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Zusammenfassung

Die hier vorgelegte Arbeit analysiert funktionelle Doménen von Sec71p undSec/2p, zwei
Komporenten des posttranslationalen Transportsin das ER von Saccharomyces cerevisiae.
Die Kombination von Nullmutanten von SEC71, SEC72 und SBH1 fihrte zu den letalen
Doppeldeletionsmutanten Asec71/Asbhl und Asec72/Asbhl. Beide Hefestamme zeigen starke
Akkumulation vonPrakursoren verschiedener Transportsubstrate in vivo undin vitro.
Ausgehend vonden letalen Doppeldel etionsstammen war es méglich, fur die Funktion von
Sec71p und Sec72p wesentliche Doménen zu bestimmen. Der cytosolische Bereich von
Position 120160 des Sec71p ist ausreichend fur die Asoziation mit Sed2p und ddet
aulferdem einen Teill der Sec72p-Bindungsdomane. Der sich anschlief}ende C-terminae
Bereich von 46 Aminosduren ist ebenfals ein Tel der Sec72pBindungsdoméne. Jede
Telldoméne fur sich kann Sec72p eingeschrénkt anlagern, zusammen hinden sie Sec72p
Hochsalz-resistent und Alkali-besténdig.

Sowohl eine C-terminale Verkirzung von Sec71p hs Position 160,als auch eine Sec71p-
Variante ohne Membrananker und luminalen Tell kénren Sec71p funktionell ersetzen.
Fusionsproteine von cytosoli schen Bereichen des Sec71p unddem Membrananker des P450
aus Candida maltosa konren es nicht. Der Membrananker von Sec71p ist somit nicht
esentiell, kann aber auch nicht durch einen beli ebigen Membrananker ersetzt werden.

Eine Sequenzanalyse von Sec72p identifizierte im C-Terminus von Sec72p eine potentielle
TPR-Domane. TPR-Domanen sind Bestanteil e von Protein-Interaktionen, urter anderem auch
im Protein-Targetingmedanismus von Mitochondien und Peroxisomen. Es lag daher nahe,
nach cytosolischen Interaktionspartnern von Sec72p zu suchen, de Tell eines posttrans-
lationalen Targetingmechanismus <«in  konrten. Die Ergebnise phaochemischer
Quervernetzungsexperimente werden genauso Vvorgestellt, wie die enes Screens zur
Identifizierung synthetisch letaler Mutanten.

Durch Coimmunpréazipitationen wurde gezeigt, dald in Abwesenheit von Sec71p, Sec72p und
Sbhlp de Asziation vonSed1pmit Sedb2p richt beantrachtigt wird.

Die hier prasentierten Daten in Kombination mit anderen Ergebnissen fuhren zu der
Hypothese, dal? Sec71p/'Secr2p zusammen mit Sbhlpeine essntielle Funktion wéahrend eines
frihen Schrittes der posttranslationalen Translokation ausiiben. Wegen der méglichen
gegenseitigen Komplementation wurden de drel Proteine bisher in genetischen Screens

jedoch nie dsesentiell fir den pasttrandationalen Transportprozef3 gefunden.



Abstract

This work is focused on the functional domains of Sec71p and Sec72p. These proteins are
comporents of the paosttranslational transport complex of the ER in the yeast Saccharomyces
cerevisiae.

Deletion mutants of SEC71, SEC72 or SBH1 are viable. However the deletion d two genes —
either SEC71 and SBH1 or SEC72 and SBH1 resulted in a lethal phenotyp. Both doube
deletion strains acawmulate diff erent transport substrats in vivo andin vitro.

Exploiting the lethal strains it was passble to investigate the function d spedal domains of
Sec71lpand Sec72pin detail . The cytosolic part of Sec71pfrom aminoadd (ag 120to 160is
sufficient for the asciation d Sec71p with Sedb2p. It is also part of the Sec72p bnding
domain since it binds Sec72p wedkly. A tight association (resistant to high salt and alkaline
pH) is adhived by the adtiona interadion d Sec72p with the C-termina aa 160-206 d
Secr/1p.

The C-terminal truncation d Sec71p upto aal60is able to rescue aAsec71/Asbhl deletion
strain. Even a Sec/lp-variation withou the luminal part and membrane aichor can
functionaly replace the wt-protein whereas fusson proteins of different cytosolic parts of
Sec71pwith atransmembrane domain of P450 of Candida maltosa are not able to doit. The
transmembrane domain of Sec7/lp seems not to be essential for proteins function. A
membrane anchor of a different protein abalishes the @rrect interadion o Sec71p with its
partners of the translocon.

A sequence analysis of SEC72 identified a C-termina domain with smilarity to a TPR-
domain. TPR-domains mediat protein interadions and they participate for instance in the
targeting of proteins to the mitochondia or peroxisomes. Therefore we searched for cytosolic
interadion partners of Secr72p. The results of phaoreactive aosdinking studies and d a
screen for synthetic lethality are presented in this work.

By co-immunogrecipitation we showed that the asciation between Sedb1p and Sed2p is
naot altered in the éscence of Sec71p,Sec72pand Sbhilp.

The results presented herein combined with aher data gave rise to the hypaothesis that
Sec71lp'Secr2p together with Sbhlp are essentia for an ealy step o the posttrandational
translocaion. Because of their overlapping functions neither one of them was foundto be

esentia for the posttrandational transport in former genetic screens.
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5 FOA 5'-Fluoroovatic Acid

A Wellenlange des Lichtesin nm

aa Aminosduren (engl. aminoacids)

A Angstrom (10°m)

ATTC Amerikanische Kultur- und Gewebebank (engl. American type allture
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DTT Dithiothreitol
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EndoH Endaglykosidase H

eq Aquivalent (engl. equivalent), Konzentrationsangabe bei Membranen.
0,020Dyg = 1 eg/pll.

ER Endogdasmatisches Retikulum

HEPES N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N"-2-ethan-sulfonsdure

KOAcC Kaiumaceat

mCPY reife (mature) Form der Carboxypeptidase Y

NAC Nascent polypeptide Associated Complex

nm Nanometer (10° m)

ODeoo Optische Dichte bei der Wellenlange A = 600 rm

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophaese

PGK Phosphaoglyceratkinase

Pl Protease-inhibitor Mix

PMSF Phenylmethylsulfonsaurefluorid, Inhibitor von Serinproteasen

ppCPY Prapro-Form der Carboxypeptidase Y

RT Raumtemperatur

S Sekunde

SBH1 Secsixty-one beta homolog 1

SBH2 Secsixty-one beta homolog 2

Sc. Saccharomyces cerevisiae (Backerhefe)

SD Glucose-haltiges Minimalmedium fir Hefen

SDS Natrium-dodecylsulfat (engl. sodium-dodecylsulfat)
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1 Einleitung

Der gezielte Transport von Proteinen duch Membranen ist ein wichtiger Prozef3 fur den
Erhalt der Zelle Man kennt heute verschiedene Translokationssysteme in den
unterschiedlichen Organismen, sowohl in Pro- as auch Eukaryonten. Die meisten vonihnen
funktionieren nach einem allgemeinen Schema: Das zu transozierende Protein ist durch ein
Signal in Form einer Aminosauresequenz gekennzeichnet. Durch eine von mehreren
Moglichkeiten (Hitzeschockproteine oder Elongationsarrest) wird es daran gehindert sich
endgultig zu falten und \erbleibt somit in einem transportkompetenten Zustand. Durch einen
noch zu erforschenden Prozef3 gelangt das translokationskompetente Protein zu einem
porenhbil denden Membranproteinkomplex, wo nach eéinem Kontroll schritt der Durchtritt durch
die Membran erfolgt. Nach der Translokation erfolgt die Fatung und eventuell e Reifung zum
funktionellen Protein.

Dieser allgemeine Ablauf wurde in der Evolution auf unterschiedliche Weise redisiert, und
man findet entsprechende Transportsysteme in  Mitochondien, Chloroplasten und
Peroxisomen.

Der Sed®l-Komplex der Hefe Scerevisiae ist ein zentraes Trandokationssystem des
Endopdasmatischen Retikulums, verwandte Translokationskomplexe wurden in allen bisher
untersuchten Organismen gefunden. Eine eweiterte Form des Sed®61-Komplexes, der SEC-
Komplex, steht im Mittelpunkt dieser Arbeit. Er dient dem posttrandationalen Import von
Proteinen in das Endofdasmatische Retikulum der Hefe.

1.1 Das Targeting zum Endoplasmatischen Retikulum

Fur Proteine des sekretorischen Weges erfolgt der Membrandurchtritt bzw. die Membran-
insertion im Endogdasmatischen Retikulum (ER). Der weitere Transport zu den einzelnen
Kompartimenten (Golgi-Apparat, Lysosomen, Endosomen, sekretorische Vesikel und
Zellmembran) erfolgt durch vesikuldren Transport, ein weiterer Membrandurchtritt ist nicht
erforderlich (Palade, 1973.

Sekretorische Proteine zeichnen sich duch eine meist N-terminal gelegene Signal sequenz
aus. Signalsequenzen sind zwischen 15 und 40 Aminosauren lang und besitzen einen
dreiteili gen physikochemischen Aufbau. Ein hydropholer Kernbereich wird voneiner positiv
geladenen N-terminalen Region und einer poaren C-terminalen Region eingeschlossen
(Haeuptle ¢ al., 1989 von Heijne, 199Q. Die C-terminae Region enthélt die Schnittstelle fur
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die Signalpeptidase, die die Signalsequenz nad erfolgtem Membrandurchtritt proteolytisch
abspaltet (von Heijne, 1985 Evans et al., 1986. AulRerdem gibt es Signalankersequenzen, de
zur Verankerung von Membranproteinen in der ER-Membran fihren (Wickner und Lodish,
1985 Lippet a., 1989 Anderson und vorHeijne, 1994 Spiess 1995.

Prinzipiell kann man zwei Translokationsmedanismen urterscheiden. Einmal wird das zu
tranglozierende Protein schon wahrend seiner Synthese, zu einem Zeitpunk an dem es noch
keine Sekundér- oder Tertiarstruktur entwickelt hat, durch de Membran transportiert. Diesen
Prozef3 bezeichnet man as cotrandationalen Transport. Demgegenuber steht der post-
trandlationale Transport, bel dem erst das voll sténdig synthetisierte Protein transloziert wird.
Beide Prozess unterscheiden sich vor adlem in dem Zeitpunk, an dem die Signalsequenz
erkannt werden muf3. Der cotrand ationale Transport setzt eine mogli chst frithe Erkennung der
Signalsequenz voraus, wdhrend des bei eéinem paosttranslationalen Transport nicht zwingend
notwendig ist.

Die Erkennung von Signalsequenzen des cotrangl ationalen Weges erfolgt am trandlatierenden
Ribasom. Die Signalsequenz der naszierenden Polypeptidkette wird vom ‘ Signal Recognition
Particle’ (SRP) erkannt und gebunden. Entscheidend fir die Erkennung ist der hydrophote
Charakter der Signalsequenz (Ng et al., 1996.

Das SRP der Sduger ist ein Ribonucleoprotein-Komplex aus 7 Proteinen (9, 14, 19, 54, 68
und 72 D) und einer 7S RNA (Walter und Blobel, 1980, 1981 Zu Homologien siehe
Abb.2). Wenn SRP die Signalsequenz eines naszierenden Polypeptids erkennt, bindet es
sowohl an das Ribosom als auch an de naszierende Polypeptidkette, bewirkt einen
Elongationsarrest und drigiert den so entstandenen Komplex an de rauhe ER-Membran. An
der ER-Membran befindet sich der SRP-Rezeptor (Meyer et a., 1982 Gilmore d al., 1982
an den der Komplex aus Ribosom, naszierender Polypeptidkette und SRP bindet. Der SRP-
Rezeptor (SR) besteht aus zwei integraen Membranproteinen, a-SR (69 kD) und (SR
(30kD) (Meyer et a., 1982 Gilmore ¢ a., 1982 Tgima & a., 198§. Durch Hydrolyse von
GTP wird das SRP aus dem Komplex entlaseen und @ Komplex aus Ribosom und
naszierender Kette asziiert mit dem Translokon (Conndly und Gilmore, 1989 Rapigko
undGilmore, 1999.

Ein weterer Ribosomen-asziierter Komplex, genannt NAC fir "Nascent Polypeptide
Assciated Complex”, wurde von Wiedmann et a. (1994 beschrieben. NAC interagiert
wahrscheinlich nach var SRP mit der naszierenden Polypeptidkette. Quervernetzungen von
der naszierenden Polypeptidkette zum NAC findet man bereits ab einer Kettenlange von
17 Aminosauren (Wang et a., 19%). In Abwesenheit von NAC bindet SRP in vitro auch an
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naszierende Ketten de keine Signalsequenz haben. Man nmmt daher an, dal3 NAC enen
regul atorischen Einflul3 auf die Bindung von SRP an die Signalsequenz hat (Wiedmann et al.,
1994. Ob NAC einen Einfluf3 auf die Ribosomenbindung an das Translokon tet, wird
kontrovers diskutiert (siehe hierzu Neuhd et al., 1998 Raden undGilmore, 1998und Maller
etal., 1999.

Das Targeting von pasttransationalen Substraten an de ER-Membran ist SRP-unabhéngig.
Dennach mul3 gewéhrleistet werden, dal3 de Transokationsaubstrate in einem transport-
kompetenten Zustand gehalten werden. Fir die cytosolische Hsp70-Familie SSA1 bis SSA4
wurde @ne Beteligung der Gen-Produke an der Trandokation in das ER und in
Mitochondien nachgewiesen (Deshaies et al., 1988 Chirico et a., 199§. Ein Mehrfach-
Deletionsgamm Assal/Assa2/Assa4 zeigt starke Prakursorakkumulation von papro-a-Faktor
(Deshaies et al., 1983. Eine Interaktion wurde auch fur YDJ1, einem DnalJ-Homologen,
gefunden. Temperatursensitive Mutanten von Ydjlp zeigen bei der nichtpermessven
Temperatur Akkumulation von prépro-a-Faktor und sind in  Kombination mit
Assal®/Assa2/Assa4 coletal (Caplan undDouglas, 1991 Atenico undY affee 1992 Bedker et
a., 1994.

1.2 Der Transport in das Endoplasmatische Retikulum

Die Beteili gung des Sec61-Komplexes an der Translokation wurde durch genetische Screens
in der Badkerhefe Saccharomyces cerevisiae (Deshaies und Schekman, 1987, und durch
proteinchemische Aufreinigung und Charakterisierung im Sauger (Gorlich et a., 1992
Gorlich undRapopat, 1993 identifiziert. In Prokaryonten (E.coli) kennt man den hanologen
SecY EG-Komplex (Brundage & a., 1993.

In elektronmikroskopischen Aufnahmen sind de rekonstituierten Sed61-Komplexe aus Hund
bzw. Baderhefe ds porenbildende Proteinkomplexe zu erkennen (Hanein et al., 1996
Bedkmann, et a., 1997. Beckmann et a. (1997 konrten zeigen, dald in elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen des Sed1-Komplexes mit Ribosom, die Membranpae die
Verlangerung des Ribosomentunrels darstellt. Dabel lagern sich 3-4 heterotrimere Sec61-
Komplexe zu einer quasi-pentagonalen Struktur mit einem Aussendurchmesser von ca. 85 A
zusammen, in deren Mitte @n Bereich geringerer Elektronendichte liegt. Dieser Bereich von
ca 20A Durchmesser wird als Pore interpretiert (Hanein et al., 1999. Hamman et al. (1997,
1998 haben versucht, die Groe der Pore mit Hilfe enes fluoreszierenden Lysin-Derivats,

das in die naszierende Polypeptidkette @ngebaut wird, zu bestimmen. Dabel entdedkten sie,
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dad der Kanal erst ab einer Kettenlange des Polypeptids von 70 Aminaosduren gedff net wird,
und i fluoreszenzunterdriickende Agenzien bis zu einer Gréfe von 40-60A vom Lumen
der Proteoliposomen his in den Tunrel des Ribosoms vordringen kénren. Dabel ist die
Bindung des Ribosoms an de Membran so dicht, dal3 fluoreszenzunterdriickende Agenzien
nicht von der cytosolischen Seite an de naszierende Kette gelangen. Neben desen grofen —
durch Ribosomenassziation hervorgerufene Poren — fanden sie, dal3 nicht mit Ribasomen
asoziierte Seds1l-Komplexe dnen wesentlich keineren Porenduchmessr von 9-15A
aufweisen (Hamman et al., 1999, was wiederum mit den oben genannten Daten von Hanein
et a. (1996 Ubereinstimmt.

Eine Funktion der ER-Membran ist die Aufrechterhaltung einer Permeabilit &tsbarriere. Die
oben erwédhnten Daten lasseen desen Aspekt vermisen, da aich in Abwesenheit von
Ribaosomen kieine Poren beschrieben werden. Ob man in vivo vergleichbare Poren finden
wirde, oder ob dese Poren vidleicht durch Proteine verschlossen werden, ist bisher
ungeklart. Klar ist nur die unausweichliche Notwendigkeit einer Permeabilit étsbarriere.

Die unterschiedlichen Porengrof3en fur Komplexe mit bzw. ohre naszierende Polypeptidkette
sind dgher vor alem deutliche Anzeichen fir den dynamischen Charakter des Translokors,
das durch Interaktion mit anderen Membrankomponenten und ve alem dem Ribosom
zwischen Permeabilit &sbarriere und Membranpare wechselt.

Neben seiner Funktion als Pore Ubernimmt der Sedb1l-Komplex auch die Aufgabe @nes
zweiten Signalsequenz-Kontrollmedhanismus (Jungnickel und Rapopat, 1995. Bel ener
Kettenlange von 70 Aminosduren undeiner korrekten Signalsequenz wird de Bindung des
Ribosoms an de Membran Hochsalz-resistent, 6ffnet sich der Translokationstunnel, undein
proteol ytischer Abbau der naszierenden Polypeptidkette ist nicht mehr moglich (Conndly et
al., 1989h. All dies snd Hinweise darauf, dal3 aufgrund einer Interaktion einer korrekten
Signalsequenz mit Teillen des Sedbl-Komplexes eine Konformationsanderung initii ert wird,
die @ne Offnung der Pore bewirkt (Jungnickel undRapopat, 1993.

Der Sedbl-Komplex der Sduger besteht aus drei Untereinheiten Sedsla (52 kD), Sedb13
(10kD) und Sebly (8 kD). Gorlich und Rapopat (198) zeigten, dal3 der Sec61-Komplex
zusammen mit dem SRP-Rezeptorkomplex und TRAM (TRanslocaing chain Associated
Membrane protein) ausreicht, um die Translokation von Proteinen in gereinigte Proteo-
liposomen zu rekonstituieren. TRAM ist nur fir eine Gruppe von Proteinen erforderlich
(Voigtet a., 1999.
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Homologe des Sedb1-Komplexes hat man in allen bisher untersuchten Organismen gefunden
(Hartmann et a., 1994 Pohlschroder et al., 1997%.

Wahrend de Trandokation in Sdugermembranen cotrandational erfolgt, kennt man in der
Hefe Scerevisiae undin E.coli auch einen pasttranslationalen Transport. Dazu sind weitere
Membranproteine aforderlich, dein den folgenden Kapiteln ndher beschrieben werden.

1.3 Die Hefe Saccharomyces cerevisiae besitzt drei

unabhéangige Proteinkomplexe zur Translokation in das ER

Aufgrund s vollstandig entschltisslten Genoms der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae
und n genetischen sowie biochemischen Untersuchungsmdglichkeiten, de dieser
eukaryontische Modell organismus bietet, gehdren die Transokationssysteme in das ER von
S cerevisiae zu den am Besten urtersuchten. Insgesamt gibt es drei unabhéngige Komplexe,
die schematisch in Abb. 1 dargestellt sind (siehe auch Falteinlage an Ende der Arbeit).

SEC-Komplex
Sec61-Komplex posttranslational Sshil-Komplex

cotranslational cotranslational

Sec71
Sec61p eerip | Secizp Sshlp
Ssslp Sbhlp Ssslp

Sec61p

Ssslp

Abb. 1: Die Hefe S. cerevisiae hat drei verschiedene Trand okationskomplexe fir den ER-Import. Der trimere
Sedb1-Komplex (rétlich eingeférbt) spielt eine zntrale Rolle. Als eigensténdiger Komplex ist er esentiell fur
den cotrandationalen Transport. Zusammen mit dem Sed62/63-Subkomplex (bléulich eingeférbt) bildet er den
zur posttrangdationalen Trangokation féhigen SEC-Komplex. Das luminale Hsp70-Homologe Kar2p (gelb) ist
ebenfalls ein wichtiger Bestandteil des posttranslationalen Transportmecdhanismus. Der Sshl-Komplex
(grunlich/rétlich eingeférbt) ist nicht esentiell. Er asziiert nicht mit dem Sed2/63-Subkomplex und hat
vermutlich eine Rolle bel der Regulation der Proteinsekretionin das ER.

Wieim Sauger, besteht die funktionelle Grundeinheit des Hefe-Translokons aus dem trimeren
Sedb1-Komplex. Sedb1p (53 kD), Sbhlp(Sec sixty-one beta homolog, 14 kD) und Ssslp (Sec
Sixty-one suppresr, 8 kD) zeigen starke Homologien zu Sed61a, Sec61p bzw. Sedbly sowie
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zum SecY EG-Komplex in E.coli (siehe Abb. 2, Seite 23). Die Gene SEC61 und SSS1 sind
esentiell fur die Hefe. SSS1 wurde ds high-copy Suppressor eines temperatursensitiven
Allels fir Seds1p gefunden (Esnault et a., 1993 und kann durch das Sduger Sec6ly
funkiionell ersetzt werden (Hartmann e a., 1999. Sed®blp besitzt zehn
Transmembranbereiche (Wilkinson et al., 1996, wobei beide Termini im Cytosol |okalisiert
sind. Chemische Quervernetzungsexperimente haben ergeben, da3 Ssslp mit den
Transmembrandamanen TM6, TM7 und TM8 von Se®1p interagiert (Wilkinson et al.,
19960. Ssslp und Sbhlp sind Typll Membranproteine mit jewells enem
Transmembranbereich nahe dem C-Terminus.

Nad Ergebnisen von Plath et a. (1999 sind va alem die Transmembrandaménen TM2
und TM7 von Sed1p an einer Interaktion mit der Signalsequenz beteili gt. Dabel scheint die
Signalsequenz des Modell substrats a-Faktor in einer genau definierten Konformation inner-
halb der Pore ausgerichtet zu sein. Diese Protein-Protein-Wedselwirkung kénrte somit die
Grundage fur den abschlieffenden Kontrollmedanismus vor dem Membrandurchtritt  sein.
Diese Sichtweise wird duch SecY-Mutanten (prlA-Mutanten) aus E.coli unterstitzt, die in
den hamologen Transmembrandamanen mutiert und im Signalerkennungsschritt defekt sind
(Oshborne und Sil havy, 1993.

In einem von Plath et a. (1998 erstellten Modell nimmt Ssslp in Abwesenheit einer Signal-
sequenz deren Platz ein und mufd duch Kompetition wahrend der Signal sequenzerkennung
durch dese verdrangt werden. Eine damit einhergehende Konformationsdnderung konrte

Teil des Off nungsmechanismus sin.

