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Einleitung 1  

1 Einleitung 
 
Die Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) zeichnet sich wie alle eukaryontischen 

Zellen durch eine innere Kompartimentierung aus. Die verschiedenen von Membranen begrenz-

ten Zellorganellen üben spezifische Funktionen aus, wofür sie mit einer jeweils charakteristi-

schen Auswahl an Proteinen ausgestattet sind. Um zu gewährleisten, dass jedes Kompartiment 

die richtige Zusammensetzung an Proteinen erhält, muss jedes einzelne dieser Proteine zielsicher 

zu seinem Bestimmungsort transportiert werden. Viele Zellorganellen haben dafür spezielle 

Transportkomplexe entwickelt. Sie haben die Aufgabe, Proteine spezifisch durch die Organell-

membran zu befördern oder in die Membran zu integrieren. So sind die Membranen der Chlo-

roplasten, Mitochondrien und des Endoplasmatischen Retikulums (ER) mit sogenannten Trans-

lokons ausgestattet. Alle Translokons bestehen aus einem Multiproteinkomplex und scheinen in 

funktioneller Hinsicht eine ähnliche Zusammensetzung zu haben: Es existiert stets eine wasser-

durchlässige Pore in der Lipiddoppelschicht, durch welche die zu transportierenden Proteine 

geschleust werden (Übersichtsartikel: Schatz und Dobberstein, 1996). Assoziierte Proteine erhö-

hen die Spezifität und Effizienz dieses Vorgangs. Die zu translozierenden Polypeptide, Translo-

kationssubstrate genannt, besitzen definierte Aminosäuresequenzen, die sogenannten Signalse-

quenzen, die sie für den Transport in das adäquate Organell kennzeichnen (Übersichtsartikel: 

Schatz und Dobberstein, 1996). 

1.1 Die Translokation von Proteinen in das ER 
Die Translokation von Proteinen ins ER nimmt eine Sonderstellung ein. Nicht nur die ER-

residenten, sondern auch die für das Golgi-Kompartiment, das Endosom, die Vakuole, die Plas-

mamembran und die zur Sekretion bestimmten Proteine müssen zunächst die ER-Membran ü-

berwinden. Eine Sequenz von acht bis zwölf hydrophoben Aminosäuren am N-Terminus dieser 

Proteine wirkt als Signalsequenz für ihre Translokation ins ER (Blobel und Dobberstein, 1975a, 

1975b). Die Translokation dieser Proteine kann in S. cerevisiae auf zwei verschiedene Weisen 

erfolgen, ko- oder posttranslational. Die kotranslationale Translokation wurde zuerst in Säuger-

zellen untersucht (Walter und Blobel, 1980, 1981a, 1981b, 1982; Walter et al., 1981). Die 

posttranslationale Translokation dagegen wurde hauptsächlich in der Hefe erforscht.  

Die Proteinkomponenten, die die Proteintranslokation in das ER bewirken, sind in Abb 1.1 

schematisch dargestellt. 
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Abb 1.1: Schematische Darstellung der Komponenten des ER-Translokationskomplexes. 

Der trimere Sec61p-Komplex setzt sich aus Sec61p, das die eigentliche Translokationspore bildet, Sbh1p und Sss1p 
zusammen. Der für die posttranslationale Translokation essentielle tetramere Sec62p/Sec63p-Komplex besteht aus 
Sec62p, Sec63p, Sec71p und Sec72p. Gemeinsam werden die beiden Subkomplexe unter dem Begriff „heptamerer 
Sec-Komplex“ zusammengefasst. 
 

1.1.1 Die kotranslationale Translokation 
Bei der kotranslationalen Translokation wird die Translokation eines Proteins noch während sei-

ner Synthese am Ribosom initiiert (Abb 1.2). Sobald die Signalsequenz synthetisiert ist und aus 

dem Ribosom hervortritt wird sie vom Signal Recognition Particle (SRP), einem Ribonukleopro-

tein-Komplex, erkannt (Walter und Blobel, 1980, 1982; Hann und Walter, 1991). Die Bindung 

des SRP an Signalsequenz und Ribosom führt zum temporären Stopp der Proteintranslation 

(Walter und Blobel, 1981a; Lipp et al., 1987). Der Komplex aus Ribosom, naszierender 

Polypeptidkette und SRP wird an die ER-Membran geführt, wo SRP auf der cytoplasmatischen 

Seite der Membran an den SRP-Rezeptor andockt (Gilmore et al., 1982a, 1982b). Sec61p 

stimuliert die GTP-abhängige Ablösung der naszierenden Kette vom SRP (Song et al., 2000). 

Die Signalsequenz wird in die Translokationspore übergeben und die Synthese des Proteins fährt 

fort (Übersichtsartikel: Siegel und Walter, 1988; Übersichtsartikel: Walter und Johnson, 1994). 

Eine weitere GTP-Hydrolyse erlaubt die Dissoziation des SRP/SRP-Rezeptor-Komplexes 

(Connolly et al., 1991). Der hier beschriebene SRP-abhängige Mechanismus (siehe Abb 1.2) 

wurde in Säugerzellen in vitro ausgearbeitet. Der Nachweis des Hefe-SRP (Hann et al., 1989; 
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gerzellen in vitro ausgearbeitet. Der Nachweis des Hefe-SRP (Hann et al., 1989; Amaya et al., 

1990) und sein Einfluss auf die Translokation (Hann und Walter, 1991; Amaya und Nakano, 

1991) erfolgte erst später. Der hohe Konservierungsgrad des SRP und SRP-Rezeptors von Bakte-

rien hin zu Säugerzellen weist auf ihre große Bedeutung für die kotranslationale Translokation 

hin (Wolin, 1994). 
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Abb 1.2: Schematische Darstellung des Ablaufs der kotranslationalen Translokation. 

(1) Sobald die Signalsequenz der naszierenden Polypeptidkette (rot gekennzeichnet) aus dem Ribosom austritt, wird 
sie vom SRP erkannt. (2) Die Bindung des SRP an die Signalsequenz stoppt die Proteintranslation. Der Komplex 
aus Ribosom, naszierender Polypeptidkette und SRP wird an die ER-Membran transportiert. (3) Hier dockt SRP an 
seinen Rezeptor an. (4) Sec61p-stimulierte GTP-Hydrolyse bewirkt die Ablösung der naszierenden Polypeptidkette, 
die nun in die Translokationspore (Sec61p) eingeschleust wird, vom SRP. Die Translation fährt fort und das entste-
hende Protein wird durch die Translokationspore geschleust. Das Ribosom sitzt fest auf dem Sec61p-Komplex und 
schließt die Pore dicht vom Cytosol ab. 
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Der zentrale Komplex des ER-Translokationsapparates der Hefe besteht aus drei Trans-

membranproteinen, Sec61p, Sbh1p und Sss1p, der als trimerer Sec61p-Komplex bezeichnet wird 

(Übersichtsartikel: Matlack et al., 1998). Drei bis vier Oligomere dieser Sec61p-Komplexe la-

gern sich zu einer im EM sichtbaren Ringstruktur zusammen, die sehr wahrscheinlich die eigent-

liche Translokationspore  darstellt (Hanein et al., 1996; Beckmann et al., 1997). Das den Kanal 

auskleidende Protein ist Sec61p. Es durchspannt die ER-Membran zehnmal, wobei N- und C-

Terminus im Cytosol liegen (Wilkinson et al., 1996; Plath et al., 1998). Sec61p wurde zuerst in 

einer genetischen Selektion identifiziert (Deshaies und Schekman, 1987; Stirling et al., 1992). 

