UNIVERSITAT ZU LUBECK

Aus dem Institut fiir Biologie
der Universitat zu Liibeck

Direktor: Prof. Dr. Hartmann

yuntersuchungen zum Einfluss des reifen Teils sekretorischer
Proteine auf den Proteinimport in das endoplasmatische Retikulum
des Saugers”

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde

der Universitat zu Lubeck

Aus der Sektion Naturwissenschaften

vorgelegt von
Alexandra Schatt

aus Halle (Saale)

Libeck, 2023



1. Berichterstatter/Berichterstatterin: PD Dr. Kai Kalies

2. Berichterstatter/Berichterstatterin: Prof. Dr. Norbert Tautz

Tag der mindlichen Priifung: 20.09.2023

Zum Druck genehmigt. Libeck, den 22.09.2023



1 Zusammenfassung

Ein groBer Anteil des Proteoms im Sduger wird Uber das endoplasmatische Retikulum (ER)
transportiert. Dieser Transport wird durch eine N-terminale Signalsequenz initiiert, woraufhin die
Proteine den Sec61-Kanal passieren und im Lumen des ER glykosyliert werden, falls sie das passende
Motiv aufweisen. Die Signalsequenz dient damit als positiver Regulator fur die Translokation und ist in
aller Regel fiir einen vollstandigen Import ausreichend. Dem entgegen stehen Proteine mit intrinsisch
ungeordneten Bereichen innerhalb des reifen Teils. Diese Bereiche dienen als negative Regulatoren
und verhindern trotz geeigneter Signalsequenzen einen vollstandigen Import in das ER. Fir das
peroxisomale Protein Pex8 aus Saccharomyces cerevisiae gibt es ebenfalls Hinweise darauf, dass das
Protein auch mit einer Signalsequenz nicht vollstandig in das ER importiert wird. Dieses Protein besitzt
allerdings keine intrinsisch ungeordneten Bereiche.

In dieser Arbeit konnte unter Verwendung eines in vitro Systems gezeigt werden, dass ScPex8 mit der
Signalsequenz des Praprolaktins nicht final im ER vorliegt. Der Import wird durch ein Signal hinter der
zweiten von insgesamt sieben Glykosylierungsstellen des Proteins behindert, sodass das Protein nicht
vollstandig glykosyliert wird und in das Cytosol ragt, wo es fiir eine Protease zuganglich ist. Es konnte
gezeigt werden, dass die unvollstindige Translokation durch zwei hydrophobe Bereiche ausgel6st
wird, die etwa zehn Aminosauren lang sind. Bei Entfernung der Bereiche zeigt sich, dass weitere
Glykosylierungsstellen genutzt werden kénnen. AuBerdem ist nun ein Proteaseschutz zu beobachten.
Das Protein wird also ohne die hydrophoben Abschnitte vollstandig importiert.

Die Hemmung des Importes durch die hydrophoben Bereiche ist nicht spezifisch fiir Pex8, sondern
lasst sich auf eine Chimdre aus dem Hefeprotein Prapro-a-Faktor und der Signhalsequenz des
Saugerproteins Praprolaktin Gbertragen. Die Chimare mit den hydrophoben Bereichen wird weniger
effizient glykosyliert und importiert.

Die identifizierten Bereiche verhindern aufgrund ihrer Lange und Hydrophobizitdt eine eindeutige
Einordnung durch das Translokon, ob das Protein |6slich oder als Transmembranprotein vorliegt. Der
Sec61-Komplex kann die Proteine aufgrund des uneindeutigen Signales nicht zuordnen, weshalb die
Translokation verlangsamt wird. Der Signalsequenz, die den Transport in das ER auslost und damit als
positiver Regulator dient, steht mit den hydrophoben Bereichen ein bislang unbekannter negativer
Regulator entgegen. Dieser sorgt vermutlich dafiir, dass nicht eindeutig klassifizierbare Proteine in das
ER gelangen.



2 Abstract

A large proportion of the proteome in mammals is transported via the endoplasmic reticulum (ER).
This transport is triggered by an N-terminal signal sequence, whereupon the proteins pass the Sec61
channel and are glycosylated in the lumen of the ER if they have the appropriate motif. The signal
sequence thus serves as a positive regulator for translocation and is generally sufficient for complete
import. This is in contrast to proteins with intrinsically disordered regions within the mature part.
These domains serve as negative regulators and prevent complete import into the ER despite suitable
signal sequences. For the peroxisomal protein Pex8p from Saccharomyces cerevisiae, there is also
evidence that the protein is not completely imported into the ER even with a signal sequence.
However, this protein does not have intrinsically disordered domains.

In this thesis, it was shown using an in vitro system that Pex8 is not fully imported into the ER with the
signal sequence of preprolactin. Import is hindered by a signal downstream of the protein's second
glycosylation site, causing the protein to not be fully glycosylated and to protrude into the cytosol
where it is accessible to a protease. It has been shown that incomplete translocation is triggered by
two hydrophobic domains that are approximately ten amino acids long. Removal of the domains shows
that more glycosylation sites can be used and protease protection is observed. Thus, the protein is fully
imported without the hydrophobic sections.

The inhibition of the import induced by the hydrophobic regions is not specific to Pex8. It could be
transferred to a chimera composed of the yeast protein prepro alpha factor and the signal sequence
of the mammalian protein preprolactin. The chimera with the hydrophobic domains is less efficiently
glycosylated and imported.

Due to their length and hydrophobicity, the identified regions prevent a clear classification by the
translocon as to whether the protein is soluble or a transmembrane protein. The Sec61-Komplex
cannot assign the proteins due to the ambiguous signal, which is why translocation slows down. The
signal sequence that triggers transport into the ER and thus serves as a positive regulator is opposed
by the hydrophobic domains, a previously unknown negative regulator. This probably ensures that
proteins that cannot be clearly classified enter the ER.
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Einleitung

3 Einleitung

3.1 Der sekretorische Weg

Eukaryotische Zellen sind durch Membranen in verschiedene Kompartimente unterteilt. Diese
Unterteilung bietet den Vorteil, dass innerhalb der Zelle verschiedene Reaktionsraume geschaffen
werden, in denen biochemische Prozesse unter optimierten Bedingungen und unter Nutzung eines
distinkten Sets aus Proteinen ablaufen kdnnen. Gleichzeitig ergibt sich aus der Unterteilung die
enorme Herausforderung, Proteine spezifisch an ihren Zielort zu dirigieren. Trotz der groBen Zahl an
Proteinen und ihrer hohen Diversitat muss dabei gewahrleistet werden, dass die Transportwege
effizient und gleichzeitig spezifisch funktionieren.

Ein Beispiel fur einen solchen Transportweg ist der sekretorische Weg (Abbildung 1). Dieser beginnt
mit der Erkennung von sekretorischen Proteinen und Proteinen, deren finales Ziel das
endoplasmatischen Retikulum (ER) oder die Lysosomen sind. All diese Proteine werden (ber den
sekretorischen Weg transportiert und machen zusammen rund ein Drittel des Proteoms aus. Schon bei
der ersten Erkennung zum Import in das ER ist es wichtig, dass nur Substrate des sekretorischen Weges
erkannt werden, da fehlgeleitete Proteine den Transportweg zusatzlich belasten. Fiir den
sekretorischen Weg bestimmte Proteine werden zunachst in das ER importiert, wo sie gefaltet und
modifiziert werden. Insbesondere die Faltung wird durch die ER-associated degradation (ERAD)
Uberprift, bevor die Proteine weitertransportiert werden. Fehlgefaltete Proteine werden in das
Cytosol zuriicktransportiert und dort abgebaut, um das ER zu entlasten und vor einer Akkumulation zu
schiitzen (Sun und Brodsky 2017).

Cytosol

Cis
Golgi
Netzwerk

Trans
Golgi
Netzwerk

lsekretorisch?\
= Vesikel

. \¢ Sekretion
Plasma
membran

Abbildung 1: Der sekretorische Weg. Gezeigt ist eine Ubersicht des sekretorischen Weges. Das raue ER ist gelb
dargestellt. Die verschiedenen Subkompartimente des Golgi-Apparates sind in griin zu sehen, sekretorische
Vesikel und Lysosomen in braun. Die Proteine, die entlang der Pfeile durch das ER und den Golgi-Apparat
transportiert werden, sind als rote Kiigelchen gezeigt. Modifiziert nach Voet und Voet 2011.

Im ER werden die Proteine entweder durch ein ER-Retentionssignal festgehalten oder vom ER aus zu
ihrem Zielort weitertransportiert (Munro und Pelham 1987). Der weitere Transport erfolgt im
vollstandig gefalteten Zustand in Vesikeln. Diese schniiren sich vom ER ab und verschmelzen mit dem
cis-Golgi-Netzwerk, wo eine Abgabe der Proteine an den Golgi-Apparat erfolgt. Sie werden Uber den
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medial-Golgi zum trans-Golgi-Netzwerk transportiert und wahrend des Transportes weiter modifiziert.
Auch in diesem Schritt wird die Faltung der Proteine Uberwacht und fehlgefaltete Proteine werden
zurick in das ER transportiert, wo sie wiederum der ERAD zugefiihrt werden (Sun und Brodsky 2019).
Nachdem die Proteine ihre finale Form erreicht haben, werden sie vom trans-Golgi-Netzwerk je nach
Zielort sortiert. Die entstandenen Proteinsets werden in Golgi-Vesikeln zum Zielort transportiert und
damit in den meisten Fallen sekretiert. AuRerdem bildet das trans-Golgi-Netzwerk die Lysosomen aus,
die ebenfalls spezifische Proteine enthalten.

Das ER und der Golgi-Apparat bewailtigen damit zusammen die Herausforderung, eine grolRe Anzahl
unterschiedlicher Proteine ihrem finalen Bestimmungsort zuzufiihren. Der reibungslose Ablauf dieses
Transportes ist fir das Uberleben der Zelle notwendig, daher sind eine Vielzahl von Kontrollpunkten
und —mechanismen angelegt.

3.2 Das endoplasmatische Retikulum als Startpunkt des sekretorischen Weges

Der sekretorische Weg beginnt mit dem Import von Proteinen in das endoplasmatische Retikulum. In
diesem Organell finden erste Modifikationen, wie die Prozessierung und N-glykosidische
Glykosylierung, aber auch Proteinfaltung und deren Kontrolle statt. Im Anschluss erfolgt der Export
aus dem ER und der Weitertransport zum Zielort.

Die N-terminale Signalsequenz, die sekretorische Proteine tragen, ist dafiir verantwortlich, Proteine
zielgerichtet zum ER zu dirigieren. Nachdem das Protein das ER erreicht hat, ist die Aufgabe der
Signalsequenz daher erfillt, weshalb sie im Folgenden abgespalten wird. Die Spaltung erfolgt hierbei
hochspezifisch. Aus dem Vergleich verschiedener Signalsequenzen lassen sich einige Regeln fir die
Spaltstelle ableiten. Entscheidend ist der Bereich direkt vor der Schnittstelle mit den Positionen -3 bis
-1 (wobei -1 die letzte Aminosdure innerhalb der Signalsequenz bezeichnet). An Position -1 und -3
finden sich kleine, neutrale Aminosduren, wahrend an Position -2 Aminosdauren mit grofRen
Seitenketten (z.B. Phenyalanin oder Tryptophan) abundant sind (Heijne 1983).

Der fir die Abspaltung der Signalsequenz verantwortliche Enzymkomplex wird im Sauger als
Signalpeptidasekomplex bezeichnet (SPC). Der SPC gehort zu den Serin-Endopeptidasen, weist jedoch
nicht die typische katalytische Triade aus Serin, Histidin und Asparaginsaure auf. Stattdessen besteht
das katalytische Zentrum aus einem Serin, einem Histidin und zwei Asparaginsauren (VanValkenburgh
et al. 1999). Der Transmembrankomplex setzt sich aus den drei Untereinheiten SPC12, SPC22/23 und
SPC25, sowie einer proteolytischen Untereinheit zusammen. Im Sduger gibt es zwei verschiedene
proteolytische Untereinheiten, SPC18 und SPC21, in jedem Komplex liegt jedoch nur entweder SPC18
oder SPC21 vor (Liaci et al. 2021). SPC22/23 ragt in das ER-Lumen und ist ein Glykoprotein, wihrend
SPC25 und SPC12 teilweise in das Cytosol ragen (Liaci et al. 2021). Alle am Komplex beteiligten Proteine
besitzen Transmembrandomanen und verankern den Komplex in der ER-Membran, um eine rdumliche
Nahe zur Signalsequenz zu gewahrleisten. In der Bindetasche der proteolytischen Untereinheit wird
der hydrophobe Kern der Signalsequenz gebunden und die Peptidbindung aufgespalten, sodass der
reife Teil des Proteins verbleibt (Liaci et al. 2021).

Neben der Prozessierung spielt auch die N-Glykosylierung der Proteine im ER eine wichtige Rolle. Durch
das Anhangen der Zuckerreste wird das Protein hydrophiler, was einer Aggregatbildung vorbeugt und
die Wahrscheinlichkeit fiir eine korrekte Faltung erhéht. Der Zuckerbaum ist auRerdem ein Marker fiir
die ER-associated degradation, die fehlgefaltete Proteine erkennt und abbaut.

Der fir die Glykosylierung benétigte Zuckerbaum wird zunachst teilweise im Cytosol an einem in der
ER-Membran verankerten Dolicholphosphatanker (PP-Dol) assembliert (Snider et al. 1980; Lehle und
Tanner 1978). Dafilir werden zunachst in den ersten sieben Assemblierungsschritten zwei N-Acetyl
Glukosamine (GIcNAc) und fiinf Mannosereste (Man) von verschiedenen Glykosyltransferasen auf den
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Anker Gbertragen (Li und Kornfeld 1979). Der noch unfertige Zuckerbaum wird nun wahrscheinlich
mithilfe einer Flippase auf die luminale Seite des ER gebracht, wobei der zugrundeliegende
Mechanismus noch nicht geklart ist. Im endoplasmatischen Retikulum werden weitere sieben
Monosaccharide angehangen, vier Mannose- und drei Glukosereste (Glc) (Chapman et al. 1979). Dafiir
verantwortlich sind wiederum verschiedene Glykosyltransferasen, deren Spezifitdt die Reihenfolge der
angehangten Reste bestimmt. Alle am Aufbau des Zuckerbaums beteiligten Enzyme werden von einer
Gruppe von Genen kodiert, die als asparagine linked glucosylation-Gene (ALG-Gene) bezeichnet
werden. Es ergibt sich ein Zuckerbaum mit der finalen Komposition GlcsMansGlcNAc,-PP-Dol, der
weiterhin Gber den Dolicholphosphatanker in der ER-Membran verankert liegt.

Im Anschluss muss das fertige Glykan auf die Polypeptidkette (ibertragen werden. Dieser Prozess
erfolgt in den meisten Fallen schon wahrend der Translokation, jedoch miissen sich mindestens
zwischen 12 und 14 Aminosaduren der wachsenden Proteinkette im ER befinden (Nilsson und Heijne
1993). Der Transfer kann auch nach abgeschlossener Translokation stattfinden. In beiden Fallen wird
die Konsensussequenz N-X-S/T benotigt, wobei X kein Prolin sein darf.

Die Ubertragung des Zuckerbaumes auf die Polypeptidekette stellt aufgrund der GroRe beider
Substrate eine Herausforderung dar. Der verantwortliche Enzymkomplex, die Oligosaccharyl-
transferase (OST), besteht in Hefen aus acht und in Sdugern aus sieben Untereinheiten (Karaoglu et al.
1997; Kelleher et al. 2003). Die spezifischen Funktionen der einzelnen Untereinheiten sind bislang nicht
vollstandig verstanden. Es kann jedoch als gesichert angesehen werden, dass in allen Eukaryoten die
Untereinheit STT3 die katalytische Einheit darstellt (Yan und Lennarz 2002; Burda und Aebi 1999).
Wahrend in Hefen nur eine Kopie dieser Untereinheit vorliegt, gibt es in Sdugern zwei Isoformen,
STT3A und STT3B, wobei jeder Komplex nur eine der Isoformen aufweist (Kelleher et al. 2003). Die
verschiedenen katalytischen  Untereinheiten verleihen dem Komplex unterschiedliche
Substratspezifitaiten. Wahrend STT3A die Substrate wahrend der Translokation in das ER-Lumen
glykosyliert, kann STT3B auch vollstandig importierte Substrate glykosylieren (Ruiz-Canada et al. 2009).
Dennoch wird durch eine rdaumliche Nahe der OST zum Translokon gewahrleistet, dass eine
Glykosylierung moglichst wahrend der Translokation erfolgt. Die Glykosylierung vollstdndig
importierter Proteine birgt die Gefahr, dass durch eine Faltung der Proteine Glykosylierungsstellen
nicht mehr zuganglich sind (Harada et al. 2009). In der richtigen Konformation kommt es zu einer
Ubertragung des Zuckerbaums auf die Polypeptidkette (Imperiali et al. 1999).

Aufgrund der enormen Menge von loslichen Proteinen und Membranproteinen, die Uber das
endoplasmatische Retikulum transportiert wird, ist eine schnelle und effiziente Qualitdtskontrolle
essenziell. Sie verhindert, dass fehlerhafte Proteine an ihre Zielorte exportiert werden, sowie eine
Aggregation von fehlgefalteten oder nicht korrekt modifizierten Proteinen im ER selbst. Da das
Organell eine Schlisselrolle fiir das intra- und interzelluldre Targeting spielt, sind mehrere
Mechanismen angelegt, die eine Uberlastung durch Proteinaggregation verhindern.

Die ER-associated degradation (ERAD) ist ein Prozess in Eukaryoten, der fehlgefaltete Proteine
innerhalb des ER erkennt, Gber die Membran zuriicktransportiert und final dem cytosolischen
Proteasom zuflihrt, wo sie abgebaut werden. Die Substrate der ERAD sind dabei sehr divers und
kénnen an verschiedenen Eigenschaften erkannt werden. Dazu zdhlen zum Beispiel frei liegende
hydrophobe Bereiche, ungepaarte Cysteine oder getrimmte Zuckerbdume bei glykosylierten
Proteinen.

Die Erkennung von fehlgefalteten Glykoproteinen ist im Sduger gut charakterisiert. Diese durchlaufen
zunachst den Calnexin/Calretikulin-Kreislauf, der dazu beitragt, dass glykosylierte Proteine korrekt
gefaltet werden. Hierbei werden durch die Enzyme Glucosidase | und Il zunachst zwei Glukosereste
vom Zuckerbaum abgespalten (Suh et al. 1989). Der verbleibende Glukoserest beglinstigt eine Bindung
an membrangebundenes Calnexin oder das l6sliche Homolog Calretikulin (Hammond et al. 1994).

3
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Beide Enzyme erfiillen den Zweck, das Glykoprotein vor Aggregatbildung zu schiitzen und es
spezifischen Chaperonen zugianglich zu machen, welche die Proteinfaltung zum Beispiel durch
Ausbildung von Disulfidbriickenbindungen unterstiitzen (Zapun et al. 1998). Sobald die Glucosidase |l
den letzten Glukoserest abspaltet, 16st sich das Protein von Calnexin/Calretikulin und wird nun
vollstindig gefaltet in sein Zielkompartiment transportiert (Zapun et al. 1997). Sollte das Protein
fehlerhaft oder unvollstandig gefaltet vorliegen, bindet die UDP-Glucose:Glycoprotein
Glucosyltransferase (UGGT) (Sousa et al. 1992). Diese glykosyliert das gebundene Substrat, sodass es
wieder in den Calnexin/Calretikulin-Kreislauf eintritt und diesen durchlauft, bis es gefaltet vorliegt.
Wenn dieser Prozess zu viel Zeit in Anspruch nimmt, steigt die Wahrscheinlichkeit, dass I6sliche
Mannosidasen Mannosereste entfernen. Durch diesen Vorgang wird das Protein fiir die ER-associated
degradation markiert und daher von den ERAD-assoziierten Lektinen OS-9 oder XTP3-B gebunden
(Groisman et al. 2011). Die Briicke zu den membranstdndigen Komponenten der ERAD bildet das
Glykoprotein SEL1L. Dieses bindet an 0S-9/XTP3-B und interagiert mit den Transmembranproteinen
Hrd1l und Derlin-1 (Christianson et al. 2008; Lilley und Ploegh 2005; Willer et al. 2008). Wie die
Substrate letztendlich iber die ER-Membran gelangen, konnte bislang noch nicht aufgeldst werden.
Die wahrscheinlichsten Kanale fiir die Retrotranslokation sind das Transmembranproteine Derlin-1, die
membranstandige E3-Ligase Hrd1 und der Sec61-Kanal (Rao et al. 2021; Wu et al. 2020; Tretter et al.
2013). Im Cytosol findet eine Ubiquitinierung der Substrate statt, die die Proteine fiir einen Abbau im
cytosolischen Proteasom markiert.

Die Erkennung und die Retrotranslokation von nicht glykosylierten, fehlgefalteten Proteinen ist
weniger gut verstanden. Obwohl fiir einige Substrate eine Interaktion mit den genannten
Komponenten der ERAD nachgewiesen ist, konnte deren Regulation noch nicht genauer charakterisiert
werden (Okuda-Shimizu und Hendershot 2007).

Durch Proteinaggregation oder Oligomere entstehen teilweise sehr groRe Substrate im ER. Diese
kénnen die Pore zur Retrotranslokation wahrend der ERAD nicht passieren und miissen, um eine
Akkumulation zu verhindern, auf anderem Weg aus dem ER gebracht werden. Diese Funktion erfillt
die selektive Autophagie des ER. Es konnte unter anderem fiir Prokollagen gezeigt werden, dass dieses
in fehlgefalteter Form kein ERAD-Substrat darstellt, sondern von dem Rezeptor FAM134B erkannt und
anschlieBend mittels selektiver ER-Phagie abgebaut wird (Ishida et al. 2009; Forrester et al. 2019).

Wahrend die ER-associated degradation das ER standig vor der Akkumulation fehlgefalteter Proteine
schitzt, greift die preemptive quality control (pQC) insbesondere bei ER-Stress. Die pQC scheint dabei
den Abbau von Proteinen mit weniger starken Signalsequenzen zu begtinstigen (Kang et al. 2006). Dies
ermoglicht im Falle eines Stressereignisses eine Priorisierung, welche Proteine zwingend in das ER
importiert werden miuissen. Dazu werden die abzubauenden Proteine schon wahrend des
Importvorganges erkannt, vom Translokon gel6st und in das Cytoplasma verbracht, wo sie abgebaut
werden. Die dahinterstehenden Mechanismen sind noch nicht vollstdandig verstanden und teilweise
umstritten. Ein mogliches Modell sieht vor, dass Derlin-1 bei ER-Stress mit SRP und dem SRP-Rezeptor
interagiert und auf diesem Weg die wachsende Peptidkette des pQC-Substrates erkennt (Kadowaki et
al. 2015). Infolgedessen wird das Peptid von der E3-Ligase Hrd1 markiert, die auch im Abbauprozess
von ERAD-Substraten eine Rolle spielt, und anschliefend in einem Bag6-abhangigen Prozess abgebaut
(Kadowaki et al. 2018; Hessa et al. 2011). In diesem Modell tritt die naszierende Kette nicht in das ER-
Lumen ein. Andere Modelle nehmen eine Erkennung des Substrates durch das luminale Protein BiP
und damit einen zumindest teilweise erfolgenden Eintritt in das ER-Lumen an (Rutkowski et al. 2007).
Durch das membranspannende Protein p58' wird ein Sighal zur Rekrutierung cytosolischer Faktoren
wie dem Hsp70 gegeben, die das Substrat dem Proteasom zufiihren (Oyadomari et al. 2006). Bislang
konnte nicht aufgelost werden, welches der Modelle zutreffend ist.

Zusatzlich gibt es Kontrollmechanismen fiir Proteine, die im Translokon immobilisiert sind, weil sie
nicht vollstandig importiert werden konnen. Dadurch kann die ERAD diese Substrate nicht erreichen
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und sie missen auf anderem Weg abgebaut werden. Das verstopfte Translokon stellt ein Problem fir
das ER dar, da es nicht mehr als Importkanal zur Verfligung steht. Es gibt in diesen Fallen sowohl fir
den co- als auch fiir den posttranslationalen Transport eine Moglichkeit, das Translokon von der
Proteinkette zu befreien. Im posttranslationalen Transport kann es durch eine teilweise Faltung der
Proteine im Cytosol dazu kommen, dass der Sec61-Kanal nicht passiert werden kann. Auf der luminalen
Seite wird die Proteinkette durch BiP/Kar2 gebunden, sodass auch ein Zurlickrutschen in das Cytosol
nicht moglich ist. Fur die Aufhebung dieses Zustandes ist eine in allen Eukaryoten vorkommende
Metalloprotease verantwortlich. Es konnte fliir ZMPSTE24 in Sdugern und das Homolog Ste24 in
Saccharomyces cerevisiae gezeigt werden, dass die Protease zu den verstopften Kandlen rekrutiert
wird und die Proteinketten schneidet, sodass sie sich vom Translokon |6sen kénnen (Ast et al. 2016).
Bei einem cotranslational stattfindenden Transport konnte ein Verdau der Proteinkette im Zuge der
ribosomal quality control (rQC) gezeigt werden. Normalerweise ist das Ribosom fest an das Sec61-
Translokon gebunden, sodass die naszierende Kette keinen Kontakt zum Cytosol erhalt. Bei einer
Verzogerung oder Unterbrechung der Translation lockert sich diese Bindung, sodass die Kette in das
Cytosol ragt und von der E3-Ligase Listerin erkannt wird, welche fiir eine Ubiquitinierung und
letztendlich fir einen Abbau der Kette durch das cytosolische Proteasom sorgt (Malsburg et al. 2015).

3.3 Proteinimport in das endoplasmatische Retikulum

Auch der Import von Proteinen in das ER stellt einen wichtigen Regulationspunkt im inter- und
intrazelluldren Targeting dar. An dieser Stelle werden cytosolische Proteine von Proteinen getrennt,
die ER-standig sind oder Uber das ER weitertransportiert werden. Der Transport in das ER wird in den
meisten Fallen durch eine Signalsequenz initiiert und kann cotranslational oder posttranslational
erfolgen. Verantwortlich ist ein hochspezialisierter Membranproteinkomplex, der tber alle drei
Domédnen evolutiondr konserviert vorliegt (Auer et al. 1991). Er wird nach seiner jeweiligen
Kernkomponente in Eukaryoten Sec61-Komplex genannt, wohingegen er in Archaen und Bakterien als
SecY-Komplex bezeichnet wird.

In Sdugern ist der cotranslationale Transport die wesentlich haufigere Variante des ER-Importes.
Hierbei wird die naszierende Proteinkette schon wahrend der Translation in das ER transportiert,
Translation und Transport laufen also simultan ab (Abbildung 2). Nach einer anfanglichen Translation,
die den N-Terminus der wachsenden Polypeptidkette im Cytosol exponiert vorliegen lasst, wird
entweder die am Terminus befindliche Signalsequenz oder die erste Transmembrandomane vom
signal recognition particle (SRP) erkannt und gebunden. Bei der Bindung zwischen SRP und
Proteinkette spielt auch der heterodimere nascent polypeptide associated complex (NAC) eine Rolle,
der die wachsende Kette gegen das Cytosol abschirmt und unspezifische Bindungen des SRP mit
Proteinketten ohne Signalsequenz oder dem Ribosom minimiert (Wang et al. 1995; Powers und Walter
1996; Hsieh et al. 2020). Infolge der SRP-Bindung kommt zu es einem Translationsarrest, der so lange
anhalt, bis das SRP an den SRP-Rezeptor gebunden hat, der sich in unmittelbarer Nahe zum Translokon
in der ER-Membran befindet (Walter und Blobel 1981).

Das Translokon im Sauger ist der heterotrimere Sec61-Komplex aus den drei Untereinheiten Seca, Sec
und Secy. Die groBte Untereinheit ist Seca, welche in erster Linie aus zehn Transmembranhelices
besteht, die die zentrale Pore in der ER-Membran bilden (Pfeffer et al. 2015). Die Pore hat die Form
einer Sanduhr, deren engster Punkt durch eine Reihe von hydrophoben Aminosauren gebildet wird.
Hochstwahrscheinlich dient die Verengung der Aufrechterhaltung der Permeabilitdtsbarriere wahrend
des Proteinimportes. AuBerdem bildet Seca einen plug aus, welcher das Translokon im inaktiven
Zustand verschlieBt (van den Berg et al. 2004). Die kleineren Untereinheiten Secp und Secy sind
peripher mit Seca assoziiert und bilden jeweils eine Transmembranhelix aus. Durch eine Interaktion
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der Untereinheiten a und y des Translokons mit dem Ribosom wird ein hydrophober Bereich des
Translokons frei. Mit diesem interagiert die Signalsequenz der Peptidkette und verursacht dadurch
eine Konformationsanderung in Seca, die einen lateralen Transport in die Membran erlauben wiirde
(Becker et al. 2009). Die hydrophobe Signalsequenz nimmt die Position einer Transmembranhelix des
Sec61a ein, was die laterale Offnung des Sec61a-Kanals verschlieRt und den Kanal fiir den eigentlichen
Proteinimport 6ffnet (Voorhees und Hegde 2016). Die wachsende Polypeptidkette wird nun direkt in
das ER-Lumen synthetisiert. Anders als beim posttranslationalen Transport ist hier die Translation
selbst die treibende Kraft des Importes. Noch wahrend oder direkt nach der Translokation wird die
Signalsequenz der Polypeptidkette durch den Signalpeptidasekomplex abgespalten. Durch das Stop-
Codon am Ende des Proteins wird die Translation beendet und das Ribosom I6st sich vom Sec61-
Komplex und der ER-Membran.

