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Einleitung 1

1 Einlaitung

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae zeichnet sich wie ale eukaryotischen Zellen durch ein
komplexes System von Membranen aus. Wahrend die Plasmamembran die Zelle nach auf3en
hin abgrenzt, unterteilen intrazellul&re Membranen die Zelle in unterschiedliche
Kompartimente. Jedes dieser Membransysteme besitzt eine charakteristische und zugleich
dynamische Zusammensetzung aus Lipid- und Proteinkomponenten, die es dem jewelligen
Kompartiment ermdglichen, ganz bestimmte Funktionen wahrzunehmen. Wahrend in den
letzten Jahren viele gspezifische Aufgaben und Funktionsmechanismen einzelner
Membransysteme und viele der molekularen Ursachen ihrer typischen Lipid- und
Proteinzusammensetzung aufgeklart wurden, blieb das Wissen Uber die Peroxisomen,
verglichen mit arderen Kompartimenten, nur sehr oberflachlich. Obwohl die , spherischen
oder ovalen Korper* schon Anfang der 50er Jahre beobachtet und im Anschluss sorgféltig
biochemisch analysiert wurden (De Duve und Baudhuin, 1966), dauerte es bis Ende der 80er
Jahre, bevor ihre Bedeutung im Stoffwechsel der Zelle - vor alem im Zusammenhang mit
menschlichen Krankheitsbildern — wirklich erkannt wurde (De Duve, 1996). Erst in den
letzten zehn Jahren haben verschiedene Arbeitsgruppen die Zellbiologie des Peroxisoms
intensiv untersucht. Dennoch konnten bislang zwei grundlegende Fragen nicht beantwortet
werden: wie entstehen Peroxisomen und wie gelangen Matrixproteine in den Innenraum und
peroxisomale Membranproteine in die Membran des Peroxisoms (Kunau, 1998; Holroyd und
Erdmann, 2001)? Wéhrend die ersten Komponenten des Peroxisoms vor allem durch Studien
an von Patienten gewonnenen Gewebeproben identifiziert wurden, gewannen spater CHO-
Zéelllinien (Chinese hamster ovary) und Hefen als Modellorganismen grof3e Bedeutung fur die
Erforschung peroxisomaler Proteine. Ein besonderer Vorzug von Saccharomyces cerevisiae
(und anderen Hefen wie Hansenula polymorpha, Yarrowia lipolytica und Pichia pastoris) as
Modellorganismus bestand darin, dass diese Hefe funktionelle Peroxisomen fir das
Wachstum auf bestimmten Kohlenstoffquellen wie etwa Olsiaure benétigt, wahrend
Peroxisomen fur das Wachstum auf Medien mit Glukose verzichtbar sind (Erdmann et al.,
1989). Diese einfache Suche nach Hefezellen, die nicht mehr auf Fettsdure-Medien wachsen
konnten und die somit Mutationen in Genen trugen, die fir die Funktion des Peroxisoms
essentiell sind, flhrte zur ldentifizierung zahlreicher peroxisomaler Membranproteine
(Subramani, 1998; Terlecky et al., 1996).
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1.1 Das Peroxisom

1.1.1 Morphologie, Stoffwechsel und Pathologie

Peroxisomen werden in nahezu allen eukaryotischen Zellen gefunden und gehéren zusammen
mit den Glyoxysomen der Pflanzen und den Glycosomen der Trypanosomen zur
Organellfamilie der ,Microbodies‘. Sie werden von nur einer Membran begrenzt und sind
von zumeist sphérischer Form mit einem Durchmesser von 0,1-1 pm. Im Gegensatz zu
Mitochondrien enthalten Peroxisomen keine eigene DNS. lhre Zahl variiert erheblich
zwischen enigen wenigen wie zum Bespid in Zellen von S cerevisiae und enigen
Hunderten oder sogar Tausenden in Hepatocyten von Saugern. Die Matrix der Peroxisomen
fallt durch ihre elektronendichte und proteinreiche Struktur auf und ist daher vor alem in der
Elektronenmikroskopie leicht zu identifizieren. Eine klar definierbare Strukturierung der
Matrix konnte bislang nicht beobachtet werden (Schweiger und Kostka, 1981).

Die peroxisomale Membran ist offenbar fir die meisten Molekile undurchlassig, so auch fir
NAD+, Acetyl-CoA, NADP+ und Protonen (Henke et al., 1998; van Roermund et al., 1998;
Dansen et al, 2000). Zusammen mit der spezifischen Proteinzusammensetzung des
Kompartiments wird ein chemisch und enzymatisch einzigartiges Mikromilieu in der Zelle
geschaffen. Allen Peroxisomen ist gemeinsam, dass sie mindestens Uber eine
Wasserstoffperoxid-produzierende Oxidase und eine diese Peroxide zersetzende Kataase
verfugen (Lazarow und Fujiki, 1985). Ansonsten weisen Peroxisomen in verschiedenen
Spezies, Geweben und unter verschiedenen Umweltbedingungen ein hohes Mald an
Variabilitdét in ihren metabolischen Funktionen und entsprechend auch in ihrer
Proteinzusammensetzung auf (Tolbert, 1981; Subramani, 1993; Wanders und Tager, 1998;
Geraghty et al., 1999). So findet in Hefen beispielsweise die Biosynthese von Lysin in den
Peroxisomen statt, zudem der Abbau verschiedener Aminosauren, von Wasserstoffperoxiden
und Methanol, die b-Oxidation von Fettsduren und zumindest ein Tell der Reaktionen des
Glyoxylatzyklus. Im Gegensatz dazu synthetisieren die Peroxisomen humaner Zellen Ether-
Phospholipide (die sogenannten Plasmalogene), Cholesterol, Gallensauren und mehrfach
ungeséttigte Fettséuren. Hinzu kommen der Abbau von Aminosduren, Purinen und
Wasserstoffperoxiden ebenso wie die Reaktionen der a- und b-Oxidation von Fettsduren
(Titorenko und Rachubinski, 2001).

Genese, Teilung und Vererbung der Peroxisomen werden von mindestens 23 Peroxinen

reguliert, die von den PEX-Genen des Zellkerns kodiert werden. Mutationen in 11 dieser
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Peroxine fuhren beim Menschen zu letalen peroxisomalen Biogenesestérungen (PBDs; engl.
peroxisomal biogenesis disorders) (Wanders et al., 1995; Fujiki, 2000; Gould und Valle,
2000). Diese Storungen unterbinden oder behindern gleichzeitig mehrere peroxisomale
Stoffwechselwege, da hier die Biogenese des gesamten Peroxisoms betroffen ist. Im
Gegensatz dazu stehen die Stérungen, bel denen nur ein einzelnes peroxisomales Enzym und
somit nur ein einzelner Stoffwechselweg beeintrachtigt ist (Wanders und Tager, 1998). PBDs
werden autosomal-rezessiv vererbt und treten bel etwa 1/50,000 aller Lebendgeburten auf
(Sacksteder und Gould, 2000). Obwohl alle an einer PBD leidenden Patienten einen Defekt
im peroxisomalen Proteinimport aufweisen, zeigen sie doch ein hohes Mal3 an Heterogenitét
im Phanotyp. Grundsdtzlich wurden die Kklinischen Befunde in dre  Gruppen
zusammengefasst, die in ihrer Gesamtheit als Zellweger-Spektrum bezeichnet werden: das
Zellweger-Syndrom (ZS), die neonatale Adrenoleukodystrophie (NALD) und das infantile
Refsum-Syndrom (IRS). Hinzu kommt der rhizomele Typ des Chondrodysplasia-punctata-
Syndroms (rCDP), der ein eng definiertes Krankheitshild besitzt und nach Definition nicht
unter das Zellweger- Spektrum fallt.

ZS wird durch eine Reihe neuronaler, hepatischer und renaler Defekte charakterisiert: extreme
allgemeine Muskelhypotonie, Fehlen der Muskeleigenreflexe, Krampfanfélle, schwere
psychomotorische Retardierung sowie Gesichtsanomalien in Folge von Hypo- und Dysplasien
sind klinische Befunde des ZS. Die Prognose fur Patienten mit ZS ist infaust — das
Sauglingsalter wird selten Uberlebt. Patienten, die an NALD leiden, weisen énliche Befunde
auf, die jedoch meist etwas schwécher ausgepragt sind als bei ZS-Féllen. Patienten, die an
NALD leiden, erreichen ein Alter von bis zu zehn Jahren. IRS-Patienten haben noch mildere
Auspragungen des Phanotyps und konnen in Einzelfdlen bis tber 30 Jahre alt werden.
Komplementierungsstudien  durch  Zellfusion haben  mindestens 11  distinkte
Komplementationsgruppen identifiziert. Patienten mit rCDP hingegen besitzen nur einige
Skelett- und Hautabnormitdten und psychomotorische Retardierung infolge eines nur
partiellen Defektes des Imports peroxisomaler Membranproteine, der somit nur einen Teil des
peroxisomalen Metabolismus beeintréchtigt (Brul et al., 1988; Santos et al., 1988a; Santos et
al., 1988Db; Lazarow und Moser, 1995; Moser et al., 1995; Slawecki et al., 1995, Wanders et
al., 1995; Matsuzono et al., 1999; Gould und Valle, 2000).
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1.1.2 Biogenese von Peroxisomen

Die sehr frihen Studien an Peroxisomen legten den Schluss nahe, dass die Peroxisomen durch
Abschnirung vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) gebildet werden (De Duve und
Baudhuin, 1966). Spater wurde ein von Lazarow und Fujiki (1985) postuliertes und als
» Wachstum und Teilung® bezeichnetes Modell, wonach neue Peroxisomen nach dem Import
neu synthetisierter peroxisomaler Proteine durch Teilung existierender Peroxisomen
entstehen, generell akzeptiert. Heinemann und Just (1992) konnten zeigen, dass neu
synthetisierte peroxisomale Proteine vor alem in kleine Préperoxisomen niedriger bis
mittlerer Dichte importiert werden und dadurch zu grof3eren Peroxisomen hoher Dichte reifen.
Eine zentrale Rolle beim anschlief3enden Teilungsprozess scheint Pex11p einzunehmen, das
in verschiedenen Organismen die Teilung von Peroxisomen stimuliert, aber selbst weder zur
Bildung der Membran noch zum Import peroxisomaler Proteine beitréagt. Dieses Modell
wurde lange Zeit durch experimentelle Ergebnisse stets bestétigt (Schrader et al., 1998;
Passreiter et al., 1998; Erdmann und Blobel, 1995; Marshall et al., 1995).

In den letzten Jahren gibt es jedoch zunehmend Belege fir die urspriingliche Hypothese von
De Duve und Baudhuin, dass aus dem ER oder anderen Endomembranen stammende Vesikel
an der Bildung der peroxisomalen Membran beteiligt sind und demnach eine de novo Bildung
von Peroxisomen moglich sein kénnte. Erste Hinweise darauf gaben die Untersuchungen von
Gotte et al. (1998) an Dpex19-Zelen von S cerevisiae, in denen keine morphologisch
detektierbaren Peroxisomen vorhanden waren. Von grofl3er Bedeutung fir die Entwicklung
eines Modells jensaits dessen von ,,Wachstum und Teilung® war jedoch die Beobachtung,
dass die Expression von Pex3p, Pex16p bzw. Pex19p in den jeweiligen Dpex3-, Dpex16- und
Dpex19-Zellen zur Neogenese von Peroxisomen fihrt und somit ein Biogeneseweg ohne
zuvor existierende Peroxisomen moglich sein muss (Gotte et al., 1998; Kunau, 1998;
Matsuzono et al., 1999; South and Gould, 1999). Wie exakt Peroxisomen unter diesen
Umsténden gebildet werden, ist zwar noch nicht geklért, doch scheinen einige Resultate
wieder auf eine Rolle der ER-Membran hinzudeuten (v.a. Elgersma et al., 1997). Dieser
Befund wurde auch an Zellen gemacht, die aus PBD-Patienten gewonnen worden waren und
Uberhaupt keine peroxisomalen Membranen mehr aufwiesen. Komplementationsstudien
ergaben, dass dieser Phanotyp nur durch Mutationen in den Genen PEX3, PEX16 oder PEX19
hervorgerufen wird (Honsho et al, 1998; Shimozawa et al., 1998c; Matsuzono et al., 1999;
South und Gould, 1999; South et al., 2000). Eine systematische Analyse der Biogenese der

peroxisomalen Membran in allen bekannten Dpex-Mutanten von S. cerevisiae ergab, dass nur
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PEX3 und PEX19 fur die Synthese der peroxisomalen Membran erforderlich sind — wobei
anzumerken ist, dass bisher kein PEX16 Homolog in S. cerevisiae identifiziert werden konnte
(Hettema et al., 2000). Mehrere Untersuchungen haben sich mit dem Verbleib der
peroxisomalen Membranproteine (PMP) in den Dpex3-, Dpex16- und Dpex19-Zelen
verschiedener Organismen beschéftigt. In allen Falen wurde beobachtet, dass die meisten
PMP in diesen Zelltypen in verringerter Menge vorlagen, was in mindestens einem Fall auf
eine erhdhte Proteolyserate zuriickzufhren war (Kinoshitaet al., 1998). Andere PMP wurden
offenbar ins Mitochondrium fehllokalisiert (Okumoto et al., 1998; South et al., 2000).

Die vdllige Abwesenheit peroxisomaler Membranen in Zellen, denen keine fehlerfreie Kopie
von PEX3, PEX16 oder PEX19 zur Verfligung steht, legt nahe, dass diese Peroxine an einem
essentiellen Schritt der Synthese der peroxisomalen Membran beteiligt sind. Pex19p ist ein
Uberwiegend cytosolisch und zu einem kleineren Teil an der peroxisomalen Membran
lokalisiertes Protein, das in vivo farnesyliert wird (Gotte et al., 1998). Es bindet mit hoher
Affinitét an zahlreiche PMP. Diese Bindung erfolgt an digjenigen Bereiche der PMP, die die
Informationen fir die Zielsteuerung dieser Proteine an die peroxisomale Membran enthalten.
Auf ene Rolle as Rezeptormolekil fur die Integrationssubstrate in die peroxisomale
Membran weist auch eine Untersuchung hin, wonach in der Folge einer Fusion von Pex19p
mit einem Kernlokalisationssignal PMP im Nukleoplasma angereichert werden (Goétte et al.,
1998; Snyder et al., 19993, b; Sacksteder et al., 2000). Von Pex3p und Pex16p ist zwar
bekannt, dass sie mit Pex19p interagieren (Goétte et al., 1998; Snyder et al, 1999a, b;
Sacksteder et al., 2000), doch gibt es bislang keinen direkten Hinwels darauf, ob sie wie
Pex19p als Rezeptoren fir PMP fungieren.

Es ergab sich aus allen diesen Beobachtungen ein Modell, das zwel sich erganzende Wege fir
die Biogenese der peroxisomalen Membran postuliert (Abb. 1.1). Ein Weg basiert dabel auf
der auf einer von Pex3p und Pex19p (und in H. sapiens auch von Pex16p) vermittelten
Bildung peroxisomaler Vesikel, deren Ursprung in einem ,, préperoxisomalen Kompartiment",
also vermutlich einem anderen Organell wie dem ER, liegen durfte. Es muss allerdings
eingestanden werden, dass die Beweise flr ein solches praperoxisomales Kompartiment sehr
spérlich sind und seine Existenz noch immer kontrovers diskutiert wird. Der andere Weg geht
von bereits existierenden Peroxisomen aus, die durch den Import peroxisomaler
Matrixproteine und den Einbau von PMP und Lipiden wachsen. Anschlief3end wirde die
Teilung des Organells durch Pex11p auf bisher nicht verstandene Weise induziert.
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Abb. 1.1: Das Zwei-Wege-Modell der peroxisomalen Biogenese Bei der Biogenese de novo (blau) vermitteln
Pex3p (und ggf. Pex16p) die Bildung friher peroxisomaler Vesikel aus anderen Endomembranen der Zelle.
Pex19p vermittelt dann den Import weiterer PMP, die u.a. den Import der peroxisomalen Matrixproteine Uber die
PTS1- und PTS2-Importwege ermdglichen. Denkbar ist auch, dass es unter Vermittlung von Pex11p erst zu einer
Teilung der Pr&peroxisomen kommt, bevor die Matrixproteine importiert werden (gestrichelt blau). Im zweiten
Weg der Biogenese (rot) wachsen bereits vorhandene Peroxisomen durch fortgesetzten Import von PMP und
Matrixproteinen. Nach Erreichen einer kritischen Gréfe wird dann die Teilung in zwei Tochterorganellen von
Pex11p induziert.

Ein solches Zwe-Wege-Modell konnte fast alle aktuellen Beobachtungen zur peroxisomalen
Biogenese erkldren (Erdmann und Blobel, 1995, Marshall et al., 1995, Gétte et al., 1998;
Honsho et al, 1998; Kunau, 1998; Shimozawa et al.a, b, ¢, 1998; Matsuzono et al., 1999;
South und Gould, 1999; South et al., 2000). Nicht mit diesem Modell in Ubereinstimmung zu
bringen sind die Ergebnisse von Titorenko et al. (2000) Uber die Veskelfusionen an
Peroxisomen in Y. lipolytica, doch ist bekannt, dass es zwischen dieser Hefe und anderen

Organismen in Bezug auf die Biogenese der Peroxisomen weitere deutliche Unterschiede gibt
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und dieser Organismus offenbar hier eine Sonderstellung einnimmt (Dodt et al., 1995; Szilard
et al., 1995; Eitzen et al., 1997; Titorenko und Rachubinski, 1998a; South und Gould, 1999).

1.1.3 Import peroxisomaler Matrixproteine

Peroxisomen besitzen weder eigene DNS noch die notwendige Maschinerie, um selbst
Proteine zu synthetisieren. Dementsprechend werden ale peroxisomalen Proteine von Genen
im Zellkern kodiert und an freien Ribosomen im Cytosol synthetisiert. Uber den
Mechanismus, wie diese Proteine anschlief?end Uber die Membran in den Innenraum des
Peroxisoms gelangen, ist in den letzten Jahren sehr intensiv gearbeitet worden. Es zeigte sich,
dass der Import peroxisomaler Proteine generelle Parallelen zu den Proteinimportwegen
anderer Organellen aufwelst, sich aber in viedlen der molekularen Details von diesen

unterscheidet.

Ahnlich wie Proteine, die tber die Membran des ER transportiert werden, besitzen auch die
peroxisomalen Matrixproteine Signalsequenzen, die von Rezeptoren im Cytosol gebunden
werden. Dieser Komplex aus Signalsequenz und Rezeptor bindet dann an den sogenannten
Rezeptor-Bindungskomplex (Docking-Komplex) in der Membran des Peroxisoms und das
Substrat gelangt anschlief3end - maoglicherweise Uber einen Kana - in den Innenraum des
Peroxisoms. Die grofRe Mehrheit der peroxisomalen Matrixproteine besitzt als Signal sequenz
fr den posttranslationalen Import in das Peroxisom die peroxisomale Zielsteuerungssequenz
1 (PTS1). Die PTS1 besteht aus dem Tripeptid SKL (Serin-Lysin-Leucin) am aul3ersten G
Terminus des Proteins. Artspezifisch sind auch konservative Austausche in diesem Motiv
bekannt (Gould et al., 1989; Subramani et al., 2000). Pex5p ist das cytosolische Peroxin, das
als Rezeptor direkt an die PTS1 bindet (Dodt et al., 1995, Fransen et al., 1995; Wiemer et al.,
19953, b; Schliebs et al., 1999; Gatto et al., 20003, b).

Die alternative Signalsequenz PTS2 findet sich nur bel wenigen Matrixproteinen und besitzt
als Konsensusmotiv (R/K)(L/V/1)Xs(H/Q)(L/A), das im N-terminalen Bereich des Proteins
lokalisiert ist (Swinkels et al., 1991; de Hoop und Ab, 1992; Rehling et al., 19963, b;
Subramani et al., 2000). Pex7p wurde von Rehling et al. (1996) als Rezeptormolekil fir
PTS2 identifiziert, das Pex18p und Pex2lp as Korezeptoren bendtigt, um an die
peroxisomale Membran und damit an den selben Rezeptor-Bindungskomplex zu gelangen, an
dem auch Pex5p andockt (Purdue et al., 1998).
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Der Rezeptorbindungskomplex in der Membran des Peroxisoms besteht aus den drei
Peroxinen Pex13p, Pex14p und Pex17p. Pex13p ist ein integrales PMP mit zwe
Transmembrandoménen (TMD) und beiden Termini auf der cytosolischen Seite. Die C-
terminale Region besitzt eine SH3-Doméne &c Homologie 3), die direkt an Pex14p und
Pex5p bindet, wahrend der N-Terminus von Pex13p fir eine direkte oder indirekte Bindung
an Pex7p verantwortlich ist. (Erdmann und Blobel, 1996; Elgersma et al., 19963, b; Albertini
et al., 1997; Huhse et al., 1998; Girzalski et al., 1999, Bottger et al., 2000). Fir Pex5p scheint
festzustehen, dass Pex14p der erste Bindungspartner an der peroxisomalen Membran ist
(Otera et al., 2000; Salomons et al., 2000), wahrend fur Pex7p sowohl Pex14p wie Pex13p in
Frage kommen konnten. Fur Pex14p sind Interaktionen mit Pex5p, Pex7p, Pex13p und
Pex17p nachgewiesen (Albertini et al., 1997; Brocard et al., 1997; Will et al., 1999), doch ist
bis dato die Topologie dieses Peroxins nicht unumstritten; in H. sapiensund H. polymorpha
wird es as integrales Membranprotein beschrieben (Will et al., 1999; Komori et al., 1999), in
S cerevisiae hingegen al's peripheres Membranprotein (Albertini et al., 1997). Nach Will et
al. (1999) befindet sich der C-Terminus des humanen Pex14p im Cytosol, nach Shimizu et al.
(1999) auch der N-Terminus. Uber die Funktion von Pex17p ist nur wenig bekannt. Pex17p
interagiert mit Pex14p (Huhse et al., 1998) sowie in Abhéngigkeit von Pex14p mit Pex5p
(Snyder et al., 1999b).

Wie das zu importierende Protein vom Docking-Komplex Uber die Membran in den
Innenraum des Peroxisoms gelangt, ist bis dato noch unklar. Wichtig bei alen
mechanistischen Betrachtungen ist jedoch die Tatsache, dass das Peroxisom im Gegensatz zu
den Erkenntnissen, die bislang an anderen Organellen gewonnen wurden, nicht nur gefatete
Proteine, sondern sogar Oligomere importieren kann (McNew und Goodman, 1994; 1996).
Walton et al. (1995) berichten, dass selbst Goldpartikel von bis zu 9 nm Durchmesser an
Importsubstrate gekoppelt die Membran des Peroxisoms durchqueren kdnnen. In beiden
Importwegen scheinen auch Chaperone, namlich Hsp70 und das Dnal dhnliche Djplp, in der
Substraterkennung oder der Zielsteuerung der Rezeptor-Substrat-Komplexe mitzuwirken
(Walton et al., 1994; Hettema et al., 1998). Ein umfassendes mechanistisches Modell, das alle
diese Beobachtungen erkldaren koénnte, fehlt zur Zeit noch. Grundsétzlich wird aber als
wahrscheinlich angenommen, dass es eine Art Import-Kaskade gibt, wie aus der erstaunlichen
Zahl von Bindepartnern fir Pex5p auf der peroxisomalen Membran geschlossen werden kann:
neben Pex13p und Pex14p sind dies Pex8p, Pex10p und Pex12p (Chang et al., 1999b;
Okumoto et al., 2000; Rehling et al., 2000; Gould, 2001). Interessanterweise ist Pex8p auf der
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Matrixseite der peroxisomalen Membran lokalisiert. In Dpex8-Zellen wurde gezeigt, dass die
Bindung von Pex5p an die Rezeptorbindungsstellen der Membran immer noch funktioniert
(Rehling et al., 2000). Weitere Studien scheinen in der Tat darauf hinzudeuten, dass Pex8p fir
die Entkopplung von Rezeptor und Substrat verantwortlich ist (Titorenko et al., 1998; Smith
und Rachubinski, 2001).

Da Pex5p und Pex7p Uberwiegend im Cytosol und an der peroxisomalen Membran lokalisiert
wurden, wurde postuliert, dass die Rezeptoren ihre Substrate im Cytosol bénden, sie an
Rezeptorbindestellen und Transl okationskomplexe der peroxisomalen Membran heranfihrten
und von ihren Substraten entkoppelt und zurtick ins Cytosol entlassen wurden, bevor diese
Uber die Membran transloziert wirden (Dodt und Gould, 1996). Andere Ergebnisse (van der
Klei et al., 1998; Dammai und Subramani, 2001) legen jedoch nahe, dass Pex5p und Pex7p
mit ihren Substraten bis in die peroxisomale Matrix gelangen, erst dort entkoppelt werden und
anschliefiend ins Cytosol zurlickgeschleust werden. Diese , extended shuttle” Hypothese leidet
alerdings zur Zeit noch daran, dass sich die Beobachtungen Uber die Aufenthaltsorte sowohl
flr Pex5p wie fir Pex7p je nach Spezies widersprechen (Crookes und Olsen, 1999).

Als Kandidaten fur das Ausbilden der eigentlichen Tranglokationspore werden zuerst die
Peroxine Pex2p, Pex10p und Pex12p diskutiert. Sie besitzen alle eine RING-Finger-Doméne
und sind integrale PMP. Es wird angenommen, dass sie einen heterotrimeren Komplex bilden,
der nach dem Andocken des Rezeptors an den Pex13p-Pex14p-Pex17p-Komplex fungiert
(Gould und Valle, 2000; Holroyd und Erdmann, 2001). Tats&chlich konnten Chang et al.
(1999) und Okumoto et al. (2000) zeigen, dass Pex12p und Pex10p Uber ihre jeweiligen G
terminalen Zink-RING-Doménen interagieren und dass Pex5p an ebendiese RING Domane
von Pex12p bindet. Auch fir eine Funktion nach dem Andocken des Rezeptors an die
Membran (Chang et al., 1999b) und fir eine direkte Verbindung beider Komplexe durch eine
Interaktion von Pex12p mit Pex13p (Albertini et al., 2001) gibt es Belege. Fur die bereits seit
langerem vermutete Beteiligung von Pex2p an desem Komplex (Dodt und Gould, 1996;
Okumoto et al. 2000; Gould und Valle, 2000) gibt es erst seit neuestem einen direkten Beweis
(Reguengaet al., 2001).

Weitere vermutete Komponenten der Importmaschinerie, denen noch keine Funktionen
zugeordnet werden konnten, sind Pex4p und Pex22p sowie Pex1p und Pex6p. Pex4p ist ein
Ubiquitin-konjugierendes Enzym (Ubc10p oder E2) (Wiebel und Kunau, 1992; Crane et al.,
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1994). Eine Deletion von PEX4 resultiert in einem Defekt des PTS1-Importweges und kann
durch Uberexpression von Pex5p kompensiert werden (van der Klei et al., 1998).
Moglicherweise spielt Pex4p eine Rolle in der Entkopplung von Pex5p vom Substrat und in
der Aktivierung oder Ruckfuhrung von Pex5p fir den néchsten Transportzyklus. Koller et al.
(1999a) beschrieben in P. pastoris ene Interaktion mit dem peroxisomalen
Transmembranprotein Pex22p und zeigten, dass dieses Protein hdchstwahrscheinlich fur die
Rekrutierung von Pex4p an die peroxisomale Membran erforderlich ist. Collins et al. (2000)
studierten Dpex1-, Dpex4-, Dpex6- und Dpex22-Zellen und bestétigten eine spéte Rolle von
Pex4p und Pex22p in der Trandokation (nachdem das Substrat bereits das Lumen des
Peroxisoms erreicht hat). Weiterhin postulierten sie fir Pex1p und Pex6p eine Rolle vor den
von Pex22p und Pex4p beeinflussten Ereignissen. Pex1p und Pex6p sind beide ATPasen der
AAA-Familie (Erdmann et al., 1991). Mitglieder dieser Familie kénnen an oligomere
Proteinkomplexe binden und die Interaktionen unter ATP-Verbrauch modifizieren oder sogar
auflésen (Patel und Latterich, 1998). Holroyd und Erdmann (2001) halten fur denkbar, dass
Pex1lp und Pex6p die Abtrennung der Rezeptoren von der Translokationsmaschinerie
bewerkstelligen und diese an den Pex22p-Pex4p-Komplex weiterleiten konnten, wo ihre
Rickfuhrung oder Rickgewinnung stattfinden wirde. Die Autoren sehen jedoch auch den
Widerspruch zu den Ergebnissen von Titorenko und Rachubinski (1998, 2001), die eine Rolle
in der frihen Peroxisomenfusion in Y. lipolytica postulieren. Mit alen Vorbehalten
insbesondere beziiglich der Rollen von Pex1p, Pex2p und Pex6p ergibt sich das in Abb. 1.2
dargestellte Modell des Imports peroxisomaler Matrixproteine.

Abb. 1.2 Modell fir den Import peroxisomaler Matrixproteine. Pex5p erkennt PTS1-Proteine im Cytosol
als Substrat und bindet in diesem beladenen Zustand an die SH3-Doméane von Pex13p und an Pex14p (rote
Linien). PTS2-Proteine werden von Pex7p, Pex18p und Pex21p gebunden und zur peroxisomalen Membran
gefuhrt. Pex7p bindet dabei an den N-Terminus von Pex13p und an Pex14p (blaue Linien). Von dort werden die
Rezeptor-Substrat-Komplexe an einen heterooligomeren Komplex aus Pex10p und Pex12p abgegeben, der
maoglicherweise auch Pex2p enthélt. Auf der Matrixseite der Membran interagieren die Rezeptorproteine mit
Pex8p, bevor sie ins Cytosol zurlickgefiihrt werden. Dabei spielen Pex1p, Pex6p sowie der Komplex aus Pex22p
und Pex4p eine Rolle, die noch ungeklart ist. Nahere Erlauterungen im Text.
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1.2 Die Split-Ubiquitin-Methode
Da in dieser Arbeit hauptsachlich die Solit-Ubiquitin-Methode eingesetzt wurde, sollen die
Grundmerkmale dieser Technik hier kurz erlautert werden.

Abb. 1.3: Strukturmodell des Ubiquitin-M olekiils (Modelliert nach Daten aus Vijay-Kumar et al., 1987a, b)
Der Bereich des Proteins, der Nub umfasst, ist gelb dargestellt, der Bereich, der Cub umfasst, rot. Der Pfeil
deutet auf die Stelle im Ubiquitin, an der das Protein in die beiden Subdoménen unterteilt wurde.
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Die Split-UbiquitinrMethode (Johnsson und Varshavsky, 1994a) basiert auf einigen
besonderen Eigenschaften des Molekils Ubiquitin (Ub), das eine wichtige Rolle im
gerichteten Proteinabbau spielt (Mayer, 2000; Varshavsky et al., 2000). Das Molekil besteht
aus 76 Aminosduren, deren Sequenz Uber Artgrenzen hinweg hoch konserviert ist und die
eine sehr kompakte Struktur einnehmen. Ub besteht aus einer einzigen Domane, die sich aus
einem vierstrangigen b-Faltblatt und einer amphiphilen a-Helix zusammensetzt (Vijay-
Kumar et al., 1987a, b; Abb. 1.3). Im Genom von S. cerevisiae wird Ub von vier Genen
kodiert (UBI1, UBI2, UBI3 und UBI4); einem Polyubiquitin-Gen (UBI4) und drel Genen, die
3" mit den kodierenden Seguenzen fur kleine ribosomale Untereinheiten gekoppelt sind.
Somit werden alle Ub-Molekiile als Fusionsproteine exprimiert (Ozkaynak et al., 1987). Die
Ubiquitin-spezifischen Proteasen (Ubps) erkennen das korrekt gefaltete Ubiquitin als Substrat
und schneiden es exakt hinter seiner C-terminalen Aminosdure vom Fusionsprotein ab
(Tobias und Varshavsky, 1991; Baker at al., 1992). Nicht korrekt faltende Mutanten von Ub
werden von den Ubps jedoch nicht oder nur sehr viel schlechter als Substrat erkannt und die
entsprechenden Fusionen nicht durch die Ubps prozessiert (Johnsson und Varshavsky,
1994a).

Werden der N-terminale Teil des Ub (Nub) und der C-terminale Teil des Ub (Cub) als zwei
etwa gleich grofie Teile getrennt voneinander in einer Zelle exprimiert (Abb. 1.3), so kénnen
die beiden Teile zur vollsténdigen Ub-Domaéne reassoziieren (Johnsson und Varshavsky,
19944). Ist an den G Terminus des Ubiquitins ein Reporterprotein fusioniert, so kénnen die
Ubps erst nach Reassoziation der beiden Ub-Halften dieses Reporterprotein abspalten.
Geschnittenes Reporterprotein und ungeschnittenes Fusionsprotein lassen sich quantitativ auf
einem Western Blot nachweisen. Die Reassoziation des Ub aus den beiden Tellen ist eine
bimolekulare Reaktion und damit in hohem Mal3e von der lokalen Konzentration beider
Untereinheiten abhéngig. Die Kinetik der Spaltungsreaktion ist somit ein Mal3 fur die lokale
Konzentration der beiden Halften. Werden Nub und Cub an Proteine fusioniert, die in der
Zelle miteinander interagieren, so erhoht die Interaktion der beiden Testproteine die lokae
Konzentration der Ub-Untereinheiten. Dies fuhrt zu einer Erhdhung der Reassoziationsrate
der beiden Ub-Peptide und damit zu einer effizienten Abspaltung des Reporterpeptides durch
die Ubps (Abb. 1.4; Johnsson und Varshavsky, 1994a, b).

Da die Reassoziation von ungekoppelten Nub und Cub bereits mit recht hoher Effizienz

verlaufen kann, wurde die Anwendbarkeit des Verfahrens dadurch erweitert, dass gezielt Mu
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Abb. 1.4: Das Split-Ubiquitin-Systemzur Messung von Proteininteraktionen in der lebenden Zelle.

(A) Ein Reporterprotein (R), das an den GTerminus des Ubiquitins (Ub) gekoppelt wurde, wird unmittelbar
nach seiner Synthese von den cytoplasmatischen Ubiquitin-spezifischen Proteasen (Ubps) abgespalten. (B) Wird
nur die Gterminale Halfte des Ubiquitins (Aminosauren 36-76, Cub) mit dem fusionierten Reporterprotein
exprimiert, so wird Cub alleine nicht von den Ubps erkannt und das Fusionsprotein nicht gespalten, das
Reporterprotein folglich nicht freigesetzt. (C) Werden in einer Zelle die Nterminale Hélfte des Ubiquitins
(Aminoséuren 1-35, Nub) und die Cub-Reporterproteinfusion koexprimiert, so reassoziieren Nub und Cub zum
vollsténdigen Ub-Molekil. Dieses wird von den Ubps erkannt und der Reporter abgetrennt. (D) Setzt man
hingegen Mutationen von Nub mit reduzierter Affinitdt zu Cub ein, so wird das Reporterprotein trotz
Koexpression nicht oder nur sehr langsam vom Cub abgespalten. (E) Nub oder eine seiner Mutanten wird an ein
Protein P1 gekoppelt, das mit dem Protein P2 in der Zelle einen Komplex bildet. Das Cub-Reporterkonstrukt ist
Cterminal an P2 gekoppelt. Durch die Bildung des Komplexes zwischen P1 und P2 werden Nub und Cub

zusammengefihrt, so dass selbst bei den Mutanten von Nub eine effiziente Abspaltung des Reporters induziert
wird.
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tationen in die Sequenz des Nub eingefiihrt wurden. Der Austausch des Isoleucin 13 des Nub
gegen Alanin (NUA) bzw. Glycin (NuG) fuhrte zu einer verminderten Bindungsstérke dieser
Nub-Versionen an das Cub, wodurch sich der Effekt von Proteininteraktionen auf die Nub-
Cub-Reassoziation deutlicher nachweisen lief3 (Johnsson und Varshavsky, 1994a). Inzwischen
erlauben 16 verschieden Versionen von Nub, die Sensitivitét der Reassoziationsreaktionen
sehr fein auf die jeweilige Fragestellung abzustimmen (Eckert, 1997; Raguet et al., 2001).

Der Einsatz des Split-Ub-Systems ist fir eine Reithe von Anwendungen beschrieben worden,
namlich die Messung von Interaktionen zwischen 16slichen Proteinen (Johnsson und
Varshavsky, 1994a), von transienten Interaktionen zwischen Transokationssubstraten und
Komponenten des Transl okationsapparates des Endoplasmatischen Retikulums (Johnsson und
Varshavsky, 1994b; Dinnwald et al., 1999), von Interaktionen von Membranproteinen
(Stagljar et al., 1998; Wittke et al., 1999; Wittke et al., 2000). sowie von
Proteinfaltungszusténden in vivo (Raquet et al., 2001; Dues et al., 2001). Laser et al. (2000)
und Gromdller et al. (2000) haben dartiber hinaus das Split-Ub-System erfolgreich zur Suche
nach neuen Interaktionspartnern (, Screening”) eingesetzt. Die verschiedenen Anwendungen
der Methode sind in einem Ubersichtsartikel (Eckert et al., 2001) beschrieben. In dieser
Arbeit wird RUra3p as Reporterprotein verwendet. Ura3p katalysiert den letzten Schritt der
Biosynthese von Uracil. Der Sequenz von Ura3p ist ein Argininrest (R) vorgesetzt, der nach
der ,N-end-rule” den raschen Abbau des Reporterproteins induziert. Hierdurch entsteht ein
selektierbarer Phanotyp: Zellen, in denen Nub und Cub nicht interagieren, sind Uracil-
prototroph, wahrend Zellen, in denen Nub und Cub interagieren, Uracil-auxotroph sind
(Wittke et al., 1999; Varshavsky et al., 2000).