Sbh1p und Sss1p besitzen nur je ein die ER-Membran durchspannendes Segment in der Nähe 

ihrer C-Termini. SEC61 und SSS1 sind essentielle Gene, wohingegen die Deletion von SBH1 

keine Auswirkungen auf das Wachstum von Hefezellen hat und zu einer nur schwachen Anhäu-

fung von Translokationssubstraten im Cytosol der Zelle führt (Finke et al., 1996).  

Während der kotranslationalen Translokation wird eine enge Bindung zwischen Ribosom und 

heterotrimerem Sec61p-Komplex gebildet (Übersichtsartikel von Rapoport et al., 1996; Beck-

mann et al., 1997). Durch diesen engen Kontakt wird die Richtung der Translokation eindeutig 

vorgegeben und es wird keine andere Energie benötigt als die der Proteinsynthese selbst. Außer-

dem wird so gewährleistet, dass keine kleinen Moleküle während des Translokationsprozesses 

durch die Pore gelangen (Crowley et al., 1994). Die Komponenten des Translokationsapparates 

sind evolutionär sehr alt und hoch konserviert. Es existiert ein homologer trimerer Sec61p-

Komplex in Säugerzellen; die drei Proteine werden hier Sec61α, Sec61β und Sec61γ genannt 

(Görlich et al., 1992; Hartmann et al., 1994; Panzner et al., 1995). In E. coli gibt es Homologe 

für Sec61p (SecY) und Sss1p (SecE), das dritte Protein SecG entspricht nicht dem Sbh1p aus der 

Hefe (Ito, 1984; Nishiyama et al., 1993; Hartmann et al., 1994). Neben dem trimeren Sec61p-

Komplex gibt es einen weiteren heterotrimeren Proteinkomplex von verwandter Zusammenset-

zung in der ER-Membran der Hefe (Finke et al., 1996). Er besteht aus den Membranproteinen 

Ssh1p, Sbh2p und Sss1p. Ssh1p ist in Sequenz und Struktur homolog zu Sec61p und könnte so-

mit eine alternative Translokationspore bilden. Die Aminosäuresequenz des Sbh2p ist zu 50% 

identisch mit derjenigen des Sbh1p. Die dritte Komponente, Sss1p teilen sich beide trimeren 

Komplexe. Bisher konnte keine Beteiligung des zweiten Komplexes, des Ssh1p-Komplexes, an 

der Proteintranslokation nachgewiesen werden. Finke et al. konnten lediglich zeigen, dass die 

Translokation des Prepro-α-Faktors verzögert verläuft, wenn sowohl SBH1 als auch SBH2 im 

Hefegenom deletiert worden sind. Die alleinige Deletion von SBH2 hat keinen Einfluss auf die 

Effizienz der Translokation dieses Substrates (Finke et al., 1996).   
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1.1.2 Die posttranslationale Translokation  
Die Deletion der Gene einzelner SRP-Komponenten erwies sich als nicht letal für die Hefezelle 

(Hann und Walter, 1991). Dies ließ auf die Existenz eines SRP-unabhängigen Mechanismus der 

Proteintranslokation schließen. Bei der SRP-unabhängigen, posttranslationalen Translokation ist 

die Synthese des Proteins vor seinem Transport über die ER-Membran weit vorangeschritten 

oder aber bereits abgeschlossen (Abb 1.3). Die posttranslationale Translokation wurde intensiv 

in S. cerevisiae untersucht. Der Prozess kann mit rekonstituierten Proteoliposomen, die lediglich 

acht Proteine enthalten, reproduziert werden (Panzner et al., 1995). Neben dem trimeren Sec61p-

Komplex ist ein zweiter Protein-Subkomplex, der tetramere Sec62p/Sec63p-Komplex (siehe 

Abb 1.1), sowie das ER-luminale Chaperon Kar2p vonnöten. Der tetramere Sec62p/Sec63p-

Komplex besteht aus den Transmembranproteinen Sec62p, Sec63p und Sec71p, sowie aus dem 

auf der cytosolischen Membranseite peripher assoziierten Sec72p (Übersichtsartikel: Rapoport et 

al., 1999). Deshaies et al. konnten 1991 zeigen, dass es sich um einen stabilen, immunpräzipi-

tierbaren Komplex handelt. Die Abwesenheit von Sec61p in nativen Immunpräzipitaten ohne 

vorherige Kreuzvernetzung lässt eine nur schwache Assoziation von Sec61p mit dem tetrameren 

Sec62p/Sec63p-Komplex vermuten. 
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Abb 1.3: Schematische Darstellung des Ablaufs der posttranslationalen Translokation. 

(1) Die aus dem Ribosom austretende Signalsequenz (rot gekennzeichnet) wird nicht vom SRP gebunden. (2) Das 
Protein wird vollständig im Cytosol synthetisiert und wahrscheinlich mit Hilfe von Chaperonen in einem teilweise 
ungefalteten Zustand gehalten. Das zu translozierende Protein wird anschließend an die ER-Membran transportiert, 
wo es an einen noch nicht identifizierten Rezeptor andockt. Hierbei dient die Signalsequenz als Erkennungssignal. 
(3) Mit dem N-Terminus voran wird das Polypeptid durch die Translokationspore (Sec61p) geschleust. Auf der 
luminalen ER-Seite rekrutiert die DnaJ-Domäne von Sec63p (türkis) die ATPase Kar2p an den Ort der Translokati-
on. Kar2p bindet das ankommende Protein und bewirkt unter ATP-Verbrauch die gerichtete Translokation des Pro-
teins. 
 
Sec63p ist ein essentielles Protein von 663 Aminosäuren (73 kDa). Es durchspannt die Membran 

dreimal, enthält einen stark negativ geladenen cytosolischen C-Terminus und einen ins ER-

Lumen gerichteten N-Terminus (Feldheim et al., 1992). Ein zwischen der zweiten und dritten 

Transmembrandomäne gelegener, luminaler Sequenzabschnitt im Sec63-Protein weist starke 

Homologie zum DnaJ-Hitzeschockprotein aus E. coli auf (Sadler et al., 1989; Feldheim et al., 

1992). Sec63p interagiert in vivo und in vitro mittels dieser DnaJ-Domäne mit dem luminalen 

Chaperon Kar2p (Sanders et al., 1992; Brodsky und Schekman, 1993; Scidmore et al., 1993; 

Brodsky et al., 1995; Lyman und Schekman, 1995; Corsi und Schekman, 1997; Matlack et al., 
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1997, 1999), das dem BiP in Säugerzellen entspricht. Kar2p zeigt eine Sequenzverwandtschaft 

zu dem DnaK-Hitzeschockprotein aus E. coli, einem Bindungspartner des DnaJ-

Hitzeschockproteins, und zu anderen Mitgliedern der Hsp70-Proteinfamilie (Brodsky und 

Schekman, 1993; Scidmore et al., 1993). Die Interaktion zwischen Sec63p und der ATPase 

Kar2p ist für die posttranslationale Translokation essentiell (Vogel et al., 1990; Nguyen et al., 

1991). Wahrscheinlich rekrutiert Sec63p durch seine DnaJ-Domäne Kar2p zum Ort der Translo-

kation, wo letzteres an die naszierende Polypeptidkette bindet und als sogenannte „Brownian 

Ratchet“ das Zurückrutschen des Translokationssubstrates ins Cytosol verhindert (Simon et al., 

1992; Matlack et al., 1999). Man nimmt an, dass Kar2p das Translokationssubstrat unspezifisch 

mit geringer Affinität bindet und während mehrerer Zyklen des Bindens und Entlassens unter 

ATP-Verbrauch der ursprünglich ungerichteten Diffusion des Substrates die Richtung in das 

Lumen des ER weist. Gemäß einer anderen Vermutung spielt Kar2p eine aktivere Rolle, indem 

es das Translokationssubstrat unter Energieverbrauch ins ER-Lumen zieht (Glick, 1995; Pilon et 

al., 1998).  