Saccharomyces cerevisiae besitzt einen zweiten trimeren Translokationskomplex, den SSH1-
Komplex. Die beiden Komporenten Sshlp (Sec sixty-one homolog, 53,3 kD) und Sbh2p
(Secsixty-one beta homolog, 9,6kD) zeigen eine ausgeprégte Sequenzhomologie zu Se®b1p
(32% Identitat der Aminasauren) bzw. zu Sbhlp(52% ldentitét der Aminosduren). Die dritte
Komporente der beiden trimeren Translokationskomplexe ist mit Ssslp identisch (Finke &
a., 1994.

Weder SSH1 noch SBH2, noch de Kombination aus beiden Genen ist essentiell fur die Zelle
(Finke @ a., 1996. Aus der Essentiditét von SEC61 1813t sich ableiten, dald SSH1 bzw. der
Ssh1-Komplex nicht fir SEC61 bzw. den Sedb1-Komplex komplementieren kann. Durch die
Préparation sogenannter ‘Ribasomen aszii erter Membranproteine (RAMP) weild man, dali3
sich auch der Ssh1-Komplex Ribasomen-gebunden isolieren 18(3. Dies ist neben der starken

Homologie zum Sed1-Komplex ein weiterer Hinwels auf eine mtrandationale Funktion
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(Finke @ al., 1999. Man nmmt an, dald3 der Sshl-Komplex eine regulatorische Funktion
Ubernimmt und vielleicht dazu dient, das Verhdtnis zwischen co- und pdattranslationalem
Transport zu beanflusen. Vorstelbar wére aich ene Substratspezifitdt der beiden
cotranglationalen Komplexe, wobei das Ribosom mit der naszierenden Kette dann zwischen
dem Ssh1-Komplex und cem Sed51-Komplex unterscheiden konren mufe.

Der heptamere SEC-Komplex ist in der Lage, Proteine posttranglational zu transportieren
(Panzner et d., 1995 Matlad et al., 1997, 1999 Dabei wird der SEC61-Komplex durch den
tetrameren Se2/63-Subkamplex ergénzt (Deshaies et a., 1991 Panzner et al., 1995 Wittke
et a., 1999. Der Sed62/63-Subkamplex besteht aus den vier Proteinen: Sec62p, Sed3p,
Sec71p undSecr2p.

Man geht davon aus, dald der Proteintransport auch im SEC-Komplex durch den von Sec61p
geformten Tunnel erfolgt, und i3 der Sed62/63-Subkamplex die fir einen posttranslationalen
Transport zusétzlichen Funktionen tGbernimmt. Der Sec62/63-Subkomplex ist — ebenso wie
Ribaosomen —fahig, den Sed1-Komplex zu den in der Elektronenmikroskopie beobachteten
guasipentagonalen Strukturen zusammenzulagern (Hanein et al., 1999. Eine heptamere
Zusammenlagerung von Sec62/63- und Ssh1-Komplex ist nicht bekannt.

Die posttrandlationale Translokation kann man in zwei unabhéngige Schritte unterteil en. Zum
einen den ATP- und BiP-unabhéngigen Bindungsprozef3 der Signalsequenz an den SEC-
Komplex, undzum anderen de egentliche Translokation, de ATP und BiP bedarf (Lyman
und Schekman, 1995, 1997Matladk et al., 1997, 1999Misslwitz et al., 1999.

Se®b3p (73 kD) ist ein essentielles, integrales Membranprotein mit drei Transmembran-
doménen, dem C-Terminus im Cytoplasma und einer DnaJ-Domane in der luminalen Schleife
(Sadler et al., 1989 Feldheim et a., 1993. Eine Interaktion der DnalDoméne mit dem
luminalen HSP70-Homologen BiP/Kar2p wurde sowohl genetisch (Scidmore, 1993 as auch
biochemisch (Lyman und Schekman, 1995 Matladck et al., 1997, 1999 Mis=lwitz et a.,
1998 bewiesen. Neueste Studien haben den Wirkungsmedanismus von Sed63p undBiP sehr
genau aufgeklart. Im ATP-Zustand kindet BiP an die DnalJ-Doméne des Sec63p. Ist die
Polypeptidkette @nes zu translozierenden Proteins in urmittelbarer Nahe, wird BiP unter
ATP-Hydrolyse mit geringer Sequenzspezifitdt auf das Polypeptid Ubertragen (Misslwitz et
a., 1999.

Offen war lange Zeit die Frage, woher die Energie fir den pasttransiationalen
Membrandurchtritt kommt und wie sie umgesetzt wird. Experimente von Matladk et al.
(1999 bestatigen sehr eindrucksvoll das Prinzip der Brownschen Ratsche. Dabel diffundert
die Polypeptidkette innerhalb des Transokors hinein und leraus. Durch sukzessves
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Anlagern vonmehreren BiP wird das Zuriickgleiten aus dem Lumen verhindert, wahrend das
weitere Hineindiffunderen nicht gehemmtwird. Interessanterweise kannin vitro die Funktion
von BiP durch spezifische Antikdrper gegen verschiedene Regionen eines Transportsubstrats
simuliert werden (Matlack et al., 199).

SEC62 ist — wie SEC61, SSS1 und SEC63 — esentiell fur das Wadhstum der Zelle unter
Standardbedingungen. SEC62 codiert fur ein 32 KD grolis, integrales Membranprotein mit
zwel Transmembrandaménen und keiden Termini im Cytosol. Sowohl der N- as auch der
C-Terminus ist esentiell (Deshaies et al., 1989, 1990 AufRerdem haben Deshaies et al.
(1989 gezeigt, dald ein Asec62-Stamm bei 17°C wadst und seine Membranen in in vitro
Trandationsexperimenten funktionsféhig sind. Das |a%t darauf schlief3en, dal3 Sedb2p va
allem eine stabili sierende Wirkung auf den SEC-Komplex besitzt (Deshaies et al., 1989.
Membranen aus einem Asec62-Stamm zeigen deutliche Unterschiede im Transportdefekt bei
verschiedenen Substraten. Wéhrend es zur Akkumulation von Pr8kursoren von
Carboxypeptidase Y und Prapro-a-Faktor kommt, ist die Translokation von Pr&Invertase
nicht eingeschrankt (Deshaies et al., 1989.

Mit Hilfe des ogenannten Ubiquiti n-split-assays, einer Abwandung des Two-hybrid-assays
(Johrsson undVarshavsky, 1994), haben Dunnwald et a. (1999 in vivo eine unmittelbare
Nahe von Prdpro-a-Faktor und Sec62p zeigen konren, de Interaktion fir ein Invertase-
Fusionsprotein war dagegen deutlich geringer, was die oben beschrieben Unterschiede im
Transportdefekt unterstreicht. Zu gleichen Ergebnissen kommen auch Lyman und Schekman
(1997, die en Moddl entwickelten, wonach Sed2p zusammen mit Sec71p undSecr/2p de
Signal sequenzantenne fr paosttrans ationale Transportsubstrate bil det.

Demnach wirde der Se®62/63-Subkamplex zwel unterschiedliche Funktionen Ubernehmen,
die man eindeutig verschiedenen Proteinen deses Komplexes zuordnen kann. Wéahrend ein
cytosolisch arientierter Komplex aus Sedb2p, Sec71p undSec72p eine Rolle bel der Bindung
der Signalsequenz spielt, Gbernimmt Sed3p de Vermittlung der Interaktion zwischen der
transl ozierenden Polypeptidkette undBiP als Molekularer Ratsche.

Sowohl Sec71p (friher Se®66p als auch Sec72p wurden duch urterschiedliche Arbeits-
gruppen perallel identifiziert. N. Green et al. (1992 fanden SEC71 und SEC72 in einem
genetischen Screen und wiesen Transportdefekte in Deletionsmutanten nadh. Unter der
Bezeichnung HSSL (high copy suppesor von sed3-101) wurde SEC71 in einem
unabhéngigen Screen vonKurihara und Silver (1993 entdedkt. Bel sec63-101 handelt es sch

um eine Mutante im cytosoli schen Bereich von Sed3p, andere Mutanten von SEC63 werden
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durch Uberexpresson von Sec71p richt komplementiert. Aus weiteren Experimenten geht
hervor, dai3 de letzten 30 Aminosduren des Sec71pfir die Komplementation ndwendig sind
(KuriharaundSilver, 1993.

Neben der Identifizierung duch genetische Screens wurden beide Proteine auch durch de
Asgziation mit Sed®b1p, Sed32p, Sed3p poteinchemisch als p23 (= Sec/2p und gp31,5
(=Sec71p) aufgereinigt. Sec/1p undSecr/2p kémen sowohl zueinander als auch zu Sed1p,
Se®2p undSedb3p chemisch quervernetzt werden (Deshaies et a., 1991, Feldheim et al.,
1992.

Sec7lp ist ein integrales Membranprotein, sein N-Terminus liegt im ER-Lumen und ist
zweifach glykosyliert. Die ER-Lokalisierung von Sec71p wurde per Immunfluoreszenz
nachgewiesen (Feldheim et a., 1993 Kurihara und Silver, 1993. Sec72p ist das einzige
Protein des heptameren SEC-Komplexes, das keinen Membrananker besitzt und as
peripheres Membranprotein mit dem SEC-Komplex as®ziiert ist. Sein Verhalten ist
untypisch fir ein peripheres Membranprotein und entspricht eher dem eines integralen
Membranproteins, denn de Assziation an de Membran ist Hochsalz- und Alkali-resistent
(500mM NaCl bzw. pH 11) undauch urter 0,8 M Harnstoff stabil (Feldheim et a., 1999.
Keines der beiden Proteine ist esentiell fur die Zelle bei 30°C. Eine Nullmutante von SEC71
ist bei 37°C letal (KuriharaundSilver, 1993 Feldheim et d., 1993.

Interessanterweise ist in einer sec71-Deletionsmutante kein Sec/2p rachweisbar (Feldheim et
al., 1993, 1994Fang und Green, 199), sondern wird —wie durch radioaktive Markierungs-
experimente nachgewiesen —mit einer Halbwertszeit von 12min degradiert (Feldheim et al.,
1994). Sec71pscheint somit einen stabili sierenden EinfluR auf Sec72pzu haben.

Neben der gemeinsamen Aufreinigung mit den anderen Komporenten des SEC-Komplexes
und cer Entdedkung in genetischen Screens gibt es weitere Daten, de @ne Beteiligung von
Sec7/1lp undSec72p am Translokationsprozef3 urterstiitzen. Der Begriff der synthetischen
Letalitdt beschreibt den Umstand, dal? sich zwel Defekte, die jeder fir sich einzeln nicht letal
sind, in einem gemeinsamen Stoffwechsel- oder Transportweg der Zelle zu einem letalen
Phanotypen verstarken konren, wéhrend sie es nicht tun, wenn sie in zwel unabhangigen
Prozesen auftreten (Huffadker et al., 1987).

Eine synthetische Letalitédt von einer sec71l Deletionsmutante mit den temperatursensitiven
Mutanten sec61-2, sec62-1, sec63-1 undsec63-101 wurde bel 23°C erzielt, mit kar2-159 und
sec65-1 bei 30°C. Eine synthetische Letalitét mit der Glykosyli erungsmutanten sec59-1 gibt
es mit sec71 nicht (Kuriharaund Silver, 1993.
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Sec72-1 (Stopcodon an Pos. 76 von 193 zeigt in Kombination mit kar2-159 und sec65-1
keinen synthetisch-letalen Eff ekt undist somit in den Auswirkungen auf den Transportprozef3
nicht so bedeutend wie Asec71 (Fang und Green, 1994.

Sec72-1 zeigt auch sonst keinen starken Wadhstumsdefekt, akkumuliert aber Prépro-CPY bei
30°C (Fang und Green, 1991). Feldheim et a. (1994 haben auf¥erdem gezeigt, dal3 Invertase
nicht akkumuliert wird, und &3 de Akkumulation vonTransportsubstraten abhéngig ist von
den Signal sequenzen.

Wie zu erwarten, sind de Prakursorakkumulationen in einem Asec71-Hintergrund stérker as
in einem Asec72-Hintergrund, da — wie bereits erwahnt — in Abwesenheit von Sec71p auch
kein Secr2p stabil an den SEC-Komplex geburden wird. In einem sec71-Stamm findet man
Akkumulation vonpre-Kar2p undPr&Invertase, wenn de Hefen kurz vor der Analyse zu der
letalen Temperatur von 37C umgesetzt werden. Aulerdem wurden Transportdefekte for
Prépro-a—Faktor und Prapro-CPY gefunden (Feldheim et a., 1993 Kurihara und Silver,
1993.

1.4 Die Translocase in Escherichia coli

Analog zur Proteintranslokation in das Endogdasmatische Retikulum von Eukaryonten ist der
Proteinexport bel Prokaryonten. Ein Vergleich der beiden Systeme 183t klar erkennen, dal3 es
sich um einen fundamentalen Prozel3 mit homologen Proteinen handelt, der lediglich auf die
individuellen Bedrfnisse des jewelli gen Organismus angepaldt worden ist.

Das SecTransokon von E.coli bestent aus 7 Proteinen: dem heterotrimeren SecYEG-
Komplex, Sed, Sed- und Y gC als asziierte Membranproteine, sowie dem homodimeren
SecA. Wahrend bel der cotranslationalen Translokation de Energie durch de Synthese des
Polypeptids bereitgestellt wird, undbei der posttransationalen Translokation in Scerevisiae
die ATP-getriebene molekulare Ratsche aus Sed63p undBiP fir den Antrieb sorgt, findet bei
der posttrandationalen Translokation in E.coli ein anderer Medhanismus Anwendung. Diesist
auch deshalb zwingend ndwendg, da im periplasmatischen Raum kein ATP fir eine
Molekulare Ratsche zur Verfligung steht.

Durch wiederhdlte Insertion undReinsertion von SecA wird das Transportsubstrat schritt-
weise durch de Membranpore geschoben (Econamou undWickner, 1994 Kim et a., 1994
Eichler und Wickner, 1997 Ramamurthy und Oliver, 1997. Die Energie wird durch ATP-
Hydrolyse geliefert. Mit dem ATP/ADP-Zyklus wird das Binden bzw. Ldsen vom Transport-
substrat erklart (Econamou et a., 1995. Ein Protonengradient unterstiitzt dabei den
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Translokationsmedanismus von SecA (Eichler et al., 1999.

SecY zeigt deutliche Sequenzhomologie zu Sedbla aus Sdugern kzw. Sedlp aus
Scerevisiae und bldet mit 10 Transmembrandamanen den Hauptteil der Pore. Meyer et al.
(1999 konnen duch elektronmikroskopische Studien zeigen, dal3 der SecYEG Komplex
analog zu den bekannten eukaryontischen Komplexen quesi-pentagonale Strukturen in der
Membran ausbil det.

SecY ist genauso esentiell fir den Transokationsprozef wie Seds, wobei nur der dritte
Transmembranbereich von SecE ausreicht, um einen Deletionsgsamm zu komplementieren
(Schatz et a., 199). Dieser essntielle Tell ist homolog zu Sebly (Sauger) bzw. Ssslp
(Hefe), die beide jewell s nur einen Transmembranbereich besitzen.

In Rekonstitutionsexperimenten wurde gezeigt, das SecG nicht unbedingt essentiell fur den
Import in rekonstituierte Proteoli posomen ist, den Prozel3 aber deutlich stimuliert (Brundage
et a., 1990 Hanada 4 al., 1999. Nach neuesten Ergebnissen nmmt man an, dald SecG mit
seinen zwei Membranankern eine sehr drastische Konformationsanderung erfahrt und damit
die Inversion/Reinversion von SecA in de Membran urterstitzt (Nishiyama & a., 1996.
Eine Verwandtschaft von SedG zu Sed513 lzw. Sbhlp odr Sbh2pist nicht vorhanden.

Auch fir den SecY EG-Komplex wird, wie schon fir Sec6la im Saugersystem erwéhnt, ein
Kontrollmedhanismus zur Uberpriifung der korrekten Signalsequenz angenommen (Osborne
und Silhavy, 1993.

Die as9ziierten Membranproteine SecD, SecF und YgC wurden in in vitro Trandations-
systemen als nicht essentiell befunden (Brundage @ al., 1990 Driessen, 1992 Hanada € al.,
1994. In vivo Studien in Deletionsstammen dagegen beflrworten eine stabili sierende
Wirkung auf die Insertion vonSecA undflhren zu der Hypothese, dal3 SedD, SecF undYgC
daran beteiligt sind, de Translokation in eine Richtung zu forcieren. In desem Zusammen-
hang wird auch de Notwendigkeit eines Protonengradienten zur effektiven Translokation von
Proteinen dskutiert (Duong undWickner, 1997%.

Abb. 2 zeigt abschlief3end eine Auflistung der auf Sequenzhomologie basierenden Parallelen

zwischen Eukaryonten (Sduger und S.cerevisiae), Prokaryonten undArchaea.
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Funktion Komponente | Sauger Hefen Bakteria | Archae
Scerevisae E.coli
Targeting SRP 7S-RNA scR1 45S5-RNA | SRP-RNA
SRP9 -
SRP14 Srpl4p
SRP19 Srp65p SRP19
Srp21p
SRP54 Srp54p PA8, Ffh SRP54
SRP68 Srp68p
SRP72 Srp72p
SecB - SecB
SRP-Rezeptor | SRa SRa (SR101) FtsY SRa
SRR SRR
Trans Sec61- Sec61a Sec61p | Sshlp | SecY Sec61a
lokati K I
okation omplex SecB1R Sbhip | Sbh2p "
Sec61y Ssslp | Ssslp | SecE Sec61y
SecG
Sec62/63- HTPL/SEC62 | Sec62p
Komplex SEC63 Sec63p
Sec71p
Sec72p
TRAM TRAMp ?
SecD/F/YaC - SecD SecD
- SecF ?
- YaC
BiP BiP Kar2p
SecA - SecA

Abb. 2: Vergleich der wichtigsten Komponenten fur

den Proteintransport durch die alkaryontische ER-
Membran (Sauger; S.cerevisiae) bzw. prokaryontische Plasmamembran (E.coli; Archaeg.
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1.5 Zielsetzung

Der Modell organismus Saccharomyces cerevisiae besitzt drei unabhéngige Transl okationsorte
flr den Transport von Proteinen in das Endogdasmatische Retikulum bzw. dessen Membran.
Durch genetische Analysen, gemeinsame proteinchemische Aufreinigung und bochemische
Anayse-Methoden ist die Zusammensetzung der einzelnen Komplexe, sowie die Funktion
von enigen zentralen Komporenten der Translokationskomplexe bekannt. Homologie-
Vergleiche mit anderen Organismen erganzen das Wisen um Funktion undInteraktion der

einzelnen Proteine.

Zu Sec’71p und Secr2p, zwei Proteinen des posttranslationalen Transportwegs, sind kisher
keine homologen Proteine in hokeren Eukaryonten oder Prokaryonten bekannt. Des weiteren
sind de Gene SEC71 und SEC72 unter normalen Bedingungen nicht essentiell fir das
Zellwadhstum. Das Modell des Signal sequenz-Antennenkomplexes postuliert fir Sec71p und
Sec72peine Betelligung an einem frihen Schritt der posttranslationalen Translokation.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es die Funktion einzelner Doméanen von Sec71p und
Sec72p genauer zu urtersuchen, um ihre Einbindurg in den pasttransationalen Transport
bessr zu verstehen. Dartiber hinaus Il das erweiterte Wissen uber die Funktionsweise von
Sec71p undSec72pzu einem besseren Verstandnis des Gesamtprozesses fuhren.

Aufgrund der cytosoli schen Ausrichtung der beiden Proteine ist es naheliegend eine mogli che
Interaktion mit cytosolischen Faktoren des posttrandationalen Targeting-Mechanismus zu
untersuchen. In dieser Arbeit wird mit zwel unabhéngigen experimentell en Ansétzen versucht
Interaktionspartner von Secr2p zu identifizieren. Ein weiteres Produkt dieser Arbeit sind
Ausssgen Uber die Notwendigkeit von Sbhlp im posttrandationden Transport. Das
Einordnen deser Resultate in einen Gesamtkontext fihrt zu einer neuen Sichtweise der Rolle

von Sbhlpim Translokationsprozef3.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Verwendete Hefestamme
Stamm | Genotyp Parental-Stamm | Referenz
YTX 57 [mata,his3-11,-15, leu2-3,-112 trp1-1, ura3-1, ade2-1, YTX 69, T. Sommer
canl-100 Tetradenanalyse C. Volkwein
YTX 58 |mat a, his3-11,-15, leu2-3,-112, trp1-1, ura3-1, ade2-1, YTX 69, T. Sommer
canl-100 Tetradenanalyse C. Volkwein
YTX 69 |[mat&a, his3-11,-15his3-11,-15, leu2-3,-1121eu2-3,-112, Hartmann et
trp1-1/trp1-1, ura3-1/ura3-1, ade?2-1/ade?-1, can1-100 al., 1994
canl-100
YUC1 mat a/a, Asbh1::HIS3/his3-11,-15, Asec71::LEU2/ YTX 69 Diese Arbeit
leu2-3,-112 trp1-1/trpl-1, ura3-1/ura3-1, ade2-1/ade2-1,
canl-100canl-100
YUC?2 mat a, Asbhl::HIS3/his3-11,-15, Asec71::LEU2/ YUC1+ pSBH1und |DieseArbeit
leu2-3,-112 trp1-1,/ura3-1, ade2-1, can1-100 Tetradenanalyse
YUC 3 mat a/a, Asbh2:: ADE2/ade2-1, Asec71::LEU2/ YTX 69 Diese Arbeit
leu2-3,-112 his3-11,-15his3-11,-15, trp1-1/trpl-1,
ura3-1/ura3-1, canl-100/can1-100
YUCA4 mat a, Asbhl::HI1S3/his3-11,-15, Asec71::LEU2/ YUC2/pSBH1::URA3, | Diese Arbeit
leu2-3,-112, trp1-1, ura3-1, Asshl:: ADE2/ade2-1, Asshl-Transfornation
canl-100 und 5"FOA-Selektion
YUC®6 mat a, Asec72:: TRPL/trpl-1, his3-11,-15, leu2-3,-112, K 699 Diese Arbeit
ura3-1, ade?-1, canl-100, ssi1-d
YUC7 |mata, Asec72::TRPU/trpl-1, his3-11,-15, leu2-3,-112, K 700 Diese Arbeit
ura3-1, ade2-1, can1-100 s1-d
YUCS8 [mata,Asbh2::HIS3/his3-11,-15, leu2-3,-112, YKF11+ Diese Arbeit
Asec72:: TRP1/trpl-1, ura3-1, ade2-1, can1-100 Asecr2-Transformat.
YUC9 mat a, Asbh1::HIS3/his3-11,-15, Asec72:: TRP1/trp1-1, YKF16/pSBH1::URA3 | Diese Arbeit
Asbh2:: ADE2/ade2-1, ura3-1, leu2-3,-112, can1-100 + Asec7 2-Transformat.
YUC 10 |mat a, Asbh1::HIS3/his3-11,-15, Asbh2::ADE2/ade2-1, | YKF16/pSBH1::URA3 | Diese Arbeit
Asec71::LEU2/leu2-3,-112 ura3-1, trpl-1, canl-100 + Asec’ 1-Transformat.
YUC 11 |mat a Asec71::LEU2/leu2-3,-112, his3-11,-15, trp1-1, YUC1, Diese Arbeit