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollte begonnen werden, das Netzwerk der Interaktionen zwischen den
Oberflachenproteinen des Peroxisoms zu erstellen. Damit sollte die systematische Kartierung
dler Proteine der Hefe, die mit der Two-Hybrid-Methode begonnen, aber nicht auf die
membranassoziierten Proteine Ubertragen werden konnte, weitergeftihrt werden (Ito et al.,
2001). AulRerdem sollten die Mdglichkeiten zum Einsatz des Split-Ub-Systems fir eine Suche
nach Interaktionspartnern (,, Screening®) von Menbranproteinen in einem Experiment

ausgel otet werden.
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2 Material und Methoden

21 Material

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alle verwendeten Chemikaien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in andysenreiner Qualitét von
den Firmen C. Roth (Karlsruhe), E. Merck (Darmsadt), Serva (Heidelberg) und Sigma
(Deisenhofen) bezogen. Nahrmedien fur die Hefe- und Bakterienkultivierung sammten von Difco
(Augsburg).

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen, DNS-modifizierenden Enzyme und Polymerasen
wurden von Roche Diagnostics (Mannheim), New England Biolabs (Bad Schwalbach/Taunus),
MBI Fermentas (St. Leon-Roth) und Gibco-BRL (Eggengtein) bezogen. Lieferant fir Lysozym war
Biomol (Hamburg), fir RNase A Sigma (Deisenhofen).

Alle Puffer und Lésungen wurden mit Wasser von Milli-Q®-Quadlitét oder zweifach detilliertem
Wasser angesetzt.

2.1.2 Antikorper
Zum Nachweis und zur Prézipitetion von Proteinen, die mit dem ha- oder dem c-myc-Epitop

markiert waren, wurden anti-ha- Antikdrper und anti-myc- Antikorper aus der Maus mus musculus
verwendet (beide Hiss Diagnogtics, Freiburg i. Br.). Zum Nachwes dieser Antikorper in der
Immunodetektion diente ein gegen die Fc-Region von Antikdrpern der Maus gerichteter Antikorper
aus der Ziege Capra aegagrus f. hircus (Ziege-anti-Maus IgG), an den die Peroxidase aus dem
Mearrettich Armoracia rusticana gekoppdt ist (BioRad, Hercules, USA). Zur Prézipitation der
Ergtantikorper wurde Protein A-Agarose (Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet.

2.1.3 Antibictika
Den flissgen und festen LB- und YT-Medien (2.X.X) wurde Ampicillin zu einer Endkonzentration

von 100 mg/l oder Chloramphenicol zu einer Endkonzentration von 80 mg/l zugesetzt. Zur Selektion
von Hefen wurde Geneticin (G418) in YPD-Medien (2.X.X) in ener Konzentration von 200 mg/l

verwendet.
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2.14 Molekulargewichtsstandard fir Proteine
Um die Molekulargewichte der immunologisch nachgewiesenen Proteine im Western Blot

abschétzen zu kénnen, wurde mit den Proben zusammen ein Molekuargewichtsstandard (Pharmacia
Biotech, Freiburg) in der SDS-PAGE aufgetrennt und durch Ponceaur S-Férbung (2.2.2.4) sichtbar
gemecht. Dieser Standard setzt Sch wie folgt zusammen:

Phosphorylase b 94 kDa
Albumin 67 kDa
Ovabumin 43 kDa
Carboxyanhydrase 30 kDa
Trypsn-Inhibitor 20 kDa
a-Lactabumin 14 kDa

2.15 Oligonukleotide
Die folgenden Oligonukleotide wurden zur Deletion der angegebenen Gene sowie zur Kontrolle der

erfolgreichen Integration der Kanamycinresstenz- bzw. Leucin2-K assetten verwendet. Unterstrichen
sind die Homologien zu den auszuschatenden Genen und deren benachbarten Regionen, soweit die
Herstdllung der entsprechend flankierten Kanamycin-Kassette durch PCR auf dem Plasmid puG6
(GUldener et al., 1996) erfolgte.

Bezeichnung Sequenz des Oligonukleotids (5°- 3")
Pex2-1 GGA ACG GAT GCG ATT TCC CCT CC
Pex2-2 GGA TCCCTG CTGCTGTGGTTG A

Pex2-3 CCA TCC CGA ATCAACCTT GTG G

Pex3-K/O-Neu-Vw

GAG CAT GGG GTA TAT TAT TGA GGT AGT TAATACTACCAG
CTGAAGCTT CGT ACG

Pex3-K/O-Neu-Rv

GACTCT AACACT ATGGAT GTT GCT GTGCTT TCG ATA CAT
TAGGCCACTAGTGGATCT G

Pex3-Kontrolle 1

GITCCCGICTGCCATTTCGATG

Pex3-Kontrolle 2

CGA GICTTCCIGTGT CTGCTCG

Pex3-KanaFw-K ontr.

GTCACCATA TCT GCG CTA CG

Pex4-K/O-Vw CGCGTTACCCGT ATCATCATG

Pex4-K/O-Rv CCT CAA CGA TCT ACT GGG CTGCC

Pex5-K/O-Vw CGATTIGGICTTGCCATCCGTICC

Pex5-K/O-Rv CTC CCT GAT AAA CCT CCT TTG GCC

Pex10-KO-Vw CACTACTACATC GGT GGG GGG TCA TAC AAT AGA GGA CCA
AAGCCA GCT GAAGCTTCGTACG

Pex10-KO-Rv CCT GTG GACAAT GCT AAA AGA GTA GTCAAATTATTGATT
AGT TCC TGG CCA CTA GTGGAT CTG

Pex10-1 CTT CTT GCA AGT AAT CAGCCG G

Pex10-3 GCCCTCTTCTCT AAAATTGGCC
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Pex10-2 CCA CATTGG TGT ATA GTT GG
Pex10-4 GTA CGA AACAAT GGG CTGGC
Pex10-5 GCT GAT CCT AAG CAGTGG GG
Pex11-KO-Vw CGG AGA ACCCGA AGCGAT GGG TA
Pex11-KO-Rv GGT ATG GACATG GAA CATTGG GTC

Pex11-Kontrolle 1

GTCACCACCCACAATTGCAAGG

Pex11-Kontrolle 2

CGA CGT TGT CGC TGG CCA AC

Pex12-1 GIGTGGAGT CATCCTTTCGICTC

Pex12-2 GCCTTTCTCTTCCACGCAAGATG

Pex12-3 CCA ACT TCGCTGTGA TAT AGG GG

Pex13-KO-Vw CTA TCT ATA AATATCAAG GGG ATT CTATACTAT AACAAT
ACC TGC GGC CAG CTGAAGCTT CGT ACG

Pex13-KO-Rv GATTTT ACT ATATATATATGCGAA TATATG TGT GCA AAT
ATT GAT GCA GGC CACTAGTGGATCTG

Pex13-1 GACACCTTTTAGTCGCCCGGTTT

Pex13-2 GGA GATTGT GTTTTCAAGATGG

Pex13-3 CCA TAT CCC GCT CCT GCA CCG

Pex13-4 CTGAACTTCAAAGGGCTT G

Pex13-5 CTGGGGGTGCTGGTA AGA AG

Pex14-Del-Vw CAA TTT GAA AACTCA AGT AAA ACA GAGAAGTTG TAA GGT
GAA TAA GGA GCCAGCTGA AGCTTCGTA CG

Pex14-Del-Rv CCGTTA AAAAACTAATTACTT ACATAGAATTGCGCT ATG

GGG GCCACT AGT GGATCT G

Pex14-Kontrolle-1

CGA ATATACCTGCCCATGGTC

Pex14-Kontrolle-2

CCT GTGAGGCTCTAT TCT CAG

Pex15-KO-Vw GCT GCA AGT GAGATA ATGAACAAT CTG GCCAGC TGA AGC
TTCGTACG

Pex15-KO-Rv TATACT CGCTAGAAGTTT TAG CAA CCC GAC CGGCAGATC
CGCGGCCGC

Pex15-1 GAGCGG CTT ATCGCCGTC GG

Pex15-2 GGCCAGGGGTAA GAGGIGTGT G

Pex15-3 CAT TGA GGG GTA TCT AACGTG

15Leu-1 GGA GGCTTCCAGCGCCTCATC

Pex15-Ddl.-kontr.-Up

CGC CGT CGG AGT GACATC

Pex15-Ddl.-kontr.-Dw

CGG GGC GCC GTT CCA GTACTC

Pex17-KO-Vw

GGG CTCGGT ATTATT GTT ACA CCC

Pex17-KO-Rv

CGGATGCGT TACGTGCACTAGAGCG

Pex17-Kontrolle 1

GCG CCA TCT ACA CACCAGATC

Pex17-Kontrolle 2

CCC CAA CGA CGATACTGG GG

Pex19-Del-Vw GAA AGA ATT ACA AAT TGT GGG AAC CGA AGT ATT GAC GGA
AAG AAG AAGCCA GCT GAAGCT TCGTACG
Pex19-Del-Rv CTACTTTTTTITTTTITTTTIT TACTGT TAT CAT AAA TAT

ATA TAC CGG CCA CTAGTGGATCTG

Pex19-Kontrolle-1

CCGCTGGAT GAAATTGIGTATG

Pex19-Kontrolle-2

GCT GCT CAT GGT ACCGTGAC

Pex22-K/O-Vw

GAA TAATCT CCT TCG CAA TACCAGCG

Pex22-K/O-Rw

GGA TGA CTT GCC CAA GACAAGATCCG

Tab. 21: Lise der zur Deetion von PEX-Genen und zur Deletionskontrolle eingesetzten
Oligonukleotide. Unterstrichen sind Homologien zu genomischen Sequenzen oder Sequenzen auf pUG6
(siehe Text).

Zur Fusion der 9myc kodierenden Sequenz an verschiedene PEX-Gene wurden die folgenden
Oligonukleotide auf Plasmid-DNS von pYM6 (Knop et al., 1999) verwendet. Unterstrichen sind
die zur genomischen DNS homol ogen Sequenzen.



Material & Methoden

18

Bezeichnung Sequenz des Oligonukleotids (5°- 3")

Pex4-VW-MYC GGA TTG TAA AGT ACT TCC TAG CAG AAA GAG AGC GGA TCA ACA ACCATC
GTA CGC TGC AGG TCG AC

Pex4-Rv-MYC GAA AAA GTGTTT GAA AAA AGC TCC TCA ACG ATC TAC TGG GCT GCCATC
GAT GAA TTCGAG CTC G

Pex10-Vw-MYC GTG CAG ACA ACA CTG TCA ACC ACA GGA AAT TCT GGT CCT GCG GCA ACG TAC
GCT GCA GGT CGA C

Pex10-Rv-MYC CCCCTT CGC GTT TTA CTT CTC CTG CTC AGA GCT CTG CGT TAT TTCATC GAT
GAA TTCGAGCTC G

Pex11-Vw-MYC GGT GTT GTCACA TCT ATC CTT GGT ATG CAA GAC ATG TGG AAA GCT ACA CGT
ACG CTG CAG GTC GAC

Pex11-Rw-MYC GGT CGT CAG GTA TCA CGA GCG GGT AAC AGA ACT AAG CAG TTA TAG CGA TCG
ATG AAT TCGAGC TCG

Pex12-Vw-MYC AAC ACA CGA ATA AAT GGG AAG TTG TGA CAG GTA TTA GGA AGC TACTAA
TCC GTA CGC TGC AGG TCGAC

Pex12-Rv-MYC GAT GCC ACT GACAAG CCT TTC TCT TCC ACG CAA GAT GTA ATA CTT CGA TCG
ATGAAT TCGAGC TCG

Pex22-V\w-MYC GTT GAT AGC GAT GTA GAG GAT GTG CTGATT GACACT TTA TGC AATCGT ACG
CTG CAG GTC GAC

Pex22-Rv-MYC CTA GGC GAC GTT TCT ACA TTG TCA AAC CCT GGC ATT GTT AGA CAT CAT CGA

TGA ATT CGA GCT CG

Tab. 2.2: Listeder Oligonukleotide zur Her stellung von genomischen PEX-9-MYC-Fusionen. Unterstrichen
sind die zur genomischen DNS homol ogen Seguenzen.

Zum Nachwels der erfolgreichen homologen Rekombinationsereignisse von PCR-Produkten oder

Plaamid-DNS ins Hefegenom (2.2.7) sowie zur Sequenzierung klonierter Vektoren wurden die

folgenden Oligonukleotide verwendet:

Bezeichnung Sequenz des Oligonukleotids (5°- 3")
Cub CTG CTT ACC GGC GAT CAA TCT
CuP-Terminal CTT CTT GTT AGT GCA ATA TCA TAT AG
K an-Rev-Neu CCC TGC TCG CAG GTC TGC AGC GAG
Kan-Vw CCT CGA CAT CAT CTG CCC

Nub GAT ACCATC GACAAC GTT AAG TCG
Pex1K3 GTC CGG AAT ATC TCT CCG ACT ATT
Pex1K4 TAG GGT CAT GTC ACG TAA TAA GCA
PEX5K 1 CTT TAG AAC GAC CAG ACT GTT

Pex5K 3 TCC GAC AAG TCG GTA CCCTCT TC
Pex6K 1 (Pex1) ACCATC TGT GAT CCT CGC AGA

Pex6K 2 (Pex1) TGG ATG GTG CCG AGG GCC TTG
T3-Primer GAA TTA ACC CTC ACT AAA GGG AAC
T7-Primer GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CG

Tab. 23 : Listeder Oligonukleotide zur Integrations- und Sequenzkontrolle.
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216 Kulturmedien
Alle Kulturmedien wurden fiir 20 min bai 121°C und 1960 hPa autoklaviert.

L B-Hissgmedium:
10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Bacto-Hefeextrakt; 10 g/l NaCl; in wéssriger Lésung mit NaOH auf pH

7,5 eingestdlt.

L B- Festmedium (L B-Paiten):
LB-Medium wie oben mit 15 ¢/l Agar Agar

2" YT-Hissgmedium:
8 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Bacto-Hefeextrakt; 5g/l NaCl; in wassriger Lésung

2 YT-Festmedium (2" YT-Hatten):
2" YT-Medium wie oben mit 15 g/l Agar Agar.

Y PD-Hussgmedium:
10 g/l Bacto-Hefeextrakt; 20 g/l Bacto-Pepton; 2% (M/V) Glukose;, 40 mg/l Adenin-Hemisulfat; in

wassriger Lésung.

Y PD-Festmedium (Y PD-Plaiten):
Y PD-Medium wie oben mit 20 g/l Agar Agar.

SD-Hussgmedium:

6,7 g/l Stickstoffbase ohne Aminosduren; 1% (M/V) 100" Aminosdurdésung (6 g/l L-I1soleucin, 2
ol L-ArgnintHCl, 4 g/l L-Lyan-HCI, 6 g/l L-Phenyldanin, 1 g/l L-Threonin und, fals kene
sezifische Methionin-Konzentration erforderlich war, 1 g/l L-Methionin); 2% Adeninlésung (1%
(M/M) Adenin-Hemisulfat in 0,1M NaOH); 2% (M/M) Glukose oder Galaktose. Je nach Bedarf
wurden die Medien mit 1% (V/V) 100" L-Tryptophanlosung (4 g/l), 1% (V/V) 100" L-
Leucinlésung (6 g/l), 100" Higidin-Monohydratldsung (2 g/l) und 4%o Uracillésung (1% (M/M) in

0,IM NaOH) erganzt. Soweit spezifische Konzentrationen von L-Methionin erforderlich waren,
wurden diese durch Zugabe entsprechender Mengen von 50mM L-Methioninlésung erreicht.
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SD-Festmedium (SD-Platten):
SD-Hissgmedium wie oben mit 20 g/l Agar Agar.

FOA-Festmedium (FOA-Hatten):

6,7 g/l Stickstoffbase ohne Aminoséuren; 1 g/l FOA; 1% (M/V) 100" Aminosaurdésung (6 g/l L-
Isoleucin, 2 g/l L-Arginin-HCI, 4 g/l L-Lysn-HCl, 6 g/l L-Phenyldanin, 1 g/l L-Threonin und, fals
keine spezifische Methionin-Konzentration erforderlich war, 1 g/l L-Methionin); 2%o. Adeninldsung
(1% (M/M) Adenin-Hemisulfat in 0,AM NaOH); 2,5 % (V/V) Uracillosung (2 g/l); 2% (M/M)
Glukose oder Gaaktose und 20 g/l Agar Agar. Je nach Bedarf wurden die Medien mit 1% (V/V)
100" L-Tryptophanlésung (4 o/l), 1% (V/V) 100" L-Leucinlésung (6 g/l) und 100" Hididin
Monohydratldsung (2 g/l) erganzt. Sowelt spezifische Konzentrationen von L-Methionin erforderlich

waren, wurden diese durch Zugabe entsprechender Mengen von 50mM L-MethioninlGsung erreicht.

Vorbereitungsmedium fiir Wachstum auf Olsiure (3%o- Glukose-Platten):

6,7 g/l Stickstoffbase ohne Aminoséuren; 1% (M/V) 1000 Aminoséurddsung (6 g/l L-1soleucin, 2
gl L-ArgnintHCI, 4 g/l L-Lysn-HCI, 6 ¢/l L-Phenyldanin, 1 g/l L-Threonin und, fdls keine
sezifische Methionin-Konzentration erforderlich war, 1 g/l L-Methionin); 2% Adeninlésung (1%
(M/M) Adenin-Hemisulfat in 0,AM NaOH); 3%. (M/M) Glukose und 20 g/l Agar Agar. Je nach
Bedarf wurden die Medien mit 1% (V/V) 100" L-Tryptophanlésung (4 ¢/), 1% (V/V) 100" L-
Leucinlésung (6 g/l), 100" Hididin-Monohydratldsung (2 g/l) und 2% Uracillésung (1% (M/M) in
0,1M NaOH) erganzt.

Olsiure- Fesmedium:

1,26%0 Olsiure; 5% Tweer® 40; 2%. Adeninlésung (1% (M/M) Adenin-Hemisulfat in 0,1M
NaOH) und 20 g/l Agar Agar wurden auf 85% des Endvolumens mit Aqua bidest. aufgefiillt und
autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurden 6,7 g/l Stickstoffbase ohne Aminoséuren, 4 % (V/V)
Aminosiuremix firr Olsiureplatten (0,8 g/l Adenin; 0,8 gl Arginin; 0,75 g/l Tyrosn; 0,75 g/l
Isoleucin; 1,2 g/l Lysn; 1,25 ¢/l Phenyldanin; 2,5 g/l Glutaminsdure; 2,5 g/l Aspartat; 3,75 g/l Vdin;
5 g/l Threonin; 10 g/l Serin) und je nach Bedarf 1% (V/V) 100" L-Tryptophaniésung (4 g/l), 1%
(VIV) 100" L-Leuciniésung (6 g/l), 100" Hididin-Monohydratlésung (2 g/l) und 2%o Uracillésung
(1% (M/M) in 0,2M NaOH) zugesetzt. Das Medium wurde lauwarm und sehr diinn gegossen.
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Two-Hybrid- Festmedium:

6,7 g/l Stickstoffbase ohne Aminosauren; 1% (M/V) 100" Aminosdurelésung (6 g/l L-1soleucin, 2
o/l L-Arginin-HCI, 4 g/l L-Lysn-HCl, 6 g/l L-Phenyldanin, 1 g/l L-Threonin und 1 g/l L-Methionin);
2%0 Adeninlosung (1% (M/M) Adenin-Hemisulfat in 0,1M NaOH); 2% (M/M) Glukose;, 4%o
Uracillésung (1% (M/M) in 0,IM NaOH) wurden mit 20 ¢/l Agar Agar erhitzt und nach dem
Abkuhlen bei etwa 55°C mit dem Histidin-Antimetabolit 3 - Aminotriazol zu Endkonzentrationen von

0, 5, 10, 25, 50 uM versetzt.

217 Bakteriengamme

In dieser Arbait wurden die folgenden Bakterienst@mme eingesetzt:
E. coli XL1Blue (Stratagene, Heidelberg). Genotyp: recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17,
SUpE44, relAl, lac, [F proAB, lacl%ZDM15Tn10(tet)].
E. coli DH5aF (Woodcock et al., 1989; Raeigh et al., 1989). Genotyp: F/endAl,

hstl?(rk'rrk+) SUpE44, thi-1, recAl, gyrA, (Nalr), relAl, deoR, DlaclZYA-argF)uiso

(F 80dlacD(lacZ)M 15).

2.1.8 He&egamme

Name Genotyp Ausgangsstamm Qudle

JD52 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 - Dohmenet al.,
trp1D63 1995

JD53 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 Dohmen et al .,
trp1D63 1995

JD55 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 Dohmenet al.,
trp1D63 UBRL:HIS3 1995

JD53-Dpex2 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD53 diese Arbeit
trp1D63 PEX2:KAN

JD53-Dpex3 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JDO53 diese Arbeit
trp1D63 Dpex3

JD53-Dpexd Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD053 diese Arbeit
trp1D63 PEX4::KAN

JD53-Dpex5 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD53 diese Arbeit
trp1D63 PEX5::KAN

JD53-Dpex10 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD53 diese Arbeit
trp1D63 PEX10:KAN

JD53-Dpex11 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD53 diese Arbeit
trp1D63 PEX11:KAN

JD53-Dpex12 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD53 diese Arbeit
trp1D63 PEX12:KAN

JD53-Dpex13 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD53 diese Arbeit
trp1D63 PEX13:KAN

JD53-Dpex14 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD53 diese Arbeit
trp1D63 PEX14:KAN
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JD53-Dpex15 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD53 diese Arbeit
trp1D63 PEX15:KAN

JD53-Dpex17 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD53 diese Arbeit
trp1D63 PEX17::KAN

JD53-Dpex19 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JDO53 diese Arbeit
trp1D63 PEX19::KAN

JD53-Dpex22 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD053 diese Arbeit
trp1D63 PEX22::KAN

JD53-Dpex3/11 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JDO53 diese Arbeit
trp1D63 Dpex3 PEX11::KAN'

JD53-Dpex3/19 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD53 diese Arbeit
trp1D63 Dpex3 PEX19:KAN

NUI-PEX1-JD53 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD53 diese Arbeit
trp1D63 PEX1::CUP-NUI-PEX1 TRP1

NUI-PEX5-JD53 Mata ura3-52 leu2-3,-112 his3D200 lys2-801 JD53 diese Arbeit
trp1D63 PEX5::CUP-NUI-PEX1 TRP1

BY4741 Mat a; his3D1; 1eu2D0; met15D0; ura3D0 EUROSCARF

Y 00352 (Dpex22) BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; met15D0; BY4741 EUROSCARF
ura3D0; YALO55w::kanM X4

Y 00601 (Dpex12) BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; met15D0; BY4741 EUROSCARF
ura3D0; Y MRO26c::kanM X4

Y 01214 (Dpex2) BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; met15D0; BY4741 EUROSCARF
ura3D0; Y JL210w::kanM X4

Y 01735 (Dpex15) BY4741; Mat a; his3D1; |eu2D0; met15D0; BY4741 EUROSCARF
ura3D0; Y OL044w::kanM X4

Y 01998 (Dpex17) BY4741; Mat & his3(1; leu2(0; met15(0; BY4741 EUROSCARF
ura3DO; YNL214w::kanM X4

Y 03603 (Dpex5) BY4741; Mat a; his3D1; |eu2D0; met15D0; BY4741 EUROSCARF
ura3D0; Y DR244w::kanM X4

Y 03624 (Dpex10) BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; met15D0; BY4741 EUROSCARF
ura3D0; Y DR265w::kanM X4

Y (03688 (Dpex3) BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; met15D0; BY4741 EUROSCARF
ura3D0; YDR329c::kanM X4

Y 03762 (Dpex19) BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; met15D0; BY4741 EUROSCARF
ura3D0; YDL065c::kenM X4

Y 04140 (Dpex13) BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; met15D0; BY4741 EUROSCARF
ura3D0; YLR191w::kanM X4

Y 04520 (Dpex14) BY4741; Mat a; his3D1; |eu2D0; met15D0; BY4741 EUROSCARF
ura3D0; Y GL153w::kanM X4

Y 04763 (Dpex4) BY4741; Mat a; his3D1; |eu2D0; met15D0; BY4741 EUROSCARF
ura3D0; Y GR133w::kanM X4

Y 07192 (Dpex11) BY 4741; Mat a; his3D1; |eu2D0; met15D0; BY4741 EUROSCARF
ura3D0; YOL 147c::kenM X4

Y190 MATa, ura3-52, his3-D200, lys2-801, ade?-101, | - Harper et al .,
trp1-901, leu2-3, 112, gal4D, gal 80D, 1993

URA3:GALLasGAL I ara-lacZ, cyh'2,
LY S2::GALyasHIS3ra1a-HIS3

Tab. 2.4 : Namen, Genotypen und Herkunft der verwendeten Stdmme von Saccharomyces cerevisiae.
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219 Vektoren

Zur Klonierung und fur die Expresson in Hefen wurden die Penddvektoren pRS313-316 sowie
pPR$A423 (Sikorski und Hieter, 1989) eingesetzt. Diese kdnnen im Zelkern autonom replizieren und
snd genetisch stabil. Zur homologen Rekombination ins Hefegenom wurden die Vektoren pRS303
und pRS304 (Skorski und Hieter, 1989) verwendet. Folgende Plasmide wurden fur die
Durchfiihrung dieser Arbet zur Verfligung gestellt:

Name des Plasmids Donor
Cub-RGFP-CuP-pR$423 Norbert Lehming
Srp102-Nul-CuP-pRS314 Markus Albertsen

Nui- ha- Stop- CuP-pRS314 Nils Johnsson

Nul - Sec22-CuP-pRS314 H. D. Schmitt

Nul-Sncl- CuP-pRS314 Nils Johnsson

Nul - Ste1l4-CuP-pRS314 Nicole Lewke

Nul - Tom22- CuP-pRS314 SonjaKind

Nul-Tpi1l- CuP-pRS314 Nils Johnsson

Nul -Vam3-CuP-pRS314 Nils Johnsson
pAD-GAL4 JuBd 2.111.1 Judith Miller

pBD-GAL4 cam Bkn 3D2 Judith Mller

pEW88 (GFP-SKL) Ewad Hettema / Ben Distd
PEW159 (Pex11-ha) Ewad Hettema/ Ben Dige
Stel4-Cub-RUra3- CuP-pRS313 Nicole Lewke

Stel4- Cub-RUra3-PMet-pRS313 Nicole Lewke
Tom20-Cub-RUra3-PMet-pRS313 SonjaKind

Tab. 2.5: Plasmide, die fir diese Arbeit zur Verfligung gestellt wurden.

2.1.10 Licht- und Fluoreszenzmikroskop

Die mikroskopischen Untersuchungen wurden an einem Leica DMRB Mikroskop (Leica, Solms)
durchgefihrt und mit ener Hitachi HV-C20A Digitdkamera dokumentiet. Fir die
Fluoreszenzmikroskopie wurde as Huoreszenzlichtquelle eine Xenon75W-GFP / XBO75 in
Siemens VXHC 75/100 ZKF-1B (Semens, Furth) und der Filter L4 (Leica, Solms) verwendet. Die
Anregungswd lenldnge lag bal 490 nm, die maximade Intengté der Emission lag bel einer Wdlenlénge
von 508-510 nm, die Grenzwellenldnge des Filters betrug 500 nm.

2.1.11 Songtige bildgebende Verfahren
Zur Abbildung der Wachstumstests von Hefen wurde ein Agfa Studio-Scan 119 (Agfa, Leverkusen)

eingesetzt. Fir einige der Komplementationstests auf Olsiure haltigen Medien wurde eine Olympus




Material & Methoden 24

Camedia C-2500L Digitakamera (Olympus, Tokio, Japan) verwendet. Western Blots wurden
wurden mittels eines Lumi-Imager® (Boehringer, Mannheim) andysiert.

2.2 Methoden

2.2.1 Moalekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Isolierung von genomischer DNS ausS. cerevisiae
Eine 10 ml Hefekultur wurde bis zu einer ODgoonm VON 2 - 3 angezogen. Die Zellen wurden durch

eine Zentrifugation von 10 min bel 3500 U/min (Heraeus Varifuge 3.2 RS) geerntet und in HO
gewaschen. Das Zd Ipdlet wurde dann in 200 m Lysispuffer resuspendiert und auf 300 m Glasperlen
(425-600 nm, sduregewaschen) pipettiert. Nach Zugabe von 200 m Phenol wurden die Zdllen durch
dreiminitiges Vortexen aufgeschlossen, mit 200 m TE-Puffer versetzt und bel 13000 U/min in einer
Tischzentrifuge (Heraeus) fur 5 min zentrifugiert. Die gen. DNS enthatende wéassrige (obere) Phase
wurde abgenommen und mit einem Volumen Chloroform extrahiert. Nach erneuter Zentrifugation
(s.0.) wurde die wassrige Phase abgenommen, 1 ml Ethanol zugegeben und 2 min zentrifugiert (s.0.).
Das DNS-Pdlet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, vakuumgetrocknet und in 400 m TE-
Puffer aufgenommen. Die im Prézipitat enthdtene RNA wurde durch Zugabe von 8 mi RNase (1
mg/ml) und einer zehnmindtigen Inkubation bei 37°C abgedaut. Nach wiederholter Ethanolfélung
wurde die genomische DNSin 50 m TE- Puffer ge6g.

Lysspuffer: 2% (V/V) Triton X-100; 1% (V/V) SDS; 100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl, pH §;

1 mM EDTA
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCl, pH 8; 1 mM EDTA

2.2.1.2 Plasmidpréparation aus E. coli (" Minipr&p")
Von ener LB-Agarplaite mit Ampicillin (2 g/l) wurde eine Einzekolonie in das entsprechende

Medium Gberftihrt und UN bel 37°C geschiittdt. 1,5 ml dieser Kultur wurden durch Zentrifugation
bel 6000 U/min (Heraeus- Tischzentrifuge) fur 5 min bel RT geerntet. Das Bakterienpellet wurde in
STETL-Puffer und 7,5 m Lysozym (10 mg/l) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 min
be RT wurde die Probe 40 sec gekocht und anschlief®end 20 min bei 13000 U/min (Heraeus-
Tischzentrifuge) und RT zentrifugiert. Die Pdlets aus den entstanderen ZdItrimmern wurden mit
einem Zahngtocher entfernt. Die Plamid-DNS wurde nach Zugabe von 150 m Isopropanol aus dem



Material & Methoden 25

Uberstand durch Zentrifugation bei 13000 U/min (Heraeus- Tischzentrifuge) fir 20 min bel RT

gefdlt. Das DNS-Pellet wurde mit 500 m 70%igem (V/V) Ethanol gewaschen, wie vorher 5 min

zentrifugiert, getrocknet und schlieich in 50 m TE gel6s.

STETL-Puffer: 8% (M/V) Saccharose, 5% (V/V) Triton X-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-
HCl, pH 8

TE 10 mM Tris-HCl, pH 8; 1 mM EDTA

2.2.1.3 Enzymatische Behandlung von DNS

2.21.3.1 Verdau mit Restriktionsendonukleasen
In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieldich Enzyme mit Hexamererkennungssequenzen

verwendet. Fir einen andytischen Verdau wurde 1 ng DNS mit 1 U Enzym in enem
Gesamtvolumen von 20 mi fir 1-2 Stunden bel 37°C inkubiert. Fir die Resktion wurde der jewellige
Puffer des Hergtdllers verwendet. Bel einem prdparativen Verdau wurden 5 ng DNS eingesetzt. Die
Redtriktionsfragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt und bel Bedarf entsprechend 2.2.1.9
aus dem G4 duiert.

2.2.1.3.2 Alkalische Phosphatase Behandlung
Wurde die Vektor-DNS nur mit einem enzigen Enzym geschnitten, erfolgte anschlief¥end ene

Behandlung mit akalischer Phosphatase (calf intestind phosphatase, CIP). Hierbe wurden die 5-
Phophat- Reste besaitigt und damit die Sdbstligation des lineariserten Vektors vermindert.

2.2.1.3.3 Ligation
Die kovaente Verknipfung (Ligetion) zweier DNS-Molekile (Plasmid und einzufiigendes DNS-

Fragment) mit kohésven Enden efolgte mittels T4-DNS-Ligase. Dabel wurden jeweils 20-50 ng
Vektor-DNS eingesetzt. Das einzufligende DNS-Fragment wurde in doppelter molarer Menge
hinzugeflgt. Der Ansatz wurde mit 1 mi 10 x Ligationspuffer und 1 m T4-DNS-Ligase (2 U/m)
versatzt, auf 10 m mit H,O aufgeftllt und ON bel RT inkubiert.

PCR-Produkte wurden ohne vorherigen Redtriktionsverdau in den pCR2.1 Vektor ligiert. Hierfir
wurden die PCR-Produkte vorher 20 min mit Tag DNS-Polymerase bei 72°C inkubiert. Diese
DNS-Polymerase flgt am 3-Ende en enzenes Adenosnnukleotid hinzu, das die Ligation in den
pCR2.1 Vektor ermdglicht, der Uber ein 5'- Uberstehendes Thymidinnukleotid verfiigt. Die Ligation
erfolgte hier gemél’ Herstellerangaben.
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2.2.1.3.4 Behandlung mit Klenow-Polymerase
Zur Ddedion von Redriktionschnittddlen wurde die Plaamid-DNS mit der betreffenden

Redtriktionsendonuklease geschnitten, deren Zielsequenz zerstort werden sollte. Die von dem Enzym
erzeugten 5'-Uberhéngenden Enden wurden mit der Klenow-Untereinheit der Polymerase | aus E.
coli aufgefillt. Die Resktion erfolgte in @nem Volumen von 50 pl, bestehend aus 5 pl geschnittener
Plaamid-DNS, 5 pl Redriktionspuffer, 25 pl (10 mg/ml) BSA, 1 pl ImM dNTP (Roche
Diagnogtics, Mannheim), 1,5 pl (2 U/ul) Klenow-Polymerase (Roche Diagnostics, Mannheim) und
35 pl dedtilliertem Wasser. Der Ansatz wurde 20 min bei RT inkubiert, das Enzym nachfolgend 10
min be 75°C desktiviert und die DNS anschlief3end wie unter 2.2.1.12 beschrieben aufgereinigt.
Anschliel?end wurde das Plasmid rdligiert (2.2.1.3.3).

2.2.1.4 Kompetente Zdlen und Transformation in E. coli
Zur Hergtellung transformationskompetenter Zellen von E. coli wurden 100 ml LB-Medium mit einer

3 ml UN-Kultur angeimpft. In diesem Volumen wurden die Zellen bis zu einer deutlichen Eintriibung
bel 37°C unter Schiitteln inkubiert. Die Kultur wurde dann auf 500 ml LB-Medium aufgefllt und bis
zu einer ODgponm VON 0,5 wachsen gelassen. Nach Abkuhlen auf Eis fir 30 min wurden die Zdlen
durch ene zehnminutige Zentrifugation (3500 U/min, 4°C, JA14 Rotor) geerntet. Das ZdIpdllet
wurde in eiskatem TfB1-Puffer af Eis resuspendiert und erneut abzentrifugiert (s0.), in 20 ml
eskadtem TfB2-Puffer aufgenommen und in Portionen von 100 i diquotiert. Je nach Bedarf wurden
die Zdlen direkt transformiert oder in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bel -80°C gelagert.

Fur die Transformation wurden je 100 ni der kompetenten Zellen mit 4 m eines Ligationsansatzes
oder 10 ng Plasmid-DNS versetzt und 20 min auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde
dann fr 5 min einem Hitzeschock bei 37°C ausgesetzt, anschliel3end mit 1 ml LB-Medium aufgefillt
und ene Stunde ba 37°C inkubiert. Daraufhin wurden die Zdlen auf LB-Amp-Platten ausplattiert.
TfB1-Puffer: 30 mM Kaliumacetat

50 mM MnCl,

100 mM KCI

10 mM CaCl,

15% (V/V) Glycerol
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TfB2- Puffer: 12,5 mM NaMOPS, pH 7
12,5mM KClI
95 mM CaCl,
18,75% (V/V) Glycerol

2.2.15 Kompetente Zdlen und Transformation in S. cerevisiae
Zur Hergdlung kompetenter Hefezdlen wurde die Lithium-Acetat-Methode nach Gietz et al.

(1992) angewendet. 300 ml YPD- bzw. entsprechendes SD-Medium wurden mit einer 30 ml UN-
Kultur des entsprechenden Stammes so angeimpft, dass sich eine ODgponm VON 0,2 ergab. Die Kultur
wurde be 30°C bis zu ener ODsyonm VOn 0,6 geschiittet und die Zelen anschliel¥end durch
Zentrifugation (4500 U/min, 8 min, RT, JA14 Rotor) geerntet. Nach einem Waschschritt in H,O
wurde das ZdIpdlet in 1,5 ml eskdter LIAC-TE-Lsg. auf Eis resuspendiert und in 100 mi Aliquots
aufgetellt. Die Zelen konnten sofort zur Transformation verwendet oder bel -80°C gelagert werden.

