelle 143 in sec63-401 hatte keinen auffalligen Effekt auf ERAD,
Temperatur- bzw. Stresssensitivitat oder Proteinimport (siehe Abb. , Abb. und Abb.
. An dieser Stelle befindet sich in den meisten DnaJ-Domanen Proteinen ein Lysin wie
z. B. in Jem1p (siehe Abb.[4.2)). Diese Stelle kann aber auch durch ein Serin (Sec63p, Scjlp),
ein Isoleucin oder ein Threonin besetzt sein (Walsh et al., 2004). In sec63-402 ist an Stelle
140 ein saures Aspartat durch ein hydrophobes Valin ausgetauscht (siehe Abb. . Die
meisten DnaJ-Domanen Proteine inklusive Scjlp und Jemlp besitzen an dieser Position eine
saure Aminosaure (Walsh et al., 2004). Sie befindet sich direkt neben einer hochkonservierten
Stelle, an der sich ein hydrophobes Isoleucin befindet (Walsh et al., 2004). Diese Lokalisierung
ist wichtig fir die Stabilisierung und Packung der Helix (Walsh et al., 2004). Es ist moglich,
dass durch diese hydrophobe Aminosaure an dieser Position in sec63-402 die Packung der
Helix Il gestort wird und dadurch die Position des HPD-Motivs verandert wird (sieche Abb.
. Moglicherweise hat dies Auswirkungen auf die Interaktion von sec63-402 mit Kar2p.
Die Interaktion von Sec63-402p mit Kar2p muss aber noch experimentell verifiziert werden.

DnaJ-Domanen Proteine iibernehmen in der Zelle unterschiedliche Aufgaben (Walsh
et al., [2004)). Dies steht oft in Verbindung mit ihren charakteristischen Merkmalen nach de-
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DnaJ
Abbildung 4.2: Sequenzvergleich der DnaJ-Doméanen verschiedener Hefe-Proteine

In dieser Abbildung wird die DnaJ-Domane von 22 Hefeproteinen verglichen. Die Aminosauren
sind nach folgendem Schema farbcodiert: orange: basisch; blau: sauer; griin: polar; rot: nicht-
polar. Die vier verschiedenen helicalen Bereiche sind durch graue Balken angegeben. Die schwarzen
Sterne markieren hydrophobe Aminosauren, die wichtig sind zur Stabilisierung der Helices. Die
Zahlen geben die Lange der einzelnen DnaJ-Domanen an. Sec63p wurde durch ein rotes Rechteck
hervorgehoben. Der rote Stern markiert die mutierte Position in sec63-402. Der griine Pfeil markiert
Position 140, der blaue Pfeil Position 143 (verandert nach Walsh et al.| 2004).

nen die Proteine in unterschiedliche Klassen eingeteilt werden (Cheetham & Caplan, (1998)).
Scjlp ist ein Typ | Protein und zusammen mit Kar2p an der Regulation der Faltung von
Proteinen beteiligt, so dass sie nicht aggregieren und in einem Export-kompetenten Zustand
gehalten werden (Silberstein et al., [1998). Sec63p ist ein Typ Il Protein, das Kar2p am Ort
seiner Aktivitat, dem Translokon, verankert (Walsh et al., [2004; Nishikawa et al., [2001).

In meiner Arbeit habe ich gezeigt, dass Sec63p dabei nicht nur am Import von neuen
Proteinen ins ER, sondern auch am Export von fehlgefalteten Proteinen aus dem ER beteiligt
ist. Dies steht auf den ersten Blick im Widerspruch mit Daten, welche in Vembar et al., 2010
veroffentlicht wurden (Vembar et al., [2010)). Die Autoren zeigten, dass ein mutiertes Kar2p,
dessen Interaktion mit Sec63p stark vermindert ist (R217A), aber nicht die mit Jem1p, keinen
Effekt auf ERAD von zwei I6slichen Proteinen (CPY* und AgpaF) zeigte, sondern nur auf den
Proteinimport (Vembar et al.,[2010). Eine Mutation in dem Substrat-Interaktionsbereich von
Kar2p war jedoch defekt beziiglich der Degradation beider Substrate (Vembar et al., [2010)).
Eine mogliche Erklarung konnte sein, dass fiir den Proteinimport die Interaktion von Sec63p
und Kar2p limitierend ist, da die Bindung von Kar2p an den Transportkanal das Chaperon in