Das Translokon-Protein Sec62p besteht aus 283 Aminosäuren (32 kDa) und durchspannt die ER-

Membran zweimal. Der überwiegend positiv geladene N-Terminus (158 Aminosäuren) und der 

C-Terminus (77 Aminosäuren) ragen ins Cytosol (Deshaies und Schekman, 1990). Mutanten des 

Sec62-Proteins wurden erstmals bei der Selektion nach konditional letalen Mutanten identifi-

ziert, die ein Signalsequenz-tragendes Reporterprotein nicht mehr ins ER translozieren konnten 

(Deshaies und Schekman, 1987). Mutationen in dem essentiellen SEC62-Gen verursachen den 

Anstau untranslozierter Vorläufer einer Reihe von sekretorischen Proteinen im Cytosol (Roth-

blatt et al., 1989). 

Im Gegensatz zu Sec63p und Sec62p sind die zwei übrigen Proteine des tetrameren 

Sec62p/Sec63p-Komplexes, Sec71p und Sec72p, nicht essentiell für die Lebensfähigkeit der 

Hefe (Rothblatt et al., 1989; Vogel et al., 1990; Fang et al., 1994). Allerdings kann auch in He-

fezellen, in denen SEC71 bzw. SEC72 deletiert wurde, ein Anstau von Translokationssubstraten 

beobachtet werden (Feldheim et al., 1993) 

Neben den Aufgaben bei der Translokation haben alle Komponenten des tetrameren 

Sec62p/Sec63p-Komplexes bis auf Sec62p zusätzlich eine Funktion bei der Fusion beider Kern-

membranen während der Karyogamie (Ng und Walter, 1996). Die Verschmelzung zweier Kerne 

findet statt, nachdem sich zwei haploide Zellen unterschiedlicher Paarungstypen zu einer diploi-

den Zelle vereint haben (Übersichtsartikel: Marsh und Rose, 1997). Der Mechanismus und die 

Funktion, die die ER-Translokationskomponenten hierbei ausüben, ist noch unbekannt.   
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1.1.3 Die Funktion von Sec62p in der posttranslationalen  
Translokation 

Vor der eigentlichen Translokation ist die Signalsequenzerkennung der wesentliche Vorgang, der 

für die Spezifität des Prozesses sorgt. Bei der kotranslationalen Translokation übernehmen SRP 

und Sec61p die spezifische Erkennung der Signalsequenz. Die Komponenten, die bei der 

posttranslationalen Translokation für den ersten und spezifischen Kontakt mit der Signalsequenz 

verantwortlich sind, wurden noch nicht eindeutig identifiziert. Die Daten von Ng et al. (1996) 

beweisen jedoch, dass es auch hier eine spezifische Signalsequenzerkennung geben muss. Das 

Ausmaß an Hydrophobizität einer Signalsequenz diktiert offenbar als einziges Charakteristikum 

die Wahl des Translokationsmodus (Ng et al., 1996). Proteine mit sehr hydrophoben Signalse-

quenzen werden in Abwesenheit des SRP nicht transloziert, also von den Komponenten des 

posttranslationalen Translokationsapparates nicht erkannt. Proteine mit schwach hydrophoben 

Signalsequenzen hingegen werden in Abwesenheit des Sec62p/Sec63p-Komplex nicht translo-

ziert.  

Da Sec62p bisher noch keine eindeutige Rolle während der posttranslationalen Translokation 

zugewiesen werden konnte, für das Überleben der Hefe jedoch essentiell ist, könnte dieses Prote-

in möglicherweise direkt an der Signalsequenzerkennung beteiligt sein. Sec62p kann mit einem 

die Translokationspore durchquerenden Translokationssubstrat in vitro kreuzvernetzt werden 

(Müsch et al., 1992). Prepro-α-Faktor konnte nur in Abwesenheit von ATP mit Sec62p kreuz-

vernetzt werden, was auf eine frühe, transiente Interaktion von Sec62p mit dem Translokations-

substrat schließen lässt. Die ATP-abhängige Ablösung des Translokationssubstrates von Sec62p 

wird durch Kar2p und dessen Interaktion mit Sec63p reguliert (Lyman und Schekman, 1997). 

Weitere Hinweise auf ein frühes Eingreifen von Sec62p während der posttranslationalen Trans-

lokation geben Studien mit dem sec62-1-Allel. Die temperatursensitive sec62-1-Mutation resul-

tiert in vivo (Rothblatt et al., 1989) und in vitro (Deshaies und Schekman, 1989) in Translokati-

onsdefekten. Sanders et al. zeigten 1992, dass in sec62-1-Zellen die Interaktion des Translokati-

onssubstrates mit der Pore behindert ist. Wahrscheinlich führt diese Mutation zur Instabilität des 

Sec62-Proteins, denn in aus sec62-1-Zellen isolierten Translokationskomplexen ist Sec62p ab-

wesend (Lyman und  Schekman, 1997). Es gibt Hinweise auf eine mögliche direkte Beteiligung 

von Sec62p an der Signalsequenzerkennung. Plath et al. zeigten 1998, dass das hydrophobe 

Zentrum einer Signalsequenz außer mit Sec61p auch mit Sec62p chemisch kreuzvernetzt werden 

kann. Dünnwald et al. konnten 1999 erstmals in vivo belegen, dass Sec62p der Signalsequenz 

des α-Faktors während seiner Translokation räumlich benachbart ist und somit Teil eines Signal-

sequenz-bindenden Komplexes sein könnte. 
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1.2 Die Split-Ubiquitin-Methode 
Das von N. Johnsson und A. Varshavsky entwickelte Split-Ubiquitin-Verfahren (Abb 1.5) er-

möglicht die Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen in vivo (Johnsson und Vars-

havsky, 1994a). Grundlage dieser Methode bilden die besonderen Eigenschaften des Moleküls 

Ubiquitin. Ubiquitin ist ein kleines, kompaktes Protein von 76 Aminosäuren, deren Sequenz in 

allen Eukaryonten hochkonserviert ist (Übersichtsartikel: Hershko und Ciechanover, 1992). Die 

Röntgenstrukturanalyse dokumentiert, dass Ubiquitin aus einer einzigen Domäne besteht, die 

sich aus einem viersträngigen β-Faltblatt und einer amphiphilen α-Helix zusammensetzt (Vijay-

Kumar et al., 1987a, 1987b; Abb 1.4). Seine Funktion besteht vor allem in der Markierung zum 

Abbau bestimmter Proteine (Übersichtsartikel: Finley und Chau, 1991; Übersichtsartikel: Hersh-

ko und Ciechanover, 1992). Im Hefegenom existieren vier Ubiquitingene, UBI1 bis UBI4. Allen 

vier Ubiquitingenen folgt ein weiteres offenes Leseraster, so dass Ubiquitin in der Hefezelle stets 

als Teil eines Fusionsproteins synthetisiert wird (Özkaynak et al., 1987). In seine aktive, mono-

mere Form gelangt Ubiquitin durch das Einwirken Ubiquitin-spezifischer Proteasen (Ubps) (To-

bias und Varshavsky, 1991; Baker et al., 1992). Sie schneiden das Ubiquitin-Fusionsprotein ge-

nau zwischen dem C-Terminus des vorausgehenden Ubiquitins und dem N-Terminus des nach-

folgenden Proteins. Dabei ist die Aminosäuresequenz des nachfolgenden Polypeptids ohne Be-

deutung für die Effizienz der Spaltungsreaktion, so dass auch artifizielle Ubiquitin-

Fusionsproteine von den Ubps erkannt werden (Bachmair et al., 1986). Allerdings ist die korrek-

te Faltung des Ubiquitins für die Spaltungsreaktion unbedingt notwendig. Mutationen, die die 

dreidimensionale Struktur des Proteins beeinträchtigen, verzögern die Spaltungsreaktion oder 

verhindern sie gänzlich (Johnsson und Varshavsky, 1994b). 