Fur ene Hefetransformation wurde zundchst gescherte Lachssperma-DNS (10 mg/ml) durch
zehnmintitiges Kochen denaturiert und anschliel}end auf Eis gestdlt. 10 m dieser DNS-Ldsung
wurde dann zu einem Aliquot kompetenter Hefezellen gegeben. Anschliefl3end wurden 1 g Plasmid-
DNS und 600 m LIAc-TE-PEG-Lgg. hinzugefiigt. Der Transformationsansatz wurde dann 30 min
be RT geschittelt. Danach efolgte eine Zugabe von 70 M DMSO und en zehnmindtiger
Hitzeschock be 42°C. Be temperaursendtiven Hefet&mmen wurde die Temperatur des
Hitzeschocks auf 37°C reduziert. Zuletzt wurden die Zdlen ca 10 sec be 10000 U/min
(Tischzentrifuge) pelletiert, in 2100 m 1 x TE aufgenommen und auf entsprechenden selektiven SD-
Matten (2.1.6) ausplattiert.

10X TE: 100 mM Tris-HCl, pH 8; 10 mM EDTA
10x LiAc: 1M Li-Acetat, pH 8
LIAC-TE-Ls].: 1ml 10x LiAc, 1 ml 10x TE, 8 ml H,O

LiIAG-TE-PEG-Lsy: 1ml 10x LiAc, 1 ml 10 x TE, 50% (M/V) PEG (durchschnittliches
MW 3350 Da)
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2.2.1.6 Homologe Rekombination
Um Plasmide homolog in das Hefegenom zu integrieren, wurde eine integrative Transformation nach

Hinnen et al. (1978) durchgefiihrt. Zunéchst wurde das Plasmid an einer einmaigen Schnittstelle im
Hefegen durch eine Redtriktionsendonuklease linearisert. Zur Kontrolle der vollst@ndigen Restriktion
wurden 3 m des Redtriktionsansatzes auf einem Agarosegd aufgetrennt. Der verblelbende Ansatz
wurde fir eine Hefetransformation (2.9.5) eingesatzt. Die erfolgreiche Rekombination wurde mittels
PCR Uberprift. Die verwendeten Oligonukleotide sind wunter 2.1.5 aufgefiihrt. Analog wurden bei

der Integration von PCR-Produkten ins Hefegenom verfahren (vgl. 2.2.1.15), wobei 10 ml bis zu 50
m des 100 m umfassenden PCR- Ansatzes eingesetzt wurden.

2.2.1.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Fur eine PCR wurde ca. 1 pg Plasmid-DNS as Matrize verwendet. Der PCR-Ansatz bestand

zuséizlich aus 0,2 mM Desoxynukleotiden (MBI-Fermentas, St. Leon-Rot), 0,4 nM Primern (sense
und antisense), 10 m 10 x Tag-Polymerase- Puffer des Herstdlers und 1 ml Tag-DNS-Polymerase
(1 U/m). Die PCR wurde in einem Gesamtvolumen von 100 ni in eénem Tri-Block PCR Heizblock
(Biometra, Gottingen) durchgeftinrt. Folgendes Temperaturprogramm wurde zyklisch durchlaufen:

95°C, 30 sec (Aufschmelzen der DNS); 55°C, 30 sec (Bindung der Primer); 72°C, 1 min (Synthese
des komplementéren Stranges).

Alternativ wurde eine anaytische PCR auf mit Plasmid-DNS transformierten Hefen durchgefihrt.
Hierzu wurde eine Hefekolonie in den PCR-Ansatz (s.0.) gegeben und die Tag-DNS-Polymerase
ers nach einer 15 min Inkubation des Ansatzes bei 98°C (Aufbrechen der Hefezellen) hinzugegeben.
Die Andyse des anplifizierten DNS- Abschnitts erfol gte el ektrophoretisch.

Fir eine prapardive PCR wurde genomische Hefe-DNS ads Matrize und PWO (mit
Korrekturaktivitét) s DNS-Polymerase (5 U/m) mit dem entsprechenden 10 x PCR-Puffer des
Hergellers eingesetzt (Boehringer, Mannheim).

2.2.1.8 Agarose-Gelelektrophorese
Fur anaytische und praparative Elektrophoresen wurde die DNS in Gden mit 1 - 2% (M/V)

Agarose in 1 x TAE aufgetrennt. Die horizontalen Agarosegele wurden wie in Sambrook et al.
(1989) beschrieben angefertigt. Vor dem Auftragen wurde die DNS-Probe mit 1/6 Volumen 6 x
Probenpuffer versetzt und in die Probentasche pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte in 1 x TAE bel



Material & Methoden 29

80-150 V. Als GroRRenstandard wurde 1 kB-DNS-Leiter von Gibco-BRL (Eggengtein) verwendet.

Die aufgetrennten DNS-Fragmente wurden auf einem UV-Trandlluminator bel 302 nm sichtbar

gemacht und durch Photographie dokumentiert.

50x TAE: 242 g Tris, pH 8; 57,1 ml Tris-Acetat; 37,29 EDTA auf 11

6 x Probenpuffer: 0,6 M Tris-HCI, pH 8; 50 mM EDTA; 60% (V/V) Glyceral; 0,25% (M/V)
Bromphenolblau

2.21.9 Elution von DNS aus Agar osegelen
Nachdem die DNS-Fragmente praparativ im Agarosegd aufgetrennt worden waren, wurden se

unter UV Licht ausgeschnitten. Die Elution der DNS erfolgte mittels DNS- Extraktionskit (Machery-
Nagd, Schweiz) laut Herstellerangaben. Die DNS wurde hierbe aus der Gelmatrix gelést und
anschlief}end an eine Silicagelmembran gebunden, gewaschen und mit H,O duiert.

2.2.1.10 Konzentrationsbestimmung von DNS
Die Konzentration von DNS-Proben wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt. Eine ODagonm VON

1 entspricht dabel 20 ng/ml Oligonukleotid oder 50 ng/ml doppelstrangiger DNS. Da die
aromatische Restgruppe in Proteinen ein Absorptionsmaximum bel 280 nm aufweisen, konnte durch
den Quotienten OD,gonm/ OD2gonm die Reinhelt einer DNS-L 5g. abgeschétzt werden.

2.2.1.11 Extraktion von DNS
Zur Abtrennung von Proteinen wurde die DNS-Losung zuers mit einem Volumen Phenol und

anschlieffend mit enem Volumen Chloroform (ChlorofornVAmylakohol=24:1) extrahiert. Die
Trennung der Phasen erfolgte durch Zentrifugation (13000 U/min, 1 min, Tischzentrifuge). Die DNS
enthatende wassrige Phase wurde nach der Extraktion gefdlt (2.2.1.12).

2.2.1.12 Fallung von DNS
Zur Fdlung von DNS wurden der Losung 0,1 Volumen 5 M Ammoniumacetat pH 5,2 und 2,5

Volumen Ethanol zugesatzt. Das Préazipitat wurde bel 13000 U/min 20 min (Tischzentrifuge)
abzentrifugiert und mit 70%igem Ethanol gewaschen. Das Pdllet wurde vakuumgetrocknet, in H,O
oder TE-Puffer g6t und bei -20°C gelagert.
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2.2.1.13 Sequenzierung von DNS
Die Seguenzandyse von DNS wurde von der ADIS- Sequenzierungsgruppe des MPI, Kdln

durchgefthrt. HierfUr wurden die DNS-LGsungen, die mittels Miniprép (2.2.1.2) hergestel It wurden,
durch DNS-Extraktion (2.2.1.11) und -Félung (2.2.1.12) vorbereitet.

2.2.1.14 Konstruktion der verwendeten Vektoren
Alle verwendeten Hefegene wurden mittds préparativer PCR aus dem Hefegenom amplifiziert

(22.1.7). Nach ener Subklonierung der Amplifikate in pCR2.1 (Invitrogen, Niederlande)
(22.1.3.3) wurden die Genlnsate in entsprechende Vektoren kloniert. Die Quelen der
Ausgangsvektoren, die fur die Klonierungen eingesetzt wurden, snd 2.1.9 zu entnehmen. Sofern
nicht anders angegeben wurde be dlen Kongrukten der CUP1-Promotor verwendet. Eine
schematische Dargdlung der exprimierten Proteine befindet sch im Anhang dieser Arbet. Im
Folgenden sind die verwendeten Oligonukleotide, die benutzten Restriktionsendonukleasen und das

klonierte Plasmid angegeben.

Name Sequenz (5-3) Stelle Konstrukte

PEX6N1 GGCCCG GGA TCCCTGGGG | BamHI Nul-Pex1-CuP-pRS304

(Pexl) ACA CGA CGA CCA AGA
GGT TGA AG

PEX6N2 GGCCCG GGT ACCAAGTCT | Kpnl Nul-Pex1-CuP-pRS304

(Pex1) CACCTG GGG TAA CTA

PEX6C1 GGCCCGGTCGACCCCcCceC | sall Pex1-Cub-RUra3-PM et-pRS303

(Pex1) ATA AGG GAG AGT CGG
CTACC

Pex6C2 CCT CCCCGG CCGGCG CAT | Eagl Pex1-Cub-RUra3-PM et-pRS303

(Pex1) TGT TAA GAC CGG GAA

Pex2delta CCTCCGGAATTCATGTGC | EcoRl Pex2DN-Cub-RUra3-PM et-pRS313
GCGACGAGGTTCCTGCCA

Pex23 CCTCCGGAATTCATGTCT | EcoRI Pex2-Cub-RUra3-PM et-pRS313
CGA GTT GCA CAGCTC

Pex24 GCCTCCGTCGACCCGTAC | sall Pex2-Cub-RUra3-PM et-pRS313
ACT GGT GAG GCG GTCAG Pex2DN-Cub-RUra3- PM et-pRS313

Pex3-Start-Neu GCCCGCATC GATATGGCC | Clal Pex3-Cub-RUra3-PM et-pRS313
CCA AAT CAAAGATC

P3NSal CCGTCCGTCGACCCA GGC | sall Pex3-Cub-RUra3-PMet-pRS313
TTGAAG GAA AACGAGCT

PexaN GCCTCCGGA TCCCTGGGG | BamHI Nul-Pex3-CuP-pRS314
ATG CCC CAA ATCAAA
GAT CACGT

Pex3C GCCTCCGGTACCTCTTTG | Asp718 Nul-Pex3-CuP-pRS314
CCAACGTTGGGCTAT Kpnl

Pex4CRU1 CCT CCCGAA TTCATG CCA | EcoRI Pex4-Cub-RUra3-PM et-pRS313
AACTTCTGGATT CTT GAG Pex4-6ha-PM et-pRS313

pBD-Pex4 ; pAD-Pex4
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PEX4CRU2 CCT CCCGTCGACCCATGG | sall Pex4-Cub-RUra3-PM et-pRS313
TTGTTGATCCGCTCT CTT Pex4-6ha-PM et-pRS313
TC pBD-Pex4 ; pAD-Pex4
Pex4N GCCTCCGGA TCCCTGGGG | BamHI Nul-Pex4-CuP-pRS314
ATAAACTTCTGGATT
CTT GAA AT
Pex4C CCT CCT GGT ACCGCGTGC | Asp718 Nul-Pex4-CuP-pRS314
ACT TGT CAA AAA Kpnl
Pex511 CCT CCCGGA TCCCTGGGG | BamHI Nul-Pex5-CuP-pRS304
ACGACGTAGGAAGTT
GCT CAGTG
Pex512 CCT CCCGTCGACGGTATT | sall Nul-Pex5-CuP-pRS304
AGG GTA CTG AAA CCG
PEX5N CCT CCCGAA TTCATG GAC | EcoRl Pex5-Cub-RUra3-PM et-pRS313
GTA GGA AGT TGC TCA
PEX5C CCCTCCGICGACCCA AAC | sall Pex5-Cub-RUra3-PM et-pRS313
GAA AATTCT CCT TTA AA
SKLSTOP CCT CCCGGT ACCGAATTC | Asp718 “SKL(N)”
CTA TAGCTT GGA AGA Kpnl Nul-SKL-CuP-pRS314
TCCAGC EcoRlI
PTSX CCT CCC GGT ACC GGA AGA | Axp718 “SKLX”
CCCAGA TCCAGC GTA Kpnl Nul-SSS-CuP-pRS314
ATCTGG AAC
Pex101 GCCTCCGGA TCCCTGGGG | BamHI Nul-Pex10-CuP-pRS314
ATA AGA ATGATA ATA Nul-Pex10-DRing-CuP-pRS314
AGT TGC AAA AGG
Pex102 CCTCCGGAA TTCGCA TTA | EcoRl Nul-Pex10-CuP-pRS314
TTTCCCCTTCGCGTTTTA Nul-Pex10-DRing-CuP-pRS314
C
Pex103 CCTCCGGAA TTCATG EcoRl Pex10-Cub-RUra3-PM et-pRS313
AAGAAT GAT AAT AAG Pex10-6ha-PM et-pRS313
TTG CAA AAGG Pex10-Cub-RGFP-PM et-pR$423
Pex10-DRing-Cub-RUra3-PM et-
pRS313
Pex104 GCCTCCGTICGACCCTTGC | Ssall Pex10-Cub-RUra3-PM et-pRS313
CGCAGGACCAGAATTTC Pex10-6ha-PM et-pRS313
Pex10-Cub-RGFP-PM et-pR$423
Pex10-DRing-Cub-RUra3-PMet-
pRS313
Pex111 GCCTCCGGA TCCCTGGGG | BamHI Nul-Pex11-CuP-pRS314
ATGTCT GTGATA CACTGG
TAT AT
Pex112 CCTCCGGAATTCATA EcoRlI Nul-Pex11-CuP-pRS314
CAGGTATGGACATGG
AAC
Pex113 CCTCCGGAA TTCATGGTC | EcoRl Pex11-Cub-RUra3-PM et-pRS313
TGT GAT ACA CTG GTA Pex11-Cub-RGFP-PM et-pRA423
TAT
Pex114 GCCTCCGTCGACCCT GTA | sall Pex11-Cub-RUra3-PM et-pRS313
GCT TTCCACATGTCTTGC Pex11-Cub-RGFP-PM et-pR$423
Pex12-C-Vw-RI | CGC GGG AAT TCA TGA GCT | EcoRlI Pex12-Cub-RUra3-PM et-pRS313
TTTATT CAAACCTAC Pex12-Nul-CuP-pRS314
Pex12-Rev-Sdl | CCGCCGTCGACC CGA TTA | sall Pex12-Cub-RUra3-PM et-pRS313
GTA GCT TCCTAA TACCTG Nul-Pex12-ha-Stop-CuP-pRs314
Pex12-Nul-CuP-prS314
Pex12-Vor- GCCGGCGAA TTCATG GGG | EcoRl Nul-Pex12-ha-Stop-CuP-pRs314
RI/Bam ATC CCT GGG GACAGCTTT
TAT TCA AACCTA CCG
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RING1 CCT CCCGAA TTCATGTCC | EcoRI Pex12-RingdomCub-RUra3-PMet-
TCA CAT AGT GACAAA pRS313
ACG GAA
RING2 CCT CCCGTCGACCCTGAG | sall Pex12-RingdomCub-RUra3-PMet-
GAG AAA GGC GGCCTT GG pRS313
P1Rring CCTCCCGAA TTCATGTCC | EcoRI Pex12-DRing-Cub-RUra3-Pmet-
TCA CAT AGT GACAAA pRS313
ACG GAA
P12-Ring CCT CCCGTCGACCCTGAG | sall Pex12-DRing-Cub-RUra3-Pmet-
GAG AAA GGC GGCCTT GG pRS313
Pex13-BamVw | GCC CGG GAT CCCTGG GGA | BamHI Nul-Pex13-ha-Stop-CuP-pRS314
CTCATCCACAGCAGT
ACCACG
Pex13-ATG CCCCGA ATT CAT GTCATC | EcoRll Pex13-Cub-RUra3-pRS303
CACAGCAGT ACC Pex13-Cub-RUra3-CuP-pRS313
Pex13-Cub-RUra3-PM et-pRS313
Pex13-Rev-Xho | CCCCCT CGA GCCGTGTGT | Xhol Pex13-Cub-RUra3-pRS303
ACGCGT TTCATCATC Pex13-Cub-RUra3-CuP-pRS313
Pex13-Cub-RUra3-PMet-pRS313
Nul-Pex13-ha-Stop-CuP-pRS314
Pex14-CRU-Vw | CCT CCG AAT TCA TGA GTG | EcoRl Pex14-Cub-RUra3-PM et-pRS313
ACGTGG TCA GTA AA
Pex14-CRU-Rv | CCT CCGTCGACCCTGGGA | Sall Pex14-Cub-RUra3-PM et-pRS313
TGGAGT CTTCGACCT G
Pex14-NuxVw | CCT CCG GAT CCCTGG GGA | BamHI Nul-Pex14-CuP-pRS314
CAG TGA CGT GGT CAG
TAA AG
Pex14-NuxRv CCT CCGTCGACGCAAATG | sall Nul-Pex14-CuP-pRS314
TTC CGG GTA ACA AT
Pex15-Vw GGA TCCCTGGGA GTGCTG | BamHI Nul-Pex15-CuP-pRS314
CAA GTGAGATAATGA
Pex15-Rw GGT ACCATG TCT AGC Kpnl Nul-Pex15-CuP-pRS314
AAA CGA TGT
Pex171 CCTCCGGAA TTCATG EcoRl Pex17-Cub-RUra3-PMet-pRS313
ACA TCGATT AACAGT
TTT CCC
Pex172 GCCTCCGTCGACCCCCTT | sall Pex17-Cub-RUra3-PMet-pRS313
GGCACTTGGCCATTCAC
Pex19-Vw CCT CCG GAT CCCTGG GGA | BamHI Nul-Pex19-CuP-pRS314
CCC AAA CAT ACA ACA
CGA AG
Pex19-Rv CCT CCGTCGACGGCTTTG | Sall Nul-Pex19-CuP-pRS314
GCT TGC GGT AACAACG
PEX22N CCT CCCGAA TTCATG CCA | EcoRI Pex22-Cub-RUra3-PMet-pRS313
CCA CCATCA AGA AGT Pex22-Nul-CuP-pRS314
AGA
Pex22C CCT CCCGTCGACCCATTG | sall Pex22-Cub-RUra3-PM et-pRS313
CAT AAAGTGTCAATCAG Pex22-Nul-CuP-pRS314
SPGL CCT CCCATCGATATGTCT | Clal Ady2-Cub-RUra3-PMet-pRS313
GAC AAG GAA CAA ACG
SPG2 CCCTCCGTCGACCCAAAG | sl | Ady?2-Cub-RUra3-PMet-pRS313
ATT ACCCTT TCA GTA GA

Tab.: 2.6 : Oligonukleotide, die zur Darstellung der verwendeten Gene von Saccharomyces cerevisiae
durch PCR und anschlief3enden Klonierung zu den genannten Plasmiden eingesetzt wurden. In Spalte 2
unterstrichnen sind die Konsensussequenzen der in
Restriktionsendonukl easen.

Spalte 3 angegebenen verwendeten
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2.2.1.14.1 Klonierung von Nul -Pex1-CuP-pRS304
Der Vektor Nul-Sec61-CuP-pRS304 sowie ein PCR-Fragment der 5°-Region von Pex1 (bp 1-

450) wurden mit den Redtriktionsenzymen BamHI und Kpnl geschnitten und SEC61 durch PEX1
ersetzt.

2.2.1.14.2 Klonierung von Pex1-Cub-RUra3-pRS303
Der Vektor Pxal-Cub-RUra3-pRS303 sowie ein PCR-Fragment der 3'-Region von PEX1 (580

bp) wurden mit den Restriktionsenzymen Eagl und Sall geschnitten und PXAL durch PEX1 ersetzt.

2.2.1.14.3 Klonierung von Pex2-Cub-RUra3-PM et-pRS313, Pex2DN-Cub-RUra3-PM et-
pRS313, Pex4-Cub-RUra3-PMet-pRS313, Pex5-Cub-RUra3-PM et-pRS313,
Pex10-Cub-RUra3-PM et-pRS313, Pex11-Cub-RUra3-PMet-pRS313, Pex12-
Cub-RUra3-PMet-pRS313, Pex12-Ringdom-Cub-RUra3-PM et-pRS313, Pex12-
DRing-Cub-RUra3-PM et-pRS313, Pex14-Cub-RUra3-PM et-pRS313, Pex17-
Cub-RUra3-PM et-pRS313 und Pex22-Cub-RUra3-PM et-pRS313

Das Plasmid Stel4-Cub-RUra3-PMet-pRS313 wurde mit den Redtriktionsenzymen EcoRl und
Sall verdaut und diente as Vektor. Samtliche hier aufgdisteten Inserts, die an die Stelle des STE14
Gens traten, wurden ebenfals mit den Restriktionsendonuklessen EcoRl und Sall  behanddt;
entweder wurden unmittelbar die PCR-Produkte aufgereinigt und verdaut, oder aber sSie waren

zunéchgt in pCR2.1 Plasmide subkloniert worden und wurden hieraus geschnitten.

2.2.1.14.4 Klonierung von Pex3-Cub-RUra3-PM et-pRS313
Das Plasmid Stel4- Cub-RUra3-PMet-pRS313 wurde mit den Redtriktionsenzymen Clal und Sall

verdaut und diente as Vektor. Ein PCR-Produkt von PEX3 wurde gleichfdls mit Clal und Sall
verdaut und ersetzte dann das STE14 Gen im Vektor.

2.2.1.14.5 Klonierung von Nul-Pex3-CuP-PRS314, Nul-Pex4-CuP-PRS314 und Nul-
Pex15-CuP-PRS314

Das Plasmid Nul-Sncl-CuP-pRS314 wurde mit den Redriktionsenzymen BamHI und Asp718
verdaut und diente as Vektor. Ein PCR-Produkt von PEX3, PEX4 bzw. PEX15 wurde gleichfals
mit BamHI und Asp718 verdaut und ersetzte dann das SNC1 Gen im Vektor.
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2.2.1.14.6 Klonierung von Pex4-6ha-PM et-pRS313 und Pex10-6ha-PM et-pRS313
Das Plasmid Ste14-6ha- PM et-pRS313 wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRl und Sall verdaut

und diente as Vektor. Die Vektoren Pex4-Cub-RUra3-PMet-pRS313 bzw. Pex10-Cub-RUra3-
PMet-pRS313 wurden ebenfals mit ECORl und Sall geschnitten, die PEX4 bzw PEX10 tragenden
Fragmente isoliert und mit dem Vektor ligiert, so dass das jewelige PEX Gen das STE14 Gen
ersetzte.

2.2.1.14.7 Klonierung von pAD-Pex4 und pBD-Pex4
Die Two-Hybrid-Vektoren pAD-GAL4-2.1 und pBD-GAL4 Cam (Stratagene, Heidelberg)

wurden mit den Restriktionsenzymen EcoRl und Sall geschnitten und die PEX4 Sequenz aus Pex4-
Cub-RUra3-PMet-pRS313 mit den sdben Enzymen isoliet und in die Vektoren integriert.
Hierdurch entstanden auf den Pendelvektoren Fusionsgene aus der GALA4-Aktivierungsdoméne
(Codon 761-881 von GAL4) und PEX4 im Fdle von pAD-GAL4-2.1 bzw. aus der GAL4-
Bindedomane (Codon 1-147 von GAL4) und PEX4 im Fdle von pBD-GAL4 Cam.

2.2.1.14.8 Klonierung von Nul -Pex5-CuP-pRS304
Der Vektor Nul-Sec61-CuP-pRS304 wurde mit Kpnl restringiert, die Schnittstelle mit Klenow-

Polymerase behandelt und religiert, um die entsprechende Schnittstelle zu deletieren. Der Vektor
wurde dann mit BamHI und Sall geschnitten und ein gleich behandeltes PCR-Fragment der 5'-
Region von Pex5 (bp 1-480) ersetzte SEC61 durch PEX5.

2.2.1.14.9 Klonierung von Nul-Pex5-CuP-PRS314, Nul-Pex14-CuP-PRS314 und Nul -
Pex19-CuP-PRS314

Das Plasmid Nul - Sncl- CuP-pRS314 wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Sall verdaut
und diente ds Vektor. Ein PCR-Produkt von PEX5, PEX14 bzw. PEX19 wurde glechfals mit
BamHI und Sall verdaut und ersetzte dann das SNC1 Gen im Vektor.
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2.2.1.14.10 Klonierung von Nul-SK L-CuP-pRS314 und Nul -SSS-CuP-pRS314
Auf dem Vektor Nul - ha- Stop- CuP-pRS314 wurden mit dem CuPTerminal- Oligonukleotid und den

PTSX- bzw. SKLSTOP-Oligonukleotiden (2.1.5) Polymerasekettenreaktionen durchgefhrt, um
die gewtinschten Codons in die Sequenzen einzufiigen. Vektor und PCR-Produkte wurden hinterher
mit BamHI und Kpnl geschnitten und zusammengefUigt.

2.2.1.14.11 Klonierung von Nul -Pex10-CuP-PRS314 und Nul -Pex11-CuP-PRS314
Das Plasmid Nul-Sncl-CuP-pRS314 wurde mit den Redriktionsenzymen BamHI und EcoRI

verdaut und diente als Vektor. Ein PCR-Produkt von PEX10 bzw. PEX11 wurde gleichfals mit
BamHI und EcoRl verdaut und ersetzte dann das SNC1 Gen im Vektor.

2.2.1.14.12 Klonierung von Nul-Pex10-DRing und Pex10-DRing-Cub-RUra3-PM et-
pRS313

Die Vektoren Nul-Pex10-CuP-pRS314 und Pex10-Cub-RUra3-PMet-pRS313 wurden mit den
Redtriktionsenzymen Xhol und Sall verdaut und anschlief3end rdigiert. Hierduch wurde die Sequenz
von PEX10 um die fir die Ringdoméne kodierenden Bereiche verkirzt; die kohdsiven Enden von

Xhol und Sall snd komplement&r zueinander und im gleichen Leseradter.

2.2.1.14.13 Klonierung von Pex10-Cub-RGFP-PMet-pR$423 und Pex11-Cub-RGFP-
PM et-pR$423

Das Plasmid Cub- RGFP-CuP-pR3423 wurde mit Eagl und Sall verdaut und als Vektor eingesetzt.
Auf die gleiche Weise wurden Pex10-Cub-RUra3-PMet-pRS313 und Pex11-Cub-RUra3-PMet-
pRS313 behandet und deren Inserts in den Vektor integriert, so dass CuP durch die Sequenz
PMet-Pex10 bzw. PMet-Pex11 ersetzt wurde.

2.2.1.14.14 Klonierung von Pex12-Nul -CuP-pRS314 und Pex22-Nul -CuP-pRS314
Das Plasmid Srpl02-Nul-CuP-pRS314 wurde mit den Redriktionsenzymen EcoR und Sall

verdaut und diente as Vektor. Die Plasmide Pex12-Cub-RUra3-PMet-pRS313 und Pex22-Cub-
RUra3-PMet-pRS313 wurden ebenfals mit EcCoRl und Sall verdaut, so dass deren Insertsequenzen
im Vektor die HSP102 Sequenz durch PEX12 bzw. PEX22 ersetzten.
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2.2.1.14.15 Klonierung von Nul -Pex12-ha-Stop-CuP-pRS314
Das Plasmid Nul - Guk1- ha- Stop- CuP-pRS314 wurde mit den Regtriktionsenzymen EcoRl und Sall

verdaut und diente as Vektor. Ein PCR-Produkt von PEX12 wurde gleichfdls mit Sall und EcoRl
verdaut und ersetzte dann das GUK1 Gen im Vektor.

2.2.1.14.16 Klonierung von Nul -Pex13-ha-Stop-CuP-pRS314
Das Plasmid Nul-Guk1-ha- Stop-CuP-pRS314 wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und

Sall verdaut und diente ds Vektor. Ein PCR-Produkt von PEX13 wurde mit Xhol und BamHI
verdaut und ersetzte dann das GUK1 Gen im Vektor; die kohdsven Enden von Xhol und Sall snd

komplement&r zueinander und im gleichen Leseradter.

2.2.1.14.17 Klonierung von Pex13-Cub-RUra3-pRS303
Der Vektor Pxal-Cub-RUra3-pRS303 wurde mit den Redtriktionsenzymen EcoR und Sall

geschnitten sowie ein PCR-Produkt von PEX13 mit Eagl und Xhol verdaut; die koh&siven Enden
von Xhol und Sall and komplement&r zueinander und im gleichen Leseragter. Die PEX13 Sequenz
ersetzte somit die PXAL Sequenz.

2.2.1.14.18 Klonierung von Pex13-Cub-RUra3-CuP-pRS313 und Pex13-Cub-RUra3-PM et-
pRS313

Die Plasmide Pex13-Cub-RUra3-pRS303 und Stel4-Cub-RUra3-CuP-pRS313 wurden mit
EcoRl und Apal verdaut und Pex13-Cub-RUra3 somit hinter CuP in pRS313 kloniert. In einem
weiteren Schritt wurde CuP in diesem Vektor Uber Restriktionsverdau mit Sacl und EcoR durch
PMet aus Stel4- Cub-RUra3-PMet-pRS313 ersetzt.

2.2.1.14.19 Klonierung von Ady2-Cub-RUra3-PM et-pRS313
Das Plasmid Stel4-Cub-RUra3-PMet- pRS313 wurde mit den Restriktionsenzymen Clal und Sall

verdaut und diente als Vektor. Ein PCR-Produkt von ADY2 wurde gleichfdls mit Clal und Sall
verdaut und ersetzte dann das STE14 Gen im Vektor.
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2.2.1.15 Deletion eines Gensim Hefegenom
Zur Ddetion von Hefegenen wurde ein KanMX-Modul nach Guildener et al. (1996) verwendet. Es

besteht aus dem dominanten Kanamycin-Resistenzgen aus Escherichia coli (Kan®), dessen
Expresson durch die TEF-Promotor- und - Terminatorsequenzen aus Ashbya gossypii kontrolliert
werden. Dieses Expressonsmodul wird von zwel LoxP-Sequenzen flankiert (loxP-KanM X-loxP)

und befindet sich auf dem Vektor pUGS6.

Zur Gendeletion wurde mit Hilfe einer priparativen PCR-Reaktion (2.2.1.7) ein PCR-Fragment
erzeugt, welches sch aus der loxP-kanMX-loxP-Sequenz, flankiet von den 5- und 3'-
untrandatierten Regionen des zu dddierenden Gens zusammensetzte. Durch  homologe
Rekombinationsereignisse 5 und 3" des offenen Leserasters des zu deletierenden Gens wurde dieses
PCR-Fragment in das Hefegenom integriert. Das gesamte offene Leseraster des zu deletierenden
Gens wurde somit durch loxP-kanMX-loxP ersetzt. Fur die Trandformation in Zelen von S
cerevisiae (2.2.1.5) wurden 10 m biszu 50 m des 100 mi umfassenden PCR-Ansatzes eingesetzt
und die Transformanten zur Selektion auf Y PD-Platten mit Geneticin (2.1.3 und 2.1.6) ausplattiert
(Abb. 2.1).

Alternativ wurden StGmme von S. cerevisiae, die entsprechende KanM X -K assetten am Genort des
deletierten Gens besitzen, von der Stammsammiung EUROSCARF (European Saccharomyces
cerevisae Archive for Functiond Andyss, Frankfurt/Main) bezogen, genomische DNS dieser
Zdlen gewonnen (2.2.1.1) und Oligonukleotide einige hundert Basenpaare oberhab, bzw. unterhab
des Genortes zur PCR eingesetzt. Somit ergaben sich grofRere homologe untrandatierte Bereiche 3
und 5" des zu ddetierenden Gens, was die Effizienz der homologen Rekombination deutlich seigert.
Im Ubrigen wurde verfahren wie fiir die loxP-kanM X-loxP-K onstrukte beschrieben.
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Abb. 21. Genddetion durch homologe Rekombination des KanMX-Moduls an den Genlokus des zu
deletierenden Gensund AusschlulR desKanM X -Markers.

Links: Schematische Darstellung: Ein PCR-Produkt aus der loxP-KanM X-loxP-K assette flankiert von Sequenzen
der untranslatierten 3'- und 5 -Regionen des Zielgens wird durch homologe Rekombination in das Genom der
Hefe integriert. Das Gen der Hefe wird durch loxP-KanMX-loxP ersetzt und die Hefezellen sind in der Folge
resistent gegen Kanamycin (kan®). Durch Expression der Cre-Rekombinase in der Zelle wird die gesamte K assette
aus der genomischen DNS geschnitten und diese religiert, so dass die Zellen des Deletionsstammes wieder
sensitiv gegen Kanamycin (kan®) sind.

Rechts: JD53-Dpex3-Zellen wurden mit einer entsprechenden KanM X-K assette mit homologen Regionen zu den
UTS von PEX19 transformiert und genomische DNS von rekombinanten Zellen (1-3) per PCR analysiert. In PCR A
wird auf die Gesamtlange des Produktes zwischen des 3"- und 5" -UTR getestet (WT: ca. 1700 bp; Dpex19: ca. 2300
bp). Die Oligonukleotide fir PCR B binden in der KanMX-Kassette und 3" der verwendeten Homol ogieregionim
Genom von JD-53 (WT: kein Produkt; Dpex19: ca. 500 bp). S = DNS-GréfRenstandard. Klone 2 und 3 sind JD53-
Dpex3/19, Klon 1 nicht.

Wurde die Deletion des Gans mit enem PCR-Produkt auf dem pUG6 Plasmid durchgefihrt, so
konnte anschliefend der Maker Kanamycinresstenz wiedergewonnen werden. Durch die
Expresson der Cre-Rekombinase in der Zdle mittels des pSH47 Plasmides (Guldener et al., 1996)
wird die Excison des loxP-KanMX-loxP-Moduls induziert, so dass die Z€lle das deletierte Gen und
die KanMX4-Kasste verliert (Abb. 2.1). Auf diese Weise kdnnen mehrere Gene in der gleichen
Zdle ohne Verlugt von Markern diminiert werden (JD53- Dpex3/11, JD53-Dpex3/19, siehe 2.1.8).
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2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Gesamtproteinextraktion ausS. cerevisiae
10 ml ener Hefekultur wurden im entsprechenden Medium bis zu einer ODgoonm VON 1 Wachsen

gelassen. Die Hefezdlen wurden durch eine zehnminUtige Zentrifugation bel 3500 U/min (Heraeus
Vaifuge 3.2 RS) geerntet und in 150 m Lysspuffer, versetzt mit je /40 Volumen 2 M NEM und
41 mM PMSF, aufgenommen. Die Zdlsupenson wurde auf 150 pl Glasperlen (425-600 pm,
sauregewaschen) pipettiert und die Zellen durch sechsfaches Vortexen und Kihlen auf Eis fir je 30
sec aufgeschlossen. Zdltrimmer und Glasperlen wurden 10 min be 13000 U/min und 4°C
(Eppendorf Centrifuge 5417 R) abzentrifugiert und der Proteintiberstand abgenommen. 50 pl des
Uberstands wurden mit dem gleichen Volumen 2 x SDS-Probenpuffer versetzt; parallel dazu wurde
die Gesamtproteinkonzentration bestimmt (2.2.2.2).

Lyssouffer: 50 mM Hepes, pH 7,5
150 mM NaCl
25mM EDTA
1% (V/V) Triton X-100
2 X SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris-HCI, pH 6,8
4% (VIV) b-Mercaptoethanol
4% (M/V) SDS
20% (V/V) Glyceral
0,01% (M/V) Bromphenolblau

2.2.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Um die Gesamtproteinkonzentration nach der Extraktion (2.2.2.1) zu bestimmen, wurde der
Farbstoffbindungstest nach Bradford (1976) durchgefiihrt. Fir jede Extraktion wurden zwei Werte
bestimmit, indem jeweils 5 pl des Proteintiberstandes abgenommen wurden. Diese wurden mit 200
pl HO und 800 ul Bradfordreagens (Amresco, USA) versetzt. Nach 15 - 30 minGtiger Inkubation
wurde die Extinktion bel ener Wdlenlange von 595 nm in Referenz zum Leerwert gemessen.
Hieraus errechnete sch die rdative Proteinmenge, die auf eine SDS-PAGE aufgetragen wurde, um
die gleiche Proteinmengen der einzelnen Extrakte zu erhdten.
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2.2.2.3 SDS-PAGE
Die Polyacrylamid Geldektrophorese (PAGE) erfolgte nach Laemmli (Laemmli, 1970). Fur die

Geleektrophorese wurde das Gelsystem von Hoefer (Freiburg i. Br.) verwendet; die Abmessungen
der Gele betrugen 18 cm x 16 cm x 0,75 mm. Die Proben wurden zur vollsténdigen Denaturierung
aufgekocht und zusammen mit enem Molekuargewichtsstandard (2.1.4) aufgetragen.  Die
Elektrophorese erfolgte bel 150 V fir das Sammelgel und 220V flr das Trenngel.

L ésung 10% Trenngd 12% Sammelgel

30% (M/V) Acrylamidlésung 50ml 6,0 ml 1.2ml
Dest. Wasser 6,0 ml 50ml 58 ml
15M Tris-HCI, pH 8,8 38ml 38ml

1M Tris-HCI, pH 6,8 1,0ml
10% (M/V) SDS 150 pl 150 pl 80 l
10% (M/V) APS 150 pl 150 pl 80 l
TEMED 6,6 l 6,6 l 6,5 ul

Tab. 2.7: Zusammensetzung des SDS-Polyacrylamidgele.