ura3-1, ade?-1, can1-100

Tetradenanalyse
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YUC 12 |mat a, Asec7l::LEU2/leu2-3,-112 his3-11,-15, trp1-1, YUC1, Diese Arbeit
ura3-1, ade2-1, can1-100 Tetradenanalyse
YUC 13 |mat a Asec71::LEU2/leu2-3,-112, Asec72:: TRPL/trp1-1, |YUCG6+ Diese Arbeit
his3-11,-15, ura3-1, ade2-1, can1-100 Asec7 1-Transformation
YUC 14 | mat a, Asec71::LEU2/leu2-3,-112, Asbh2::ADE2/ade2-1, | YTX 69, Diese Arbeit
his3-11,-15, trp1-1, ura3-1, canl-100 Tetradenanalyse
YUC 15 |mat a Asec72:: TRP1/trpl-1, Asbh1::HIS3/his3-11,- Kreuzung YUC 6 x Diese Arbeit
15, leu2-3,-112, ade2-1, ura3-1, can1-100 YKFS,
Tetradenanalyse
YUC 16 |mat a, Asbh2::HIS3/his3-11,-15, Asec72:: TRPL/trp1-1, |YUC8+ Diese Arbeit
Dade3, ade2-1, leu2-3,-112, ura3-1, can1-100 Aade3-Transformation
YKF8 |mata,Asbhl::HIS3/his3-11,-15, leu2-3,-112, trpl-1, YKF7 K. Finke
ura3-1, ade2-1, can1-100 al., 1996
YKF9 |mata,Asbh2::ADE2/ade2-1, his3-11,-15, leu2-3,-112, YKF7 K. Finke &
trp1-1, ura3-1, canl-100 al., 1996
YKF 11 |Mata, Asbh2::HIS3/his3-11,-15, leu2-3,-112, trp1-1, YTX 69, K. Finke
ura3-1, ade2-1, can1-100 Tetradenanalyse al., 1996
2.1.2 Verwendete Plasmide
Name Beschreibung Wirts- | Klon,
stamm |Datum
pYPGE2 |Hefe-Expressonsvektor, 21, TRP1-Marker, Amp, TOP 10 |Brurdli u.
Phosphargl yceratkinase-Promotor, M ulti-cloning-site Pall, 1993
pYPGE2- |Hefe-Expressonsvektor, 21, LEU2-Marker, Amp, TOP 10
LEU Phospharglyceratkinase-Promotor, Multi-cloning-site V. 596
pYPGE2- |Hefe-Expressonsvektor, 21, URA3-Marker, Amp, TOP 10
URA Phosphargl yceratkinase-Promotor, M ulti-cloning-site v. 596
pCU 012 |SEC61R3im pBS XL1- KlonB-17
blue 1, 18.8.04
pCU 025 |SEC72im pBS XL1- KlonM5-4
blue 1, 26.1.96
pCU 028 |SEC71im pBS XL1- KlonM8-7
blue 1\, 26.1.96
pCU 029 |SEC71 im pYPGE2 TOP 10 |Klon 2914
V. 2.4.96
pCU 033 |SEC72im pYPGE2 TOP10 |M1521
v. 15.2.96
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pCU 045 |SEC71im pYPGE2-LEU TOP10 (M 9-1
v. 28.6.96
pCU 046 |SEC72im pYPGE2-LEU TOP10 (M 3-1
v. 28.6.96
pCU 047 |SBH1im pYPGE2 TOP10 |Klon 474
v. 25.6.96
pCU 049 |SBH2im pYPGE2 TOP10 |Klon 31
v. 17.7.96
pCU 050 |SBH2im pRS426-MET TOP 10 |Klon 12
v. 18.7.96
pCU 051 |SBH1im pRSA26MET TOP10 |Klon 512
v. 18.7.96
pCU 056 |SBH1im pR$426-Met mit TRP-Marker TOP 10 |Klon 734
v. 18.7.96
pCU 057 |SBH2im pR$426-Met mit TRP-Marker TOP 10 |Klon 815
v. 18.7.96
pCU 060 |Asec71-Konstrukt im pGEM-T XL-I Klon #20
blue 1 22.10.96
pCU 061 |Endagenes SEC72 full-lenght im pRS$415 TOP 10 |KlonS
v. 23.9.96
pCU 062 |Hintere Flanke des SEC72-ATPR-Konstruktesim TOP 10 |KlonSB4
pR$415 v. 23.9.96
pCU 063 |SEC61Rim pRS426:GAL10 TOP10 |Klon 41
neu v. 9.10.96
pCU 065 | SEC72-ATPR-Konstrukt im pR$415 TOP10 |Klon 21
v. 9.10.96
pCU 066 |SEC72-HIS im pQEGO BL21 |[Klon 63
v. 1296
pCU 073 |SEC72im Vektor fUr in vitro Transkription TOP 10 |Klon 733
v. 27.1.97
pCU 085 | Synth. Letaler Screen: SEC72 im pJF14 TOP 10 |Klon 854
(Mutationsplasmid) v.17.12.98
pCU 088 | Synthetisch letaler Screen: SEC72 im pJF 14 TOP 10 |KlonE3
(Testplasmid) V. 7.7.98
pCU 093 |3x myc-tagim pYPGE2-Ura TOP10 |Klon 81
v. 8.10.98
pCU 098 |SBH1im pR$414-GAL unter Kontroll e des TOP 10 |Klon 2
GAL10-Promotors. v. 15.3.99
PCU 099 |SBH1im pRS415GAL unter Kontrolle des TOP 10 |KlonR18
GAL10-Promotors. v. 8.6.99
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pCU 100 |SEC71-120+ 3x myc-Epitop N-terminal im pYPGE2- |TOP10 |Klon 1202
Ura v. 4.12.98
pCU 101 |SEC71-160+ 3x myc-Epitop N-terminal im pYPGE2- |TOP10 |Klon 1602
Ura v. 4.12.98
pCU 102 |SEC71-170+ 3x myc-Epitop N-terminal im pYPGE2- | TOP10 |Klon 1702
Ura v.4.12.98
pCU 103 |SEC71-180+ 3x myc-Epitop N-terminal im pYPGE2- |TOP10 |Klon 1802
Ura v.4.12.98
pCU 104 |SEC71-206+ 3x myc-Epitop N-terminal im pYPGE2- |TOP 10 |Klon 2062
Ura v. 4.12.98
pCU 105 |SUC2 (Invertase) im pY PGE2-Ura, korstitutiv TOP 10 |Klon 17
expremiert v. 21.8.99
pCU 106 |Fusionskonstrukt aus PA50Cm1 (1-132bp + TOP 10 |KlonA105
SEC71(241-618bp im pY PGE2-URA v. 21.9.99
pCU 107 | Fusionskonstrukt aus PA50Cm1 (1-132bp + TOP 10 |KlonB88
SEC71(361-618bp im pY PGE2-URA v. 21.9.99
pCU 108 | Fusionskonstrukt aus PA50Cm1 (1-132bp + TOP 10 |KlonC6
SEC71(481-618bp im pY PGE2-URA v. 21.9.99
pCU 109 | Fusionskonstrukt aus 3x myc-tag + P450Cml TOP 10 |Klon +D4
(1-132bp + SEC71(241-618bp im pY PGE2-URA v. 19.10.99
pCU 110 |Fusionskonstrukt aus 3x myc-tag + P450Cml TOP 10 |KlonE29
(1-132bp + SEC71(361-618bp im pY PGE2-URA v. 19.10.99
pCU 111 | Fusionskonstrukt aus 3x myc-tag + P450Cml TOP 10 |KlonF71
(1-132bp + SEC71(481-618bp im pY PGE2-URA v. 19.10.99
P450 Cm1(1-44)/Inv* Konstrukt im Yep51,PCR-Template | DH5aC |R. Menzel et
Cmlj fUr den Membrananker von P450 aus Candida maltosa a., 1996
2.1.3 Verwendete Oligonukleotide
Name |Sequenz Verwendung
71-120 |CCG GTA CCC TAT AGA AGG TTT| C-term. verkirztes SEC71-120
ATCTGA GGA G
71160 |ATG GTA CCC TAA ACC CAG CCC| C-term. verklrztes SEC71-160
GGT TGCAATC
71-170 |[CCG GTA CCC TAA ATT TCT TTA| C-term. verkirztes SEC71-170
CAA ACCATA ACG
71-180 |CCG GTA CCC TAA TAA CGT CTA| C-term. verkirztes SEC71-180

GAG AGA GC
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CMU GCA GGA TCC GGG CCA TGG TTA| Amplifikation vonSEC72 (9)

016 reu |CCCTTG AAT AC

CMU CCG CTC GAG GGI TAT GCA CCT| Amplifikation vonSEC72 (as)

017 reu |TAT TCA CCG

CMU GGA TCC CIT GAG TTT ACC AAT| Amplifikation vonSECT71 (9)

023 ATGTCCG

CMU GGT ACC GTA GTG AGC AAG AAG| Amplifikation vonSECT71 (as)

024 AAG GGT AG

CMU GTA TAT CGA TAT CAG TAG TAT| Oligo zur Herstellung des Asec71

025 AGG G

CMU CGA GAA GGT GTT GAA GGC CGC Sequenz-Oligo fur SEC71

026

CMU ACA TGA GCT CCT AGG ATC CGA| Oligo zur Herstellung von SEC72ATPR

029 CAA ATA CGT CTG GIT GG (as)

CMU GGG GAT CCG AAA CTG CAA GAA | Oligo zur Herstellung von SEC72ATPR

030 ATATGGC (9

CMU GGT AAG GGG CGC AAAGC PCR von genomischem SBH2 (s)

054

CMU GGACGCGGA GCACCACC PCR von genomischem SBH2 (as)

055

CMU CGC GGA TCC ATG GAA CAA AAG| 3-myctag(9)

056 CTCATT TCT GAA GAG G

CMU CCG GAA TTC AGA TCT ATT AAG| 3-myctag (as)

057 GTC CTC CTCGGATAT TA

CMU GAG AGA TCT GAG TTC AAT GAA| PCRBJdIII-SEC71 (9)

058 ACA AAA TTCTCCAAC

CMU GGG GIA CCG GCA CTA ATT GAC| PCRBdlII-SECT1 (as)

059 TAA

Inv-for |GGA AGA TCT ATG ATG CTT TTG| PCRvonUC2 fur pY PGE2-Ura
CAAGCTTTCC

Inv-rev |[GCC GAA TTC CTA TTT TAC TTC| PCRvon UC2 fur pY PGE2-Ura
CCTTACTTG G

SBH1- |CGG AAT TCG TTT TGT CAA ATA| PCRvon SBH1 fur pRS414 GAL anti

ANTI GGGTGG

SBH1- |AAA CTG CAG CCA TAA TGT CAA| PCRvon SBH1 fur pRS414 GAL anti

SENSE |GCC CAA CTCC

PA50 CG GGA TCC ATG GCT ATA GAA | PCR des Membranankers von P450 aus

Cml(s) [CAAATTATTG Candida maltosa

PAS0 CG GAATTC CTT TCA ACT TAT ATT| PCR des Membranankers von P450 aus

Cml (as) |CGT AAAATT TATTTC Candida maltosa

SEC71 |CG GAA TTC TTA TGA GTG AAA| PCR des cytosolischen Teils von SEC71 ,

(80-206 |ATG AAA AAATTC Pos. 80-206aa

SEC71 |CG GAA TTC TTT ATA AAA ATG| PCR des cytosolischen Teils von SEC71

(120200) | GCT CTATTG GGG Pos. 120206aa

SEC71 |CG GAATTCTTCAAT TGT TCG TTA | PCR des cytosolischen Teils von SEC71

(160-206)

TGGTTT G

Pos. 160:206aa
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2.1.4 Verwendete Antikorper
Antigen Antigene Sequenz Herkunft Verdinnung
Sbhlp NH,- CPTPRGGQRTLQKRK-CONH, E. Hartmann 1:50.000
Sbh2p NH,-CKEKQAKQTP-CONH, E. Hartmann 1:1.000
Se®blp cys-LVPGFSDLM-COOH E. Hartmann 1:5.000
Secr2p Rekombinantes Protein Diese Arbeit 1:1.000
Sedb2p CNKKK AINEKAEQN-COOH E. Hartmann 1:20.000
CPY Rekombinantes Protein Mo Bi TecA 6428|1:5.000
MonoWonaer Antikorper 10A5-B5
c-myc c-myc menschli chen Ursprungs, Santa Cruz 1:5.000
Epitop 9E19 Myc-tag sc-789-G
o-Faktor Rekombinantes Protein K. Plath, Boston |1:5.000
Invertase Rekombinantes Protein L. Lehle, 1:5.000
Regensburg
Anti Rabhbit | Zweiter Antikorper gekoppelt mit Amersham 1:5.000
19G M eerettich-Peroxidase NA 934
Protein A | Zweiter Antikorper gekoppelt mit Sigma P-8561 1:5.000
POD M earettich-Peroxidase gegen natives 1gG
2.1.5 Puffer und Lésungen
Membranpufer: Proteaseinhibitoren-Mix (PI):
50 mM HEPES, pH 7,5 10 mg/ml L eupeptin
130 mM KOAc 5 mg/mll Chymostatinin DM SO
10 % Glycerin 5 mg/ml Pepstatin in DM SO
2 mM DTT
1:1000 Pl Denaturierender Lysis-Puffer:
1 % SDS
SDS-Probenpufer: 50 mM Tris,pH 7,5
2 % SDS 1 mM PMSF
10 % Glycerin
60 mM Tris-Base Lysis-Puffer (Membranprdparation):
50 mM DTT 50 mM Tris,pH 7,5
0,02 % Bromphenadblau 10 mM EDTA

1
1:1000

mM MqgCl,
Pl
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5x Homogenis erungspuffer:

250
50
25

25
10

mM HEPES, pH 7,5
%  Glycerin
mM KOAc

mM  Magnesiumacdat

mM EDTA
mM DTT
mM PMSF

1:200 Pl

IP-V erdiinnungspuffer:

1,1
165
50
5,5
1

%  Triton X100
mM NaCl
mM  Tris, pH 7,5
mM EDTA
mM PMSF

1:1000 Pl

1,1x IP-Puffer (Puls-Markierung):

1,1
165
55
5,5
1

%  Triton X100
mM NaCl
mM  Tris, pH 7,5
mM EDTA
mM PMSF

Hochsa z-Digitonin-Puffer (HD):

1
1,2
50
5
15

%  Digitonin
M  KOAc
mM HEPES, pH 7,6

mM 3-Mercaptoethanadl

%  Glycerin

TEST-Puffer:
10 mM
1 mM
100 mM
1 %
2 %

Puffer G:
0,1 M
50 mM
100 mM
2 mM
1 mM
1:1000

Tris, pH 8,0
EDTA

NaCl

SDS

Triton X100

Sorbitol
HEPES, pH 7,5
KOAC

EDTA

DTT

Pl

Pra-Sporulationsmedium (PSRD):

08 %
0,3 %
10 %

Bado-Y east-Extrad
Bado-Peptone

Glucose

Sporulationsmedium (SPO):

1 %
0,1 %
0,05 %

SED-Puffer:
1 M
25 mM
50 mM

KOAc
Bado-Y east-Extrad

Glucose

Sorhitol
EDTA
DTT
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2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Methoden und genetische Experimente wurden wie in Sambrook et al.
(1989 beschrieben durchgefuihrt. Plasmide wurden nad alkali scher Lyse unter Zuhilfenahme
von Qiagen-DNA-Isoli erungskits nacdh Anleitung des Herstell ers prépariert. Die Aufreinigung
von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des QUIAQuick-
Isolationskits laut Beschreibung. Restriktionsenzyme, Ligasen, Alkalische Phosphatase,
RNAse und Polynukeotidkinase wurden von cn Firmen New England Biolabs, Promega
oder Boehringer Mannheim bezogen. PCR-DNA-Polymerasen (Tag-Polymerasen) stammten
von cen Firmen Perkin Elmer, Amersham oder Roche. Pfu-DNA-Polymerase wurde von
Stratagene geliefert, die INTPs von Pharmada. Sequenzierungen erfolgten mit unterschied-
lichen Systemen, vorwiegend mit dem "fmol-PCR-Sequenzierungskit” von Promega, spéter
mit dem ,Thermo Sequenase Fluoreszenzkit® von Amersham. Bakterien wurden durch

Elektroparation mit Plasmid-DNA transformiert.

2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1 Invitro Transkription und in vitro Translation

Die in vitro Transkription erfolgte mit dem RiboMAX Large Scde RNA Kit von Promega
nach Angaben des Herstellers. Die ehaltene mRNA wurde in kleinen Aliquas bei —80°C
gelagert.

Diein vitro Trandation erfolgte im Reticulocytenlysat von Promega. Das Reticul ocytenlysat
wurde 10 min bei 4°C und 14.000rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert, um eventuell
enthaltene Membranen zu sedimentieren. Ein 100l Ansatz enthielt 70 pl Reticulocytenlysat,
2 ul Aminosaurenmix ohre Methionin, 5pl ®*S-Methionin (370 MBg/ml, Amersham SJ123
und mRNA entsprechend dem titrierten Optimum. Die Trandlation erfolgte bei 30°C fur ca.
30 min undwurde durch Zugabe von 2 ul 50 mM Cycloheximid undInkubation fir 10 min
auf Eis gestoppt. Zur Abtrennung der Ribosomen wurde 10 min bei 100.000rpm im TL100.2
Rotor (Beckman) bei 4°C zentrifugiert.

Der Einbau von phaoreaktiven Quervernetzern (TDBA-Lys, Trifluoromethyl-diazirino-

benzoic-add-lysin) wahrend der Tranglation erfolgte durch Verwendung eines Aminosauren-
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mixes ohre Methionin undLysin undZugabe von 4l TDBA-Lys/ 100 pl. Alle Reaktions-
schritte efolgten aufgrundder Photoreaktivitét bel gedampftem Licht.

2.2.2.2 Protein-Quervernetzung unter Verwendung von pho toreaktivem
TDBA-Lys

Wegen der Phaotoreaktivitét des TDBA-Lys erfolgten all e Schritte bei gedampftem Licht.

Die in vitro Trandation eines TDBA-Lys markierten Sec72p erfolgte wie unter 2..2.2.1
beschrieben. 5eq Sec72pfreie Membranen wurden in 10 pl Membranpufer (siehe 2.1.5
resuspendiert. 9 ul Translationsansatz wurden hinzugefligt und der Ansatz fir 30 min auf Eis
inkubert. Nach Zugabe von 90ul Membranpufer wurden de Membranen und dis aszii erte
Sec72p duch 20 min Zentrifugation bei 100.000rpm und £C im TL100 sedimentiert. Das
Pellet wurde je nach Fragestellung in 20 ul Membranpuffer bzw. Hefecytosol resuspendiert
und der Ansatz halbiert. Die @ne Héalfte wurde 15 min auf Eis mit einer UV-Lampe (Fa.
Bladk Ray, Modell B100 AP) bestrahlt, wahrend de andere Hélfte ds Negativkontrolle
diente. Zu beiden Ansdtzen wurden jewells 10l SDS-Probenpufer (siehe 2.1.5
hinzugefigt. Die Proben wurden 10 min bei 65°C inkubiert undim SDS-PAGE aufgetrennt.
Das Ge wurde fixiert, getrocknet und mittels eines Phosphaimagers (Fuji BAS 1000

ausgewertet.

2.2.2.3 Immunprazipitation

Je nach Aufgabenstellung wurden zur Solubilisierung unterschiedliche Detergenzien
verwandt.

Bel einer Coimmunprazipitation wurden de Membranen in Hochsalz-Digitonin-Puffer (HD)
(siehe 2.1.5 30 min auf Eis oder im Uberkopfschiittler bei 6°C solubilisiert. Nach 20 min
Zentrifugation bei 70.000rpm und 4C im TL100.4 Rotor (Bedkman) wurde der Uberstand
abgenommen und mit einem gleichen Tell H,O verdinrt. Dem Ansatz wurden 1-5 pl
Antikorper zugegeben under wurde tiber Nacht im Uberkopfschiitler bei 6 °C inkubiert. Am
nadsten Tag wurden 20pul Protein A Sepharose, die zuvor in 0,5 HD-Puffer aquili briert
wurden, fir mindestens 1 Stunce hinzugegeben undebenfallsim Uberkopfschiitler inkubiert.
Anschlieffend wurde 1 min bei 6.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und
aufgearbeitet. Die Protein A Sepharose wurde dreimal mit 0,5x HD-Puffer gewaschen undin
50 ul SDS-Probenpufer (siehe 2.1.5 resuspendiert. Nach einer Inkubation fir 20 min bei
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65°C wurde der SDS-Probenpuffer Uber der Protein A Sepharose zur Analyse in eine SDS-
PAGE eingesetzt.

Bel einer Immunprézipitation wurden die Proteine 30 min in denaturierendem Lysis-Puffer
(siehe 2.1.5 solubilisiert und rach der Zentrifugation mit 9 Volumen IP-Verdiinnungspuffer
(siehe 2.1.5 vermischt. Analog zum oben beschriebenen Ablauf erfolgten dann Zugabe von
Antikorpern, Inkubation Uker Nacht, Bindung der Antikorper an aquili brierte Protein A
Sepharose und Probenaufarbeitung.

2.2.2.4 Puls-Markierung von Transportproteinen

Um die Akkumulation von CPY-Prékursoren in einem letalen Genotyp zu urtersuchen,
wurden Hefen, de das Plasmid pCU 098 odr pCU 099 trugen, sowie Kontrollstamme in
Galaktose-haltigem Selektionsmedium angezogen und far 18 h in Glukose-haltiges
Selektionsmedium Uberimpft. 6 ODgyy jedes Hefestamms wurden bei einer ODgoo [ 0,5
geerntet, in 350 pl Glukose-haltigem Minimalmedium resuspendiert und 5 min bei 30°C
leicht geschiittelt. Dann wurden jeweils 10l Promix (**S-Methionin und *S-Cystein,
530MBg/ml, Amersham SJQ0079 zugegeben und dirchmischt. Nach exakt 4 min wurden
180 pl kaltes 30mM NaN3 hinzugegeben, gut durchmischt und auf Eis gestellt. Die Zellen
wurden 1 min bei 10.000rpm und RT sedimentiert, das Pellet in 100ul denaturierendem
Lysispuffer (siehe 2.1.5 aufgenommen undmit kleinen Glaskiigelchen (425600 pm, Sigma)
bis kurz unter die Wasseroberflache vermengt. Die Zellen wurden durch starkes Schitteln fr
2 min aufgebrochen und mit 900 pl 1,1x IP-Puffer (siehe 2.1.5 verdinrt. Nadh 15min
Inkubation auf Eis wurden de Ansétze fur 10 min bei 14.000rpm und £C zentrifugiert. Die
Uberstande wurden abgenommen undwie im zweiten Teil von 3.2.2.2 bschrieben in eine IP
eingesetzt. Die Detektion der radioaktiv markierten Proteine eafolgte nach der SDS-PAGE
mittels Radiographie undeinem Phospharimager (Fuji BAS 1000.

2.2.2.5 Bestimmung der Lokalisierung von Membranproteinen

Zur Unterscheidung von peripheren undintegralen Membranproteinen nuzt man ihr unter-
schiedliches Verhaten bel 0,5M NaCl oder 0,1 M NaCOs, pH 11. Wahrend sich periphere
Membranproteine unter diesen Bedingungen abldsen, Heiben integrale Membranproteine
verankert.