Ubiquitin kann in eine N-terminale Hälfte von 37 Aminosäuren (NUB) und eine C-terminale 

Hälfte bestehend aus 42 Aminosäuren (CUB) geteilt werden. Die Split-Ub-Methode macht sich 

die bemerkenswerte Eigenschaft des Ubiquitins zunutze, aus seinen beiden Hälften ein nativ-

ähnliches Ubiquitin-Molekül rekonstituieren zu können (Johnsson und Varshavsky, 1994a). 
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Abb 1.4: Strukturmodell des Ubiquitins. 

Der Bereich des Proteins, der NUB umfasst, ist grün dargestellt, der Bereich, der CUB umfasst, blau. Der Pfeil deutet 
auf die Stelle im Ubiquitin, an der das Protein in die beiden Subdomänen unterteilt wurde. 

 

Koexprimiert man NUB und CUB als getrennte Peptide in einer Zelle, so findet die Reassoziation 

zum intakten Ubiquitin effizient statt. Der Nachweis dieser Reaktion kann über ein C-terminal an 

CUB fusioniertes Reporterprotein erfolgen (siehe Abb 1.5). Da nur das korrekt gefaltete Ubiquitin 

von den Ubps als Substrat erkannt wird, wird das Reporterprotein nur dann freigesetzt, wenn die 

Reassoziation von NUB und CUB erfolgt ist. Die alleinige Expression des CUB-Fusionsproteins in 

der Zelle führt nicht zur Abspaltung des Reporterproteins. Die äußerst effiziente Rekonstitution 

zum vollständigen Ubiquitin kann durch gezielte Mutationen im NUB verzögert werden. Wird das 

an Aminosäureposition dreizehn im NUB befindliche native Isoleucin (NUI) gegen Alanin (NUA) 

oder Glycin (NUG) ausgetauscht, so erfolgt die Reassoziation in kaum messbarem Umfang. Die 

Affinität von CUB zu NUA ist hierbei größer als die zu NUG. Die Reassoziationsreaktion zum in-

takten Ubiquitin-Molekül kann jedoch wieder erheblich gefördert werden, wenn man CUB bzw. 

das mutierte NUB an zwei Proteine koppelt, die normalerweise in der Zelle interagieren oder 

räumlich benachbart sind (siehe Abb 1.5). Dies ist auf die lokale Konzentrationserhöhung der 

beiden Ubiquitin-Hälften, die durch die Interaktion der gekoppelten Bindungspartner verursacht 

wird, zurückzuführen. Die Effizienz der Reassoziation korreliert also mit dem Ausmaß der 

Wechselwirkung zwischen den beiden an NUB und CUB gekoppelten Proteinen. Da die Aktivität 

der Ubps ausschließlich auf das Cytosol beschränkt ist, müssen sowohl NUB als auch CUB an cy-

tosolische Proteintermini gekoppelt werden. Die Split-Ub-Methode zeichnet sich insbesondere 

durch die Möglichkeit aus, Interaktionen zwischen Proteinen in ihrer natürlichen Umgebung in 

vivo zu messen. In der vorliegenden Arbeit wird die lokale Konzentration der NUB- und CUB-

Fusionsproteine mit „Nähe“ dieser Proteinpartner zueinander bezeichnet. 
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Abb 1.5: Die Split-Ub-Methode 

(1) Wird CUB allein in der Zelle exprimiert, kommt es zu keiner Abspaltung des fusionierten Reporterproteins 
(Rep) durch die Ubps. 

(2) Werden NUB und CUB in einer Zelle koexprimiert, findet die Reassoziation zum intakten Ubiquitin statt und 
die Ubps spalten das Reporterprotein ab. 

(3) Die gemeinsame Expression von CUB und mutiertem NUB (NUB
m = NUA oder NUG) führt nicht zur Rekonsti-

tutionsreaktion. 
(4) Werden zwei interagierende oder räumlich benachbarte Proteine P1 und P2 an CUB bzw. NUB

m gekoppelt, 
so kann die Reassoziation zum intakten Ubiquitin erneut erfolgen. Die Ubps spalten das Reporterprotein 
ab. 
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1.3 Zielsetzung der Arbeit 
In dieser Arbeit sollte am Beispiel der Proteine des Sec-Komplexes untersucht werden, inwie-

weit die Split-Ub-Methode geeignet ist, die Wechselwirkung zwischen Membranproteinen in der 

lebenden Zelle der Bäckerhefe S. cerevisiae zu messen. In einem zweiten Schritt sollte diese 

Methode dann eingesetzt werden, um Sec62p strukturell und funktionell zu charakterisieren und 

zu analysieren, wie Sec62p mit den anderen Komponenten des Sec-Komplexes interagiert. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien und Enzyme 
Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, analyserein von folgenden 

Firmen bezogen: C. Roth (Kandel), E. Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg) und Sigma (Dei-

senhofen). 

Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen und DNA-modifizierenden Enzyme wurden von 

Roche Diagnostics (Mannheim), New England BioLabs (Bad Schwallbach), MBI Fermentas (St. 

Leon-Rot) und Gibco-BRL (Eggenstein) bezogen. Lysozym stammte von Biomol (Hamburg), 

RNase A von Sigma (Deisenhofen), Glukoronidase und PWO-DNA-Polymerase von Roche Di-

agnostics (Mannheim). 
 

Alle Puffer und Lösungen wurden mit Wasser von Milli-Q-Reinheit angesetzt. 

2.1.2 Antikörper 
Für den immunologischen Nachweis von ha- oder Flag-markierten Proteinen wurden jeweils der 

monoklonale anti-ha-Antikörper aus der Maus (Babco, USA) und der polyklonale anti-Flag-

Antikörper (Sigma, Deisenhofen) verwendet. Zur Erkennung des Proteins Sec61p wurde ein mo-

noklonaler anti-Sec61p-Antikörper, der gegen den C-Terminus des Proteins gerichtet ist, ver-

wendet (Donor: T. Sommer). Für den immunologischen Nachweis von Sec62p wurde der Anti-

körper anti-Sec62p verwendet (Donor: T. Rapoport). Er erkennt den äußersten C-Terminus des 

Proteins. Für den Nachweis des Erstantikörpers diente entweder ein Ziege-anti-Maus-IgG (anti-

ha- und anti-Flag-Antikörper) oder ein Ziege-anti-Kaninchen-IgG (anti-Sec62p- und anti-

Sec61p-Antikörper). Die Peroxidase aus dem Meerrettich ist kovalent an diese Zweitantikörper 

gekoppelt (BioRad, USA).  