2.2.2.4 Western Blot Analyse
Der Trander der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozdlulose- oder PVDF-

Membran erfolgte durch habtrockenes Elektrotrandferverfahren (Transfer nach Kyhse-Andersen,
1984). Hierzu wurde das Gel auf die Membran gdegt, die zuvor in Transferpuffer &quilibriert wurde.
Bei Verwendung einer PVDF-Membran wurde diese vor der Aquilibrierung in Methanol getrankt.
De Trander efolgte zwischen je drei Lagen Whatman-Papier in einem Semiphor-Blotapparat
(Hoefer, Freiburg i. Br.) bel konstanter Stromstérke von 250 mA fir 60 min. Anschlief3end konnten
die transferierten Proteine mit Ponceau S-L6sung reversibel angeférbt werden. Entfarbt wurde durch
mehrmdiges Waschen mit H,O. Um nach dem Trander noch free Proteinbindungsstellen
abzusittigen, wurde die Membran eine Stunde in HBST mit 5% (M/V) Magermilchpulver leicht
gechittelt. Anschlief3end wurde die Membran eine Stunde lang mit dem ersten Antikorper inkubiert,
der in HBST mit 5% (M/V) Magermilchpulver verdinnt wurde. Es erfolgte dann en mehrmdiges
Waschen in HBST fir eine Stunde. Es schloss sich eine einstlindige Inkubation mit dem gegen den
ersten Antikorper gerichteten und an Peroxidase gekoppelten zweiten Antikorper an, der ebenfdlsin
HBST mit 5% (M/V) Magermilchpulver verdinnt wurde. Die Membran wurde erneut eine Stunde
lang mehrmas mit HBST gewaschen. Der Nachweis der Peroxidase des zweiten Antikorpers
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erfolgte mit dem ECL-Kit (Pierce, USA) nach Hergtellerangaben. Die Detektion der Lichtemission
erfolgte entweder durch Expogtion eines Rontgenfilms (Kodak, USA) oder mittels Lumi-Imager
(2.1.12).

Nach dem Abldsen des ergen und zweiten Antikorpers (Strippen) konnte die Membran erneut
genutzt werden. Die Membran wurde dazu 30 min bel 50°C unter Schiitteln in 62,5 mM Tris-HCl,
pH 6,8, 100 mM b-Mercaptoethanol und 2% (M/V) SDS inkubiert und anschliel}end zwei Md fur
je 15 min mit HBST gewaschen.

Trandferpuffer (1): 299 Tris-Base

14,39 Glyzin

200 ml Methanol

5ml 10% (M/V) SDS
Ponceau S-Lsg.: 0,25% (M/V) Ponceau S

15% (V/V) Essgsaure

40% (V/V) Methanol
HBST: 150 mM NaCl

20 mM Hepes, pH 7,5

0,2% (V/V) Tween 20

2.2.2.5 Koimmunoprazipitation peroxisomaler Membranproteine
Eine 30 ml Vorkultur von Hefezdlen in selektivem Hissgmedium (2.1.6) wurde verwendet, um 300

ml dessdben Hissgmediums auf eine ODgyo Von 0,3 anzuimpfen. Diese Kultur wurde bis zum
Erreichen einer ODgyo vVon 0,8 — 1,0 unter Schiitteln bel 30°C weiter inkubiert. Nach der Pelletierung
der Zdlen durch Zentrifugation bei 3500 U/min (Beckman J2-21, Rotor JA-14) be RT wurden die
Zdlen in derilem bidedtillierten Wasser gewaschen. Nach ener weiteren Pdletierung unter den
obigen Bedingungen wurde das Pelet (Nassgewicht ca 1g) in 3 ml eskdtemn IP-Puffer
aufgenommen und in verschraubbare 10 ml Glasréhrchen gegeben, die je 3 g sAuregewaschene
Glaskiigelchen (Durchmesser 425-600 um) enthielten und ebenfalls vorgekihlt waren. Es folgten 15
Schritte heftigen Schittelns auf einem Vortexer fur jewells 30 s, unterbrochen von jeweils 30 s
Abkihlens auf Eis. Der wassiige Uberstand dieses Aufschlusses wurde in Zentrifugenréhrchen aus
Polyethylen (Roth, Karlsruhe) Uberfiihrt und fir 15 min bet 5000" g und 4°C (Beckman J2-21,
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Rotor JA-14) zentrifugiet, um Zdltrimmer, unaufgebrochene Zellen und Mitochondrien
abzuzentrifugieren. Der Uberstand wurde in vorgekiihite ReaktionsgefalRe tberfiihrt und fir 30 min
bei 4°C und 14.000 U/min in ener Tischzentrifuge (Eppendorf 5417R, Eppendorf, Hamburg)
abzentrifugiert. Anschliefend wurde der Uberstand erneut in vorgekiihlte Reaktionsgefalie tberfiihrt
und je 5 pl des priméren Antikorpers zugesetzt. Die Proben inkubierten unter standiger langsamer
Inversion bei 4°C fur 60 min, bevor je 25 ul Protein A- Sepharose Kugen (Boehringer, Mannheim /
Roche Diagnostics, Mannheim) zugegeben wurden. Auch diese inkubierten unter sandiger langsamer
Inverson bal 4°C mindestens fir zwal Stunden. Hierauf wurden die Sepharosekiigelchen durch
langsames Anzentrifugieren bis ca. 3500 U/min pelltiert, der Uberstand aogenommen und Proben
hiervon fur eine Standardisierung der Proteinmenge im Uberstand mit SDS-Probenpuffer (2.2.2.1)
versetzt, aufgekocht und eingefroren. Anschlief3end wurden die Proben mit je 2 ml IP-Puffer
gewaschen. Diese Waschschritte wurden je dreifach wiederholt, nach dem letzten Waschschritt
wurde das Pdlltet mit 80 pl SDS-Probenpuffer (2.2.2.1) versetzt und 15 min bei 100°C aufgekocht.
Abschlieffend wurden die Proben sofort auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen (2.2.2.3) oder
eingefroren.
| P-Puffer: 50 mM Tris-HCl, pH 7,5

50 mM NaCl

0,2% (V/V)  Triton X-100

0,02% (V/V) PMSF

15 pg/ml Antipan

15 pg/mi Pepstatin A
1,0 pg/ml Leupeptin
0,1 pg/ml Chymostatin

2.2.2.6 Chemische Kreuzvernetzung
Eine 100 ml Vorkultur von Hefezellen in sdektivem Fissgmedium (2.1.6) wurde verwendet, um

500 ml desselben Hiissgmediums auf eine ODso Von 0,5 anzuimpfen. Diese Kultur wurde bis zum
Erreichen einer ODgoo vVoNn 1,5 — 2,0 unter Schiitteln bel 30°C weiter inkubiert. Nach der Pelletierung
der Zdlen durch finfminltige Zentrifugation bei 1500 g und 4°C wurde das Nassgewicht des
ZdIpdlets ds Differenz aus dem Trockengewicht der Zentrifugenbecher und dem Gewicht nach dem
Abgief}en des Uberstandes ermittelt. Es wurde angenommen, dass das Nassgewicht in Gramm in
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etwa dem Zdlvolumen in dichter Packung in Millilitern entspricht, und dieses wurde fr dle welteren
Schritte ds en Volumen (Vol) definiert. Die Zdlen wurden nun mit 2 bis 4 Vol eskatem derilen
Wasser gewaschen, bei 1500° g und 4°C finf Minuten lang abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Zdlen wurden anschliefiend in 1 Vol Lyticase-Puffer mit 30 mM DTT resuspendiert
und 15 min bel RT inkubiert. Dieser Schritt erleichtert die nachfolgende Behandlung mit Lyticase,
indem Disulfidbindungen aufgebrochen werden. Die Zdlen wurden anschlief3end bei 1500° g und
4°C funf Minuten lang abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zdlen in 3 Vol Lyticase-
Puffer resuspendiert. Dann wurden 200 U Lyticase (Sigma, Deisenhofen) pro origindem Zelvolumen
(entspricht etwa 2 mg/\Vol) zugegeben und die Zelsuspension 40 min bel 30°C auf einem Schiittler
be langsamer Rotation inkubiert (~50 U/min). Nach Ablauf dieser Inkubationszeit wurde die
vollstdndige Konverson in Spheroblasten durch Lyse in Wasser mikroskopisch kontrolliert und ggf.
die Inkubation fortgesetzt, bis der Spheroblastierungsprozess vollstandig war.

Die Zdlen wurden nun bei 1500° g und 4°C funf Minuten lang abzentrifugiert, der Uberstand
veworfen und die Zdlen mit 10 Vol eskdtem Kreuzverneizungspuffer gewaschen. Dieser
Waschschritt wurde zweima  wiederholt, die Zdlen anschlieRend in 1 Vol easkdtem
Kreuzvernetzungspuffer resuspendiert und durch zehn vollsténdige Kolbenbewegungen in einem
Glas-Douncer auf Eis aufgeschlossen. Das Kreuzvernetzungsreagens DSP (Pierce, USA) wurde in
DMSO gdl6st und zu einer Endkonzentration von 200 pg/ml zu den Lysaten gegeben. Die Extrakte
wurden 30 min bei 23°C inkubiert und die Reaktion anschlief}end durch Zugabe eines Uberschusses
von Glycin (dternativ Hydroxylamin oder Tris) zu einer Konzentration von 20 mM abgeséttigt. Den
Lysaten wurden nun je 5 pl des priméren Antikorpers zugesetzt. Die Proben inkubierten unter
sandiger langsamer Inversion bel 4°C fur 60 min, bevor je 25 pl Protein A-Sepharose Kugeln
(Boehringer, Mannheim / Roche Diagnostics, Mannheim) zugegeben wurden. Auch diese inkubierten
unter sandiger langsamer Inversion bel 4°C mindestens fr zwei Stunden. Anschlief3end wurden die
Sepharosekiigel chen durch langsames Anzentrifugieren bis ca. 3500 U/min pelletiert, der Uberstand
abgenommen und Proben hiervon fir eine Standardisierung der Proteinmenge im Uberstand mit
SDS-Probenpuffer (2.2.2.1) versetzt, aufgekocht und eingefroren. Anschlief3end wurden die Proben
mit je 2 ml Kreuzvernetzungspuffer gewaschen. Diese Waschschritte wurden je funffach wiederhalt,
nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet mit 100 pl SDS-Probenpuffer (2.2.2.1) und
zusiizlichen 5 pl b-Mercaptoethanol versetzt und 30 min bei 100°C aufgekocht. Anschlief?end
wurden die Proben sofort auf ein SDS-Polyacrylamidgd aufgetragen (2.2.2.3) oder eingefroren.
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Kreuzvernezungspuffer: 100 mM KHzPOy4, pH 7,5
1mM EDTA
0,02% (VIV) PMSF
15 pg/mi Antipain
15 pg/ml Pepstatin A
1,0 pg/ml L eupeptin
0,1 pg/ml Chymogtatin
L yticasepuffer: 50 mM KH2PO4, pH 7,5
10 mM MgCl,
1M Sorhbitol
1mM DTT
DSP (frisch!) 25 mM in DMSO

2.2.3 Zédlbiologische Methoden

2.2.3.1 Physiologische Wachstumstests (Inter aktionstests)

Hefezdlen, die jewells ein Plasmid mit dem Cub-RUra-Modul und eines mit eéinem Nub-Fusionsgen
exprimierten, wurden auf selektive SD-Festmedien (2.1.6) ausgestrichen und zwel Tage bel 30°C bis
zur gationdren Wachstumsphase inkubiert. Die Zdlen wurden anschlie?end in sterilem dedtillierten
Wasser 30 verdinnt, dass sich in einem Volumen von 3,75 pl eine definierte Zdlzahl befand (bel
ODgno Von 1,0 etwa 10.000 Z€llen). Weiter wurden Verdinnungsreihen von 1:10, 1:100 und 1:1000
(aso entsprechend 1000, 100 und 10 Zelen) angelegt und die Hefen auf SD-Néahrplatten
aufgetropft, die auf die Anwesenheit der Plasmide selektionierten, jedoch kein Uracil enthielten. Fir
die Gegensdektion wurden se auf SD-Medien mit FOA (2.1.6; FOA von WAK-Chemie, Bad
Soden) aufgetropft. Zur Kontrolle, dass die Zdlzahlen aler Verdiinnungen identisch waren, wurden
dieselben Verdinnungen auf sdektive SD-Festmedien mit Uracil (2.1.6) aufgetropft. Die Platten

wurden bel 30°C fur zwel bis funf Tage inkubiert.
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2.2.3.2 Two-Hybrid-Interaktionstest
Die pAD- und pBD-Pendelvektoren exprimieren Fusionsgene aus der GAL4-Aktivierungsdoméne

(Codon 761-881 von GAL4) und PEX4 im Fdle von pAD-GAL4-2.1 und aus der GAL4-
Bindedoméne (Codon 1-147 von GAL4) und PEX4 im Fdle von pBD-GAL4 Cam. Die Vektoren
wurden gemeinsam in Hefezdlen des Stammes Y190 transformiert, dessen HIS3 Gen unter der
Kontrolle der GAL4 Transkriptionsaktivator-domanen steht, des weiteren a's Negativkontrolle jedes
Pasmid einzeln mit einem entsprechenden Leerplasmid zusammen und eine Postivkontrolle. Die
Transformanten wurden auf selektive SD-Festmedien (2.1.6) ausgestrichen und zwel Tage bel 30°C
bis zur dationdren Wachsumsphase inkubiert. Die Zdlen wurden anschlielend in Sterilem
dedtillierten Wasser so verdinnt, dass sch in eénem Volumen von 3,75 i eine definierte Zdlzahl
befand (bel ODggo Von 1,0 etwa 10.000 Zellen). Weiter wurden Verdiinnungsreihen von 1:10, 1:100
und 1:1000 (also entsprechend 1000, 100 und 10 Zellen) angelegt und die Hefen auf SD-
Nahrplatten aufgetropft, die auf die Anwesenheit der Plasmide selektionierten und darliber hinaus
kein Higidin enthidten. Da der GAL4-Promotor in dieser Fuson nicht vollsténdig reprimiert i,
wurden den Ndhrmedien verschiedene Konzentrationen (0 — 50 mM) des Hidtidin Antimetaboliten
3’-Aminotriazol zugegeben (2.1.6). Nach zwe bis drel Tagen Inkubation bei 30°C konnten die
Wachstumsunterschiede dokumentiert werden (2.1.11).

2.2.3.3 Olsiaure-Wachstumstests
Zdlen der Pex-Ddetionsstamme (2.1.8), die entweder ein Plasmid mit dem entsprechenden Pex-

Fusonsgen oder en Leerplasmid trugen, sowie Zdlen des Wildtyp-Stammes mit einem
entsprechenden Leerplasmid wurden zundchst auf Vorbereitungsmedium fiir Wachstum auf Olsiure
mit 3%o Glukose (2.1.6) umgestrichen, das auf die Anwesenhelt der entsprechenden Plasmide
seektionierte, und 72 Stunden bel 30°C darauf inkubiert. Anschlie3end wurden die Zelen entweder
einfach auf Olsiure-Festmedien umgestrichen oder aber die Zdlen wurden in sterilem dedtillierten
Wasser s0 verdinnt, dass sch in einem Volumen von 3,75 pl eine definierte Zelzahl befand (bel
ODeoo Von 1,0 etwa 10.000 Z€llen). Weiter wurden Verdiinnungsrethen von 1:10, 1:100 und 1:1000
(dso entsprechend 1000, 100 und 10 Zelen) angelegt und die Hefen auf Olsiure-Festmedien
(2.1.6) aufgetropft, die auf die Anwesenheit der Plasmide sdektionierten. Die Inkubation erfolgte bei
30°C fur mindestens 7 Tage. Wachstumsunterschiede und vor dlem das Auftauchen der
charakteristischen klaren Hofe um die Kolonien herum zeigten Wachstumsfahigkeit auf Olsiure an.
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2.2.3.4 Mikroskopie mit Grun-Fluoreszierendem Protein

2.2.3.4.1 GFP-SKL Importversuche
Zdlen der Pex-Ddetionsstéamme (2.1.8), die entweder ein Plasmid mit dem entsprechenden Pex-

Fusonsgen oder en Leerplasmid trugen, sowie Zdlen des Wildtyp-Stammes mit einem
entsprechenden Leerplasmid wurden zusétzlich mit dem Plasmid pEW88 transformiert, das fir das
C-termind mit der PTS1-Sequenz SKL fusionierte Griin Huoreszierende Protein (GFP) kodiert. Die
Transformanten wurden zunéchst auf Vorbereitungsmedium fir Wachstum auf Olsiure mit 3%o
Glukose (2.1.6) umgestrichen, das auf die Anwesenheit der entsprechenden Plasmide selektionierte,
und 72 Stunden bel 30°C darauf inkubiert. Anschlief3end wurden Zdlen in 20%iger Glycerolldsung
resuspendiert und durch Fluoreszenzmikroskopie (2.1.10) andysert. Dabel konnte zwischen der auf
das Peroxisom konzentrierten Farbwirkung im Wildtyp und der Gber das gesamte Cytosol verteilten
Farbung in den Ddetionsstdmmen die Fahigkeit der Pex-Fusongproteine zur Rekonditution
importféhiger Peroxisomen abgeschétzt werden.

2.2.3.4.2 Interaktionstests mit dem Cub-RGFP-M odul
Hefezdlen, die en Plasmid mit einem Pex-Cub-RGFP Fusionsgen besal’en, wurden mit eénem

Plasmid mit dem Nul-Fusionsgen eines vermuteten oder bekannten Interaktionspartners, einer Nul -
Negativkontrolle oder einem Leerplasmid kotransformiert. Die Transformanten wurden zunéchst auf
Vorbereitungsmedium fiir Wachstum auf Olsiure mit 3%o Glukose (2.1.6) umgestrichen, das auf die
Anwesenhelt der entsprechenden Plasmide selektionierte, und 72 Stunden bel 30°C darauf inkubiert.
Anschliefend  wurden  Zdlen in 20%iger Glycerdllésung  resuspendiet  und  durch
Fluoreszenzmikroskopie (2.1.10) andlysiert.



Ergebnisse 47

3 Ergebnisse

3.1 Rational der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Erstellung eines Netzwerkes der Interaktionen von Proteinen,
die mit der peroxisomalen Membran assoziiert sind. Dazu wurde jeweils ein Protein mit dem
Cub-RUra3p-Modul an seinem GTerminus modifiziert und die Interaktion mit moglichst
vielen Nul-Fusionsproteinen in einem Wachstumstest von Hefezellen, die jeweils eine Nub-
und das zu testende Cub-RUra3p-Fusionsprotein koexprimierten, gemessen. Die Nub- und
Cub-Fusionsproteine wurden dabei in Test- und Kontrollproteine unterteilt. Testproteine
waren digienigen Proteine, deren Interaktionsnetzwerk ermittelt werden sollte. Diese Arbeit
beschrénkte sich dabei fast ausschliedlich auf die Klasse der peroxisomalen
Membranproteine, die als Peroxine bezeichnet werden. Dies erschien zum einen deswegen
sinnvoll, weil die Uberwiegende Mehrzahl der bekannten peroxisomalen Membranproteine
der Hefe dieser Klasse angehdrt, zum anderen, weil einfache Tests erlaubten, die
Funktionalitdt der modifizierten Peroxine zu testen. Als Kontrollproteine wurden digjenigen
Proteine bezeichnet, die helfen sollten, die Spezifitdt der gemessenen Interaktion zu
beurteilen. Hierzu wurden Membranproteine anderer Kompartimente und ein cytosolisches
Protein mit Nub modifiziert. Lagen Informationen zu den Topologien der eingesetzten
Membranproteine vor, so wurde auf die Konstruktion der Nub- oder Cub-Fusionsproteine
verzichtet, bei denen der entsprechende Terminus im nativen Protein in die Matrix des
Peroxisoms weisen wurde. Bevor die Interaktionstests beschrieben werden, sollten zunéachst

die Ergebnisse der Funktionalitétstests zusammengefasst werden.

3.2 Funktionalitatstests der Fusionsproteine

Fur den Test auf Funktionalitdt der Fusionsproteine wurden WT-Zellen mit Zellen des
entsprechenden Deletionsstammes verglichen, die entweder das Fusionsprotein exprimierten
oder ein Leerplasmid trugen. Es wurden zwei Methoden angewendet, von denen die eine die
metabolischen Funktion des Peroxisoms testete (Wachstum auf Olsaure, 3.2.1), und die

andere den Import eines peroxisomalen Matrixproteins erfasste (Import von GFP-SKL, 3.2.2).

3.21 Wachstum auf Olsiaure

Hefen bendtigen funktionelle Peroxisomen, um auf Olsiure wachsen zu konnen. Da
Deletionen in Peroxinen den Zellen diese Fahigkeit rauben, die Expression des funktionellen
Gens den Deletionsstammen das Wachstum auf diesem Medium jedoch wieder erméglicht

(Erdmann et al., 1989; Gotte et al., 1998), kénnen die Fusionsproteine der Peroxine durch
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Komplementationsexperimente in den entsprechenden Deletionsstammen einfach getestet
werden (siehe 2.2.3.3). In Abb. 3.1 sind Anaysen von Pex5-Cub-RUra3p und Pex22-Cub-
RUra3p im Tropfelverfahren gezeigt, in Abb. 3.2 Nul-Pex3p und Pex12-Cub-RUra3p im
Ausstrichverfahren. Pex5-Cub-RUra3p und Pex12-Cub-RUra3p ermdglichen JD53-Dpex5-
bzw. JD53-Dpex12-Zellen dabei nicht, auf Olsaure wachsen zu kénnen. Die Fusionsproteine
sind demnach nicht funktionell. Die mit Pex22-Cub-RUra3p komplementierten Zellen von
JD53-Dpex22 hingegen wachsen ghnlich gut auf Olsaure wie die Zellen des Wildtyps JD53.

Dieses Fusionsprotein scheint voll funktionell zu sein. Nul-Pex3p vermag zwar die Fahigkeit

zum Wachstum auf Olsidure zu vermitteln, scheint dies aber weniger gut as das
unmodifizierte Protein zu erlauben (Abb. 3.2). Es wird daher angenommen, dass Nul-Pex3
nur partiell funktionell ist.
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Abb. 3.1: Funktionalitétstest peroxisomaler Fusionsproteine durch Wachstum auf Olsdure-Medien im
Tropfelverfahren. Zellen eines pex-Deletionsstammes wurden mit einem Leerplasmid oder mit einem das
entsprechende Pex-Fusionsprotein kodierenden Plasmid transformiert und nach 48-stiindiger V orzucht auf 0,3%-
Glukose-Medium auf Medien ausgebracht, die als einzige Kohlenstoffquelle ein Olsiure-Palmitat-Gemisch
besalRen und auf die Anwesenheit der Plasmide selektierten (Olsaure-Medium ohne His, 0 UM Met). Die Platten
wurden bis zu 7 Tage lang bei 30°C inkubiert. War das Fusionsprotein funktionell, so konnte es den
Wachstumsdefekt der Deletion kompensieren. Um cytotoxische Effekte auszuschlie3en, wurden die Zellen auch
auf entsprechenden SD-Medien (nicht gezeigt) ausgestrichen und auf Y PDA -Medium aufgetropfelt.
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Abb. 3.2: Funktionalitétstest peroxisomaler Fusionsproteine durch Wachstum auf Olsiaure-Medien im
Ausstrichverfahren. Zellen eines pex-Deletionsstammes wurden mit einem Leerplasmid oder mit einem das
entsprechende Pex Fusionsprotein kodierenden Plasmid transformiert und nach 48-stiindiger V orzucht auf 0,3%-
Glukose-Medium auf Medien ausgebracht, die als einzige Kohlenstoffquelle ein Olséiure-Pal mitat-Gemisch
besalRen und auf die Anwesenheit der Plasmide selektierten (links: Olsiure-Medium ohne Trp, mit 100 pM
CuS0,; rechts Olsiure-Medium ohne His, 0 uM Met). Die Platten wurden bis zu 7 Tage lang bei 30°C inkubiert.
War das Fusionsprotein funktionell, so konnte es den Effekt der Deletion kompensieren. Um cytotoxische
Effekte auszuschlief3en, wurden die Zellen auch auf entsprechenden SD-Medien ausgestrichen (nicht gezeigt).

Die Ergebnisse des Wachstumstests sind in Tab. 3.1 zusammengefasst:

Nul -Pex1 - Nul-Pex13 ) Pex5-Cub-Rura3p -
Nul-Pex3 0 Nul-Pex14 - Pex10-Cub-RUra3p| (+)
Nul-Pex4 + Nul-Pex15 (+)/+ Pex11-Cub-RUra3p| +
Nul -Pex5 - Nul-Pex19 + Pex12-Cub-RUra3p| -
Nul -Pex10 + Pex22-Nul ) Pex13-Cub-RUra3p| -
Nul-Pex11 + Pex2-Cub-RUra3p | (+) Pex14-Cub-RUra3p| -
Nul -Pex12 (+) Pex3-Cub-RUra3p + Pex17-Cub-RUra3p| +
Pex12-Nul - Pex4-Cub-RUra3p | () Pex22-Cub-RUra3p| +

Tab. 3.1: Funktionalitatstest peroxisomaler Fusionsproteine durch Wachstum auf Olsiure-Medien.
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Die Fahigkeit der genannten Fusionsproteine, in Dpex-Zellen den Verlust der korrespondierenden PEX-Gene
beziiglich der Fahigkeit zum Wachstum auf Olsiure auszugleichen, wurde getestet. Die Fusionsproteine wurden
daraufhin als , funktionell* (+), ,partiell funktionell“ ((+)) oder , nicht funktionell* (-) klassifiziert.

3.22 Import von GFP-SKL

Hettema et al. (2000) beschrieben, dass ein Fusionsprotein aus dem Griin Fluoreszierenden
Protein (GFP) und dem SKL-Tripeptid (PTS1) sehr effektiv ins Peroxisom importiert wird. In
diesem Falle ist das Organell deutlich durch die griine Fluoreszenz gekennzeichnet. In Zellen
ohne funktionellen peroxisomalen Import hingegen verteilt sich das GFP-SKL im gesamten
Cytosol, so dass in der Fluoreszenzmikroskopie die gesamte Zelle aufleuchtet. JD53-Zellen
und Zellen aler Deletionsstdmme wurden daher mit dem das GFP-SKL exprimierenden
Plasmid pEW88 (Ewald Hettema und Ben Distel, Amsterdam) transformiert. Zusétzlich
wurden Leerplasmide oder die fur die Pex-Fusionsproteine kodierenden Plasmide
kotransformiert. Kam es zu keiner Komplementation, wurden die Fusionsproteine as ,, nicht
funktionell“ klassifiziert. Zeigten etwa 90% der Zellen fluoreszierende Peroxisomen
(entsprechend den Wildtyp-Zellen), so wurden die Fusionsproteine as ,funktionell”
bezeichnet. Als ,teilweise funktionell* wurden die Fusionsproteine eingestuft, die bel einer
geringeren Zahl von Zellen eine Rekonstitution des Imports ermoglichten oder in denen noch
immer eine Restfluoreszenz des Cytosols zu beobachten war. Abb. 3.3 zeigt die
Untersuchungen an den Pex3-Fusionsproteinen Nul-Pex3 und Pex3-Cub-RUra3p. Die
farblichen Abweichungen der Aufnahmen in der Nomarski-Optik sind Produkte der
Anpassung von Kontrast und Helligkeit, um die optimale Auflésung zu erzieden und
reflektieren  nicht  methodische  Unterschiede. Auch die vereinzelt in den
Fluoreszenzaufnahmen  auftretenden roten  Punktierungen sind  Ergebnisse  der
Kontrastbearbeitung. Deutlich sichtbar ist der Verlust der Importkompetenz in den JD53-
Dpex3-Zéllen, die nur die Leerplasmide pRS313 oder pRS314 tragen gegeniber den WT-
Zellen. Wird Pex3-Cub-RUra3p in solchen Zellen exprimiert, so weist eine grof3ere Zahl von
ihnen wieder SKL-vermittelte Importtétigkeit auf. Wird Nul -Pex3 in den Zellen exprimiert, so
wird ein den WT-Zellen vergleichbarer Anteil an SKL-importierenden Zellen erreicht.

Abb. 3.3: Analyse der Funktionalitat von Pex-Fusionsproteinen durch GFP-SKL-Import.

Zéellen eines pex-Deletionsstammes und von JD53 (WT) wurden zundchst mit einem das Grun Fluoreszierende
Protein (GFP) mit Gterminaler SKL-Sequenz exprimierenden Plasmid transformiert und dann entweder mit
einem Leerplasmid oder mit einem das entsprechende Pex-Fusionsprotein kodierenden Plasmid kotransformiert.
Nach 48-stiindiger Anzucht auf 0,3%-Glukose-Medium, das auf die Anwesenheit der Plasmide selektierte und
maximale Expression durch 0 uM Met bzw. 100 uM CuS0Q, stimulierte, wurden die Zellen in 20% Glycerol
suspendiert und durch Fluoreszenzmikroskopie analysiert. War das Fusionsprotein funktionell, so konnte es den
Effekt der Deletion kompensieren und den Import von GFP-SKL ins Peroxisom rekonstituieren. Um

cytotoxische Effekte auszuschlieen, wurden die Zellen auch auf entsprechenden SD-Medien ausgestrichen
(nicht gezeigt).
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Die Ergebnisse dieses GFP-SK L-Import-Versuches sind in Tab. 3.2 zusammengefasst:

Nul-Pex1 - Nul-Pex13 (+) Pex5-Cub-RUra3p -
Nul -Pex3 + Nul -Pex14 - Pex10-Cub-RUra3p| (+)
Nul -Pex4 &) Nul-Pex15 + Pex11-Cub-RUra3p| +
Nul -Pex5 - Nul -Pex19 + Pex12-Cub-RUra3p| -
Nul-Pex10 0 Pex22-Nul ) Pex13-Cub-RUra3p| -
Nul -Pex11 + Pex2-Cub-RUra3p | (+) Pex14-Cub-RUra3p | -/(+)
Nul-Pex12 -I(+) Pex3-Cub-RUra3p | (+) Pex17-Cub-RUra3p| (+)
Pex12-Nul - Pex4-Cub-RUra3p | (+) Pex22-Cub-RUra3p| +

Tab. 3.2: Funktionalitatstest peroxisomaler Fusionsproteine durch GFP-SK L -Import-Versuch.

Die Féhigkeit der genannten Fusionsproteine, den Import von GFP-SKL in den korrespondierenden Dpex-Zellen
wiederherzustellen, wurde getestet. Die Fusionsproteine wurden daraufhin als ,funktionell* (+), ,partiell
funktionell* ((+)) oder , nicht funktionell* (-) klassifiziert.

Aufféllig ist, dass zwar die ,nicht funktionellen® Fusionsproteine in beiden Verfahren
gleichermal3en identifiziert werden konnten, jedoch in mehreren Félen die Bewertung
zwischen , funktiondl* und ,partiell funktionell* variiert, und zwar in beide Richtungen.
Moglicherweise manifestieren sich die Einschrankungen partieller Funktionalitét je nach
Testverfahren in unterschiedlichem MalZe.

3.2.3 Funktionalitat und Lokalisation der Kontrollproteine
Tab. 3.3 gibt eine Ubersicht iber Lokalisation und Funktionalitidt der in dieser Arbeit

verwendeten Nub-Kontrollproteine:

Fusionsprotein L okalisation Funktionalitat
Nul-Guk1 Cytosol ja(Raquet et al., 2001)
Nul - Sec22 Endoplasmatisches Retikulum |ja (H. J. Schmidt, Géttingen)
Nul-Sncl Golgi / Plasmamembran nicht getestet
Nul-Stel4 Endoplasmatisches Retikulum | ja (Wittke et al., 1999)
Nul-Tonm22 Mitochondrium nicht getestet
Nul-Vam3 Vakuole nicht getestet

Tab. 3.3: Lokalisation und Funktionalitét der in dieser Arbeit verwendeten Nub-Kontrollproteine.
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3.3 Erstellung der Split-Ub-Interaktionskarte der Peroxine

Wildtyp-Zellen wurden mit je zwel Plasmiden, von denen eines fur ein Cub-RUra3p-
Fusionsprotein und das andere fur ein Nul-Fusionsprotein kodierte, kotransformiert. Die
Expression des Cub-RUra3p-Fusionsproteins wurde stets vom MET17-Promotor, die des
Nub-Fusionsproteins vom CUP1-Promotor reguliert. Gleiche Zellzahlen verschiedener
Kotransformanten wurden auf SD-Medien mit und ohne Uracil sowie auf FOA-Medien in
vier verschiedenen Verdinnungen aufgetropfelt. Die Platten enthielten jeweils 100 uM
CuSO4 zur Stimulation der Expression der Nub-Fusionsproteine. Die Konzentration von
Methionin in den Medien wurde hingegen variiert, um das Cub-RUra3p-Fusionsprotein in
einer Konzentration zu exprimieren, die das grof3tmogliche Mal3 an Differenzierung erlaubte.
Im Folgenden gezeigt werden jeweils die Experimente, die zwischen den Interaktionen der

verschiedenen Nub-Fusionsproteine die beste Differenzierung reproduzierbar zulief3en.

3.3.1 Untersuchungen an putativen Komponenten des Translokons- Pex12p

3311 Pex12-Cub-RUra3p

Pex12p wird a's putative Komponente des eigentlichen Translokationskanals diskutiert (Dodt
et al., 1996; Holroyd und Erdmann, 2001). Pex12p ist somit eine zentrale Komponente der
peroxisomalen Importmaschinerie und war ein guter Ausgangspunkt fur die Erstellung des
Interaktionsnetzwerkes. Es wurden also zunachst die Interaktionen von Pex12p mit Hilfe des
Split-Ub- Systems untersucht. Da zunéchst nur Berichte vorlagen, in denen beide Termini von
Pex12p im Cytosol beobachtet worden waren (Kalish et al., 1996; Chang et al., 1997;
Okumoto und Fujiki, 1997; Okumoto et al., 1998), wurden ein NUI-PEX12- sowie ein
PEX12-CUB-RURA3-Fusionsgen dargestellt. Um einem spéteren Bericht aus S. cerevisiae
Rechnung zu tragen, der den N-Terminus auf der Matrixseite des Peroxisoms lokalisierte
(sehe auch Albertini et al., 2001), wurde spéter auch eine C-terminae Nub-Fusion von
Pex12p (Pex12-Nul) erstellt (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Ubersicht tiber die Topologie von Pex12p und das C3HC4 Zink-Finger-Motiv.

(A) Das Protein Pex12p besitzt mindestens eine, oder je nach Analyse und Herkunft des Pex12p zwei
Transmembrandoménen (TMD). In S. cerevisiae wurde kurzlich der N-Terminus auf der Matrixseite der
Membran lokalisiert. Es ergeben sich somit zwei mégliche Topologien. (B) Modell eines Zink-Ring-Fingers.
Auch Pex12p besitzt an seinem C-terminalen Ende eine cysteinreiche Region, die Ahnlichkeit zu den bekannten
C3HC4 Zink-Finger Domanen besitzt. Das C3HC4-Modul vermittelt oft Protein-Protein Interaktionen.

In Abb. 3.5 sind JD-53-Z€llen gezeigt, die neben Pex12-Cub-RUra3p jewells eines der 22
getesteten Nul-Fusionsproteine exprimieren. Dabel handelt es sich um 13 Nul-Peroxin
Fusionsproteine (Nul-Pex1, -Pex3, -Pex4, -Pex5, -Pex10, -Pex11, -Pex12, -Pex13,  -Pex14,
-Pex15 und -Pex19 sowie Pex12-Nul und Pex22-Nul), zwei mit Nul fusionierte artifizielle
peroxisomae Importsubstrate (Nul-SKL und Nul-SSS), sechs Nul-Fusionen mit Proteinen
aus anderen Kompartimenten (ER: Nul-Stel4 und Nul-Sec22, Golgi: Nul-Sncl,
Mitochondrium: Nul-Tom22, Vakuole: Nul-Vam3, Cytosol: Nul-Gukl) sowie ein
Leerplasmid (pRS314). Die Zellen waren auf Uracil-hatigem Medium gezogen, dann in
destilliertem sterilem Wasser suspendiert, die optische Dichte angeglichen und gleiche
Volumina auf die Festmedien aufgetropft worden. Anschlief3end wurden die Zellen bei 30°C
inkubiert und schliefdlich dokumentiert. Auf SD-Medium, das nur auf die Anwesenheit der
Plasmide selektiert (SD His Trp), wachsen ale Transformanten gleich gut, so dass man
cytotoxische Effekte einzelner Fusionsproteine ausschlief3en kann. Gleichzeitig dient dieses
Ausplattieren auf Uracil-haltigem Medium (Abb. 3.5, unteres Bild) auch der Kontrolle, dass
von jeder Transformante ahnliche Zellzahlen aufgetropft worden sind. Unterschiedliches
Wachstumsverhalten resultiert somit direkt aus der Menge an Ura3p, das as ungespaltenes
Pex12-Cub-RUra3p zur Verfigung steht. Wird es in Folge der Reassoziation von Nub und
Cub abgespalten, so erfolgt ein rascher Abbau und den Zellen steht kein Ura3p mehr zur
Verfigung. Durch Expression identischer Fusionsgenpaarungen in JD55-Zellen, denen das fir
den Abbau des abgespaltenen RUra3p erforderliche Genprodukt von UBRL fehlt, konnte die
direkte Abhangigkeit des Wachstumsvermogens auf Uracil-freiem Medium von der Rate der
Abspaltungen belegt werden (Abb. 3.6).