300 eg Membranen wurden in 400l Puffer G (siehe 2.1.5 resuspendiert. Zu je 90 pl der
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Membranen wurden hinzugegeben: @) 10 pl H,O, b) 10 ul 5M NaCl, ¢) 10 ul 1 M Na,COs,
pH 11 und ¢ 10 pl 10% Triton X100. Die Ansétze wurden 30 min auf Eis inkubert und
gelegentlich durchmischt. Esfolgte ene Zentrifugation bei 70.000rpm und £C fir 15 minim
TL100-Rotor (Bedman). Die Uberstande wurden abgenommen, mit 1/5 Vol. 100 Trichlor-
Esggsaure (TCA) geféllt und in SDS-Probenpufer (siehe 2.1.5 aufgenommen. Die Pellets
wurden drekt in SDS-Probenpufer resuspendiert. Alle Proben wurden 20 min bei 65°C
denaturiert. Die Verteilung des Proteins zwischen Membranpellet und Uberstand wurde im
Western Blot analysiert.

2.2.3 Methoden zum Arbeiten mit S. cerevisiae (Béackerhefe)

2.2.3.1 Transformation von Hefen mit Plasmid-DNA

2.2.3.1.1 Lithiumacetat-M ethode

Die Plasmid-Transformation erfolgte in Anlehnungan Gietz et al. (1995.

Aus einer Ubernachtkultur in YPD oder Selektionsmedium wurden 10 ml einer frischen
Kultur angeimpft. Bei einer ODgy < 1,0wurden die Zellen sedimentiert, einmal mit dest. H,O
gewaschen undin 1,5ml 0,1M LiOAc / 1x TE resuspendiert und in ein Eppendorfgefal
Uberfihrt. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden sie in 0,2ml 0,1 M LiOAc / 1x TE
resuspendiert. Zu der Zelsuspension wurden his zu 8 pl Plasmid-DNA und 10 pl
Lachsgperm-DNA (10mg/ml) gegeben und duchmischt. Es wurde 1 ml 40% PEG 6000/
0,1LiOAc / 1x TE hinzugefugt, gemischt und 30min bei 30°C inkukiert. Es folgte en
15-minitiger Hitzeschock bel 42°C. Die Zelen wurden bei 1500g sedimentiert, in 0,5 ml
H,0 resupendiert und 0,1 — 0,2nl des Ansatzes auf Selektionsmedium ausplattiert.

Die beiden LiOA c-haltigen Losungen wurden jewell s frisch aus Stammlésungen angesetzt.

2.2.3.1.2 Hefetransformation mittels Elektroporation

500 ml einer YPD-Kultur wurden bei einer ODggo von 0,7 — 1,5 dweh Zentrifugation bei
40009 und £C fur 5 min geerntet. Das Zellpellet wurde in 1 Vol. eiskaltem, sterilem H,O
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wurde mit ¥2 Vol. eiskaltem, sterilem
H,O und mit Y,5 Vol. eiskatem 1 M Sorbitol wiederholt. Das Pellet wurde in Y100 VOI.
eiskatem 1 M Sorbitol aufgenommen. Ein Aliqua von 40ul wurde mit < 5ul Plasmid-DNA
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vermischt und elektropaiert ( 0,2 cm Kivetten; 1,5 K/; 25 pF; 200 Q ). Zu dem Ansatz
wurde 1 ml kaltes 1 M Sorbitol gegeben, gemischt undauf Selektionsmedium ausplattiert.

2.2.3.2 lIsolierung von Plasmid-DNA aus Hefen

1,5 ml einer Hefe-Ubernachtkultur wurden zentrifugiert und cbs Zellpellet in 200l TEST-
Puffer (siehe 2.1.9 resuspendiert. Es wurden 200 pl Phend/Chloroform und Keine Glas-
kiigelchen (425-600 pum, Sigma) hinzugegeben. Nadh 2 min Mischen und anschlief3ender
Zentrifugation wurde die obere, wasserige Phase zwei weitere Mae mit Phenal/Chloroform
extrahiert und restliches Phena durch zweimalige Extraktion mit Chloroform entfernt. 2-4 pl
des Plasmid-Extrakts wurden dalysiert (Filter von Milli pore, VSWP 025 0Q und in eine
E.coli-Elektroparation eingesetzt.

2.2.3.3 Kreuzung, Sporulation und Tetradenanalyse

Die Kreuzung zweier haploider Stamme mit verschiedenen Paarungstypen geschah duch
Mischen von Aliquaen deser Stamme (z.B. jeweills 5 pl einer Flissgkultur) auf einer
Vollmedium-Agarplatte und Inkubation bei 30°C fir 6-8 h. Es wurden Stamme mit unter-
schiedlichen Selektionsmarkern gewahlt, so dal3 duch anschlieffendes Ausdreichen auf
Selektionsplatten diploide Klone identifiziert werden konrten.

Die diploiden Hefen wurden fur 6-8 h bei 30°C in Pr&Sporulationsmedium (siehe 2.1.5
inkubert (> 34°C keine Sporulation). Anschlief?end wurden de Zellen bei 5000 rpm far
2 min zentrifugiert, einmal in Sporulationsmedium (SFO, siehe 2.1.5 gewaschen undin 1 m|
SPO-Medium resuspendiert. Die Sporulation erfolgte bei 30°C fur etwa 2 Tage im
Inkubationsschittler (Iangere Inkubation fuhrt zu einem gréleren Antell keimungsunfahiger
Sporen). Die Sporulationsrate wurde im Mikroskop Ukerprift. Optimal ist eine Sporulations-
rate von 8390 %. Die sporulierten Zellen wurden zentrifugiert undin 1 ml SED-Puffer (siehe

2.1.5 aufgenommen. Bei 4°C waren de Sporen fir mehrere Tage haltbar.

Fur die Tetradenanalyse wurden de sporulierten Zellen protoplastiert. 200 pl sporulierte
Hefezellen wurden mit 10 ul 1 M DTT und 20ul Novozym (10 mg/ml) vermischt und far
etwa 20 min (gegebenenfalls auch langer) bei RT inkubiert. Ein Aliqua wurde auf einer
Y PD-Platte zur Tetradenanalyse ausgestrichen und de vier Sporen von einzelnen Tetraden
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wurden mit Hilfe eénes Mikromanipulators (MSM, Fa. Singer) segregiert und rech einem
definierten Schema an exakt definierten Punkten auf der YPD-Platte dgelegt. Die Analyse
der Tetraden erfolgte aahand des Phanotyps bzw. der entspredhenden Selektionsmarker.

2.2.3.4 Durchfuhrung eines genetischen Screens zur ldentifizierung
synthetisch letaler Mutanten

Die Durchfiihrung eines genetischen Screens zur ldentifizierung synthetisch letaler Mutanten
erfolgtein Anlehnung an J. E. Kranz und C. Holm (1990.

Ziel des Screens ist die Identifizierung von kisher unbekannten Interaktionspartnern eines
gemeinsamen Funktionsweges. Grundage dafir ist die Annahme, dal3 sich Mutationen in
zwei Proteinen, de an selben Proze3 keteiligt sind, in ihrer Wirkung additiv auswirken — und
im Extremfall letal sind. Wohingegen des fir zwel Mutationen in urebhangigen Prozessen
nicht der Fall i st.

Der Screen besteht aus zwei Teilen, der Mutagenisierung zur Herstell ung Plasmid-abhéngiger
Klone und der Komplementierung der erhatenen Mutanten mit einer genomischen Bank zur
Identifizierung der beschédigten Gene. Fur die detailli erten Grundagen deses Screens sehe
J. E. Kranz undC. Holm (1990.

Eine Ubernadhtkultur des zu mutierenden Stamms (YUC 16 + pCU 085) wurde in frischem
Minimamedium verdunrt und kei 30°C bis zu einer ODgg= 0,6-1,0 inkubiert. 100Dgq
wurden zentrifugiert, einmal mit H,O gewaschen und anschlief?end in 1 ml H,O resuspen-
diert. Das Resuspendieren der Zellen wurde durch 1 min Beschallen im Ultraschallbad
unterstiitzt. Die Zell suspension wurde in eine Petrischale gegeben und 150s auf dem UV-
Tisch mit A = 312nm und 90W bestrahlt. Die Uberlebensrate der Hefe betrug ca 15%. Alle
weiteren Schritte afolgten im Dunkeln, um den Photoreparaturmechanismus der Zellen nicht
zu aktivieren. Von einer 1:1000V erdiinnung der mutierten Zellen wurden je 200 pl auf einer
Petrischale (@ = 150mm) mit Selektionsmedium (SD-His, Trp, Ura) ausplattiert und kei 30°C
mehrere Tage inkubiert. Die Auspragung der auf der Anwesenheit von ADE3 (Teil des pCU
085 beruhenden roten Farbung der Zellen brauchte 5-7 Tage. 150.000unabhéngige Kolonien
wurden gesichtet und solche Kolonien, de keine weil3en Sektoren zeigten, wurden zur
Kontrolle vereinzelt. Klone, die aich nach einer dritten Vereinzelung immer noch
aus<chliefdlich rot waren, wurden nach Anzucht in YPD Uber Nadt parallel auf SD-His, Trp,
Ura und 5'FOA SD-His, Trp ausgestrichen. 5’FOA dient der Gegenselektion von Uradl-

prototrophen Hefen. Gesucht wurden Klone, die aif das URA-Plasmid mit den Genen fir
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ADE3 und SEC72 (pCU 085 angewiesen waren undsomit nicht auf 5’"FOA wuchsen. Alle
Klone, die diese Bedingungen erflillten wurden mit zwei weiteren Kontroll plasmiden (pJF 14
und pCU 088) transformiert, um zu bestétigen, dal3 es der Sequenzabschnitt fur SEC72 ist, der
das Mutationsplasmid (pCU 085 erforderlich macht. Das Plasmid pJF14 entspricht pCU 085
ohre SEC72. Das Plasmid pCU 088 ist identisch zu pCU 085 mit der Ausnahme dal3 es nicht
das Gen fur ADE3 besitzt. Mutanten, de ausschliefdich auf das komplementierende SEC72
im pCU 085 angewiesen sind, kdnren nach der Transformation mit dem Plasmid pCU 083
das Mutationsplasmid pCU 085 \erlieren, nach der Transformation mit pJF 14 dagegen nicht.
Von 150.000 utersuchten unabhangigen Klonen erfillten zwel Klone (Klon 431 undKlon
190-83) all dieseKriterien.

2.2.3.5 Praparation von Hefemembranen

2.2.3.5.1 Praparation von Hefemembranen aus kleinen Kulturen

Aus einer Ubernachtkultur in YPD oder Selektionsmedium wurden 20 ml einer frischen
Kultur angeimpft. Bei einer ODgn < 1,0 wurden 10 ODgg der Zellen bei 1100 g und RT
sedimentiert, einmal mit Lysispuffer (siehe 3.1.5 gewaschen, in 200 ul Lysispuffer
resuspendiert und mit Glaskigelchen (425600 um, Sigma) bis zur Flisdgkeitsoberflache
geflllt. Der Ansatz wurde funfmal 30 s geschiittelt und zwischendurch 30s auf Eis abgekiihit.
Das Lysat wurde @genommen, und de Glaskiigelchen wurden zweimal mit 500 pl Lysis-
puffer nadhgewaschen. Die vereinten Uberstande wurden niedertourig bei 400 g und 4C
10min in der Tischzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand dann zur Pelletierung cer
Membranen 10 min bel 4°C und 14.000pm zentrifugiert. Das Pellet wurde entweder in
Membranpufer (siehe 2.1.5) oder zur direkten Analyse in SDS-Probenpufer (siehe 2.1.5
aufgenommen. Fir eine anschliefRende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
hat sich eine Konzentration der Membranen von 10Dggo/ 10 pl bewéhrt.

2.2.3.5.2 Préaparation von Hefemembranen aus grol3en Kulturen

Es gibt verschiedene Aufschlufimethoden, de sich var alem durch de technischen Moglich-
keiten des Labors ergeben. Im folgenden werden drel Methoden beschrieben, de in deser
Arbeit Anwendung fanden. Der Aufschlul mittels einer Glasmiihle egnet sich besonders fir
grof3e Préparationen, wahrend der Vorteil des Zerreibens in flissgem Stickstoff besondersin

der Anwendung auf mittlere Mengen beruht.
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2.2.3.5.2.1 Aufschluf® mittels einer Glasmiihle

Die Hefezellen wurden bei einer ODggp = 1,0 duich Zentrifugation kel 3000rpm und £C fir
15 min geerntet und mit 1x Homogenisierungspuffer (siehe 2.1.5 gewaschen. Die Masse des
Pellets wurde bestimmt und in dem doppelten Volumen seines Gewichtes 2,5« Homo-
genisierungspuffer resuspendert. Die Zellsuspension wurde in einen speziellen Schiittel-
zylinder (Braun Melsungen) tberfihrt und mit einer der Masse des Pellets entsprechenden
Mass Glaskugeln versetzt. Der Aufschlul’ erfolgte durch viermaliges Schitteln fir je 30 s
unter CO,-K ihlung und zwischenzeitli ches Kiihlen auf Eis.

Das Lysat wurde &genommen, und de Glaskugeln wurden zweima mit 1x Homo-
genisierungspuffer nachgesplit. In drei aufeinanderfolgenden Zentrifugationen wurden zuerst
Zéllreste und Zellkerne (3000 rpm, 10 min bel 4°C im Falcon-tube), dann Mitochondien,
grofRere Zell fragmente und andere Organellen (9000rpm im Sorvall SS34 fur 10 min bei 4°C)
und abschlief?}end de Membranen sedimentiert (75.000rpm im TL100.3Rotor (Beckman) fr
20 min bel 4°C). Das Membranpellet wurde in einem angemessenen Volumen Membran-
puffer (siehe 2.1.5 mit einem Homogenisator resuspendiert.

Die Konzentrationshestimmung erfolgte durch Vermessen einer Verdinnungin 2% SDS nad
folgender Formel: OD,go * Verdinnumsfaktor / 50 = x eg/pl.

2.2.3.5.2.2 Aufschlu3 durch Zymolyase-Behandlung

Die geanteten Zellen wurden in 0,5 YPD / 1,1 M Sorbitol (ca 2 ml/g Feuchtgewicht)
resuspendiert. Es folgten Zugabe von 1@M%-igem [-Mercaptoethand (0,7 pl/ml) und
Zymolyase 100T (0,5 mg/g Zellen) und vasichtiges Schwenken bei 30°C. Der Grad der
Sphéroplastierung wurde durch den Antell der ,Ghosts’ in 1% SDS unter dem Mikroskop
bestimmt. Zellen, de in Minimalmedium angezogen wurden, hlden eine stabilere Zellwand
aus und lassen sich daher schlechter sphéroplastieren as Zellen, de in Vollmedium
gewadhsen sind. Die Spharoplasten wurden bei 2800 rpm fir 10 min sedimentiert, mit
0,5xYPD/1,1 M Sorbitol gewaschen und in 1-2 ml Membranpuffer (siehe 2.51)
resuspendiert. Durch mehrmalige Behandung mit einem Braun Homogenisator wurden sie
aufgeschlosen. Das erhatene Lysat wurde wie unter 2.2.3.5.2.1beschrieben in mehreren
Schritten zentrifugiert und anschlief?end vermessen. Die Zellen des niedertourigen Pell ets

wurden 3-4 Mal aufgeschlossen und de Uberstande vereinigt.
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2.2.3.5.2.3 Aufschlufd durch Zerreiben in flissigem Stickstoff

Die geenteten Zellen wurden in einem kleinen Volumen Membranpufer (sehe 2.1.5
resuspendiert und in einen Morser mit flissgem N, getropft. Die gefrorenen Kigelchen
wurden zu einem feinen Pulver zerrieben, dbs in ein Zentrifugengefald tkerfihrt und duch
Zugabe von wenig Membranpufer aufgetaut wurde. Nad der niedertourigen Zentrifugation
(wiein 2.2.3.5.2.1 &schrieben) wurde der Uberstand abgenommen und dis Pell et 2-3 weitere
Male aifgeschlossen. Die vereinten Uberstande wurden wie in 2.2.3.5.2.1 éschrieben weiter-
behandelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Funktion von SEC71

3.1.1 Coletditéat von SEC71 in Kombination mit Asbhl.

Zu Beginn dr funktionelen Analyse von SEC71 und SEC72 in der Badkerhefe
Saccharomyces cerevisiae war bekannt, dal3 de Deletionsmutanten der beiden Gene unter
normalen Wadstumsbedingungen weder einzeln nach in Kombination letal sind. Ein
Asec71-Stamm ist bel 37°C letal (Kuriharaund Silver, 1993 Feldheim et al., 1993.

Um die Funktion vonSec71pin Kombination mit anderen nichtesentiellen Komporenten des
SEC-Komplexes erforschen zu kénren, wurde nach synthetisch letalen Phanotypen gesucht.
Dazu wurde die Deletionsmutante von SEC71 mit Deletionen fur SBHI bzw. SBH2
kombiniert, beides snd nichtesentielle Komporenten der Translokationskomplexe. Eine
Kombination vonAsec71 und Asec72 ertibrigte sich, da aus der Literatur bekannt war, dal3
Sec72pin einem Asec71-Hintergrund stark destabili siert ist und mit einer Halbwertszeit von
12 min degradiert wird (Feldheim und Schekman, 1999.

Der Asec71-Stamm ist kreuzungsdefizient, deswegen wurden de diploiden Doppel-
deletionsgdmme Asec71/SEC71, Asbhl/SBH1 (YUC 1) bzw. Asec7l/SEC71, Asbh2/SBH2
(YUC 3) durch aufeinanderfolgende Transformation des diploiden YTX69 mit PCR-
Fragmenten zur Einfuhrung entsprechender Nullmutanten hergestellt. Durch Tetradenanayse
der beiden diploiden Stdmme YUC 1 und YUC 3 wurden de 4 Sporen segregiert. Im Falle
des Asec71/Asbh2 fanden sich Sporen, de beide Selektionsmarker besal3en undin denen de
Abwesenheit von Sec71p undSbh2pim Western Blot nachgewiesen wurde (YUC 14). Die
Doppel del etionsmutante Asec71/Asbh2 ist somit |ebensfahig.

Im Falle des Stamms YUC 1 (Asec7l/SEC71, Asbhl/SBH1) fanden sich keine haploiden
Doppelnullmutanten. Um die Letalitét der Doppelmutante zu bestétigen, wurde YUC 1 mit
einem Plasmid, dbs fur SBH1 codiert und einem URA-Selektionsmarker besitzt, transformiert
undanschlief3end einer Tetradenanalyse unterzogen. Dabel entstehende Sporen, de nachweis-
lich ale drei Selektionsmarker trugen (YUC2 + pSBH1"®), wurden auf einer 5 FOA-
haltigen Selektionsplatte ausgestrichen, um gegen das SBH1-codierende URA-Plasmid zu
selektieren. 5'FOA (5" -Fluoroovatic Acid ) wird im Uradl-Stoffwedselweg zu einem Zdl |l gift
umgewandelt. Nur Uracil -prototrophe Hefen, de in desem Stoffwechselweg deletiert sind,
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koénren in Gegenwart von 5" FOA wadsen. Die Gegenselektion ergab, dald der Hefestamm
Asec71/Asbhl auf das komplementierende Plasmid angewiesen und de Doppeldeletions-
mutante Asec71/Asbhl somit nicht lebensfahigist. Sie wadhst auch nicht bei 25°C (Abb. 3).

SD, 5' FOA SD, 5' FOA
30°C 25°C

wit Asbhl

Asec71|Bsectl
Asbhl

pSBH1"

Abb. 3: Genetische Interaktion von SEC71 und SBH1. Hefestdmme wie angegeben, wurden tber Nadt in YPD
angezogen, ausgestrichen und bei den angegebenen Temperaturen 2-3 Tage inkubiert.

Als nadhstes gellte sich de Frage, ob de Doppelnullmutante durch andere Komporenten des
Trans okationskomplexes auf¥er SEC71 oder SBH1 komplementiert werden kann. Dazu wurde
der Stanm YUC 2 + pSBH1"R* (Asec7l/Asbhl, pSBH1"™) mit Plasmiden fir Sc. SBH2,
Sauger SEC61R und Sc. SEC72 transformiert. Es handelte sich dabei um multi copy-
Plasmide; die Gene waren urter Kontrolle des garken PGK-Promotors (Phospho
glyceratkinase). Bei dem anschlieffenden Ausdreichen auf Selektionsplatten + 5’ FOA kann
die Doppelmutante das SBH1-codierende URA-Plasmid nu verlieren und somit wadsen,
wenn eines der anderen Gene die letalen Deletionen komplementiert. Die ehdhte Expresgon
von Sbh2p konme den Phanotyp urter alen getesteten Bedingungen komplementieren,
wahrend das Sed61R aus Saugern des nur bei 25°C tut. Uberexpremiertes Sec72p ist unter
keinen Umstanden zu einer Komplementation fahig (Abb. 4).

Interessant ist die Tatsache, dal3 das endogen vorhandene Sbh2p ncht ausreicht, um die
Doppeldeletionsmutante zu komplementieren. Da bekannt war, dald3 der Proteingehalt an
Sbh2p ceutlich abnimmt, wenn es im Asshl-Stamm seinen Bindungspartner verliert (Finke &
al., 1996, stellte sich de Frage, ob das zusétzliche Deletieren des Gens fir SSH1 im
Asec71/Asbhl-Stamm ausreichend Sbh2pfreisetzen kann, um den letalen Effekt zu beheben.
Dazu wurde in den Asec71/Asbhl, pSBH1"FA-Stamm (YUC 2+ pSBH1"™) mittels
Transformation de Asshl-Deletion eingefuhrt (YUC4). Die erhatenen Transformanten
wurden wie bereits beschrieben auf ihr Wacdhstum in Anwesenheit von 5'FOA getestet. Es
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stellte sich heraus, dal3 das zusétzliche Deletieren von SSH1 ebenfall s den todli chen Phanotyp
des Asec71/Asbhl beheben kann (Daten nicht gezeigt).

S5'FOA, SD 5'FOA, SD
30°C 25°C

- +pSBH2

+pSEC61R | +pSECT72

Stammbhintergrund: Asec71/Asbhl1, pSBH1YRA

Abb.4: Versuch zur Komplementation des Hefestamms Asec71l/Asbhl. Hefezdlen der Asec71/Asbhl-
Doppelmutante, die eén SBH1-codierendes URA-Plasmid (pCU 051) enthielten, wurden mit 2u-Plasmiden fir
BH2 (pCU 049), Sauger SEC61R (Klon 7/11) oder SEC72 (pCU 033) transformiert. Die Transformanten
wurden (ber Nacht in YPD angezogen, auf SD-Platten mit bzw. ohne 5'FOA ausgestrichen und bei den
angegebenen Temperaturen 2-4 Tage inkubiert.

Das Komplementieren der Asec71/Asbhl-Doppeldeletionsmutante durch einen erhéhen
Gehalt an Sbh2p lzw. duch das zusétzliche Deletieren von SSH1 deuten darauf hin, dal3
Sbh2p uner diesen Umstanden in den SEC-Komplex integriert sein konrte und Sbhlp
teillweise funktionell ersetzen kann. Im Wildtyp ist Sbh2p Bestandteil des Ssh1-Komplexes,
ein Austausch von Sbh1lp undSbh2pin den urterschiedlichen Trans okationskomplexen des
Wildtyps ist nicht bekannt. Fir die Doppelnullmutante Asbhl/Asshl konrte Kerstin Finke
jedoch mittels Coimmunprazipitation zeigen, dal3 Sbh2pin Assziation mit Seds1p valiegt.
Daraus ergab sich de Frage, ob eine As®ziation von Sbh2p mit dem SEC-Komplex
verantwortlich ist fir die Komplementation der Asec71/Asbh1-Doppel del etionsmutante.