2.1.3 Antibiotika 
Ampicillin wurde den LB-Medien (2.1.6) in einer Konzentration von 1 g/l zugesetzt. Geneticin 

(G418) wurde in einer Konzentration von 200 mg/l in YPD-Platten (2.1.6) verwendet. 
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2.1.4 Proteinmarker 
Zur Abschätzung der Molekulargewichte der im Immunblot detektierten Proteine wurde wäh-

rend der SDS-PAGE ein Markergemisch mit folgenden Standardproteinproben aufgetrennt 

(Pharmacia Biotech, Freiburg): 
 

Phosphorylase b 94 kDa 

Albumin  67 kDa 

Ovalbumin  43 kDa 

Carboxyanhydrase 30 kDa 

Trypsin Inhibitor 20,1 kDa 

α-Lactalbumin 14,4 kDa 

2.1.5 Oligonukleotide 
Zum Nachweis der erfolgreichen homologen Rekombinationsereignisse (2.2.1.14.2) von Plas-

mid-DNA ins Hefegenom wurden die folgenden Oligonukleotide in PCR-Reaktionen (2.2.1.12) 

verwendet: 
 

NUB:  5’-GATACCATCGACAACGTTAAGTCG-3’ 

CUB:  5’CTGCTTACCGGCAAAGATCAATCT- 3’ 

T3 :  5’-GAATTAACCCTCACTAAAGGGAAC-3’ 

T7:  5’-GTAATACGACTCACTATAGGGCG-3’  

KanRE:  5’-GGATGTATGGGCTAAATG-3’ 

KanFW:  5’-CCTCGACATCATCTGCCC-3’ 

Flag1 :  5’-AATTCATGTCGACCGACTACAAGGACGACGATGACAAGGGC-3’ 

Flag2 :   5’-TTCGAGCCCTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCGGTCGACATG-3’ 
 

Sec63-5: 5’-CCCGGATCCTCTGGTAAGTTCTCAAAAAGATG-3’  

Sec63-6: 5’-CCCGTCGACCCGCCTTCTGGTGATTCATCATCTTC-3’ 

Sec63-7: 5’-CCCGGATTTGCAACCAACGGA-3’ 

Sec63-10: 5’-CACATTTCTTAACAGATGGCTG-3’ 
 

Sec61-3: 5’-CCCGAATTCATGTCCTCCAACCGTGTTCTAGACTTG-3’ 

Sec61-5: 5’CCCGAATTCGGGGTGTTGGAAGTATAAAAG-3’ 

Sec61-6: 5’-CCTGATACCCCAAACACCGATCA-3’ 

Sec61-8: 5’-CACTGGTTCACGCTTTACTTTGAAA-3’ 
 

Sec62-x: 5’-CCCCGAATTCATGGTAGCCGAGCAAACACAGGAG-3’ 

Sec62-y: 5’-CCCCGTCGACCCGCCGTTTTGTTCGGCTTTTTCATTGATGGCTT-3’ 

Sec62-8: 5’-ATAATTGCAGTTGAATGCAGT-3’ 

62ctrl-1:  5’-GAAGATCGTGTGCGACGGAATAG-3’ 
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62ctrl-2:  5’-GCAAGTGTCAGCAAATAGCTTC-3’ 

Sec62v:  5’-GAGCTATACAGGATAATGGAAG-3’ 

 

Bos-1:  5’-CCCGGATCCCTCCAGGAATGGTATGTTTGATCGCGGAG-3’ 

Bos-2:  5’CCCGTCGACAACTGTTTTCTCCAGTGAGACCAG-3’ 

Bos-3:  5’-GGTGGGGTGGAAGGAGTCA-3’ 

Bos-5:  5’-CCCCCACCGTTGCTAGAGCCCTCT-3’ 

 

SSH1:  5’-CGGATCCCTGGGTCTGGGATGTCTGGTTTTCGTCTAATT-3’ 

SSH2:  5’-CCTCGAGGGGCTTCGGTTTGGTCGTCCT-3’ 

SSH3:  5’-CAGCCAGTGTATAGTAGCTTA-3’ 

SSH5:  5’-GGTCCTTCATTGAATTAGTA-3’ 

 

Kex1*:  5’-GAAATGTCCAAGACCTGGGAG-3’ 

Kex2:  5’- CCCGGTACCGTCGACCCCGATCGTCCGGAAGATGGAGG -3’ 

KexV:  5’-CTTATTCCGAAGGTTGTTCCG-3’ 

KexTerm: 5’-GATATATCGGTTCGGAGTTTTC-3’ 

 

Die folgenden Oligonukleotide wurden zur Deletion der angegebenen Gene verwendet. Die Ho-

mologie zu den untranslatierten Genregionen ist unterstrichen. 

 
∆kex2: 

∆KEX1:  5’-GGCCTCGTCACATAATTATAAACTACTAACCCATTATCAGACCAGCTGAAGCTTCG 

     TACGC-3’ 

∆KEX2:  5’-AAAAATGCTATTTTGTAATTTGAAGCTTTCTGTACATATCGTAGGCCACTAGTGGA 

     TCTG-3’ 

∆sec62:  

62-shuffle1: 5’-GGAGAAGAGTGGGCTTTTATAATTGCAGTTGAATGCAGTACCAGCTGAAGCTTCG 

     TACGC-3’ 

62-shuffle2: 5’-GTATATTAAAGCCGGCCGGAAATTGAGTAATAATAACCGCTAGGCCACTAGTGGA 
     TCTG-3’ 

2.1.6 Kulturmedien  
Alle verwendeten Medien wurden 15 min bei 120°C und 1,013 ⋅ 105 Pa autoklaviert. 

 

LB-Flüssigmedium: 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefe-Extrakt; 10 g/l NaCl. 

 

LB-Platten:  LB-Medium mit 15 g/l Agar. 
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YPD-Flüssigmedium: 10 g/l Bacto-Hefeextrakt; 20 g/l Bacto-Pepton; 2% (W/V) Glukose; 40 

mg/l Adenin (Hemisulfat). 

 

YPD-Platten:  YPD-Flüssigmedium mit 20 g/l Agar.  

 

SD-Flüssigmedium: 6,7 g/l Stickstoffbase ohne Aminosäuren; 1% (W/V) 100x Aminosäurelö-

sung(en) (6 g/l L-Leucin, 2 g/l L-Arginin-HCl, 4 g/l L-Lysin-HCl, 1 g/l L-

Methionin, 6 g/l L-Phenylalanin, 1 g/l L-Threonin); 0,2% Adeninlösung 

(1% (W/V) in 0,1 M NaOH); 2% (W/V) Glukose oder Galaktose. Je nach 

Bedarf wurde mit 1% (V/V) 100x L-Tryptophan-Lösung (4 g/l); 1% (V/V) 

100x L-Leucin-Lösung (6 g/l); 1% (V/V) 100x Histidin-Monohydrat-

Lösung (2 g/l) und 0,4% Uracil-Lösung (1% (W/V) in 0,1 M NaOH) er-

gänzt. 

 

SD-Platten:  SD-Flüssigmedium mit 20 g/l Agar. 

 

FOA-haltige Platten:  3,35 g/l Stickstoffbase ohne Aminosäuren; 1% (W/V) 100x Aminosäure-

lösung(en) (6 g/l L-Leucin, 2 g/l L-Arginin-HCl, 4 g/l L-Lysin-HCl, 1 g/l 

L-Methionin, 6 g/l L-Phenylalanin, 1 g/l L-Threonin); 0,2% Adeninlösung 

(1% (W/V) in 0,1 M NaOH); 2,5% (V/V) Uracil-Lösung (2 g/l); 2% 

(W/V) Glukose; 1 g/l FOA; 20g/l Agar. Je nach Bedarf wurde mit 1% 

(V/V) 100x L-Tryptophan-Lösung (4 g/l); 1% (V/V) L-Leucin-Lösung (6 

g/l) und 1% (V/V) 100x Histidin-Monohydrat-Lösung (2 g/l) ergänzt. 