Im Wachstumstest auf Uracil-freiem Medium (Abb. 3.5, oberes Bild) wird deutlich, dass
durch die Wahl der Methioninkonzentration (12,5 pM) ein Expressionsniveau des Pex12-
Cub-RUra3p erreicht wird, bel dem Zellen, die die Nul-Kontrollproteine aus anderen
Kompartimenten koexprimieren, sowie die, die das Leerplasmid tragen, gutes Wachstum
aufweisen. Eine Ausnahme macht dabel das Kontrollprotein des Mitochondriums Nul-
Tom22, das zu enem leichten Interaktionssigna mit Pex12-Cub-RUra3p in Form

verringerten Wachstums der Zellen fihrt. Dies kdnnte auf eine partielle Fehllokalisation von
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Pex12-Cub-RUra3p zum Mitochondrium hinweisen. Deutliche Interaktionssignale weisen
dagegen die Proteine Nul-Pex13, Nul-Pex15 und Nul-Pex19 auf. Auch Nul-Pex10 zeigt ein

starkes Interaktionssignal, wahrend die Ubrigen Peroxine sich in zwei Klassen unterteilen
lassen:

Pex12-Cub-RUraldp
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Abb. 3.5: Pex12-Cub-RUra3p interagiert im Wachstumstest mit mehreren Peroxin-Fusionsproteinen.
Zellen von JD53, die Pex12-Cub-RUra3p mit dem jeweiligen angegebenen Nul-Fusionsprotein oder einem
Leervektor koexprimierten, wurden auf SD His™ Trp” Ura-Medium 12,5 uM Met (obere Reihe), SD FOA His®
Trp™-Medium 12,5 uM Met (mittlere Reihe) oder SD His™ Trp-Medium 0 uM Met (untere Reihe) aufgetropfelt.
Die Platten enthielten 100 uM CuSO, und wurden zwei (Ura” und Ura") bzw. 3 Tage (FOA) bei 30°C inkubiert.

Die eine Klasse zeigt ein Wachstumsverhalten, das von den Kontrollproteinen anderer
Kompartimente nicht zu unterscheiden ist. Diese beinhatete Nul -Pex1, Nul-Pex5, Nul-Pex12,
Pex12-Nul und Pex22-Nul. Nul-Pex1 und Nul-Pex5 sind homolog ins Genom integrierte
Konstrukte und konnten somit etwas von den anderen Nul-Peroxin-Fusionen abweichend
exprimiert werden. Pex22-Nul und Pex12-Nul waren C-terminale Fusionen von Nub und den
jewelligen Proteinen, mit deren (vermuteter) Lokalisation der N-Termini beider Proteine im

Inneren des Peroxisoms Rechnung getragen werden sollte. Allerdings zeigte sich im Laufe
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dieser Arbeit, dass sein Gterminal fusioniertes Nub weniger gut mit Cub zu interagieren in
der Lage ist as ein N-termina fusioniertes Nub. Hier ist moglicherweise ein weniger
funktionsfahiges oder unzuganglicheres Nub-Modul entstanden. Die zweite Klasse umfasst
digienigen Nul-Proteine, die zwar stérker interagieren as die neutralen Kontrollproteine, aber
immer noch Wachstum auf Uracil-frelem Medium zulassen (Nul-Pex3, -Pex4, -Pex11).
Dieses Signal bedeutet sehr wahrscheinlich eine Kolokalisation mit Pex12-Cub-RUra3p im
selben Kompartiment.

Pex12-Cub-RUra3p

— Nul-Pexl
— Nul-Pex3
= Nul-Pex4
= Nul-Pex5
— Nul-Pex10
w— Nul-Pex11
= Nul-Pex12
= Pex12-Nul
= Nul-Pex13
= Nul-Pex14
= Nul-Pex15
= Nul-Pex19

Aubrl

Pex22-Nul
Nul-SKL
Nul-55858
Nul-Yam3 =—

Nul-Steld =—
Nul-Sec22 =
Nul-Snel
Nul-Tom22 —
Nul-Guk1

pRS314

Pex12-Cub-RUra3p

Abb. 3.6: Das Kontrollexperiment in JD55-Zellen (Dubrl) belegt, dass der Wachstumstest spezifisch von
der Abspaltung des RUra3p abhangig ist. Zellen von JD55 (Dubrl-Zellen), die Pex12-Cub-RUra3p mit dem
jeweiligen angegebenen Nul-Fusionsprotein oder einem Leervektor koexprimierten, wurden auf SD His™ Trp
Ura-Medium 0 uM Met aufgetrdpfelt. Die Platten enthielten 100 uM CuSO,4 und wurden zwei Tage bei 30°C
inkubiert. Zusdtzlich wurden die Zellen auf SD His™ Trp-Medium aufgetropfelt, um die gleichmaiige
Verdunnung und Auftragung zu Uberprifen (nicht gezeigt).
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Das FOA-Experiment (Abb. 3.5, mittleres Bild) bestétigt und verdeutlicht die durch den Ura-
Test gewonnenen Informationen. Nur fir Nul-Pex10, -Pex13, -Pex15 und -Pex19 wird ein
Interaktionssignal, diesmal in Form von Wachstum der Zellen, gemessen. Die Methode beruht
auf dem gleichzeitigen Angebot von Uracil und 5 -Fluor-Orothsdure (FOA). Letzteres ist ein
Analogon der Orothsdure, die von Ura3p zu Uridylat umgesetzt wird. Stellen die
transformierten Zellen ausreichend ungeschnittenes Cub-RUra3p-Fusionsprotein her, so wird
aus FOA das toxische 5-Fluorouracil synthetisiert und die Zellen sterben. Kommt es
hingegen zu einer starken Interaktion zwischen Nul- und Cub-RUra3p-Fusionsprotein, so
steht in Folge von Spatung und Abbau nicht genug Ura3p zur Verfliigung, um toxische
Mengen von 5 -Fluorouracil herzustellen. Im Laufe dieser Arbeit hat sich gezeigt, dass die
Intensitét der Signale in FOA und Ura-Test nicht immer spiegelbildlich ist. Grundsétzlich ist
aber die Trennung zwischen interagierenden Nul-Peroxinen und nicht interagierenden Nul-
Peroxinen im FOA-Test eindeutiger als auf den SD Ura-Platten. Oft werden daher nur noch

die FOA-Ergebnisse gezeigt, sofern nicht durch die Bilder des Ura-Tests wesentliche
zusétzliche Informationen gewonnen wurden.

3.3.1.2 Charakterisierung der Bindungsdoméanen von Pex12p
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Abb. 3.7: Durch Deletion der Zink-Finger-Doméane von Pex12p (Pex12DRing-Cub-RUra3p) gehen die
Interaktionen mit Nul-Pex10, -Pex13 und -Pex15 verloren.

Wildtypzellen (JD53), die Pex12DRing-Cub-RUra3p mit dem jeweiligen angegebenen Nul-Fusionsprotein oder
einem Leervektor koexprimierten, wurden auf SD His™ Trp” Ura’-Medium 0 uM Met und SD FOA His™ Trp-
Medium O uM Met aufgetropfelt. Die Platten enthielten 100 pM CuSO, und wurden zwei Tage bei 30°C
inkubiert. Zusétzlich wurden die Zellen auf SD His™ Trp-Medium aufgetropfelt, um die gleichmalige
Verdunnung und Auftragung zu Gberprifen (nicht gezeigt).

Waéhrend die Nahe zwischen Pex15p und Pex12p noch nicht beschrieben worden ist, wurde
die Interaktion zwischen Pexi2p und Pex13p kurz vor Fertigstellung dieser Arbeit mit
anderen Methoden demonstriert (Albertini et al., 2001; Reguenga et al., 2001). Um die
Spezifitdt der gemessenen Interaktionen zu Uberprifen, wurde versucht, eine Mutante von
Pex12p darzustellen, die zwar im Peroxisom lokalisiert ist, jedoch nicht mehr mit den Gbrigen
Peroxinen interagieren kann. Da die Zink-Ring-Doméane einen besonders wahrscheinlichen
Bindungsort darstellt, wurde zundchst ein Pex12-Cub-RUra3p-Fusionsprotein erstellt, dem
diese Ringdomane fehlt (Pex12DRing-Cub-RUra3p) und dessen Interaktion mit den Nul-
Fusionsproteinen gemessen. In Abb. 3.7 wird aus FOA- wie Ura-Test deutlich, dass nach der
Deletion der Ringdoméne nur noch Nul-Pex19 an das Restprotein Pex12DRing-Cub-RUra3p
bindet. Es ist hieraus zu schlief?en, dass die Zink-Ring-Doméne von Pex12p eine
Voraussetzung fur die Interaktionen mit Pex10p, Pex13p und Pex15p ist. Weiterhin ist im
Wachstumstest auf SD Ura ein nicht sehr starker, aber doch erkennbarer Einbruch im
Wachstumsvermaogen fur die Transformante mit Nul-Tom22 zu beobachten. Es kann daraus
geschlossen werden, dass das verkirzte Protein teilweise in die mitochondriale Membran
fehllokalisiert wird.

Ist die Ringdomdne von Pex12p dleine fur die Bindung an die anderen Peroxine
verantwortlich, so sollte ein Konstrukt, in dem diese Doméne an Cub-RUra3p fusioniert ist,
ein dhnliches Interaktionsmuster wie das komplette Protein zeigen. Dies trifft jedoch nicht zu.
In Abb. 3.8 wird deutlich, dass keines der Nul-Peroxine mit dem Fusiorsprotein der
Ringdoméne interagiert. Statt dessen zeigt Nul-Gukl sowohl im FOA- wie Ura-Test eine
schwache Interaktion. Es kann hieraus geschlossen werden, dass das Fusionsprotein, das von
Pex12p nur die Ringdoméne beinhaltet, nicht zur peroxisomalen Membran rekrutiert werden
kann. HierfUr spricht auch, dass die Interaktion mit Nul-Pex19, das ebenfalls tiberwiegend
cytosolisch ist und dessen Rolle vermutlich in der Rekrutierung der PMP zur Membran des
Peroxisoms besteht, nicht detektierbar ist.
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Abb. 3.8: Das Fusionsprotein der Zink-Finger-Domane von Pex12p (Pex12Ringdom-Cub-RUra3p) kann
mit keinem Nul-Peroxin interagieren und ist vermutlich im Cytosol lokalisiert.

Zellen von JD53, die Pex12Ringdom Cub-RUra3p mit dem jeweiligen angegebenen Nul-Fusionsprotein oder
einem Leervektor koexprimierten, wurden auf SD His™ Trp” Ura Medium 12,5 uM Met und SD FOA His™ Trp—
Medium 25 pM Met aufgetropfelt. Die Platten enthielten 100 pM CuSO, und wurden zwei Tage bei 30°C

inkubiert. Zusdtzlich wurden die Zellen auf SD His™ Trp-Medium aufgetropfelt, um die gleichmaliige
Verdunnung und Auftragung zu tberprufen (nicht gezeigt).

3.3.1.3 DasBindungsverhalten von Pex12-Cub-RUra3p in pex-Deletionsstammen
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ADbb. 3.9: Die Interaktionen von Pex12-Cub-RUra3p mit Nul-Pex10 und Nul-Pex19 sind nicht von Pex3p
oder Pex15p abhangig.

Zellen von JD53-Dpex3 (D3), JD53-Dpex10 (D10) oder JD53-Dpex15 (D15), die Pex12-Cub-RUra3p mit dem
jeweiligen angegebenen Nul-Fusionsprotein oder einem Leervektor koexprimierten, wurden auf SD FOA His®
Trp-Medium O uM Met und SD His™ Trp” Ura-Medium O pM Met (nicht gezeigt) aufgetropfelt. Die Platten
enthielten 100 uM CuSO, und wurden zwei Tage bel 30°C inkubiert. Zusétzlich wurden die Zellen auf SD His”
Trp-Medium aufgetropfelt, um die gleichmaRige Verdiinnung und Auftragung zu Uberprifen (nicht gezeigt).
Eine weitere interessante Fragestellung zum Bindungsverhalten von Pex12-Cub-RUra3p war,
inwieweit die Interaktionen mit den jeweiligen Nul-Peroxin-Fusionsproteinen von anderen
Peroxinen abhingen. Es wurden daher alle Nul-Substrate mit Pex12-Cub-RUra3p in den
Stdmmen JD53-Dpex3, JD53-Dpex10 und JD53-Dpex15 koexprimiert. Da Dpex3-Zellen keine
peroxisomalen Membranen bilden (Hohfeld et al., 1991; Ghaedi et al., 2000), kann durch die
Messung in diesem zelluléren Hintergrund ermittelt werden, ob die peroxisomale Membran
fur die jeweilige Interaktion von Pex12p Uberhaupt erforderlich ist. Im Deletionsstamm JD53-
Dpex3 konnen nur noch zwel der vier Interaktionen mit Peroxinen beobachtet werden.
Wahrend Nul-Pex10 und Nul-Pex19 weiterhin mit Pex12-Cub-RUra3p in Wechselwirkung
treten, sind die Interaktionen mit Nul -Pex13 und Nul -Pex15 nicht mehr messbar. Gleichzeitig
ist festzustellen, dass vor alem in JD53-Dpex3, aber auch in den anderen Stammen die
Reaktionsstarke mit Nul-Tom22 im Vergleich zum WT deutlich zunimmt. Im Gegensatz zu
den Ergebnissen in Dpex3-Zellen sind die Interaktionen zwischen Pex12-Cub-RUra3p und
den Substraten Nul -Pex10, Nul-Pex13, Nul-Pex15 und Nul-Pex19 in den Deletionsstammen
JD53-Dpex10 und JD53-Dpex15 weiterhin zu beobachten (Abb. 3.9). So kann davon
ausgegangen werden, dass weder Pex10p noch Pex15p fir diese Interaktionen notwendig sind
oder diese Bindungen indirekt vermitteln. Zugleich ist zu beobachten, dass die Stabilitdt des
Cub-RUra3p-Fusionsproteins in den Deletionsstdmmen abnimmt, und zwar interessanter
Weise in JD53-Dpex10 und JD53-Dpex15 in htherem Mal3e as in JD53-Dpex3, wie die
stérkeren Hintergrundsignale bei etlichen Nul -Peroxin-Fusionen verdeutlichen, die nicht im
Wildtyp messbar sind (Abb. 3.9). Reduzierte Stabilitét von Peroxin-Fusionsproteinen in Dpex-

Zellen werden auch im Western Blot beobachtet (vgl. 3.4.1.2 und Abb. 3.22).
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Abbildung 3.10 fasst die Ergebnisse dieser Arbeit schematisch zusammen. Da der C-
Terminus von Pex15p ins Lumen des Peroxisoms weist und Pex19p an seinem G Terminus
posttrandational farnesyliert wird, kénnen von beiden Proteinen keine sinnvollen Cub-
RUra3p-Fusionsproteine erstellt werden. Die Erstellung des Interaktionsnetzwerkes wurde
daher mit der Messung der Interaktionen von Pex10-Cub-RUra3p fortgesetzt.

3.3.2 Pex10p

3.3.2.1 Pex10-Cub-RUra3p

Das Peroxin Pex10p besteht aus 337 Aminosauren, besitzt wie Pex12p einen der typischen
C3HC4-Ring-Finger-Domane ahnlichen

C Sequenzabschnitt am C-Terminus des
‘_—7 Proteins sowie zwei Transmembran
N S 'C3HC4" doméanen (Abb. 3.11). Daher wurden

Cytosol _ _
sowohl ein NUI-PEX10 as auch en

PEX10-CUB-RURA3 dargestellt. Beide
Fusionspro-teine sind zumindest partiell
funktionell. Im Wachstumstest

Pex10p interagieren sowohl auf  SD-Ura-
Abb. 3.11: Orienticrung von Pex10p in der peroxisomalen Medium wie auch FOA-Medium die
B e Pk Fusionsproteine Nul-Pecd, Nul-PexdO)
besitzt zwel Transmembrandominen (TMD). n\y_pex13 Nul-Pex15 und Nul-Pex19
deutlich mit Pex10-Cub-RUra3p (Abb. 3.12). Im FOA-Test gibt es darlber hinaus ein
schwaches Interaktionssignal von Zellen, die Nul-Tom22 mit Pex10-Cub-RUra3p

koexprimieren. Es steht also zu vermuten, dass &hnlich wie fir Pex12-Cub-RUra3p ein Tell

Martrix

des Cub-RUra3p-Fusionsproteins in der Zelle zum Mitochondrium fehllokalisiert wird.
Allerdings sind die Interaktionen dhnlich schwach wie die Signale, die von Nul-Pex3 bzw.
Nul -Pex11 generiert werden und dartiber hinaus nicht im Ura-Wachstumstest sichtbar. Neben
der unerwarteten Interaktion mit Nul-Pex4 und Nul-Pex15 Uberraschte auch die Interaktion
von Pex10-Cub-RUra3p mit Nul-Pex10, die entweder auf eine direkte Interaktion beider
Proteine oder auf eine hohe lokale Konzentration infolge einer Akkumulation der an der
Translokation beteiligten Proteine in einer bestimmten Membranregion zurtickgeftihrt werden

konnte. Diese Frage wird im Fortgang dieser Arbeit noch eingehend geklart.
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Pex10-Cub-RUra3p
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Abb. 3.12: Pex10-Cub-RUra3p interagiert mit den Nul-Fusionsproteinen von Pex4p, Pex10p, Pex13p,
Pex15p und Pex19p.

Zellen des Wildtyps JD53, die Pex10-Cub-RUra3p mit dem jeweiligen angegebenen Nul-Fusionsprotein oder
einem Leervektor koexprimierten, wurden auf SD His™ Trp” Ura-Medium (0 uM Met) und SD FOA His™ Trp™-
Medium (0 uM Met) aufgetropfelt. Die Platten enthielten 100 uM CuSO,4 und wurden zwei Tage bei 30°C

inkubiert. Zusédtzlich wurden die Zellen auf SD His™ Trp-Medium aufgetropfelt, um die gleichmaige
Verduinnung und Auftragung zu Gberprifen (nicht gezeigt).

3.3.2.2 Charakterisierung der Bindungsdomanen von Pex10p

Analog zur Unterteilung von Pex12p in Bindungsdomanen (3.3.1.2) wurde versucht,
Pex10DRing-Cub-RUra3p sowie Nul-Pex10DRing in Wachstumstests zu analysieren. Auch
bei stérkster Induktion des Methionin-Promotors (PMet) bei 0 uM war das Expressionsniveau
von Pex10DRing-Cub-RUra3p jedoch so schwach, dass selbst die nur mit einem weiteren
Leerplasmid transformierten Zellen auf Uracil-freien Medien nicht wachsen konnten (nicht
gezeigt). Auch im FOA-Wachstumstest war das Hintergrundwachstum der Kontrollen bereits
so hoch, dass keine eindeutigen Erkenntnisse gewonnen werden konnten. Es lief3 sich
alerdings beobachten, dass die Interaktionssignale mit Nul-Pex15 und Nul-Pex19 noch
deutlich hervortraten, wahrend sich die Interaktionssignale mit Nul-Pex4 und Nul-Pex10
kaum noch Uber das Hintergrundniveau erhoben (nicht gezeigt). In der Folge wurde Nul-
Pex10DRing gegen verschiedene Cub-RUra3p-Fusionsproteine getestet. In  diesen
Experimenten konnte jedoch keine Interaktion mit einem anderen Pex-Cub-RUra3p-
Fusionsprotein festgestellt werden (nicht gezeigt). Die nach den Erfahrungen an Pex12p
moglicherweise zu erwartende Interaktion zwischen dem Fragment von Pex10p und einer
Fusion von Pex19p konnte nicht getestet werden, da nunmehr beide Proteine nur noch als

Nul-Fusionsproteine vorlagen. Somit konnte keine Aussage Uber die Bindungseigenschaften
der Ringdomane von Pex10p getroffen werden.
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3.3.2.3 DasBindungsverhalten von Pex10-Cub-RUra3p in pex-Deletionsstdammen

Pex10-Cub-RUraip
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Abb. 3.13: Die Interaktionen von Pex10-Cub-RUra3p mit Nul-Pex10, -Pex13 und —Pex15 sind nicht von
Pex12p oder Pex15p abhangig, erfordern aber die peroxisomale Membran. Die Interaktion von Nul-Pex4

mit Pex10-Cub-RUra3p scheint die Anwesenheit von Pex15p und der peroxisomalen Membran zu
erfordern.

Zellen von JD53-Dpex3 (D3), JD53-Dpex12 (D12) oder JD53-Dpex15 (D15), die Pex10-Cub-RUra3p mit dem
jeweiligen angegebenen Nul-Fusionsprotein oder einem Leervektor koexprimierten, wurden auf SD FOA His®
Trp™-Medium O uM Met und SD His™ Trp” Ura-Medium O uM Met (nicht gezeigt) aufgetropfelt. Die Platten
enthielten 100 uM CuSO, und wurden zwei Tage bei 30°C inkubiert. Zusétzlich wurden die Zellen auf SD His”
Trp-Medium aufgetropfelt, um die gleichmaRige Verdinnung und Auftragung zu Uberprifen (nicht gezeigt).

Fehlt durch Deletion von PEX3 die peroxisomale Membran in der Zelle vollig, so kann im
Wachstumstest nur noch die Interaktion von Pex10-Cub-RUra3p mit Nul-Pex19
nachgewiesen werden (Abb. 3.13). Die Ubrigen Interaktionen, namlich die mit Nul-Pex4,
-Pex10, -Pex13 und -Pex15, kénnen hier nicht mehr beobachtet werden. Sie alle sind in
Zellen, denen Pex12p fehlt, jedoch nachweisbar. Allerdings scheint im Dpex12-
Deletionsstamm die Stabilitdt von Pex10-Cub-RUra3p herabgesetzt zu sein, da Interaktionen,
die im Wildtypstamm nicht beobachtet werden, nun auftreten. Die Interpretation dieses
Experiments ist daher nicht eindeutig. Dies trifft auf das Experiment im Dpex15-
Deletionsstamm nicht zu. Hier sind wiederum die Interaktionen von Pex10-Cub-RUra3p mit
Nul-Pex10, -Pex13, -Pex15 und -Pex19 eindeutig messbar, die Interaktion zwischen Pex4p
und Pex10p ist jedoch aufgehoben (Abb. 3.12).

Von hier konnten die Cub-RUra3p-Fusionsproteine von Pex13p und Pex4p zum Ausbau des
Interaktionsnetzes verwendet werden. Pex13-Cub-RUra3p reagierte dabei stark mit Nul-
Pex13, -Pex14, -Pex19 und -Tom22 (nicht gezeigt; vgl. Tab. 3.4 und Tab. 3.5).
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Interessanterweise interagierte Pex13-Cub-RUra3 nicht mit Nul-Pex10. Da Pex13-Cub-
RUra3p nicht funktionell ist, kann dies bedeuten, dass die mit dem funktionellen Pex10-Cub-
RUra3p und Nul-Pex13 gemessene Interaktion durch die Modifikation des G- Terminus von
Pex13p gestort ist. Dies wirde darauf hinweisen, dass die Interaktion zwischen Pex10p und
Pex13p fur dessen Funktion wichtig ist. Da eine réumliche N&he von Pex4p zu Pex10p noch
nicht beschrieben worden ist, sollte als néchstes das l6dliche Protein Pex4p as Cub-RUra3p-

Fusionsprotein untersucht werden (Abb. 3.14).

10 15
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Abbh. 3.14: Schematische Darstellung der fiir Pex10-Cuhb-
RUra3p beobachteten Interaktionen mit anderen Peroxinen.

Von der hervorgehobenen Interakiion zwischen
MNul-Pexdp und Pex10-Cub-FBUra3p ausgehend wurde nun das Pex4-Cub-BUra3p-
Fusionsprotein  analysiert

3.3.3 Pexdp

3.3.3.1 Pex4-Cub-RUra3p

Das lodliche Protein Pex4p liegt in der Hefezelle teilweise cytosolisch und teilweise peripher
an die peroxisomale Membran gebunden vor (Abb. 3.17). Es besteht aus 183 Aminosauren
und hat ein Molekulargewicht von 21,1 kDa. Pex4p ist ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym
(E2), das auch as Ubcl0p bezeichnet wird. Wegen der beobachteten Interaktion zwischen
Nul-Pex4 und Pex10-Cub-RUra3p sollten die Interaktionen zwischen einem Pex4-Cub-
RUra3p-Fusionsprotein mit den tbrigen Nul-Peroxinen getestet werden. Pex4-Cub-RUra3p
ist partiell funktionell. Auch bei stérkster Induktion des Methionin-Promotors (PMet) bei 0
UM war das Expressionsniveau von Pex4-Cub-RUra3p jedoch nicht ausreichend, um den mit
einem Leerplasmid transformierten Zellen volles Wachstum auf Uracil-freien Medien zu
ermoglichen (nicht gezeigt). Die Menge an exprimiertem Fusionsprotein reichte jedoch fir
einen Interaktionstest auf FOA-haltigem Medium aus. Dieser FOA-Wachstumstest ist in Abb.
3.15 gezeigt. Der obere Wachstumstest (A) zeigt eine Platte nach 96-stiindiger Inkubation bei
30°C, der untere (B) nach 48 Stunden unter diesen Bedingungen.
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Die Signale der Zellen, die Pex4-Cub-RUra3p mit Nul-Pex4p koexprimieren, treten bereits
nach 48 Stunden deutlich hervor. Ein weiteres Signa geringerer Intensitét, das ebenfalls
bereits nach 48 Stunden reproduzierbar detektiert werden kann, wird durch die Koexpression
von Nul-Pex15 induziert. Dieses Signal sollte durch Verlangerung der Inkubationszeit
deutlicher sichtbar gemacht werden (A). Dadurch entstanden jedoch bereits sehr starke
Hintergrundsignale, so dass den nun zusétzlich sichtbar werdenden Interaktionen von Pex4-
Cub-RUra3p mit Nul-Pex5, -Pex10, -Pex1l, -Pex13, und -Pex19 keine Bedeutung
beigemessen werden sollte, da auch Nul-Sec22 ein Signal dhnlicher Stérke zeigt.

Pex4-Cub-RUradp
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Abb. 3.15: Pex4-Cub-RUra3p interagiert mit Nul-Pex4p.

Zellen von JD53, die Pex4-Cub-RUra3p mit dem jeweiligen angegebenen Nul-Fusionsprotein oder einem
Leervektor koexprimierten, wurden auf SD FOA His™ Trp-Medium (0 uM Met) aufgetropfelt. Die Platten
enthielten 100 uM CuSO, und wurden vier Tage (A) oder zwel Tage (B) bel 30°C inkubiert. Zwei unabhangige
Experimente sind gezeigt. Der korrespondierende Wachstumstest auf SD His™ Trp™ Ura-Medium (0 uM Met)
brachte kein Ergebnis, weil die Menge an Pex4-Cub-RUra3p nicht ausreichte, den Zellen Wachstum auf diesem
Medium zu ermoglichen. Zusédtzlich wurden die Zellen auf SD His™ Trp-Medium aufgetropfelt, um die
gleichmé&Rige Verdinnung und Auftragung zu Uberprifen (nicht gezeigt). Bei den in (B) unter den Nul-Pex5 und
-Pex14 exprimierenden Zellen sichtbaren Kolonien handelt es sich um spontane Mutationen der
Kotransformanten, nicht um Interaktionssignale.

Pex4p ist zu einem substantiellen Teil cytosolisch lokalisiert und liegt nur zum Teil an die
peroxisomale Membran gebunden vor (Crane et al., 1994; van der Klel et al., 1998). Es ist
wahrscheinlich, dass diese Lokalisation, bei der nur ein Teil des gesamten in der Zelle
vorhandenen Pex4-Cub-RUra3p fur die Interaktion mit peroxisomalen Membranproteinen zur
Verfigung steht, eine Ursache fir den fehlenden Nachwels der Interaktion zwischen Pex4-
Cub-RUra3p und Nul-Pex10 ist.
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Abb. 3.16: Schematische Darstellung der fiir Pexd-
Cub-RUradp beohachteten Interaktionen mit
anderen Perosinen, Mt Nul-Pexd kowmve im Split-
[Ib-Svsiem cine dentliche Infemktion gemessen werden,
mit Nul-Pexl3 ¢cine schwache N PE'_:-:‘?E-D
Die zmvor mit Nuol-Pexd pemessene Nibe ol
Pex10-Cub-RUrmip konnte in dicsem Experiment nichd
gezeigl werden, ebenso konmie die erwanele
Intersktion von Pexd-Cub-RUra3p mit Pex22-Mul Ahbh. 3.17: Ovrientierung von Pex22p uwunmd Pexdp im hzw. an
miecht beaobachiet woerden . der peroxisomalen Membran, Pex22p ist cin intcgrales Membrinprotein mil
Diaher wurden nun die Intermktionen von Pex?2-Cub- giner TMD |, dessen C-Terminus ins Cyviosol weist, Pexdp ist ein lastiches Protein mit
RUra3p mit den verschiedenen MNul-Test- iiberwicpend cytosolischer Lokalisation, das teibweise such an die perasoiabe
und Kontrollproteinen analysiert. Membran gebunden vorlicgt: vermutlich dber Fex2lp.

In jedem Falle Uberraschte das starke Signal mit Pex4 und auch eine Ndhe von Pex4p zu
Pex15p war bisang noch nicht beschrieben worden. Da sich die bereits in der Hefe Pichia
pastoris beschriebene Interaktion zwischen Pex22p und Pex4p nicht in einem deutlichen
Wachstum der Pex22-Nul und Pex4-Cub-RUra3p exprimierenden Kotransformante
niederschlug, sollte versucht werden, die Interaktionen von Pex22-Cub-RUra3p zu messen
(Abb. 3.16).

3.34 Pex22p

3.34.1 Pex22-Cub-RUra3p

Pex22p ist ein Protein aus 180 Aminosauren (19,9 kDa), das die peroxisomale Membran
einmal durchspannt und dessen C-Terminus cytosolisch ist (Abb. 3.17). Die Interaktion
zwischen Pex22p und Pex4p wurde in Pichia pastoris beschrieben (Koller et al., 1999),
andere Bindungspartner waren bislang unbekannt.

Abb. 3.18 zeigt den FOA-Wachstumstest von JD53-Zellen, die Pex22-Cub-RUra3p mit den
verschiedenen Nul-Fusionsproteinen oder einem Leervektor koexprimieren. Deutliche
Interaktionen werden zwischen Pex22-Cub-RUra3p und Nul-Pex4 sowie Nul-Pex15
gemessen. Deutlich schwéchere Signale sind mit Nul-Pex10 und Nul-Pex19 zu beobachten,
und sehr schwache (nahe Hintergrund) fir Nul-Pex13, Pex22-Nul und Nul-Tom22. Das
relativ schwache Interaktionssignal zwischen Pex22-Nul und Pex22-Cub-RUra3p gewinnt an
Bedeutung, wenn berticksichtigt wird, dass Pex22-Nul mit keinem der anderen Cub-RUra3p-

Fusionsproteine ein Signal induzierte. Betrachtet man Pex12-Nul als das hier angemessene
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Kontrollprotein, so spricht das Interaktionssignal von Pex22-Nul mit Pex22-Cub-RUra3p fur
eine Multimerisierung von Pex22p.

Pex22-Cub-RUra3p

— Nul-Pex3

— Nul-Pex10
= Nul-Pexll
= Pexl2-Nul
— Nul-Pexl3

= Nul-Pex14
= Nul-Pex19
= Pex22-Nul
= Nul-Pexl
= Nul-Pex5
— Nul-Steld
= Nul-5¢c22
— Nul-Snel
= Nul-Tom22
— Nul-Yam3
= Nul-Gukl

' 3 — Nul-Pexd
— pRS314

L W — Nul-Pex15

Abb. 3.18: Pex22-Cub-RUra3p interagiert mit den Nul-Fusionsproteinen von Pex4p, Pex10p, Pex15p und
Pex19p.

Wildtyp-Zellen (JD53), die Pex22-Cub-RUra3p mit dem jeweiligen angegebenen Nul-Fusionsprotein oder
einem Leervektor koexprimierten, wurden auf SD His™ Trp” Ura-Medium (100 pM Met) (nicht gezeigt) und SD
FOA His™ Trp-Medium (50 uM Met) aufgetropfelt. Die Platten enthielten 100 uM CuSO, und wurden zwei
Tage bei 30°C inkubiert. Zusétzlich wurden die Zellen auf SD His™ Trp-Medium aufgetropfelt, um die
gleichmaRige Verdiinnung und Auftragung zu tUberpriifen (nicht gezeigt).

Uberraschend ist das deutliche Signal mit Nul-Pex15p, vor allem in Verbindung mit dem in
Abschnitt 3.3.2.3 und Abb. 3.13 dargestellten Ergebnis einer stark inhibierten Interaktion
zwischen Pex10-Cub-RUra3p und Nul-Pex4 in JD53-Dpex15. Pex15p scheint hier die
Interaktion zwischen Pex10p und Pex4p zu vermitteln. Dabei interagiert es offenbar auch mit
Pex22p, das Pex4p zur Membran rekrutiert. Denkbar wére aber auch, dass die Stabilitét einer
Komponente durch das Fehlen des Pex15p beeintréchtigt wird.

3.35 Pex2Zp

Pex2p ist neben Pex10p und Pex12p das dritte Peroxin, das im Gterminalen Bereich einen
Sequenzabschnitt aufweist, der Ahnlichkeit mit der Ring-Finger-Doméne besitzt. Wie fir
Pex10-Cub-RUra3p und Pex12-Cub-RUra3p beschrieben wurde auch ein Pex2-Cub-RUra3p-
Fusionsprotein erstellt und mit Hilfe der Nul-Fusionsproteine die Interaktionen zwischen
Pex2p und den Ubrigen Peroxinen vermessen. Im Gegensatz zu Pex10p und Pex12p

interagiert das Fusionsprotein von Pex2p jedoch nur mit Nul-Pex19 (vgl. Abb. 3.27 und
3.5.1).
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3.3.6 Pexllp

Pex11p ist en integrales peroxisomales Membranprotein mit zwei TMD, dessen Termini
beide ins Cytosol weisen. Da Pex11p spezifisch an der Proliferation der Peroxisomen und am
Transport mittellanger Fettsduren beteiligt ist und nicht wie die vielen anderen Peroxine am
Import peroxisomaler Proteine (van Roermund et al., 1998), war interessant zu sehen, ob sich
diese Rolle im Interaktionsmuster von Pex11-Cub-RUra3p niederschlagen wirde. Bisher

zeigte Nul-Pex11 mit keinem der getesteten Cub-RUra3p-Proteine ein deutliches Signal (vgl.
3.3.7).

3.3.6.1 Pex11-Cub-RUra3p

Da Pex11-Cub-RUra3p sehr stark exprimiert wird, wurde die Expression des Fusionsproteins
mit 200 uM (Ura-Test) bzw. 500 uM (FOA-Test) Methionin im Medium wahrend der
Interaktionstests reduziert. In beiden Tests zeigt Pex11-Cub-RUra3p eine deutliche
Interaktion mit Nul-Pex11 und Nul-Pex19. Alle anderen Nul-Fusionsproteine induzieren kein
Signal im Interaktionstest. Somit scheint Pex11p in Saccharomyces cerevisiae Homodimere

zu bilden. Eine solche Homodimerisierung ist fir das Pex11p-Homolog aus Trypanosoma
brucei bereits beschrieben worden (Marshall et al., 1996).