Um dies zu urtersuchen, wurde a@ne Coimmunprézipitation von solubilisierten SEC-
Komplexen des Wildtyps (YTX 57) und YUC4 (Asec71/Asbhl/Asshl) mit Antikorpern
gegen Sed2p durchgefuhrt. Durch Western Blot Analyse wurde die Asziation von Sbh2p
mit dem SEC-Komplex (Sed62-Prézipitat) in der dreifachen Deletionsmutanten nach-
gewiesen. Im Wil dtyp wurde kein Sbh2pin Asziation mit Seds2pgefunden (Abb. 5).
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Abb.5: Coimmunprazpitation zur Analyse der
wt YUC 4 Komplexumgebung von Sbh2p in Abwesenheit von
Sshlp. 300 eq Membranen des Wildtyps (Y TX57)
und des YUC4 (Asec71/Asbhl/Asshl) wurden in

—— -1gG Digitonin solubilisiert, und das Solubilisat Uber
Nadt mit Antikbrper gegen Sed2p sowie mit
46 kD - ProteinG Sepharose inkubiert. Die an ProteinG
S - Scc6? Sepharose gebundenen Fraktionen wurden im
30 kD - P SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit
Antikdrpern gegen Sed2p wd gegen Sbh2p

21,5 kD - getestet.

14,3 kD - == -Sbh2Zp

3.1.2 Die N-terminalen 160 Aminosduren des Sec71p sindinvivoin
Abwesenheit von Sbhilp essentiell.
Um die Bedeutung der cytosoli schen Domane von Sec71pzu erforschen, wurden mittels PCR

C-terminale Verkirzungen von Sec71p rergestellt und urier die Kontrolle des darken PGK-
Promotors in Plasmide engefugt (Abb. 6).

Abb.6: Schematische Darstellung
_ der C-terminalen Verkirzungen
SEC71-206 n 206 von SEC71. Das Konstrukt
SEC71-206 entspricht dem Wild-
typ. Alle Zahlenangaben bezehen
sich auf Aminosduren. Die
SEC71-180 Transmembrandoméane zwischen
1 180 Aminosauren 28 und 51 ist
gemustert dargestellt.
SEC71-170 :
1 170
ec71+1p
SEC71-160
1 160
Sec71%+1%0 p
SEC71-120
1 120
Sec71+120 p

Als erstes wurde untersucht, inwieweit die a@nzelnen Verkirzungen in der Lage sind, fur

SEC71 zu komplementieren. Dazu wurden de entsprechenden Plasmide in den Stamm
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YUC 2+ pSBH1"™ (Asec7l/Asbhl, pSBH1"®") transformiert. Durch Ausdreichen der
Transformanten auf 5"FOA-haltigen Selektionsplatten wurde bestimmt, ob de Asec71/Asbhl-
Doppelmutante weiter auf pSBH1"R* angewiesen ist, oder ob de entsprechende Sec71p-
Verkirzung komplementiert.

Wie Abb.7 zeigt, konren SEC71-206 und SEC71-180 fur normales Wadhstum
komplementieren, wahrend SEC71-170 und SEC71-160 zwar komplementieren, des aber mit
einem deutlich verminderten Wadstum. SEC71-120 komplementiert nicht.

Das gleiche Ergebnis erhdlt man mit entsprechenden Transformanten des YUC 10-Stamms
(Asec71/Asbhl/Asbh2), der durch ein Plasmid mit dem Gen fur SBH2 unter Kontrolle des
Methionin-Promotors komplementiert wird. Bel Zugabe von 4mM Methionin zum
Selektionsmedium erfolgt eine Repremierung des Met-Promotors und der Gehalt an Sbh2p
sinkt auf Null. Die Hefen der Triple-Deletionsmutante konren daher nur auf Methionin-
haltigen Selektionsplatten wadhsen, wenn de zusétzlich eingefiihrte Sec71p-Verkirzung die
Funktion vonSec/1p ulernehmen kann. Auch in desem System darf der C-Terminus nicht

weiter als bis Pos. 160aaverkirzt werden, um zu komplementieren (Daten nicht gezeigt).

SD, 5'FOA

Stammhintergrund: Asec71, Asbhl, pSBH1YRA

Abb. 7: Versuch zur Komplementation des Hefestamms Asec71/Asbhl mit C-terminalen Verkirzungen von
SEC71. Zellen des Hefestanms Asec71/Asbhl, pSBH1"™* wurden mit Plasmiden transformiert, die fir das
Wil dtyp-Protein (SEC71-206), sowie C-terminale Verkiirzungen von Sec71p codierten. Die Transformanten
wurden tber Nacht in YPD angezogen, auf Selektionsplatten mit bzw. ohne 5"FOA ausgestrichen und bei 30°C
drei Tageinkubiert. Alle Positi onsangaben sind Aminosdureangaben.
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3.1.3 Der C-Terminus von Sec71pist notwendig fir die Bindung von

Sec’2p, sowohl in vivo as auch in vitro.

Wie bereits erwahnt, ist Sec71p fir die stabile Anlagerung von Sec72p an de Membran
notwendig. Interessant ist daher die Frage, ob es zwischen der Fahigkeit der verklrzten
Sec71p-Formen einen Asec71/sbhl-Phanctyp zu komplementieren undder Stabili sierung von
Sec72p an der Membran einen causaen Zusammenhang gbt. Dazu wurde én Asec71-
Deletionstamm (YUC 11) mit den Plasmiden fir die verkirzten Sec71-Konstrukte
transformiert. Von den erhatenen Transformanten wurden Membranen prépariert, die im
Western Blot auf die Anwesenheit von Sec72p getestet wurden. Abb. 8 ist zu entnehmen, dali3
eine Anlagerung von Sec72p nu an Sec/lp-Varianten von mindestens 160 Aminosduren
Lange erfolgt. Somit korrelieren de Eigenschaften von Sec71pVerkirzungen Sec72p
anlagern zu konren und cn letalen Asec71/Asbh1-Phanotyp zu komplementieren.

Die Bindung von Sec72p an die verschiedenen Sec’1p-Verkirzungen wurde aul}erdem auf
ihre Hochsalz- bzw. Alkali-resistente Anlagerung getestet. Unterschiede in der Qualitét der
Anlagerung konrten dabei nicht festgestellt werden.

N N /\“)’( /\“)’( /\“)’( /\'\)’(
S O O O O O
S & & & & &
S v v v v v
46 kD -
30 kD - }
- * >0 — W el X
- | e -
21.5KD - - Sec72p

Abb. 8: Anlagerungsverhalten von Sec72p an C-terminale Verkirzungen von Sec71p. Transformanten des
Asec71-Stamms mit Plasmiden, die fir Sec71p-Verkirzungen wie angegeben codierten, wurden in Selektions-
medium angezogen. Aus kleinen Kulturen wurden Membranen prépariert, je 2 ODgqo der Membranen im SDS-
PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit Antikdrpern gegen Sec72p getestet. Die kreuzresktive Bande (-x)
bestétigt das Auftragen gleicher Mengen.
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Um die Anlagerung von Sec72p an Sec71p lezw. verkiirzte Formen des Sec71p exakter
guantifizieren zu konren, wurde sie in einem in vitro-System untersucht. Dazu wurden
Membranen aus Hefestdmmen mit verschiedenen Sec7lp-Varianten prépariert, Secr2p
wurde in vitro transatiert und durch den Einbau von **S-Methionin radioaktiv markiert.
Anschlief?end wurden de verschiedenen Membranen mit dem Translationsansatz 20 min bei
30°C inkubiert undin einer hochtourigen Zentrifugation sedimentiert. Uberstande und Pell ets
der einzelnen Ansétze wurden aufgearbeitet und duch SDS-PAGE und Radiographie auf die
Verteilung von Sec72p zwischen Membran und Uberstand Hn analysiert. Abb.9 zeigt die
prozentuale Anlagerungseffizienz in Abhangigkeit der Sec7 1p-Verkirzung.

100%
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N 79
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£ 60%
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<4 55
o
% 40%
E = 39
30 29
20% I
0%
keine Asec71,72 Sec71+18p Sec71+120p
Membranen Membranen Membranen Membranen
Asec7? Sec71+2%6p Sec71r1%%p
Membranen Membranen Membranen

Abb. 9: Untersuchung zur in vitro Anlagerung von Sec72p an verschiedene Sec71p-Varianten. Jeweils 5 eq der
angegebenen Membranen wurden mit frischem, in vitro synthetisiertem Sec72p 20min bei 30°C inkubiert. Die
Membranen wurden sedimentiert, gewaschen und in Probenpuffer aufgenommen. Die Proteine aus den
Uberstanden wurden mit TCA gefélt und in geichen Mengen Probenpuffer resuspendiert. Mittels SDS-PAGE
und Radiographie wurde die Verteilung von Sec72p zwischen Membranpellet und Uberstand und daraus die
Anlagerungseffizienz in vitro bestimmt. Mehrere Experimente bestétigten die hier gezegten Ergebnisse. Der
relativ hohe Hintergrund von ca 30% Sec72p, der sich auch ohne Sec71p und vor allem auch ohne Membranen
im Pell et findet, ist vermutlich auf Aggregate zurlickzufGhren.

Aus diesem Experiment lasen sich mehrere Aussagen ableiten. Zum einen bestétigt es die
Abhangigkeit der Sec72p-Anlagerung von Sec71p (Asec7l, 72-Membranen versus Asec72-

Membranen). Zum anderen urterstreicht es die Bedeutung des C-Terminus von Sec71p fur
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diese Bindung und schliefit die Notwendigkeit weiterer Hefe-spezifischer, cytosolischer
Bindungsfaktoren aus. Die kontinuierliche Abnahme der Anlagerungseffizienz dedkt sich mit
den Wadstumsdefekten (Abb.7), die im Komplementationsversuch von YUC 2 mit den
unterschiedli chen Verkirzungen vonSec71p beobachtet wurden. Die in vivo erhaltenen Daten
werden somit durch diein vitro Daten bestétigt.

Zusammen mit den Ergebnissen aus 4.1.2 beweisen dese Daten, dal3 in Abwesenheit von
Sbhlp de Ausbildung eines paostulierten Signal sequenz-Antennenkomplexes durch Sed2p,
Sec71p undSecr2p eine bedeutende Funktion Ukernimmt, und &3 der C-terminale Bereich
von 160206 aa des Sec71p ncht zuletzt durch de Rekrutierung von Sec72p dabel eine
wichtige Roll e spi€lt.

3.1.4 Ein 160-mer von Sec71p ist erforderlich fir die Assoziation mit dem
SEC-Komplex

Um auszuschlief3en, dal3 der oben beschriebene Anlagerungsunterschied auf einen Abbau der
Sec7/lpVerkirzungen zurtckzufihren ist, wurden N-terminale Fusionen der Sec71p
Verkirzungen mit einem dreifachen myc-tag kloniert und in einem Asec71-Hintergrund
(YUC 11) expremiert. Membranproteine der entsprechenden Hefestdmme wurden im SDS-
PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit Antikérpern gegen c-myc getestet. Abb. 10A
zeigt, daid alle Verkirzungen vonSec71pstabil in de Membran integriert werden.

Die membransténdige Expresson ist kein ausreichender Beweis fur die Integration cer
Sec7/1lpVerkirzungen in den SEC-Komplex , deshalb wurde mit den gleichen Membranen
eine Coimmunprazipitation urter 1% Digitonin mit Antikorpern gegen Sec62p duchgefuhrt.
Unter den gewahlten Bedingungen wird der SEC-Komplex als Ganzes lubilisiert und de
Interaktion vonSed52p undSec71p Heibt — zumindest im Wil dtyp —erhalten.

Abb.10B zeigt, dal3 urter den gewahlten experimentellen Bedingungen de Assziation der
C-terminalen Sec71p-Verkiirzungen mit Sed52p bis zum Sec71*'*p-myc ehalten beibt. Die
Menge a1 coimmunprézipitietem Sec71*'®%-myc ist im Vergleich zu den langeren
Konstrukten jedoch geringer. Sec71'?°p-myc wird zwar membranstandig expremiert, ist aber
nicht wie die langeren Sec71p-Varianten mit Sed52p asoziiert. Damit ist bewiesen, dald der
cytosolische C-Terminus von Sec71p richt nur fUr die Sec72p-Anlagerung, sondern auch fir

die Asziation mit dem SEC-Komplex wichtig ist.
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Somit spiegeln sich auch hier die Ergebnise der Komplementationsexperimente wieder:
Sec71%% ist minimal notwendig, um Sec72p zu hinden, um einen Asec7l/Asbh1-Stamm zu

komplementieren und um mit dem SEC-Komplex zu aszii eren.

. - ‘ N-terminale Fusions-
*
. - - proteine von Sec71%20%p
- bis Sec71+'%p

B)

— —— — — g— - g

N-terminale Fusions-
H P H
| A—————-

proteine von Sec712%p
bis Sec71+%?p

Stammhintergrund: A sec71

Abb. 10: Western Blot und Coimmunprézpitationen der verkirzten Sec71lpmyc Fusionsproteine. A) Der
Hefestamm YUC 11 (Asec71) wurde mit Plasmiden fir verkirzte Sec71p-Varianten mit N-terminalen 3x myc-
Epitopen transformiert. 0,4 ODgo entsprechender Membranprapartionen wurden im SDS-PAGE aufgetrennt und
mit einem Antikorper gegen c-myc im Western Blot getestet. Die N-terminale Fusion des 3x myc-Epitops fuhrt
vermutlich zu Beantrachtigungen der Glykosylierung von Sec/1p. Mit * markierte Banden zegen gykosylierte
Formen der Sec71p-Varianten. B) Je 300 eq der jeweiligen Membranen wurden in eine Coimmunprazpitation
mit Antikérpern gegen Sedb2p eingesetzt und und im Western Blot auf die Anwesenheit der c-myc-markierten
Sec71p-Verkirzungen getestet.

Bel ndherer Betrachtung fallt auf, dal3 de glykosylierten Formen der Sec71p-Verkirzungen
zwar prozentual den kleineren Antell ausmachen, sich aber deutlich besser coimmun-
prazipitieren lasen. Die zwel Glykosylierungen von Sec71p scheinen somit ein Indiz fur die
korrekte Konformation ew. Orientierung der Fusionsproteine zu sein, de wiederum wichtig
fur die Assoziation der Sec71-Varianten mit dem SEC-Komplex ist.
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3.1.5 Die 46 C-terminalen Aminosauren von Sec71p sind ausreichend, um
Sec72p zu binden.

Unklar ist, ob der cytosolische Teil des Sec71p fur die Assziation mit dem SEC-Komplex
ausreicht, undinwiefern der Sec71-Membrananker ersetzt werden kann.

Um diesen Fragen nadhzugehen, wurden Fusionsproteine des P450-Membranankers aus
Candida maltosa (P450 Cm1**) und urterschiedlich langen cytosolischen Bereichen von
Sec71p Koniert. Zu Detektionszwed<en wurden de Konstrukte wieder N-terminal durch eine
3x-myc Domane eganzt (Abb. 1J).

Menzel et a. (1996 haben fir den P450Cm1* Membrananker gezeigt, dal er
ER-membransténdig expremiert wird und die Orientierung der des Sec71-Membranankers

entspricht (N-Terminusim Lumen, C-Terminusim Cytosol).

P450-SEC71 80206 -

1 44 48 173

P450 Cm1i4  Sec7182% p

P450-SEC71 120206 -
1 44 48 133

P450 Cm1t4  Sec71120206 p

P450-SEC71 160206 -

1 44 48 93

P450 Cm1t44  Sec71160206 p

P450-SEC71 82%-myc - -
1 35 39 82 86 211

3x myc P450 Cm1%4 Sec718-26 p

P450-SEC71 120206.myc - -
1 35 39 82 86 171

3x myc P450 Cm1*4  Sec71120-206 p

P450-SEC71 160-206.myc - -

1 35 39 82 86 131

3x myc P450 Cm1t4 Sec71160-206 p

Abb. 11: Schematische Darstellung der Fusionsproteine von P450 Cml-Membrananker aus Candida maltosa
(P450 Cm1**% und verschiedenen cytosolischen Fragmenten von Sc. Sec71p. Jedes Konstrukt existiert sowohl
als Fusion mit einem 3x myc-Epitop sowie aich ohne. Alle Positi onsangaben bezehen sich auf Aminosauren.

Zunachst wurde getestet, ob de P450-Sec71-Fusionsproteine expremiert und stabil in de
Membran integriert werden. Dazu wurde der YUC 11-Hefestamm (Asec7l) mit den
P450-Sec71 Konstrukten, de das 3x myc-Epitop tragen, transformiert.
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Membranen von pasitiven Klonen wurden im Western Blot mit Hilfe von Antikorpern gegen
das c-myc-Epitop auf Signale der richtigen Grofe getestet (Abb. 12A).

Desweiteren wurden Membranen der Transformanten vonYUC 11 mit den drel PA50-Sec/1
Konstrukten ohre myc-Epitop auf die Anlagerung von Sec72p uriersucht (Abb.12B). Aus
Abb.12ist zu ersehen, dal3 alle drei PA50-Sec71p-Fusionsproteine sowohl membransténdig
expremiert werden, als auch Sec72p stabil an de Membran assoziieren konren. Sec72p kann
nur von der cytosolischen Seite aus angelagert werden, so dal3 zumindest ein Tell der

Fusionsproteine die richtige Membranorientierung besitzen muf3.

- P450-Sec718-2% p-myc

- P450-Sec711%02%6 p-myc
- P450-Sec71160-206 p-myc

Abb. 12: Untersuchung zur Expresson von P450-Sec71p-Fusionsproteinen und dem Anlagerungsverhalten von
Sec72p an diese Fusionsproteine. A) Expressonsnachweis der P450-Sec71p-Fusionsproteine im Western Blot.
Je 2 eqg Membranen der angegebenen Hefestdmme wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot
auf das c-myc-Epitop getestet. An der Ubergangsstell e zwischen c-myc-Epitop und P450-Membrananker ist eine
neue Glykosylierungsstelle entstanden. Durch wnvollsténdige Glykosylierung kommt es zum Auftreten der
Doppelbanden bei P450-718°p-myc und P450-71'°°*p-myc. B) In vivo Anlagerung von Sec72p an
Membranen, die P450-Sec7lp-Fusionsproteine enthaten. Membranen wie in A) sowie Membranen eines
Asec71-Stamms wurden im Western Blot mit Antikrpern gegen Sec72p getestet.

Vor alem aber grenzen dese Ergebnisse die Sec72-Bindungsdomane von Sec71p ein. Die
Asoziation vonSec72p mit P450-Sec71'®?% beweist, dal de letzten 46 Aminosiuren des
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Sec71pausreichen, um Sec72p zu hinden. Allerdings ist die Menge an gebundenem Sec72p
bei P45071'%%%®p verglichen mit P450-71'?®p bzw. P45071%%% geringer. Dieser
guantitative Unterschied zeigt, dal3 weitere Bereiche zwischen Pos. 120 undPos. 160 von
Sec71pan der Bindung von Sec/2pbetelli gt sind.

Bezieht man dein vitro Anlagerungsdaten (Abb. 9) mit in de Uberlegungen ein, dann gibt es
mindestens zwel Bindurgsdellen fir Sec72p, eine im Bereich 120-160 aa und eine weitere
zwischen 163206 aa Beide Bereiche sind in der Lage sind, Sec72p selbsténdig zu hinden,
wenn auch mit eingeschrankter Effizienz. Inwiefern es sch dabei um unabhéngige
Bindungsdomanen handelt, oder ob duch de will kirlich gewahlte Verkirzungsposition bei
160 aa ene zusammenhangende Bindungsdomane geteilt worden ist, [at sich aus diesen
Ergebnissen nicht ableiten.

Fiir das P450-SEC71'%%?®K onstrukt wurde auferdem nachgewiesen, dal? de Asoziation mit
diesem Bereich Hochsalz- und Alkali-resistent ist (Daten nicht gezeigt).

3.1.6 Der P450Cml1-Membrananker aus Candida maltosa ist nicht in der
Lage den Sec71-Membrananker zu ersetzen.

Aus den obken beschriebenen Ergebnissen ergab sich de Frage: ob der cytosolische Teil von
Sec71p ausreicht, um mit dem Transokon zu asziieren und obdie P450-Sec/1lpmyc
Konstrukte mit Antikdrpern gegen Sec62p coimmunprézipiti eren. Dazu wurden Membranen
der entsprechenden YUC 11-Transformanten wie unter 3.2.2.2 leschrieben mit 1% Digitonin
solubilisiert und in eine Coimmunprézipitation mit Antikorpern gegen Sed2p eingesetzt
(Abb. 13).

Wie Abb. 13 zu entnehmen ist, konren P450-71%?%p-myc, P450-71*2°®%-myc und auch
P450-711%%*®p-myc mit Antikérpern gegen Sec62p coimmunprazipitiert werden. Somit
reichen de letzten 46 Aminosduren von Sec71p aus, um mit Sedd2p zu interagieren.
Vergleicht man de Effizienz der Immunprézipitationen alerdings mit der einer Se®%2
Coimmunprazipitation gegen Sec71*?®p-myc im selben Stammhintergrund (Daten nicht
gezeigt), so ist die Asziation der P450-Sec/1-myc Fusionsproteine mit Se®62p ceutlich
schwadher as die des wt-Sec71p. Der cytosolische Teil des Sec/1pist somit wichtig und
ausreichend fur die Asziation mit Sed62p undsomit mit dem SEC-Komplex. Wie schon kei
den Coimmungrazipitationen der C-terminalen Sec71p-Verkirzungen mit Antikérpern gegen
Se®2p (Abb.10) werden auch in desem Experiment die glykosylierten Formen deutlich
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besser coimmunprazipiti ert a's die unglykosyli erten Proteine. Besonders gut ist dies bei P450-
7112%p-myc zu sehen, das aus einem ungeklarten Grund kaum glykosyliert und daher kaum
coimmunprézipitiert wird. Es <heint sich daher zu bestétigen, dal3 de Glykosylierung von
Sec71peinen wichtigen Hinweis auf die Assziation mit dem SEC-Komplex liefert.

Der Einflul des P450Cml-Membranankers aus Candida maltosa l&% sich nu schwer
abschétzen. Anzunehmen ist, dal3 er fur die Verankerung der cytosolischen Fragmente von
Sec7/1lpan der ER-Membran nawendig ist. Ob er aber auch problemlos den Platz des Secr1-
Membranankers im SEC-Komplex einnehmen kann, oder ob de hier beobadtete Assziation
nicht vor allem das Resultat einer rein statistischen Verteillung ist, bleibt offen. VVorstell bar ist
auch, dal3 eine Asziation der cytosolischen Fragmente von Sec71p auch ohre Membran-
anker mdglich wére. Die Anwesenheit des P450-Membranankers kdnrte deswegen auch eher

stérend fur die Funktionalité des SEC-Komplexes sin.