Signal peptide

SRP

Cytosol f f \;14
I

ER lumen SRP signal
receptor peptidase

Sec61
translocon

Abbildung 2: Schematische Darstellung des cotranslationalen Transportes eines sekretorischen Proteins in das
endoplasmatische Retikulum. Das Protein wird von einem Ribosom (grau) bis zur Signalsequenz translatiert,
welche vom signal recognition particle (SRP, tirkis) erkannt und gebunden wird. Das SRP bindet an den SRP-
Rezeptor (dunkelblau), der den Komplex aus Ribosom, SRP und Kette an das Sec61-Translokon Ubergibt
(mittelblau). Die Signalsequenz wird in das Translokon inseriert und die Proteinkette in das Lumen des ER
translatiert. Im Anschluss wird die Signalsequenz durch den Signalpeptidasekomplex (rot) abgespalten. TRAM
und TRAP (weil3) unterstiitzen den Import, durch die Oligosaccheryltransferase (OST, pink) wird gegebenenfalls
eine Glykosylierung angefligt. Nach Abschluss der Translation 16st sich das Ribosom und das sekretorische Protein
liegt frei im ER-Lumen vor. Modifiziert nach Pauwels et al. 2021.
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Neben dem Import I6slicher Proteine erfolgt auch der Transport von Transmembranproteinen lber
das Sec61-Translocon. Unabhéangig vom finalen Zielkompartiment wird schon hier die Topologie des
Proteins festgelegt und Tertidr- und Quartarstrukturen determiniert. Zusatzlich wird das
Transmembranprotein in seiner geplanten Orientierung in die ER-Membran integriert. Daflir werden
die Transmembransegmente durch eine laterale Offnung der Pore in die Membran entlassen.

Der Sec61-Komplex steht mit einer Vielzahl weiterer Proteine in Verbindung, die unterschiedliche
Funktionen im ER-Import ibernehmen. Dazu zahlen der SPC, der die Signalsequenz prozessiert und die
OST, die die importierten Proteine glykosyliert. AuRerdem spielt der TRAM-Komplex (translocating
chain-associated membrane protein-Komplex) eine Rolle bei der Integration von Transmembran-
domanen in die ER-Membran und interagiert mit der Signalsequenz der wachsenden Peptidkette
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(McCormick et al. 2003; Voigt et al. 1996). Der TRAP-Komplex (translocon-associated protein-Komplex)
assoziiert mit dem Ribosom, das an den Sec61-Komplex gebunden ist und tragt so vermutlich zur
Stabilitdit des Komplexes aus Translokon und Ribosom bei (Menetret et al. 2000). Ebenfalls in
unmittelbarer Nahe des Sec61-Komplexes ist das membrangebundene Chaperon Calnexin zu finden,
das die Proteinfaltung von Glykoproteinen unterstuitzt.

Werden Proteine posttranslational vom Cytosol in das endoplasmatische Retikulum transportiert,
findet der Transport nach der Translation statt. Dieser Transportweg wird im Sauger eher selten
genutzt, es konnte jedoch fiir einige kurze Proteine ein posttranslationaler Transport gezeigt werden
(Shao und Hegde 2011). In Hefen werden hingegen alle Proteine posttranslational transportiert, die
eine Signalsequenz tragen, deren Hydrophobizitat nicht ausgepragt genug ist, um vom SRP erkannt zu
werden (Ng et al. 1996). Moglicherweise ist dies darauf zurlickzufiihren, dass die Zellen von weniger
komplexen Eukaryoten schneller wachsen und daher die Translation schneller ablauft als der Import,
was bei einem cotranslationalen Transport zu einer Blockade des Systems fiihren wiirde (Rapoport
2007).

Nach der im Cytosol stattfindenden Translation muss dafiir gesorgt werden, dass die Proteine nicht
oder nur lose gefaltet werden. Daher binden an die Proteinkette Chaperone, die eine vollstindige
Faltung des Proteins verhindern. Hauptverantwortlich sind Proteine der Chaperonfamilien Hsp40 und
Hsp70 (Ngosuwan et al. 2003). Nachdem die Proteinkette zur ER-Membran verbracht wurde, tritt sie
durch den Sec61-Kanal ins ER-Lumen ein, welcher fiir den posttranslationalen Transport an den
Sec62/Sec63-Komplex gebunden ist. Hierbei l6sen sich alle cytosolischen Chaperone von der
Proteinkette und auf der luminalen Seite bindet BiP (binding immunoglobulin protein), ein Chaperon
aus der Familie der ATPasen. Aufgrund der Brownschen Molekularbewegung kdénnte sich die Kette nun
sowohl in Richtung des Cytosols als auch in Richtung des ER-Lumens bewegen. BiP verhindert jedoch
ein Zurickrutschen der Kette ins Cytosol, was letztendlich zum Import fihrt.

Der zugehorige Mechanismus wird als Brownsche Ratsche bezeichnet. Hierbei liegt BiP zunachst in der
ATP-gebundenen Form vor. In diesem Zustand ist die Bindetasche fiir Peptide getffnet. Die Interaktion
von BiP mit Sec63 I6st eine Hydrolyse des von BiP gebundenen ATPs zu ADP aus, wodurch sich die
Bindetasche in unmittelbarer Nahe der eintretenden Peptidkette schlieft und diese dadurch bindet.
Ein Zurlickrutschen der Kette ist nun ausgeschlossen, wahrend eine Bewegung in das ER-Lumen
weiterhin moglich bleibt. Sobald weitere Teile der Kette zugénglich werden, binden zusatzliche BiP-
Molekiile, sodass das Peptid sukzessive passiv in das ER geschleust wird. Liegt die Peptidkette
vollstandig transloziert vor, l6sen sich die BiP-Molekiile von der Kette (Matlack et al. 1999). Da BiP
bevorzugt an hydrophobe Bereiche bindet, verhindert die Bindung aulRerdem eine Aggregatbildung
von ungefalteten Proteinketten. In Hefen funktioniert der Mechanismus analog, BiP ist dort allerdings
als Kar2 bekannt.

3.4 Signale im ER-Import

Da ein grofRer Anteil des Proteoms lber das endoplasmatische Retikulum transportiert wird, missen
die Importkomplexe des ER eine groRe Varianz der transportierten Substrate bewaltigen. Dies wird
unter anderem dadurch erleichtert, dass Proteine ungefaltet lGber die ER-Membran transportiert
werden und daher die Topologie der Substrate keine Rolle fiir den Import spielt. Daher galt die von
Blobel und Dobberstein aufgestellte Signalhypothese, die besagt, dass der Import in das ER
ausschlieBlich von einer N-terminalen Signalsequenz abhdngt, lange uneingeschrankt (Blobel und
Dobberstein 1975). Neuere Erkenntnisse zeigen jedoch, dass es zumindest einige Ausnahmen von
dieser Regel gibt.
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Proteine, die im endoplasmatischen Retikulum verbleiben, sowie sekretorische Proteine und
Membranproteine, die Gber das ER transportiert werden, weisen eine Signalsequenz auf, die den
Transport in das endoplasmatische Retikulum initiiert (Blobel und Dobberstein 1975).

Bei I6slichen Proteinen handelt es sich bei der Signalsequenz um ein N-terminales Signal, das etwa 15-
35 Aminosauren lang ist und einen hydrophoben Kern aufweist. Die Sequenz der Signale ist hierbei in
sehr geringem Male konserviert, allerdings ist die Verteilung der hydrophoben Reste immer so
ausgerichtet, dass die héchste Hydrophobizitat in der Mitte des etwa 10-15 Aminosauren langen Kerns
liegt (Heijne 1982). Des Weiteren wird der hydrophobe Kern auf N-terminaler Seite von einem
basischen Bereich flankiert, wahrend sich C-terminal vermehrt polare, ungeladene Aminosauren
finden (Heijne 1983, 1984). Aufgrund ihrer hydrophoben Natur bilden Signalpeptide eine alpha-
helicale Struktur aus (Emr und Silhavy 1983). Das MaR der Hydrophobizitdt im Kern der Signalsequenz
entscheidet in Hefen aullerdem dariiber, ob das betreffende Protein co- oder posttranslational
transportiert wird. Bei hydrophoberen Resten ist die Affinitat der Signalsequenz zum SRP héher, sodass
der cotranslationale Weg eingeschlagen wird, andernfalls wird das Protein vollstandig translatiert und
posttranslational transportiert (Ng et al. 1996). In Sdugern entscheidet hingegen eher die Linge des
Proteins Uber die Transportroute. Welche Kettenldange fir einen cotranslationalen Transport
erforderlich ist, ist jedoch nicht final geklart. Studien konnten zeigen, dass mindestens eine
Kettenlange von 70 Aminosauren fiir einen cotranslationalen Transport notwendig sind (Zimmermann
et al. 1990). AuRerdem gibt es zumindest flir einige Proteine auch die Mdglichkeit, zwischen den
Transportwegen zu wechseln. Diese konnen sowohl SRP-abhangig, als auch SRP-unabhingig
transportiert werden.

Bei Membranproteinen, die keine Signalsequenz aufweisen, wird der Transport in das ER durch das
erste Transmembransegment ausgelost, das 16-25 hydrophobe Aminosduren umfasst. Dieses Segment
wird Signalanker genannt und unterscheidet sich von dem klassischen ER-Import-Signal neben seiner
etwas geringeren Lange dadurch, dass die hydrophoben Reste weniger geclustert vorliegen und sich
Uber das gesamte Signal verteilen (Heijne 1982).

Abweichend von der Signalhypothese gibt es einige Beispiele, in denen ein Einfluss des reifen Teils von
Proteinen auf den ER-Import beobachtet wurde. Dabei sind sowohl positive als auch negative
Regulatoren bekannt. Die Arbeitsgruppe um Zimmermann konnte zeigen, dass kleine
Vorlauferproteine teilweise in Abhangigkeit von ihrem reifen Teil importiert werden. Beispielweise ist
das Protein Prepromelittin aus der Honigbiene mit 70 Aminosauren recht klein und trdgt eine ER-
spezifische Signalsequenz. Aufgrund seiner Grofle wird es in einem in vitro Saugersystem
posttranslational transportiert. Es konnte gezeigt werden, dass in diesem Protein eine Kombination
aus einem hydrophoben Bereich am N-Terminus und einem vier Aminosduren langen, positiv
geladenen Bereich am C-Terminus den Import positiv beeinflusst (Miller und Zimmermann 1987). Die
Autoren stellen die These auf, dass diese beiden Bereiche wahrend des Importes miteinander
interagieren und so fiir eine erfolgreiche Translokation sorgen (Zimmermann et al. 1988).

Flr das Prionprotein konnte hingegen in einem cotranslationalen Transport beobachtet werden, dass
die N-terminalen Aminosauren des reifen Teils den Import negativ beeinflussen kdnnen. Wenn diese
eine positive Ladung aufwiesen und mit einer schwachen Signalsequenz kombiniert wurden, so war
BiP als zusatzlicher Faktor nétig, um einen Import zu erreichen (Ziska et al. 2019). Dies ist bei einem
cotranslationalen Transport normalerweise nicht der Fall.

Uberraschenderweise haben ausgewihlte Sekundirstrukturen einen negativen Effekt auf den ER-
Import. Dies ist insofern unerwartet, dass die Translokation in das ER vollstandig ungefaltet erfolgt.
Dennoch konnte gezeigt werden, dass lange Abschnitte aus B-Faltblattern den Transport durch den
Sec61-Kanal behindern oder sogar vollstdndig unterbinden (Gonsberg et al. 2017). Ein dhnliches
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Verhalten zeigte sich fiir Proteine mit intrinsisch ungeordneten Bereichen. Proteine, die diese Bereiche
aufwiesen, wurden nicht vollstandig importiert und noch wahrend des Importes durch die preemptive
quality control abgebaut (Miesbauer et al. 2009). Die ungeordneten Abschnitte scheinen daher einen
negativen Regulator der Translokation darzustellen. Allerdings ldsst sich der Einfluss der ungeordneten
Abschnitte durch das Einfligen von alpha-helicalen Strukturen wieder aufheben, die auf den
ungeordneten Bereich folgen (Dirndorfer et al. 2013).

Die bisherigen Erkenntnisse zeigen daher, dass der reife Teil von Proteinen nicht bedeutungslos fir
den ER-Import ist. Es konnte zunéachst fiir einzelne Proteine, in den letzten Jahren jedoch auch
konzeptuell, ein Einfluss nachgewiesen werden. Bislang konnten neben intrinsisch ungeordneten
Bereichen und langen Abschnitten aus B-Faltblattern jedoch keine weiteren Regulatoren fiir den ER-
Import im reifen Teil von Proteinen identifiziert werden.

Das peroxisomale Hefeprotein Pex8p besitzt keine Signalsequenz fiir einen ER-Import. Dennoch wird
diskutiert, ob es ein Substrat fir den ER-Import darstellt. Eine Studie von van der Zand et al. in
Saccharomyces cerevisiae legt nahe, dass das Protein Uber das ER in die Peroxisomen transportiert
wird (van der Zand et al. 2010). Es konnte gezeigt werden, dass bei einer Fluoreszenzmarkierung des
Proteins und des endoplasmatischen Retikulums beide Signale colokalisieren. ScPex8p muss sich daher
laut den Autoren zumindest voriibergehend im ER befinden. Andererseits legen die Ergebnisse von
Deckers et al. nahe, dass ScPex8p aus dem Cytosol ohne Umwege in die Peroxisomen gelangt. Es wird
postuliert, dass ScPex8p neben dem PTS1 Rezeptor Pex5p auch mit dem PTS2-Rezeptor Pex7p
interagiert und letztendlich proteasegeschiitzt vorliegt, woraus die Autoren schliefen, dass ScPex8p
direkt aus dem Cytosol in die Peroxisomen transportiert wird (Deckers et al. 2010). Allerdings wurde
in beiden Studien nicht untersucht, ob die sieben Glykosylierungsstellen des Proteins genutzt werden
kénnen, wodurch ein Import in das ER nachgewiesen werden kdnnte. Um diese Liicke zu schlieRen,
wurden in der Arbeitsgruppe Kalies in vitro Studien durchgefiihrt, in denen ScPex8p mit einer
Signalsequenz in das ER gebracht werden sollte (Ohms 2015). Bei diesen Versuchen fiel auf, dass das
Protein zwar glykosyliert wird, allerdings nicht alle Stellen genutzt werden. AuRerdem lag ScPex8p
nicht innerhalb des ER vor, was durch Versuche mit einer externen Protease gezeigt werden konnte.
Diese Ergebnisse sind dahingehend Uberraschend, dass die Signalsequenz gemal der Signalhypothese
ausreichend sein sollte, um ein beliebiges Protein vollstandig in das ER zu zwingen. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass es einen Bereich im reifen Teil des Proteins geben muss, der den vollstdandigen
Import des Proteins verhindert.



Einleitung

3.5 Fragestellung

Der sekretorische Weg stellt einen Dreh- und Angelpunkt des intra- und interzellularen Transportes
dar. Seine Eintrittspforte ist das endoplasmatische Retikulum. Daher ist es von hoher Relevanz, dass
nur Proteine des sekretorischen Weges in das ER importiert werden. Auslosend fiir den Import ist eine
ER-spezifische Signalsequenz, die das Protein zum ER dirigiert. Diese galt lange als hinreichend fir
einen Import in das ER, wahrend dem reifen Teil des Proteins keine Bedeutung fiir die Translokation
beigemessen wurde. Fiir das peroxisomale Protein ScPex8 mit vorgeschalteter Signalsequenz scheint
diese Annahme jedoch nicht zuzutreffen. Das Protein wird trotz einer angefligten Signalsequenz nicht
vollstandig glykosyliert und liegt nicht final im ER vor.

In Vorarbeiten wurde die Signalsequenz des Hefeproteins Prapro-a-Faktor in Kombination mit rauen
Membranen des Hundes verwendet, um einen Import von ScPex8 zu erreichen. Daher soll in dieser
Arbeit zunachst gepriift werden, ob die Signalsequenz des Saugerproteins Praprolaktin besser geeignet
ist, einen reguldren Import von Pex8 herbeizufiihren. Dazu wird das Protein mit der Signalsequenz von
Praprolaktin kombiniert und in einem zellfreien in vitro System der Import in das ER anhand von
stattfindenden Glykosylierungen, sowie anhand von Proteaseschutzassays untersucht. Sollte die
Signalsequenz von Praprolaktin ebenfalls nicht ausreichend sein, um einen reguldren Import in das ER
zu erreichen, wird untersucht, ob ScPex8 vollstandig in das ER importiert wird und ein anschlieBender
Export stattfindet oder nur ein unvollstandiger Import stattfindet. Des Weiteren wird der Versuch
unternommen, ein putatives Signal innerhalb des Proteins zu identifizierten, das einen Import negativ
beeinflusst. Dieses wiirde damit als Gegengewicht zur Signalsequenz dienen, die einen ER-Import
initiiert. Schlussendlich soll geklart werden, ob das Signal spezifisch fiir ScPex8 ist oder auch in anderen
Proteinen den Import in das ER behindert.
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4  Material und Methoden

4.1 Geradte

PCR-Cycler ,Biometra Trio”
Nanodrop 2000

Kihlzentrifuge 5415R
Kihlzentrifuge 5417R

Typhoon FLA 7000
Ultrazentrifuge Optima MAX-XP

4.2 Chemikalien
Aminosauremix ohne Methionin
Ampicillin Natriumsalz
Agarose

Bacto-Agar
Bromphenolblau
BSA

DNA Stain G

dNTPs

DTT

EDTA

Eisessig

Glucose

Glycin

Hefeextrakt

HEPES

Kaliumacetat
Magnesiumacetat
NaCl

Puromycin

PMSF

RNasin®

rNTPs

35S-Methionin

SDS

Tris-HCI

Trypton

4.3 Kits

NucleoSpin® Plasmid

NucleoSpin® Gel and PCR CleanUp
NucleoSpin® RNA CleanUp

Analytik Jena
Thermo Scientific
Eppendorf
Eppendorf

GE Healthcare
Beckman Coulter

Promega
Roth

Serva

BD

Roth

NEB

Serva
Roche
Promega
Roth
Merck
Merck
Biomol

BD

Sigma Aldrich
Roth
Merck
Roth
Biomol
AppliChem
Promega
Promega
Hartmann Analytic
Roth

Roth
Gibco

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
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4.4 Medien
LB-Agar

Material und Methoden

1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1 % NacCl; 2 % (w/v) Bacto-Agar

LB-Medium

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

4.5 Puffer und Losungen

Elektrophoresepuffer

25 mM Tris-HCl; 200 mM Glycin; 0,1 % SDS

Hochsalzpuffer

50 mM HEPES (pH 7,5); 860 mM Kaliumacetat; 3 mM Magnesiumacetat; 250 mM Sucrose

Hochsalzkissen

50 mM HEPES (pH 7,5); 500 mM Natriumacetat; 3 mM Magnesiumacetat; 500 mM Sucrose

Membranpuffer

50 mM HEPES (pH 7,6); 1 mM DTT; 250 mM Sucrose

SDS-Probenpuffer (2x)

120 mM Tris-HCI (pH 6,8); 4 % (w/v) SDS; 20 % (v/v) Glycerin; 100 mM DTT; Bromphenolblau

TAE-Puffer

40 mM Tris-HCI (pH 8,5); 1 mM EDTA; 0,114 % (v/v) Eisessig

10x Green FastDigest™-Puffer
5x HF-Puffer

5x Q5°® Reaction-Puffer

5x Rapid Ligation-Puffer

5x Transcription-Puffer

6x DNA Loading Dye

DNA Serva Stain G

4.6 Enzyme
FastDigest-Enzyme

KLD Enzyme-Mix

Q5® High Fidelity-Polymerase
S7-Phusion-Polymerase
T4-Polynukleotidkinase (PNK)
T4-DNA-Ligase
T7-RNA-Polymerase
Proteinase K

Thermo Scientific
Thermo Scientific
NEB

Thermo Scientific
Promega
Thermo Scientific
Serva

Thermo Scientific
NEB

NEB

MobiDiag
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Promega

Roche
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4.7 Biologisches Material
Retikulozytenlysat (Kaninchen), nukleasebehandelt Promega

Raue Membranen des Hundes Praparation AG Kalies
nach (Walter und Blobel 1983)

Chemokompetente E.coli; Stamm XL1blue Praparation AG Kalies
nach (Sambrook und Russell 2001)

4.8 Polymerasekettenreaktion

Fir die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) wurde ein Ansatz bestehend aus
1x HF-Puffer, jeweils 0,5 uM forward- und reverse-Primer, 10 ng Template-DNA, 0,5 mM je dNTP, 3 %
DTT und 0,02 U/ul Polymerase angesetzt, mit Wasser auf ein finales Volumen von 50 ul aufgefillt und
gemischt. Die Durchfiihrung der PCR erfolgte in einem dreischrittigen Programm und einer
anschlieRenden Abkihlung auf 4 °C. Dabei wurde die Temperatur zur Primerhybridisierung so gewahlt,
dass sie zwei Grad unter der vom Hersteller angegebenen Schmelztemperatur lag. Wenn die
Schmelztemperaturen sich innerhalb eines Primerpaars unterschieden, wurde die geringere
Temperatur als Anhaltspunkt verwendet. Angaben zu den Primern finden sich im Anhang unter Absatz
10.2. Die Dauer des Elongationsschrittes wurde gemalR Herstellerangaben an die Lange des
Zielfragmentes angepasst. Die DNA-Fragmente wurden mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean Up Kit
nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

4.9 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau erfolgte in allen Fallen unter Verwendung von FastDigest-Enzymen und dem
dazugehorigen 10x Green FastDigest™-Puffer, welcher dem Ansatz bis auf eine einfache
Endkonzentration zugesetzt wurde. Es wurde 1 FDU (fast digest unit) Enzym (praparativer Verdau)
oder 0,5 FDU Enzym (analytischer Verdau) zu 500 ng DNA gegeben und die Restriktion bei 37 °C fir
20 min durchgefiihrt. Die Vollstandigkeit des Verdaus wurde mit einem Agarosegel Gberprift und die
DNA-Fragmente mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean Up Kit nach Angaben des Herstellers
aufgereinigt.

4.10 Phosphorylierung, Ligation und Transformation

Um die Enden der DNA-Fragmente zu phosphorylieren, wurde zu 300 ng des jeweiligen Fragments
1,5 ul ATP (10 mM), 3 ul 5x Rapid Ligation-Puffer und 1 pl PNK gegeben und das Volumen des Ansatzes
auf 15 pl gebracht. Die Phosphorylierung erfolgte bei 37 °C fir 30 min. Dieser Prozess wurde
anschlieRend fiir 10 min bei 72 °C terminiert und der Ansatz auf Raumtemperatur abgekuhlt. Fir die
Ligation wurden 1 pl T4-DNA-Ligase, 1 ul 5x Rapid Ligation-Puffer und die beiden Fragmente im
Verhiltnis 1:1 eingesetzt, das Volumen auf 20 pl gebracht und gemischt. Die Ligation erfolgte fir
20 min bei Raumtemperatur. In einigen Fdllen wurde der KLD Enzyme-Mix verwendet, der
Phosphorylierung und Ligation in einem Schritt erlaubt. Die Durchfihrung fand gemaR
Herstellerangaben statt.

Es erfolgte eine Transformation der Vektoren in E.coli vom Stamm XL1blue. Dafir wurden 100 pl
chemokompetente Zellen auf Eis aufgetaut und anschlieBend mit 10 pl Ligationsansatz versetzt. Der
Ansatz wurde fiir 5-20 min auf Eis inkubiert, flir 1 min bei 42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt und fiir
5 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Zugabe von 1 ml LB-Medium und der Ansatz wurde
fir 1 h bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Es wurde auf LB-Platten mit Ampicillin (100 pg/ml)
ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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4.11 DNA-Praparation

Es wurden 10 ml flissiges LB-Medium bis zu einer Endkonzentration von 100 pug/ml mit Ampicillin
versetzt und mit einer Einzelkolonie angeimpft. AnschlieBend wurde die Kultur Gber Nacht bei 37 °C
geschittelt, 6 ml abgenommen und durch Zentrifugation geerntet. Die DNA-Isolation erfolgte gemal
den Anweisungen des NucleoSpin® Plasmid Kits, dabei wurde ein zuséatzlicher Waschschritt
durchgefiihrt. Es wurde mit 50 pl Elutionspuffer eluiert und die Konzentration mittels eines Nanodrop
unter Verwendung vom 2 pl Probe bestimmt. Angaben zu den erstellten und verwendeten Plasmiden
finden sich im Anhang unter dem Abschnitt 10.3.

4.12 In vitro Transkription

In einer in vitro Transkription wurde die DNA in mRNA umgeschrieben. Dazu wurden in einem Ansatz
1 ug DNA, 30 U T7-Polymerase, 0,5 mM rNTPs, 1x Transcription-Puffer, 10 mM DTT, 0,2 mg/ml| BSA
und 100 U RNasin gemischt und fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte eine Zugabe von 0,25 mM
rNTPs und 15 U T7-Polymerase und eine Inkubation fiir weitere 2 h bei 37 °C. Die RNA wurde mittels
des NucleoSpin® RNA CleanUp Kits gereinigt, die Reinigung mittels eines Agarosegels liberprift und
die RNA aliquotiert bei -80 °C eingefroren.

4.13 Agarosegeelektrophorese

Fir ein Gel wurden 30 ml einer Agaroselésung (1 %; w/v) in 1x TAE-Puffer verwendet. Zuséatzlich wurde
der DNA-Farbstoff Stain G im Verhaltnis 1:10000 (v/v) zugegeben. Die Proben wurden bis zu einer
einfachen Konzentration mit 6x DNA Loading Dye versetzt. Eine Ausnahme hiervon bildeten Proben
aus einem Restriktionsverdau, da der verwendete FastDigest™-Puffer bereits einen Farbstoff enthalt.
Die DNA-Fragmente wurden auf das gehéartete Gel geladen und in einer Elektrophoresekammer mit 1x
TAE-Puffer bei 90 V fiir 20 min aufgetrennt. Die Analyse erfolgte unter UV-Licht.

4.14 In vitro Translation und Translokation

Fir die in vitro Translation und Translokation wurde zundchst das Retikulozytenlysat in einer
Kihlzentrifuge 5417R bei 14000 rpm bei 4 °C fiir 10 min zentrifugiert, um die endogenen Membranen
zu entfernen, und nur mit dem Uberstand weitergearbeitet. Es wurde ein Ansatz pipettiert, der die
geeignete Menge mRNA (0,5-1,5 ul), sowie die ebenfalls ermittelte Menge raue Membranen des
Hundes (0,4-0,6 eq) enthielt. AuBerdem erfolgte eine Zugabe von 7 ul Retikulozytenlysat, 20 uM (je
Aminosiure) Aminosiduremix ohne Methionin und 0,185 MBq ¥S-Methionin. Der Ansatz wurde mit
Wasser auf 10 ul aufgefillt. Die Translation und Translokation wurden bei 25°C fiir 45 min
durchgefihrt.

4.15 NYT-Behandlung

Die Behandlung mit dem Tripeptid NYT diente zur Sicherung der Gykosylierungsergebnisse. Bei Zugabe
des Peptides sollte dieses bevorzugt glykosyliert und daher die Glykosylierung des Zielproteins
unterbunden werden. Dafiir wurde die Durchfiihrung der in vitro Translation und Translokation
insofern abgewandelt, dass dem Ansatz vor der Inkubation bis zu einer Endkonzentration von 10 mM
NYT zugegeben wurde, um auftretende Glykosylierungen zu verdrangen. Die Durchflihrung der in vitro
Translokation blieb ansonsten unverandert.
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4.16 Proteinase K-Behandlung

Mit der Behandlung der Proben mit Proteinase K (PK) wurde Uberpriift, ob Proteine in einem
membranumschlossenen Raum vorliegen. Sie wurde direkt an die in vitro Translation und
Translokation angeschlossen. Daflir wurde der Ansatz halbiert und zu jeweils 5 pl Ansatz entweder 5 pl
Proteasepuffer oder 4 ul Proteasepuffer und 1 ul Proteinase K (100 pg/ml Endkonzentration) gegeben
und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Behandlung wurde durch Zugabe von 1 pl gesattigtem PMSF und
5 min Inkubation auf Eis gehemmt.

4.17 Sedimentation unter Hochsalzbedingungen

Die Sedimentation mittels Ultrazentrifugation fand direkt im Anschluss an eine in vitro Translokation
statt. Es wurde 1 pl Probe entnommen (Fraktion ,Ausgang”) und der verbleibende Reaktionsansatz mit
10 ul Hochsalzpuffer versetzt. AnschlieBend wurde in geeigneten ReaktionsgefalRen 50 ul Hochsalz-
kissen (0,5 M Sucrose) vorgelegt und vorsichtig mit dem Translokationsansatz tiberschichtet. Es wurde
flir 16 min bei 55000 rpm und 4 °C in der Ultrazentrifuge mit dem Rotor TLA55 zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, mittels Ammoniumsulfatféllung reduziert und das Pellet in 2x SDS-
Probenpuffer gel6st.