 

Sporulationsplatten: 10 g/l KOAc; 0,25% (W/V) 100x Aminosäurelösung(en) (6 g/l L-Leucin, 

2 g/l L-Arginin-HCl, 4 g/l L-Lysin-HCl, 1 g/l L-Methionin, 6 g/l L-

Phenylalanin, 1 g/l L-Threonin); 0,05% Adeninlösung (1% (W/V) in 0,1 

M NaOH); 0,5% (W/V) Glukose; 20 g/l Agar. Je nach Bedarf wurde mit 

0,25% (V/V) 100x L-Tryptophan-Lösung (4 g/l); 0,25% (V/V) 100x L-

Leucin-Lösung (6 g/l); 0,25% (V/V) 100x Histidin-Monohydrat-Lösung (2 

g/l) und 0,1% Uracil-Lösung (1% (W/V) in 0,1 M NaOH) ergänzt. 
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2.1.7 Bakterienstämme 
In der gesamten Arbeit wurde der Bakterienstamm DH5αF´ (Woodcock et al., 1989; Raleigh et 

al., 1989) verwendet. Er hat den folgenden Genotyp: F´/ endA1 hsdR17 (rK
- mK

+) supE44 thi-1 

recA1 gyrA (Nalr) relA1 ∆(lacIZYA-argF)U169 deoR (Φ80dlac∆(lacZ)M15).  

2.1.8 Hefestämme 
Name Genotyp Ausgangs-

stamm 
Quelle 

JD 51 MATa/α ura3-52/ura3-52 leu2-3,-112/leu2-3,-112 
his3∆200/his3∆200 lys2-801/lys2-801 trp1∆63 trp1∆63 

- Dohmen et al., 1995 

JD 52 MATa ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 - Dohmen et al., 1995 
JD 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 - Dohmen et al., 1995 
JD 55 MATa ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 

UBR1::HIS3 
- Dohmen et al., 1995 

RSY529 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his4 sec62-1 - Deshaies und Schek-
man, 1987 

GTY1 MATa ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 - Glen Turner 
C63D-5 51 MATa/α ura3-52/ura3-52 leu2-3,-112/leu2-3,-112 

his3∆200/his3∆200 lys2-801/lys2-801 trp1∆63/ trp1∆63 
SEC63/SEC63::SEC63-CUB-DHA LEU2 

JD 51 diese Arbeit 

C63R-5 51 MATa/α ura3-52/ura3-52 leu2-3,-112/leu2-3,-112 
his3∆200/his3∆200 lys2-801/lys2-801 trp1∆63/ trp1∆63 
SEC63/SEC63::SEC63-CUB-RURA3 LEU2 

JD 51 diese Arbeit 

C63D-5 a MATa ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
SEC63::SEC63-CUB-DHA LEU2 

C63D-5 51 diese Arbeit 

C63R-5 a MATa ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
SEC63::SEC63-CUB-RURA3 LEU2 

C63R-5 51 diese Arbeit 

C63D-55 MATa ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
UBR1::HIS3 SEC63::SEC63-CUB-RURA3 LEU2 

JD 55 diese Arbeit 

IB-4 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
BOS1:: PCUP1 NUI-BOS1 TRP1 

JD 53 diese Arbeit 

AB-4 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
BOS1:: PCUP1 NUA-BOS1 TRP1 

JD 53 diese Arbeit 

GB-4 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
BOS1:: PCUP1 NUG-BOS1 TRP1 

JD 53 diese Arbeit 

IB-3 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
BOS1:: PCUP1 NUI-BOS1 HIS3 

JD 53 diese Arbeit 

AB-3 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
BOS1:: PCUP1 NUA-BOS1 HIS3 

JD 53 diese Arbeit 

GB-3 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
BOS1::PCUP1 NUG-BOS1 HIS3 

JD 53 diese Arbeit 

VIB-4 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
BOS1::PCUP1 NVI-BOS1 TRP1 

JD 53 diese Arbeit 

I61-4 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
SEC61::PCUP1 NUI-SEC61 TRP1 

JD 53 diese Arbeit 

A61-4 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
SEC61::PCUP1 NUA-SEC61 TRP1 

JD 53 diese Arbeit 

G61-4 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
SEC61::PCUP1 NUG-SEC61 TRP1 

JD 53 diese Arbeit 

ISSH-4 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
SSH1::PCUP1 NUI-SSH1 TRP1 

JD 53 Wittke et al., 1999 

ASSH-4 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
SSH1::PCUP1 NUA-SSH1 TRP1 

JD 53 Wittke et al., 1999 
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GSSH-4 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
SSH1::PCUP1 NUG-SSH1 TRP1 

JD 53 Wittke et al., 1999 

VISSH-4 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
SSH1::PCUP1 NVI-SSH1 TRP1 

JD 53 diese Arbeit 

∆sec62-51 MATa/α ura3-52/ura3-52 leu2-3,-112/leu2-3,-112 
his3∆200/his3∆200 lys2-801/lys2-801 trp1∆63 trp1∆63 
SEC62/SEC62::KanR 

JD51 diese Arbeit 

∆sec62-F62 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
SEC62::KanR PCUP1 FLAG-SEC62 URA3  

∆sec62-51 diese Arbeit 

∆sec62 
Sec62-Dha 

MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
SEC62::KanR PCUP1 SEC62-DHA TRP1 

∆sec62-F62 diese Arbeit 

∆sec62 
∆C35-Dha 

MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
SEC62::KanR PCUP1 ∆∆∆∆C35-DHA TRP1 

∆sec62-F62 diese Arbeit 

∆sec62 
∆N107-Dha  

MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
SEC62::KanR PCUP1 ∆∆∆∆N107-DHA TRP1 

∆sec62-F62 diese Arbeit 

CK2R-5 53 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
KEX2::KEX2-CUB-RURA3 LEU2 

JD53 diese Arbeit 

∆kex2 MATα ura3-52 leu2-3,-112 his3∆200 lys2-801 trp1∆63 
KEX2::KanR 

JD53 diese Arbeit 

 

Tab 2.1: In dieser Arbeit verwendete S. cerevisiae-Stämme.  

Bei homolog rekombinierten und durch Sporulation erstellten Stämmen sowie bei Stämmen, die durch Deletion 
eines Gens entstanden, wurde der jeweilige Ausgangsstamm angegeben.  
 

2.1.9 Vektoren (Plasmide) 
Es wurden zur Klonierung und für die Expression in Hefen die Pendelvektoren pRS416 und 

pRS313-pRS316, die im Zellkern autonom replizieren können und genetisch stabil sind, verwen-

det (Sikorski und Hieter, 1989). Außerdem wurden zur homologen Rekombination ins Hefege-

nom (2.2.1.14.2) die Pendelvektoren pRS303-pRS306 eingesetzt (Sikorski und Hieter, 1989). 

Folgende Plasmide wurden mir für diese Arbeit zur Verfügung gestellt: 

 

Plasmide Donor 
SEC63-CUB-DHA-pRS305 N. Johnsson 

SEC63-CUB-RURA3-pRS305 N. Johnsson 

PMET25 STE14-CUB-RURA3-pRS315 N. Lewke 

PCUP1 TOM20-CUB-RURA3-pRS315 S. Kind 

PCUP1 NUB-SEC62-pRS314 N. Johnsson 

PCUP1 NUB-BOS1-pRS303, PCUP1 NUB-BOS1-pRS304 N. Johnsson 

PCUP1 NUB-SEC61-pRS304 N. Johnsson 

PCUP1 NUB-SSH1-pRS304 N. Johnsson 

PCUP1 NUB-STE14-pRS314 N. Lewke 

PCUP1 NUB-SED5-pRS314, PCUP1 NVI-SED5-pRS314 N. Johnsson 

PCUP1 NUB-SNC1-pRS314, PCUP1 NVI-SNC1-pRS314 N. Johnsson 

PCUP1 NUB-SSO1-pRS314, PCUP1 NVI-SSO1-pRS314 N. Johnsson 
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PCUP1 NUB-TOM22-pRS314 S. Kind 