Abb. 13:

- Sec62p
- P450-7180-2%p-myc

- P450-71120-206p-myc

. - P450-71160208p-myc

Coimmunprazpitation  der
P450-Sec71p-Fusionsproteine
mit  Antikorpern oegen
Seb2p De  Hefestamm
YUC 11 (Asec71) wurde mit
den Plasmiden pCU 109
pCU110 und pCU111
transformiert. Je  200eq
Membranen der Transforman-
ten wurden in eine Coimmun-
prazpitation mit Antikdrpern
gegen Sed2p eingesetzt. Die
an ProteinA  Sepharose
gebundenen Fraktionen
wurden im  SDS-PAGE
aufgetrennt und im Western
Blot mit einem Antikorper
gegen das c-myc Epitop auf
die Anwesenheit von c-myc-
markierten P450-Secr1-
Fusionsproteinen getestet.

Komplementationsexperimente mit den P450-Sec/1-myc Fusionsproteinen bzw. einem
Sec71**?®p-Konstrukt ohne Membrananker sollten zeigen, ob de Fusionsproteine bzw.
Sec71**?®p den letalen Genotyp Asec71/Asbhl komplementieren komen. Dazu wurde der
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Hefestamm YUC 2 + pGAL-SBH1 (Asec71, Asbhl, pGAL-SBH1) mit Plasmiden fur die drei
P450-Sec71-Fusionskonstrukte  und Sec71*®p  transformiert und auf SGal-haltigen
Minimalplatten selektioniert. Transformanten wurden in SGal-haltigem Flissgmedium Uber
Nadt angezogen, dann paralel auf SGal- und SD-Platten ausgestrichen undje en Paar der
Platten bei 30°C, sowie bei 37°C und 23C fur mehrere Tage inkulert.

Das Ergebnis war unerwartet. Wahrend keines der P450-Sec71-myc Fusionsproteine YUC 2

komplementiert, ist Sec71*¢?®

p bel allen getesteten Temperaturen in der Lage, fur das
wt-Sec71pzu komplementieren (Daten nicht gezeigt).

Diese Daten sprechen dafir, dal3 es die stérende Wirkung des P450-Membranankers aus
C. maltosa war, der eine Komplementation verhindert hat, und ncht das Fehlen des Sec71p
Membranankers, dessen Deletion sogar bel erhbher Wadhstumstemperatur toleriert werden
kann. AulRerdem zeigt dieses Experiment, dal3 Sec71p keinen Membrananker braucht, um
seine Funktion (an der Membran) zu erflllen. Wahrscheinlich ist eine Assziation mit dem

SEC-Komplex undeine Rekrutierung von Sec72pauch ome Membrananker mogli ch.

3.2 Untersuchungen zur Rolle von SEC72

3.2.1 Coletditéat von SEC72 in Kombination mit Asbhl

In den hisherigen Untersuchungen wurde der Beitrag verschiedener Domanen von Sec71p zur
Asgziation von Sec7/lp mit dem SEC-Komplex, zur Komplementationsfahigkeit eines
Asec71/Asbhl-Stamms undihr Beitrag zur Sec72-Bindung untersucht. Dabel fallt auf, dald de
Fahigkeit C-terminal verkirzter Sec7lp-Varianten einen Asec7l/Asbhl-Stamm zu
komplementieren mit der Sec7lp-vermittelten Bindung von Sec72p an de Membran
einhergeht. Daraus ergab sich de Frage, ob das Ausbleiben der Assoziation von Sec72p mit
dem SEC-Komplex im Asec71/Asbhl —Hintergrund entscheidend fur den letalen Phanotyp ist.
Dazu sollte zuerst eine Asec72/Asbhl —Doppelnullmutante erzeugt werden. Die haploiden
Stdmme YUC 6 (Asec72) und YKF 8 (Asbhl) wurden gekreuzt, diploide Klone sporuliert und
einer Tetradenanalyse unterzogen. In mehreren Anlaufen gelang es nicht, lebensfahige
Sporen, de beide Selektionsmarker trugen, zu finden. Daraufhin wurde der diploide Stamm
aus YUC 6x YKF 8 mit einem fur SEC72 codierenden Plasmid, das einen URA3-Marker
tragt (pCU 0895, transformiert, sporuliert und erneut in Sporen segregiert. Es wurden

voll sténdige Tetraden erhalten, mit einzelnen Sporen, de dle 3 Marker trugen.
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Diese Sporen (YUC 15 + pCU 085 wurden zusammen mit einer Reihe von Kontrollen ler
Nadt in YPD angezogen, um ihnen de Mdglichkeit zu geben, das URA-Plasmid zu
verlieren. Anschliefiend wurden de Kulturen sowohl auf SD- as auch auf SD + 5 FOA-
Platten ausgestrichen undfir 2-3 Tage bei 30°C inkuhiert.

Abb.14 zeigt das Ergebnis. Die durch pSEC72°™* komplementierte Doppelmutante
Asec72/Asbhl ist auf das URA-Plasmid angewiesen und kann somit nicht auf SD + 5'FOA
wadsen. Die Doppeldeletion Asec72/Asbhl ist daher letal (siehe auch Kapitel 4.4). Das
bedeutet, dald ein Asbhl Stamm miteiner Sec/1p-Verkirzung, die kein Sec72p binden kann,
zwangslaufig letal sein mul3, ch Asec72/Asbhl letal ist. Und wie schon kel der Asec71/Asbhl
Doppelnullmutante, ist auch im Falle von Asec72/Asbhl der endogene Proteingehalt an Sbh2p

nicht in der Lage zu komplementieren.

SD, 5'FOA

Asec72
Asbh?2
pSEC72URA

Asec7?2

Asec72
Asbhl
pPSEC72UrA

Asbhl

Abb. 14: Genetische Interaktion von SEC72 und SBH1. Hefestdmme wie im Schema links angegeben wurden
Uber Nadht in Vollmedium angezogen, auf SD- bzw. SD + 5"'FOA-Platten ausgestrichen und fir 2-3 Tage bel
30°C inkubiert.

3.2.2 Eine C-terminale TPR-Domaéane des Sec72pist essentiell fur seine

Funktion.

Secr2p ist ein 193 Aminosaure langes Protein, das nahe dem C-Terminus eine Doméne
enthdlt, die d@ne Ahnlichkeit zu ,Tetratricopeptide repeat Domanen“ (TPR-Doménen)
aufweist (Abb. 15). TPR-Domanen sind a's Protein-Interaktionsdomanen beschrieben. In der
Regel kommt die Konsensussequenz aus 34 Aminosduren zwischen drei und zwolf Mal in
einem Protein var (Fir einen Uberblick siehe Goebl und Yanagida, 1991). Proteine mit

TPR-Domanen sind ketelligt an Mitose, Transkription und auch am Proteinimport in
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Mitochondien und Peroxisomen. Sc.Tom70p as Teil des mitochondialen Translokations-
komplexes ist ein Protein mit 7 TPRs (Wodlford, 1989 und S.c.Pas10p interagiert mit der
peroxisomalen Targetingsequenz und ist ebenfalls ein Protein mit mehreren TPR Domanen
(Brocad et a., 1999. AulRerdem zeigten Radanyi et a. (1994, da? das Immunophlin
FKBP59-HBI mit Hsp90p duch seine TPR-Doménen interagiert. Aufgrund deser Hinweise
wurde die TPR-Doméne des Sec72p deletiert und dbs entstehende Sec72ATPRp auf seine
Funktionalit &t getestet.

1 M/TLEYNANS KLI TASDAW ALSTETNI DQ | NVLTTSLI G
41 ETNPNFTPQP NEALSKM KG LFESGVKNLQ QKKLNEALKN
81 VSLAI EMAQR KRAPWEAFAI QLPELHFMLR SKI DLCLI LG
121 KHLEALQDLD FLLGTGLI QP DVFVRKADCL LKLRQWEEAR
161 ATCERGLALA PEDMKLRALL | ETARNLAEY NGE

Abb. 15: Aminosduresequenz von S.c. SEC72. Die Tetratricopeptide Doméne (TPR-Domane) ist grau unterlegt,
dieLsyine sind f ett dargestellt.

Mittels PCR wurde an entsprechendes low-copy Plasmid korstruiert, das SEC72ATPR hinter
dem endogenen Promotor codiert (pCU 065). Dadurch sollte verhindert werden, dal3 eine
erhbhte Proteinkorezentration an Sec/2ATPRp einen moglichen Defekt suppremiert. Als
Positi vkontroll e diente @n identisches Plasmid mit dem intakten Gen (pCU 060).

Beide Plasmide wurden in den YUC 15 Hefestamm transformiert, der durch ein pSEC72"%4
komplementiert wurde. Als Negativkontrolle wurde das Ausgangsplasmid (pRS 415
mitgefuhrt. Transformanten aller drei Klone wurden Uber Nadt in YPD angezogen, um ihnen
die Mogli chkeit zu geben, dal? kamplementierende pSEC72"™* zu verlieren. Dann wurden die
Klone auf SD- bzw. SD + 5'FOA-Platten ausgestrichen und 23 Tage bel 30°C inkuhert
(Abb. 16). SEC72ATPR kann YUC 15 richt komplementieren, das intakte SEC72 ist dazu in
der Lage. Somit ist die TPR-Doméne des Sec72p von Bedeutung fir seine Funktion.
Aufgrund der entfernten Homol ogie zu anderen TPR-Domanen undder aufgeklarten Funktion
dieser Proteine kann man daher die Hypothese aifstellen, dal3 de TPR Doméne von Sec72p
fur die Interaktion mit cytosoli schen Proteinen wichtig ist.
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SD SD, 5'FOA

Nur Ohne
Plasmid | Plasmid

pSECT72
pSEC72| R255

Stammhintergrund: Asec72, Asbhl, pSEC72URrA

Abb. 16: Genetische Untersuchung zur Rolle der TPR-Doméane des Secr2p in Abwesenheit von SBH1.
Transformanten von YUC15 + pSEC72°"** (Asec72/Asbhl + pSEC72"R*) mit pSEC72, mit pSEC72ATPR und
mit pRS415 (Ausgangsvektor) wurden ber Nadht in Vollmedium angezogen, auf SD- bzw. SD + 5"FOA-Platten
ausgestrichen und 2-3 Tage bei 30°C inkubiert.

3.2.3 DieDeletion der TPR-Doméane adert nicht die Lokalisierung von
Secr2ATPRp.

Um auszuschlieRen, dal? de Deletion der TPR-Doméne Sec72p instabilisiert hat, und es
deswegen degradiert wurde, oder nicht mehr korrekt an de Membran asziiert ist, wurde die
Lokalisierung und de Art der Bindung von Sec72ATPRp im Vergleich zum wt-Protein
untersucht. Wie bereits erwahnt, zeichnet sich de Asziation vonSec72p an de Membran
vor adlem durch ihre Hochsaz-Resistenz und ihre Alkali-Bestandigkeit aus. Sollte
Sec72ATPRp sich dhnlich verhaten, so wére davon auszugehen, dal3 es sch um eine korrekte
Membranassoziation handelt.

Membranen von Transformanten von YUC 6 (Asec72) mit pCU 060 (pSEC72), bzw. mit
pCU 065 (pSEC72ATPR) und Membranen voneinem Wil dtyp wurden entweder mit 500 mM
NaCl oder mit 100mM NaCOs, pH11l bkehandelt (3.2.2.4. Die Membranen wurden
hochtourig sedimentiert und de Vertellung von Sec72p lew. Sec72ATPRp zwischen
Membranen undUberstand durch eine Western Blot Analyse mit Antikérpern gegen Sec72p
bestimmt (Abb. 17).



3 Ergebnisse -58-

. Asec7?2 Asec7?2
Wildtyp
pSec72 pSec72ATPR
500 mM 500 mM 500 mM
Nacl | PRI [ Tnac | PR NaCl pH 11

SIM|]S|IM| S |IM]S|M| S |M]|S|M

R i — i Ee—— - X
o, T
c g o - Sec72p
e - - Sec72ATPRp

Abb. 17: Untersuchung zur Lokalisierung von Sec72ATPRp. Plasmide, die fur SEC72 bzw. SEC72ATPR
kodieren wurden in den Stamm YUC 6 (Asec72) transformiert. Transformanten sowie én Wildtyp als Kontrolle
wurden in Minimalmedium angezogen und geentet, Membranen wurden nach einem Standardprotokoll
prépariert und entweder mit 500mM NaCl oder mit 100 mM NaCOs, pH 11 fir 20 min inkubiert. Die
Membranen wurden sedimentiert und die Verteilung von Sec72p tew. Sec72ATPRp zwischen Membranen und
Uberstand durch eine Western Blot Analyse mit Antikorpern gegen Sec72p durchgefiihrt.

Wie Abb. 17 zu entnehmen ist, asziiert Sec72ATPRp unwerdndert Hochsalz-resistent und
Alkali-bestandig an Membranen. Der Funktionsverlust ist somit nicht auf eine Degradation
oder falsche Lokalisierung zurickzufiihren. Nach der Hochsalz- und Alkali-Resistenz zu
urteilen, urterscheidet sich de Bindurg von Sec72ATPRp nicht von der des wt-Proteins.

3.3 Quervernetzungstudien zur Identifizierung von Interaktions-

partnern von Sec72p.

Durch de cytosolische Ausrichtung von Sec/2p und drch de Anwesenheit eines
C-terminalen Bereichs mit Ahnlichkeit zu TPR-Domanen, dessen Fehlen nicht die Bindung
an de Membran via Sec7lp andert, wohl aber die Fahigkeit eine Asec72/Asbhl
Doppelnullmutante zu komplementieren, lag es nahe, nadh eventuellen cytosolischen
Interaktionspartnern von Sec72p zu suchen. Dazu wurde @n experimenteller Ansatz gewahlt,
der es erlaubt, ein Protein in vitro zu seiner Umgebung phaochemisch querzuvernetzen
(3.2.2.2.

Sec72pwurde in vitro translatiert und dbei durch den Einbau von **S-Methionin radioaktiv

markiert. Auferdem wurde tellweise astelle der normalen Aminosdure Lysin ein
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Lysin-Derivat in das Protein eingebaut (Positionen der Lysine im Sec72p siehe Abb. 15).
Dieses Derivat (TDBA-Lys fur Trifluoromethyl-diazirino-benzoic-add-lysin) enthélt eine
phaoredktive Seitenkette, die bei Anregung mit UV-Licht kurzlebige Radikale bildet undin
Nanosekunden mit benachbarten Molekllen (Proteine, Fette, H,O etc.) kovalente Bindungen
eingeht.

In einem ersten Experiment sollten benadhbarte Membranproteine von Sec72p identifiziert
werden. Das in vitro trandatierte Sec72p wurde zu Secr2p-freien Membranen gegeben und
far 20min auf Eis inkubert. Durch hachtourige Zentrifugation wurde membrangebundenes
von nicht an Membranen gebuncdenes Sec72p getrennt. Die Membranen mit aszii ertem
Sec72p wurden in einem kleinen Volumen Membranpufer resuspendiert und der Ansatz
halbiert. Wéhrend de ane Halfte mit UV-Licht bestrahlt wurde, diente die andere Hélfte ds
Negativkontrolle. Beide Proben wurden im SDS-PAGE aufgetrennt und radioaktive
Proteinbanden duch Auflegen und Auswerten einer Phasphaimagerplatte sichtbar gemacht.

uv + - Abb. 18: Photoredtive Quervernetzung von Sec72p zu seiner
Membranumgebung. Sec72pwurde in vitro trandatiert und dabel
durch Einbau von *S-Methionin radioaktiv markiert. Das Lysin
des Standard-Aminosduremixes wurde bei der Trandation durch
photoresktives TBDA-Lys ersetzt. Das in vitro translatierte

S

Sec72p wurde mit Sec72p-freien Membranen 20 min auf Eis

inkubiert. Durch hochtourige Zentrifugation wurden die

2 Membranen und asoziiertes Sec72p sedimentiert. Das
1 Membranpell et wurdein 20 pl Membranpuffer resuspendiert, der
-72x 71 Ansatz halbiert und die @ne Halfte UV-bestrahlt. Beide Proben

wurden im SDS-PAGE aufgetrennt und de radioaktiven
Proteinbanden mit Hilfe dnes Phosphorimagers schtbar
gemacht.

- Sec72p
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In Abb.18 ist neben der Sec72p-Grundkande @ne zweite starke Bande zu sehen, deren
Auftreten abhéngig von der UV-Bestrahlung ist. Da anzunehmen war, dald es sch dabei um
ein Protein des SEC-Komplexes handelt, wurde in einem weiteren Experiment der Photo-
guervernetzungsansatz aufgeteilt und in Immunprézipitationen mit Antikorpern gegen
Se®1p, Sed2p, Sbhlp kzw. Secr2p eingesetzt (Abb. 19). Fur Sec71p war kein Antikorper
verflgbar, deshalb wurde dternativ ConA Sepharose eéngesetzt, die spezifisch Glykoproteine
bindet (Sec71pist das einzige glykosyli erte Protein des SEC-K omplexes).

Das Quervernetzungsprodukt kann wie zu erwarten mit AntikOrpern gegen Sec72p
immunprézipitiert werden, aufRerdem bindet es an ConA Sepharose, was ein Hinweis auf
Sec7lpist. Um Sec71p eindeutig als Quervernetzungspartner zu identifizieren, wurde das
Experiment mit Membranen wiederhdlt, die Sec71''®%p anstelle von Sec71¥**%p (wt)
enthielten. Dies fihrte zu einer geringen Verschiebung des Quervernetzungsprodukts zu
kleinerem Molekulargewicht undidentifizierte somit Sec71p eindeutig als Interaktionspartner
von Sec72p (Daten nicht gezeigt). Festzuhalten ist auch de Tatsache, dal3 urier diesen
Bedingungen weder Sbhlp na@h Sedblp na@h Sec62p sich phdochemisch mit Secr2p
verknipgien lasen, und somit nicht in  ummittelbarer N&he zu sein scheinen.

Abb.19:  Immunprazpitation

72 AK |ConA (62 AK |61 AK [Sbhl AK des Secr2p-Quervernetzungs-
produktes mit  Antikorpern
IP|S|IP[S|IP[S|IP|S]|IP]| S gegen verschiedene Proteine des

SEC-Komplexes. Membranen
mit in vitro trandatiertem
Sec72p  (¥S, TBDA-Lys)
wurden  UV-bestrahlt  und
anschlief3end in Immun-
prazpitationen mit Antikorpern
gegen Sedblp Sed2p, Secr2p,
Sbhlp sowie mit ConA
Sepharose e@ngesetzt. Sowohl
die an Protein A Sepharose bzw.
ConA  Sepharose gebundenen
-72x71 Fraktionen as auch die TCA-
gefallten Uberstéande wurden im
SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Vertelung des radioaktiven
Quervernetzungsproduktes
wurde durch Auflegen und
- Sec72p Auswerten einer  Phosphor-
imagerplatte analysiert.
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Um eventuell e cytosoli sche Interaktionspartner von Sec72p zu identifizieren, wurde die UV-
Quervernetzung von Membran-asoziiertem Sec72p in Folge-Experimenten in Gegenwart
mehrerer Hefe-Cytosole durchgefuhrt. Dabel trat wiederum nur das 72x 71 —Quer-
vernetzungsprodukt auf, weitere Banden waren auch nicht bel Depletion des cytosoli schen
ATP vor der UV-Bestrahlung oder bel Verwendung des Cytosols eines Asrp54-Hefestamms
(Hemmung des cotrandationalen Transportweges) zu beobachten.

Durch diesen Ansatz der phaochemischen Quervernetzung konrnte Sec71p as Interaktions-
partner von Sec72p lestétigt werden; eine Wedselwirkung mit cytosolischen Proteinen
wurde nicht gefunden.

3.4 Screen zur ldentifizierung synthetisch letaler Mutanten in

Kombination mit Asec72.

Die nicht gefundene phaochemische Quervernetzung von Sec72p zu cytosoli schen Proteinen
bedeutet nicht, dal3 es keine solche Interaktionen gibt. Eine mdgliche Ursache fir das
Ausbleiben einer Quervernetzung kénne sein, dal3 kein TBDA-Lys sich in der unmittel baren
N&he der Interaktionsgrenzfladhe befindet. Andere Grinde konrten sein, dal? de gesuchte
Interaktion entweder sehr kurzlebig ist, oder die Affinitét der Interaktionspartner in vitro sehr
gering ist. Beides erschwert das Knipfen einer koval enten Bindung undwirkt sich negativ auf
die Menge an Quervernetzungsprodukt aus.

Nadhdem der biochemische Ansatz keine Interaktionspartner aufzeigen konrte, wurde daher
mittels eines genetischen Ansatzes nach hisher unbekannten genetischen Interaktionspartnern
von SEC72 gesucht. Dazu wurde @n Screen zur Identifizierung synthetisch letaler Mutanten
durchgefuihrt. Dieser Screen kann Proteine, die an einem gemeinsamen Stoffwecdhsel- oder
Transportweg beteili gt sind, identifizieren.

Die Grunddee basiert darauf, dal3 Mutationen in zwel Genen eines gemensamen
Stoffwedhselweges additiv in ihrer Wirkung und im Extremfall synthetisch letal sind,
wahrend des fur zwei Mutationen in urebhéngigen Stoff wechselwegen nicht zutrifft.

Im durchgefihrten Screen gingen wir von einem Asec72/Asbh2, pSEC72-Stamm aus. Wir
wéhlten einen Asec72/Asbh2-Stammhintergrund, un durch Beantrachtigen des Sshl-
Komplexes grof¥eren Strefd auf die Zelle auszutiben.

150.000 uabhéangige Klone wurden analysiert. Zwel Kandidaten (Klon 491 und Klon
190-83) waren auf ein komplementierendes pSEC72 angewiesen. Membranen beider Klone

wurden daraufhin im Western Blot auf die Anwesenheit aler moglichen Proteine des
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Translokors getestet. Es zeigte sich, dal3 der Klon 491 kein Signal fur Sbhlpzeigte. Bel der
Komplementation des Klons 49-1 mit einer genomischen Hefe-Bank (ATCC 77162, lezogen
von cer American Type Culture Collection) wurden 13 Klone gefunden, de den Defekt
beheben konrten. Die 13 Klone verteilten sich gleichméaiig auf SEC72, SBH2 und SBH1.
Wahrend SEC72 und SBH2 durch de Ausgangsstuation des Screens zu erwarten waren,
bestétigte das Auffinden von SBH1 den Befund aus dem Western Blot und de Coletalitdt von
Asec72 mit Asbhl wie in Kapitel 4.2 beschrieben. Sequenzieren der genomischen Kopie des
BH1 aus dem Klon 491 ergab eine Deletion der Base 80 unddaraus resultierend eine
Verschiebung des L eserasters undeinen Abbruch.

Der Klon 19083 lief3 sich nicht durch de LiOAc-Methode transformieren, sondern nur durch
Elektroparation. In der Western Blot Analyse seiner Membranen waren alle bekannten
Proteine des Trandokationsapparates nachweisbar. Die Komplementation mit der
genomischen Hefe-Bank ergab keine komplementierenden Klone (50.000 umabhangige Klone
wurden gescreent, 1.000 uabhéngige Klone sollen nach Angaben des Herstellers das Hefe-
Genom reprasentieren). In weiteren Kontrollen wurde ausgeschlossen, dal3 es sch um eine
dominante Mutation kzw. um eine Doppelmutation handelt. Unverstandlich ist, dal3 selbst das
Bank-Plasmid fur SEC72 — dessen Existenz in der Hefe-Bank mit der Komplementation von
49-1 undzusétzlich durch vier unabhéngige PCRs nachgewiesen worden ist — nicht gefunden
wurde.