4.18 Ammoniumsulfatfallung

Einige Proben wurden mittels einer Ammoniumsulfatfallung aufkonzentriert und gereinigt. Diese
Fallung eliminiert sowohl Biomolekiile, die keine Proteine sind, als auch kleine Proteine. Dies ist
insbesondere von Bedeutung, da in dem verwendeten Retikulozytenlysat Globin in hohen
Konzentrationen vorliegt. Die vorbehandelten Proben wurden hierzu bis zu einer Endkonzentration
von 70 % mit gesattigtem Ammoniumsulfat versetzt. Bei Proben, die eine Proteinase K Behandlung
durchlaufen hatten, wurde auBerdem gesattigtes PMSF bis zu einer Endkonzentration von 1%
zugegeben. Es erfolgte eine 10-mindtige Fallung auf Eis, gefolgt von 10 min Zentrifugation in der
Kihlzentrifuge 5415R bei 4 °C und 16000 rpm. Im Anschluss wurde der Uberstand abgenommen und
verworfen, das Pellet getrocknet und schliefRlich in 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen.

4.19 SDS-Gelelektrophorese

Die Proben wurden fir die SDS-Gelelektrophorese mit SDS-Probenpuffer bis zu einer einfachen
Konzentration versetzt und fiir 10 min bei 60 °C inkubiert. Bei einer erfolgten PK-Behandlung wurde
zusatzlich gesattigtes PMSF bis zu einer Endkonzentration von 1 % in den Ansatz gegeben. Fir die
Gelelektrophorese wurden Gele mit 8-15 % oder 15 % Acrylamid verwendet. In einem Lauf bei 45 mA
flr etwa 2 h in einer Kammer mit 1x Elektrophoresepuffer wurden die Proteine aufgetrennt. Im
Anschluss wurde das Gel fir 15 min in 15 % Essigsdure fixiert und zweimal 10 min mit Wasser
gewaschen. Das Gel wurde bei 65 °C getrocknet und die Signale nach 72 h mittels des Phosphoimagers
und dazugehoriger Software (Version 1.3.0; GE Healthcare) ausgelesen. Die Auswertung der Signale
und der dazugehorigen Intensitdten erfolgte mithilfe des Programmes , Image Quant TL“ (Version 8.1;
GE Healthcare).

4.20 Tools zur Vorhersage von Sekundarstrukturen
Phyre2 unter ,http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index” (Kelley et al. 2015);
abgerufen am 13.01.2023

Scratch unter ,https://scratch.proteomics.ics.uci.edu” (Cheng et al. 2005); abgerufen am 13.01.2023
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5 Ergebnisse

Der zielgerichtete Transport von Proteinen innerhalb von eukaryotischen Zellen ist ein
Schliisselprozess fiir das Uberleben des Organismus. Daher tragen viele Proteine spezifische
Signalsequenzen, die einen Transport in ihre Zielorganellen ermoglichen. Dies gilt auch fiir Proteine,
die in das endoplasmatische Retikulum importiert werden sollen. Ein korrektes Targeting von
Proteinen zum ER ist dabei von besonderer Relevanz, da von dort aus eine weitere Verteilung vieler
Proteine stattfindet. Dementsprechend werden sowohl der Import in das ER, als auch die folgenden
Faltungs- und Modifikationsschritte engmaschig liberwacht und fehlgeleitete, fehlgefaltete oder
unvollstdandig modifizierte Proteine abgebaut.

Das Tragen einer ER-spezifischen Signalsequenz ist die erste Voraussetzung fiir den Eintritt in das
Lumen des ER und damit in den Verteilungsprozess. Es wurde lange davon ausgegangen, dass die
Signalsequenz zwingend zu einem Import fihrt und der reife Teil des Proteins erst wieder im Lumen
eine Rolle spielt. Neuere Erkenntnisse legen jedoch nahe, dass schon wahrend des Importes der reife
Teil des Proteins evaluiert wird und gegebenenfalls Schritte eingeleitet werden, um eine Translokation
zu verhindern. Bislang konnten intrinsisch ungeordnete Bereiche als Signalgeber fiir einen
verminderten Import identifiziert werden. Ob es noch weitere Sequenz- oder Strukturmotive gibt, die
den Import in das ER positiv oder negativ beeinflussen, bleibt hingegen offen.

5.1 ssPex8 wird vermutlich nicht vollstandig in das ER importiert

Das Importverhalten des Proteins ScPex8p wurde in der Arbeitsgruppe Kalies schon zuvor analysiert.
Dafiir wurde ein zellfreies in vitro System aus Retikulozytenlysat und rauen Membranen des Hundes
verwendet. Die Daten konnten zeigen, dass das peroxisomale Protein ScPex8p bei Vorschaltung der
Signalsequenz des Prapro-a-Faktors nur teilweise in das ER importiert wird (Ohms 2015). Trotz sieben
vorliegender Glykosylierungsstellen wurden nicht alle Stellen genutzt und das Protein lag nicht final im
ER vor. Dies ist dahingehend Uberraschend, dass gemaR der Signalhypothese von Blobel und
Dobberstein (Blobel und Dobberstein 1975) das Vorschalten einer Signalsequenz eigentlich
ausreichend sein sollte, um ein beliebiges Protein in das ER zu dirigieren. Allerdings wurden in den
Versuchen von Ohms raue Membranen des Saugers verwendet, wohingegen der Prapro-a-Faktor und
damit seine Signalsequenz aus Hefe stammen. Mdoglicherweise ist der unvollstandige Import auf eine
Inkompatibilitdt zwischen beiden Importsystemen zurtickzufiihren. Daher ware zu erwarten, dass die
Signalsequenz eines Saugerproteins eher geeignet ist, um einen vollstandigen Import von ScPex8p (im
Folgenden nur als Pex8 bezeichnet) zu erreichen.

Es soll zundchst untersucht werden, ob beim Vorschalten der Signalsequenz des Saugerproteins
Praprolaktin eine Nutzung aller Glykosylierungsstellen erfolgt. Es wurde die Signalsequenz von
Praprolaktin verwendet, da diese Sequenz effizient mit dem SRP interagiert und eine sehr feste
Bindung zwischen Ribosom und Translokon erzeugt (Jungnickel und Rapoport 1995). Die Signalsequenz
von Praprolaktin umfasst mit dem Startmethionin 30 Aminosauren. Zusatzlich wurden weitere sechs
Aminosauren aus Praprolaktin (Spacer) vor dem reifen Teil von Pex8 eingefligt, um eine ungehinderte
Prozessierung zu ermoglichen. Pex8 wurde letztendlich um 36 Aminosduren verlangert, womit sich
eine Gesamtgrofle von 71,8 kDa ergibt. Das entstandene Fusionsprotein wird im Folgenden als ssPex8
bezeichnet. Alle Nummerierungen der Aminosduren von ssPex8, die in dieser Arbeit verwendet
werden, beziehen sich auf das Volllangenprotein mit Signalsequenz und Spacer. Als Kontrollen werden
der Prapro-a-Faktor aus Saccharomyces cerevisiae und Praprolaktin aus Bos taurus verwendet. Der
Prapro-a-Faktor wurde als Kontrolle gewahlt, da er zuverldssig sowohl prozessiert als auch glykosyliert
wird. Das Protein besitzt drei Glykosylierungsstellen und ist mit Signalsequenz 19,8 kDa groR. Mit
Praprolaktin wurde ein 25,8 kDa groRRes Saugerprotein als zweite Importkontrolle gewahlt, das nur
prozessiert wird, da es keine Glykosylierungsstelle besitzt. Aus Praprolaktin stammt die fir ssPex8
verwendete Signalsequenz. Alle verwendeten Proteine sind in Abbildung 3 gezeigt.
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Abbildung 3: MaRstabsgetreue Darstellung von ssPex8 und den verwendeten Kontrollen. Gezeigt ist ssPex8,
sowie Praprolaktin und Prapro-a-Faktor mit den jeweiligen Signalsequenzen. Pex8 ist in griin dargestellt,
Praprolaktin in blau und der Prapro-a-Faktor in rot. Die Signalsequenzen sind jeweils dunkler gefarbt als der reife
Teil. Glykosylierungsstellen sind durch Y dargestellt. Der Mal3stab ist unten links gezeigt; AS = Aminosduren.

Es sollte analysiert werden, ob Pex8 mit der Signalsequenz von Praprolaktin (ssPex8) vollstdandig
glykosyliert wird. Um den Import zu untersuchen, wurde ein zellfreies in vitro System verwendet, das
das Retikulozytenlysat aus Kaninchen in Kombination mit rauen Membranen des Hundes nutzt. Diese
Membranen bestehen in erster Linie aus dem rauen endoplasmatischen Retikulum. Die Membranen
und das Retikulozytenlysat wurden mit der mRNA der Proteine, einem Aminosauremix ohne Methionin
und ¥S-Methionin kombiniert. AuBerdem wurden Ansitze ohne raue Membranen prapariert, die
stattdessen Membranpuffer enthielten. Vor der Translation wurden die Proben halbiert und die Halfte
der Proben mit einem Tripeptid aus Asparagin-Tyrosin-Threonin (NYT) gemischt, das als
Glykosylierungskompetitor wirkt. Die Translation wurde 45 Minuten bei 25 °C durchgefiihrt. In
Anwesenheit von rauen Membranen kann zusatzlich eine Translokation in das ER stattfinden. Es
wurden 10 % jedes Ansatzes in SDS-Probenpuffer bei 60 °C fiir 10 Minuten denaturiert und in einer 8-
15% SDS-PAGE bei 45 mA etwa zwei Stunden aufgetrennt. Die Gele wurden mit 15% Essigsdure fixiert,
gewaschen und getrocknet. AnschlieBend wurden die radioaktiven Signale am Phosphoimager
detektiert. Das Ergebnis der Untersuchung ist in Abbildung 4 zu sehen.

H,0 Prapro-a-Faktor Pex8 ssPex8 Praprolaktin
RM - - + - -+ + - -+ 4+ - - 4+ + - - 4+ +
NYT - + - + - + - + - 4+ - 4+ - + - + - + - +
95 kDa -
72 kDa -
55 kDa - S oomoe s _-"-#-#
43 kDa -
34 kDa -

o -—
26 kDa -
i —= T el

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Abbildung 4: ssPex8 wird vermutlich nicht vollstindig in das ER importiert. Die in vitro Translation der Proteine
wurde bei 25°C fiir 45 min durchgefiihrt, zur Markierung wurde 3°S-Methionin verwendet. In der Hélfte der Fille
wurden auBerdem raue Membranen des Hundes (RM) zugegeben, um eine Translokation zu ermdglichen. Um
mogliche Glykosylierungen zu Uberprifen, wurde aulRerdem bei der Hélfte der Ansatze das Tripeptid NYT in den
Translationsansatz gegeben. Im Anschluss wurden die Proteine in einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die
Signale mittels des Phosphoimagers aufgenommen. Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet,
Prozessierungsbanden mit #.
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Das Protein ssPex8 (Spur 13-16) wird bei Zugabe von rauen Membranen des Hundes sowohl
glykosyliert als auch prozessiert (Spur 15). Die glykosylierte Form lduft dabei etwas héher und die
prozessierte Form etwas tiefer als die Bande des unmodifizierten Proteins. Mittels Zugabe des
Tripeptides NYT kann gesichert werden, dass es sich bei der héheren Bande tatsachlich um eine
Glykosylierung handelt (Spur 16), da die Bande oberhalb des unmodifizierten Signals nicht mehr zu
sehen ist. Pex8 hat sieben potentielle Glykosylierungsstellen, wobei jede Glykosylierung das
Molekulargewicht eines Proteins um etwa 2,5 kDa erhoht. Bei einer vollstandigen Glykosylierung von
ssPex8 ware daher eine VergroRerung um etwa 17,5 kDa zu erwarten. Der Abstand zwischen der Bande
des unmodifizierten Proteins und der Glykosylierungsbande ist jedoch erheblich geringer (Spur 15).
Daraus lasst sich schlieBen, dass ssPex8 nicht vollstandig glykosyliert wird. AuBerdem ist es
ungewohnlich, dass ohne Zugabe des Tripeptides NYT eine deutliche Prozessierungsbande sichtbar ist
(Spur 15). Diese lasst vermuten, dass ein Teil des Proteins importiert und ausschlielich prozessiert
wird, ohne dass eine Glykosylierung stattfindet. Des Weiteren muss bericksichtigt werden, dass eine
Prozessierung der Signalsequenz von Praprolaktin das Molekulargewicht des Proteins um etwa 3 kDa
verringert. Es ist daher durchaus moglich, dass sich die GroBenveranderungen durch Prozessierung
und Glykosylierung ausgleichen. Bei der oberhalb sichtbaren Glykosylierungsbande kdnnte es sich
entweder um eine doppelt glykosylierte und prozessierte Form oder eine einfach glykosylierte, nicht
prozessierte Form handeln. Bei Zugabe des Tripeptides NYT wird die Prozessierungsbande intensiver
als es durch das Eingehen des Signals der sichtbaren Glykosylierungsbande zu erwarten ware (Spur 16).
Dies deutet darauf hin, dass ein Teil des Proteins einfach glykosyliert und prozessiert wurde und daher
etwa die GroRe des unmodifizierten Proteins hat. Durch die Verhinderung der Glykosylierung geht
dieser Teil in die ausschlieflich prozessierte Form ein, was die Prozessierungsbande zusétzlich
deutlicher werden ldsst. Zusammengenommen deutet das Bandenmuster auf eine einfache oder
doppelte Glykosylierung von ssPex8 hin. Das Protein wird also nicht vollstandig glykosyliert.

Pex8 diente als Negativkontrolle und die Betrachtung der zugehdrigen Spuren zeigt keinen Hinweis auf
eine Modifikation und damit auf einen Import des Proteins (Spur 9-12). Die beiden Positivkontrollen
Prapro-a-Faktor und Praprolaktin werden hingegen in das ER importiert. Dies zeigt sich fur den Prapro-
a-Faktor anhand der Glykosylierungen (Spur 7) und der Prozessierung (Spur 8). Fiir Praprolaktin wird
eine Prozessierungsbande sichtbar (Spur 19). Auf die Prozessierung hat die Zugabe des Tripeptides
keine Wirkung. Dies wird durch das unverdnderte Bandenmuster in Spur 20 ersichtlich.

Es wurde deutlich, dass Pex8 auch durch das Vorschalten der Signalsequenz von Praprolaktin nur
teilweise in das ER gelangt und dort vermutlich eine oder zwei der vorhandenen Glykosylierungsstellen
genutzt wird oder werden. Es gibt flir dieses Verhalten zwei mogliche Erklarungen. Einerseits ware es
moglich, dass ssPex8 nicht vollstandig importiert wird und daher nicht alle Stellen in das ER gelangen,
was ihre Glykosylierung verhindert. Andererseits konnte das Protein vollstandig importiert werden und
die Glykosylierungsstellen aus unbekannten Griinden nicht genutzt werden. Im zweiten Fall sollte das
Protein vollstandig im ER vorliegen und damit vor einer externen Protease geschiitzt sein.

Um zu ermitteln, welche von beiden Varianten zutreffend ist, wurde erneut Retikulozytenlysat mit der
mRNA der Proteine, Aminosiduremix ohne Methionin, 3S-Methionin und rauen Membranen des
Hundes kombiniert. Es wurden aullerdem Ansatze ohne raue Membranen erstellt, welche als Kontrolle
dienten, dass die Proteine grundsatzlich durch die verwendete Protease verdaut werden kénnen. Es
wurde eine in vitro Translation fiir 45 Minuten bei 25 °C durchgefiihrt. In den Ansatzen mit rauen
Membranen konnte zusdtzlich eine Translokation in das ER stattfinden. Nach der
Translation/Translokation wurden die Ansatze aufgeteilt und der einen Halfte Proteinase K bis zu einer
Endkonzentration von 100 pg/ul zugegeben. Der Verdau erfolgte fiir 30 Minuten auf Eis und wurde mit
gesattigtem PMSF abgestoppt. Die Proteine wurden denaturiert und in einer 8-15% SDS-PAGE
aufgetrennt. Das Gel wurde fixiert, gewaschen und getrocknet. Im Anschluss wurden die radioaktiven
Signale mittels Phosphoimaging detektiert und analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 5 zu sehen.
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Abbildung 5: Der ER-Import von ssPex8 ist unvollstindig. Die in vitro Translation der Proteine wurde bei 25°C
fir 45 min durchgefiihrt, zur Markierung wurde 3°S-Methionin verwendet. In der Hilfte der Fille wurden
auBerdem raue Membranen des Hundes (RM) zugegeben, um eine Translokation zu ermoglichen. Um den
Proteaseschutz zu tberprifen, wurde auBerdem in der Halfte der Ansitze die Proteinase K (PK) bis zu einer
Endkonzentration von 100 pug/ml in den Translationsansatz gegeben. Im Anschluss wurden die Proteine in einer
8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die Signale mittels des Phosphoimagers aufgenommen. Glykosylierungs-
banden sind mit * gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit #.

Die Betrachtung der Spuren zu ssPex8 zeigt zunachst, dass das Protein wie im vorherigen Versuch
glykosyliert wird (Spur 15). Dies lasst erneut darauf schlieBen, dass es zumindest teilweise importiert
wird. Dennoch werden keine geschitzten Banden auf Hohe des glykosylierten Proteins sichtbar (Spur
16). Es zeigen sich jedoch drei kleinere Banden zwischen 30 kDa und 40 kDa, die aus dem Verdau zu
stammen scheinen. Dennoch kann man hier nicht von einem Schutz in einem membranumhillten
Raum ausgehen, da die Banden sich sowohl mit als auch ohne Membranzugabe zeigen (Spur 14 und
Spur 16). Zusétzlich sind sie auch fiir die Negativkontrolle in Form von Pex8 zu beobachten (Spur 10
und Spur 12), was weiterhin dafir spricht, dass es sich um fiir die Protease nicht zugdngliche Bereiche
innerhalb des Proteins handelt. Aus der Abbildung ergeben sich daher keine Hinweise auf einen
vollstéandigen Import von ssPex8.

Pex8 diente erneut als Negativkontrolle, da das Protein nicht importiert wird und daher nicht geschiitzt
vorliegen kann. Dementsprechend zeigen sich keine Glykosylierungs- oder Prozessierungsbanden
(Spur 11). Die Banden oberhalb der unmodifizierten Proteinbanden sind hier Background- und keine
Glykosylierungsbanden, da sie sich sowohl mit als auch ohne raue Membranen ergeben. Bei
Behandlung mit der Proteinase sind fiir Pex8 die schon bei ssPex8 beobachteten Abbaubanden zu
sehen (Spur 12). Da sie sich jedoch erneut mit und ohne raue Membranen ergeben, stammen sie
vermutlich aus Bereichen des Proteins, die nicht zugénglich fir die Protease sind. Es kann daher
geschlussfolgert werden, dass sich Pex8 nicht innerhalb des ER befindet. Der a-Faktor liegt nach einem
erfolgten Import geschiitzt im ER vor. Mehrere Glykosylierungsbanden zeigen einen Import in das ER
(Spur 7). Bei Zugabe von Proteinase K ist nur die unmodifizierte Variante fiir die Proteinase zugénglich,
daher sind die dazugehorigen Banden nicht mehr zu sehen. Fir die glykosylierten Formen ergibt sich
durch den ER-Import ein Schutz, weshalb die entsprechenden Banden nach wie vor sichtbar sind (Spur
8). Prolaktin wird ebenfalls importiert (Spur 19). Auch in diesem Fall befindet sich die prozessierte Form
innerhalb des ER, weshalb bei Zugabe der PK die dazugehérige Bande weiterhin sichtbar ist (Spur 20).

Der Versuch zeigt, dass ssPex8 nicht geschitzt innerhalb des ER vorliegt. Daher lasst sich vermuten,
dass auch die unvollstdandige Nutzung der Glykosylierungsstellen darauf zuriickzufihren ist, dass
ssPex8 nicht vollstandig importiert wird. Es kann geschlussfolgert werden, dass auch die Signalsequenz
eines Sdugerproteins nicht hinreichend fir einen vollstandigen Import von Pex8 in das ER ist. Dies ist
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insofern liberraschend, als die Signalsequenz durchaus fiir einen anfanglichen Import von ssPex8 in
das ER sorgt. Daher scheint ein Signal im reifen Teil von Pex8 vorzuliegen, das einen finalen Import von
ssPex8 in das ER verhindert.

5.2 Die ersten beiden Glykosylierungsstellen von Pex8 werden genutzt

Pex8 besitzt sieben potentielle Glykosylierungsstellen (siehe Abbildung 6). Die bisherigen Ergebnisse
zeigen jedoch, dass ssPex8 vermutlich nur teilweise in das ER importiert wird und nicht alle sieben
Glykosylierungsstellen genutzt werden. Anhand des GréRenunterschiedes zum unmodifizierten
Protein kann vermutet werden, dass das Protein entweder einfach oder doppelt glykosyliert wird. Es
sollte daher mit den folgenden Versuchen aufgeklart werden, ob es sich um eine einfache oder
doppelte Glykosylierung handelt und welche der sieben Glykosylierungsstellen genutzt wird oder
werden.

142 173 203 219/222 336 403
1]

- Pex8

20 AS

Abbildung 6: MaBstabsgetreue Darstellung von ssPex8 unter Beriicksichtigung der Glykosylierungsstellen.
Gezeigt ist ssPex8 in griin mit den sieben Glykosylierungsstellen des Proteins. Diese sind mit Y gekennzeichnet
und gemal der Glykosylierungsposition nummeriert. Die Signalsequenz und zusatzliche sechs Aminosauren aus
Praprolaktin sind in blau zu sehen, wobei die Signalsequenz dunkelblau und der Spacer hellblau eingefarbt ist.
Der MaRstab ist unten links gezeigt; AS = Aminosauren.

Es wurden Varianten von ssPex8 erstellt, in denen jeweils eine der Glykosylierungsstellen fehlt, um zu
Uberprifen, ob sich eine Verdnderung des Glykosylierungsverhaltens ergibt. Dies wurde erreicht,
indem jeweils das Asparagin (N) der jeweiligen Stelle durch eine Asparaginsadure (D) ersetzt und damit
das Glykosylierungsmotiv zerstort wurde. Die vierte und flinfte Glykosylierungsstelle (Position 219 und
222) liegen direkt hintereinander, daher wird vermutlich ohnehin immer nur eine der beiden Stellen
glykosyliert (Gavel und Heijne 1990). Diese beiden Stellen wurden deshalb nur in Kombination
verindert. Die mRNA der Varianten wurde mit Retikulozytenlysat, Aminosduremix, 3°S-Methionin und
entweder mit rauen Membranen oder Membranpuffer kombiniert. Die Ansdtze wurden mit dem
Tripeptid NYT behandelt und eine Translation mit moglichem Transport durchgefiihrt. Anschliefend
wurden die Proteine in einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt. Die radioaktiven Signale wurden mittels
Phosphoimaging detektiert und analysiert. Das Ergebnis des Versuches ist in Abbildung 7 gezeigt.
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Abbildung 7: Die Deletion der ersten und zweiten Glykosylierungsstelle hat eine Auswirkung auf das
Glykosylierungsverhalten von ssPex8. Die in vitro Translation der Proteine wurde bei 25°C fiir 45 min
durchgefiihrt, zur Markierung wurde 3°S-Methionin verwendet. In der Hilfte der Fille wurden auRerdem raue
Membranen des Hundes (RM) zugegeben, um eine Translokation zu ermdéglichen. Um mogliche Glykosylierungen
zu Uberprifen, wurde auBerdem fiir einen Teil der Ansdtze das Tripeptid NYT in den Translationsansatz gegeben.
Im Anschluss wurden die Proteine in einem 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die Signale mittels des
Phosphoimagers aufgenommen. Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit
#.

Die Variante von ssPex8, in der die erste Glykosylierungsstelle fehlt (N142D), wird bei Zugabe von
rauen Membranen nicht sichtbar glykosyliert (Spur 5). Bei zusatzlicher Zugabe von NYT wird eine
Prozessierungsbande sichtbar (Spur 6). Dies lasst vermuten, dass sich die GroRenverdnderungen
beider Modifikationen gegenseitig aufgehoben haben. Daher zeigt sich die Prozessierung nur, wenn
die Glykosylierung durch Zugabe des Tripeptides unterbunden wird. Auf Hohe der fiir ssPex8
sichtbaren Glykosylierungsbande (siehe Abbildung 4) lasst sich hingegen keine Bande beobachten. Dies
spricht dafiir, dass ssPex8N142D ausschlieBlich einfach glykosyliert wird. Ein dhnliches Bild ergibt sich
fiir die Variante ohne die zweite Glykosylierungsstelle (N173D). Die Prozessierung ist in diesem Fall
jedoch auch ohne Zugabe des Tripeptides NYT sichtbar. Sie wird bei Zugabe des Tripeptides NYT
intensiver, was wiederum fiir eine einfache Glykosylierung spricht, die aufgrund der gleichzeitigen
Prozessierung im Gel nicht sichtbar wird.

Im Unterschied zu ssPex8N142D und ssPex8N173D ist fiir die anderen vier Varianten eine
Glykosylierungsbande oberhalb zu beobachten (Spur 11, Spur 14, Spur 17, Spur 20). Diese befindet sich
etwa auf Hohe der zuvor schon fir ssPex8 beobachteten Bande (siehe Abbildung 4). Dartiber hinaus
ist auch fur diese Proteine bei Zugabe des Tripetides NYT eine Intensivierung der Prozessierungsbande
zu beobachten (Spur 12, Spur 15, Spur 18, Spur 21). Die Intensivierung ist dabei ausgepragter, als durch
das alleinige Eingehen der sichtbaren Glykosylierungsbande zu erwarten ware. Daher lasst sich
vermuten, dass fur diese Proteine ebenfalls eine einfache Glykosylierung vorliegt. Diese wird durch die
Prozessierung maskiert, weshalb sie im Gel nicht zu sehen ist und geht bei Zugabe des Tripeptides in
die Prozessierungsbande Uber. AuBerdem gibt die Tatsache, dass die Deletion zweier Stellen das
Glykosylierungsmuster verandert, einen Hinweis darauf, dass es sich bei der sichtbaren
Glykosylierungsbande um eine doppelte Glykosylierung handeln kdnnte.

Der Prapro-a-Faktor wurde als Positivkontrolle mitgefiihrt. Dieser wird in das ER importiert und daher
bei Zugabe von rauen Membranen glykosyliert und prozessiert (Spur 2). In Spur 3 wird die prozessierte
Form des Proteins deutlich sichtbar, da sie aufgrund der Verdrangung der Glykosylierungen starker zur
Geltung kommt.
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Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass die Entfernung der ersten beiden Glykosylierungsstellen an
den Positionen 142 und 173 zur Folge hat, dass fiir ssPex8 keine Glykosylierungsbande mehr zu sehen
ist. Es findet bei diesen Proteinen vermutlich nur eine einfache Glykosylierung statt, die aufgrund einer
gleichzeitigen Prozessierung im Gel nur indirekt sichtbar ist. Flr die Proteine, bei denen jeweils eine
der fiinf C-terminalen Stellen nicht vorhanden war, ldsst sich hingegen eine sichtbare
Glykosylierungsbande erkennen. Vermutlich werden hier bei einem Import die Glykosylierungsstellen
an den Positionen 142 und 173 genutzt, wodurch sich eine doppelte Glykosylierung ergibt.

Um diese Hypothese zu stiitzen, wurde eine weitere Versuchsreihe durchgefiihrt, in der die beiden
ersten Stellen gesondert betrachtet wurden. Es wurde dafiir eine Variante von ssPex8 kloniert, die
ausschlieBlich die beiden ersten Stellen in Kombination tragt (ssPex80G+G142+G173). Die
Verwendung aller anderen Stellen wurden durch einen Aminosaureaustausch von Asparagin (N) zu
Asparaginsaure (D) ausgeschlossen. AuRerdem wurden Proteine verwendet, in denen nur noch die
erste (ssPex80G+G142) bzw. nur noch die zweite (ssPex80G+G173) Glykosylierungsstelle zur
Verfligung standen. Die Proteine sind in Abbildung 8 dargestellit.

-

ssPex80G+G142+G173
- Pex8
ssPex80G+G142
=
30AS ssPex80G+G173

Abbildung 8: MaRstabsgetreue Darstellung von drei ssPex8-Varianten mit der ersten und/oder der zweiten
Glykosylierungsstelle. Gezeigt sind drei verschiedene Varianten von ssPex8 in griin mit den jeweils vorhandenen
Glykosylierungsstellen. Diese sind mit Y gekennzeichnet und nach der Glykosylierungsposition nummeriert. Die
Signalsequenz und zusatzliche sechs Aminosduren aus Praprolaktin sind in blau zu sehen, wobei die
Signalsequenz dunkelblau und der Spacer hellblau eingefarbt ist. Der Malistab ist unten links gezeigt; AS =
Aminosauren.

Die mRNA der Varianten wurde mit Retikulozytenlysat, Aminosauremix und 3°S-Methionin kombiniert
und entweder rauen Membranen oder Membranpuffer zugegeben. Es wurde eine Translation mit
moglichem Transport in Anwesenheit des Tripeptides NYT durchgefiihrt. Die Proteine wurden in einer
8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die radioaktiven Signale mittels Phosphoimaging detektiert. Das
Ergebnis des Versuches ist in Abbildung 9 gezeigt.
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Abbildung 9: In ssPex8 werden die ersten beiden Glykosylierungsstellen genutzt. Die in vitro Translation der
Proteine wurde bei 25°C fiir 45 min durchgefiihrt, zur Markierung wurde 3°S-Methionin verwendet. In der Hilfte
der Félle wurden auBerdem raue Membranen des Hundes (RM) zugegeben, um eine Translokation zu
ermoglichen. Um maogliche Glykosylierungen zu Uberpriifen, wurde auBerdem in einen Teil der Ansatze das
Tripeptid NYT gegeben. Im Anschluss wurden die Proteine in einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die Signale
mittels des Phosphoimagers aufgenommen. Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet,
Prozessierungsbanden mit #.