die Nahe zu dem zu transportierenden Substrat bringt und daher die Affinitat von Kar2p an
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das Substrat weniger kritisch wird. Fiir den Export von I6slichen Proteinen ins Cytosol ist die
Interaktion von Kar2p und dem Exportsubstrat limitierend, da ein Verlust dieser Interaktion in
Verlust der Exportkompetenz, Proteinaggregation und einem ERAD-Defekt resultiert. Aber
sogar in diesem Fall wiirde man einen Effekt auf ERAD bei verminderter Affinitat von Kar2p
zu Sec63p erwarten. In den Pulse-Chase-Experimenten, die Vembar et al.| zur Analyse von
ERAD in der R217A Mutante verwendeten, wurde eine extrem lange Pulse-Zeit gewahlt (10
min) im Vergleich zu unserer (2 min) (Vembar et al., 2010). AuBerdem war die t; /, von CPY*
in ihrem Wildtyp mit etwa 40 min ungewdhnlich lang, verglichen mit den Literaturwerten und
unseren Experimenten (20 min) (siehe [3.16} [Finger et al, 1993} [Vembar et al/,[2010)). Es wére
deshalb méglich, dass moderate Effekte auf die CPY*-Degradation in diesen Experimenten
ibersehen wurden.

Die Autoren untersuchten ebenfalls AgpaF-Degradation in einem zellfreien System basie-
rend auf Hefemikrosomen und Cytosol und fanden keinen Defekt in den Membranen der kar2
R217A-Mutante (Vembar et al., 2010)). In diesem in vitro Assay wurde die Importzeit, um die
Mikrosomen mit dem Substrat zu beladen, viel langer gewahlt (1 h), als notwendig ist, um den
Import abzuschlieBen (10-15 min) (Vembar et al., 2010; Pilon et al., 1997)). Diese verlangerte
Importzeit ist essentiell fiir anschlieBenden Export und Degradation in Gegenwart von Cyto-
sol (McCracken & Brodsky, |1996} |Pilon et al., 1997). Falls es der Zweck der Sec63p/Kar2p
Interaktion in ERAD ist, Substrate zur Exportmaschinerie zu fithren, kdnnte dieser Vorgang
wahrend der Importreaktion in den zellfeien ERAD-Assay bereits abgeschlossen sein. AuBer-
dem ist es vorstellbar, dass die Sec63p Interaktion bei Fehlen von konkurrierendem Import
fir ERAD nicht limitierend ist und daher die verminderte Affinitat der kar2 R217A-Mutante
keinen Exportdefekt verursachten. Es ist auBerdem nicht moglich die Rollen von essentiel-
len und nicht-essentiellen DnaJ-Domanen Proteinen zu vergleichen in Stammen, in denen
Erstere deletiert und Letztere durch Punktmutationen geschwacht sind, da diese Mutanten
nie komplett funktionsuntiichtig sind und deshalb schwachere Phanotypen auspragen als die

Deletion.

4.6 Auswirkungen von Depletion und Uberexpression

von Sec63p auf die Degradation von
ERAD-Substraten

In Mades et al., 2012 wird beschrieben, dass bei Uberexpression von Sec63p in Sauger-Zellen

der ,steady state“-Level von polytopischen Membranproteinen in der ER-Membran reduziert
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und bei Sec63p-Depletion hoher reguliert wird (Mades et al., [2012)). Jedoch liegt bei Mades
ein anderer Mechanismus zu Grunde als bei ERAD, da die Verminderung der Proteinmenge
unabhéngig von Proteasomen ist (Mades et al., 2012). Die beobachteten Effekte in [Mades
et al., 2012 werden also nicht durch ERAD verursacht sondern eher durch Importregulation.