PCUP1 NUB-VAM3-pRS314 N. Johnsson 

PCUP1 NUB-TPI1-HA-pRS314 N. Johnsson 

PCUP1 NUB-GUK1-HA-pRS314 J. H. Eckert 

PCUP1 NUB-∆C35-DHA-pRS314 M. Dünnwald 

PCUP1 NUB-∆C60-DHA-pRS314 M. Dünnwald 

PCUP1 SEC62-pRS314 N. Johnsson 

PCUP1 ∆N153/∆C60-DHA-pRS314  N. Johnsson 

PCUP1 FLAG-SEC62-pRS316 N. Johnsson 

PGAL1 SEC62-pRS314 N. Johnsson 

PGAL1 ∆C35-DHA-pRS314 M. Dünnwald 

PGAL1 STE14-DHA-pRS314 N. Lewke 

PGAL1 TPI1-HA-pRS314 N. Johnsson 

PGAL1 FLAG-SEC63CT-pRS416 M. Albertsen 

PCUP1 FLAG-SEC63CT-pRS314 M. Albertsen 

PCUP1 FLAG-SEC63CT∆C14-pRS314 N. Johnsson 

PCUP1 FLAG-SEC63CT∆C47-pRS314 N. Johnsson 

PCUP1 FLAG-FPR1-63C14-pRS314 N. Johnsson 

PCUP1 FLAG-FPR1-63C47-pRS314 N. Johnsson 

 

Tab 2.2: Plasmide, die dieser Arbeit zur Verfügung gestellt wurden. 

Die Bezeichnung der Plasmide sowie der jeweilige Donor sind aufgeführt. 
 
 
 
 
 

2.2 Methoden 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1.1 Konzentrationsbestimmung von DNA 

Die DNA-Konzentration einer wässrigen DNA-Lösung wurde photometrisch bei einer Wellen-

länge von 260 nm bestimmt. Eine optische Dichte von OD260 = 1,0 entspricht hierbei einer DNA-

Konzentration von 50 ng/µl doppelsträngiger DNA oder 20 ng/µl einzelsträngiger DNA. Zur 

Bestimmung der Reinheit der DNA-Lösung diente der Quotient aus den optischen Dichten bei 

260 nm und 280 nm.  
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2.2.1.2 Extraktion von DNA 

Zur Reinigung von Proteinkontaminationen wurde eine wässrige DNA-Lösung zunächst mit 

einem Volumen Phenol und anschließend mit einem Volumen Chloroform versetzt und geschüt-

telt. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation für 1 min bei 14.000 U/min (Tischzentri-

fuge). Nach der Extraktion wurde die DNA mit EtOH gefällt (2.2.1.3). 

2.2.1.3 Präzipitation von DNA 

Eine wässrige, niedrig konzentrierte (bis 50 ng/µl) DNA-Lösung wurde mit 1/10 Volumen 5 M 

KOAc und dem zweifachen Volumen EtOH versetzt und für mindestens 1 h bei -20°C gefällt. 

Um höher konzentrierte (0,5-1 µg/µl) DNA-Lösungen zu fällen, wurde die Lösung mit 1 Volu-

men 5 M MgOAc und dem dreifachen Volumen EtOH versetzt und 1 h bei RT präzipitiert. Das 

Präzipitat wurde für 30 min bei RT und 14.000 U/min (Tischzentrifuge) abzentrifugiert und das 

DNA-Pellet mit 70%igem EtOH gewaschen. Nach Trocknen im Vakuumkonzentrator wurde die 

DNA in dest. Wasser resuspendiert. 

2.2.1.4 DNA-Sequenzierung 

DNA-Sequenzanalysen wurden von der ADIS-Sequenzierungsgruppe des MPI für Züchtungs-

forschung, Köln durchgeführt. 

2.2.1.5 Klonierung von DNA-Fragmenten 

2.2.1.5.1 Restriktionsschnitt von Plasmid-DNA 

Für analytische Zwecke wurden 3-5µl Plasmid-DNA (0,5-1µg) in einem Gesamtvolumen von    

20 µl behandelt. Den Empfehlungen der Hersteller entsprechend wurden die verschiedenen 

10fach konzentrierten Enzym-Reaktionspuffer verwendet. Die Ansätze wurden mit 2-3fachem 

Enzymüberschuss für mindestens 1 h bei der für die jeweilige Restriktionsendonuklease optima-

len Temperatur inkubiert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung (2.2.1.6) konnte die ge-

schnittene DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. 

Für präparative Zwecke wurde der Klonierungsvektor an den für die Klonierung benötigten Re-

striktionsschnittstellen enzymatisch geschnitten, anschließend mit Phenol/Chloroform extrahiert 

(2.2.1.2) und mit EtOH gefällt (2.2.1.3). Der Vektor und die DNA, die das Insertionsfragment 

darstellte, wurden mit kompatiblen Restriktionsendonukleasen behandelt. Durch gelelektropho-

retische Auftrennung (2.2.1.6) wurde das DNA-Fragment der erwarteten Größe identifiziert und 

aus der Agarose eluiert (2.2.1.7). 
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2.2.1.5.2 Alkalische Phosphatase-Behandlung 

Wenn die Vektor-DNA nur mit einem einzigen Restriktionsenzym behandelt wurde, erfolgte 

anschließend die Inkubation der DNA mit Alkalischer Phosphatase. Dieses Enzym beseitigt die 

freien 5’-Phosphatreste und verhindert damit die Religation des Vektors während der Ligations-

reaktion (2.2.1.5.4). 

2.2.1.5.3 Auffüllen überhängender 5´-Enden mit Klenow-Enzym 

Zur Eliminierung von Restriktionsschnittstellen wurde die Plasmid-DNA mit der Restriktionsen-

donuklease geschnitten, deren Erkennungssequenz zerstört werden sollte. Die von dem Enzym 

erzeugten 5’-überhängenden Enden wurden mit der Klenow-Untereinheit der E. coli-Polymerase 

I aufgefüllt. Die Reaktion erfolgte in einem Volumen von 50 µl, bestehend aus 5 µl geschnittener 

Plasmid-DNA, 5 µl Restriktionspuffer, 2,5 µl (10 mg/ml) BSA, 1µl 1mM dNTPs (Roche Di-

agnostics, Mannheim), 1,5 µl (2 U/µl) Klenow-Enzym (Roche Diagnostics, Mannheim) und 35 

µl dest. Wasser. Der Ansatz wurde für 20 min bei RT inkubiert, das Enzym 10 min bei 75°C 

deaktiviert und die DNA anschließend wie unter 2.2.1.2 beschrieben aufgereinigt. Danach konn-

te das Plasmid religiert werden (2.2.1.5.4). 

2.2.1.5.4 Ligation der DNA-Fragmente 

Vektor-DNA und Insertionsfragment wurden in einem molaren Verhältnis von 1:3 ligiert. Der 

Ligationsansatz bestand aus 1 µl 10x Ligationspuffer, 1 µl T4-DNA-Ligase (1 U/µl, Gibco-BRL, 

Eggenstein) und den Lösungen mit den beiden DNA-Fragmenten; ggf. wurde der Ansatz mit 

dest. Wasser auf 10 µl aufgefüllt. Die Ligation erfolgte für mindestens 3 h bei RT. 

 
10x Ligationspuffer:  500 mM Tris-HCl, pH 7,5 
    100 mM DTT 
    100 mM MgCl2 
    1 mM  ATP   

2.2.1.6 Agarose Gelelektrophorese 

Für analytische und präparative Zwecke wurden horizontale Agarosegele (1% - 2%ig in 1x TAE, 

versetzt mit 0,1 µg/ml Ethidiumbromid) nach Maniatis et al. (1982) angefertigt. Vor dem Auf-

tragen in die Geltaschen wurde die DNA mit Probenpuffer versetzt. Die DNA wurde in 1x TAE 

bei einer konstanten Spannung von 80-150 V elektrophoretisch aufgetrennt. Als Größenstandard 

wurde ein DNA-Molekulargewichtsmarker von Gibco-BRL (Eggenstein) verwendet. Die aufge-

trennten DNA-Fragmente wurden unter UV-Licht der Wellenlänge 320 nm sichtbar gemacht und 

photographiert. 