Flr die Variante von ssPex8, die die erste und zweite Glykosylierungsstelle tragt (Spur 10-12), zeigt sich
eine Glykosylierungsbande auf derselben Hohe wie flr das unmodifizierte ssPex8 (Spur 11, siehe Spur
8). Die Glykosylierungsintensitat ist etwas schwdacher als bei ssPex8, allerdings ist auch die
Gesamtintensitdt der Banden im Vergleich etwas schwacher. Es handelt sich hier mit hoher
Wahrscheinlichkeit um eine doppelte Glykosylierung der beiden Stellen an den Positionen 142 und
173. AuBerdem ist fiir ssPex80G+G142+G173 eine Prozessierungsbande sichtbar (Spur 11), die bei
Verwendung des Tripeptides deutlich intensiver wird (Spur 12). Die Intensitdt nimmt dabei in hherem
Malie zu, als durch das Eingehen der doppelten Glykosylierungsbande zu erklaren ware. Daraus ldsst
sich schlussfolgern, dass das Protein auch einfach glykosyliert wird. Die Glykosylierung und
Prozessierung gleichen sich jedoch gegenseitig aus, weshalb die Prozessierung erst durch das
Unterbinden von Glykosylierungen sichtbar wird. Fir die Variante, die nur die erste
Glykosylierungsstelle tragt, lasst sich schon ohne das Tripeptid eine Prozessierungsbande beobachten
(Spur 14). Bei Zugabe des Tripeptides (Spur 15) wird sie etwas intensiver, weshalb sich auch fiir dieses
Protein eine einfach Glykosylierung vermuten ladsst. Eine dhnliche Konstellation ergibt sich, wenn
ssPex8 nur noch die zweite Glykosylierungsstelle tragt. Auch diese Variante wird schon ohne Zugabe
des Tripeptides sichtbar prozessiert (Spur 17). Die Intensitat wird jedoch auch fiir diese Variante mit
NYT hoher, weshalb sich eine einfache Glykosylierung annehmen lasst.

Bei Betrachtung von ssPex8 zeigt sich, dass das Protein analog zu vorangegangenen Versuchen
glykosyliert und prozessiert wird. Auch der Prapro-a-Faktor wird glykosyliert und prozessiert und damit
importiert.

Dieser Versuch bestatigt die zuvor getatigte Vermutung, dass bei einem Import in das ER nur die beiden
N-terminalen Glykosylierungsstellen von ssPex8 genutzt werden. Die sichtbare Bande oberhalb der
unmodifizierten Proteinbande, die auch in vorherigen Versuchen beobachtet werden konnte, stammt
also von einer doppelten Glykosylierung nach einer Nutzung beider Stellen. Sobald eine der beiden
genutzten Stellen nicht zur Verfliigung steht, erfolgt nur noch eine einfache Glykosylierung. Der
entstehende GroRenunterschied wird jedoch zumindest teilweise durch die Prozessierung
ausgeglichen. Durch die hohe GesamtgroRe des Proteins ist der GroRenunterschied zum
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unmodifizierten Protein nicht ausreichend gro, um im Gelsystem sichtbar zu werden. Daher ergeben
sich keine differenzierbaren Banden, wenn nur eine einfache Glykosylierung stattfindet.
Zusammengenommen zeigen beide Versuche die Nutzung der ersten und zweiten
Glykosylierungsstelle an Positionen 142 und 173 von ssPex8.

5.3 Die peroxisomalen Targetingsignale sind nicht flr den unvollstandigen Import

von ssPex8 verantwortlich

Das in dieser Arbeit verwendete Pex8 weist als einziges bekanntes Protein beide peroxisomale
Targetingsignale (PTS) auf (siehe Abbildung 10). Zum einen befindet sich ein PTS2 an Position 139-146
und damit auf Hohe der ersten Glykosylierungsstelle. Die Sequenz des Nonapeptides in Pex8 lautet
RATWNLSQT und entspricht damit nur teilweise der Konsensussequenz fiir ein PTS2. Zum anderen
befindet sich am extremen C-Terminus des Proteins das PTS1 mit der Sequenz SKL. Es ware denkbar,
dass eines dieser Signale den ER-Import behindert oder einen Riicktransport aus dem ER in das Cytosol
initiiert, damit im Anschluss ein Transport zu den Peroxisomen stattfinden kann. Es sollte daher
analysiert werden, ob die peroxisomalen Targetingsignale fiir den unvollstandigen Import von ssPex8
verantwortlich sind.

142 173 203 219/222 336 403
[

- Pex8

Jr— PTS2 PTS1
20AS

Abbildung 10: MaRstabsgetreue Darstellung von ssPex8 unter Beriicksichtigung des PTS2 und PTS1. Gezeigt ist
ein Langenschema von ssPex8 (griin). Die peroxisomalen Targetingsignale (PTS1; PTS2) sind dunkelgriin markiert.
Die Signalsequenz und zusatzliche sechs Aminosauren aus Praprolaktin sind in blau zu sehen, wobei die
Signalsequenz dunkelblau und der Spacer hellblau eingefarbt ist. Die Glykosylierungsstellen sind mit Y
gekennzeichnet und gemal der Position der ersten Aminosdure im Glykosylierungsmotiv nummeriert. Der
Malstab ist unten links gezeigt; AS = Aminosauren.

Es wurde untersucht, ob eine Deletion der peroxisomalen Targetingsignale dazu fiihrt, dass in ssPex8
zusatzlich zu den ersten beiden Glykosylierungsstellen auch die C-terminalen Stellen genutzt werden
koénnen. Daflir wurden Varianten von ssPex8 erstellt, in denen jeweils ein PTS fehlt (ssPex8ASKL und
ssPex8APTS2) und eine, die keines der beiden peroxisomalen Targetingsignale tragt
(ssPex8ASKLAPTS2). Hierbei ist zu beachten, dass eine Deletion des PTS2 zur Entfernung der ersten
Glykosylierungsstelle fihrt, da sie sich innerhalb des Signals befindet. Es wurden alle Komponenten fir
eine in vitro Translation kombiniert und entweder mit rauen Membranen des Hundes oder
Membranpuffer gemischt. AnschlieBend wurden die Ansatze mit dem Tripeptid NYT versetzt. Die
Translation wurde durchgefiihrt, wobei in Anwesenheit von rauen Membranen auch ein Transport
moglich war. Die entstandenen Proteine wurden durch eine 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die
Signale mittels Phosphoimaging analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 11 gezeigt.
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Abbildung 11: Die Deletion der peroxisomalen Targetingsignale sorgt nicht fiir eine zusatzliche Glykosylierung
von ssPex8. Die in vitro Translation der Proteine wurde bei 25 °C fiir 45 min durchgefiihrt, zur Markierung wurde
355-Methionin verwendet. In der Hélfte der Fille wurden auBerdem raue Membranen des Hundes (RM)
zugegeben, um eine Translokation zu ermoglichen. Um mogliche Glykosylierungen zu Uberprifen, wurde
aullerdem in einen Teil der Translationsansatze das Tripeptid NYT gegeben. Im Anschluss wurden die Proteine in
einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die Signale mittels des Phosphoimagers aufgenommen.
Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit #.

Das Protein ssPex8ASKL wird bei Verwendung von rauen Membranen glykosyliert (Spur 11). Die Bande
befindet sich auf derselben H6he wie bei ssPex8, sodass man von einer doppelten Glykosylierung
ausgehen kann. AuRerdem wird das Protein prozessiert, was allerdings erst bei Zugabe des Tripeptides
deutlich wird (Spur 12). Die Intensitat ist der Prozessierungsbande ist dabei hoher als die Intensitat der
Glykosylierungsbande. Dies war zuvor schon zu beobachten und spricht fir eine versteckte einfache
Glykosylierung, deren GroRenveranderung durch die Prozessierung aufgehoben werden kann. Das
Protein ohne das PTS1 wird also in gleichem Malie glykosyliert wie ssPex8. Dies war insofern zu
erwarten, dass sich das PTS1 am extremen C-Terminus des Proteins befindet. Ein Einfluss auf das
Glykosylierungsverhalten war daher nicht wahrscheinlich, wenn man davon ausgeht, dass die
unvollstdandige Glykosylierung durch einen unvollstandigen Import bedingt wird. Bei Betrachtung der
Variante ohne das PTS2 (ssPex8APTS2) in Spur 13-15 zeigt sich keine Glykosylierungsbande oberhalb
der unmodifizierten Form (Spur 14). Eine Prozessierung wird erneut nur bei Verwendung von NYT (Spur
15) sichtbar. Vermutlich liegt hier eine einfache Glykosylierung vor, die durch eine gleichzeitige
Prozessierung verdeckt wird. Das Protein ssPex8APTS2 tragt damit eine Glykosylierung weniger als
ssPex8. Dies lasst sich damit erklaren, dass durch die Deletion des PTS2 die erste Glykosylierungsstelle
entfernt wird. Auch ssPex8APTS2 zeigt damit nicht mehr Glykosylierungen als ssPex8. Das Protein, in
dem die beiden peroxisomalen Targetingsignale fehlen (ssPex8 ASKLAPTS2) zeigt bei Zugabe von rauen
Membranen ebenfalls keine Glykosylierungsbande (Spur 17). Auch fiir ssPex8 ASKLAPTS2 wird erst eine
Prozessierung sichtbar, wenn NYT zugegeben wird (Spur 18). Dies ist vermutlich ebenfalls auf eine
einfache Glykosylierung, deren GroéBenveranderung durch die Prozessierung ausgeglichen wird
zurickzufihren. Als Erklarung bietet sich wiederum die Entfernung der ersten Stelle durch die Deletion
des PTS2 an. Somit wird auch dieses Protein nicht in hoherem Male glykosyliert als ssPex8.

Der Prapro-a-Faktor wird in hohem MalRe glykosyliert und verhalt sich damit erwartungsgemaR.

Es lasst sich zeigen, dass durch die Deletion des PTS1 nicht mehr Glykosylierungsstellen von ssPex8
genutzt werden. Auch bei einer Deletion des PTS2 finden nicht mehr Glykosylierungen statt. Daraus
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kann geschlussfolgert werden, dass die peroxisomalen Targetingsignale nicht dafiir verantwortlich
sind, dass die C-terminalen Glykosylierungsstellen nicht genutzt werden.

Dennoch ware es denkbar, dass die Proteine ohne PTS weiter importiert werden und die
Glykosylierungsstellen aus anderen Griinden nicht genutzt werden. Es sollte daher im Folgenden
untersucht werden, ob die Deletion der peroxisomalen Targetingsignale dazu fihrt, dass ssPex8
vollstandig importiert wird. Daher wurde mit allen im vorherigen Versuch verwendeten Varianten ein
Translationsansatz erstellt, der entweder raue Membranen oder Membranpuffer enthielt. Die
Translation mit moglichem Transport fand statt und im Anschluss wurden die Proben mit der
Proteinase K verdaut. Der Verdau wurde durch Zugabe von PMSF gehemmt. Im Anschluss wurden die
Proteine mit einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt. Die radioaktiven Signale wurden mittels
Phosphoimaging ausgewertet. Das Ergebnis ist in Abbildung 12 gezeigt.
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Abbildung 12: Die Deletion der peroxisomalen Targetingsignal fiihrt nicht zum Import von ssPex8. Die in vitro
Translation der Proteine wurde bei 25°C fir 45 min durchgefiihrt, zur Markierung wurde 3°S-Methionin
verwendet. In der Halfte der Fille wurden auBerdem raue Membranen des Hundes (RM) zugegeben, um eine
Translokation zu ermoglichen. Um den Proteaseschutz zu Giberpriifen, wurde aullerdem in der Halfte der Ansatze
die Proteinase K (PK) bis zu einer Endkonzentration von 100 pg/ml in den Translationsansatz gegeben. Im
Anschluss wurden die Proteine in einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die Signale mittels des Phosphoimagers
aufgenommen. Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit #.

Flr das Protein ssPex8ASKL konnte kein Schutz vor der Proteinase beobachtet werden (Spur 12),
obwohl es deutlich glykosyliert und prozessiert wurde (Spur 11). Anhand der Position des PTS1 ware
es lediglich denkbar gewesen, dass es nach einem vollstandigen Import als Signal fiir einen retrograden
Transport fungiert. Dies scheint jedoch nicht der Fall zu sein, da ssPex8ASKL ungeschiitzt und damit
auBerhalb des ER vorliegt. Auch ssPex8APTS2 liegt ungeschiitzt vor (Spur 16). Aufgrund der Tatsache,
dass dieser Variante die erste Glykosylierungsstelle fehlt, war keine sichtbare Glykosylierung zu
erwarten. Da ssPex8APTS2 jedoch prozessiert wird, ist zumindest ein partieller Import gesichert (Spur
15). Dennoch scheint das Protein nicht vollstdndig importiert zu werden, da kein Schutz zu beobachten
ist. Ein dhnliches Bild ergibt sich fiir die Variante, in der beide peroxisomale Targetingsignale fehlen
(ssPex8ASKLAPTS2). Auch hier findet durch die fehlende erste Glykosylierungsstelle nur eine einfache
Glykosylierung statt, die im Gel nicht sichtbar ist. Die Prozessierung zeigt einen Import von
ssPex8ASKLAPTS2 (Spur 19), dennoch liegt das Protein vollstandig ungeschiitzt vor (Spur 20). Es wird
dementsprechend nicht vollstandig importiert.
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Bei Betrachtung des Prapro-a-Faktors wird deutlich, dass das Protein bei Zugabe von raue Membranen
glykosyliert und damit importiert wird (Spur 3). Die glykosylierten Formen liegen final im ER vor (Spur
4). Das unmodifizierte ssPex8 wird glykosyliert und prozessiert (Spur 7), liegt aber nicht final im ER vor
(Spur 8).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Varianten von ssPex8, in denen eines oder beide
peroxisomale Targetingsignale fehlen, analog zum unveranderten ssPex8 glykosyliert werden und
ebenfalls nicht final im ER vorliegen. Folglich sind weder das PTS1 noch das PTS2 dafiir verantwortlich,
dass ssPex8 nicht vollstandig glykosyliert wird und final nicht im ER vorliegt.

5.4 Die letzte Glykosylierungsstelle von Pex8 ist funktional

In bisherigen Versuchen zeigte sich, dass bei ssPex8 nur die ersten beiden Glykosylierungsstellen
genutzt wurden, obwohl das Protein insgesamt sieben Glykosylierungsstellen besitzt. Es wird davon
ausgegangen, dass ssPex8 nur teilweise importiert wird, was eine Nutzung der C-terminalen Stellen
verhindert. Theoretisch ware es jedoch auch moglich, dass flir ssPex8 ein vollstandiger Import mit
anschlieRendem retrograden Transport stattfindet und die C-terminalen Glykosylierungsstellen nicht
funktional sind. Um zu klaren, welches Modell zutreffend ist, wurde reprasentativ die letzte
Glykosylierungsstelle an Position 403 betrachtet. Daflir wurden Verkiirzungen von ssPex8 erstellt, in
denen ein N-terminaler Bereich des reifen Pex8 deletiert wurde. Die Signalsequenz von Praprolaktin
mit Spacer, sowie der C-Terminus von Pex8 bleiben somit unverandert (siehe Abbildung 13). Durch die
Erstellung einer Variante mit Signalsequenz und Spacer, sowie der Aminosaduren 388-624 von ssPex8
wurde eine isolierte Betrachtung der letzten Glykosylierungsstelle (G403) maglich. Zusatzlich wurde
eine Variante kloniert, die nur aus den Aminosauren 423-624 von ssPex8 mit Signalsequenz und Spacer
besteht und somit keine Glykosylierungsstelle tragt. Diese dient als Negativkontrolle.

] )

I A36-422
403

]

f 436-387 20 AS

Abbildung 13: MaBstabsgetreue Darstellung der N-terminalen Verkiirzungen von ssPex8. Gezeigt sind die N-
terminalen Verkiirzungen von ssPex8 in grin. AuRerdem ist die Glykosylierungsstelle an Position 403 mit Y
gekennzeichnet und gemalR der Position der ersten Aminosdure im Glykosylierungsmotiv nummeriert. Die
Signalsequenz und zusatzliche sechs Aminosduren aus Praprolaktin sind in blau zu sehen, wobei die
Signalsequenz dunkelblau und der Spacer hellblau eingefarbt ist. Der MaRstab ist unten rechts gezeigt; AS =
Aminosauren.

Mit den genannten Varianten von ssPex8 wurde ein Translationsansatz zusammengestellt, der raue
Membranen des Hundes enthielt. AulRerdem wurde der Glykosylierungskompetitor NYT zugegeben.
Mit den Proben wurde eine in vitro Translation mit moglicher Translokation durchgefiihrt. Die
entstandenen Proteine wurden in einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt. Die Signale wurden mittels
Phosphoimaging detektiert, das Ergebnis ist in Abbildung 14 gezeigt.
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Abbildung 14: Die letzte Glykosylierungsstelle von ssPex8 kann prinzipiell genutzt werden. Die in vitro
Translation der Proteine wurde bei 25°C fiir 45 min durchgefiihrt, zur Markierung wurde 3°S-Methionin
verwendet. In der Halfte der Falle wurden auBerdem raue Membranen des Hundes (RM) zugegeben, um eine
Translokation zu ermdglichen. Um mogliche Glykosylierungen zu Gberpriifen, wurde auRerdem in einen Teil der
Translationsansdtze das Tripeptid NYT zugegeben. Im Anschluss wurden die Proteine in einer 8-15% SDS-PAGE
aufgetrennt und die Signale mittels des Phosphoimagers aufgenommen. Die oben gezeigten Proben stammen
aus demselben Versuch. Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit #.

Das Protein mit der Glykosylierungsstelle an Position 403 (ssPex8A36-387) wird glykosyliert (Spur 8).
Es handelt sich hierbei um eine einfache Glykosylierung, da in dieser Variante nur die letzte
Glykosylierungsstelle vorliegt. Das Protein wird auerdem in hohem Male prozessiert (Spur 8, Spur 9).
Die Prozessierung ist schon ohne Zugabe des Tripeptides NYT sichtbar, was bedeutet, dass ein Teil des
Proteins ausschlieBlich prozessiert wird. Trotz der hohen Intensitdt der Prozessierungsbanden lasst
sich die erwartete Zunahme der prozessierten Bande bei Zugabe des Tripeptides beobachten. Eine
Glykosylierung der C-terminalen Glykosylierungsstelle ist also im verwendeten Versuchsaufbau
moglich.

Das Protein ssPex8A36-422 diente als Negativkontrolle und wird nicht glykosyliert. Dies war zu
erwarten, da es keine Glykosylierungsstellen aufweist. Es wird jedoch in hohem MaRe prozessiert und
dementsprechend in das ER importiert (Spur 5). Der Prapro-a-Faktor wird wie erwartet glykosyliert
(Spur 2).

Der Versuch zeigt eindeutig, dass die letzte Glykosylierungsstelle von ssPex8 funktional ist und im
verwendeten System genutzt werden kann. Dennoch werden bei Versuchen mit dem
Volllangenprotein nur die beiden N-terminalen Stellen glykosyliert. Im Falle eines vollstdandigen
Transportes mit anschlieBendem retrograden Transport ware eine Nutzung der C-terminalen
Glykosylierungsstelle zu erwarten. Daher ist nun davon auszugehen, dass die unvollstandige Nutzung
der Glykosylierungsstellen von ssPex8 auf einen unvollendeten Import des Proteins zurlickzufiihren ist.
Das Protein wird also anfanglich importiert, der Import jedoch unterbrochen.

Dieses Verhalten ist typisch fir Proteine mit intrinsisch ungeordneten Bereichen. Sie werden schon
wahrend des ER-Importes erkannt und tber den Weg der preemptive quality control dem Proteasom
zugefiihrt. Die Sequenz von ssPex8 wurde daher mit den Vorhersage-Tools ,Scratch” und ,,Phyre2”
nach ungeordneten Bereichen durchsucht. In einem Fall (Phyre2) wurden wenige Aminosauren lange,
ungeordnete Abschnitte gefunden, jedoch mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit vorhergesagt. Im
zweiten Fall (Scratch) wurden keine intrinsisch ungeordneten Bereiche fiir vorhergesagt. Daher muss
es fur den gehinderten Import andere verantwortliche Bereiche geben.
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5.5 Der Import von ssPex8 wird nach AS 201 unterbrochen

Trotz sieben vorhandenen Glykosylierungsstellen in ssPex8 werden nur die ersten beiden Stellen
genutzt, obwohl die letzte Stelle funktional ist. AuBerdem liegt das Protein nicht final im ER vor. Dies
zeigt sich dadurch, dass es nicht vor einer externen Protease geschiitzt ist. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass der Import von ssPex8 in das endoplasmatische Retikulum nur
unvollstdndig stattfindet. Die verwendete Signalsequenz ist geeignet, Proteine im verwendeten in vitro
System zum ER zu dirigieren, wo sie normalerweise vollstandig importiert werden. Daher stellt sich die
Frage, ob es innerhalb der Proteinsequenz einen Bereich gibt, der den ER-Import unterbricht. Die
beiden peroxisomalen Targetingsignale konnten bereits ausgeschlossen werden. AuRerdem besitzt
das Protein keine intrinsisch ungeordneten Bereiche.

Anhand der Nutzung der ersten beiden Stellen ldsst sich vermuten, dass der Bereich hinter der zweiten
Glykosylierungsstelle und damit hinter Position 173 liegen muss. Im Folgenden sollte der Bereich
genauer eingegrenzt werden, in dem sich das putative hemmende Signal befindet. Dafiir wurden
sieben Verkiirzungen erstellt. Das Protein wird vom C-Terminus her verkirzt, der N-Terminus mit der
Signalsequenz von Praprolaktin mit dem Spacer bleibt unverandert. Alle Verkiirzungen wurden mit
einem Stop-Codon versehen, daher |6sen sie sich nach Ende der Translation vom Ribosom. AufRerdem
wurden in die kiirzeren Varianten C-terminal Methionine eingefiigt, um die Detektion mittels
radioaktiver Markierung abzusichern. Das 143mer, das 175mer und das 204mer tragen drei zusatzliche
Methionine, das 274mer tragt ein zusatzliches Methionin. Es muss daher beriicksichtigt werden, dass
beispielsweise das 204mer nur 201 Aminosauren aus Pex8 tragt und die Gesamtlange durch die
zusatzlichen Methionine zustande kommt. Die erstellten Verkiirzungen sind in Kombination mit den
Glykosylierungsstellen in Abbildung 15 gezeigt. Wie aus dem Schema deutlich wird, besitzt die kiirzeste
Variante noch keine Glykosylierungsstelle. Erst ab dem 175mer von ssPex8 ist die erste
Glykosylierungsstelle vorhanden. Das 204mer ist die erste Verkiirzung, die die beiden genutzten
Glykosylierungsstellen tragt.

m
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Abbildung 15: MaBstabsgetreue Verkiirzungen von ssPex8 unter Beriicksichtigung der Glykosylierungsstellen.
Gezeigt sind die sieben verwendeten Verkiirzungen von ssPex8 in griin. Aulerdem sind die Glykosylierungsstellen
mit Y gekennzeichnet. Die Signalsequenz und zuséatzliche sechs Aminosduren aus Praprolaktin sind in blau zu
sehen, wobei die Signalsequenz dunkelblau und der Spacer hellblau eingefarbt ist. Der MaRstab ist unten links
gezeigt; AS = Aminosauren.

Falls es ein Signal gibt, das fir den Abbruch des Importes verantwortlich ist, sollten nicht alle
Verkiirzungen diesen Bereich tragen. Fiir diese Verkilirzungen ware eine Glykosylierung tber die ersten
beiden Stellen hinaus und damit eine héhere Gesamtanzahl von Glykosylierungen zu erwarten. Daher
sollte zunachst untersucht werden, ob die erstellten Verkirzungen im Vergleich zu ssPex8 in hdherem
Male glykosyliert werden. Es wurde mit allen Verkirzungen eine in vitro Translation durchgefiihrt.
Eine Zugabe von rauen Membranen des Hundes ermdoglicht auRerdem einen Import in das ER. Im
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Anschluss wurden die entstandenen Proteine auf einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt. Die Signale
wurden mittels Phosphoimaging ausgewertet (Abbildung 16A). Zusatzlich wurde ein weiterer Versuch
durchgefiihrt, in dem die beobachteten Glykosylierungsbanden verifiziert wurden. Dazu wurde den
Ansatze mit der RNA der langeren vier Verkiirzungen vor der Translation das Tripeptid NYT zugegeben
(Abbildung 16B). Es wurde eine Translation mit moglicher Translokation durchgefiihrt. Die
Durchfiihrung der SDS-PAGE und deren Auswertung waren zum vorherigen Versuch unverandert. Das
Ergebnis beider Versuche ist in Abbildung 16 gezeigt.
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Abbildung 16: Die Verkiirzungen von ssPex8 werden vermutlich nur doppelt glykosyliert.

A: Die in vitro Translation der Proteine wurde bei 25°C fiir 45 min durchgefiihrt, zur Markierung wurde 3°S-
Methionin verwendet. In allen Spuren mit geraden Zahlen wurden auBerdem raue Membranen des Hundes (RM)
zugegeben, um eine Translokation zu ermdoglichen. Die gezeigten Proben stammen aus demselben Versuch. ,,Pp-
a-Faktor” entspricht ,Prapro-a-Faktor”.

B: Die in vitro Translation der Proteine wurde bei 25°C fiir 45 min durchgefiihrt, zur Markierung wurde 3°S-
Methionin verwendet. In der Halfte der Falle wurden auBerdem raue Membranen des Hundes (RM) zugegeben,
um eine Translokation zu ermdglichen. Um mogliche Glykosylierungen zu tGberprifen, wurde auerdem bei
einem Teil der Ansatze das Tripeptid NYT in den Translationsansatz gegeben.

A und B: Im Anschluss wurden an die Translokation wurden die Proteine in einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt
und die Signale mittels des Phosphoimagers aufgenommen. Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet,
Prozessierungsbanden mit #.
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Flr das 143mer zeigt sich keine Glykosylierungsbande (A, Spur 6). Dies war zu erwarten, da das 143mer
noch keine Glykosylierungsstelle besitzt. Das Protein wird jedoch deutlich prozessiert, was einen
Import zeigt. Fir die Verkiirzungen 175mer und 204mer ist ebenfalls keine Glykosylierung zu
beobachten (A, Spur 8; A, Spur 10). Dies ist unerwartet, da das 175mer die erste und das 204mer sogar
die ersten beiden Glykosylierungsstellen tragt. GemaR Experimenten mit dem Vollldangenprotein
werden die ersten beiden Glykosylierungsstellen genutzt. Daher ist es unwahrscheinlich, dass das
putative Signal, das den Import unterbricht, schon in einer der beiden Verkiirzungen zu finden ist. Es
ware denkbar, dass die Glykosylierungsstellen nicht genutzt werden, weil diese beiden Verkirzungen
nicht importiert werden. Eine Prozessierung beider Proteine zeigt jedoch, dass sie in das ER importiert
werden. Eine Aufhebung der beiden GrofRenverdanderungen aus Glykosylierung und Prozessierung im
Gel, ist fuir das 175mer denkbar, da sich nach dem Ausgleich einer einfachen Glykosylierung und einer
Prozessierung ein GroRenunterschied von nur noch 0,5 kDa ergibt. Fiir das 204mer sollte jedoch die
durch eine doppelte Glykosylierung entstandene Bande auf jeden Fall sichtbar sein.

Flr das 274mer von ssPex8 zeigen sich zwei Glykosylierungsbanden (A, Spur 12; B, Spur 7). Aufgrund
der Abstande zwischen der unmodifizierten Bande und den Glykosylierungsbanden kénnte es sich um
eine einfach und eine doppelte Glykosylierung handeln. Dabei lduft die putative einfache
Glykosylierung direkt (iber der unmodifizierten Bande, da sich das Molekulargewicht um 2,5 kDa
erhoht. Die doppelte Glykosylierung befindet sich mit etwas mehr Abstand dariiber, da das Protein in
diesem Fall 5kDa groRer wird. Dies ist insofern Uberraschend, da das 274mer insgesamt filnf
Glykosylierungsstellen tragt. Bei einer Nutzung aller Stellen wiirde sich eine GréfRenverdanderung von
12,5 kDa ergeben. Diese ist nicht zu beobachten, weshalb eine gleichzeitige Nutzung aller Stellen
ausgeschlossen ist. Es ist daher anzunehmen, dass der Import dieser Verkirzung schon nicht mehr
vollstandig ablauft.