In meiner Arbeit habe ich den Effekt von tberexprimiertem und depletiertem Sec63p auf
ERAD von CPY* und Degl::Sec62P*A untersucht (siehe Abb. [3.22) Abb. und Abb.
. Bei der Sec63p-Uberexpression konnte eine marginal schnellere Degradationsrate von
CPY* beobachtet werden (siehe Abb. [3.22)). Aber dieser Effekt war schwach im Vergleich
zu den von [Mades et al.| 2012/ beobachteten Effekten. Bei Degl::Sec62P™tA konnte keine
veranderte Degradationsrate bei Sec63p-Uberexpression festgestellt werden (siehe Abb. .

Fiir die Sec63p-Depletion habe ich den in [Young et al., |2001| beschriebenen Stamm ver-
wendet (Young et al., 2001). Es konnte zwar eine etwas langsamere Degradationsrate von
CPY* von 28 min auf 35 min gezeigt werden, bei einer Verminderung des Sec63p-Gehalts um
etwa die Halfte, jedoch war gleichzeitig der co- und posttranslationale Import so schwer inhi-
biert, dass nur ein geringer Teil des CPY* tiberhaupt ins ER-Lumen transportiert wurde (siehe
Abb. . Dadurch war mit groBer Wahrscheinlichkeit die gesamte Proteinhomédostase die-
ses Stammes so schwer gestort, dass man mit diesem Assay keine verlassliche Aussage iiber
die Rolle der Menge von Sec63p in ERAD treffen kann. Der Sec63p-,steady state“-Level
in meinen Mutanten konnte ich mit unserem Antikorper nicht bestimmen, da dieser in der
DnaJ-Domane bindet und diese Interaktion wahrscheinlich durch die Mutationen in diesem
Bereich gestort wird. Es ist aber unwahrscheinlich, dass der Expressionslevel von sec63-402
die Ursache fiir die beobachteten Degradationsdefekte darstellt, da der Import nicht beein-
trachtigt war, wie es bei der Depletion von Sec63p zu sehen war (siehe Abb. und Abb.
. Sec63p ist in Mammalia nicht essentiell, weshalb dort eine Depletion von Sec63p mog-
lich ist, ohne das Uberleben der Zellen stark zu beeintrichtigen (Mades et al., [2012; Lang
et al., [2012).

Die Funktionen von Sec63p haben sich vermutlich im Laufe der Evolution verdndert, wie
es auch bei Sec62p der Fall ist (Miller et al., 2010). Muller et al., 2010 zeigten, dass das
Prinzip der Interaktion von Sec62p und Sec63p in Hefe und Mammalia gleich sind. Anders als
das Hefe-Homolog interagiert Sduger-Sec62 aber zusatzlich mit dem Ribosom in Bereich des
Tunnel-Exits (Maller et al., 2010). Bei Sec63p scheint sich seine Rolle im Transport geandert
zu haben. In Hefe spielt es eine Rolle beim Transport l6slicher Proteine ins und aus dem ER,
in Sdugern scheint es sich um eine Art Chaperon fiir Transmembranproteine wahrend der

Biogenese zu handeln.
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4.7 Kontext zu SEC63-bezogenen Krankheitsbildern