Pex11-Cub-RUrajp
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Abb, 3.19: Pex11-Cub-RUradp interagiert mit den Nol-Fusiensproteinen von Pexilp wnd Pex19p.
Fellen von JD53, die Pexl1-Cub-RUm3p mit dem jeweiligen angegebenen Mul-Fusionsprotcin oder cinem  Lecnvekior
koexprmierien. wurden auf SD His Tep Ura -Mediwom (200 pM Mety und S0 FOMA Hig Trp -Medinm (500 phd Met) aofgetriplel
Die Platten entliclien P0G pdd CuSO, und wurden swer Tage bet 30°C imkubiert. Zusdtelch worden die Zellen anf 5D His Tp -
Medivm aufgetropfel, um die gleichmabige Verdiinnung wnd Auoflieagung zu dberprifen (nicht gezeigi).
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3.3.7 Diemittelsdes Split-Ubiquitin-Systems erstellte I nter aktionskarte der Peroxine

Im weiteren Verlauf wurden auch die dbrigen Komponenten der peroxisomalen
Importkaskade Pex5p, Pex13p, Pex14p und Pex17p sowie das an der frihen Biogenese der
Membran beteiligte Pex3p als Cub-RUra3p-Fusionen gegen die Nul-Fusionsproteine der
Interaktionsmatrix getestet. Da diese Experimente vorwiegend keine neuen zu den bereits in
der Literatur bekannten Interaktionen beisteuern konnte, sind die Ergebnisse der Experimente
nur tabellarisch dargestellt. Neu sind jedoch die zahlreichen Interaktionen von Nul -Pex15, das
mit Pex3-, Pex4-, Pex10-, Pex12-, Pex13-, Pex14-, Pex17- und Pex22-Cub-RUra3p
interagiert. Auffallend ist zudem, dass viele der fir Pex5p und Pex14p beschriebene
Interaktionen mit dem Split-Ub-Verfahren nicht nachgewiesen werden konnten (vgl. auch
Diskussion). Die Ergebnisse der Interaktionstests von Pex3-Cub-RUra3p sind im Abschnitt
3.6.3.2 dargestellt. Als weiteres Kontrollprotein wurde das von N. Lewke (2000) eingehend
untersuchte Stel4-Cub-RUra3p verwendet. Steldp ist ein Protein, das an der Membran des
endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist und somit nicht nur als Negativkontrolle dient,
sondern dartber hinaus einzelne Peroxine in diesem Kompartiment spezifisch nachweisen
kann (mehrere Peroxine waren zu Teilen in der ER-Membran nachgewiesen worden; vgl.
Diskussion). Eine Ubersicht tiber die Resultate aller zur Erstellung der Interaktionskarte der
peroxisomalen Membranproteine getesteten Proteinpaare geben die Tabellen 3.4 (Ura) und
3.5 (FOA). Wie bereits beschrieben sind die Ergebnisse zwischen beiden Testverfahren nicht
in alen Félen identisch; einige Interaktionen konnten nur in einem der beiden Tests
beobachtet werden. Es entsteht der Eindruck, dass die Abgrenzung zwischen Interaktion und
Nicht-Interaktion im FOA-Test scharfer erfolgt und die Signale hier klarer sind. Fur die
graphische Darstellung des Netzwerks wurden daher die Ergebnisse aus den FOA-

Interaktionstests herangezogen.
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3.4 Bestatigung neuer Interaktionen durch alternative Techniken
3.4.1 Dielnteraktionen von Pex10p
3.4.1.1 Koimmunoprazipitationen belegen I nteraktionen von Pex10p mit Pex10p und
Pex12p
Der Split-Ub-Test zeigte, dass Pex10p moglicherweise multimerisiert und zu den Peroxinen
Pex4p, Pex10p, Pex12p, Pex13p, Pex15p, Pex19p und Pex22p eine enge Nachbarschaft
aufweist. Diese multiplen Interaktionen weisen Pex10p as eine zentrale Schaltstelle im
peroxisomalen Importapparat aus. Allerdings misst das Split-Ub-Verfahren nicht unbedingt
direkte Proteininteraktionen. Einige der gemessenen Interaktionen der Fusionsproteine
koénnten daher auch aus der gemeinsamen Bindung an einen dritten Partner entstehen. Einige
der gemessenen Interaktionen (Pex10p-Pex12p, Pex13p-Pex14p, Pex4p-Pex22p) wurden
wahrend dieser Arbeit von anderen Arbeitsgruppen mit anderen Methoden bestétigt. Da das
Split-Ub-Verfahren eine neue Methode zur Darstellung peroxisomaler Membranproteine und
ihrer Interaktionen ist, wurde versucht, einige der neu gefundenen Interaktionspartner von
Pex10p durch Koimmunoprézipitationsexperimente zu bestdtigen. Dazu wurden die
genomischen Kopien von PEX4, PEX10, PEX11, PEX12 und PEX22 mit einer neunfach
repetierten ¢-MYC-Sequenz verlangert und in JD53-Zelen zusammen mit Pex10-6ha

koexprimiert..

Ko-IP Uberstand MW (kDa)
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Abb. 3.20: Pex10-9Myc und Pex12-9Myc, nicht aber Pex4-9Myc und Pex22-9Myc, konnen mit Pex10-6ha
koimmunoprazipitiert werden. JD53-Zellen, die Pex10-6ha unter Kontrolle des Methionin-Promotors mit dem
jeweiligen 9Myc-Fusionsprotein des angegebenen Peroxins koexprimierten, wurden wie unter 2.2.2.5
beschrieben aufgeschlossen. Die erhaltenen Gesamtproteinextrakte wurden fir 60 min unter langsamer Inversion
bei 4°C mit anti-ha-Antikorper, anschlieffend UN unter gleichen Bedingungen mit Protein A -Sepharose inkubiert.
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Nach dreifachem Waschen wurden die préazipitierten Proteine durch SDS-PAGE (10,0 %) aufgetrennt, auf
Nitrozellulose transferiert und mit anti-myc-Antikdrpern behandelt, um die koprézipitierten Pex9Myc-
Fusionsproteine nachzuweisen (links). Zum Nachweis der Expression aller zu testenden Proteine wurden Proben
der Uberstande der Gesamtproteinextraktionen in der gleichen SDSPAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose
transferiert und mit anti-myc-Antikdrpern detektiert (rechts; Intensitét gegentiber linker Bildhélfte zehnfach
erhoht). Der ebenfalls in der SDS-PAGE aufgetrennte Molekulargewichtsstandard ist ganz rechts abgebildet
(Angaben in kDa). a verweist auf die Laufhdhe des koimmunoprézipitierten Pex12-9Myc, b auf Pex10-9Myc. *
bezeichnet die Laufhdhe der schweren, ** die der leichten Kette der Antikorper.

Die Interaktion zwischen Pex10-6ha und Pex12-9Myc diente hierbei als Positivkontrolle.
Pex11-9Myc diente als Negativkontrolle (vgl. 3.3.5). Pex11-9Myc wurde nicht durch Pex10-
6ha prézipitiert, wahrend Pex12-O9Myc eindeutig mit Pex10-6ha zusammen prézipitiert
werden konnte (Abb. 3.20). Ahnlich eindeutig war die Prézipitation von Pex10-9Myc durch
Pex10-6ha. Dieses Resultat bestétigt den Split-Ub-Test und lésst auf eine Di- oder
Multimerisierung von Pex10p schlief?en. Im Unterschied zu Pex10-9Myc und Pex12-9Myc
konnten die Fusionsproteine von Pex4p und Pex22p nicht mit Pex10-6ha zusammen

préazipitiert werden.

Uberstand Ko-1P MW

Pex Pex Pex Pex Pex Pex Pex Pex Pex Pex
4 10 11 12 22 4 10 11 12 22

Abb. 3.21: Pex10-6ha kann durch Pex10-9Myc, Pex12-9Myc und mdglicherweise auch durch Pex4-9Myc
und Pex22-9Myc, nicht aber durch Pex11-9Myc koimmunoprazipitiert werden. JD53-Zellen, die Pex10-6ha
unter Kontrolle des Methionin-Promotors mit dem jeweiligen 9-Myc-Fusionsprotein des angegebenen Peroxins
koexprimierten, wurden wie unter 2.2.2.5 beschrieben aufgeschlossen. Die erhaltenen Gesamtproteinextrakte
wurden flr 60 min unter langsamer Inversion bei 4°C mit anti-myc-Antikorper, anschlielend UN unter gleichen
Bedingungen mit Protein A-Sepharose inkubiert. Nach dreifachem Waschen wurden die prézipitierten Proteine
durch SDS-PAGE (10,0 %) aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit anti-ha-Antikérpern behandelt,
um die Pex10-6ha-Fusionsproteine nachzuweisen (links). Der ebenfalls in der SDS-PAGE aufgetrennte
Molekulargewichtsstandard ist ganz rechts abgebildet (Angaben in kDa). a verweist auf die Laufhdhe der
schweren, ¢ auf die der leichten Kette der Antikorper, b bezeichnet die Laufhohe von Pex10-6ha.
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Proteinextrakte der gleichen Transformanten wurden auch mit anti- myc-Antikorper behandelt,
um anschlief3end Pex10-6haim Western Blot nachzuweisen. Die Interaktionen von Pex10-6ha
mit Pex10p- und Pex12p-Myc-Fusionsproteinen konnten hier ebenfalls beobachtet werden.
Darlber hinaus kann Pex10-6ha mit Pex4-9Myc und Pex22-9Myc, nicht jedoch mit Pexl1-
9Myc, koprazipitiert werden. Die Menge an koprazipitiertem Pex10-6ha war alerdings sehr
gering (Abb. 3.21) und die Ergebnisse konnten im umgekehrten Verfahren (Abb. 3.20) nicht
bestétigt werden. Dennoch ist die Beobachtung ein zusétzlicher Hinweis auf eine direkte
Interaktionen von Pex22p und Pex4p mit Pex10p.

3.4.1.2 Koimmunoprazipitationen von Pex10p mit Pex10p in pex-Deletionsstammen

Uberstand Ko-IP
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Abb. 3.22: Pex10-9Myc kann in JD53-(WT)-Zelen und in JD53-Dpex15-Zellen mit Pex10-6ha
koimmunoprazipitiert werden, ist aber in JD53-Dpex3- und JD53-Dpex12-Zellen instabil. JD53-Zellen
(WT) oder Zellen der angegebenen Deletionsstamme JD53-Dpex3 (D3), JD53-Dpex12 (D12) oder JD53-Dpex15
(D15), die Pex10-6ha und Pext0-9Myc koexprimierten, wurden wie zuvor beschrieben behandelt und die
Proteinextrakte mit anti-ha-Antikérper immunoprézipitiert (Abb. 3.20). Die Auftrennung der
Gesamtproteinextrakte (links) bzw. der gewaschenen Prézipitate (rechts) erfolgte durch 10,0%-SDS-PAGE,
Transfer auf Nitrozellulose und anschliefenden Nachweis der Proteine durch anti-myc-Antikdrper. Der ebenfalls
in der SDS-PAGE aufgetrennte Molekulargewichtsstandard ist mittig abgebildet (Angaben in kDa). a verweist
auf die Laufhdhe von Pex10-9Myc, b auf die der schweren K ette des Antikorpers.

Die Ergebnisse der Interaktionstests von Pex10-Cub-RUra3p in den verschiedenen pex-
Deletionsstammen (3.3.2.3) sollten ebenfalls durch Koimmunoprazipitation Uberprift werden.

Abb. 3.22 zeigt deutlich, dass nur in Zellen des Stammes JD53-Dpex15 &hnliche Mengen von
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Pex10-9Myc vorliegen wie im WT. Wie im Split-Ub-Test kann die ,,Dimerisierung” von
Pex10p unveréndert gut gemessen werden. In Zellen der Stdmme  JD53-Dpex3 und JD53-
Dpex12 hingegen fallt die Menge von Pex10-9Myc im Gesamtproteinextrakt fast unter die
Nachweisgrenze der Immunodetektion ab. Offensichtlich wird der zellulare Abbau von
Pex10p in Abwesenheit von Pex12p sehr beschleunigt. Zu dem selben Schluss gelangt man
durch die Beobachtungen des hohen Hintergrundsignals der Interaktionen von Pex10-Cub-
RUra3p in JD53-Dpex12 im Wachstumstest (Abb. 3.13). Ob die gleiche Interpretation auch
fur JD53-Dpex3 gilt, kann hingegen nicht mit Sicherheit behauptet werden. Hier war der
Hintergrund im Split-Ub-Interaktionstest geringer, und die gezeigte Misslokalisation
peroxisomaler Membranproteine in Abwesenheit peroxisomaler Membranen (wie in JD53-
Dpex3 der Fall) ins Mitochondrium macht fraglich, ob das verwendete Protokoll fur die
Koimmunoprézipitation auch die in der mitochondrialen Membran integrierten

Membranproteine solubilisieren kann.

3.4.2 DieNahevon Pex4p zu Pex4p
3.4.2.1 DieNahevon Pex4-Cub-RUra3p zu Nul -Pex4 ist spezifisch
Die im  Split-UbiquitinnTest  gemessene
Interaktion zwischen Pex4-Cub-RUra3p und

Nul-Pex4  gemessene Interaktion  sollte

Pex4-Cub-RUradp
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eingehender untersucht werden. Zunéchst stellte
sich jedoch die Frage, ob diese Interaktion

-. . [ Pewd

tatséchlich eine spezifische Affinitét zwischen
den beiden Pex4p-Fusionen darstellt. Méglich
waére, dass Nul -Pex4 und Pex4-Cub-RUra3p nur

e

deswegen miteinander interagieren, weil das e = =
o _ SD FOA His Trp SD His Trp
Ub-konjugierende Enzym Pex4p noch eine )
Abb. 3.23: Die Interalktion von Nul-Pexd wmd
Restaffinitat fir das angekoppelte Nub oder Cub  Pex4-Cub-RUra3p ist spezifisch fiir Pex4 und
] _ o _ i nicht fiir Ube-Proteine.
besitzt. Um diese Moglichkeit zu prifen, wurde JDs3-Zellen, die Pex4-Cub-RUra3p mit Nul-Pexd.

. Nul-Ubct, Nul-Gukl oder emem Leerplasimid
Pex4-Cub-RUra3p zusammen mit Nul-Pex4, koexprimierien, wurden auf SD FOA His Tmp-

Nul-Ubc6, Nul-Gukl oder einem Leerplasmid f:ldC(‘l]'lI[i‘l m!}.f]‘[m-lcl I.m[,]-“ﬂ “ra:11_£‘£1595 ;ufl'gc[‘mpf‘[.:
Nach 3 Tagen Inkubation bei 30°C wurde das

(pPRS314) koexprimiert. Ubc6p ist wie Pex4p Wachstum  der  Zellen  dokumentiert.  Zur
Uberpritfung  der Verdiinmung nnd  Aufiragung

an Ub-konjugierendes Enzym. Trafe meane gleicher Zellzahlen wurde die Verdimnungsreihe
auch auf 8D His™ Trp” auleetragen

Befurchtung zu, so sollte auch Nul-Ubc6 mit

Pex4-Cub-RUra3p interagieren. Dies trifft nicht zu. Abb. 3.23 zeigt deutlich, dass nur Nul-
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Pex4 (Nul-Ubcl0), nicht aber Nul-Ubc6 mit Pex4-Cub-RUra3p in Zellen koexprimiert im
FOA-Wachstumstest Interaktion anzeigt. Damit ist die gemessene Nahe der beiden Pex4-

Fusionsproteine spezifisch.

3.4.2.2 Pex4p kann nicht mit Pex4p koimmunoprazipitiert werden
Nachdem die Spezifitét der im Split-Ubiquitin-Verfahren gemessenen Néhe zwischen Pex4p
und Pex4p belegt war, sollte die Interaktion durch eine alternative Methode bestétigt werden.
Hierzu wurden Pex4-6ha und Pex4-9Myc in JD53-Zellen koexprimiert, die Zellen wie
beschrieben aufgeschlossen (2.2.2.5), und eine Koimmunoprazipitation mit anti-ha-
Antikorper durchgefuhrt. Wie Abb. 3.24 verdeutlicht, werden weder Pex4-9Myc noch die
Negativkontrolle Pex11-9Myc mit Pex4-6ha koprézipitiert.
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JD55-Zellen, die Pexd-oha und Pexd-9Ive koexprimiencn,
wirden  wie  #uvor  beschrichben  behandel wnd  die
Proweinestrakie mit anti-ha-Anikirper immuneprizipitien
{Abb, 3.2 Die Aufirenmung der Gesamtproteinesiraki;
(links) bew, der gewaschenen Prizipitste (rechis) erfolgre
durch 12.5%-SDS-PAGE. Transfer auf Nitrozelulose und
anschliehenden Nachweis der Proeine durch anti-myve-
Antikdiper. Der cbeifalle in der SDS-PAGE aulgetienite
Molekulargewichisstandard st rechis abpgebilder {Angaben
im kDa). o verwelst aul die Lanfhohe der schweren kette
des Antképers. boauf die von Pex] -9y und ¢ aaf die
i Pexd-Ohy e,

Kreusvernetming mil Pesd-Gha  obmimo neprizipitien
werden,

A JDE-Zellen,  die Pexd-6ha  und  Pexd-Mve
koexprimigren, wurden splereblastien, aufgeschlossen und
die Extrikie mit DEP krenevernetzt, Mach dem Stopp der
Reakuon wurden die Proeinestrakie wie auvor beschineben
il anti-le- Atk per i pEizipilien (Abb, 3200 Die
Auftrenmung  der Gesamiproteinextrakie (links) bew. der
pewaschenen Prizipitie irechts) erfolgte durch 12,5%-
SDE-PAGE. Transfer aul Nitrozellulose und anschiichenden
Maclweis der Proteise durch aoti-owve-Antkéiper. Der
ehenlalls in der SDS-PAGE anfpetrennes
Malekilargewichisstandard st reclis abpebildet (Angabe in
kDa) a verweist auf die Laufhidhe von Pex | 1-90yve, b aul
die von Pexd-90dye. Die Bande der schwemn Ketle des
Antikbrpers war ber dieser Kontrasterung mchl erkennbar
(jedoch bei biherery. B: Um die gleichmibige Expression
und Aultragung ven Pexd-6ha o dberprofen, wonde dic
selbe Membran von dein anbi-iye- Antikérpem befrent ond
der  Machwvels der Proicine  milt  anti-ha-Andikgmpern
wiederhali ().

3.4.2.3 Pex4p kann durch chemische Kreuzvernetzung mit Pex4p prazipitiert werden
Um eine eventuell schwéchere oder auch nur temporare Bindung zwischen den verschiedenen
Pex4-Fusionsproteinen zu detektieren, wurden Pex4-6ha und Pex4-9Myc in JD53-Zellen
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koexprimiert, die Zellen spheroblastiert und wie unter 2.2.2.6 beschrieben der
Gesamtproteinextrakt mit DSP chemisch kreuzvernetzt. Pex4-6ha wurde anschlief3end
immunoprazipitiert, das DSP mit b-Mercaptoethanol gespalten und die Proben in der
denaturierenden SDS-PAGE aufgetrennt. In der Western Blot Analyse mit anti-myc-
Antikorpern in Abb. 3.25 wird deutlich, dass Pex4-9Myc durch DSP mit Pex4-6ha
kreuzvernetzt und koimmunoprazipitiert werden konnte, wahrend die Negativkontrolle
Pex11-9Myc selbst nach Kreuzvernetzung nicht mit Pex4-6ha zusammen prézipitiert wurde.
Die Behandlung der gleichen Proben mit anti- ha- Antikdrper zeigt eine ungefahr gleichmaliige
Expression von Pex4-6ha in alen Proben (Abb. 3.25B). Dieses Ergebnis bestétigt die
raumliche Nahe, die mittels des Split-Ub gemessen wurde. Es bleibt zunéchst offen, ob die
relativ harschen Bedingungen der Koimmunoprézipitation nicht erlaubten, eine Pex4p-Pex4p-
Interaktion zu erfassen, oder ob es sich tatséchlich um eine kinetisch sehr labile Interaktion
handelt.

3.4.2.4 Pex4p und Pex4p interagieren im Two-Hybrid-Test nicht miteinander

Die Frage, ob Pex4p direkt an Pex4p bindet oder ob die mittels der Split-Ub-Methode und
durch die chemische Kreuzvernetzung gemessene raumliche Néhe von Pex4-Cub-RUra3p und
Nul-Pex4p, bzw. Pex4-6ha und Pex4-9Mcy die Anwesenheit weiterer am Peroxisom
lokalisierter Faktoren voraussetzt, liefd sich durch einen Two-Hybrid- Test weiter eingrenzen.
Dazu wurde das Leseraster von PEX4 hinter die Sequenz der DNS-Bindedoméane bzw. der
Aktivierungsdomane von GAL4 kloniert. Beide Fusionsproteine missen in den Zellkern
importiert werden und dort - im Falle ihrer Interaktion - die Transkription des HIS3-Gens
induzieren. Die Zugabe des HistidinrAntimetaboliten 3-AT sollte die Schwelle fur en
positives Wachstumssignal erhthen. Abb. 3.26 macht deutlich, dass nur die die
Positivkontrolle (das Vektorpaar pAD-GAL4 JuBe 2.111.1 und pBD-GAL4 cam Bkn 3D2,
Judith Mller) exprimierenden Y 190-Zellen auf dem Histidin-freien und mit 3-AT versetzten
Medium wachsen konnten. Die Koexpression von pAD-Pex4 und pBD-Pex4 fuhrte zu keinem
Wachstum der Zellen. Offensichtlich kann die Pex4p-Pex4p-Interaktion nicht im Zellkern

rekonstituiert werden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die im Split-Ub-Test gemessene Nahe zwischen
Pex4p und Pex4p spezifisch ist und auch durch eine weitere Methode verifiziert werden kann.

Bel dieser Néhe handelt es sich vermutlich um eine temporédre oder kinetisch sehr labile
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Interaktion, fur deren Zustandekommen wahrscheinlich weitere am Peroxisom lokalisierte

Faktoren erforderlich sind.

= =
2 ¥3 2 B2 = 3= %= 3d
T &7 &3 &4 T B &l E4 Abb. 3.26: pAD-Pex4 und pBD-Pex4
g oz g < 0@ € 9 o% ag reagieren im Two-Hybrid-Test nicht
b A+ wmt B+t o+ =4 &+t miteinander.
| | | | | I | | Y 190-Zellen, die pAD-Pex4 gemeinsam mit

pBD-Pex4, jeweils eines dieser Plasmide
zusammen mit einem Leerplasmid oder aber
pAD-GAL4 JuBel 2l11.1 und pBD-GAL4
can  Bkn 3D2 (,Kontrolle) als
Positivkontrolle exprimierten, wurden auf
SD Trp” Leu His™ 3-AT-Medium (mit 10 uM
3-AT) aufgetropft. Nach 3 Tagen Inkubation
bei 30°C wurde das Wachstum der Zellen
dokumentiert.  Zur  Uberprifung  der
Verdinnung und Auftragung gleicher
i . . E B S Zellzahlen wurde die Verdinnungsreihe auch
SD Trp Leu SD Trp Leu His 3-AT  auf SD Trp” Leu aufgetragen.

3.5 Untersuchung spezifischer Fragestellungen mit Hilfe des Split-Ub in pex-
Deletionsmutanten

Um spezifische Fragestellungen, die sich aus der Interaktionskarte der peroxisomalen

Membranproteine, aber auch aus der aktuellen Literatur zu diesen Proteinen ergaben,

beantworten zu kénnen, sollte das Split-Ubiquitin-System, dhnlich wie bereits fir Pex10-Cub-

RUra3p und Pex12-Cub-RUra3p beschrieben (3.3.1.3 bzw. 3.3.2.3), in eigens konstruierten

pex- Deletionsmutanten von JD53 eingesetzt werden.

351 Gibt eszwei Transkripte von PEX2, die unterschiedlich lokalisiert werden?

Liu et al. (1996) hatten festgestellt, dass vom Gen PEX2 in Saccharomyces cerevisiae zwei
unterschiedlich lange mRNS-Moleklle transkribiert werden. Die langere mRNS entspricht
dabei dem vollstandigen Leseraster des Gens, wahrend die kirzere mRNS am ersten
nachfolgenden ATG im gleichen Leseraster initiiert. Die korrespondierenden Proteine sind
30,7 kDa bzw. 25 kDa grof3. Die Gruppe beobachtete, dass das léangere Transkript auf
Olsiure-haltigen Medien vierfach héher induziert wird als auf Glukose-haltigen Medien,
waéhrend die kirzere mRNS bei der Gabe von Glycerol as einziger Kohlenstoffquelle
zehnfach héher transkribiert wird. Da in S, cerevisiae Glycerol eine erhthte Aktivitat der
Mitochondrien induziert und Olsiure zur Proliferation der Peroxisomen fiihrt, vermuteten die
Autoren, dass sich in der aufféllig sauren N-terminalen Sequenz eine Ziel steuerungssequenz

zum Peroxisom befinden konnte.
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Abb. 3.27: Pex2-Cub-RUra3p interagiert nur mit dem Nul-Fusionsprotein von Pex19p, wahrend Pex2DN-
Cub-RUra3p mit Nul-Pex19 und Nul-Tom22 interagiert.

Zellen von JD53, die Pex2-Cub-RUra3p bzw. Pex2DN-Cub-RUra3p mit dem jeweiligen angegebenen Nul-
Fusionsprotein oder einem Leervektor koexprimierten, wurden auf SD His™ Trp” Ura-Medium (0 uM Met) und

SD FOA His™ Trp-Medium (0 uM Met) aufgetrdpfelt. Die Platten enthielten 100 uM CuSO, und wurden zwei
Tage bei 30°C inkubiert. Zusétzlich wurden die Zellen auf SD His™ Trp-Medium aufgetropfelt, um die
gleichmaidige Verdinnung und Auftragung zu Uberprifen (nicht gezeigt).

Um diese Hypothese zu testen, sollte mittels des Split-Ub-Verfahrens das I nteraktionsmuster
von Pex2p mit dem eines N-termina verkirzten Pex2DNp verglichen werden. In der Tat
konnte sowohl im Ura- as auch im FOA-Test eine Interaktion von Pex2-Cub-RUra3p mit
Nul-Pex19 und von Pex2DN-Cub-RUra3p mit Nul-Pex19 und Nul -Tom22 beobachtet werden
(Abb. 3.27). Der Velust der N-terminalen 46 Aminosduren scheint demnach einen
substanziellen Teil des Proteins zum Mitochondrium zu leiten. Es ist allerdings auch bel
anderen Proteinen zu beobachten, dass nicht- oder nur teilweise funktionelle Fusionsproteine

zur mitochondrialen Membran gelangen. Somit konnte zwar die Hypothese bestétigt werden,
doch bleibt die physiologische Bedeutung dieser Beobachtung offen.
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3.5.2 Untersuchungen zur Interaktion von Pex11p

3.5.2.1 Dimerisiert Pex11p auch in Abwesenheit der peroxisomalen Membran?

Pex11p besitzt vermutlich zwei Transmembransequenzen (Erdmann und Blobel, 1995). Im
Unterschied zu Membranproteinen anderer Organellen kann bei PMP die Frage gestellt
werden, ob die Membran des Peroxisoms eine Voraussetzung fir die korrekte Faltung und die
Bindung an andere Proteine ist. Dazu wurde die Interaktion zwischen Nul-Pex11 und Pex11-
Cub-RUra3p in Zellen getestet, denen Pex3p und somit die peroxisomale Membran fehite
(JD53-Dpex3). Zum ersten Mal ist hier auch der Einsatz der Nub-Mutanten NuA und NuG

gezeigt, da bel alen anderen Interaktionen nur die Nul-Fusionsproteine zu einem
auswertbaren Interaktionssignal fuhrten.

Pex11-Cub-RUradp
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Abb. 3.28: Pex11-Cub-RUra3p interagiert mit Nul-Pex11 nicht nur in WT-Zellen, sondern auch in JD53-
Dpex11 und JD53-Dpex3-Zellen. Die Deletion des genomischen PEX11 hat keine messbaren Auswirkungen
auf die Pex11p-Interaktionen. Die Deletion der peroxisomalen Membran in pex3-Zellen fuhrt aber offensichtlich
Zu einer insgesamt etwas geringeren Menge von Pex11-Cub-RUra3p und zur Fehllokalisation zum
Mitochondrium. JD53-Zellen (oben), JD53-Dpex11 (mittig) oder JD53-Dpex3 (unten), die Pex11-Cub-RUra3p
mit dem jeweiligen angegebenen Nub-Fusionsprotein oder einem Leervektor koexprimierten, wurden auf SD
His” Trp” Ura-Medium (250 uM Met) und SD FOA His™ Trp-Medium (500 uM Met) aufgetropfelt. Die Platten
enthielten 100 uM CuSO, und wurden zwei Tage bel 30°C inkubiert. Zusétzlich wurden die Zellen auf SD His’
Trp-Medium aufgetropfelt, um die gleichmaRige Verdiinnung und Auftragung zu Uberprifen (nicht gezeigt).



Ergebnisse 81

Beim direkten Vergleich der Interaktionen der beiden Pex11-Fusionsproteine miteinander in
WT und Dpex3-Zellen fallt auf, dass die Interaktion zwischen Nub-Pex11 und Pex11-Cub-
RUra3p immer noch eindeutig dokumentiert werden kann. Im Dpex3-Stamm kommt es
zusétzlich zu einer Interaktion zwischen Pex11-Cub-RUra3p und Nul-Tom22. Die einfachste
Interpretation dieses Resultats ist, dass Pex11p in Abwesenheit der peroxisomalen Membran
in die mitochondriale Membran integriert wird und auch hier dimerisieren kann. Dieses
Ergebnis bestétigt und vertieft die Arbeiten von Okumoto et al. (1998) und South et al.
(2000). Das Interaktionssignal zwischen NuG-Pex11 und Pex11-Cub-RUra3p, das nur in
Dpex3-Zellen detektiert wird, weist vermutlich auf eine in diesem Stamm reduzierte Menge an
Pex11-Cub-RUra3p hin.

Das gleiche Experiment wurde auch in Dpex11-Zellen durchgefihrt. Im FOA-Test ist kein
Unterschied zum WT zu erkennen, doch scheint NuA-Pex11l im SD Ura-Test in Dpex11-
Zellen etwas stérker mit Pex11-Cub-RUra3p zu interagieren. Dieser Effekt ist alerdings sehr
gering. Eine Kompetition des nativ exprimierten Pex11p mit dem Nub-modifizierten Pex11p
um Pex11-Cub-RUra3p ist, wenn Uberhaupt, mit diesem Experiment nur schwach
nachzuweisen. Die Uberexpression von zusitzlichem, nicht Nub-modifizierten Pex11-ha von
einem weiteren Plasmid (pEW159) fuhrte zu keinem zusétzlichen Kompetitionseffekt (nicht
gezeigt).

3.5.3 Visualisation der Dimerisation von Pex11p in der lebenden Zdle

Da Pex11p auch in Abwesenheit peroxisomaler Membranen interagiert, war es wichtig zu
zeigen, dass diese Interaktion in Wildtyp-Zellen tatséchlich an der peroxisomalen Membran
stattfindet. Hierzu wurde die von N. Lehming zur Verfugung gestellte CUB-RGFP-K assette
verwendet. Anstelle des Ura3p tritt bei den von solchen Kassetten exprimierten Proteinen das
GFP, dso das Griin Fluoreszierende Protein, das analog zu Ura3p mit einem N-terminalen
Argininrest versehen wurde und nach Abspaltung vom Cub ebenfalls sehr rasch abgebaut
wird (Laser et al., 2000).

JD53-Zellen, die Pex11-Cub-RGFP mit Nul-Pex11, Nul-Pex10 oder dem Leerplasmid
pRS314 koexprimierten, wurden in der Fluoreszenzmikroskopie analysiert (Abb. 3.29). In den
Zellen, die das Leerplasmid tragen (Abb. 3.29 oben) ist deutlich sichtbar, dass in der grofen
Mehrzahl der Zellen (>90 %) kreisrunde Organellen durch grine Fluoreszenz markiert

werden. Da eine sehr @hnliche Farbung durch die Expression des GFP-SKL hervorgerufen
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wird, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den hier angeféarbten Kompartimenten

tatsdchlich um Peroxisomen handelt.

Nomarski Fluoreszenz

Abb. 3.29: Die Dimerisation von Pex11p kann durch Split-Ub in der lebenden Zelle visualisiert werden.
Zellen von JD53, die Pex11-Cub-RGFP mit Nul-Pex11l, Nul-Pex10 oder dem Leerplasmid pRS314
koexprimierten, wurden nach 48-stiindiger Anzucht auf 0,3%-GlukoseMedium, das auf die Anwesenheit der
Plasmide selektierte und maximale Expression durch O pM Met bzw. 100 pM CuS0, stimulierte, in 20%
Glycerol suspendiert und durch Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Um cytotoxische Effekte auszuschliefien,
wurden die Zellen auch auf entsprechenden SD-M edien ausgestrichen (nicht gezeigt).

PEX11-CUB-RGFP
+pRS 314

PEX11-CUB-RGFP
+ NUI-PEXT]

PEX11-CUB-RGFP
+ NUI-PEX10

Wird Nul-Pex11 jedoch mit Pex11-Cub-RGFP koexprimiert, so lésst sich in den Zellen keine
Fluoreszenz mehr beobachten (Abb. 3.29 mittig). Wird das nicht mit Pex11-Fusionsproteinen
interagierende Nul-Pex10 mit Pex11-Cub-RGFP koexprimiert, so ist wiederum eine
Fluoreszenzfarbung der Peroxisomen zu beobachten, wenngleich die Fluoreszenzwirkung
teilweise weniger intensiv erscheint und in einem etwas geringeren Teil (ca. 80 %) der Zellen
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auftritt  (Abb. 3.29 unten). Médoglicherweise entspringt diese etwas verminderte
Fluoreszenzintensitét der Kolokalisation von Pex11-Cub-RGFP und Nul-Pex10 in der
peroxisomalen Membran. Durch den Einsatiz des Cub-RGFP-Fusionsproteins ist es aso

moglich, die Interaktion zweier PMP in vivo sichtbar zu machen.

3.5.4 Ist dielnteraktion von Nul -Pex4 und Pex10-Cub-RUra3p von Pex22p abhangig?

Im Split-Ub-Test hatten Nul-Pex4 und Pex10-Cub-RUra3p eine erhdhte raumliche Nahe
zueinander aufgewiesen, die auch durch die in Abb. 3.21 gezeigten Ergebnisse einer
Koimmunoprazipitation bestétigt worden waren. Da Koller et al. (1999) beschrieben hatten,
dass Pex22p vermutlich Pex4p an die peroxisomale Membran rekrutiert und dieses auch
durch die Ergebnisse des Split-Ub- Tests bestétigt werden konnte, sollte untersucht werden, ob
die Interaktion zwischen Nul-Pex4 und Pex10-Cub-RUra3p von der Anwesenheit des
endogenen Pex22p abhangt. Pex10-Cub-RUra3p wurde in WT-, Dpex5 und Dpex22-Zellen
jeweils mit einem Nub-Fusionsprotein koexprimiert und deren Interaktionen miteinander in
Wachstumstests ermittelt. Der Vergleich zwischen WT und Dpex22-Zellen (Abb. 3.30) zeigt,
dass sich nur die Interaktion zwischen Nul-Pex4 und Pex10-Cub-RUra3p messbar verandert
und in Dpex22-Zellen nicht mehr gemessen wird. Das zu den WT-Zellen unveranderte
Interaktionsprofil in Dpex5-Zellen belegt, dass dieser Effekt spezifisch fur den Ausfal des
Pex22p ist. Die Interaktion zwischen Pex4p und Pex10p hangt also direkt von der
Anwesenheit des Pex22p ab.

Koller et al. (1999) beschrieben jedoch auch, dass in pex22-Deletionsstammen Pex4p in
deutlich niedrigeren Mengen vorliegt as in WT-Zellen. Es wére somit denkbar, dass das in
Abb. 3.30 gezeigte Ergebnis nur das Resultat einer stark verminderten Konzentration von
Nul-Pex4 ist. Um diese M6glichkeit auszuschlief3en, wurde Pex4-Cub-RUra3p mit Nul-Pex4
bzw. einem Leerplasmid pRS314 in JD53- und in JD53-Dpex22-Zellen koexprimiert und
diese Zellen gegeneinander im Wachstumstest verglichen. Abb. 3.31 zeigt, dass die Pex4-
Cub-RUra3p-Aktivitét in beiden Zellen dhnlich stark ist. Wirden auch Fusionsproteine von
Pex4p rasch abgebaut, so wére zu erwarten, dass die mit pRS314 transformierten JD53-
Dpex22-Zellen auf FOA wachsen konnten, weil kein Ura3p in den Zellen vorliegt. Wirde
anderersaits selektiv nur Nul-Pex4 abgebaut, kdme es nicht zum positiven Interaktionssignal
in den Dpex22-Zellen. Somit kann das Ergebnis, wonach Pex22p der Faktor ist, der Pex4p zur
Membran und zu Pex10p rekrutiert, als spezifisch betrachtet werden.
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Abb. 3.30: Die Interaktion zwischen Nul-Pex4
und Pex10-Cub-RUra3p ist von der Anwesen-
heit des endogenen Pex22p abhangig.

Zellen von JD53 (oben), JD53-Dpex5 (mittig) oder JD53-Dpex22 (unten), die Pex10-Cub-RUra3p mit dem
jeweiligen angegebenen Nul-Fusionsprotein oder einem Leervektor koexprimierten, wurden auf SD His™ Trp
Ura-Medium (12,5 uM Met; nicht gezeigt) und SD FOA His™ Trp-Medium (12,5 uM Met) aufgetropfelt. Die
Platten enthielten 100 uM CuSO, und wurden zwei Tage bei 30°C inkubiert. Zusétzlich wurden die Zellen auf
SD His™ Trp-Medium aufgetropfelt, um die gleichméaidige Verdinnung und Auftragung zu Uberprifen (nicht

gezeigt).
3.5.5 Kann die Relhenfolge von Bindungser eignissen von Pex5p an seine Rezeptoren in
der peroxisomalen Membran mittels Split-Ub detektiert werden?

Pex5p spielt als Rezeptor fur das PTS1 eine wichtige Rolle im Import peroxisomaler
Membranproteine und gehort zu den bereits intensiv untersuchten Peroxinen. Eine Reihe von
Bindungspartnern von Pex5p sind bereits charakterisiert worden (Erdmann und Blobel, 1996;
Elgersmaet al., 1996; Albertini et al., 1997; Brocard et al., 1997, Chang et al., 1999). Nul-
Pex5 und Pex5-Cub-RUra3p sind beide nicht funktionell und die Split-Ub-Versuche mit

Fusionsproteinen von Pex5p ergaben zunéchst wenig Aufschluss. Zwar konnte in Ura-
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Wachstumstests die Interaktion von Nul-Pex5 mit Pex13-Cub-RUra3p und Pex14-Cub-
RUra3p detektiert werden (nicht gezeigt), jedoch nicht spiegelbildlich im FOA-
Wachstumstest. Die spéteren Bindungen von Pex5p an Pex10p und Pex12p konnten gar nicht
detektiert werden konnten. Der FOA-Wachstumstest von Zellen, die die verschiedenen Nul-
Fusionsproteine mit Pex5-Cub-RUra3p koexprimierten, zeigte nur fir Nul-Pex5 und
schwéacher fir Nul-Pex19 ein Wachstumssignal (Abb. 3.32). Offenbar trifft die fur das
humane Pex5p postulierte Tetramerisierung auch auf das Hefeprotein zu. Bei léangerer
Inkubation der Platten (96 h) wurde auch mit Nul-Pex13 ein Signal sichtbar; &uf3erst
schwaches Wachstum war nach 5 Tagen bel 30°C auch bel Nul-Pex1 zu beobachten, doch

war der Effekt marginal und kaum dokumentierbar.
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Abb. 3.32: Pex5-Cub-RUra3p interagiert mit Nul-Pex5 und Nul-Pex19, detektiert aber nicht die
transienten Interaktionen mit den peroxisomalen PMP.