Ein ahnliches Verhalten ist fiir das 381mer zu beobachten. Auch diese Verkiirzung wird glykosyliert (A,
Spur 14; B, Spur 11). Die Abstdnde zur unmodifizierten Bande sind hierbei ahnlich zum 274mer,
weshalb es sich vermutlich ebenfalls um eine einfache und eine doppelte Glykosylierung handelt. Die
vermutliche einfache Glykosylierung befindet sich aufgrund der GréRe des Proteins jedoch deutlich
naher an der unmodifizierten Bande. Auch fiir dieses Protein ldsst sich sagen, dass es nicht vollstandig
glykosyliert wird. Es waren insgesamt sechs Glykosylierungen moglich gewesen, was eine
GroRenverdanderung von 15 kDa ergeben hatte. Diese lasst sich definitiv nicht beobachten. Fir die
Verkilrzung 489mer sind wiederum Glykosylierungsbanden sichtbar. Die obere Glykosylierungsbande
ist in beiden Abbildungen zu erkennen (A, Spur 16; B, Spur 15). Die Bande, die vermutlich der einfachen
Glykosylierung zuzuordnen ist, befindet sich sehr nahe an der Bande des unmodifizierten Proteins und
ist nur in Abbildung 16B zu sehen (B, Spur 15). Es ist jedoch eine Intensivierung der
Prozessierungsbande bei Zugabe des Tripeptides zu beobachten, die der kombinierten Intensitat der
beiden Glykosylierungsbanden entspricht (B, Spur 16). Auch fir diese Verkiirzung lasst sich eine
vollstandige Nutzung aller vorhandenen Stellen ausschlieRen, da das Protein alle sieben Stellen tragt.
Die Glykosylierung aller Stellen hatte eine VergroBerung des Molekulargewichtes um 17,5 kDa zur
Folge. Die im Gel zu beobachtende Verschiebung ist wesentlich geringer. Das 619mer wird nur schwach
sichtbar glykosyliert, allerdings ist die Translationseffizienz auch etwas geringer, als bei den kleineren
Verkirzungen (A, Spur 18; B, Spur 19/20). Die Glykosylierungsbande befindet sich fiir diese Verkiirzung
in einem dhnlichen Abstand zur unmodifizierten Bande wie beim ssPex8. Daher handelt es sich hier
vermutlich um eine doppelte Glykosylierung. Die einfache Glykosylierung ist fir diese Verkiirzung
vermutlich aufgrund des zu geringen GroRenunterschiedes und der gleichzeitig stattfindenden
Prozessierung nicht zu sehen. Diese These wird zusatzlich durch die starke Intensivierung der
Prozessierungsbande bei Zugabe des Tripeptides gestiitzt (B, Spur 20). Es lasst sich daher fiir dieses
Protein vermuten, dass es in gleichem MalR wie ssPex8 glykosyliert wird.

Der Prapro-a-Faktor verhalt sich in beiden Fallen wie in den vorherigen Versuchen und wird bei Zugabe
von rauen Membranen glykosyliert.
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Wie schon erwahnt ist es unerwartet, dass nicht schon das 175mer oder zumindest das 204mer
glykosyliert werden, da in diesen Verkiirzungen schon die erste respektive die erste und die zweite
Glykosylierungsstelle vorliegen. Fiir das 175mer ware es moglich, dass es nur einfach glykosyliert wird
und der GréRenunterschied in Kombination mit der Prozessierung nicht grol8 genug ist, um im Gel
sichtbar zu werden. Die Verkirzung 204mer sollte jedoch sichtbar doppelt glykosyliert vorliegen, da
sie beide Glykosylierungsstellen tragt, die im Volllangenprotein genutzt werden. Neben einem nicht
weit genug erfolgten Import kommt noch eine zu geringe Glykosylierungseffizienz als Ursache fir die
nicht erfolgte Glykosylierung in Frage. Es wurde daher untersucht, ob das 204mer mit einer
verbesserten Glykosylierungsstelle modifiziert wird. Zu diesem Zweck wurde die erste
Glykosylierungsstelle durch eine Punktmutation aufgewertet, indem das Leucin hinter dem Motiv mit
einem Threonin ausgetauscht wurde. Es wurde eine in vitro Translation mit oder ohne raue
Membranen durchgefiihrt. Den Ansatzen wurde aulRerdem vor der Translation das Tripeptid NYT
zugegeben. Die Proteine wurden nach Ablauf der Translation in diesem Fall aufgrund der dhnlichen
ProteingrofRen in einer 15% SDS-PAGE aufgetrennt. Die Signale wurden mittels Phosphoimaging
detektiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 17 gezeigt.

ssPex8
Prapro-a-Faktor 204mer 204mer L132T
RM - - + + - - + + - + +
NYT - + - + - + - + - + - +
- y ' = 3 »
34 kDa - - .
| R 4 -
26 kDa - - - i i
b TR 3 At ad e
17 kDa - , ! e - b —
- %
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abbildung 17: Das 204mer mit verbesserter Glykosylierungsstelle wird glykosyliert. Die in vitro Translation der
Proteine wurde bei 25 °C fiir 45 min durchgefiihrt, zur Markierung wurde 3*S-Methionin verwendet. In der Hilfte
der Félle wurden aulRerdem raue Membranen des Hundes (RM) zugegeben, um eine Translokation zu
ermoglichen. Um mogliche Glykosylierungen zu {berprifen, wurde auBerdem in einen Teil der
Translationsansdtze das Tripeptid NYT gegeben. Im Anschluss wurden die Proteine in einer 15% SDS-PAGE
aufgetrennt und die Signale mittels des Phosphoimagers aufgenommen. Glykosylierungsbanden sind mit *
gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit #.

Mit der verbesserten ersten Glykosylierungsstelle wird das 204mer schwach, aber sichtbar glykosyliert
(Spur 11). Es ist die Bande einer vermutlich doppelten Glykosylierung oberhalb der unmodifizierten
Proteinbande sichtbar. Dies ldsst sich anhand eines Vergleichs mit dem Prapro-a-Faktor annehmen,
dessen doppelte Glykosylierung sich in etwa demselben Abstand zur unmodifizierten Bande befindet
(vgl. Spur 3). Die Verkiirzung wird also wie anhand der vorhandenen Glykosylierungsstellen erwartet
glykosyliert, allerdings mit einer geringeren Effizienz. Dies lasst sich eventuell dadurch begriinden, dass
die Translokation nach Eintritt der Glykosylierungsstelle im Vergleich zum Volllangenprotein und den
langeren Verkirzungen sehr viel schneller abgeschlossen ist und daher der OST wahrend der
Translokation ein kleineres Zeitfenster zur erfolgreichen Glykosylierung bleibt. Es lasst sich aus dem
Ergebnis schlussfolgern, dass das 204mer vollstandig glykosyliert wird und daher vermutlich den
Bereich noch nicht tragt, der den Import unterbricht.
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Der Prapro-a-Faktor wird wie erwartet glykosyliert. Das 204mer ohne die aufgewertete Stelle, das hier
als Negativkontrolle dient, wird hingegen nur prozessiert.

Zusatzlich lasst sich anhand dieses Versuches vermuten, dass das 175mer tatsachlich einfach
glykosyliert wird. Dies ist jedoch vermutlich durch eine Kombination mit einer Prozessierung nicht zu
erkennen, da die GroRenverschiebung zu gering ausfillt. Dies wiirde den Erwartungen entsprechen,
da das 175mer lediglich die erste Glykosylierungsstelle tragt. Damit ware das 274mer die erste
Verkirzung, in der nicht alle vorhandenen Glykosylierungsstellen genutzt werden.

Anhand der GroRenunterschiede zwischen den glykosylierten Formen und der unmodifizierten
Proteine lasst sich vermuten, dass die sichtbar glykosylierten Proteine eine einfache und eine doppelte
Glykosylierung tragen. Dies lasst sich auch dadurch untermauern, dass sich der Abstand zwischen
unmodifizierter Bande und den Glykosylierungsbanden sukzessive verkleinert, je langer die
Verkiirzungen werden. Fir das 619mer zeigt sich der gleiche Abstand der Bande der unmodifizierten
Form zur Glykosylierungsbande wie in ssPex8 zur doppelten Glykosylierungsbande. Daher werden die
Verkirzungen mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht in héherem MaB glykosyliert als das
Volllangenprotein. Dennoch kann nicht sicher davon ausgegangen werden, dass auch in den
Verkiirzungen die ersten beiden Glykosylierungsstellen genutzt werden. Es ware theoretisch moglich,
dass bei den Verkiirzungen andere Glykosylierungsstellen als im Volllangenprotein genutzt werden,
sodass vom Mal der Glykosylierung kein direkter Riickschluss darauf gezogen werden kann, wie weit
die jeweilige Verkiirzung importiert wird.

Es sollte daher gepriift werden, ob Verkiirzungen, in denen nur die ersten beiden
Glykosylierungsstellen zu Verfligung stehen, in gleichem MaRe wie die zuvor betrachteten
Verkirzungen glykosyliert werden. Dafilir wurden von einer Variante von ssPex8, die nur die beiden
ersten Stellen tragt (ssPex80G+G142+G173), Verklirzungen erstellt. Es wurde sich dabei auf jene
Varianten beschrankt, die schon im Gel sichtbare Banden zeigen. Mit den Verkiirzungen wurde eine in
vitro Translation durchgefiihrt. Erneut wurde durch die Zugabe von rauen Membranen eine
Translokation ermdglicht und durch die Zugabe des Tripeptides Glykosylierungen verifiziert. Nach der
Translation wurden die Proteine auf einer 8-15% SDS-PAGE getrennt und die Signale am
Phosphoimager detektiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 18 zu sehen.
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Abbildung 18: Verkiirzungen, die ausschlieBlich die ersten beiden Glykosylierungsstellen tragen, werden
unverandert glykosyliert. Die in vitro Translation der Proteine wurde bei 25 °C fir 45 min durchgefiihrt, zur
Markierung wurde 3°S-Methionin verwendet. Es wurden auRerdem raue Membranen des Hundes (RM)
zugegeben, um eine Translokation zu ermoglichen. Um mogliche Glykosylierungen zu Uberprifen, wurde
aullerdem in einen Teil der Translationsansatze das Tripeptid NYT gegeben. Im Anschluss wurden die Proteine in
einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die Signale mittels des Phosphoimagers aufgenommen.
Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit #.

Fir das 274mer, das nur die ersten beiden Stellen tragt, werden zwei Glykosylierungsbanden oberhalb
der unmodifizierten Bande sichtbar (Spur 7). Dabei befindet sich die putative einfache Glykosylierung
sehr knapp oberhalb und die doppelte Glykosylierung mit etwas Abstand dariiber. Die Verkiirzung wird
damit im selben MaR glykosyliert wie das 274mer von ssPex8, das die ersten fiinf Stellen tragt (siehe
Abbildung 16, Spur A12 und B7). Auch die Abstinde zur Bande des unmodifizierten Proteins sind
ahnlich. Das 381mer mit der ersten und zweiten Stelle verhdlt sich analog. Hier befindet sich die
putative einfache Glykosylierung allerdings noch dichter an der Bande des unmodifizierten Proteins,
sodass sie mit dieser verschmilzt (Spur 11). Die Prozessierung wird bei Zugabe des Tripeptides deutlich
intensiver, sodass davon auszugehen ist, dass hier Anteile der verdrangten einfachen Glykosylierung
eingeflossen sind. Auch fiir diese Verkiirzung erfolgt die Glykosylierung analog zum 381mer, das die
ersten sechs Stellen tragt (siehe Abbildung 16, Spur Al14 und B11). Fiir die beiden ldngeren
Verkilrzungen ist hingegen jeweils nur eine Glykosylierungsbande sichtbar, bei der es sich anhand des
GroRenunterschiedes vermutlich um die doppelte Glykosylierung handelt (Spur 15, Spur 19). Die
deutliche Intensivierung der Prozessierungsbande bei Zugabe des Tripeptides lasst in beiden Fallen
vermuten, dass auRerdem eine einfache Glykosylierung vorlag. Deren Signal geht zusatzlich zum Signal
der doppelten Glykosylierung in die Prozessierungsbande tiber (Spur 16, Spur 20). Beide Verkiirzungen
verhalten sich damit analog zu den Verkirzungen des ssPex8 (siehe Abbildung 16).

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass alle betrachteten Verkiirzungen bei der Entfernung der
hinteren flinf Glykosylierungsstellen unverandert glykosyliert werden. Dies gibt einen starken Hinweis
darauf, dass auch in den Verkiirzungen die ersten beiden Glykosylierungsstellen genutzt werden. Um
das Ergebnis abzusichern wurde eine Variante von ssPex8 verkiirzt, die nur die hinteren fiinf Stellen
tragt. Mit den Verkiirzungen wurde analog zum vorangegangenen Versuch verfahren. Es zeigte sich,
dass fir keine der Verkiirzungen Glykosylierungsbanden zu beobachten waren (Daten nicht gezeigt).
Insgesamt kann daher davon ausgegangen werden, dass die Verkiirzungen von ssPex8 ebenso wie das
Volllangenprotein an den ersten beiden Stellen glykosyliert werden. Dies bedeutet, dass aus der Anzahl
der Glykosylierungen ein Hinweis abgeleitet werden kann, wie weit die Verklirzungen importiert
wurden.
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Anhand der bisherigen Ergebnisse lasst sich vermuten, dass das 204mer ohne Hemmnis in das ER
importiert wird und daher die beiden zur Verfligung stehenden Glykosylierungsstellen genutzt werden.
Der Import des 274mers lauft jedoch nicht mehr reibungslos ab, weshalb nicht alle vorhandenen
Glykosylierungsstellen genutzt werden kénnen. Um diese These zu prifen, wurde untersucht, ab
welcher Verkiirzung die Proteine nicht mehr vollstiandig in das ER gelangen. Dazu wurden die oben
genannten Verklrzungen in einem zellfreien in vitro System aus Retikulozytenlysat translatiert.
Zusatzlich wurde durch die Zugabe von rauen Membranen des Hundes die Moglichkeit eines Importes
gegeben. Im Anschluss wurden die Proteine mit der Proteinase K verdaut und der Verdau durch PMSF
gestoppt. Die Proteine wurden aufgrund der Probenmenge mit zwei 8-15% SDS-PAGEs aufgetrennt
und die Signale mittels Phosphoimaging ausgewertet. Das Ergebnis ist in Abbildung 19 gezeigt.
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Abbildung 19: Die kiirzeren Varianten von ssPex8 sind proteasegeschiitzt, die langeren nicht. Die in vitro
Translation der Proteine wurde bei 25°C fiir 45 min durchgefiihrt, zur Markierung wurde 3°S-Methionin
verwendet. In der Halfte der Félle wurden auBerdem raue Membranen des Hundes (RM) zugegeben, um eine
Translokation zu ermdglichen. Um den Proteaseschutz zu Gberprifen, wurde auRerdem in der Halfte der Ansatze
die Proteinase K bis zu einer Endkonzentration von 100 pg/ml in den Translationsansatz gegeben (PK). Im
Anschluss wurden die Proteine in einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die Signale mittels des Phosphoimagers
aufgenommen. Die oben gezeigten Abbildungen stammen aus demselben Versuch, aufgrund der Probenmenge
wurden zwei Gele verwendet. Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit #.
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Die beiden kiirzesten Varianten von ssPex8 (143mer und 175mer) werden in das ER importiert, was
sich anhand der Prozessierungen erkennen lasst (A, Spur 11 und 15). Die prozessierten Varianten liegen
bei Zugabe der Protease weiterhin vor (A, Spur 12 und 16), woraus sich ableiten lasst, dass sie sich im
ER befinden und daher geschiitzt sind. Diese beiden Verkiirzungen werden also vollstandig importiert.
Die unmodifizierten Formen sind teilweise geschitzt, jedoch in deutlich geringerem Ausmald als die
prozessierten Proteine. Dies zeigt, dass es sich hier um einen nicht ganz vollstandigen Verdau handelt
und nicht um einen ER-bedingten Schutz der unmodifizierten Formen. Das 204mer wird ebenfalls
importiert, was sich durch eine Prozessierung zeigt (A, Spur 19). Auch in diesem Fall liegt die
prozessierte Form nach Behandlung mit der Proteinase weiterhin vor, was dafir spricht, dass sie sich
vollstandig innerhalb des ER befindet. Auch fiir diese Verkiirzung liegt die unmodifizierte Form
teilweise geschiitzt vor, wobei der geschitzte Anteil im Vergleich zur prozessierten Form auch hier
wesentlich geringer ist. Des Weiteren fallt fiir das 204mer auf, dass eine schwach geschiitzte Form im
Ansatz ohne raue Membranen vorliegt. Diese lauft auf einer dhnlichen Hohe wie die prozessierte Form,
ist jedoch minimal groer (A, Spur 18). Vermutlich handelt es sich um fiir die Protease nicht zugéangliche
Bereiche innerhalb des Proteins wie sie auch schon fiir das Volllangenprotein zu beobachten waren.
Fir diese drei Verklrzungen ist der Import also noch vollstdandig und sie sollten das Signal, das den
Import negativ beeinflusst, noch nicht tragen.

Die Verkilirzung 274mer wird prozessiert. AuBerdem wird sie doppelt und einfach glykosyliert (B, Spur
7) und gelangt daher zumindest teilweise in das ER. Dennoch liegt das Protein nur teilweise geschiitzt
im ER vor (B, Spur 8). Es finden sich mehrere schwache Banden auf Hohe der modifizierten Formen.
Der Schutz fallt im Vergleich zu den kiirzeren Proteinen deutlich geringer aus. Dies deckt sich mit den
vorherigen Ergebnissen, die vermuten lassen, dass das 274mer nicht vollstandig importiert wird und
stutzt die These, dass der Import in dieser Verkilirzung schon unterbrochen sein muss. Die Verkiirzung
381mer wird ebenfalls einfach und doppelt glykosyliert (B, Spur 11) und auBerdem prozessiert. Obwohl
sich dieses Protein damit teilweise im ER-Lumen befunden hat, liegt es final nicht im ER vor (B, Spur
12). Ahnlich verhilt sich das 489mer. Allerdings wird fiir diese Verkiirzung nur die doppelte
Glykosylierung sichtbar, sowie eine Prozessierungsbande (B, Spur 15). Auch dieses Protein liegt final
zumindest teilweise im Cytosol vor (B, Spur 16). Fir das 619mer ist ebenfalls nur eine
Glykosylierungsbande sichtbar, die von der doppelten Glykosylierung stammt (B, Spur 19). Die
Prozessierung ist hier nur schwach ausgepragt. Dies ist vermutlich erneut auf eine geringere
Translationseffizienz zurlickzufiihren. Auch das 619mer liegt auRerhalb des ER vor (B, Spur 20).

Der Prapro-a-Faktor wird in sehr hohem MalRe translatiert, sodass ein kleiner Teil des Proteins schon
ohne raue Membranen nicht verdaut wird. Dennoch wird bei Zugabe von Membranen deutlich, dass
die importierten Formen des Proteins wesentlich effizienter vor der Protease geschiitzt sind. Dies
spricht fur einen nicht ganz vollstédndigen Verdau, wie er auch schon bei den kleineren Verkiirzungen
beobachten werden konnte.

Es ist erkennbar, dass nur die kiirzeren Varianten von ssPex8 vollstandig importiert werden. Ab dem
274mer liegen die Proteine hingegen vollstandig oder teilweise auRerhalb des ER vor und sind daher
flr die Protease zuganglich. Es gibt fir dieses Verhalten mehrere mogliche Erklarungen. Zum einen ist
es denkbar, dass die langeren Proteine im Translokon stecken bleiben und der C-Terminus im Anschluss
von der zugegebenen Protease abgebaut wird. Allerdings lielen sich keine Abbaubanden detektieren,
die in einem solchen Fall zu erwarten waren (siehe Abbildung 19). Dies ist jedoch moglicherweise auf
die Verteilung der Methionine innerhalb des Proteins zuriickzufiihren, die sich verstarkt C-terminal
finden. Bei einem Angriff der Protease bleibt ein N-terminaler Abschnitt geschiitzt, der jedoch nur
wenige Methionine aufweist. Da die Proteine ausschliefllich anhand der radioaktiven Markierung
dieser Aminosaure detektiert werden, ist das Signal der geschiitzten Abschnitte moglicherweise zu
schwach, um im Gel erkennbar zu sein. So bleiben beispielsweise bei einem Abbau des 274mers nur
noch zwei Methionine zuriick (Abbildung 20). Dies ergibt sich aus dem Vergleich mit dem 204mer, das
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vollstandig importiert wird und daher geschiitzt vorliegt. Der Abbau wiirde das Signal des 274mers um
die Halfte reduzieren. Unter Berlicksichtigung der Tatsache, dass nur ein Anteil an Protein importiert
wird und damit geschitzt vorliegt, erscheint es durchaus denkbar, dass eine Detektion der
Abbauprodukte nicht moglich ist.

B o
B

20 AS

Abbildung 20: MaRBstabsgetreue Darstellung des 204mers und des 274mers von ssPex8 unter Beriicksichtigung
der Methionine. Dargestellt sind das 204mer und das 274mer von ssPex8 in griin. Die Signalsequenz und
zusatzliche sechs Aminosauren aus Praprolaktin sind in blau zu sehen, wobei die Signalsequenz dunkelblau und
der Spacer hellblau eingefarbt ist. Die Methionine inklusive dem Startmethionin sind rosa dargestellt. Der
Malstab ist unten links gezeigt; AS = Aminosauren.

Neben einem Arrest im Translokon kommt ein retrograder Transport in Frage, der die langeren
Verkilrzungen frei im Cytosol vorliegen lasst. Dies wiirde ebenfalls dazu fihren, dass die Proteine
proteasezuganglich vorliegen und keine Abbaubanden nachweisbar waren.

In beiden Fallen scheint das 274mer einen Punkt zu markieren, an dem sich das Importverhalten von
ssPex8 verandert, da diese Form noch einen rudimentaren Schutz aufweist, der jedoch hinter dem der
kiirzeren Varianten zurickbleibt.

Das 274mer ist die erste Verkiirzung, die nicht vollstandig importiert und glykosyliert wird. Innerhalb
dieser Verkilirzung muss es also einen Bereich geben, der den Import behindert. Dieses Ergebnis deckt
sich mit der Beobachtung, dass im Volllangenprotein nur die ersten beiden Glykosylierungsstellen
genutzt werden. Das 204mer tragt nur diese beiden Stellen, wahrend das 274mer schon drei weitere
Stellen aufweist. Es muss beriicksichtigt werden, dass das 204mer nur bis zur Aminosaure 201 aus Pex8
stammt und das 274mer nur bis zur Aminosaure 273. Zusammengenommen zeigen die Versuche
daher, dass das Signal, welches den Import unterbricht, sich vermutlich in dem Bereich zwischen den
Aminosauren 201 und 273 befindet.

5.6 ssPex8 liegt membranassoziiert vor

Es wurde gezeigt, dass ssPex8 nicht vollstandig in das endoplasmatische Retikulum transportiert wird,
obwohl es eine ER-Signalsequenz besitzt. Das Protein wird schon wahrend des Importes behindert und
liegt fUr eine externe Protease zuganglich vor. Dabei konnte das Protein einerseits angegriffen werden,
wahrend es noch im Translokon vorliegt. Andererseits ware auch ein retrograder Transport denkbar,
der ssPex frei im Cytosol vorliegen lasst, sodass es dort von der Protease abgebaut werden kann. Es
sollte daher die Fragestellung adressiert werden, ob ssPex8 membranassoziiert vorliegt.

Daher wurde ssPex8 unter Hochsalzbedingungen sedimentiert. Diese Bedingungen wurden gewahlt,
um unspezifische Bindungen zu verhindern. Als Kontrollen wurden Praprolaktin und Pex8 ohne
Signalsequenz mitgeflihrt. Prolaktin sollte aufgrund seines Importes in das ER auch unter
Hochsalzbedingungen vollstandig sedimentieren, insbesondere in seiner prozessierten Form. Pex8
sollte sich hingegen im Uberstand befinden und wird als Negativkontrolle fiir unspezifische
Wechselwirkungen verwendet.

Es wurden mit Praprolaktin, Pex8 und ssPex8 Translationsansadtze erstellt, die entweder raue
Membranen oder Membranpuffer enthielten. Es wurde eine Translation mit moglicher Translokation
durchgefiihrt. AnschlieBRend wurden aus den Ansdtzen 10% des Volumens entnommen, um die
Fraktion ,Ausgang” zu erhalten. Im Anschluss wurden die Proben auf Hochsalzbedingungen eingestellt
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und bei 55000 rpm durch ein Hochsalzkissen sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
durch eine Ammoniumsulfatfallung reduziert. Die Pellets aus der Sedimentation (Fraktion ,,Pellet”) und
aus der Fallung (Fraktion ,Uberstand”) wurden in Probenpuffer aufgenommen und in einer 8-15% SDS-
PAGE aufgetrennt. Die Signale wurden mittels Phosphoimaging detektiert. Die Intensitdten der Banden
wurden mit dem Programm Image Quant TL ermittelt und die relative Verteilung der Proteine zwischen
Uberstand und Pellet errechnet. Dazu wurde die Intensitit aller Signale innerhalb der Spuren
,Uberstand“ und ,,Pellet”, die dem Zielprotein zuzuordnen waren, aufsummiert. Im Anschluss wurde
der Anteil an Protein ermittelt, der sich in der jeweiligen Spur befand. Das Ergebnis des Versuches ist
in Abbildung 21 gezeigt.
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Abbildung 21: Das Protein ssPex8 liegt unter Hochsalzbedingungen an der ER-Membran vor.

A: Es wurde zunéchst flir 45 min bei 25°C ein Transport in raue Membranen des Hundes (+RM) durchgefihrt.
Hierbei wurden die Proteine wurden mit 3°S markiert. Es wurden jeweils Ansitze ohne raue Membranen
mitgefiihrt (-RM). Zunachst wurde eine Probe fiir die Fraktion , Ausgang” entnommen (A) und der Ansatz mit
Hochsalzpuffer verdiinnt. AnschlieBend wurde eine Hochsalzsedimentation durch ein Sucrosekissen
durchgefiihrt. Die Fraktionen Uberstand (U) und Pellet (P) wurden getrennt und der Uberstand durch eine
Ammoniumsulfatfallung reduziert. Die Proben wurden in einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die Signale
mittels Phosphoimager aufgenommen. Es ist zu beachten, dass sich von den Fraktionen Uberstand und Pellet die
3,6-fache Menge im Vergleich zum Ausgang auf dem Gel befindet. Glykosylierungsbanden sind mit *
gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit #.

B: Es wurde mittels Image Quant TL jeweils eine Gesamtintensitat der dem Zielprotein zuzuordnenden Signale
aus den Fraktionen Uberstand (U) und Pellet (P) ermittelt und die Verteilung zwischen den Fraktionen berechnet.
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Die Ergebnisse fiir ssPex8 sind in Spur 7-12 (A) und in rot (B) zu sehen. Es zeigt sich, dass ssPex8 ohne
raue Membranen (A, Spur 7-9) gréBtenteils im Uberstand vorliegt (A, Spur 8; B, dunkelrot). Daraus
kann geschlussfolgert werden, dass das Protein nur wenige Aggregate ausbildet, die unter
Hochsalzbedingungen sedimentieren. Werden raue Membranen zugegeben, so wird das Protein
sichtbar prozessiert und glykosyliert (A, Spur 12). Dass diese beiden Bande im Ausgang nicht deutlich
werden, liegt vermutlich daran, dass eine geringere Probenmenge aufgetragen wurde. Die sichtbare
Glykosylierungsbande ist dabei der doppelten Glykosylierung zuzuordnen. Die beiden modifizierten
Formen finden sich ausschlielRlich in der Pelletfraktion. Sie liegen also entweder assoziiert mit dem
Translokon vor oder sind von auen an die ER-Membran gebunden. Uberraschend ist, dass auch eine
Bande auf Hohe der unmodifizierten Form in der Pelletfraktion sichtbar ist (A, Spur 12; B, hellrot). Bei
Betrachtung der Pelletfraktion von Pex8 mit rauer Membran wird ebenfalls eine Bande deutlich (A,
Spur 18; B hellgriin). Dies zeigt, dass das Protein auch ohne erfolgenden Import teilweise unspezifisch
mit den Membranen interagiert oder hochsalzresistente Aggregate ausbildet. Ein Teil des Signals auf
Hohe der unmodifizierten Bande ist daher bei ssPex8 vermutlich ebenfalls auf dieses Verhalten
zuriickzufiihren. Dennoch erscheint das Signal im Vergleich intensiver als bei Pex8. Dies ldsst sich damit
begriinden, dass auch die einfach glykosylierte Form von ssPex8 in dieses Signal mit eingeht, welche
teilweise importiert wird. Wie in vorangegangenen Versuchen schon beobachtet, befindet sich diese
Form vermutlich durch eine zusatzliche Prozessierung etwa auf Héhe der unmodifizierten Bande von
ssPex8.

Bei Betrachtung von Pex8 ohne Signalsequenz wird deutlich, dass das Protein groRtenteils im
Uberstand vorliegt (A, Spur 14/17; B, griin). Dabei ist es unerheblich, ob raue Membranen zugegeben
werden (A, Spur 17; B, hellgriin) oder nicht (A, Spur 14; B, dunkelgriin). Pex8 liegt also unter
Hochsalzbedingungen hauptsachlich 16slich im Cytosol vor. Ein kleiner Anteil des Proteins scheint
hingegen hochsalzresistent mit den Membranen zu interagieren oder Aggregate auszubilden.
Praprolaktin bildet nur wenige Aggregate aus und liegt daher ohne Zugabe von rauen Membranen
groRtenteils im Uberstand vor (A, Spur 2; B, dunkelblau). Bei Zugabe von rauen Membranen wird das
Protein sehr effizient importiert, was sich anhand der Prozessierung zeigt (A, Spur 6). Daher liegt es zu
grolRen Teilen innerhalb des ER oder mit dem Translokon assoziiert vor, weshalb es in erster Linie in
der Pelletfraktion zu beobachten ist (A, Spur 6; B, hellblau).