Bel der verwendeten genomischen Bank (ATCC 77162 handelte es sch um eine low-copy
Bank. Um auszuschlief3en, dal3 de Anzahl der Plasmide pro Zelle eéne Roll e spielt, wurde der
Klon 19083 mit einer zweten genomischen Bank auf einem high-copy Plasmid
(ATCC 37323, bezogen von der American Type Culture Colledion) durchgefthrt. Die
Anayse weiterer 50.000Klone egab auch bei Verwendung dieser zweiten Bank keinen
pasitiven Klon.

Somit konrte durch den synthetisch letalen Screen kein weiterer genetischer Interaktions-
partner von Sec72p aufgededt werden. Allerdings wurde aif einem unabhangigen Weg die
synthetische Letalitdt von SEC72 und SBH1 bestétigt.

3.5 Ursachen fir die synthetische Letalitat von Asec71/Asbhl
und Asec72/Asbhl

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die Ursache fir die Letalitat der Mehrfach-Mutanten
ndher untersucht. Fir die Deletionsmutanten Asec71l bzw. Asec72 sind Transportdefekte
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pubiziert worden (Feldheim et al., 1993, 1994Kurihara und Silver, 1993 Fang und Green,
1999, entsprechende Defekte sollten bel den Doppeldeletionsmutanten daher stéarker
auftreten as bei den Einzelmutanten.

Die Transportdefekte konrten zwei unterschiedliche Ursadchen haben: zum einen das Fehlen
einer esentiellen Funktion, z.B. im Signal sequenz-Antennenkomplex, zum anderen aber auch
eine Instabilitét und eventuelle Disoziation des SEC-Restkomplexes. Auch dese zwelte
M ogli chkeit wird urtersucht.

3.5.1 Die Stamme Asec71/Asbh1/Asbh2 und Asec72/Asbhl/Asbh2 zeigen
deutliche Transportdefekte.

Um die Akkumulation von Prékursoren zu urtersuchen, verwendeten wir drei Modell-
substrate: CarboxypeptidaseY (CPY) und o-Faktor als Substrate des posttranslationalen
Transportweges (Ng et a., 1999 und Invertase ds vornehmlich cotranslationales Substrat
(Rothe undLehle, 1999.

Zu Beginn wurde die Verteilung von CPY sowie ihrer Prakursoren im steady state betrachtet.
Um eventuelle Komplementationen durch Sbh2pzu verhindern, wurden alle Experimente in
Asbh2-Stdmmen durchgefiihrt. Ein wt-Stamm, sowie YUC 9 + pMET-SBH1 (Asec72/Asbhl
/Asbh2, pMET-SBH1) und YUC 10 + pMET-SBH1 (Asec72/Asbhl/Asbh2, pMET-SBH1)
wurden ausgehend von einer Vorkultur parale in SD —Methionin und in SD +4mM
Methionin fur 18 Stunden angezogen. Durch de Anzucht in Methionin-haltigem Medium
wurde der MET-Promotor repremiert und de synthetisch letalen Phanotypen konrten im
folgenden urtersucht werden. Abb. 20 zeigt die Entwicklung des Sbhi-Proteingehalts
wahrend eines Abschaltexperiments. Deutlich zu sehen ist die durch Zugabe von 4mM
Methionin indwzierte Abnahme von Sbhlp.Bereits 12 Stunden nadch der Zugabe von 4mM
Methionin ist der Proteingehalt von Sbhlpim Western Blot kaum noch zu detektieren, rech
16 Stunden liegt er unterhalb der Nachweisgrenze. Im Vergleich dazu beibt die Menge an
Se®2p korstant.

Um die Verteilung von CPY sowie ihrer Prakursoren im stealy state zu vergleichen, denten
Zellen zum Zeitpunk der Methionin-Zugabe (t = 0) as Kontrolle. Die geernteten Zellen
wurden aufgeschloseen und das erhatene Zelllysat in eine Immunprézipitation mit

Antikérpern gegen Carboxypeptidase Y eingesetzt.
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Abb. 20: In vivo System zur Untersuchung der letalen Hefestdmme durch Repremierung des Methionin-
Promotors. A) Flussigkulturen der angegebenen Hefestdmme wurden aus Methionin-freien Vorkulturen in
Minimalmedium +/- 4 mM Methionin mit einer ODgge= 0,1 angeimpft. Durch Verdiinnen der Kulturen wurde
gewahrleistet, das die ODgq Uber die gesamte Versuchszet unter 1,0 lag. Die Bestimmung der ODgq erfolgte zu
den angegebenen Zeitpunkten, entsprechende Verdinnungsfaktoren wurden bei der Berechnung der
Gesamtzdl dichte berticksichtigt. B) Zu den angegebenen Zeitpurkten wurden 10 ODggo Zell en der Kulturen aus
A) geeantet, aufgeschlossen urd im Western Blot mit Antikdrpern gegen Sed2p und Sbhlp getestet. Hier
werden die Ergebnisse fur den Asec72/Asbh1l/Asbh2, pMET-SBH1-Stamm in Abwesenheit bzw. Gegenwart von
4 mM Methionin gezegt. Die Daten fir den Wildtyp (wt) und den Asec71/Asbhl/Asbh2, pMET-SBH1-Stamm
dedken sich mit den gezegten.
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CPY wird ds inaktives prapro-CPY (ppCPY) synthetisiert, nach der Translokation in das
Lumen des ER wird de Signal sequenz abgespalten, undes folgt im Golgi-Apparat eine Kern-
Glykosylierung in zwei Stufen (p1- und p2Form). Die so entstandene pro-CPY wird in der
Vakude, ihrem Bestimmungsort, durch das Genprodukt von PEP4 in de &tive CPY
proteol ytisch gespalten. Durch de zweifache Glykosylierung, die die p1- und p2Form grof3er
erscheinen 183t als prépro-CPY, und de proteol ytische Aktivierung, die ca 90 Aminaosduren
abspaltet, verhdlt sich das mature CPY (mCPY) in seinem Laufverhaten im SDS-PAGE wie
die prapro-CPY . Um dennoch zwischen beiden Formen urterscheiden zu konren, wurde nach
der Immunpézipitation eine Deglykosylierung mit der EndoglykosidaseH (EndoH)
durchgefuihrt. mCPY lauft dann nedriger as die Prékursorform (ppCPY). Wiein Abb.21 zu
erkennen ist, zeigt unter diesen Bedingungen nu der Asec71/Asbhl/Asbh2-Genaotyp eine
Akkumulation der ppCPY im stealy state, wahrend der Asec72/Asbhl/Asbh2-Genotyp keinen
Eff ekt zeigt.

Stamm wt ph/TIELJTCESQB+H1 pl\\;ILEJ'CF:-é%IJ—rll
Sec71p + o+ + o+ + + o+ - - -
Sec72p + + o+ 4+ - - - - - -
Sbhlp + + 4+ o+ |+ o+ - + o+ -
Methionin - - -+ - - 4 - -+
Zeit [h] 0O O 18 18| 0 18 18| O 18 18

Endo H - + + o+ + o+ + + + +

MCPY -|| wss - ppCPY

|
-—
—— — — g — gg! - mCPY-6luc

Abb.21: Untersuchung zur Akkumulation von ppCPY im steady state in  verschiedenen letalen
Stammhintergriinden. Hefestdmme, wie angegeben, wurden in Minimalmedium mit bzw. ohne 4 mM Methionin
angezogen. Nach 18 Stunden Wacdhstum bel 4 mM Methionin ist der Gehalt an Sbhlp im Western Blot nicht
mehr nachweishar. Zu den angegebenen Zeitpurkten wurden je 50 ODgq Z€ellen geantet und aufgeschlosen.
Die Zelllysate wurden in eine Immunprazpitation mit Antikorpern gegen CPY eingesetzt. Anschlief3end wurden
die a ProteinA Sepharose gebundene mMCPY/ppCPY-Fraktionen mit Endo H deglykosyliert. Die
Deglykosylierung dient der Unterscheidung zwischen mCPY und ppCPY, die ansonsten im SDS-PAGE das
gleiche Laufverhalten zeigen. mCPY “®'° = deglykosylierte mCPY .
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Der Nadtell einer Prékursor-Bestimmung im steady state ist die Unklarheit Uber den
Zeitpunk, zu dem das reife Protein expremiert und transoziert wurde. Um die
Trandokationsfahigkeit der einzelnen Stamme zum Zeitpunk 18 Stunden bestimmen zu
konren, dem Zeitpunkt zu dem kein Sbhlp mehr vorhanden ist, wurde der Versuchsansatz
wie folgt gewdhlt: Die Hefestdmme YTX 57 (wt), YUC6 (Asec72), YUC 11 (Asec7l),
YUC 9+ pGAL-SBH1 (Asec72/Asbhl/Asbh2, pGAL-SBH1) und YUC 2+ pGAL-SBH1
(Asec71l/Asbhl, pGAL-SBH1) wurden nadh 18 Stunden Repremierung in Glucose-haltigem
Minimamedium wie unter 3.2.2.3 leschrieben fir 4 min radioaktiv pus-markiert.

In Abb. 22ist das Ergebnis einer Pulsmarkierung fir Carboxypeptidase Y gezeigt.

YUC 9 + YUC 2 +
Stamm wit YUC 6 0GAL-SBH1 YUC 11 0GAL-SBH1
Sec71p + + + - -
Sec72p + - - - -
Sbhip + + - + -
p2
pl-
~
ppCPY

Abb. 22: Pulse-Markierung zur Detektion von CPY Prakursor-Akkumulation. Hefen der angegebenen Stdmme
wurden in SGal-Medium angezogen und fur 18 Std. in SD-Medium umgesetzt. Durch Repremierung des GAL-
Promotors entstehen die argegebenen Phénotypen. Die Zellen wurden wie im Abschnitt 3.2.2.3 beschrieben 4
min pulse-markiert, aufgeschlossen und in eine Immunprazpitation mit Antikdrpern gegen CPY eingesetzt.
Préazpitiertes CPY wurde im SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe @nes Phosphorimagers ausgewertet. Zu
sehen sind die unprozesserte prépro-Form des CPY (ppCPY), sowie die @nfach bzw. zweifach dykosylierten
Golgi-Formen der CPY (pl kew. p2).

Die Daten aus der Pulse-Markierung zeigen wesentlich stérkere Prékursor-Akkumulationen
als die des gealy state. Auch die Stamme YUC 6 undYUC 11 zeigen signifikante Mengen
ppCPY. Dies ist konform mit Ergebnisen von Feldhem et a. (199), die 50% CPY
Prékursor-Akkumulation fir einen Asec72-Stamm beschrieben haben. Fehlt zusétzlich zu
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Sec72pauch Sec71p,so ist die Trans okationskompetenz weiter herabgesetzt und der Grolieil

an ppCPY wird nicht trangloziert. Diesist ein welterer Hinweis darauf, dal’ Sec71pselbst eine
Funktion im Translokationsprozef3 Ukernimmt und richt nur als Membrananker von Sec72p
fungiert. Ahnliches gilt fur Sbhilp. In Abwesenheit von Sbhlp sind de verbleibenden
Restkomplexe (Se®b1pSe®d2p/Se®d3p'Sec/lp lrw. Se®blp'Sedb2p/'Sedd3p nicht fahig,

ppCPY in das ER zu tranglozieren. Fehlen Sec72p kew. Sec71p/'Sec72pim SEC-Komplex, so
Ubernimmt Sbhlpene essentielle Funktion bei der Translokation. Somit scheinen Sbhlp und
Secr72p ulerlappende Funktionen zu besitzen. Das ist insofern interessnt, da en
cotranglationaler Transport ohne Sbhlpmaglich ist, undSbhlpals Tell des cotranslationalen
Seb1l-Komplexes nach desen Ergebnisen eine Funktion im posttrandationalen Weg
Ubernimmt.

Es ist mit hoher Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dal3 der absolute Translokationsblock die
Ursache fur den letalen Phanaotyp ist. Diese Sichtweise wird auch duch de Untersuchung der

Prékursor-Akkumulation von a-Faktor im stealy state unterstiitzen. Wahrend der Wildtyp
keine Prékursor-Akkumulation zeigt, undauch der Asec71- bzw. der Asec72-Deletionsgamm
keine merklichen Transportdefekte aisfweisen, ist in den letalen Mehrfachmutanten

Asec72/Asbhl/Asbh2 und Asec71/Asbhl/Asbh2 eine deutliche Ansammlung von prépro-a-

Faktor zu detektieren (Daten nicht gezeigt).

Interessant war die Frage, inwieweit sich der Translokationsblock auch auf cotrandationale
Substrate auswirkt. Um dies zu klaren, wurde die Verteil ung von sekretorischer Invertase und
ihren Vorlaufer-Formen im stealy state analysiert. Wie bereits im vorhergehenden
Experiment wurden de Hefestdmme der Einfach- bzw. Mehrfach-Mutanten aus SGal-
Kulturen 18Std. in SD angezogen, wodurch der GAL-Promotor repremiert wurde. Um eine
konstitutive Expresson cer Invertase auch in Glucose-haltigem Medium zu erreichen, wurde
das SUC2-Gen urnter Kontrolle des PGK-Promotors auf einem 2u-Plasmid in de Hefen
eingeschleust. Die so erhatenen Hefen wurden geerntet, aufgeschlossen und in eine

Immunprazipitation mit Antikorpern gegen Invertase engesetzt.
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stamm | YUC6 p(;( | yuc 11 pGY e

Sec71p + + i i

Sec72p - - - i
Sbhilp + - * -

Golgi-Invertase [ gy L & * -

pre-Invertase -

- -
cytosol. Invertase - m - !I -

Abb. 23: Prakursor-Akkumulation von pre-Invertase im steady state. Hefestdmme, wie angegeben, wurden aus
Vorkulturen in SGal fur 18 Std. in SD-Medium angezogen. Um eine konstitutive Expresson der Invertase auch
in Glucose-haltigem Medium zu erreichen, wurde das SUC2-Gen unter Kontroll e des PGK-Promotors auf einem
2u-Plasmid in die Hefen transformiert. Die Zellen wurden geentet, aufgeschlossen und de Lysate in eine
Immunprazpitation mit Antikorpern gegen Invertase @ngesetzt. Die Auswertung erfolgte durch SDS-PAGE und
Western Blot Analyse.

Abb. 23 zeigt fur die Mehrfacdh-Mutanten deutliche Transportdefekte von pre-Invertase ds
Substrat des cotrandationalen Translokationsystems im steady state. Somit sind richt nur
Substrate des posttrandationalen Translokationswegs durch die Deletion von SEC72 und
SBH1 betroffen, sondern auch Substrate, die unter wt-Bedingungen den cotranslationalen
Weg nehmen.

3.5.2 Untersuchungen zur Stabilitét des posttranslationalen Komplexes

Fur die im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Transportdefekte kann es mehrere
Ursachen geben. Zum einen kann das Fehlen von Sec71p, Sec72p undSbhlp drekt eine
Funktion des Transokationsmedhanismus, z.B. die des Signalsequenz-Antennenkomplexes
stéren. Zum anderen kann das Fehlen von mehreren Komponenten eines heptameren
Proteinkomplexes auch zu einer Destabili sierung des Restkomplexes fuhren. Im folgenden
wurde daher die Stabilit & des SEC-Komplexes in Abwesenheit mehrerer Proteine mit Hilfe

von Coimmunprézipitationen urtersucht.
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Es wurde getestet, ob der verbleibende SEC-Komplex in Abwesenheit von Sec71p, Sec72p
und Sbhlpin seine beiden Subkamplexe Se®b1-Komplex und Seb2/63-Komplex zerféllt.
Dazu wurden ein wt-Stamm, YUC 9 + pMET-SBH1 (Asec72/Asbhl/ Asbh2, pMET-SBH1)
und YUC 10 + pMET-SBH1 (Asec7l/Asbhl/Asbh2, pMET-SBH1) in Minimamedium
angezogen. Aus den Vorkulturen wurden je zwei Hauptkulturen in Minimalmedium +/- 4 mM
Methionin angeimpft. 4 mM Methionin suppremieren den MET-Promotor, urnter dessen
Kontroll e das komplementierende SBH1 steht, so dal3 sich die bekannten letalen Phanotypen
auspragen. Aus Vorversuchen war bekannt, dal3 nach 18 Stunden der Proteingehalt an Sbhlp
deutlich abgesunken undim Western Blot nicht mehr nachweisbar ist (Daten nicht gezeigt).
Von den jeweils zwei Kulturen wurden nach 18 Stunden Zellen geantet und Membranen
nach dem schonenden Zymolyase-Protokdl prépariert (3.2.3.5.2. Als Referenzproben
dienten Membranen von Zellen, de vor Zugabe des Methionins geentet worden waren
(t=0). Je 90eg Membranen wurden mit Hilfe von 1% Digitonin im Hochsalzpuffer
solubili siert und das Solubilisat in eine Coimmunprézipitation mit Antikérpern gegen Sec62p
eingesetzt. Um eine Veranderung in der Asziation des trimeren Sec61-Komplexes mit dem
tetrameren Sed62/63-Komplex zu bestimmen, wurde der Western Blot der Coimmun-
prézipitationen auf die Anwesenheit von Sed®1lp und Sec62p getestet. Nur wenn de
verbleibenden Subkomplexe auch nach Abschalten des SBH1 asziieren, sollte Sedb1p mit
Antikérpern gegen Sedb2p coprézipiti ert werden (Abb. 24).

Wie Abb. 24 zu entnehmen ist, wird de Wedselwirkung zwischen Sec61p undSe®s2p, de
hier stell vertretend fur die jewelli gen Subkomplexe betrachtet werden, durch das Fehlen von
Sec71p,Sec72p undSbhlp ncht beanflufd.
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Stamm wt p(;(AL\JL(-:SgBLl péXE—égﬁl
Sec/1p + + [+ + + - - -
Sec72p + 4+ - - - - - -

Sbhlp + o+ + o+ - + o+ -
Methionin - + - - + | - - +
Zeit [h] 18 18| 0 18 18| 0O 18 18

- Sec61p
- Sec62p

Abb. 24: Der SEC-Restkomplex ist in Abwesenheit von Sec71p, Sec72p und Sbhlp stabil. Membranen der
angegebenen Stdmme wurden zu den Zeitpunkten O bzw. 18 Std. geentet. 90 eq entsprechender
Membranpraparationen wurden unter 1% Digitonin im Hochsal zpuffer (siehe 3.2.2.2) solubili siert und mit einem
Antikorper gegen Sedb2p geféllt. Prazpitate entsprechend 25 eq wurden im SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western Blot auf die Anwesenheit von Sedb1pund Sed62p getestet. Gefragt wurde, ob im SEC-Restkomplex in
Abwesenheit von Sec71p, Sec72pund Sbhlpimmer noch eine Sedb1lpx Sedb2p Interaktion nachweisbar ist.

Daraus kann geschlul¥olgert werden, dal3 eine Destabili sierung des Zusammenhalts zwischen
dem trimeren Sedb1p-Komplex (der nach dem Abschaten von SBH1 nur noch aus Sedb1p
und Ssslp kesteht) und cem tetrameren Sed62/63-Komplex (der nur noch aus Sed62p und
Se®b3p hesteht) im Falle der synthetisch letalen Phanotypen nicht der Grund fur die

Transportdefekte von ppCPY, pre-Invertase und pm-Faktor ist. Vielmehr handelt es sch
dabei um direkte Transportdefekte, die durch das Fehlen vonSec72p undSbhlp lzw. Sec72p,
Sec71p undSbhlp \erursacht werden.
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4  Diskussion

Die hier vorgelegte Arbeit beschéftigt sich mit dem posttranglationalen Transport in das ER
der Badkerhefe Saccharomyces cerevisiae. Der besondere Fokus liegt auf der Untersuchung
von Sec/1p, Sec72p undSbhlp, de Proteinen, de grof¥enteils cytosolisch orientiert sind
und ceren Funktion bei der posttranslationalen Translokation bisher ungeklart ist.

Lyman und Schekman (1997 haben das Modell eines Signalsequenz-Antennenkomplexes,
bestehend aus Sec62p, Sec71lp und Sec72p, vorgeschlagen. Ein solcher Signal sequenz-
Antennenkomplex wére der erste Kontaktpunkt eines posttrandationalen Transportsubstrats
undeventuell er Targeting-Faktoren mit dem SEC-Komplex.

4.1 Die verschiedenen Domanen des Sec71p und ihre

Funktionen

Einen Schwerpunk dieser Arbeit bil det die Analyse von wichtigen Bereichen des Sec71pfir
die Asoziation mit dem SEC-Komplex und fur die Komplementation einer Asec71/Asbhl
Doppelmuntante. Durch Einsatz sowohl N- as auch C-termina verklrzter Varianten von
Sec7 1pwurden entsprechende funktionelle Doméanen von Sec71pidentifiziert. Sowohl fir die
Bindung von Sec72p, as auch fur die Assziation mit dem SEC-Komplex ist ein Bereich von
Pos. 120 bs Pos. 160 as Sec/1p minimal notwendig. Die Hinzunahme des angrenzenden C-
terminalen Sequenzbereichs bis Pos. 180steigert die Effizienz der beiden Funktionen.

Wie mittels Coimmunprézipitationen von Sec/1p mit Antikdrpern gegen Sed2p in einem
Asec72-Hintergrund gezeigt werden konrte, ist die Asoziation der beiden Proteine im SEC-
Komplex unabhéngig von der Anwesenheit von Secr2p.

Eine N-terminal verkiirzte Variante Sec71**?% hindet weder Sec72p (Abb. 8, noch kann sie
mit AntikOrpern gegen Sed2p coimmunprazipitiert werden (Abb. 10). Wie von Feldheim et
a. (1999 bekannt, wird Sec72pin Abwesenheit von Sec71p mit einer Halbwertszeit von ca
12 min degradiert. Eine Sec71-Variante ohne Sec72p-Bindungsdelle verursacit somit einen
zusétzlichen Asecr2p Phanotyp. Da die Kombination Asbhl/Asec72 letal ist (Abb. 14), mul3
aufgrund des Abbaus von Sec72pin Anwesenheit der Sec71'*%%-Variante zwangslaufig auch
Asbh1/Asec7l/SEC71Y'% |etal sein. Es bleibt zu Kliéren, ob de Abwesenheit von Sec72p der
einzige Grund firr die Unfahigkeit von Sec71*?% ist, einen Asbhl/Asec71-Stamm zu

komplementieren.
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Durch Ersetzen des N-terminalen Membranankers von Sec7lp duch de P450Cml-
Membranankerdoméane von Candida maltosa wurde die Bedeutung des Transmembran-
bereichs von Sec7lp getestet. Zum Vergleich wurde ene Sec/lp-Variante ohre
Membrananker undluminalen Teil betradtet.

Der Versuch einer Komplementation eines Asbhl/Asec71-Stamms mit den drel Fusions-
proteinen bzw. einer Sec71p-Variante ohne Membrananker undluminalen Teil zeigte, dald der
cytosolische Teil von Sec71pgenigt, um fir das wt-Protein zu komplementieren, unddald der
Membrananker dazu nicht notwendig ist. Andererseits wirkt sich der Austausch gegen einen
fremden Membrananker, in desem Fall den des PA50Cm1 aus C. maltosa, negativ auf die
Funktionalitét des Sec71p aus. Die drei Fusionsproteine kbnren daher den Asbhl/Asec71-
Stammhintergrund ncht komplementieren. Der Membrananker des Sec71p ist somit nicht
esentiell, aber seine Struktur von Bedeutung fur die korrekte Integration in den SEC-
Komplex.