Zellen von JD53, die Pex5-Cub-RUra3p mit dem jeweiligen angegebenen Nul-Fusionsprotein oder einem
Leervektor koexprimierten, wurden auf SD FOA His™ Trp™-Medium O uM Met und SD His™ Trp” Ura-Medium 0
UM Met (nicht gezeigt) aufgetropfelt. Die Platten enthielten 100 uM CuSO,4 und wurden zwei Tage bei 30°C
inkubiert. Zusdtzlich wurden die Zellen auf SD His™ Trp-Medium aufgetropfelt, um die gleichmaliige
Verdinnung und Auftragung zu Uberprifen (nicht gezeigt).

Einen Hinweis auf die Interaktion zwischen einem Pex5p-Fusionsprotein und einem PMP der
Importkaskade lieferten die Wachstumstests von Pex12-Cub-RUra3p (vgl. 3.3.1.1). Liel3 man
die FOA-Tests sehr lange inkubieren (5 Tage bel 30°C), so wurde mit Nul-Pex5 ein sehr
schwaches und kaum dokumentierbares Signal sichtbar (nicht gezeigt). Um dieses doch noch
darstellen zu kénnen und um maoglicherweise Untersuchungen zur Reihenfolge bestimmiter
Bindungsereignisse von Nul-Pex5 zu ermoglichen, wurde Pex12-Cub-RUra3p in
verschiedenen Deletionsstammen gegen Nul-Pex5 getestet. Dabel war die ldee, dass en

verstérktes Signal immer dann beobachtet werden sollte, wenn entweder ein kompetierendes
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Protein (Pex12p in JD53-Dpex12) oder ein zeitlich spater bindendes Protein deletiert wird,
und somit Nul-Pex5 nicht weitergeleitet und an Pex12-Cub-RUra3p angestaut wirde. Zellen
von JD53, JD53-Dpex4, JD53-Dpex10, JD53-Dpex12, JD53-Dpex13 und JD53-Dpex17
wurden mit Pex12-Cub-RUra3-PMet-pRS313 und mit dem Leerplasmid pRS314 bzw.
Plasmiden, von denen Nul-Pex5, Nul-Pex10 oder Nul-Pex19 exprimiert wurden,

kotransformiert.

In JD53-Dpex4- und JD53-Dpex10-Zellen konnten im FOA-Test en leicht erhohtes
Wachstumssigna der Zellen, die Nul-Pex5 und Pex12-Cub-RUra3p koexprimieren,
beobachtet werden (nicht gezeigt). Dieses reproduzierbare, aber nicht sehr deutliche Signal
wird als Anstau des Nul-Pex5 am Bindungspartner Pex12-Cub-RUra3p in Folge des Wegfalls
eines spateren Bindungspartners gedeutet. Demzufolge wirden Pex4p und Pex10p spater mit
Pex5p kommunizieren als Pex12p. Umgekehrt ist die schwache Reaktion in WT-Zellen, in
denen PEX13 bzw. PEX17 deletiert wurden, Uberhaupt nicht mehr nachzuweisen. Pex13p und
Pex17p wirken also in der Pex5p-Interaktionskaskade vor Pex12p. Diese Interpretation
bestétigte die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen. Das Experiment zeigt zwar, dass die Split-
Ub Methode generell geeignet ist, um die Reihenfolge sequenzieller Proteininteraktionen in
einer solchen Kaskade zu untersuchen, doch konnten die experimentellen Bedingungen noch
nicht fir eine optimale Auflésung der Interaktion zwischen Pex12-CubRUra3p und Nul-Pex5
im WT und den Deletionsstammen eingestellt werden.

3.6 Anwendungen

3.6.2 Lokalisation von Proteinen in der lebenden Zelle am Beispiel von Ady2p

In den vergangenen Jahren ist die Zahl gut charakterisierter Nub-Markerproteine in den
verschiedenen Kompartimenten der Zelle bestandig gewachsen. So konnten Wittke et al.
(1999) bereits zeigen, dass ein mit Cub markiertes Testprotein spezifisch mit den Nub-
Proteinen im gleichen Kompartiment, nicht aber mit denen anderer Kompartimente der Zelle

interagiert.

In einer Studie zur Charakterisierung zelluldrer Antwortmechanismen auf mitochondriale
Fehlfunktionen fanden Epstein et al. (2001) heraus, dass neben einigen fir peroxisomale
Proteine kodierenden Genen die Transkription des offenen Leserasters Y CR0O10C erhoht wird.
Dieses auch als ADY2 bezeichnete Gen erwies sich weiterhin als durch Olsiure induzierbar,

was die Vermutung nahe legte, dass es sich bel Ady2 um ein peroxisomales Protein handeln
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konnte. Ady2p bestent aus 283 Aminosduren und ist mit hoher Sicherheit ein
Transmembranprotein (sechs putative TMD). Die Funktion von Ady2p ist nicht bekannt.

Plasma-

Nul-Snel
i enmlbran

Mitochondrium — Nul-Tom22

Vakuole Wul-YVamd
Cvtosol Nul-Gukl

Nul-Pexl5
Peroxisom

Nul-PexlY
Golgi Mul-Sncl
Endoplasm. B
Retikulum Nul-Seel2

Abb. 3.33: Schematische Ubersicht der Nub-Testproteine, die fiir die Lokalisationsbestimmung von
Ady2p verwendet wurden. Links sind die Kompartimente der Zelle gezeigt (C = Cytosol, ER =
Endoplasmatisches Retikulum, G = Golgi, K = Kern, M = Mitochondrium, P = Peroxisom, PM =
Plasmamembran, V = Vakuole). Rechts sind die Nul-Fusionsproteine, ihre Orientierung in der Membran und das
jeweilige Kompartiment angegeben.

Das Split-Ub Verfahren sollte nunmehr dazu verwendet werden, um die Lokalisation von
Ady2p zu untersuchen. Hierzu wurde das Fusionsprotein Ady2-Cub-RUra3p in Zelen mit
verschiedenen Nub-Markerproteinen oder dem Leervektor pRS314 koexprimiert. Eine
Ubersicht Uber die verwendeten Nub-Markerproteine und ihre Lokalisation gibt Abb. 3.33
wieder.

Der in Abb. 3.34 gezeigte Wachstumstest zeigt eine deutliche Interaktion von Ady2-Cub-
RUra3p mit Nul-Sec22 auf Ura- wie FOA-Medien. Eine Nahe zu den Markerproteinen des
Peroxisoms ist dabel nicht festzustellen, jedoch zeigt sich im FOA-Test auch ein schwaches
Signal in Zellen, die Nul-Sncl mit dem Ady2-Fusionsprotein koexprimieren. Es kann daher
vermutet werden, dass Ady2p nach oder wéhrend seiner Synthese in die ER-Membran

integriert wird und diese anschlieffend Uber den sekretorischen Weg via Golgi zur
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Plasmamembran verlasst. Da Nul-Pex19 bisher mit allen Cub-RUra3p-markierten PMP im
FOA-Test interagiert, nicht aber mit Ady2-Cub-RUra3p, handelt es sich bei Ady2p wohl nicht

um ein peroxisomales Membranprotein.

Ady2-Cub-RUradp
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= Nul-Sncl

— MNul-Gukl

— pRS314

Abb. 3.34: Ady2-Cub-RUra3p interagiert
mit Nul-Sec22 und schwach mit Nul-Sncl,
aber nicht mit Nul-Pex15 oder -Pex19.
WT-Zellen (JD53), die Ady2-Cub-RUra3p
mit dem jeweiligen angegebenen Nul-
Fusionsprotein oder dem Leervektor pRS314
koexprimierten, wurden auf SD His™ Trp” Ura’
-Medium (50 uM Met) und SD FOA His™ Trp
-Medium (100 uM Met) aufgetropfelt. Die
Platten enthielten 100 uM CuSO,4 und wurden
zwei Tage bei 30°C inkubiert. Zusétzlich
wurden die Zellen auf SD His™ Trp-Medium
aufgetropfelt, um die  gleichmélige
Verdinnung und Auftragung zu Uberprifen
(nicht gezeigt).

3.6.3 Suche nach Bindungspartnern von Proteinen

3.6.3.1 Rational des Split-Ub-Verfahrens zur Suche nach Bindungspartnern

Die Suche nach Bindungspartnern eines bestimmten Proteins (, Screening”) sollte mittels des
Split-Ubiquitin Verfahrens ebenfalls moglich sein. Wie Abb. 3.35 schematisch verdeutlicht,
wird hierfir zunéchst das Gen, dessen Interaktionspartner identifiziert werden sollen (Zielgen)
als CUB-RURA3-Fusionsgen in einem Plasmidvektor dargestellt (1). Dieser wird in Hefezel-
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Zielgen | CUB-RURA3 NUI | genom. Fragment

............

Abb. 3.35: Schematische Darstellung der Split-Ub basierten Suche nach Interaktionspartnern von
Proteinen. Néhere Erlauterungen im Text (3.6.3.1).

len transformiert (2). Eine Nub-Fusionsgenbank (3) wird nun in die Zellen transformiert, die
das das Zielprotein-Cub-RUra3p kodierende Plasmid bereits enthalten (4). Diese NUB-
Fusionsgenbank besteht aus DNS-Fragmenten des Genoms der Hefe, die an das 3"-Ende der
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for das Nub kodierenden Sequenz fusioniert wurden. Die Selektion solcher
Doppeltransformanten auf FOA-haltigen Medien erlaubt die Identifizierung von Nub-
Fusionskonstrukten, die mit dem Cub-Konstrukt interagieren (5). Aus den Kolonien von
Doppeltransformanten, die auf FOA wachsen, wird dann das NUB-tragende Plasmid isoliert
(6). Um einen groltmdglichen Teil an falsch-positiven Klonen auszuschalten, werden die
gewonnenen NUB-Plasmide dann in frische Zellen, die das Zielgen CUB-RURA3-Plasmid
enthalten, transformiert. Diese Zellen werden dann in Ura- und FOA-Wachstumstests
eingesetzt (7). Durch die Retransformation in die Ausgangszellen sollen solche Klone
aussortiert werden, deren FOA-Resistenz auf zelluldren Spontanmutationen (etwa von
Transporterproteinen) beruht. Gleichzeitig wird die Moglichkeit spontaner Veranderungen im
Zielgen-CUB-RURA3-Plasmid ausgeschl ossen.

Durch die Koexpression der Nub-Proteine mit Cub-RUra3p-Fusionsproteinen, die mit der
Aktivitdt und Lokalisation des urspriinglichen Zielgens nicht Uberlappen, sollten zu hoch
exprimierte Nub-Fusionen, die unspezifisch mit Cub reagieren, aussortiert werden (7). NUB-
Plasmide, die in diesen Siebverfahren positiv getestet wurden, werden amplifiziert,
aufgereinigt, sequenziert und anschlieffend das Gen durch Suche im Saccharomyces
cerevisae Genom identifiziert (8). Das Gen kann anschliefend zur eingehenden

Charakterisierung der Interaktion dargestellt werden (9).

Anders as die ,klasssche® Two-Hybrid-Methode lasst das Split-Ubiquitin-Verfahren
grundsétzlich auch Membranproteine und Transkriptionsfaktoren als Zielproteine zu. Auf
diese Weise konnten bisher unbekannte Interaktionspartner des Transkriptionsaktivators
Gal4p und des generellen Transkriptionsrepressors Tuplp identifiziert werden (Laser et al.,
2000; Gromoller und Lehming, 2000).

3.6.3.2 DasZielprotein Pex3-Cub-RUra3p

Als Zielprotein fur diesen Screen sollte ein Protein gewahlt werden, Uber dessen
Interaktionspartner noch sehr wenig bekannt ist und das in der Zelle vergleichsweise stabil
exprimiert wird. Von alen in S. cerevisiae beschriebenen Peroxinen weist eine Deletion von
PEX3 den schwersten Phanotyp auf. Verschiedene Quellen berichten Ubereinstimmend, dass
in diesen Zellen nicht einmal Reststrukturen peroxisomaler Membranen (, peroxisomal
remnants’ oder ,ghosts’) vorhanden sind, wie sie fur die Ubrigen pex-Stamme (mit
Einschrankungen fur pex19) beschrieben wurden. Pex3p scheint also, wie eingangs diskutiert,

zu einem sehr frihen Zeitpunkt der Biogenese der peroxisomalen Membran eine Aufgabe zu
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besitzen. Damit sollte die Identifizierung der Interaktionspartner von Pex3p auch zur

Aufklarung der peroxisomalen Biogenese beitragen.

Zunéchst wurde Pex3-Cub-RUra3p in den Wachstumstests charakterisiert (Abb. 3.36). Die
stérkste Interaktion war mit Nul-Pex15 zu beobachten, gefolgt von Nul-Pex13. Alle weiteren
schwachen Interaktionen mit einzelnen Peroxinen (Nul-Pex10, -Pex11, -Pex12, -Pex13 und
-Pex19) durften bereits im Bereich der Hintergrundaktivitét liegen, da sie vergleichbar mit der
Interaktion von Nul-Sec22 waren. Das Expressionsniveau des Pex3-Cub-RUra3p-
Fusionsproteins lag ebenfals so hoch, dass eine grofRe Zahl von falschpositiven Klonen
aufgrund einer schwachen FOA-Senditivitdt nicht zu befirchten stand. Die in Abb. 3.36
gezeigten Wachstumstests wurden bel einer Methioninkonzentration von 200 pM
durchgefihrt. Somit blieb genigend Spielraum fir stringentere Bedingungen bel der
Reihentestung mit der NUI-Fusionsgenbank.

Pex3-Cub-RUra3p

Abb. 3.36: Pex3-Cub-RUra3p interagiert mit den Nul-Fusionsproteinen von Pex15p und Pex13p.

Zellen von JD53, die Pex3-Cub-RUra3p mit dem jeweiligen angegebenen Nul-Fusionsprotein oder einem
Leervektor koexprimierten, wurden auf SD FOA His™ Trp-Medium (200 uM Met) aufgetropfelt. Die Platten
enthielten 100 uM CuSO, und wurden zwei Tage bei 30°C inkubiert. Der korrespondierende Wachstumstest auf
SD His™ Trp” Ura-Medium (150 uM Met) ist nicht gezeigt ebenso wie die Auftragung der Zellen auf SD His”
Trp™-Medium, um die gleichméfige Verdinnung und Auftragung zu tberprufen.

— Nul-Pex10
— Nul-Pexll
— NWul-Pex12
—_— Nul-Pexl3
= Nul-Pexl4
— Nul-Pexls

— Nul-Pex19
= Nul-Pex3
= Nul-Pex4
— Pex12-Mul
— Pex22-Nul
= Nul-Pexl

— Nul-Pexs
—_— Nul-Steld

— NWul-Sec22
=— Nul-Sncl
— Nul-Tom22
m— Mul-YVam3
= Nul-Gukl
—_ pR5314

3.6.3.3 Ergebnisse und Fehleranalyse
Zunéchst wurde eine Versuchsreithe mit der NUI-Fusionsgenbank, mit der Laser et al. (2000)
und Gromoller et al. (2000) erfolgreich Bindungspartner von Transkriptionsfaktoren
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identifiziert hatten, durchgefuhrt (von N. Lehming zur Verfiigung gestellt). Zwei Runden von
Transformationen erbrachten nur jeweils 5 bzw. 8 Kolonien bei jeweils geschétzten 10°
Transformanten, die as nicht-plasmidgebundene FOA-Resistenzen identifiziert wurden. Der
Grund fir das Fehlen positiver Klone wird in der geringen durchschnittlichen Gréle der
hinter NUB klonierten Fragmente genomischer DNS (100 — 200 bp) vermutet. Mag diese
Grole auch fur 16diche Proteine wie Transkriptionsfaktoren ausreichend gewesen sein, um
Bindedoméanen zu identifizieren, so scheinen fur die Analyse von Membranproteinen, bei
denen das Nub-Fusionsprotein Zielsteuerungs- und Membransequenzen sowie die

Bindedomane enthalten muss, doch langere Fusionskonstrukte erforderlich zu sein.

In elnem weiteren Experiment wurde eine entsprechend verbesserte NUI-Fusionsgenbank
eingesetzt (von C. Reichel zur Verfigung gestellt), in deren Vektoren hinter das NUI-Modul
1-2 kb grole Fragmente der genomischen DNS des Hefestammes DF5 inseriert waren. In
jedem Leserahmen waren 10° Klone hergestellt worden, die das Genom der Hefe sehr gut
abdecken sollten (pers. Kommunikation mit C. Reichel und eigene Kontrollen der
Insertgrofe; nicht gezeigt). Es wurden Zellen von JD53, die das Plasmid Pex3-Cub-RUra3-
PMet-pRS313 trugen, mittels eines leicht modifizierten Protokolls mit dieser NUI-
Fusionsgenbank transformiert. Nach vier Tagen waren auf den Platten der mit H,O
transformierten Zellen keine, auf denen der mit pRS315 transformierten 6 Kolonien
gewachsen. Die Transformantenzahl pro Ansatz mit NUI-Fusionsgenbank lag bel etwa

500.000 Transformanten, so dass insgesamt 3,5 10° Transformanten eingesetzt wurden.

Auf den FOA-Platten wurden insgesamt 249 Kolonien gezdhlt, von denen 248 nach
Umstreichen auf SD His Leu-Medium wuchsen. Diese Zellen wurden auf SD His Leu Ura-
Medium umgestempelt, um zu Uberprifen, ob eine Interaktion zwischen Nub und Cub auch
durch ein entsprechendes Signal im Ura-Test zu beobachten ist. 114 Klone (46 %) zeigten
eine deutliche Beeintrachtigung des Wachstums auf Uracil-freiem Medium, 37 (14 %) en
schwaches Signal und 97 Klone (40 %) wiesen keine Wachstumsdefekte unter diesen
Bedingungen auf. Somit wurden 4 % der Klone in einem ersten Sieb als falsch-positiv

identifiziert.

Nach Isolierung, Retransformation und Wachstumstests auf Ura’- und FOA-Medium wurden
insgesamt nur noch 32 Plasmide identifiziert, die fur Nul-Fusionsproteine kodierten, die

gegen Pex3-Cub-RUra3p ein Signal ergaben. Alle diese Nul -Fusionsproteine interagierten mit
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dem as Negativkontrolle verwendeten Stel4-Cub-RUra3p nicht. Erfolgreich mit Nub
sequenziert wurden somit schlussendlich 28 Nub-Konstrukte. Die Ubersetzung der Sequenz
zeigte, dass nur kurze Peptide von 20 - 50 Aminosduren Lange C-terminal des Nul-ha
Proteins entstanden waren. Die Peptide stammten alle aus untrandatierten Bereichen des
Hefegenoms. Es konnte somit kein enziger Interaktionspartner von Pex3-Cub-RUra3p

identifiziert werden.

Auffallig war jedoch, dass bei etwa der Halfte der an Nul-ha fusionierten Peptide ein Motiv
auftauchte, dessen Konsensus als RR-(X14.19)-(K/R) mit haufig einem zweiten positiven
Ladungstrager unmittelbar oder eine Position weiter benachbart beschrieben werden kann.
Dieses Motiv hat Ahnlichkeit mit der Sequenz vieler putativer oder identifizierter TMD von
Peroxinen, die etwa 16 - 17 Aminoséauren lang sind und von jeweils zwel oder auch zwel und

einem positiv geladenen Aminosaurerest flankiert werden.
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4 Diskussion
4.1 Untersuchung der Interaktionen peroxisomaler Membranproteine mit dem
Split-Ubiquitin-System

Das erste wesentliche Ziel dieser Arbeit war die Beantwortung der Frage, ob es moglich ist,
die Interaktion peroxisomaer Membranproteine in der lebenden Zelle zu messen. Die
Interaktionsanalyse membranassoziierter Proteine wird mit den bisher verwendeten Methoden
generell von zwel Einschrankungen betroffen: Erstens sind die meisten der gegenwartig zur
Verfligung stehenden Methoden zur Anayse von Protein-Protein-Wechselwirkungen in vivo
wie in vitro fur |6sliche Proteine, nicht aber fir Membranprotein optimiert und gestatten somit
selten die Analyse des vollsténdigen Proteins. Zweitens setzt die zur Untersuchung in der
lebenden Zelle haufig verwendete Methode der Two-Hybrid-Technik (Fields und Song, 1989)
die Rekonstitution der Bindung der beiden untersuchten Proteine im Zellkern voraus. Dadurch
wird oft eine Untersuchung vollstandiger Transmembranproteine ebenso unmdglich wie die

Anayse von Protein-Protein-Wechselwirkungen in ihrer natirlichen zellul&ren Umgebung.

Die von Johnsson und Varshavsky (1994a) beschriebene Split-Ubiquitin-Methode gestattet
prinzipiell, die Wechselwirkungen von Proteinen in vivo und in ihrer nattirlichen Umgebung
zu untersuchen. Stagljar et al. (1998) und Wittke et al. (1999) beschrieben bereits
Anwendungen der Methode zur Messung von Interaktionen zwischen Membranproteinen. In
beiden Arbeiten lag der Schwerpunkt der untersuchten Proteine bei den Membranproteinen
des endoplasmatischen Retikulums. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die
Split-Ubiquitin- Methode auch fir die Untersuchung peroxisomaler Membranproteine eignet.
Dies schliefdt die Analyse von integrden PMP wie von peripheren oder Uberwiegend
cytosolisch lokalisierten Peroxinen ein. Wesentliche neue Interaktionen, die durch den Einsatz
der Split-Ub-Methode entdeckt wurden, konnten auch durch biochemische oder
zellbiologische Verfahren bestétigt werden. Um die erhaltenen Interaktionsdaten -
insbesondere bei Abweichungen von bereits beschriebenen Protein-Protein-Interaktionen von
Peroxinen - bewerten zu konnen, war die Feststellung der Funktionalitét der
Fusionskonstrukte sehr wesentlich. Bereits Erdmann et al. (1989) hatten ausgenutzt, dass
Saccharomyces cerevisiae zum Wachstum auf Olsiure als einziger Kohlenstoffquelle
funktionsfahige Peroxisomen benétigt. Die Funktionalitatstests auf Olsaure-Medien und durch
den GFP-Import-Test ergaben ein zumeist deckungsgleiches, in enigen Nuancen
divergierendes Bild. Besonders beim Ausbleiben einer aufgrund bekannter Daten erwarteten
Interaktion (etwa zwischen Nul-Pex12 und Pex10-Cub-RUra3p) erwiesen sich die
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Funktionalitétsaussagen als wertvolles Hilfsmittel in der Bewertung der eigenen
Beobachtungen. Neben den Funktionalitéstests konnte auch gezeigt werden, dass das Split-
Ub-System zur Messung von Interaktionen in pex-Deletionsstammen eingesetzt werden kann,

um so Aufschluss Uber die Hierarchie der gemessenen Interaktionen zu gewinnen.

4.2 Eine Split-Ub basierte Interaktionskarte der Peroxine
Mittels der Split-Ub-Methode wurden wie beschrieben und in den Tab. 3.3 und 3.4

wiedergegeben Interaktionstests von allen Peroxin-Cub-RUra3p-Fusionsproteinen gegen alle
Nul - Fusionsproteine durchgefiihrt. Hieraus ergab sich eine Interaktionskarte der Peroxine, die
aus Grinden der Ubersichtlichkeit aufgeteilt auf zwei Interaktionkarten graphisch dargestel It
ist (Abb. 4.1 und 4.2). Die in Abb. 4.1 abgebildeten Teile des Netzwerkes beziehen sich auf
die Protein-Protein-Interaktionen des putativen Transl okationskomplexes des Peroxisoms. In
Abb. 4.2 sind die Interaktionen von Pex19p (Abb 4.2A), die schwache Interaktion zwischen
Pex4p und Pex5p (Abb. 4.2B), die Interaktionen von Pex11p (Abb. 4.2C) sowie die Protein-
ProteinrWechselwirkungen zwischen Peroxinen und den Markern des ER graphisch
wiedergegeben (Abb. 4.2D). Dabei wurde zwischen starken und schwachen Signaen
unterschieden (unter schwéchere Signale fielen dabei auch solche, die nur in einem
Testverfahren (also FOA oder Ura) erfasst werden konnten). Signale, die nicht eindeutig Gber
dem Hintergrundsignal lagen, wurden in der graphischen Darstellung nicht mit erfasst.
Ebenfalls gesondert ausgewiesen wurden dabel die Interaktionen von Pex5p mit Pex12p und
Pex13p, die nur durch Verwendung spezieller Verfahren (Anayse in Deletionsstammen)
befriedigend dokumentiert werden konnten. Zudem flossen die durch Analyse in
Deletionsmutanten  bestétigten Protein-Protein-Wechselwirkungen und die durch die
aternativen Verfahren Koimmunoprazipitation und chemische Kreuzvernetzung sichtbar

gemachten Interaktionen gesondert in die Ubersicht ein.

Der Entscheidung, welche Fusionsproteine von welchen Peroxinen in dieser Arbeit dargestellt
und im Split-Ub-Interaktionstest analysiert wurden, lagen zundchst die zur Verflgung
stehenden Informationen zur Topologie der eingesetzten Membranproteine zugrunde. So
wurde auf die Konstruktion der Nub- oder Cub-Fusionsproteine verzichtet, bei denen der
entsprechende Terminus des nativen Proteins in die Matrix des Peroxisoms weist. In zwel
Falen, namlich for Pex12p und Pex22p, wurde versucht, diesen topologischen
Unvereinbarkeiten durch die Darstellung von Gterminalen Nub-Fusionsproteinen Rechnung
zu tragen. Beide zeigten aber auch mit den allermeisten ihrer bekannten oder in dieser Arbeit

detektierten Interaktionspartner keinerlei Interaktionssignale.
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Da Pex22-Nul zumindest teilweise funktionell ist, kann man davon ausgehen, dass sich dieses
Fusionsprotein nicht im gleichen Mal3e zur Interaktionsanalyse eignet wie die eingesetzten N-
terminalen Nub-Fusionsproteine. Denkbare Ursachen wéaren eine schlechtere Zuganglichkeit
der Nub-Domaéne fir Cub oder die Ubps aufgrund der N-terminalen Fusion, eine reduzierte
Fahigkeit der Nub-Domane, seinen korrekten Faltungszustand einzunehmen, oder eine
verringerte Interaktionsfahigkeit des Nub in Folge sterischer Hinderung durch das
Testprotein. Das wenngleich schwache Interaktionssignal zwischen Pex22-Cub-RUra3p und
Pex22-Nul bekommt somit eine zusétzliche Bedeutung und weist auf eine Multimerisierung
des Pex22p in der Membran des Peroxisoms hin. Durch Einsatz einer l&ngeren Linkerpeptid-
Sequenz zwischen dem Testprotein und Nub konnte die Ursache fir die verringerte
Interaktionsfahigkeit néher eingegrenzt werden und im Falle sterischer Hinderung vermutlich
auch zu beheben sain.

Zur Zeit sind 23 Peroxine bekannt (Holroyd und Erdmann, 2001; Titorenko und Rachubinski,
2001). Insgesamt wurden in dieser Arbeit 13 Nub-Peroxin- und 11 Peroxin-Cub-RUra3p-
Fusionsproteine analysiert. Die Peroxine Pex6p, Pex7p, Pex8p, Pex9p, Pex16p, Pex18p,
Pex20p, Pex21p und Pex23p wurden aus verschiedenen Grinden nicht getestet. Einige dieser
Proteine scheinen in S cerevisiae nicht zu existieren und sind bisher nur in anderen
Organismen identifiziert werden (Pex9p, Pex16p, Pex20p, Pex23p; Subramani et al., 2000).
Da gezeigt worden war, dass Pexlp und Pex6p heterodimerisieren, wurde davon
ausgegangen, dass der Interaktionstest fir Pex1p auch Aufschluss tber die Bindungspartner
von Pex6p liefern wirde (Faber et al., 1998; Tamura et al., 1998; Kiel et al., 1999). Pex8p
wurde auf der Matrixseite der peroxisomalen Membran lokalisiert (Rehling et al., 2000) und
eignet sich daher nicht fir die Analyse mittels des Split-Ubiquitin-Systems. Da im
Mittelpunkt des Interesses dieser Arbeit die Interaktionen der peroxisomalen
Membranproteine miteinander standen, wurde auf die Analyse der 16slichen und Uberwiegend
cytosolisch lokalisierten Peroxine Pex7p, Pex18p und Pex21p des PTS2-Rezeptorkomplexes
verzichtet, zuma mit Pex5p (PTSl1-Rezeptor) ein PTS-Rezeptor modellhaft in die
Interaktionsmatrix einbezogen war (van der Leij et al., 1993; Marzioch et al., 1994; Purdue et
al., 1998, Matsumura et al., 2000; Holroyd und Erdmann, 2001).



Diskussion 99

4.3 Erkenntnisse tGber den putativen Translokationskomplex des Per oxisoms

4.3.1 Der Rezeptorbindungskomplex
Pex5p und Pex7p sind die Signalsequenz-Erkennungsproteine fur PTS1 bzw. PTS2. Sie

binden an peroxisomale Importsubstrate, die die jeweiligen PTS besitzen, und fihren diese an
die Membran des Peroxisons, indem sie an einen dort lokalisierten Rezeptorkomplex binden
(van der Lej et al., 1993; Albertini et al., 1997; Girzalsky et al., 1999). Dieser Rezeptor-
Komplex wird aus den Transmembranproteinen Pex13p und Pex17p und dem putativen
Transmembranprotein Pex14p gebildet. Einige der bekannten Interaktionen dieser Proteine
miteinander und mit Pex5p konnten in dieser Arbeit auch in vivo durch die Split-Ub-Methode
bestétigt werden. Eindeutig konnten die Interaktionen von Pex13-Cub-RUra3p mit Nul-Pex13
und Nu-Pex14, von Pex17-Cub-RUra mit Nul-Pex13 und von Pex14-Cub-RUra3p mit Nul-
Pex13 beobachtet werden. Die in dieser Arbeit beschriebene Multimerisation von Pex13p ist
bisher mit anderen Methoden nicht detektiert worden. Da der Split-Ub-Test nicht nur direkte
Protein-Protein-Interaktionen misst, konnte nicht unterschieden werden, ob es sich dabel um
eine Di- oder Multimerisierung des Pex13p oder um eine Di- oder Multimerisierung des
gesamten Rezeptorkomplexes handelt. Hierlber kdnnten am besten Bindungsexperimente in
vitro Aufschluss geben, da auch die Koimmunopréazipitationen nicht zwischen beiden
Maoglichkeiten unterscheiden konnen. Die mittels Two-Hybrid-Methode und mittels
Koimmunoprazipitation belegte Bindung zwischen Pex17p und Pex14p (Huhse et al., 1998)
konnte mit der Split-Ub-Methode nicht bestétigt werden. Eine mogliche Erklarung fir diese
Beobachtungen ist, dass im nicht-funktionellen Fusionsprotein Nul-Pex14 die Fahigkeit zur
Bindung an Pex13p erhalten, die zur Bindung an Pex17p aber verloren gegangen ist. Es ist
denkbar, dass Pex14p mit seinem N-Terminus an Pex17p bindet und die Bindung durch die
N-terminale Modifikation gestort wird.

Ahnliche Argumente treffen auch auf die Interaktion zwischen dem Signalsequenz-
Rezeptorprotein Pex5p und den verschiedenen Rezeptorkomponenten zu. Nul-Pex5 zeigt ein
eindeutiges Interaktionssignal mit Pex14- und Pex17-Cub-RUra3p, nicht jedoch mit Pex13-
Cub-RUra3p. Umgekehrt zeigt Pex5-Cub-RUra3p nur mit Nul-Pex5 und schwéacher mit Nul-
Pex19 Interaktionssignale, mit Nul-Pex13 und Nul-Pex14 jedoch keine. Offensichtlich sind
also die wechselseitigen Interaktionen zwischen Pex5p, Pex13p und Pex14p nicht in jeder
Kombination von Nub- und Cub-Fusionsproteinen dieser Testproteine darstellbar. Bedenkt
man, dass viele der Fusionsproteine nicht oder nur teilweise funktionell sind, so ist dies nicht
verwunderlich. So sind zum Beispiel Pex13-Cub-RUra3p, Nul-Pex5 und Nul-Pex14 nicht
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funktionell. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Pex14p und Pex5p zwar beide an die C-
terminale SH3-Doméane von Pex13p binden, jedoch an unterschiedliche Sequenzabschnitte
(Bottger et al., 2000). So konnte also entweder die N-terminale Fusion von Nub an Pex14p
die Interaktion storen, oder aber die C-terminale Fusion an Pex13p, ohne dass dies bedeuten
musste, dass Nul -Pex5 keinesfalls mehr an das C-termina modifizierte Pex13p binden kann.

Die gemessene Interaktion von Pex5-Cub-RUra3p mit Nul-Pex5 befindet sich in
Ubereinstimmung mit biochemischen Untersuchungen an Pex5p aus Saugern, die bestétigen,
dass Pex5p multimerisiert und vermutlich as Tetramer vorliegt (Schliebs et al., 1999). Die
Interaktion zwischen Pex5-Cub-RUra3p und Nul-Pex19 hingegen wurde bislang noch nicht
beschrieben und Uberrascht, da Pex5p keine Transmembranelemente besitzt und die Aufgabe
von Pex19p bhidang ausschliefdlich im Bereich des Imports von PMP vermutet wird
(Gloeckner et al., 2000; Sacksteder et al., 2000). Weitere Experimente mussten die hier
gemessene Nahe verifizieren und die funktionelle Bedeutung dieser Interaktion Uberprifen

4.3.2 Der putative Translokationskomplex
Verschiedene Studien, vor alem in Saugerzelllinien, die Deletionen in verschiedenen PEX-

Genen aufweisen, machen wahrscheinlich, dass Pex2p, Pex4p, Pex10p, Pex12p und Pex22p,
das in der peroxisomalen Matrix befindliche Pex8p sowie die beiden zur AAA-Familie
gehdrigen Proteine Pex1p und Pex6p an einem Schritt im Proteinimport beteiligt sind, der auf
die Bindung der PTS-Rezeptoren an die Membran folgt (Dodt und Gould, 1996; Chang et al.,
19994, b, Collins et al., 2000; Okumoto et al., 2000, Albertini et al., 2001, Reguenga et al.,
2001). Interaktionen von Pex4p und Pex22p (Koller et al., 1999a), von Pex10p und Pex12p
(Chang et al., 1999b; Okumoto et al., 2000) sowie von Pex1p mit Pex6p (Faber et al., 1998;
Tamura et al., 1998; Kid et al., 1999) waren in verschiedenen Organismen beschrieben
worden. Detaillierte Erkenntnisse tUber die Zusammensetzung des Komplexes lagen jedoch
nicht vor. In dieser Arbeit konnte das Bild hier entscheidend weiterentwickelt werden. Die
bekannte Interaktion zwischen Pex10p und Pex12p konnte durch Split-Ubiquitin wie durch
Koimmunoprazipitation bestdtigt werden. Darlber hinaus wurde zum ersten Mal die
Interaktion von Pex10p mit Pex10p in vivo mittels Split- Ub-Methode gemessen und durch die
Koimmunopréazipitation der ha- und myc-gekoppelten Proteine bestétigt. Ebenso wurde die
Néahe von Pex4p und Pex22p zu Pex10p ermittelt. Beide Proteine konnten as Pex4-9Myc
bzw. Pex22-O9Myc das Fusionsprotein Pex10-6ha in geringen Mengen, aber doch in klarer
Abgrenzung zur Negativkontrolle Pex11-9Myc, prézipitieren; umgekehrt gelang jedoch die
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Immunoprézipitation von Pex4-9Myc und Pex22-9Myc mit Pex10-6ha nicht. Ob es sich bei
der zwischen Pex10p und Pex4p mittels der Split-Ub-Methode gemessenen Nahe um eine
direkte Proteininteraktion handelt, muss daher noch sehr zuriickhaltend beurteilt werden.
Moglicherweise reflektiert das Ergebnis der Koimmunoprazipitation (Ko-1P) den temporéren
oder sehr labilen Charakter der Interaktion. Zu diesem Zeitpunkt kann die Existenz eines
zusétzlichen Proteins, das die Nahe zwischen Pex22p-Pex4p und Pex10p vermittelt, nicht
ausgeschlossen werden, was so die Interpretation der Ko-1P-Experimente zusétzlich
erschwert. Mit seinen multiplen Interaktionen nimmt Pex10p eine dhnlich zentrale Rolle im
putativen Trang okationskomplex ein wie Pex13 im Rezeptor-Bindungskomplex. Obwohl ein
reines Interaktionsnetzwerk nie den Bewels erbringen kann, verdichtet sich doch der
Verdacht, dass Pex10p am eigentlichen Transportvorgang eines peroxisomalen Matrixproteins

Uber die Membran hinweg beteiligt ist.