Der Versuch zeigt, dass der iberwiegende Anteil von ssPex8 assoziiert mit der ER-Membran vorliegt.
Dies wird insbesondere fiir die prozessierten und glykosylierten Formen deutlich. Ein freies Vorliegen
der modifizierten Formen im Cytosol konnte nicht beobachtet werden. Dies ldsst vermuten, dass die
Hemmung des Importes ssPex8 innerhalb des Translokons vorliegen ldsst. Darliber hinaus besteht
noch die Moglichkeit, dass das Protein nach einem retrograden Transport durch Faktoren gebunden
wird, die sich auf cytosolischer Seiten an der ER-Membran befinden. Ein retrograder Transport, der
ssPex8 frei im Cytosol vorliegen lasst, kann jedoch ausgeschlossen werden.

5.7 Das hydrophobe Segment HS1 (AS 209-219) unterbricht den Import von ssPex8

Es konnte gezeigt werden, dass die ersten beiden Glykosylierungsstellen an den Positionen 142 und
173 genutzt werden. Es ist damit gesichert, dass das Protein mindestens bis zur Position 185 in das
Lumen des ER gelangt. Dies ergibt sich aus der Position der zweiten Glykosylierungsstelle an Position
173 und zusatzlichen 12 Aminosauren nach dem Asparagin des Tripletts, die fiir eine Glykosylierung
notwendig sind (Nilsson und Heijne 1993). Der fiir den Abbruch des Importes verantwortliche Bereich
muss sich daher hinter dieser Position befinden. Zusatzlich geben die durchgefiihrten Versuche mit C-
terminalen Verklrzungen von ssPex8 einen Hinweis darauf, in welchem Bereich des Proteins sich das
Signal flir die Hemmung befinden kdnnte. Es wurde ermittelt, dass der Schutz bei der Verkiirzung
204mer noch voll ausgepragt ist. Er lasst jedoch ab dem 274mer nach und besteht fiir die langeren
Verkilrzungen nicht mehr (siehe Abbildung 19). Ein mogliches Signal sollte sich daher zwischen
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Aminosaure (AS) 201 und 273 in ssPex8 befinden. Eine Analyse dieser Sequenz ergibt einen kurzen
stark hydrophoben Abschnitt von AS 209-219 mit der Sequenz CLLIALALLF, der genau in diesem
Bereich liegt (Abbildung 22). Er wird im Folgenden als HS1 (hydrophobes Segment 1) bezeichnet. Es
sollte geprift werden, ob dieses kurze hydrophobe Segment den Import von ssPex8 unterbricht.

142 173 203 219/222 336 403
. I ——————
209-219 20 AS

HS1

Abbildung 22: MaBstabsgetreue Darstellung von ssPex8 unter Einbezug des HS1. Gezeigt ist ssPex8 in griin.
AuRerdem ist das stark hydrophobe Segment HS1 mintgriin gekennzeichnet und seine Position innerhalb des
Proteins angegeben. Die Glykosylierungsstellen sind mit Y gekennzeichnet und gemall der Position der ersten
Aminosaure im Glykosylierungsmotiv nummeriert. Die Signalsequenz und zusatzliche sechs Aminosauren aus
Praprolaktin sind in blau zu sehen, wobei die Signalsequenz dunkelblau und der Spacer hellblau eingefarbt ist.
Der MaRstab ist unten rechts gezeigt; AS = Aminosauren.

Es wurde zunachst die Frage adressiert, ob eine Deletion des HS1 dafiir sorgt, dass in ssPex8 mehr
Glykosylierungsstellen genutzt werden. Daher wurden die zehn betreffenden Aminosauren entfernt
und die auftretenden Glykosylierungen des entstandenen Proteins untersucht. Daflir wurden erneut
Translationsansatze mit und ohne raue Membranen des Hundes erstellt. Zusatzlich wurde das
Tripeptid NYT zugegeben und eine in vitro Translation mit moglicher Translokation durchgefiihrt. Die
Proteine wurden mittels einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt. Im Anschluss wurden die Signale auf dem
Gel mittels Phosphoimaging detektiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 23 dargestellt.

Prapro-a-Faktor ssPex8 ssPex8AHS1
RM - -+ 4+ - -+ 4+ - -+ 0+
NYT -  + -+ -+ -+ -+ -+
72 kDa - %
*
— —'-
55 kDa - ey —w b |
43 kDa -
34 kDa -
26 kDa - *
“
- -
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Abbildung 23: Die Deletion des HS1 fiihrt zu weiteren Glykosylierungen in ssPex8. Die in vitro Translation der
Proteine wurde bei 25°C fiir 45 min durchgefiihrt, zur Markierung wurde 3°S-Methionin verwendet. In der Hilfte
der Fille wurden aulRerdem raue Membranen des Hundes (RM) zugegeben, um eine Translokation zu
ermoglichen. Um mogliche Glykosylierungen zu iberprifen, wurde auBerdem das Tripeptid NYT in einen Teil der
Translationsansatze gegeben. Im Anschluss wurden die Proteine in einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die
Signale mittels des Phosphoimagers aufgenommen. Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet,
Prozessierungsbanden mit #.

Fir das Protein ssPex8AHS1 kann neben der doppelten Glykosylierungsbande eine zusatzliche
Glykosylierungsbande beobachtet werden (Spur 11). Diese befindet sich oberhalb der doppelten
Glykosylierung, die sich auch bei ssPex8 beobachten lasst (Spur 11, vgl. Spur 7). Sie lauft genau auf der

40



Ergebnisse

Hohe einer Hintergrundbande. Anhand dessen, dass sie bei Zugabe von rauen Membranen intensiver
wird und auBerdem bei Zugabe von NYT auf das Hintergrundniveau zuriickgeht (Spur 12), lasst sie sich
als Glykosylierungsbande einordnen. Damit wird das Protein erstmals mehr als doppelt glykosyliert.
Anhand der zusatzlich erfolgenden Glykosylierung wird deutlich, dass ssPex8AHS1 durch die Deletion
des HS1 weiter in das ER transportiert wird als ssPex8. Es handelt sich jedoch vermutlich nicht um eine
vollstandige Glykosylierung. Diese hatte bei einer gleichzeitigen Nutzung aller Stellen eine
GroRenveranderung von 17,5 kDa zur Folge, die sich nicht beobachten lasst.

Der Prapro-a-Faktor wird in diesem Fall verhaltnismaRig schwach glykosyliert. Dies ist jedoch
vermutlich auf eine insgesamt geringe Translationseffizienz zurtickzufiihren. Auch ssPex8 wird nur
schwach glykosyliert, was sich wiederum durch eine niedrige Effizienz in der Translation erklaren lasst.

Es lasst sich sagen, dass ssPex8 AHS1 vermutlich weiter in das endoplasmatische Retikulum gelangt als
ssPex8. Dennoch ist anhand der zu geringen GrofRenverschiebung davon auszugehen, dass auch bei
einer Deletion des HS1 nicht alle sieben Glykosylierungsstellen genutzt wurden. Dies spricht daftir, dass
das Protein zwar weiter, aber dennoch nicht vollstandig importiert wird.

Um dies zu Uberpriifen wurde mit den oben genannten Proteinen eine in vitro Translation mit
moglichem Transport in raue Membranen durchgefiihrt. Im Anschluss an die Translation wurde ein
Verdau durch die externe Proteinase K durchgefiihrt, der mit PMSF abgestoppt wurde. Die
Auftrennung erfolgte in einer 8-15% SDS PAGE, welche im Anschluss mittels Phosphoimaging analysiert
wurde. Das Ergebnis ist in Abbildung 24 zu sehen.

ssPex8AHS1 Prapro-a-Faktor ssPex8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abbildung 24: Die Deletion von HS1 fiihrt zum Auftreten einer geschiitzten Form von ssPex8. Die in vitro
Translation der Proteine wurde bei 25°C fiir 45 min durchgefiihrt, zur Markierung wurde 3°S-Methionin
verwendet. In der Halfte der Fille wurden auBerdem raue Membranen des Hundes (RM) zugegeben, um eine
Translokation zu ermdglichen. Um den Proteaseschutz zu Gberprifen, wurde auRerdem in der Halfte der Ansatze
die Proteinase K bis zu einer Endkonzentration von 100 pug/ml in den Translationsansatz gegeben (PK). Im
Anschluss wurden die Proteine in einem 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die Signale mittels des
Phosphoimagers aufgenommen. Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit #
und die geschiitzte Form von ssPex8 mit A.

Das Protein ssPex8AHS1 wird wie im vorherigen Versuch glykosyliert und prozessiert (Spur 3), wodurch
sich ein zumindest teilweise erfolgender Import dieser Formen in das ER belegen lasst. Es fallt auf, dass
sich nach der Deletion des HS1 erstmals eine geschiitzte Form von ssPex8 beobachten lasst (Spur 4).
Sie ist minimal kleiner als das prozessierte Protein (vgl. Spur 3). Somit ergibt sich ein eindeutiger
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Unterschied zu ssPex8, fiir das sich auf dieser Hohe keine geschiitzte Bande beobachten lasst (vgl. Spur
12). Es scheint also eine Form von ssPex8AHS1 zu geben, die in das ER importiert wird und dort bleibt.
Diese Form liegt vor der Protease geschiitzt vor.

Die Kontrollen in Form des Prapro-a-Faktors und ssPex8 verhalten sich wie erwartet.

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse des Versuches, dass die Deletion des HS1 dazu flhrt, dass
ssPex8 weiter in das ER eintaucht. Dies lasst sich anhand dessen belegen, dass das Protein mehr als
doppelt glykosyliert wird. AuRerdem zeigt sich erstmals ein Schutz einer Form des Proteins, die jedoch
nicht genau zugeordnet werden kann. Es kann daher geschlussfolgert werden, dass das hydrophobe
Segment einen negativen Effekt auf die Translokation von ssPex8 hat. Trotz der Deletion des HS1 kann
kein vollstandiger Import beobachtet werden.

Die Position des hydrophoben Segmentes erklart auch, warum in vorherigen Versuchen keine Banden
aus dem Verdau der Proteine detektiert werden konnten. Wenn die Proteine bis zum HS1 importiert
werden, jedoch im Anschluss der Import unterbrochen wird und der hintere Teil proteasezuganglich
in das ER ragt, so ware nur der Teil des Protein detektierbar, der sich N-terminal zum HS1 befindet.
Dieser weist allerdings nur zwei von insgesamt elf Methioninen auf, die fir eine Detektion des Proteins
entscheidend sind. In Anbetracht dessen, dass die modifizierten Formen von ssPex8 ohnehin nicht sehr
abundant sind, ist es denkbar, dass durch einen Verlust von rund 80% des Signals ein Nachweis nicht
mehr moglich ist.

5.8 Das hydrophobe Segment HS2 (AS 321-329) unterbricht ebenfalls den Import

Die Analyse von ssPex8AHS1 hat gezeigt, dass in diesem Protein mehr Glykosylierungsstellen genutzt
werden kdnnen als fiir ssPex8. Dennoch scheinen nicht alle sieben Stellen glykosyliert zu werden, was
die Frage aufwirft, ob noch weitere Bereiche vorliegen, die den Import negativ beeinflussen. Aufgrund
der vorherigen Ergebnisse wurde die Sequenz von ssPex8 auf eine weitere Aminosdurenfolge
durchsucht, die dem HS1 dhnelt. Es findet sich tatsachlich ein neun Aminosauren langer Bereich mit
der Sequenz VFILIILA, der aufgrund seiner Hydrophobizitat fir eine Importhemmung in Frage
kommt. Dieser liegt an Position 321-329 und damit zwischen den Glykosylierungsstellen an den
Positionen 222 und 336 (Abbildung 25). Es wird im Folgenden untersucht, ob das hydrophobe Segment
von Aminosdure 321-329 (HS2) ebenfalls fiir einen Abbruch des Importes verantwortlich ist.

142 173 203 219/222 336 403
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Abbildung 25: MaBstabsgetreue Darstellung von ssPex8 mit Einordnung des HS1 und des HS2. Gezeigt ist
ssPex8 in griin. Die Glykosylierungsstellen sind mit Y gekennzeichnet und gemaR der Position der ersten
Aminosaure im Glykosylierungsmotiv nummeriert. Oben ist das HS1 in mintgriin hervorgehoben und mit seiner
Position beschriftet. Unten ist die Position des hinteren hydrophoben Segments (HS2) hervorgehoben und
beschriftet. Die Signalsequenz und zusétzliche sechs Aminosauren aus Praprolaktin sind in blau zu sehen, wobei
die Signalsequenz dunkelblau und der Spacer hellblau eingeférbt ist. Der Maf3stab ist unten rechts gezeigt; AS =
Aminosauren.
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Zunachst sollte ermittelt werden, ob das Segment die Nutzung der C-terminalen Glykosylierungsstellen
verhindert. Daher wurde das HS2 deletiert. Dies geschah sowohl einzeln als auch in Kombination mit
der Deletion von HS1. AuRerdem wird ssPex8AHS1 mitgefiihrt, das im vorherigen Versuch ein hdheres
Mall an Glykosylierung gezeigt hatte. Mit diesen Varianten wurde in der Anwesenheit des
Glykosylierungskompetitor NYT eine in vitro Translation/Translokation durchgefiihrt. Die Proteine
wurden auf einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt. Die Signale wurde mittels Phosphoimaging detektiert.
Das Ergebnis ist in Abbildung 26 gezeigt.

ssPex8
ssPex8 AHS1 AHS2 AHS1AHS2 Prapro-a-Faktor
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Abbildung 26: Die Kombination aus den Deletionen des HS1 und HS2 fiihrt zu einer héheren Anzahl an
Glykosylierung von ssPex8. Die in vitro Translation der Proteine wurde bei 25°C fiir 45 min durchgefiihrt, zur
Markierung wurde 3°S-Methionin verwendet. In der Hélfte der Fille wurden auRerdem raue Membranen des
Hundes (RM) zugegeben, um eine Translokation zu ermdglichen. Um mogliche Glykosylierungen zu tberprifen,
wurde auRerdem in einen Teil der Translationsansatze das Tripeptid NYT zugegeben. Im Anschluss wurden die
Proteine in einer 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die Signale mittels des Phosphoimagers aufgenommen.
Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit #.

Die Variante, in der die beiden hydrophoben Segmente fehlen (ssPex8AHS1AHS2, Spur 13-16), wird bei
Zugabe von rauen Membranen im Vergleich zu ssPex8 und ssPex8AHS1 in noch héherem Male
glykosyliert (Spur 15). Es werden oberhalb der unmodifizierten Bande vier Banden sichtbar, die
Glykosylierungen zugeordnet werden konnen. Unter der Annahme, dass eine einfache Glykosylierung
aufgrund des zu geringen GréRBenunterschiedes nicht sichtbar ist, wiirde sich eine Gesamtzahl von fiinf
erfolgten Glykosylierungen ergeben. Dies ergdbe eine GroRenverschiebung von 12,5 kDa, was
ungefahr der Verdanderung im Gel entspricht. Daraus lasst sich ableiten, dass ssPex8 AHS1AHS2 noch
weiter in das ER gelangt als ssPex8AHS1. Wie viele Glykosylierungsstellen tatsachlich genutzt werden
und um welche Stellen es sich hierbei handelt, lasst sich letztendlich nicht vollstandig auflésen. Es
erfolgen jedoch im Vergleich zu ssPex8AHS1 nochmals mehr Glykosylierungen.

Es kann damit als gesichert angesehen werden, dass das zweite hydrophobe Segment fiir eine weitere
Hemmung des Importes verantwortlich ist. Das HS2 hat aber nur einen negativen Einfluss auf den
Import, wenn das vordere hydrophobe Segment zusatzlich entfernt wird. Dies zeigt sich bei
Betrachtung des Proteins ssPex8AHS2 (Spur 9-12). Es wird bei Zugabe von rauen Membranen
vermutlich im selben Mal glykosyliert wie ssPex8 (Spur 11, vgl. Spur 3). Dies lasst sich anhand der
Glykosylierungsbande vermuten, die bei beiden Proteinen in einem vergleichbaren Abstand zur
unmodifizierten Bande erkennbar ist. Daher lasst sich schlieBen, dass das HS1 in diesem Fall schon den
Import unterbricht, sodass eine Deletion des HS2 keinen Effekt entwickelt. Nur wenn die beiden
hydrophoben Segmente in Kombination entfernt werden, wird das Protein so weit in das ER importiert,
dass zusatzliche Stellen genutzt werden kénnen.
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Bei Betrachtung des Proteins ssPex8AHS1 zeigt sich, dass es wie im vorherigen Versuch mehr als
zweifach glykosyliert (Spur 7) und prozessiert (Spur 7/8) wird. Das unmodifizierte ssPex8 wird schwach
glykosyliert sowie prozessiert. Der Prapro-a-Faktor bei Zugabe von rauen Membranen glykosyliert.

Der Versuch zeigt, dass das HS2 an den Positionen 321-329 die Nutzung der C-terminalen
Glykosylierungsstellen verhindert. Allerdings wird dies nur relevant, wenn das HS1 fehlt, da sonst
schon an dieser Stelle ein Abbruch des Importes stattfindet. Ob im Falle der doppelten Deletion der
hydrophoben Segmente eine vollstiandige Glykosylierung erfolgt, kann nicht vollstdndig aufgelost
werden.

Unabhangig von der vollstandigen Glykosylierung stellt sich die Frage, ob ssPex8 AHS1AHS2 vollstandig
in das ER importiert wird. In diesem Fall sollten zumindest die glykosylierten Formen geschiitzt
vorliegen. Um diese Frage zu beantworten, wurden mit den oben genannten Varianten von ssPex8
Ansidtze mit und ohne raue Membranen fir eine in vitro Translation erstellt. Die
Translation/Translokation wurde durchgefiihrt und die Proteine im Anschluss mit der Proteinase K
behandelt. Der Verdau wurde mit PMSF abgestoppt und die Proteine auf einer 8-15% SDS-PAGE
aufgetrennt. Diese wurde anschlieBend mittels Phosphoimaging analysiert. Das Ergebnis ist in
Abbildung 27 gezeigt.
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Abbildung 27: Die Kombination aus den Deletionen des HS1 und HS2 fiihrt zu einer geschiitzten Form von
ssPex8. Die in vitro Translation der Proteine wurde bei 25°C fiir 45 min durchgefiihrt, zur Markierung wurde 3>S-
Methionin verwendet. In der Halfte der Falle wurden auBerdem raue Membranen des Hundes (RM) zugegeben,
um eine Translokation zu ermoglichen. Um den Proteaseschutz zu Uberprifen, wurde auBerdem in der Halfte
der Ansétze die Proteinase K bis zu einer Endkonzentration von 100 pg/ml in den Translationsansatz gegeben
(PK). Im Anschluss wurden die Proteine in einem 8-15% SDS-PAGE aufgetrennt und die Signale mittels des
Phosphoimagers aufgenommen. Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit #
und die geschiitzte Form von ssPex8 mit A.

Fir die Variante, in der die beiden hydrophoben Segmente fehlen (ssPex8 AHS1AHS?2), zeigt sich eine
geschitzte Form (Spur 16). Sie befindet sich erneut etwa auf Hohe der prozessierten Form des
Proteins. Bei ssPex8 ist diese Bande nicht zu beobachten (vgl. Spur 4), wohingegen sie bei ssPex8AHS1
auch sichtbar ist (Spur 8). Sie ist fir ssPex8AHS1AHS2 jedoch im Vergleich etwas intensiver (Spur 16,
vgl. Spur8). Die Entfernung des HS2 sorgt also neben einer héheren Anzahl an Glykosylierungen auch
fir einen erhohten Schutz im Vergleich zu ssPex8 und ssPex8AHS1. Dieser Effekt wird erneut nur
deutlich, wenn HS2 und HS1 in Kombination deletiert werden. Dies zeigt sich bei Betrachtung von
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ssPex8AHS2, da sich dieses Protein analog zu ssPex8 verhalt (Spur 12, vgl. Spur 4). Es wird nur eine
Glykosylierungsbande sichtbar und das Protein liegt ungeschiitzt vor. Am wahrscheinlichsten lasst sich
dies auch hier damit begriinden, dass das HS1 den Import zuerst unterbricht, da es beim Import zuerst
am Translokon angelangt. Die negative Wirkung des HS2 auf den Import wird daher erst relevant, wenn
der HS1 entfernt wird.

Das unmodifizierte ssPex8 wird in diesem Fall nur schwach glykosyliert, was sich jedoch durch eine
insgesamt geringe Translationseffizienz erklaren lasst. Das Protein liegt wie zuvor nicht final im ER vor.
Der Prapro-a-Faktor wird glykosyliert und die glykosylierten Formen liegen innerhalb des ER-Lumens
vor, weshalb sie vor der Proteinase K geschiitzt sind.

Aus diesem Experiment wird deutlich, dass auch der HS2 dafiir sorgt, dass der Import von ssPex8 in
das ER-Lumen unterbrochen wird. Allerdings entfaltet sich der Effekt auch hier nur, wenn der HS1
zusatzlich entfernt wird, da sonst schon dieses Segment einen vollstandigen Import verhindert. Erst
wenn beide Segmente in Kombination deletiert werden, liegt eine Form von ssPex8AHS1AHS2 im ER-
Lumen vor. Die Form ist etwas kleiner als das Volllangenprotein und befindet sich ungefahr auf Hohe
des prozessierten Proteins. Mittels eines zusatzlichen Versuches, indem die Behandlung mit dem
Tripeptid und Proteinase K kombiniert wurden, konnte fir die geschitzten Banden gezeigt werden,
dass es sich nicht um teilweise verdaute glykosylierte Formen handelt (Daten nicht gezeigt).
Letztendlich kann die Natur der geschitzten Form nicht aufgel6st werden. Weitere stark hydrophobe
Bereiche, die einen vollstandigen Import verhindern kénnten und so erkldaren wiirden, warum die
glykosylierten Formen ungeschiitzt vorliegen, finden sich in der Sequenz des Proteins nicht.

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass der Import von ssPex8 durch die hydrophoben
Segmente so stark gehemmt wird, dass die jeweils C-terminal zu den Segmenten liegenden
Glykosylierungsstellen nicht genutzt werden kénnen. AuRerdem sind die Proteine schon wahrend des
Importes oder nach vollendeter Translation mit anschlieBender Ablésung des Ribosoms zuganglich fiir
eine Protease und werden vollstandig verdaut. Bei einer Entfernung der hydrophoben Segmente wird
ssPex8 hingegen weiter importiert und es findet vermutlich eine Nutzung von Glykosylierungsstellen
statt, die sich hinter den ersten beiden Stellen befinden. Dariiber hinaus wird erstmals eine geschiitzte
Form des Proteins sichtbar.
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5.9 Der Import der Chimare pPL[ss]-aF wird durch die HS gehemmt

Die hydrophoben Segmente von Pex8 unterbrechen den Import des Proteins mit vorgeschalteter
Signalsequenz. Obwohl die Signalsequenz geeignet ist, ssPex8 zum ER zu dirigieren, wird das Protein
nicht vollstandig in das ER importiert. Pex8 ist jedoch ein peroxisomales Protein und damit eher kein
klassisches Substrat fir einen ER-Import. Im Folgenden soll daher untersucht werden, ob die
hydrophoben Segmente in der Lage sind, den Import anderer Proteine in das ER zu unterbrechen, die
normalerweise ungehindert importiert werden.

Zu diesem Zweck wurde eine Chimare aus dem reifen Teil des Prapro-a-Faktors und der Signalsequenz
von Praprolaktin mit sechs zusatzlichen Aminosaduren als Spacer erstellt. Das Protein ist etwa 21,3 kDa
grofd und wird im Folgenden als pPL[ss]-aF bezeichnet. Der reife Teil des Prapro-a-Faktors wurde
gewahlt, da er effizient glykosyliert wird, sodass der Import zuverlassig Gberprift werden kann. Die
Verwendung der Signalsequenz von Praprolaktin wurde beibehalten, um Konsistenz zu den
vorangegangenen Versuchen zu gewahrleisten. Um die eigentliche Fragestellung zu adressieren,
wurde jeweils ein hydrophober Abschnitt aus Pex8 hinter der ersten Glykosylierungsstelle eingefiigt.
Dabei wurden die Segmente in einem Abstand von zwanzig Aminosauren zur ersten
Glykosylierungsstelle platziert, um die Nutzbarkeit der Stelle zu gewahrleisten und eine
Vergleichbarkeit zu ssPex8 herzustellen. Die GroRe der Chiméare pPL[ss]-HS1-aF betrdgt 22,5 kDa.
Wenn der HS2 verwendet wird (pPL[ss]-HS2-aF), ist die Chiméare 22,1 kDa groR. Eine Ubersicht der
verwendeten Proteine findet sich in Abbildung 28.
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Abbildung 28: MaBstabsgetreue Darstellung der Chimdre und ihrer Varianten mit den hydrophoben
Segmenten aus Pex8 innerhalb der Prapro-a-Faktor Sequenz. Dargestellt ist die verwendete Chimare aus der
Signalsequenz von Praprolaktin und dem reifen Teil des Prdpro-a-Faktors (oben) und ihre Varianten mit
hydrophoben Segmenten aus Pex8 (mittig, unten). Der Prapro-a-Faktor ist rot dargestellt und seine drei
Glykosylierungsstellen mit Y gekennzeichnet. Die Signalsequenz und zusatzliche sechs Aminosduren aus
Praprolaktin sind in blau zu sehen, wobei die Signalsequenz dunkelblau und der Spacer hellblau eingefarbt ist.
Die hydrophoben Segmente aus Pex8 sind mintgriin markiert, wobei der HS1 (mittig) heller ist als HS2 (unten).
Die im Folgenden verwendeten Bezeichnungen fiir die Proteine sind rechts angegeben. Der Maf3stab ist unten
rechts gezeigt; AS = Aminosauren.

Es sollte zunachst ermittelt werden, ob die eingefligten hydrophoben Segmente eine Glykosylierung
der zweiten und dritten Stelle verhindern. Dies wadre zu erwarten, wenn der Import durch die
hydrophoben Segmente an diesem Punkt analog zu ssPex8 unterbrochen wird. Mit den Chimaren
wurde daher erneut ein in vitro Translokation in Anwesenheit von rauen Membranen und unter
Zugabe des Tripeptides NYT durchgefiihrt. Nach der Durchfiihrung der Translation wurden die Proteine
in einer 15% SDS-PAGE aufgetrennt. Die Signale wurde mittels Phosphoimaging detektiert. Das
Ergebnis ist in Abbildung 29 gezeigt.
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Abbildung 29: Das Einfiigen der hydrophoben Segmente aus Pex8 verhindert die Glykosylierung der hinteren
Stellen nicht. Es wurde zunéachst fur 45 min bei 25°C ein Transport in raue Membranen des Hundes (RM)
durchgefiihrt. Hierbei wurden die Proteine wurden mit %S markiert und es wurden jeweils Ansitze ohne raue
Membranen mitgefihrt. Um mogliche Glykosylierungen zu Uberprifen, wurde aulRerdem in einen Teil der
Translationsansatze das Tripeptid NYT zugegeben. Im Anschluss wurden die Proteine in einer 15% SDS-PAGE
aufgetrennt und die Signale mittels des Phosphoimagers aufgenommen. Die oben gezeigten Proben stammen
aus demselben Versuch. Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit #.

Das Vergleichsprotein pPL[ss]-aF wird einfach, doppelt und dreifach glykosyliert (A, Spur 3). Es fallt auf,
dass die dreifache Glykosylierung die hochste Abundanz besitzt, wohingegen die einfache und
doppelte Glykosylierung weniger wahrscheinlich sind. Es ist also flir das Kontrollprotein eine dreifache
Glykosylierung am wahrscheinlichsten, was zeigt, dass alle drei Stellen effektiv genutzt werden
kénnen.