Interessant und aufschluf¥eich sind auch de Glykosylierungsmuster der verwendeten myc-
Fusionsproteine. Esist offensichtlich, dald duch N-terminale Fusion des 3x-myc-Epitops der
Grad der vollstdndigen Glykosylierung deutlich abnimmt (Abb. 1Q. Betrachtet man das
Verhalten der unterschiedlich glykosylierten Formen in den Coimmunprézipitationen mit
Antikdrpern gegen Sed2p, so fdlt auf, da? vanehmlich de vollstandig dykosylierten
Varianten zusammen mit Sed2p gefélt werden, dowohl sie teilweise nur einen Bruchteil an
der Gesamtpopuation des Sec7 1-myc Fusionsproteins ausmaden (Abb. 10). Die voll sténdige
Glykosylierung scheint somit ein Indikator fur die korrekte Orientierung in der Membran und
fur die Asziation mit dem SEC-Komplex zu sein. Betraditet man urter diesem Aspekt die
P450-Membranankerkonstrukte, so ist der PA50Cm1-Membrananker von C. maltosa nicht in

der Lage, sich problemlosin den SEC-Komplex zu integrieren.

Die Versuche mit den P450-Sec71p-myc Konstrukten bestétigten auch, daid der cytosolische
Tell von Sec71p ausreicht, um Sec72p zu hinden. Selbst ein Fusionsprotein, cal3 nu die
letzten 46 Aminosduren von Sec71p enthielt, war zu einer eingeschrankten Bindung von
Secr2pfahig (Abb. 12).
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Zusammenfasend kann man sagen, dal3 sich Sec/1p in mindestens zwei Doméanen mit
unterschiedli chen Funktionen urterteil en 1803t
* Den cytosolischen C-Terminus, der verantwortlich ist fir die Bindurg von Sec72p, de

Asziation mit Sed52p und de Komplementation eines Asec71/Asbh1-Stamms.

* Den Membrananker, der nicht essentiell i st, dessen Struktur aber wichtig fur eine korrekte
Integrationin den SEC-Komplex ist, und @ nicht durch einen beliebigen Membrananker

ersetzt werden kann.

* Dartiber hinaus bietet der luminale Tell, mit seinen zwei Glykosylierungsorten de

MOglichkeit die korrekte Integrationin de Membran zu beurtell en.

4.2 Sec72p besitzt eine potentielle Interaktionsstelle fur

cytosolische Proteine

Secr2pist die enzige Komporente des SEC-Komplexes, die keine Transmembrandaméne
besitzt undein peripheres Membranprotein mit ungewdhnlicher Bindung an de ER-Membran
darstellt. Unter Bedingungen, de andere periphere Membranproteine von der Membran
ablésen (pH = 11 oder 500 mM NaCl), bleibt Sec72p urverandert mit dem SEC-Komplex
asziiert (Abb. 17).

Sequenzvergleiche von Sec72p mit anderen Proteinen zeigten im C-terminalen Bereich von
Sec72p eine Aminosauresequenz mit Ahnli chkeit zu einer TPR-Doméane. TPR-Domanen sind
als Protein-Interaktionsdoméanen beschrieben. In der Regel kommt die Konsensus-Sequenz
aus 34 Aminosauren zwischen drei und zwolf Mal in eéinem Protein var (fir eéinen Uberblick
siehe Goebl undY anagida, 1991). Fir Proteine mit TPR-Doménen sind Betelligungen an der
Mitose, der Transkription undauch am Proteinimport in Mitochondien und Peroxisomen
nachgewiesen. Sc.Tom70p as Tel des mitochondialen Transokationskomplexes ist ein
Protein mit 7 TPRs (Wodford, 1989. Sc.PaslOp interagiert mit der peroxisomalen
Targetingsequenz und ist ebenfalls ein Protein mit mehreren TPR Doménen (Brocard et al.,
1994). Aulerdem zeigten Radanyi et al. (1994, dald3 das Immunophlin FKBP59-HBI mit
Hsp90 duch seine TPR-Doménen interagiert. Sec72p besitzt nur eine @nzelne TPR-Domaéne,
mit eingeschrankter Ahnlichkeit zu der TPR-Konsensus-Sequenz. Die Deletion deser TPR-
Doméne des Sec72p fuhrt zu einem Funktionsverlust. Dieser Funktionsverlust kommt
phanotypisch erst zum Tragen, wenn Sec72ATPRp mit einer SBH1-Deletion kanbiniert wird,
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dann aber ist er synthetisch letal. Experimente zur Membran-Anlagerung von Sec72ATPRp
haben bewiesen, da? de TPR-Doméne nicht fur die Interaktion mit dem SEC-Komplex
notwendig ist. Sec72ATPRp zeigt wie das wt-Protein eine Alkali- und Hochsalz-resistente
Anlagerung an Sec72p-freie Membranen (Abb.17). Aul¥rdem ist seine Anlagerung an de
Membran, wie aich de des nativen Secr2p, abhdngig von der Anwesenheit von Sec71p
(Daten nicht gezeigt). Somit bleibt die TPR-Domane des Sec72p eine potentielle Stelle fr
Wedselwirkungen mit Signalsequenzen, cytosolischen Chaperonen oder Proteinen eines
posttransl ationalen Targetingmechani smus.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, bisher unbekannte Interaktionspartner von Secr2p
zu identifizieren. Die Versuche zur phaochemischen Quervernetzung unterstrichen de
réaumliche N&he zu Sec71p. Die Durchfuhrung eines Screen zur Identifizierung synthetisch
letaler Mutanten bestétigte die Coletalitét von Asec72 mit Asbhl. Beide Ansétze fuhrten nicht
zur ldentifizierung neuer Interaktionspartner von Sec72p. Diese Ergebniss sind jedoch nicht
gleichbedeutend mit dem Fehlen derartiger Wedhselwirkungen. Beide experimentellen
Ansdtze haben ihre Grenzen und missen daher nicht notwendigerweise zur ldentifizierung
neuer Proteine fuhren.

Sind es z.B. mehrere Interaktionspartner, die sich in ihrer Funktion Ghkerlagern und ersetzen
koénren, so ist es shr unwahrscheinlich, dald sie im Rahmen eines synthetisch letalen Screens
identifiziert werden. Dazu wdadre e notwendig, stérende Mutationen in  alen
Interaktionspartnern gleichzeitig zu setzen. Fur die phaochemische Quervernetzung glt, daf3
sie vor allem geagnet ist fur stabile, langanhaltende Wedselwirkungen. Je kirzer die
raumliche Interaktion, desto geringer ist die Ausbeute an Quervernetzungsprodult. Das
gleiche gilt fur den Fall, dal’ es mehrere verschiedene Interaktionspartner gibt. Die Ausbeute
an Quervernetzungsprodukt verteilt sich dann auf ale mdglichen Wedselwirkungspartner
undgeht somit zu Lasten der Detektierbarkeit einzelner Banden.

Ein moglicher Ansatz, um in zukilrftigen Experimenten eventuelle posttranslationale
Targetingfaktoren zu identifizieren, wére die Durchfihrung eines high-copy Suppressor
Screens. Die Kombination der Einzelmutanten und dr synthetisch letale Screen haben
ergeben, dal? Asec72 und Asbhl coleta sind. Wie weiter unten dskutiert wird, kdnre dies
durch eine Uberlappende Funktion beim  Signalsequenz-Erkennungsmechanismus bedingt
sein. Eine solche Stérung konnte sich duch einen erhohien Gehalt an Targetingfaktoren
beheben lassen. Deshadb wae e gnnvdl, enen regulierbaren Asec72/Asbhl-
Doppeldeletionsgsamm mit einer genomischen high copy Bank zu transformieren, um zu

untersuchen, ob es ein Gen gibt, das in erhdohter Konzentration fur Asec72/Asbhl
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komplementieren kann. Potentielle Kandidaten wéren de Mitglieder der SSA-Familie und
andere Chaperone. SEC72, SBH1 und SBH2 wéren interne Positi vkontroll en.

Photochemische Quervernetzungsexperimente haben gezeigt, dald sich Sec72p mit Sec71p
kovalent verkniipfen [83t. Alle anderen getesteten Komponenten des SEC-Komplexes wurden
nicht zu Sec72p guervernetzt (Abb. 18 undAbb. 19). Dieser Befund lestétigt, dal3 de starke
Bindung an de Membran vor allem von Sec71p vermittelt wird. Das ist konform mit der
Beobachtung, dal3 Sec72pin einem Asec71 Stammhintergrund richt an der Membran bzw. im
SEC-Komplex gefunden wird (Feldheim et al. (1994, Abb. 8 diese Arbeit).

Wahrend all e bekannten Daten daflr sprechen, dal3 Sec71p undSec72p eine Rolle wahrend
der Translokation in das ER ausiiben, findet man sie in der Literatur auch in anderen
Zusammenhangen:

In einem genetischen Screen zur Regulation der DNA-Replikation wahrend der Mitose
wurde SEC72 als IM2 (SIM = *start independent of mitosis’) gefunden (Dahmann, C. et al.,
1995. Ein Hefestamm der in den Genen CLBL1 bis CLB4 deletiert ist, repliziert nur einmal
seine DNA und kann richt in eine Mitose entreten. Eine Mutation in SM2 (= SEC72)
ermdglicht es diessm Stamm seine DNA ein weiteres Ma zu replizieren. Es liegt der
Verdacht nahe, dal3 es sch um einen indirekten Effekt handelt, der durch die Mifdokalisierung
von Proteinen des skretorischen Weges (dazu gehdren auch integrale Proteine der
Kernmembran) auftritt. Denkbar wére &er auch eine Mutation im Bereich der TPR-Domane
von Sec72p, de dann mit TPR-Doménen von Proteinen, de an der Regulation der Mitose
beteili gt sind, konkurieren konrte und dadurch den Level an wichtigen Steuerungsfaktoren
herabsetzt. Um dies zu klidren, wére es hilfreich mehr tGber die Mutationim SM2 zu erfahren.
Eine direkte Rolle von Sec72pin der Mitose ist sehr unwahrscheinlich.

In zwei Verdffentlichungen (Brizzio et a., 1999 Ng und Walter, 19%) werden Sed®b3p,
Sec71p, Sec72p undKar2p as Betelligte an der Verschmelzung von Kernmembranen nach
einer Zelfusion heschrieben. SEC63, KAR2 und KAR7 (= SEC71) wurden in einem
genetischen Screen zur Kernfusion gefunden. Weder Brizzio et a. Noch Ng und Walter
présentieren Daten, in denen sie @ne Asziation eines der vier Proteine mit Komporenten
der Kernfusionsmaschinerie zeigen. Einen einfachen Translokationsdefekt als Ursade
schliefen sie as, da Mutanten von SEC61 und SEC62 deutlich stérkere
Trandokationsdefekte ds SEC63, KAR2, SEC71 und SEC72 aber keine Hemmung der
Kernmembranverschmelzung zeigen. Meiner Meinung nach handelt es sch bel den
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beobaditeten Defekten dennoch um indirekte Auswirkungen einer Transokationshemmung.
Bis heute ist ungeklart, ob bestimmte Substrate auf einige Komporenten des SEC-Komplexes
mehr angewiesen sind als andere, vergleichbar der Abhdngigkeit von TRAMp im
cotranslationalen Transport. Es ist denkbar, dal3 integrale Membranproteine, die notwendig
fur die Verschmelzung der Kernmembranen sind, stérker von Mutationen in SEC63, KAR2,
KAR7 oder SEC72 betroffen sind als andere Transportsubstrate. Ein Beispiel konnte Kar5p
sein, desseen mRNA in Northern Blots detektiert werden kann, o3 aber in einem Asec71-
Stamm in der Zelle nicht nachweisbar ist (Brizzio et a., 1999. Wahrscheinlicher as dal3
Sec71p zur Stabilisierung von Kar5p gebraucht wird, ist, da3 Kar5p in Abwesenheit von
Sec71p ncht in de Membran integriert werden kann unddeswegen degradiert wird. Eine
direkte Betelligung der genannten Komporenten des Translokationsapparates an der

Verschmelzung der Kernmembranen halte ich fir eher unwahrscheinlich.

4.3 Synthetische Letalitat als Indikator fur Interaktionen und

erganzende Funktionen

Die Kombinationen der Deletionsmutanten von SEC71 und SEC72 mit Nullmutanten von
SBH1 bzw. SBH2 fihrten zu den coletalen Genotypen Asec71/Asbhl bzw. Asec72/Asbhl und
zu den vitalen Genatypen Asec71/Asbh2 bzw. Asec72/Asbh2. Diese Doppel del etionsmutanten
ermdgli chen eine Reithe von Aussagen Uker die Bedeutung von Sbh1lp undSbh2pim co- bzw.
posttranslationalen Transport. Synthetische Letalitét ist nach Huffadker et al. (1987 ein Indiz
fur die Beteiligung zweier Proteine an einem gemeinsamen Stoff wechsel- oder Transportweg.
Demnach sind Sec71p, Sec72p undSbhlp an einem gemeinsamen Transportweg betelili gt,
wahrend Sbh2pin ein anderes Transportsystem eingebunden ist. Dies bestétigen Daten von
Finke d al. (199%), die zeigen, dald de beiden hamologen Beta-Untereinheiten sich trotz ca
50% ldentitdt der Aminosduren nicht gegenseitig ersetzen konren. Die vorliegende Arbeit
belegt, dal3 Sbh2p in einem letalen Asbhl/Asec71-Hintergrund eher im Sshl-Komplex
asziiert bleibt, as im Sedb1-Komplex fur Sbhlpzu komplementieren. Das dies prinzipiell
moglich ist, zeigt der Asbhl/Asec71/Asshl —Stamm, in dem Sbh2pin Abwesenheit seines
eigentlichen Bindungspartners in Asoziation mit dem SEC-Komplex gefunden wird undden
letalen Phanotyp komplementiert (Abb.5).
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Mit biochemischen Versuchen wurde gezeigt, dal3 Sec71p und Sec72p Bestandteil des
posttranslationalen Translokationswegs snd. Welche Rolle &er spielt Sbhlp ki der
Trandokation in das ER? Sbhlp ist sowohl Bestandtell des cotrandationalen Sec61-
Komplexes as auch des posttransationalen SEC-Komplexes. Eine Einzeldeletion vonSBH1
zeigt keinen Phanotyp, so dald Sbhilp alein weder im co- noch im posttranslationalen
Transport essentiell i st. Experimente zur Akkumulation von pépro-a-Faktor — nach Ng et al.
(1996 ein pcsttranglationales Substrat — im Asbhl-Stamm haben keine Anhdufung von
Prékursoren gezeigt. Erst wenn zusétzlich SBH2 deletiert wird, und dr cotranslationale
Transport sowohl im Seds1-Komplex als auch im Ssh1-Komplex beantradhtigt ist, kommtes
zur Akkumulation von pattranslationalen Substraten (proOmpA und pépro-a-Faktor) (Finke
et a., 1999. Diese Prakursoren-Akkumulation ist dabel wahrscheinlich das Prodult eines
erhbhen posttrandationalen Transportaufkommens bei  vermindertem cotranslationalen
Transport.

Einzeldeletionsmutanten von SEC71 bzw. SEC72 sind uter normalen Wadistums-
bedingungen ebenfalls nicht esentiell fur das Wadstum der Zelle. Aus den coletalen
Genotypen Asec71/Asbhl bzw. Asec72/Asbhl 183 sich alerdings ableiten, dald Sec71p und
Sec72pin Abwesenheit von Sbhlp nawendig fiir das Uberleben der Zelle sind. Andersherum
ist Sbhlpin einem Asec71 bzw. Asec/2 —Hintergrund esentiell .

Eine naheliegende Schluf¥olgerung ist, dal3 Sbhlp in Abwesenheit von Sec71p undoder
Sec72p eine tragende Funktion im posttrandlationalen Transport einnimmt. Wére dies nicht
der Fal, und Sbhlp wére nur fir den cotrandationalen Weg wichtig, dirfte sich de
Prékursor-Akkumulation eines posttrandationalen Substrates im letalen Asec72/Asbhl-
Hintergrund richt wesentlich von dxr eines Asec72-Stamms unterscheiden. Abb.21 bis
ADbDb.23 im Kapitel 4.5 zeigen dagegen de deutlichen Unterschiede in der Prékursor-

Akkmulation deser beiden Stamme.

Uber die Rolle von Sbh1p undSbh2pim Trans okationsprozeR gibt es derzeit keine konkreten
Vorstellungen. Daten aus dem homologen Sauger-System erlauben dennoch erste
Vermutungen.

Bel Untersuchungen zur Rolle von Sed513im cotranslationalen Transport der Sauger haben
Kaies et a. (1999 Proteoliposomen von Se613 dpletierten und ddurch eine starke
Reduzierung der Translokationseffizienz erzeugt. Dieser Defekt konrie behoben werden,
wenn de Proteolipasomen var dem eigentlichen Translokationsprozeld zusammen mit dem

Transportsubstrat auf Eis inkukiert wurden, und somit fir den Insertionsschritt der
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naszierenden Kette in das Transokonmehr Zeit war. Demnach hat die Beta-Untereinheit eher
eine Funktion kel der Insertion des Polypeptids in das Translokonals bei der darauff olgenden
Translokation duch de Pore.

In Quervernetzungsexperimenten mit cotranslationalen Transportsubstraten wurden in
Abhangigkeit von der Kettenlange zuerst Verknipgfungen zu Sed1R unddann zu Sedbla
beschrieben (Laird undHigh, 197). Dies ist ein weiterer Hinweis fur eine Beteiligung der
Beta-Untereinheit an einem sehr frihen Schritt der Translokation.

Aus diesen Daten 183 sich ableiten, dal3 Sbhlp undSec71pSec72p im posttransationalen
Transport eine gemeinsame esentielle Funktion tkernehmen , dal3 es sch dabei um einen
frihen Schrittes der Translokation handelt , und &3 Sbhlp undSec71pSec72p sich aufgrund
von erganzenden bzw. Uberlappenden Funktionen gegenseitig im SEC-Komplex ersetzen
konren.

Es ist somit folgendes Modell vorstellbar: Ein pcsttranslationales Substrat bindet zuerst an
den Signalsequenz-Antennenkomplex aus Sec72p, Sec71p undSec62p undwird dann an
Sbhlpweitergereicht. Sbhlpstabili siert die Anlagerung der Signalsequenz an das Translokon
und ermdglicht eine effiziente Tranglokation. In Abwesenheit von Sbhlpreicht die Funktion
des Signal sequenz-Antennenkomplexes aus, um die Signalsequenz mit dem SEC-Komplex zu
asoziieren. In Abwesenheit von Sec/lp undoder Sec72p kann der verbleibende
Signalsequenz-Antennenkomplex aus Sed2p (im Falle des Asec71-Stammes) bzw. Sedb2p
und Sec71p (im Falle des Asec72-Stammes) die Signalsequenz ausreichend kinden, um eine
stabile Integration der Signalsequenz in das Translokon duch Sbhlp und somit eine
Translokation zu ermd6gli chen.

Fur Sed2p ergibt sich daraus eine zentrale Rolle im Signal sequenz-Antennenkomplex, der
seine Funktion bei normalen Wadhstumsbedingungen nu in Anwesenheit von Sedb2p
austiben kann. Erst bel einer Wadhstumstemperatur von 17C ist SEC62 nicht mehr essentiell
fur die Zelle (Deshaies et a., 1989. Der posttrandationade Targetingprozeld ist dann
wahrscheinlich so stark verlangsamt, da3 de Effizienz der Interaktion des
Transportsubstrates mit dem Transokon auch ohre Signal sequenz-Antennenkomplex

ausreicht fur einen erfolgreichen Membrandurchtritt.
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4.4 Sind Sec71p/Sec72p und die Beta-Untereinheit des

Translokons analoge Proteine ?

Die e@ganzende Funktion von Sec71lp'Sec72p wd Sbhlp in einem frihen Schritt der
Trandokation ist ein Ubkerraschender Befund. Die hier prasentierten Daten passen sich in das
Modell eines Signalsequenz-Antennenkomplexes —wie e von Lyman und Schekman (1997)
vorgeschlagen wurde —ein. Sie eganzen es jedoch um eine wichtige Funktion fir Sbhlp, s
in Abwesenheit von Sec71p aler Sec72p esentiell fur den pasttrandationalen Transport wird
und einen unvdlstdndigen Signalsequenz-Antennenkomplex komplementieren kann. Die
erganzende bzw. uberlappende Funktion von Sbhlp und Sec71lp/Sec72p ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch der Grund, warum sie nicht in den hisher durchgefihrten
genetischen Screens as essentiell fur die Zell e gefunden wurden.

In S cerevisae kennt man drel destinkte Translokationskomplexe, die nebeneinander
vorliegen undsowohl cotrandationalen, as auch pcsttranslationalen Transport durch de ER-
Membran erméglichen. Auf der Suche nach Homologen des posttrandationalen Sed62/63-
Subkaomplexes wurden in Drosophla en esentidles Se®b2-Homologes (Noel und
Cartwright, 1994 undim Hund Homologe zu Sc.SEC62 und S.c.SEC63 (Skowronek et al.,
1999 Wodlatt et a., 1999 H. Meyer, personliche Mitteilung gefunden. Homologe zu
S.c.SEC71 und S.c.SEC72 wurden hisher nicht entdeckt. Aufgrund der zahlreichen Genom-
Projekte ascheint es mit fortschreitender Zeit immer unwahrscheinli cher, dal3 entsprechende
Homologe zu Sc.SEC71 bzw. Sc.SEC72 auf¥erhab des Reichs der Pilze noch gefunden
werden.

Hohere Eukaryonten translozieren bekanntermal3en vornehmlich cotrandational in das ER. Es
waére daher vorstellbar, dal? sie auf die speziali sierte Funktion vonSec71p/Sec72p-Homologen
waéhrend eines posttrandationalen Transports verzichten konren, und gegebenenfalls die
jewelli ge Beta-Untereinheit die Funktionim Signal sequenz-Antennenkomplex Gbernimmt.

In desem Zusammenhang ist es interessant, dald Sec613 aus dem Hund einen Asec71/Asbhl-
Doppeldeletionsstamm bei 25°C komplementieren kann (Abb.5. Wie schon fur Sbhlpim
Asec71-bzw. Asec72-Hintergrund argumentiert, mufd auch Sec61 ke 25°C im
Asec71/Asbhl-Stamm eine wichtige Rolle im paosttranslationalen Transport von S. cerevisiae
Ubernehmen, um den letalen Hintergrund zu retten. Sec613des Hundes ist somit prinzipiell in
der Lage ene posttranslationale Funktion zu erfill en.

Weitere Untersuchungen des posttransationalen Transports und cer betelli gten Proteine im

Sauger bzw. anderen héteren Eukaryonten werden zeigen missen, inwiefern es funktionelle



4 Diskusson -80-

Homologe von Sc. Sec71 und Sc. Sec72 in anderen Organismen gibt, oder ob sich das
Moddl der Austauschbarkeit von BetaUntereinheit und Sec7lpSec72p im
posttranslationalen Transport bestétigt.
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