Mutationen in SEC63 und in PRKCSH, das die B-Untereinheit der Glukosidase Il (BGII)
codiert, sind in dem Krankheitsbild der ADPLD, bei der viele ephitheliale Cysten biliaren
Ursprungs in der Leber gebildet werden, involviert (Fedeles et al., [2011). Die ADPLD kann
als eigenstandiges Krankheitsbild auftreten, aber auch zusammen mit der ADPKD (Davila
et al., [2004). Wodurch genau Mutationen in SEC63 zu ADPLD im Menschen fiihren, ist
noch nicht klar. Verschiedene Theorien sind plausibel, z.B. konnte Sec63 und Glukosidase
[I' (auch Hepatocystin genannt) in der Expression und dem Transport eines oder mehrern
Proteinen notwendig sein, die fiir die Kontrolle der Zellteilung der bilidren Zellen notwen-
dig sind. In Ubereinstimmung mit diesem Model konnten Fedeles und Kollegen zeigen, dass
Sec63 und BGII bei der Expression des Polycystin 1/Polycystin 2-Komplexes (PC1/PC2) bei
der ADPKD involviert sind (Fedeles et al., [2011). Die ADPKD wird durch Mutationen in den
Genen PKD1 und PKD2 ausgelést, die fir die polytopen Proteine PC1 (11 TM-Domanen)
und PC2 (6 TM-Domanen) codieren (Peters & Sandkuijl, |1992; [Nims et al., [2003)). Beide
Proteine bilden bei gemeinsamer Expression einen Komplex im ER (Grimm et al., [2003)). Bei
Mutation in SEC63 und in PRKCSH kommt es zu einer Abnahme des Proteinlevels von PC1,
wodurch es zu einer starkeren Ausdehnung der Nierentubuli und zu weiterem Cystenwachstum
kommt (Fedeles et al., 2011; Janssen et al., 2012). Die unterschiedlichen Krankheitsbilder
der ADPKD und ADPLD interpretieren [Fedeles et al., |2011| so, dass ADPKD durch einen
kompletten somatischen Verlust von PKDI1 und PKD2 versursacht wird, wohingegen Mu-
tationen in SEC63 und in PRKCSH eine Verminderung der Expression von PC1 nach sich
zieht, was Cystenbildung verursacht (Fedeles et al., 2011). Hier hat also Sec63, wie schon in
Mades et al., 2012 nachgewiesen, einen Einfluss auf die Expression eines polytopen Proteins.
Jedoch wird in |Fedeles et al., |2011, der Level des polytopen PC1 durch Mutation in SEC63
vermindert und nicht erhoht, wie Mades et al., 2012 beobachtet. Mades und Kollegen fiih-
ren diese auf den ersten Blick widerspriichlichen Beobachtungen auf die Abhangigkeit bzw.
Unabhéangigkeit von manchen cotranslational importierten Proteinen von Sec63 zuriick. Die-
se Sec63-Abhangigkeit konnte in Zusammenhang mit einer spaltbaren Signalsequenz stehen
(Lang et al., [2012)), da PC1 uber eine solche spaltbare Signalsequenz verfiigt und PC2 nicht
(Mades et al., [2012).

Eine andere Moglichkeit wie mutiertes Sec63p zu ADPLD fiihren kann, bezieht sich auf
die Funktion von Sec63p andere Proteine an der ER-Membran zu verankern. Denn Sec63p
konnte eine Interaktion mit dem cytosolischen Nucleoredoxin nachgewiesen werden, das mit

Dishevelled 1 interagiert, welches in den Wnt/B-catenin-Signalweg und den Wnt/planare
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Zellpolaritats-Signalweg involviert ist (Mller et al [2011)). Diese Signalwege werden durch
die Interaktion von Dishevelled 1 mit Nucleoredoxin negativ reguliert (Funato & Miki, 2010j).
Vor Kurzem hat man auBerdem eine Verbindung mit Stérungen bei der Myelinisierung im
zentralen und peripheren Nervensystem und ein vergroBertes ER in myelinisierenden Glia-
Zellen im Zebrafisch festgestellt (Monk et al., [2013). Die UPR ist in den untersuchen sec63-
Mutanten ebenfalls hochreguliert (Monk et al., [2013). Die erhéhte UPR und das vergroBerte
ER deuten in diesem Fall auf Zellstress hin (Monk et al., 2013)). Jedoch kann man aufgrund
der Importregulation durch Sec63 in Vertebraten und im Vergleich dazu die Beteiligung von
Sec63p in Hefe beim ERAD (siehe Abb. festhalten, dass die Hefe zur Erforschung der
Rolle von Sec63p in humanen Krankheiten nicht geeignet ist, da Sec63p offensichtlich in

Vertebraten eine teilweise abgewandelte Funktion zu Hefe innehat.
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