Die Chiméare mit dem vorderen hydrophoben Segment (pPL[ss]-aF-HS1) wird ebenfalls einfach, doppelt
und dreifach glykosyliert (A, Spur 7). Dies ist insofern tberraschend, dass das hydrophobe Segment
eigentlich den Import und damit die Nutzung der hinteren beiden Glykosylierungsstellen verhindern
sollte. Das ist jedoch nicht der Fall. Die einfache Glykosylierung erscheint etwas intensiver im Vergleich
zum Kontrollprotein. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass bei pPL[ss]-aF-HS1 die erste
Glykosylierungsstelle starker genutzt wird. Dieses Verhalten ware durch eine Hemmung des Importes
durch die hydrophoben Segmente denkbar, da sich dadurch das Zeitfenster der OST fiir eine
Glykosylierung der ersten Stelle vergroRBern wiirde. Es ist auBerdem auffallig, dass pPL[ss]-aF-HS1
weiter unten um Gel lauft als pPL[ss]-aF, da das Protein bei Einfligen des HS1 eigentlich gréBer werden
sollte. Dies lasst sich moglicherweise durch die Hydrophobizitdt des eingefligten Segments erklaren,
die das Laufverhalten beeinflusst. Fiir die Chimadre mit dem HS2 aus Pex8 lasst sich ebenfalls eine
einfache, doppelte und dreifache Glykosylierung beobachten. Auch fiir dieses Protein wéare das nicht
zu erwarten gewesen, da das HS2 ebenfalls die Nutzung der C-terminal liegenden
Glykosylierungsstellen unterbinden sollte. Eine Zunahme der einfachen Glykosylierung lasst sich in
diesem Fall nicht zweifelsfrei erkennen. Aulerdem weicht das Laufverhalten dieser Chimare ebenfalls
von den Erwartungen ab. Auch in diesem Fall ware durch das hoéhere Molekulargewicht eine
Verschiebung nach oben im Vergleich zu pPL[ss]-aF zu erwarten gewesen. Erneut findet jedoch eine
Verschiebung nach unten statt, wenn auch nicht so ausgepragt wie flir pPL[ss]-aF-HS1. Vermutlich ist
dies auch in diesem Fall durch die Hydrophobizitat des eingefligten Segments zu begriinden. Diese ist
etwas geringer als bei HS1, was zur geringeren Verschiebung passt.
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Um die Vermutung zu Uberprifen, dass die einfache Glykosylierung in den Chimdren mit den
hydrophoben Segmenten aus ssPex8 in hoherem Malie vorliegt, wurden die Banden des oben
gezeigten Versuches quantifiziert. AnschlieBend wurde die Signalintensitdt der einzelnen
Glykosylierungsbanden ermittelt und ihr Anteil am gesamten glykosylierten Protein errechnet. Das
Ergebnis ist in Abbildung 30 gezeigt.
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Abbildung 30: Die einfache Glykosylierung ist nach dem Einfiligen der HS starker ausgepragt. Es wurden jeweils
die Intensitaten der Glykosylierungsbanden fiir ein Protein aufsummiert und der relative Anteil der einfachen,
doppelten und dreifachen Glykosylierung berechnet.

Es wurde deutlich, dass das Kontrollprotein tatsachlich mit Abstand am starksten dreifach glykosyliert
wird (rot, 3fach). Die einfache und doppelte Glykosylierung treten hingegen kaum auf (rot, 1fach und
2fach). Dies deckt sich mit der qualitativen Beobachtung (vgl. Abbildung 29).

Fir die Chiméare mit dem ersten hydrophoben Segment (pPL[ss]-aF-HS1) fiel schon in der Betrachtung
der Banden auf, dass die einfache Glykosylierung im Vergleich zum Kontrollprotein starker zu erfolgen
scheint (vgl. Abbildung 29). Dies lasst sich mit der Quantifizierung bestéatigen, da sich eine deutliche
Verschiebung zugunsten der einfachen Glykosylierung zeigt (hellgrin, 1fach). Die doppelte
Glykosylierung wird ebenfalls in h6herem MalRe beobachtet, die Zunahme ist jedoch nicht so deutlich
(hellgriin, 2fach). Eine dreifache Glykosylierung wird im Vergleich zum Kontrollprotein
unwahrscheinlicher (hellgriin, 3fach). Fiir die Chimare mit HS2 aus Pex8 (pPL[ss]-aF-HS2) ldsst sich ein
ahnliches Verhalten beobachten. In diesem Fall ist die Zunahme der einfachen Glykosylierung im Gel
weniger gut sichtbar, lasst sich jedoch durch eine Quantifizierung ermitteln. Hier wird aus der
Verteilung der Signale erneut ersichtlich, dass die einfache Glykosylierung deutlich zunimmt
(dunkelgriin, 1fach). Fir die doppelte Glykosylierung (dunkelgriin, 2fach) ist ebenfalls ein Anstieg
sichtbar. Dieser ist jedoch nicht so deutlich wie die Zunahme der einfachen Glykosylierung. Das Signal
der dreifachen Glykosylierung nimmt auch fir diese Chimare ab (dunkelgriin, 3fach).

Es kann vermutet werden, dass die erste Glykosylierungsstelle, die noch vor den hydrophoben
Segmenten liegt, in hoherem Malle genutzt wird. Dies fiihrt zu einem Anstieg der einfachen
Glykosylierung. Die anderen beiden Glykosylierungsstellen werden jedoch ebenfalls glykosyliert, wenn
auch mit geringerer Effizienz. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die hydrophoben Segmente in den
Chimaren zwar den Import behindern, jedoch nicht vollstdndig unterbrechen. Daher sind auch
doppelte und dreifache Glykosylierungen moglich. Diese sind aufgrund ihrer Position von der
importhemmenden Wirkung der eingefligten Segmente jedoch starker betroffen, weshalb die
Wahrscheinlichkeit fiir eine gleichzeitige Nutzung aller Glykosylierungsstellen sinkt. Eine
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Glykosylierung der ersten Stelle ist wahrscheinlicher, da eine Verlangsamung des Importes zu einem
Zeitpunkt, zu dem die Glykosylierung der ersten Stelle moglich ist, die Wahrscheinlichkeit einer
erfolgreichen Glykosylierung erhoht. Einschrankend muss bemerkt werden, dass nicht gesichert
werden kann, dass das Signal der einfachen Glykosylierung ausschlieBlich von der Nutzung der ersten
Stelle stammt. Es erscheint jedoch unter Einbezug des betrachteten Importmechanismus
wahrscheinlich. Daher kann fir die Chimaren vermutet werden, dass der Import der Proteine durch
die hydrophoben Segmente gehemmt wird und diese mit geringerer Wahrscheinlichkeit vollstandig
importiert werden.

Bei einem gehemmten Import ware auch zu erwarten, dass die hydrophoben Segmente an dieser
Position den Schutz der einfach glykosylierten Form vermindern. Nach einer erfolgten Glykosylierung
der ersten Stelle muss das hydrophobe Segment das Translokon noch passieren und es besteht
weiterhin die Moglichkeit, dass das Protein nicht vollstandig transloziert wird. In diesem Zustand wére
es fur die Protease zuganglich. Die beiden mehrfach glykosylierten Formen hingegen wurden schon
Uber das hydrophobe Segment hinaus importiert und werden daher mit hoherer Wahrscheinlichkeit
vollstandig transloziert, sodass sie geschiitzt vorliegen sollten.

Im Folgenden sollte die These gepriift werden, dass die hydrophoben Segmente den Schutz der einfach
glykosylierten Form verringern, wenn sie nach der ersten Stelle eingesetzt werden. Es wurde erneut
eine in vitro Translation mit den zuvor verwendeten Proteinen in Anwesenheit von rauen Membranen
durchgefiihrt. Im Anschluss fand ein Verdau mit der Proteinase K statt, der durch PMSF abgestoppt
wurde. Die Proteine wurden auf einer 15% SDS-PAGE aufgetrennt und die Gele mittels
Phosphoimaging analysiert. Da die Analyse der Glykosylierungen eher auf eine Verschiebung der
Verteilung als auf einen absoluten Effekt hindeutet (siehe Abbildung 29; Abbildung 30) wurden die
Signalintensitaten der glykosylierten Formen quantitativ ermittelt. AnschlieBend wurde der Anteil an
geschitztem, glykosyliertem Protein jeweils fir die einfach, doppelt und dreifach glykosylierte Form
ermittelt und verglichen. Das Ergebnis ist in Abbildung 31 gezeigt.
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Abbildung 31: Das Einfiigen der hydrophoben Segmente aus Pex8 in die Chimaren verringert den Schutz der
einfachen Glykosylierung.

A: Es wurde zunéchst fur 45 min bei 25°C ein Transport in raue Membranen des Hundes (RM) durchgefiihrt.
Hierbei wurden die Proteine wurden mit 3°S markiert und es wurden jeweils Ansitze ohne raue Membranen
mitgefiihrt. Um den Proteaseschutz zu Uberprifen, wurde auferdem im Anschluss an die Translation die
Proteinase K in die Halfte der Translationsansatze gegeben (PK). Danach wurden die Proteine in einer 15% SDS-
PAGE aufgetrennt und die Signale mittels des Phosphoimagers aufgenommen. Glykosylierungsbanden sind mit
* gekennzeichnet, Prozessierungsbanden mit #.

B: Die Signale wurden mittels Image Quant TL quantifiziert und jeweils der Anteil an geschiitztem einfach,
doppelt und dreifach glykosyliertem Protein ermittelt. Es wurden Standardabweichungen berechnet, n=2.

Die Chimare ohne hydrophobe Segmente pPL[ss]-aF wird glykosyliert (A, Spur A) und die glykosylierten
Formen liegen in hohem Mal geschiitzt vor (A, Spur 4; B, rot). Flr das Kontrollprotein ist die doppelte
Glykosylierung in einigen Versuchen nur schwach sichtbar, was zu einer hohen Standardabweichung
in der Quantifizierung fihrt (B, pPL[ss]-aF 2fach). Die glykosylierten Formen sind etwa gleich gut
geschiitzt.

Die Chiméare pPL[ss]-aF-HS1 (A, Spur 5-8; B, hellgriin) liegt in der einfach, doppelt und dreifach
glykosylierten Form vor (A, Spur 7). Es zeigt sich, dass der geschiitzte Anteil der einfach glykosylierten
Form deutlich geringer ist, als bei den anderen beiden Formen (A, Spur 8). Dies lasst sich auch in der
Quantifizierung erkennen (B, hellgriin). Aus dieser wird deutlich, dass die einfach glykosylierte Variante
von pPL[ss]-aF-HS1 nicht einmal halb so effizient geschiitzt vorliegt wie die doppelt und dreifach
glykosylierten Formen. Die Chimare mit dem hinteren Segment aus Pex8 pPL[ss]-aF-HS2 (A, Spur 9-12;
B, dunkelgriin) wird ebenfalls einfach, zweifach und dreifach glykosyliert (A, Spur 11). Alle Formen sind
zumindest teilweise geschitzt (A, Spur 12). Auch hier wird ein geringerer Schutz der einfach
glykosylierten Form qualitativ und quantitativ sichtbar (B, dunkelgriin). Der Unterschied ist fir pPL[ss]-
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aF-HS2 nicht ganz so ausgepragt wie fiir pPL[ss]-aF-HS1, was sich eventuell dadurch erklaren lasst, dass
der HS1 etwas langer ist als der HS2.

Unter der Annahme, dass fir die einfache Glykosylierung in den meisten Fallen die erste
Glykosylierungsstelle entscheidend ist, kann geschlussfolgert werden, dass die hydrophoben
Segmente den Import erst hinter der ersten Glykosylierungsstelle hemmen. Diese wird folglich noch
genutzt, das Protein jedoch anschlieBend in einigen Fallen nicht mehr vollstandig importiert und daher
abgebaut. Wenn der Import hingegen lber das hydrophobe Segment hinaus stattfindet und im Zuge
dessen eine doppelte oder sogar dreifache Glykosylierung moglich sind, wird das Protein vollstandig
importiert und liegt folglich geschiitzt vor.

Zusammengenommen legen die Ergebnisse nahe, dass die hydrophoben Segmente aus Pex8 in den
Chiméaren die Wahrscheinlichkeit verringern, dass es zu einem vollstdndigen Import kommt.
Vermutlich ist dies durch eine Hemmung des Importes zu erkldren, der die Translokation langsamer
ablaufen lasst.

Es kann jedoch nicht abgesichert werden, dass eine einfache Glykosylierung tatsachlich durch eine
Glykosylierung der ersten Stelle entsteht. Daher sollte untersucht werden, ob die Chimare insgesamt
weniger effizient glykosyliert wird, wenn die HS vor den Glykosylierungsstellen positioniert werden.
Dies wiirde einen weiteren Hinweis auf einen gehemmten Import geben. Es wurde erneut die Chimare
pPL[ss]-aF als Referenzprotein verwendet. Darliber hinaus wurden die hydrophoben Segmente aus
Pex8 in die Chimare direkt hinter dem Spacer eingefiigt. Sie liegen unmittelbar vor der ersten
Glykosylierungsstelle und somit N-terminal zu allen Glykosylierungsstellen. Die verwendeten Proteine
sind in Abbildung 32 dargestellt.

HS1
HS2 —_

20 AS

Abbildung 32: MaBstabsgetreue Darstellung der Chimdre und ihrer Varianten mit den hydrophoben
Segmenten aus Pex8 direkt hinter dem Spacer. Gezeigt ist die verwendete Chimare aus dem reifen Teil des
Prapro-a-Faktors und der Signalsequenz von Praprolaktin (oben) und ihre Varianten mit den hydrophoben
Segmenten aus Pex8 (mittig, unten). Der a-Faktor ist rot dargestellt, die Signalsequenz und zusatzliche sechs
Aminosauren aus Prdprolaktin sind in blau zu sehen, wobei die Signalsequenz dunkelblau und der Spacer hellblau
eingefarbt ist. Die hydrophoben Segmente aus Pex8 sind mintgriin markiert, wobei HS1 (mittig) heller ist, als HS2
(unten). Die Glykosylierungsstellen sind mit Y gekennzeichnet. Die im Folgenden verwendeten Bezeichnungen
flr die Proteine sind rechts angegeben. Der MaRstab ist unten rechts gezeigt; AS = Aminosduren.

Es sollte untersucht werden, ob die Importeffizienz beim Einfligen der hydrophoben Segmente in die
Chimaren abnimmt. Als indirekter Indikator hierflir wurde die Effizienz der Glykosylierungen
betrachtet. Mit den genannten Proteinen wurde eine in vitro Translation durchgefiihrt, in der durch
Zugabe von rauen Membranen ein Transport moglich war. Zusatzlich wurde das Tripeptid NYT
zugegeben. Nach Durchfiihrung der Translation wurden die Proteine auf einer 15% SDS-PAGE
aufgetrennt. Die radioaktiven Signale wurden mittels Phosphoimaging detektiert und die
Signalintensitaten der Proteine in jeder Spur mittels der Software Image Quant TL ermittelt. Die
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Intensitdten der glykosylierten Formen wurden aufsummiert und der Anteil gegeniber der
Gesamtintensitat des Proteins berechnet. Der Glykosylierungsanteil der Kontrolle wurde auf eins
normiert. Das Ergebnis des Versuches ist in Abbildung 33 gezeigt.
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Abbildung 33: Das Einfiigen der hydrophoben Segmente verringert die Glykosylierungseffizienz der Chimaren.
A: Es wurde zunéchst fur 45 min bei 25°C ein Transport in raue Membranen des Hundes (RM) durchgefihrt.
Hierbei wurden die Proteine wurden mit 3°S markiert und es wurden jeweils Ansitze ohne raue Membranen
mitgeflhrt. Um mogliche Glykosylierungen zu tberprifen, wurde auBerdem in einen Teil der Translationsansatze
das Tripeptid NYT zugegeben. Im Anschluss wurden die Proteine in einem 15% SDS-PAGE aufgetrennt und die
Signale mittels des Phosphoimagers aufgenommen. Glykosylierungsbanden sind mit * gekennzeichnet,
Prozessierungsbanden mit #.

B: Die Signale wurden mittels Image Quant TL quantifiziert und jeweils der Anteil an Glykosylierungen am
Gesamtprotein innerhalb einer Spur berechnet. Der Anteil der Glykosylierungen in der Chimdre ohne
hydrophobe Segmente wurde auf eins normiert. Es wurden Standardabweichungen berechnet, n=2.

Die Chiméare ohne hydrophobe Segmente (pPL[ss]-aF) wird effizient glykosyliert (A, Spur 3). Dabei ist
die dreifache Glykosylierung besonders abundant. Eine einfache Glykosylierung scheint deutlich
weniger haufig vorzukommen, ist jedoch noch detektierbar. Dahingegen erfolgte eine zweifache
Glykosylierung nur in wenigen Fallen und konnte im gezeigten Gel nicht detektiert werden. Bei Zugabe
des Tripeptides wird deutlich, dass das Protein auerdem prozessiert wird (A, Spur 4). Daraus lasst sich
ableiten, dass die Chimare in das ER importiert wird und die vorhandenen drei Glykosylierungsstellen
in den meisten Fallen alle genutzt werden.

Wenn HS1 aus Pex8 in die Chimare eingesetzt wurde (pPL[ss]-HS1-aF), wird das Protein einfach und
dreifach glykosyliert (A, Spur 7). Die doppelte Glykosylierung ldsst sich nicht detektieren. AuRerdem ist
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schon im Gel qualitativ zu erkennen, dass die Glykosylierung im Vergleich zum Kontrollprotein
insgesamt weniger effizient erfolgt, wahrend die Translationseffizienz konstant bleibt. Durch die
Quantifizierung wird dies bestatigt (B, hellgriin), da der Anteil an glykosyliertem Protein sich etwa
halbiert. Die Chimdre mit dem HS1 wird also nur noch halb so gut glykosyliert. Damit sinkt vermutlich
auch die Importeffizienz um etwa 50%.

Die Chimare mit HS2 aus Pex8 wird ebenfalls sichtbar einfach und dreifach glykosyliert (A, Spur 11).
Der Anteil an glykosyliertem Protein sinkt jedoch auch fiir diese Variante im Vergleich zu pPL[ss]-aF ab.
Die Quantifizierung ergibt, dass pPL[ss]-HS2-aF etwa 40% weniger effizient glykosyliert wird. Dies lasst
indirekt auch auf eine Verringerung der Importeffizienz schlieRen.

Das Einfligen beider hydrophober Segmente verringert den Gesamtanteil an glykosyliertem Protein
um 40%. beziehungsweise 50%. Dadurch, dass das Vergleichsprotein dieselbe Sequenz und dieselben
Glykosylierungsstellen tragt, kann durch einen Vergleich von der relativen Glykosylierungseffizienz auf
die relative Importeffizienz geschlossen werden. Diese sinkt bei einem Einfligen der hydrophoben
Segmente um stark ab.

Das Ergebnis stiitzt die Theorie, dass die Chimadren im Import gehemmt werden, weiter ab. Die
hydrophoben Segmente haben jedoch keinen Abbruch der Translokation zu Folge. Dies ist daran
erkennbar, dass weiterhin glykosylierte Formen zu beobachten sind. Es liegt daher nahe zu vermuten,
dass hydrophobe Segmente in der Proteinsequenz zu einer Verlangsamung des Importes fihren,
wobei ein vollstandiger Import dennoch maglich ist. Die hydrophoben Segmente fungieren also auch
in den Chimdren als negative Regulatoren fiir den ER-Import. Allerdings scheint der Effekt in den
kiirzeren Chimaren nicht so absolut auszufallen wie im langeren ssPex8.

Es konnte gezeigt werden, dass kurze hydrophobe Segmente problematisch fiir den Import in das ER
sind. Dabei werden die Proteine mit diesen Sequenzen von der Signalsequenz zunachst plangemaR
zum ER geleitet und zumindest anfanglich reibungslos importiert. Mit Erreichen der hydrophoben
Segmente gerat der Import jedoch ins Stocken oder kommt ganz zum Stillstand. Dies erhéht die
Wahrscheinlichkeit, dass das Protein von der zugegebenen Protease angegriffen und abgebaut wird.
Der Signalsequenz als positivem Signal flr eine Translokation steht mit den hydrophoben Segmenten
damit ein negativer Regulator gegeniiber, der bislang unbekannt war.
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6 Diskussion

Die Kompartimentierung innerhalb von eukaryotischen Zellen ermoglicht die raumliche Trennung
verschiedener biochemischer Reaktionen, erfordert allerdings auch den Transport von Proteinen in die
jeweiligen Reaktionsraume. Der Transport erfolgt dabei in allen Fallen lber eine oder mehrere
Membranen und seine Funktionalitit und Spezifitat sind essenziell fir das Uberleben der Zelle. Ein
wichtiger Teil des inter- und intrazellularen Proteintransportes ist der sekretorische Weg. Er beginnt
nach oder wahrend der Synthese der Proteine mit einem Import in das endoplasmatische Retikulum.
Der Transport wird dabei durch eine ER-spezifische Signalsequenz ausgelost, die im Anschluss durch
die Prozessierung abgespalten wird.

Im sekretorischen Weg stellt der Import in das ER den ersten Kontrollpunkt dar. Eine fiir das ER
spezifische Signalsequenz stellt sicher, dass nur Proteine des sekretorischen Weges Eintritt in das
Lumen des ER finden. Sie dient damit als positiver Regulator fiir einen ER-Import. Es war dabei lange
Zeit Konsens, dass die Signalsequenz hinreichend fiir einen Import in das ER sei (Blobel und
Dobberstein 1975). Der reife Teil des Proteins spiele fiir den Import keine Rolle. Erste Hinweise zeigen
jedoch, dass es Ausnahmen von dieser Regel geben kénnte. So werden Proteine mit intrinsisch
ungeordneten Bereichen nicht vollstandig in das ER importiert. In diesem Fall dient also ein Signal im
reifen Teil des Proteins als negativer Regulator des ER-Importes. Dies ist insofern unerwartet, dass
insbesondere das Faltungsverhalten wahrend der Translokation keine Rolle spielen sollte, da die
Proteine ungefaltet lGber die ER-Membran transportiert werden. Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe
Kalies konnten ein &hnliches Verhalten fiir das peroxisomale Protein Pex8 zeigen. Trotz der
vorgeschalteten  ER-Importsequenz des Prapro-a-Faktors wurden nicht alle sieben
Glykosylierungsstellen des Proteins genutzt und es lag nicht final im ER vor (Ohms 2015). Die
Signalsequenz des Prapro-a-Faktors war also nicht hinreichend, um eine vollstéandige Translokation des
Proteins in das ER zu erreichen.

6.1 ssPex8 wird nicht vollstandig in das Lumen des ER importiert

Es wurde zunichst vermutet, dass der unvollstindige Import von Pex8 auf die Verwendung der
Signalsequenz des Prapro-a-Faktors zurlickzufiihren war. Alle Versuche wurden in einem zellfreien in
vitro System durchgefiihrt und der Import in das ER des Saugers untersucht. Daher war es vorstellbar,
dass die Signalsequenz des Hefeproteins Prapro-a-Faktor eventuell inkompatibel mit dem System sein
kdénnte, was einen vollstdandigen Import verhindert. In dieser Arbeit wurde Pex8 die Signalsequenz des
Saugerproteins Praprolaktin vorangestellt (ssPex8) und erneut der Import in das ER anhand von
Glykosylierungen und Proteaseschutz untersucht. Auch dieses Fusionsprotein wurde unvollstindig
glykosyliert und lag nicht geschiitzt im ER vor. Aus diesem Vergleich ergab sich ein erster Hinweis, dass
der reife Teil des Proteins unabhangig von der Signalsequenz einen finalen ER-Import verhindert.
Bislang war offen, wie weit ssPex8 in das ER importiert wird. Uber die Kldrung der Frage, welche
Glykosylierungsstellen des Proteins genutzt werden, lasst sich zumindest abschatzen, bis zu welchem
Punkt es mindestens in das ER eingetaucht sein muss. Die Analyse von Varianten denen jeweils eine
der sieben Stellen fehlte, zeigte, dass nur die Entfernung der ersten beiden Stellen an den Positionen
142 und 173 einen Einfluss auf das Glykosylierungsverhalten von ssPex8 hat. Anhand einer Variante,
die nur die beiden N-terminalen Glykosylierungsstellen tragt und analog zu ssPex8 glykosyliert wird,
|asst sich absichern, dass die ersten beiden Stellen genutzt werden und das Protein mindestens bis zur
Position 185 in das Lumen des ER gelangt. Dies ergibt sich aus der Position der zweiten
Glykosylierungsstelle an Position 173 und zusatzlichen 12 Aminosduren nach dem Asparagin des
Tripletts, die fir eine Glykosylierung notwendig sind (Nilsson und Heijne 1993).

Es blieb jedoch zunadchst offen, ob die ausschlieRliche Nutzung der beiden N-terminalen Stellen auf
einen unvollstandigen Import zuriickzufiihren ist, der die fiinf hinteren Stellen nicht in das ER-Lumen
gelangen lasst oder auf einen vollstandigen Import mit anschlieBendem Riicktransport in das Cytosol,
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bei dem die ungenutzten Stellen aus anderen Griinden nicht glykosyliert werden. Um diese Unklarheit
aufzulosen, wurde exemplarisch die letzte Glykosylierungsstelle an Position 403 betrachtet, indem ein
N-terminal zu dieser Stelle liegender Abschnitt des Proteins deletiert wurde, um einen reibungslosen
Import zu gewahrleisten. Dabei wurde deutlich, dass die letzte Glykosylierungsstelle von ssPex8
funktional ist und im verwendeten System glykosyliert werden kann. Dies lasst einen vollstdandigen
Import mit anschlieRendem Riicktransport in das Cytosol unwahrscheinlich erscheinen, da dann eine
Glykosylierung der letzten Stelle zu beobachten ware. Es kann daher geschlussfolgert werden, dass
ssPex8 nicht vollstandig in das ER gelangt, sondern schon im Import behindert wird.

Dadurch, dass nur die ersten beiden Glykosylierungsstellen von ssPex8 genutzt werden, lasst sich
vermuten, dass der Import des Proteins nach der zweiten Glykosylierungsstelle an Position 173
unterbrochen oder gchemmt werden muss. Um genauer einzugrenzen, wie weit das ssPex8 in das ER-
Lumen importiert wird, wurden Verkiirzungen des Proteins erstellt. Dabei wurde deutlich, dass eine
Verkiirzung der Lange 204 AS noch vollstandig importiert und glykosyliert vorlag. Im Gegensatz dazu
wurde die nachstgroRere Verkirzung, das 274mer, nur noch doppelt glykosyliert, obwohl sie insgesamt
flinf Glykosylierungsstellen tragt. Auch der Schutz dieser Verkiirzung war unvollstandig. Unter der
Bericksichtigung der eingefliigten Methionine kann eingegrenzt werden, dass ssPex8 bis zur Position
201 reibungslos importiert wird.

Aufgrund der verwendeten Signalsequenz und der Kettenldnge von Pex8 kann von einem
cotranslationalen Transport ausgegangen werden (Zimmermann et al. 1990). Die Translation lduft trotz
des unterbrochenen Importes weiter ab. Dies ist daran zu erkennen, das trotz des unvollstandigen
Importes vollstandig translatierte Proteine beobachtet werden. Mdglicherweise ragt die naszierende
Proteinkette daher schon wahrend der Translation in das Cytosol und ist dort fir die zugegebene
Protease zuganglich. Im Allgemeinen ermdglicht die feste Bindung zwischen Translokon und Ribosom
den Transport sekretorischer Proteine ohne Kontakt zum Cytosol. Der verzégerte Import fiihrt jedoch
zu einer Lockerung der Interaktion zwischen Sec61-Komplex und Ribosom. Diese Moglichkeit ist fiir
verschiedene sekretorische Proteine beschrieben, die bei Unterbrechung der Translokation wahrend
des Importes in das Cytosol gelangen (Connolly et al. 1989). Bislang konnte gezeigt werden, dass dieses
Verhalten durch pause-transfer Sequenzen ausgel6st wird (Hegde und Lingappa 1996). Aufgrund der
entstehenden Licken zwischen Ribosom und Translokon beginnt die wachsende Peptidkette in das
Cytosol zu ragen. Wahrenddessen lauft die Translation vermutlich weiterhin ab, sodass sich ein loop in
das Cytosol bildet. Dadurch ist das Protein fiir die extern zugegebene Protease an verschiedenen
Punkten zuganglich, was erklaren kdnnte, warum keine Abbaubanden detektiert wurde. Zusatzlich ist
die Proteinkette nach Abschluss der Translation proteasezuganglich. Nachdem der Import ins Stocken
gerat, die Translation aber vollstdndig ablauft, 16st sich das Ribosom im Anschluss von der Kette und
der ER-Membran und lasst den Bereich des Proteins, der C-terminal zum hydrophoben Segment liegt,
in das Cytosol ragen, wo es durch die zugegebene Protease angegriffen werden kann. Allerdings
wirden man in einem solchen Fall erwarten, dass sich Abbaubanden des Proteins detektieren lassen,
welche jedoch weder fiir die Verkirzungen noch fiir das Volllangenprotein beobachten wurden.
Moglicherweise ist dies dadurch zu begriinden, dass sich bis zur Position 201 nur zwei von elf
Methioninen befinden, was eine Detektion des N-terminalen, geschiitzten Teils von ssPex8 erschwert.

Nach Abschluss der Translation und der Ablésung des Ribosoms kdnnte es zu einem retrograden
Transport des Proteins zurlick in das Cytosol kommen, um das Translokon wieder freizugeben. Dies
wirde ebenfalls erklaren, warum weder fiir die Verkiirzungen noch fiir das Volllangenprotein bei
Zugabe der externen Protease Abbaubanden zu beobachten waren. Anhand einer Sedimentation unter
Hochsalzbedingungen konnte jedoch gezeigt werden, dass insbesondere die modifizierten Formen von
ssPex8 entweder im Translokon oder von aulRen assoziiert mit der ER-Membran vorliegen. Es kommt
also offenbar nicht zu einem vollstandigen retrograden Transport, der das Protein frei im Cytosol
vorliegen lasst.
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6.2 ssPex8 besitzt hydrophobe Bereiche, die den ER-Import hemmen

In den meisten Fallen werden Proteine zunachst vollstandig in das ER importiert, bevor sie durch die
Kontrollsysteme innerhalb des ER erkannt und wieder exportiert werden. Ein Abbruch des Importes ist
ungewohnlich, da das zugehorige Signal wdhrend des Importes detektiert werden muss und das
Translokon durch den unterbrochenen Import blockiert wird. Bislang ist fiir Proteine, die intrinsisch
ungeordnete Bereiche aufweisen, ein unvollstdndiger Import in das ER bekannt (Miesbauer et al.
2009). Diese Proteine werden teilweise importiert, bevor ihre Translokation unterbrochen wird. Wenn
alpha-helicale Strukturen auf die ungeordneten Bereiche folgen, wird der Import fortgesetzt,
andernfalls werden die Proteine retransloziert. Im Anschluss werden sie vermutlich durch die
preemptive quality control abgebaut (Miesbauer et al. 2009). Vereinzelt wird ein dhnliches Verhalten
flr Proteine mit langen Abschnitten aus B-Faltblattern beschrieben (Gonsberg et al. 2017). Die
intrinsisch ungeordneten Bereiche und langen Abschnitte aus B-Faltblattern sind bislang die einzigen
bekannten Signale innerhalb des reifen Teils von Proteinen, die den Import in das ER negativ
beeinflussen. Da Pex8 laut Vorhersagen jedoch keines dieser Merkmale aufweist, kann vermutetet
werden, dass innerhalb des reifen Teils von Pex8 ein anderer Ausloser fir den unvollstandigen Import
vorliegen muss.