4.3.21 Orientierung und molekulare Anatomie von Pex12p
Keine Aussage kann in dieser Arbeit Uber die Orientierung von Pex12p gemacht werden.

Unstrittig ist in der Literatur, dass der G-Terminus cytosolisch lokalisiert ist (Kalish et al.,
1996; Chang et al., 1997; Okumoto und Fujiki, 1997; Okumoto et al., 1998), doch wurde
kirzlich der N-Terminus von Pex12p in Saccharomyces cerevisiae auf der Matrixseite
lokalisiert (Albertini et al., 2001). Das N-terminale Fusionsprotein von Pex12p, Nul-Pex12,
war zumindest teilweise funktionell und detektierte dennoch keine einzige der Interaktionen,
die mit Hilfe des Pex12-Cub-RUra3p gemessen wurden. Dieser Befund spricht fur die

Lokalisation des N-Terminus von Pex12p im Innenraum des Peroxisoms.

Die Unterteilung von Pex12p in ein Konstrukt, das ausschliefdich aus dem C-terminalen Tell
des Proteins, namlich die dem Ring-Finger-Motiv dhnliche Doméne (kurz: Ring-Finger) und
dem Cub-RUra3p-Modul bestand, und einem zweiten Konstrukt, das nur die Ubrigen
Regionen von Pex12p (Pex12DRing) und das Cub-Reporter-Modul umfasste, half die fir die
Interaktionen mit anderen PMP bendtigten Regionen einzugrenzen. Ohne den Ring-Finger
verliert das Pex12-Fusionsprotein die Fahigkeit mit Nul-Pex10 und Nul-Pex13 zu
interagieren. Dies bestétigte die Beobachtungen von Okumoto et al. (2000) und Albertini et
al., (2001), doch konnte mit dem Fusionsprotein des Ring-Fingers alleine die Interaktion mit
Nul-Pex10 und -Pex13 nicht positiv identifiziert werden. Pex12Ring-Cub-RUra3p interagierte
nur mit dem cytosolischen Markerprotein Nul-Guk1p und wird somit vermutlich nicht an die

peroxisomale Membran lokalisiert wird. Es konnte zudem gezeigt werden, dass Pex12DRing
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nur noch mit Nul-Pex19p interagiert. Zusammen mit der von Okumoto et al. (2000)
beschriebenen Entbehrlichkeit dieser Doméane flr die korrekte Lokalisation von Pex12p ist
dies ein weiterer Hinweis darauf, dass Pex19p tatséchlich eine Rolle in der Zielsteuereung der
PMP besitzt (Hettema et al., 2000; Jones et al., 2001).

4.3.3 Interaktion zwischen Rezeptorbindung- und Translokationskomplex
Der Rezeptorbindungskomplex und der Translokationskomplex der peroxisomalen Membran

sind keine unabhangig voneinander wirkenden Einheiten. Um den effektiven Transport der
Importsubstrate zu gewdahrleisten muss eine enge Verbindung zwischen den Komplexen
gefordert werden. Tatséchlich konnten durch den Nachweis von Interaktionen zwischen
Pex12p und Pex13p sowie zwischen Pex10p und Pex13p die Partner dieser Verbindung
identifiziert werden. Kiurzlich wurde enes dieser Interaktionspaare auch durch
Koimmunopréazipitation von Pex13p mit Pex12p und weiteren Komponenten beider
Komplexe bestétigt (Albertini et al., 2001). Auch die unter 4.3.2.1 beschrieben Abhéangigkeit
des Split-Ub-Interaktionssignals zwischen Pex12p und Pex13p von der Ringdoméne von
Pex12p macht eine direkte Interaktion wahrscheinlich.

4.3.4 Der Pexdp-Pex22p-Pex10p-Pex12p-Subkomplex - Spielt Ubiquitin eine Rolle?
Das Split-Ubiquitin-Verfahren konnte neben der réumlichen Ndhe zwischen Pex22p und

Pex4p weiterhin eine enge Nachbarschaft zwischen Pex22p und Pex10p, Pex15p sowie
Pex19p demonstrieren. Weiteren Aufschluss Uber die Hierarchie von Interaktionen in einem
Netzwerk von Proteininteraktionen kann erhalten werden, wenn Komponenten des Netzwerks
deletiert werden und die Auswirkungen dieser Deletion auf andere Interaktionen gemessen
werden. Dieses Vorgehen wurde zunéchst beispielhaft in einem pex22-Deletionsstamm
durchgespielt. Dieser Stamm ermdglichte den Beweis, dass fur die Ndhe von Nul-Pex4 zu
Pex10-Cub-RUra3p die Anwesenheit von Pex22p erforderlich war. Kontrollexperimente
belegten, dass dieser Effekt nicht auf einer erhdhten Abbaurate von Pex4p in Dpex22-Zellen
beruhte. Somit konnte geschlossen werden, dass Pex22p fir die Rekrutierung von Pex4p an
den Translokationskomplex der peroxisomalen Membran erforderlich war. Fir Pex4-Cub-
RUra3p war auch eine starke Wechselwirkung mit Nul-Pex4p beobachtet worden. Pex4-
9Myc und Pex4-6ha lief®en sich zwar nicht gemeinsam immunoprazipitieren, konnten aber
nach chemischer Kreuzvernetzung gemeinsam isoliert werden (der maxima mit dem
Vernetzungsagens DSP Uberbriickbare Abstand betrug 12 A (1,2 nm)). Eine Two-Hybrid-
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Anayse ergab, dass die Pex4p-Pex4p-Interaktion offenbar nicht Im Zellkern rekonstituiert
werden kann. Trotz der negativen Two-Hybrid-Analyse ist weiterhin denkbar, dass Pex4p,

wie fur einige andere Ubiqutin-konjugierende Proteine beschrieben, dimerisiert (z.B. Pickart
und Rose, 1985).

Zugleich zeigt die Anayse der Interaktionen von Pex4p aber auch ein Problem auf, das
generell bei der Interpretation der Daten aus dem Split-Ub-Verfahren entsteht. Wie eingangs
geschildert, misst die Split-Ub-Methode die lokale Konzentration von Nub- und Cub-
Fusionsproteinen. Dabei ist die Methode nicht in der Lage, zwischen einer Interaktion der Ub-
Halften aufgrund réumlicher Nadhe oder aufgrund direkter Interaktion der fusionierten
Proteine zu unterscheiden. Diese Einschrankung teilen auch andere Verfahren wie die
chemische Kreuzvernetzung (gezeigt z. B. bel Musch et al., 1992). Durch weitergehende
Andysen wie etwa die Verwendung von Deletionsstdmmen im  Split- Ub-System,
K oimmunoprazi pitationsexperimente oder Two-Hybrid-Analysen kdnnen zumindest weitere
Hinweise darauf erhalten, welcher Natur die durch die Reassoziation von Nub und Cub

gemessene Interaktion ist.

In dieser Arbeit konnte erstmals beschrieben werden, dass das Ubiquitin-konjugierende
Protein Pex4p (E2) Uber Pex22p als Rekrutierungsfaktor in enger Nachbarschaft zu Pex10p
und damit indirekt auch zu Pex12p zu liegen kommt. Pex10p und Pex12p besitzen Regionen,
die den Ring-Finger-Doménen &hnlich sind. Ring-Finger-Domanen sind charakteristische
Elemente von E3-Proteinen, den sogenannten Recogninen oder Substraterkennungsproteinen
im Ubiquitylierungprozess (Xie und Varshavsky, 1999; Joazeiro und Weissman, 2000; vgl.
Abb. 4.3A). Diese Ringdoméanen binden entweder direkt an die Ub-konjugierenden Proteine
(Ubc) oder aber sind fur die Ubiquitylierung des Substrates wichtig, ohne selbst als
Bindungsstellen fur die Ubc zu dienen (Joazeiro und Weissman, 2000). Die hier gezeigten
Daten lassen sich so interpretieren, dass Pex4p an Pex22p bindet und die Nachbarschaft
zwischen Ringdoméne(n) und Ubc Uber die Bindung von Pex10p an den gemeinsamen
Bindungspartner Pex22p hergestellt wird. Fur dieses Modell fehlt alerdings der Nachweis,
dass es sich bei Pex10p und / oder Pex12p um Proteine mit E3-Eigenschaften handelt. Zwar
ist die Ringdomane wichtig fur die Funktion beider Proteine (Okumoto et al., 2000; diese
Arbeit), doch konnte nicht gezeigt werden, dass diese Domanen, wie fur andere Ring-Finger

beschrieben, ubiquityliert werden.
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Da bereits Wiebel und Kunau (1992) und Crane et al., (1994) gezeigt hatten, dass Pex4p mit
Ubiquitin Uber einen Thioester reversibel konjugiert werden kann, stellt sich weiterhin die
Frage nach den natlrlichen Substraten des Ub-konjugierenden Enzyms Pex4p.
Interessanterweise fanden van der Klei et al. (1998) heraus, dass der Dpex4-Phanotyp durch
Uberexpression von Pex5p supremiert werden kann und dass der cytosolisch lokalisierte
Anteil an Pex5p in Dpex4- Stdmmen erheblich reduziert ist. Auch unterbindet die Deletion von
PEX4 lediglich den PTSl-abhangigen (Pex5p-abhangigen) Import peroxisomaler
Matrixproteine. Die Beobachtung deutet an, dass Pex4p an der Ruckgewinnung von Pex5p fir
den Importprozess beteiligt ist. Ein Modell einer entsprechenden Ubiquitylierungskaskade
findet sich in Abb. 4.3B. Als hypothetisches Substrat wird darin Pex5p angenommen. Die
ebenfalls in der Abbildung angedeutete Interaktion zwischen Pex5p und Pex12p ist von
Chang et al. (1999) mit den homologen Saugerproteinen demonstriert worden.

A B U
Ub .
Fexsp
i 1 B
" S Cytosol
¥
E2 v

Mcitrix
Pexl22o FexlOp Fexl2p

Ahhb. 4.3: Hypothetisches Modell miiglicher Ubiguitinicrungsprozesse am
Tramslokon des Peroxisoms, (A) Cbersicht ober die in Hefe an der Ubiquitin-
ierng beieiligien Proteine. Das 76 Anunosiuren grole Prodein Ubiguitin (Ub)
wird unter ATP=-Verbrauch an das Ub-aktivierende Protein
El gekoppelt und von dori an das Ub-konjugierende E2 weitergegeben. Das
Substrat (3) wird vom Subsiral-Erkenmmgsprolein E3 (Recognin} gebunden
E2 bindet an die Ring-Finger-Domiine von EX und ligiert Ub an das Subsirai
(B) Modell cines Ubiquitinicnungskomplexes, wic or nach den Daten dicser
Arbett méghch erscheint, Dias E2 Pexdp wind durch Pex22p an die Zink-Fang-
Domanen der putativen E3 Pex1ip undéoder Pex | 2p rekntiert. Dont wird das
ai ebendiese Domdne bindeade putative Substiar PexSp mit Ubsicuitin ligiert.

Zukunftige Arbeiten werden offensichtlich zunéchst darauf fokussiert sin, das Substrat der
vermuteten Ubiquitylierungsreaktion zu identifizieren. Hierbel kdnnte die Expression von mit
einem Epitop (z.B. myc) markiertem Ub in der Zelle helfen. Das vermutete Substrat, zunéchst
offenbar Pex5p, wirde mit einem anti-Pex5p- Antikorper prazipitiert und anschlief3end das Ub
mittels eines gegen das Epitop (myc) gerichteten Antikorpers immunochemisch
nachgewiesen. Ist das ubiquitylierte Substrat bekannt, so liefde sich anschlief?end durch
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Mutationsanalyse in den Ringdoménen von Pex10p bzw. Pex12p untersuchen, ob diese
Proteine tatsachlich die E3-Funktion erfillen (Xie und Varshavsky, 1999). Schliefdlich sollten
auch die einzelnen Deletionsmutanten aller Ub-spezifischen Proteasen (Ubps) auf ihr
Wachstumsverhalten auf Olsiure getestet werden. Damit konnte moglicherweise eine
Ubiquitin-spezifische  Protease  identifiziet  werden, die am  peroxisomalen
Trand okationsprozess beteiligt ist (zur Methode vgl. Erdmann et al., 1989).

435 Pex2p
Neben Pex10p und Pex12p besitzt auch Pex2p eine dem Ring-Finger-Motiv ahnliche

Domane. Aufgrund von Beobachtungen an verschiedenen Deletionsmutanten (Dodt und
Gould, 1996; Gould und Valle, 2000), einer Interaktion zwischen Pex10p und Pex2p in vitro
(Okumoto et al., 2000) und der kirzlich gezeigten Koimmunoprazipitation von Pex2p,
Pex12p, Pex14p und Pex5p (Reguenga et al., 2001) wird postuliert, dass alle drel Ring
Finger-ahnlichen Proteine Pex2p, Pex10p und Pex12p gemeinsam im Trans okationskomplex
des Peroxisoms fungieren. Im Split-Ub-Test verhd8lt sich Pex2-Cub-RUra3p jedoch ganz
anders als Pex10- und Pex12-Cub-RUra3p, indem es nur mit Nul-Pex19, nicht aber mit
anderen integralen Membranproteinen des Peroxisoms interagiert. Da Pex2-Cub-RUra3p
nicht vollsténdig funktionell ist, gleichzeitig aber nur bei maximaler Expression ausreichende
Ura3p-Aktivitét fir den Split-Ub-Test zur Verflgung steht, sind verschiedene I nterpretationen
moglich. Denkbar wére, dass die C-terminale Fusion die Erkennung der nativen
Bindungspartner in der Membran des Peroxisoms vollstandig verhindert oder der Ring-Finger
des Pex2p in der Matrix des Peroxisoms lokalisiert ist. Die mittels des Split-Ub-Systems
erstellte Interaktionskarte weist Pex2p durch den Mangel an messbaren Interaktionen eine
Sonderrolle zu. Worin diese bestehen konnte, werden zukiinftige Experimente zu zeigen
haben.

4.3.6 Ist Pex15p eineintegrale Komponente des Transokationsappar ates, aber Pex19p
nicht?

Pex19p ist in verschiedenen Organismen als Uberwiegend cytosolisch und zu einem kleinen
Teil an der peroxisomalen Membran lokalisiertes Protein beschrieben worden (Gotte et al.,
1998; Matsuzono et al., 1999; Snyder et al., 1999a; Sacksteder et al., 2000). Bis auf Pex4p
und Pex19p weisen dle Cub-RUra3-Fusionsproteine von membrangebundenen Peroxinen
eine deutliche Néhe zu Nul-Pex19 auf. Gleichzeitig fihrt die Deletion von Pex19p zum

Verschwinden der peroxisomalen Membran (Gotte et al., 1998). Die peroxisomalen
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Membranproteine werden zunéchst im Cytosol synthetisiert (Lazarow und Fujiki, 1985) und
dort von Pex19p gebunden (Sacksteder et al., 2000). Es wird vermutet, dass Pex19p eine
besondere Rolle beim Transport und/oder der Integration der PMP in die Membran spielt,
indem es die neu synthetiserten PMP solubilisiert (Hettema et al., 2000; Sacksteder et al.,
2000). Diese Hypothese wird durch die im Split-Ub-Test gemessenen multiplen Interaktionen
von Nul-Pex19p bekréftigt. Unklar ist jedoch noch, wie die PMP anschlieRend in die
Membran gelangen. Ein Hinweis darauf, dass Pex19p tatsachlich an diesem Prozess beteiligt
ist und die PMP bereits im Cytosol bindet, ist die Interaktion von Nul-Pex19 mit Pex11-Cub-
RUra3p selbst in Dpex3-Zellen, die keine peroxisomale Membran mehr besitzen (South und
Gould, 1999; South et al., 2000).

Ahnlich wie Nul-Pex19p zeigt auch Nul-Pex15p Interaktionen mit zahlreichen PM P-Cub-
RUra3p-Fusionsproteinen. Im Unterschied zu Nul-Pex19 jedoch ist keine Interaktion mit
Pex11-Cub-RUra3p und Pex2-Cub-RUra3p zu beobachten. Pex11p ist keine Komponente der
Trand okationsmaschinerie, jedoch ein integrales PMP (Erdmann und Blobel, 1995; Marshall
et al., 1995; van Roermund et al., 2000). Aus den bereits diskutierten Grinden scheint Pex2-
Cub-RUra3p eine Sonderrolle zu spielen. Es ergibt sich somit das Bild, dass Pex15p mit allen
getesteten Komponenten des Rezeptorbindungs- und des Translokationskomplexes
interagiert. Aus den Split-Ub- und Koimmunoprazipitations-analysen des pex15-
Deletionsstammes kann man ersehen, dass zwar im Unterschied zu den pex3- und pex12-
Deletionsstammen Pex10p stabil bleibt und viele seiner Interaktionen behdlt, nicht jedoch die
mit Pex4p. Es konnte daher vermutet werden, dass Pex15p eine besondere Rolle fur die
Integritat des gesamten Importkomplexes besitzt. Uber die Rolle von Pex15p ist bisang noch
gar nichts bekannt. Die einzige vorhandene Studie (Elgersmaet al., 1997) beschreibt, dass das
Protein bei Uberexpression im ER angereichert wird, dass es wie Pex14p phosphoryliert wird
und dass der PTS1- wie der PTS2-Importweg in pex15-Deletionsstdmmen unterbrochen sind.
Um die Hypothese zu bestétigen, dass Pex15p tatsdchlich fir die Integritét des
Importkomplexes erforderlich ist, sollte zukinftig versucht werden, Pex15p N-termina mit
einem Epitop zu versehen und analog zu der in dieser Arbeit fir Pex10p gezeigten Methode
zu immunoprazipitieren und anschlief3end evtl. koprézipitierte Pex-Proteine immunologisch
nachzuweisen. Fluoreszenzmikroskopische Studien mit einem GFP-Pex15-Fusionsprotein
konnten zudem die Frage nach der Lokalisation von Pex15p klaren. Mehrere Nterminae
Modifikationen von Pex15p haben sch bisher als funktionell und damit wohl auch korrekt
lokalisiert gezeigt (Elgersma et al., 1997; diese Arbeit).
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4.3.7 Pex3p - Ein frihes Peroxin im ER und Teil des Translokons?
Pex3p wird als friihes Peroxin bezeichnet, da angenommen wird, dass es in einem sehr friihen

Stadium der peroxisomalen Biogenese wirkt (Hohfeld et al., 1991; Baerends et al., 1996;
Purdue und Lazarow, 1995; Kiel et al., 1995; Soukupova et al., 1999). Mdglicherweise spielt
Pex3p auch eine Rolle am Tranglokationskomplex, da Snyder et al. (1999) Pex17p in P.
pastoris durch chemische Kreuzvernetzung in der Nahe von Pex3p lokalisieren konnten.

Die Interaktionstests von Pex3p as Nul- und Cub-RUra3p-Fusionsprotein sind nicht
eindeutig. Pex3-Cub-RUra3p zeigt nur mit Nul-Pex15 und Nul-Pex13 stérkere
Interaktionssignale, etwas schwachere noch mit Nul-Pex3. Dieses Interaktionsmuster konnte
auf ein Protein passen, das am Trandokationskomplex lokalisiert ist, zumal diese Arbeit
Pex15p ebenfalls in den Bereich des Trandokationsapparates lokalisiert (4.3.7). Die
Interaktion zwischen Pex13p und Pex3p wurde noch nicht beschrieben, doch ist fur beide
Proteine jeweils eine Interaktion mit Komponenten des Rezeptorbindungskomplexes belegt
(Huhse et al., 1998; Snyder et al., 1999b). Allerdings konnte die Interaktion nicht durch die
umgekehrte Kombination von Nul -Pex3 mit Pex13-Cub-RUra3p bestétigt werden.

Umgekehrt zeigt Nul -Pex3 nur gegen Pex3-Cub-RUra3p und recht deutlich gegen Stel4-Cub-
RUra3p Interaktionen. Neben Nul-Pex19 it Nul-Pex3 damit das einzige Peroxin
Fusionsprotein, das im Split-Ub-Verfahren ein klares Signal gegeniiber Stel4-Cub-RUra3p
aufweist. Dies lief®e auf eine zumindest teilweise Lokalisation im ER schlief3en. Obwohl
Pex3p nach Ubereinstimmenden Studien nur eine TMD besitzt und der N-Terminus auf der
Matrixseite der peroxisomalen Membran lokalisiert wird (Hohfeld et al., 1991; Kammerer et
al., 1998; Soukupova et al., 1999, Ghaedi et al., 2000), war Nul-Pex3 funktionell und
detektierte Interaktionen mit Pex3-Cub-RUra3p und Stel4-Cub-RUra3p, nicht jedoch mit
Pex13-Cub-RUra3p, wie von der Interaktion von Pex3-Cub-RUra3p mit Nul-Pex13 zu
erwarten gewesen ware. In friheren Arbeiten ist die Beteiligung des ER an der Biogenese des
Peroxisoms haufig diskutiert worden; vor alem, aber nicht ausschliefdich basierend auf
Arbeiten in Y. lipolytica (Elgersma et al., 1997; Titorenko et al., 1997; Titorenko und
Rachubinski, 1998a, b; Snyder et al., 1999a; South und Gould, 1999; Ghaedi et al., 2000;
Gould und Valle, 2000; Titorenko et al., 2000; Titorenko und Rachubinski, 2000). Bis heute
fehlen jedoch schllissige Belege fUr eine direkte Beteiligung des ER an der Genese der
peroxisomalen Membran (Ghaedi et al., 2000; Gould und Valle, 2000). Dass das stabil
exprimierte und in seiner Spezifitét fur Interaktionen ausgiebig untersuchte Stel4-Cub-
RUra3p (Lewke, 2000) stark mit Nul-Pex3 und Nul-Pex19 interagiert, legt jedoch den
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Verdacht nahe, dass diese beiden funktionellen Nui-Peroxin-Fusionsproteine tatséchlich
zumindest tellweise an der Membran des ER lokalisiert sind und dort auch eine Funktion
austiben. Ob es sich hierbei um die Integration von weiteren PMP und die Abknospung und
Bildung friher peroxisomaler Vesikel handelt, bleibt zur Zeit noch vollig offen und konnte in

dieser Arbeit nicht geklart werden.

4.3.7.1 Genomweite Suche nach I nteraktionspartnern von Pex3p
Da Pex3-Cub-RUra3p im Split-Ub-Test nur mit zwel Nul -Fusionsproteinen zu interagieren

scheint und Pex3p als friihes Peroxin offenbar eine entscheidende Rolle bei der Biogenese des
Organells spielt, wurde Pex3-Cub-RUra3p als Zielprotein fir eine genetische Suche nach
Interaktionspartnern eingesetzt. Nub-Fusionsgenbanken wurden hierzu mit dem Zielprotein
Pex3-Cub-RUra3p koexprimiert. Die Versuche mit einer von N. Lehming zur Verfligung
gestellten Nul -Fusionsgenbank fuhrten nicht zur Identifizierung von Kandidaten, obwohl mit
dieser Methode und gleicher Genbank bereits erfolgreich nach Transkriptionsfaktoren in S
cerevisae gesucht worden war (Gromdller und Lehming, 2000a, b; Laser et al., 2000).
Ursache hierfir war vermutlich die zu geringe Grélie der Genomfragmente. Die Verwendung
der von C. Reichel (GPC) zur Verfiigung gestellten Nul - Fusionsgenbank mit grof3eren Inserts
fUhrte zwar zur Isolierung zahlreicher potentieller Kandidaten, von denen jedoch keiner einem
anerkannten ORF des Hefegenoms entsprach. Eine mdgliche Ursache hierfir konnte in der
Wahl des Zielproteins Pex3p liegen, da die Rolle des Proteins und seine Lokalisation nicht

ganz eindeutig zu bestimmen ist.

Die wahren Ursachen fir das Scheitern dieses Ansatzes konnen erst dann weiter eingegrenzt
werden, wenn weitere Erfahrungen mit dem Split-Ub-Screen an peroxisomalen Proteinen

gewonnen sein werden.

4.4 Protein-Protein-Interaktionen auf3er halb des Translokationskomplexes

441 Pexllp

Pex11p wird zwar als Peroxin bezeichnet, doch zeigte sich in den letzten Jahren, dass es an
der eigentlichen Biogenese oder dem Import der peroxisomalen Matrixproteine nicht beteiligt
ist. Vielmehr wird heute angenommen, dass Pex11p entweder direkt oder auf indirektem
Wege den Transport von mittellangen Fettsduren in das Peroxisom férdert (van Roermund et
al., 2000). Zusétzlich stimuliert Pex11p die Proliferation und Teilung des Peroxisoms. Die
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Deetion von PEX11 fuhrt zur Ausbildung weniger vergrof3erter Peroxisomen, die
Uberexpression von Pex1lp resultiert in einer vermehrten Anzahl kleiner Peroxisomen
(Erdmann und Blobel, 1995; Marshall et al., 1995; Sakai et al., 1995; Marshall et al., 1996;
Schrader et al., 1998).

Dasin dieser Arbeit erstellte Interaktionsprofil von Pex11p reflektiert diese Sonderrolle. Kein
Nul -Peroxin-Fusionsprotein auf3er Nul-Pex19 und Nul-Pex11 interagiert mit Pex11-Cub-
RUra3p; umgekehrt interagiert Nul-Pex11 nicht mit den Cub-RUra3p-Fusionsproteinen
anderer Peroxine. Die Interaktion zwischen Pex19p und Pex1lp findet, wie unter 4.3.6
eingehend diskutiert, wahrscheinlich wahrend des Einbaus von Pex11p in die peroxisomale
Membran statt. Sie ist in H. sapiens bereits beschrieben worden (Sacksteder et al., 2000).
Weiterhin zeigt das Split-Ub-basierte Interaktionsprofil an, dass Pex11p dimerisiert oder noch
grolRere Mulimere bildet. Marshall et al. (1996) hatten eine Dimerisierung in T. brucei
beschrieben, die hier nun auch in S. cerevisiae bestétigt werden konnte.

Durch den Nachweis unverdnderter Pex1lp-Pex1lp-Interaktionen in Zellen, die keine
peroxisomalen Membranen mehr aufweisen, konnte gezeigt werden, dass die Einbettung in
die peroxisomale Membran keine Voraussetzung fur die korrekte Faltung des Pex11p ist.
Interessanterweise lokalisierte Pex11lp in diesen Zellen (Dpex3) in die mitochondriale
Membran. Dabei blieb die Interaktion mit Pex19p als putativem Solubilisierungs- und
Zielsteuerungsfaktor (vgl. 4.3.6) erhalten. Ob Pex19p fir den Einbau des Pex1lp in die
Membran des Mitochondriums bendtigt wird, ist eine interessante Frage, die Uber den Pex11-
Cub-RUra3p-Interaktionstest in einer pex3-pex19-Doppelmutante geklart werden konnte.
Diese Mutante ist im Rahmen dieser Arbeit bereits dargestellt worden, so dass diese
Untersuchung in naher Zukunft durchgeftihrt werden kamn. Mit Hilfe des RGFP-Reporters
gelang es nachzuweisen, dass die Dimerisation von Pex11p in WT-Zellen sehr wahrscheinlich
ausschliefdlich auf der Oberfléche des Peroxisoms stattfindet. Dennoch ist die Fehllokalisation
peroxisomaler Membranproteine zur mitochondrialen Membran sowohl in Deletionsstammen
wie auch als (zumeist unfunktionelle) Fusionsproteine von PMP mehrmals in dieser Arbeit
beobachtet worden. Diese Misslokalisation ist auch in der Literatur bereits beschrieben
(Okumoto et al., 1998; South et al., 2000). Peroxisomen und Mitochondrien sind funktionell
gekoppdlt, vor alem im Bereich der b-Oxidation der Fettsduren, wenngleich es hinsichtlich
der Substratspezifitdt und des Mechanismus der Reaktion distinkte Unterschiede gibt und

auch funktionell identische Enzyme fir beide Kompartimente von unterschiedlichen Genen
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kodiert werden. Reddy und Mannaerts (1994), Kunau et al. (1995), Hiltunen et al. (1996) und
Hashimoto (1999) haben sich umfassend mit den funktionellen Kopplungen beider
Organellen sowie den spezifischen Unterschieden der Stoffwechselwege beschéftigt.

45 Lokalisationsstudien
In dieser Arbeit konnten verschiedene Formen der Lokalisation von Proteinen und der

Darstellung ihrer Wechselwirkungen beschrieben werden. Zunéchst kann die differentielle
Lokalisation von verschiedenen Trandationsprodukten ein und des selben Gens mittels der
Split-Ub-Methode untersucht werden, wie hier am Beispied von Pex2-Cub-RUra3p und
Pex2DN- Cub-RUra3p aufgezeigt wurde. Liu et al. (1996) hatten festgestellt, dass vom Gen
PEX2 in Saccharomyces cerevisiae zwei unterschiedlich lange mMRNS-Molekile transkribiert
werden. Die Autoren vermuteten weiterhin aus den in 3.5.1 dargelegten Grinden, dass sich in
der N-terminalen Sequenz eine Zielsteuerungssequenz zum Peroxisom befinden konnte.
Mittels der Split-Ub-Methode konnten tatsachlich unterschiedliche Lokalisationen fur Pex2p
und ein N-terminal verkirztes Pex2DNp nachgewiesen werden Neben der Interaktion mit
Nul-Pex19, die beide Fusionsproteine aufwiesen, zeigte Pex2DN-Cub-RUra3p auch mit Nul-
Tom22 ein Signal. Der Verlust der N-terminalen 46 Aminosauren scheint demnach einen
substanziellen Teil des Proteins zum Mitochondrium zu leiten. Es ist alerdings auch bel
anderen Proteinen zu beobachten, dass nicht- oder nur teilweise funktionelle Fusionsproteine
zur mitochondrialen Membran gelangen. Gemeinsam mit der Beobachtung, dass auch die
Deletionsmutante noch mit Nul-Pex19 interagiert, lasst sich somit zwar feststellen, dass die
Vorhersage von Liu et al. (1996) bestétigt werden konnte, aber zumindest die Bindung an das
im allgemeinen as Rekrutierungsfaktor flr das Peroxisom betrachtete Pex19p offenbar nicht
von der N-terminalen Region abhangt.

Eine weitere hier gezeigte Anwendung des Split-Ub-Systems liegt in der Analyse
uncharakterisierter offener Leseraster. In dieser Arbeit (3.6) wurde das Split-Ub Verfahren
verwendet, um die Lokalisation von Ady2p zu untersuchen. Ady2 wurde als eines der Gene
charakterisiert, dessen Transkription in Folge der Hemmung der oxidativen Phosphorylierung
induziert wird. Da unter diesen Bedingungen die Gene einiger Peroxine und anderer
peroxisomaer Proteine verstarkt transkribiert werden, sollte geklart werden, ob das
Transmembranprotein Ady2 in die peroxisomale Membran lokalisiert. Das Fusionsprotein
Ady2-Cub-RUra3p wurde in Zellen mit verschiedenen Nub-Markerproteinen koexprimiert

und dabei keine Interaktion mit den peroxisomalen Markerproteinen beobachtet. Ady2-Cub-



Diskussion 111

RUra3p interagiert aber mit Nul-Sec22 und Nul-Sncl. Damit konnte gezeigt werden, dass
Ady2p nach oder wahrend seiner Synthese in die ER-Membran integriert wird und diese
anschlief3end tUber den sekretorischen Weg via Golgi vermutlich zur Plasmamembran verlasst.
Relativ sicher handelt es sich aber um kein PMP. Mit der zunehmenden Zahl von
Expressonsanalysen durch Mikrochip-Arrays durfte auch die Zahl solcher noch
unbeschriebenen ORF-Kandidaten fir eine bestimmte Funktions- und Lokalisationsgruppe
rasch ansteigen. Die Split-Ub-Methode hat sich hier als geeignet erwiesen, den Weg eines
unbekannten ORF in der lebenden Zelle zu verfolgen und die Entscheidung, ob es sich um ein
peroxisomales Membranprotein handelt, zu treffen.

4.6 Ausblick
In dieser Arbeit konnte mittels der Split-Ubiquitin-Methode ein Netzwerk der Interaktionen

zwischen peroxisomalen Membranproteinen erstellt werden. Ein weiterer Ausbau des
Netzwerkes muss durch Einbeziehung von Transporterproteinen wie Pxalp und Pxa2p, die
Proteine des PTS2-Importweges sowie einiger Importsubstrate erfolgen. Die erfolgreiche
Verwendung von Deletionsmutanten zur Aufkldrung von sequenziellen Abléaufen von
Bindungsereignissen sollte den Importprozess am Translokationskomplex des Peroxisoms

aufzuklaren helfen.

Durch die Herstellung einer mehr auf die Anforderungen an Membranproteine ausgerichteten
Nul-Fusionsgenbank sollte es moglich sein, das Split-Ub-System ebenso erfolgreich zur
Detektion von unbekannten Interaktionspartnern von PMP einzusetzen, wie es fir

Transkriptionsfaktoren bereits moglich war.

Die Frage, wie die PMP in die Membran des Peroxisoms inserieren, ist noch vollig offen. Zur
Beantwortung dieser und weiterer mechanistischer Fragestellungen zum Importprozess muss
nun in Hefe ein Importsystem in vitro etabliert werden, mit dem die wichtigsten Schritte des
Importes peroxisomaler Matrixproteine und der Insertion der PMP rekonstituiert werden

kdnnen.
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5 Zusammenfassung
In dieser Arbeit wurde mittels des Split-Ubiquitin-Systems ein Netzwerk der Interaktionen

von peroxisomalen Membranproteinen in der Hefe Saccharomyces cerevisiae ermittelt.
Hierdurch konnten einige bereits bona fide detektierte Interaktionen peroxisomaler
Membranproteine bestétigt und dartiber hinaus neue Interaktionen zwischen peroxisomalen
Membranproteinen beschrieben werden. Einige dieser Interaktionen konnten durch alternative
Techniken wie Koimmunoprazipitation und chemische Kreuzvernetzung unabhangig
verifiziert werden. Damit ist zum ersten Mal gezeigt worden, dass sich die Split-Ubiquitin-
Methode zur systematischen Erfassung von Proteininteraktionen auf intrazelluléren
Organellen anwenden lasst und die Two-Hybrid-Technik als Methode zur Erstellung des

vollstéandigen Interaktionsnetzwerks eines Organismus sinnvoll komplementieren kann.

Das erstellte Proteinnetzwerk weist Pex10p eine zentrale Rolle im putativen
Translokationskomplex des Peroxisoms zu. Pex10p di- oder multimerisiert und interagiert mit
Pex12p, Pex13p, Pex22p und Pex4p. Es konnte zudem durch Analyse in Deletionsmutanten
gezeigt werden, dass Pex22p Pex4p zur peroxisomalen Membran rekrutiert und fur die
Interaktion von Pex4p mit Pex10p erforderlich ist. Mdgliche Rollen von Pexdp as Ubiquitin-
konjugierendem Enzym (E2) und Pex10p / Pex12p as potentielle E3-Enzyme fir ene

Ubiquitylierungsreaktion am peroxisomalen Translokon werden in dieser Arbeit diskutiert.

Pex15p zeigt Interaktionen mit fast allen getesteten Peroxinen. Die Deletion von Pex15p fuhrt
zum selektiven Verlust der Interaktion zwischen Pex4p und Pex10p. Diese Daten weisen auf
eine Rolle von Pex15p als ein Faktor hin, der moglicherweise die Zusammensetzung der

Peroxin-Komplexe modulieren kann.

Durch den Einsatz von Hefestdmmen, die keine peroxisomalen Membranen mehr aufweisen,
konnte gezeigt werden, dass das Membranprotein Pex11p auch in Abwesenheit seiner nativen
Umgebung falten und dimerisieren kann. Diese Reaktion findet sehr wahrscheinlich an oder

in der Membran des Mitochondriums statt.
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6 Zusammenfassung in englischer Sprache (Abstract)
In this study, a network of the interactions of peroxisomal membrane proteins determined by

the split-ubiquitin-method in the yeast Saccharomyces cerevisiae is presented. Hereby a
number of previously detected interactions between peroxisoma membrane proteins could be
confirmed in vivo and a number of previously unknown interactions could be described.
Severa of the latter could be verified independently by alternative techniques such as
coimmunoprecipitation and chemical crosslinking. Thereby, the applicability of the split-
ubiquitin-technique for the systematic determination of interaction networks of proteins from
a single intracellular organelle has been proven for the first time. It is now obvious that the
split-ubiquitin-technique is a useful method to complement the Two-Hybrid-technique in the

determination of the complete interaction network of proteins of an organism.

The protein network determined in this study assigns a central role in the putative
tranglocation complex of the peroxisome to Pex10p. Pex10p di- or multimerises and interacts
with Pex12p, Pex13p, Pex22p and Pex4p. Furthermore, analysis in deletion mutants proved
that Pex22p recruits Pex4p to the peroxisoma membrane and is required for the interaction
between Pex4p and Pex10p. Possible roles of Pex4p as a ubiquitin-conjugating enzyme (E2)
and of Pex10p / Pex12p as potentia E3-enzymes for a ubiquitylation reaction at the

peroxisomal translocon are discussed in this work.

Pex15p shows interactions with aimost al peroxins tested. The deletion of Pex15p leads to the
selective loss of the interaction between Pex4p and Pex10p. These data hint at a role of
Pex15p as a factor which might possibly modulate the composition of the peroxin complexes.

By the application of yeast strains which lack peroxisomal membranes, it could be
demonstrated that the membrane protein Pex11p can fold and dimerise even in the absence of
its native environment. Most likely, this reaction takes place at or in the membrane of the
mitochondrium.
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