Pex8 besitzt mit PTS1 und PTS2 zwei peroxisomale Targetingsignale. Insbesondere fiir das PTS2 kann
aufgrund seiner Position im Protein vermutet werden, dass es den Import negativ beeinflusst. Es
konnte jedoch durch eine Deletion der beiden peroxisomalen Targetingsignale gezeigt werden, dass
sie den ER-Import von ssPex8 nicht beeintrachtigen. Es liegt daher in der Sequenz von Pex8 vermutlich
ein bislang unbekanntes Signal vor, dass den Import in das Lumen des ER unterbricht.

Durch die erstellten Verkiirzungen konnte eingegrenzt werden, dass sich das Signal in einem Bereich
zwischen den Aminosduren 201 und 273 befinden muss. Bei genauerer Analyse dieses Abschnittes fiel
ein kurzer, stark hydrophober Bereich auf. Er ist zehn Aminosauren lang und befindet sich an Position
209-219 (HS1). Zusatzlich wurde ein weiterer Bereich an Position 321-329 identifiziert (HS2). Er ist mit
neun Aminosauren etwas kiirzer und ebenfalls stark hydrophob. Beide Bereiche sind zu kurz fir
Transmembrandomaénen, die in der Regel 16-25 Aminosauren lang sind. Anhand der Position des HS1
Iasst sich begriinden, warum in ssPex8 nur die ersten beiden Glykosylierungsstellen genutzt werden.
Der Bereich befindet sich zwar C-terminal zur dritten Glykosylierungsstelle, allerdings betragt der
Abstand zur Glykosylierungsstelle an Position 203 nur sechs Aminosauren. Dies ist unter Annahme,
dass die Proteinkette im Translokon hdangen bleibt, fiir eine erfolgreiche Glykosylierung zu wenig. Laut
Literatur muss die Proteinkette mindestens 12 Aminosauren weit in das Lumen des ER ragen, um eine
Glykosylierung zu ermdglichen (Nilsson und Heijne 1993).

Bei einer Entfernung des HS1 wird das Protein hingegen bis zum HS2 importiert, was theoretisch eine
Nutzung der ersten fiinf Stellen ermdglicht. Wie erwartet ist in diesem Fall eine Zunahme der
Glykosylierungen zu beobachten. Eine kombinierte Deletion beider hydrophober Bereiche ermoglicht
theoretisch eine Nutzung aller sieben Glykosylierungsstellen von ssPex8. Erwartungsgemal nimmt hier
die Anzahl der beobachteten Glykosylierungen nochmals zu. Es lasst sich nicht eindeutig
determinieren, ob ssPex8 ohne die beiden HS vollstindig glykosyliert wird. Es ist jedoch auch nicht
unbedingt zu erwarten, dass bei einem vollstandigen Import alle Glykosylierungsstellen genutzt
werden. Zunéachst bietet ein Glykosylierungsmotiv nur die Moéglichkeit einer Glykosylierung (Apweiler
et al. 1999). Ob die Stelle tatsachlich genutzt wird, hangt von vielen weiteren Faktoren ab (Mellquist
et al. 1998; Bafo-Polo et al. 2011). So wurde in einer Datenbankanalyse festgestellt, dass nah
zusammenliegende Stelle nicht zeitgleich genutzt werden, was moglicherweise auf eine sterische
Hinderung zurickzufihren ist (Gavel und Heijne 1990). Daher ist es fraglich, ob die Stellen an Position
219 und 222 gleichzeitig glykosyliert werden kénnen. Experimentell nachgewiesen wurde in Pex8 nur
die Nutzbarkeit der ersten beiden Stellen und der letzten Stelle. Letztendlich ist anhand der Zunahme
der Glykosylierungen und der Tatsache, dass sich C-terminal zum HS2 keine weiteren hydrophoben
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Bereiche fanden, davon auszugehen, dass eine Deletion beider HS den reibungslosen Import in das ER
ermoglicht.

Neben einer héheren Anzahl an Glykosylierungen wurde bei einer Deletion von HS1 und HS2 erstmals
eine geschiitzte Form sichtbar. Sie war etwas kleiner als die unmodifizierte Variante und damit etwa
so grold wie das prozessierte Protein. Es konnte mittels einer Kombination aus der Zugabe des
Glykosylierungskompetitors NYT wahrend der Translation und der Zugabe der PK nach der
Translokation ausgeschlossen werden, dass es sich um glykosyliertes Protein handelte, das teilweise
verdaut wurde. Um welche Form es sich bei der geschiitzten handelt, konnte nicht aufgeklart werden.
Dennoch gibt das Vorliegen des geschiitzten Proteins nach der Deletion der HS einen weiteren Hinweis
darauf, dass die hydrophoben Bereiche dafiir verantwortlich sind, dass das Protein nicht final im ER
vorliegt.

Die hydrophoben Bereiche innerhalb von ssPex8 fungieren als Signal, den Import zu verlangsamen
oder ganz zu beenden. Moglicherweise erkldaren solche Abschnitte auch das Importverhalten des
humanen Apolipoprotein B. Es ist beschrieben, dass es teilweise importiert und glykosyliert, dann
jedoch abgebaut wird (Chuck et al. 1990). Das Signal fiir diesen unterbrochenen Import ist umstritten
(Chuck und Lingappa 1992; Pease et al. 1995). Ahnlich zu Pex8 weist dieses Protein ebenfalls kurze
hydrophobe Abschnitte auf, die zu kurz fir Transmembrandomadnen sind. Allerdings gibt es keine
Sequenzhomologien der Bereiche von ApoB und Pex8. Die moglichen Signale haben nur ihre
Hydrophobizitdt gemeinsam. Auch die beiden hydrophoben Bereiche innerhalb von ssPex8 ahneln sich
in erster Linie in ihrer Hydrophobizitat, nicht in Hinblick auf ihre Sequenz. Es scheint daher in diesem
Fall tatsachlich ein Signal zu geben, dass ausschlieBlich auf Hydrophobizitdten beruht.

Das Protein ssPex8 wird bis zum Erreichen der hydrophoben Bereiche cotranslational transportiert.
Sobald jedoch der HS1 in das Translokon eintritt, verlangsamt sich der Import oder kommt ganz zum
Erliegen. Das Importverhalten der Chiméaren gibt einen Hinweis darauf, dass es sich eher um eine
Verlangsamung des Importes handelt, als um einen vollstandigen Abbruch. Hier ergab sich eine
Diskrepanz zwischen dem langeren ssPex8 und den kirzeren Chimdren. Es war fiir ssPex8 keine
Glykosylierung der C-terminal zum HS1 liegenden Glykosylierungsstellen zu beobachten. Bei den
Chimaren konnen hingegen die hinter den Segmenten liegenden Glykosylierungsstellen teilweise
genutzt werden und es ist in einigen Fallen ein Schutz zu beobachten. Es handelt sich um einen
dynamischen Prozess, der die Wahrscheinlichkeit eines vollstdndigen Importes verringert, ihn jedoch
nicht vollstandig ausschlieft. Dies ist scheinbar ein Widerspruch zwischen beiden Ergebnissen.
Allerdings muss bericksichtigt werden, dass die Signale der glykosylierten Banden fiir ssPex8 in aller
Regel sehr viel schwacher als bei den Chimaren waren. Dies ldsst sich einerseits durch die Grofle des
Proteins und andererseits durch eine geringere Glykosylierungseffizienz erklaren. Es ist denkbar, dass
auch der Import von ssPex8 beim Erreichen der hydrophoben Segmente nicht abgebrochen, sondern
lediglich verlangsamt wird. Hierdurch wird die Wahrscheinlichkeit verringert, dass das Protein tiber die
zweite Glykosylierungsstelle hinaus in das ER gelangt. Diese Verringerung ist bei ssPex8 jedoch
moglicherweise ausreichend, dass eine Nutzung der hinteren Stellen nicht mehr detektierbar ist. Daher
erscheint die Hemmung des Importes hier wie ein Abbruch. Zusammengenommen kann davon
ausgegangen werden, dass die hydrophoben Segmente den Import von Proteinen hemmen, aber nicht
abbrechen.

6.3 Kurze hydrophobe Bereiche hemmen generell den ER-Import

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die kurzen hydrophoben Segmente in ssPex8 den Import
des Proteins behindern. Fraglich war, ob dies ein isolierter Effekt flir ssPex8 ist oder als prinzipielles
Konzept auch fir andere Proteine gilt. Als exemplarisches Protein wurde eine Chimére verwendet, die
aus dem reifen Teil des Prapro-a-Faktors, sowie der Signalsequenz von Praprolaktin besteht. Der
Prapro-a-Faktor wird im verwendeten in vitro System effizient importiert und glykosyliert. Die
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Signalsequenz aus dem Saugerprotein Praprolaktin dirigiert Proteine zuverlassig SRP-abhangig zum ER
(Kurzchalia et al. 1986). Bei einem Einfliigen der hydrophoben Segmente vor allen
Glykosylierungsstellen wurden die Chimaren insgesamt weniger gut glykosyliert und daher vermutlich
im Import gehemmt. Bei einer Positionierung der HS zwischen den ersten beiden
Glykosylierungsstellen, lasst sich ein weiterer Hinweis ableiten, dass auch diese Chimaren schon in
ihrem Import behindert werden. Die hydrophoben Bereiche beeinflussen die erste Stelle starker als
die beiden C-terminalen Stellen, was als Indiz fiir eine Hemmung des Importes betrachtet werden
kann. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die kurzen hydrophoben Abschnitte auch in Proteinen ein
Importhemmnis sind, die normalerweise reibungslos importiert werden. Es ldsst sich daraus die These
ableiten, dass kurze hydrophobe Abschnitte innerhalb des reifen Teils von Proteinen ein generelles
Problem fiir das Translokon darstellen.

Dies ist vermutlich dadurch zu erklaren, dass diese Abschnitte fiir das Translokon einen Sonderfall
darstellen. Bei langeren hydrophoben Abschnitten, die sich als Transmembrandomanen eignen, wiirde
eine Insertion in die Membran stattfinden, wohingegen Proteine ohne stark hydrophobe Abschnitte
einfach Uber die Membran transportiert werden. Die kurzen hydrophoben Bereiche bewirken
hingegen einen Transportstau. Dies ist moglicherweise dadurch zu begrinden, dass aufgrund der
Hydrophobizitdt eine Membraninsertion begonnen wird, die jedoch aufgrund der zu geringen Lange
der Segmente wieder unterbrochen wird. Transmembrandomadnen sind im Durschnitt 17,6
Aminosauren lang, damit sie die Membran durchspannen kénnen (Hildebrand et al. 2004). Die
hydrophoben Segmente HS1 und HS2 sind mit zehn und neun Aminosduren deutlich kiirzer. Es ist
denkbar, dass die hydrophoben Bereiche zwischen der lateralen Offnung, die einen Eintritt in den
hydrophoben Membraninnenraum und eine Interaktion mit den Lipiden erlaubt, und dem aquatischen
Kanal des Sec61-Komplexes wechseln. Dies wirde den Import verzégern und ein Ereignis erfordern,
dass diesen Zustand beendet.

Die Ergebnisse decken sich zudem mit einer bioinformatischen Studie, die zeigen konnte, dass
sekretorische Proteine im Vergleich zu anderen Proteinen insgesamt eine geringere Hydrophobizitat
besitzen (Zhang et al. 2018). Eine geringe Gesamthydrophobizitdt scheint also einen Transport Gber
Membranen zu begiinstigen. Die Arbeiten von Hessa et al. beschaftigen sich ebenfalls mit der
Hydrophobizitdt von Transportsubstraten. In diesen Studien wird ein Fokus auf die lokale
Hydrophobizitdt von Transmembranproteinen gelegt. Die Autoren flihren eine Skala der biological
hydrophobicity ein, um anhand lokaler Hydrophobizitat zu beurteilen, wie gut ein Protein liber die ER-
Membran transportiert wird (Hessa et al. 2007). Sekretorische Proteine werden auch hier anhand ihrer
lokalen Hydrophobizitdat als am wenigsten hydrophob eingestuft. Cytosolische Proteine kénnen
hingegen lokal deutlich hydrophober sein und weisen insgesamt eine breitere Streuung in Bezug auf
ihre biological hydrophobicity auf. Es gibt zwar eine Schnittmenge zwischen cytosolischen und
sekretorischen Proteinen, jedoch liberschreiten sekretorische Proteine einen gewissen Wert nicht. Die
Autoren stellen daher die These auf, dass es eine Obergrenze fir die lokale Hydrophobizitdt von
sekretorischen Proteinen gibt, welche durch das Translokon definiert wird.

In dieser Arbeit konnte die Theorie von Hessa et al. experimentell gestiitzt werden. Das Translokon
scheint tatsachlich nicht in der Lage zu sein, Proteine mit zu hohen lokalen Hydrophobizitdten zu
transportieren. Vermutlich gab und gibt es daher einen evolutiondaren Druck auf sekretorische
Proteine, der ein Auftreten von hydrophoben Bereichen, die zu kurz fiir Transmembrandomanen sind,
weniger wahrscheinlich macht. Fiir cytosolische Proteine liegt dieser Druck hingegen nicht vor. Daher
finden sich in dieser Proteinklasse Vertreter diverser Hydrophobizitdten.

Die gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass es neben intrinsisch ungeordneten Bereichen ein weiteres
Charakteristikum der reifen Proteinkette gibt, das den Import in das ER behindert. Die hydrophoben
Bereiche hemmen unabhéangig von der Signalsequenz den Import in das ER. Eine Signalsequenz ist bei
Proteinen mit diesem Merkmal nicht ausreichend, um eine vollstandige Translokation des Proteins in
das ER zu sichern.
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6.4 Welches Kontrollsystem ist fir den Abbau von Proteinketten mit hydrophoben

Bereichen in vivo verantwortlich?

Proteinketten, die sich zu lange im Translokon aufhalten, stellen ein groRBes Problem fiir die Zelle dar,
da sie eine Nutzung der Transportkanale durch andere Proteine verhindern und so deren Translokation
verzogern oder verhindern. Proteine, die kurze hydrophobe Bereiche tragen, werden daher in vivo
vermutlich aus dem Translokon entfernt, wenn ihr Import zu viel Zeit in Anspruch nimmt. Dafir erfolgt
wahrscheinlich ein retrograder Transport in das Cytosol. Es gibt Hinweise, dass die Moglichkeit eines
Transportes von glykosylierten Proteinen durch den Sec61-Kanal prinzipiell besteht (Gillece et al.
2000). Dies wirde einen Riicktransport der nicht vollstandig importierten, aber schon teilweise
glykosylierten Proteine ermoglichen. Ob ein retrograder Transport auch im verwendeten in vitro
System erfolgt, wurde in dieser Arbeit nicht explizit untersucht. Die Hochsalzsedimentation ldsst neben
einem Vorliegen im Translokon prinzipiell die Moglichkeit offen, dass das Protein auf cytosolischer
Seite hochsalzresistent mit der ER-Membran interagiert. Dies kime moglicherweise zustande, da es
durch Proteine der Qualitatskontrolle aus dem Translokon entfernt wurde und fiir den Abbau
vorbereitet wird. Zudem lassen sich bei Zugabe der Proteinase K keine Abbauprodukte fiir die
verwendeten Proteine beobachten. Dies wiirde auf einen retrograden Transport hindeuten, allerdings
ergab eine Analyse, dass die jeweils geschiitzten Fragmente von ssPex8 und den Chimaren zu wenig
Methionine enthalten, als dass eine Detektion moglich ware.

Nach der Retrotranslokation wird das Protein in vivo vermutlich im Cytosol abgebaut. Im verwendeten
in vitro System konnte jedoch beispielsweise die doppelt glykosylierten Form von ssPex8
nachgewiesen werden, die durch den HS1 im weiteren Import behindert wird. Dies ist dadurch zu
erklaren, dass im Retikulozytenlysat das Proteasom inhibiert ist. Daher findet ohne Zugabe der
Proteinase K kein Abbau statt. Zusatzlich fehlen moglicherweise Proteine, die den verlangsamten
Import detektieren. Der genaue Mechanismus zum Abbau der Ketten und die Identifikation des
verantwortlichen Kontrollsystems bedarf daher weiterer Untersuchungen.

Flr den Abbau von aufgrund der hydrophoben Bereiche im Import gchemmten Proteinketten kommen
in vivo prinzipiell mehrere bekannte Qualitdtskontrollsysteme des endoplasmatischen Retikulums in
Frage. Dazu zahlt beispielsweise die ER-associated degradation (ERAD). Es konnte in dieser Arbeit ein
vollstandiger Import mit anschlieRendem Export ausgeschlossen werden. Stattdessen wird die
Proteinkette abgebaut, nachdem sie teilweise importiert wurde und der Import gehemmt wird. Die
ERAD erkennt vollstéandig importierte Glykoproteine, die unvollstandig oder fehlgefaltet sind anhand
ihrer Verweildauer im Calnexin/Calretikulin-Kreislauf und schleust sie zurlick in das Cytosol, wo sie vom
Proteasom abgebaut werden (Groisman et al. 2011). Da sowohl ssPex8, als auch die erstellten
Chimaren schon im Import behindert werden, kann die ERAD sie nicht als Substrate erkennen. Es ist
daher unwahrscheinlich, dass die ER-associated degradation fiir die Entfernung und den Abbau der
Proteinketten verantwortlich ist.

Fir die Erkennung und den Abbau von Substraten, die nicht vollstdndig importiert werden, kommt die
ribosomal quality control (rQC) in Frage. Hier werden Proteine von der E3-Ligase Listerin erkannt und
zum Abbau vorbereitet (Malsburg et al. 2015). Es erfolgt eine Ubiquitinierung des Substrates, die das
Protein zum Abbau durch das Proteasom kennzeichnet. Der Abbau von Substraten mit kurzen
hydrophoben Bereichen durch die rQC ist dabei anhand mehrerer Aspekte als unwahrscheinlich zu
beurteilen. Der wichtigste Punkt ist der Mechanismus, nach dem die rQC arbeitet. Wahrend des
Importes kommt es zu einem Translationsarrest, der durch verschiedene Faktoren hervorgerufen
werden kann. Dazu zdhlen zum Beispiel einige Merkmale der naszierenden Kette, wie das Fehlen eines
Stop-Codons oder direkt aufeinander folgende Proline, aber auch beschadigte Komponenten des
Translationsapparates (Arakawa et al. 2016; Woolstenhulme et al. 2013; Simms et al. 2014). Diese
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Signale konnen fir die verwendeten Proteine anhand der Sequenzen und der verwendeten Methoden
ausgeschlossen werden. Zusatzlich erscheint ein Translationsarrest fiir die verwendeten Proteine
unwahrscheinlich, da in allen Féllen die Volllangenproteine detektiert werden konnten.

Wenn ein bekanntes Qualitatskontrollsystem fir den Abbau von Proteinen mit hydrophoben
Segmenten verantwortlich ist, kommt am ehesten die preemptive quality control (pQC) in Frage. Die
pQC ist neben der rQC ein weiterer Weg, um im Translokon befindliche Proteinketten abzubauen.
Dieser Qualitatskontrollmechanismus greift bei ER-Stress, um das Organell vor Uberlastung zu
schitzen. Je nach Signalsequenz werden Proteine nach ihrer Relevanz sortiert und noch wahrend des
Importes abgebaut (Kang et al. 2006). Es ist durchaus denkbar, dass im Falle von ER-Stress Substrate
mit kurzen hydrophoben Bereichen als zuséatzliche Belastung wahrgenommen werden, da sie
langsamer translozieren. Dies lasst einen Abbau durch die pQC sinnvoll erscheinen. Bislang ist bekannt,
dass das Kontrollsystem Substrate anhand ihrer Signalsequenz erkennt und sie nach ihrer Relevanz
ordnet (Kang et al. 2006). Weniger relevante Substrate werden abgebaut, wahrend fir die
Funktionalitat der Zelle essenzielle Substrate normal importiert werden. AuBerdem ist die pQC fiir den
Abbau von Proteinen mit intrinsisch ungeordnete Bereichen verantwortlich (Miesbauer et al. 2009).
Keines der verwendeten Proteine weist einen solchen Bereich auf. Allerdings ist die Erkennung der
intrinsisch ungeordneten Bereiche ein Indiz dafiir, dass die pQC neben den Signalsequenzen auch den
reifen Teil der Translokationssubstrate evaluiert oder in der Lage ist, eine Verlangsamung im Import zu
detektieren. Daher ist es denkbar, dass dieses System auch in der Lage ist, die verlangsamte
Translokation von Proteine mit kurzen hydrophoben Sequenzen zu detektieren und anhand dessen
den Abbau der Kette einleiten kénnte. Vertiefende Untersuchungen missen noch belegen, ob die
verlangsamte Translokation der hydrophoben Bereiche tatsadchlich die pQC aktiviert oder mit einem
bislang unbekannten Kontrollsystem in Verbindung steht. Daflir ware eine Untersuchung in vivo
geeignet; moglicherweise in Verbindung mit Interaktionsstudien.
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10 Anhang

10.1 Abktrzungsverzeichnis

ADP Adenosindiphosphat

ALG asparagine linked glucosylation
ApoB Apolipoprotein B

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

BiP binding immunoglobulin protein
BSA bovine serum albumin

DNA deoxyribonucleic acid

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ER endoplasmatisches Retikulum
ERAD ER-associated degradation

eq equivalents, Aquivalente

FDU fast digest unit

fwd forward, siehe ,,Vorwartsprimer”
Glc Glukose

GIcNACc N-Acetyl Glukosamin

G Glykosylierungsstelle

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
kDa Kilodalton

LB lysogeny broth

Man Mannose

mRNA messenger ribonucleic acid

OST Oligosaccharyltransferase

PCR polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
Pex Peroxin

PP-Dol Dolicholphosphat

pPL[ss] Signalsequenz des Praprolaktins
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

pQC preemptive quality control

PTS peroxisomal targeting signal

rev reverse, siehe ,Rickwartsprimer”
RNA ribonucleic acid

rNTP Ribonukleosidtriphosphat

rpm rounds per minute

rQC ribosomal quality control

Sc Saccharomyces cerevisiae

SDS sodium dodecyl sulfat

SPC signal peptidase complex, Signalpeptidasekomplex
SRP signal recognition particle
TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TRAM translocating chain-associated membrane protein
TRAP translocon-associated protein

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

UGGT UDP-Glucose:Glycoprotein Glucosyltransferase
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10.2 Verwendete Primer

Bezeichnung Sequenz Verwendung

Bgl fw AAGTTGCAGGACCACTTCTG Halbvektor forward Primer

Bgl rev CAGCAATAAACCAGCCAGC Halbvektor reverse Primer
ppL78mer fw ATGCAGCTGGCTTATCG Erstellung Verkirzungen von pPI-

Pex8

pPL SS+6AS rev

ATTGGGACAGACGGGGGTGGAG

Austausch der pPL-Signalsequenz

Pex8 fwd(-ATG)

TTTGATCATGACGTCGAATATCTG

Austausch der pPL-Signalsequenz

P+L 143mer rev

TCATTACTACATCATCATCGTGGCTCGGTGA
GATTCG

Erstellung des ssPex8-143mers

P+L 175mer rev

TCATTACTACATCATCATGCTGGATTCATCA
ATAAAATAGG

Erstellung des ssPex8-175mers

P+L 204mer rev

TCATTACTACATCATCATCCTGACAATGGCA
GTATTCC

Erstellung des ssPex8-204mers

P+L 274mer rev

TCATTACTACATGGCCAAATGATTCAAGTTG

Erstellung des ssPex8-274mers

P+L 381mer rev

TCATTACTATACTAAATTATCGTAAACATAA
TCG

Erstellung des ssPex8-381mers

P+L 489mer rev

TCATTACTAGGATACTTGCCATTGTGCAACC
TG

Erstellung des ssPex8-489mers

P+L 619mer rev

TCATTACTAACTTGATAAGACCGTTGTG

Erstellung des ssPex8-619mers

AS14 TGTTTAAGCCTTTTCCACGTCC Erstellung ssPex8A36-422
AS17 GATGACTGGTCTAAAATCACTACAG Erstellung ssPex8A36-387
AS26 TTTAATCAGTCAAACCGAAGCGCC E;'et'on AS210-219 aus pPL-Pex8
AS27 GCAATGCTGAATCGATAAATTAGCCCTGAC rDei'et'on AS210-219 aus pPL-Pexd
AS30 AAAGAATTATCCGCCATGAATATG E;'et'on AS321-329 aus pPL-Pexd
AS40 ATTTTGGAACTTGAAATCTAGTTG Deletion AS321-329 aus pPL-Pex8
rev
AS32 AGCTTTACTTTTTAATAACACTACAACAGAA | Q5-Primer  Insertion HS1 in
GATGAAACGG ppPL[SS]-6AS-aF[mp] fw
AS33 AATGCTATCAGAAGGCAATTGGGACAGAC | Q5-Primer Insertion HS1 in
GGGGGT ppPL[SS]-6AS-aF[mp] rev
AS36 TTTATCCTGATAATCCTCGCGTTAAAC Q5-Primer  Insertion HS2 in
ppPL[SS]-6AS-aF[mp] fw
AS37 TACATTGGGACAGACGGGGGTGGA Q5-Primer  Insertion HS2 in
ppPL[SS]-6AS-aF[mp] rev
ASA1 AATCCTCGCGTTAGGGGATTTCGATGTTGC | Q5-Primer  Insertion HS2 in
TG ppPL[SS]-6AS-aF[mp] mittig fw
AS42 ATCAGGATAAATACTTCTAAATCTGAGTAA | Q5-Primer Insertion HS2 in
CCGATG ppPL[SS]-6AS-aF[mp] mittig rev
AS43 AGCTTTACTTTTTAATGGGGATTTCGATGTT | Q5-Primer Insertion HS1 in
GCTG ppPL[SS]-6AS-aF[mp] mittig fw
AS44 AATGCTATCAGAAGGCATTCTAAATCTGAG | Q5-Primer Insertion HS1 in
TAACCGATG ppPL[SS]-6AS-aF[mp] mittig rev
GACAGCACAAATAACGGGTTATTG Deletion 2. G in pPL[ss]-aF[mp]
AS53
(N71D) fw
AS54 GGAAAATGGCAAAACAGCAACATC Deletion 2. G in pPL[ss]-aF[mp]

(N71D) rev

71



Anhang

10.3 Plasmide

Plasmid Ersteller
pGEM4a_ppaF V. Stokes
pGEM4a_pPL V. Stokes
pGEM4a_ScPex8 I. Harms
pGEM4a_pPL-SS+6AS_ScPex8 F. Kerlin
pGEM4a_pPL-SS+6AS_ScPex8-N219D-N403D-N336D-N203D-N173D A. Schatt
pPGEM4a_pPL-SS+6AS_ScPex8-N219D-N403D-N336D-N203D-N142D A. Schatt
pGEM4a_pPL-SS+6AS_ScPex8-N219D-N403D-N336D-N203D A. Schatt
pGEM4a_pPL-SS+6AS_Pex8-N142D A. Schatt
pGEM4a_pPL-SS+6AS_Pex8-N173D A. Schatt
pGEM4a_pPL-SS+6AS_Pex8-N203D A. Schatt
pGEM4a_pPL-SS+6AS_Pex8-N219/22D A. Schatt
pGEM4a_pPL-SS+6AS_Pex8-N336D A. Schatt
pGEM4a_pPL-SS+6AS_Pex8-N403D A. Schatt
pGEM4a_pPL-SS+6AS_ScPex8APTS2 F. Fahrig
pPGEM4a_pPL-SS+6AS_ScPex8ASKL S. Allan
pGEM4a_pPL-SS+6AS_ScPex8ASKLAPTS2 S. Allan
pGEMd4a_pPL-SS+6AS_Pex8-240mervh A. Schatt
pGEM4a_pPL-SS+6AS_Pex8-274mervh A. Schatt
pGEM4a_pPL-SS+6AS_Pex8-L132T F. Kerlin
pGEM4a_pPL-SS+6AS_Pex8AHS1 A. Schatt
pGEM4a_pPL-SS+6AS_Pex8AHS2 S. Allan
pGEM4a_pPL-SS+6AS-Pex8AHS1AHS2 S. Allan
pGEM4a_pPL[SS]-alphaF[mp] A. Schatt
pGEM4a_pPL[SS]-HS1-alphaF[mp] A. Schatt
pGEM4a_pPL[SS]-HS2-alphaF[mp] A. Schatt
pGEM4a_pPL[ss]-aF[mp]HS1 A. Schatt
pGEM4a_pPL[ss]-aF[mp]HS2 A. Schatt
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