Material und Methoden 22  

 
50x TAE, pH 8,0 (1 l): 242 g   Tris-Base 
    57,1 ml  Tris-Acetat 

37,2 g   EDTA 

 

5x Probenpuffer:  0,5 M   Tris-HCl, pH 8,0 
    50 mM   EDTA 
    50% (V/V)  Glycerol 
    0,05% (W/V)  Bromphenolblau  

 

2.2.1.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung (2.2.1.6) wurde die DNA mit Hilfe des Gel-

Extraktions-Kits der Firma Macherey und Nagel (Schweiz) aus dem Agarosegel eluiert. Die 

DNA wurde hierbei aus der Gelmatrix gelöst, an eine Anionenaustauschersäule gebunden, mit 

Waschpuffern aufgereinigt und schließlich in dest. Wasser eluiert. 

2.2.1.8 Klonierte Vektoren 

Die verwendeten Hefegene wurden in der Regel durch präparative PCR auf genomische Hefe-

DNA amplifiziert (2.2.1.12). Das ORF von ∆N107/∆C35 wurde von dem Plasmid PCUP1-∆C35-

DHA-pRS314 amplifiziert. Die ORF der Gene wurden anschließend entweder direkt in einen 

Expressionsvektor kloniert oder zunächst in den Vektor pCR2.1 (Invitrogen, Niederlande) 

subkloniert. Die für die Expression in Hefe eingesetzten Vektoren sind in Abschnitt 2.1.9 aufge-

führt. Eine schematische Darstellung der von den Vektoren aus exprimierten Proteine befindet 

sich im Anhang dieser Arbeit. In der folgenden Tabelle (Tab 2.3) sind die Namen und Sequenzen 

der in den PCR-Reaktionen verwendeten Oligonukleotide, die für die Klonierung eingesetzten 

Restriktionsendonucleasen und die Bezeichnung der klonierten Plasmide angegeben. 
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Name  

Sequenz des Oligonukleotids 

(5’-3’) 

Restriktionsschnittstelle unterstrichen 

Restriktions 

- 

schnittstelle 

 

Klonierte Konstrukte 

Sec62-x CCCCGAATTCATGGTAGCCGAGCAAACA-

CAGGAG 

EcoRI PGAL1 ∆C76-DHA-pRS314 

PGAL1 sec62-1-DHA-pRS314 

PGAL1 ∆C19-DHA-pRS314 

PGAL1 0TM-DHA-pRS314 

PGAL1 1TM-DHA-pRS314 

Sec62-y CCCCGTCGACC-

CGCCGTTTTGTTCGGCTTTTTCATTGATG-

GCTT 

SalI PCUP1 NUB-∆N107-DHA-pRS314 

PGAL1 sec62-1-DHA-pRS314 

∆∆∆∆C76 CCCGTCGACCCACCTCTCAGGATAGCGA-

CAGCAAA 

SalI PGAL1 ∆C76-DHA-pRS314 

 

0 TM GGGCCCTCAGGTCGACCCATCCATGTAGG-

TTCTAGGGTT 

SalI PGAL1 0TM-DHA-pRS314 

PCUP1 NUB-0TM-DHA-pRS314 

1 TM GGGCCCTCAGGTCGACCCGCGTCTCATG-

GAGCGCGG 

SalI PGAL1 1TM-DHA-pRS314 

∆∆∆∆N107Bam

-ATG   

CCCCGGATCCCTGGGTCTGGGGTGATC-

CCAGTGAAAAAATTG 

BamHI PCUP1 NUB-∆N107-DHA-pRS314 

62Ν162Ν162Ν162Ν1 
  

 

CCCCGAATTCATGGTGATCCCAGT-

GAAAAAATTGCA 

EcoRI PGAL1 ∆N107/∆C35-DHA-pRS314

∆∆∆∆C19 TCAGGTCGACCCTTTCTTCTTCATTCTTTT SalI PGAL1 ∆C19-DHA-pRS314 

PCUP1 NUB-∆C19-DHA-pRS314 

Kex1 CCCGGATCCATGAAAGTGAGGAAATA-

TATT 

BamHI KEX2-CUB-RURA3-pRS305 

Kex2 CCCGGTACCGTCGACCCCGATC-

GTCCGGAAGATGGAGG 

SalI KEX2-CUB-RURA3-pRS305 

RPD1 GAGCGGAGGCCAGGGTAGGTC - PGAL1 ∆N107/∆C35-DHA-pRS314

Sec62-neu GGATCCCTGGGTCTGGGGTAGCCGAG-

CAAACA 

BamHI PCUP1 NUB-∆C19-DHA-pRS314 

PCUP1 NUB-0TM-DHA-pRS314 

Sft1 CCCCCCGGATCCCTGGGGATTCAAATT-

CTAGGTATTCTCAGACCG 

BamHI PCUP1-NVI-SFT1-pRS314 

Sft2 CCCCCCGAATTCGGCCTTAAGAAGAAGAT-

TACCAGTC 

EcoRI PCUP1-NVI-SFT1-pRS314 

Pep12-1 GGATCCCTGGGGATTCGGAAGACGAATT- BamHI PCUP1-NUB-PEP12-pRS314 
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TTTTGGTGG 

Pep12-2 GAATTCCACTCTTCATTAGGGTATGATG EcoRI PCUP1-NUB-PEP12-pRS314 

SP-62-ATG CCGTCGGGATC-

CATGGATTCTTCTAATGTACC 

BamHI PGAL1-SEC62SP-DHA-pRS314 

SP-62-full CCGTCCGTCGACCCGCCTTCAGA-

GACTTCTTCGACGG 

SalI PGAL1-SEC62SP-DHA-pRS314 

YL-62-

ATG 

GTGCGACGAATTCATGACTGAGAACGTGC

CTCAAG 

EcoRI PGAL1-SEC62YL-DHA-pRS314 

YL-62-Sal GTGCGACGTCGACCCGCCCTCGTCGTTAGC

ATCCTCCAG 

SalI PGAL1-SEC62YL-DHA-pRS314 

62HsATG CGCACGGAATTCATGGCGGAACGCAGGAG

ACACAAG 

EcoRI PGAL1-SEC62HS-DHA-pRS314 

62HsSal CGCACGGTCGACCCGCCTGATTTTTCATG-

TGAAGATTTAGG 

SalI PGAL1-SEC62HS-DHA-pRS314 

 

Tab 2.3: Die zur Darstellung der verwendeten Hefegene in den PCRs eingesetzten Oligonukleotide. 

Der Name und die Sequenz der Oligonukleotide, mit denen Hefegene amplifiziert wurden, die für die Klonierung 
eingesetzten Restriktionsendonukleasen (Restriktionsschnittstelle im Oligonukleotid ist unterstrichen) und das je-
weilige klonierte Plasmid sind aufgeführt. 
 
 

 Klonierung von PGAL1 ∆∆∆∆C76-DHA-pRS314 

Als Vektor wurde PGAL1-pRS314, das mit EcoRI und SalI geschnitten wurde, verwendet. Als 

Fragment diente das ebenso geschnittene ∆C76-pCR2.1. Anschließend wurde das DHA-Modul 

mit SalI und ApaI aus PCUP1 ∆N107-DHA-pRS314 geschnitten und hinter das mit denselben En-

zymen behandelten PGAL1 ∆C76-pRS314 gesetzt. 

 

Klonierung von PGAL1 0TM-DHA-pRS314 und PGAL1 1TM-DHA-pRS314 

Das mit EcoRI und ApaI geschnittene Plasmid PGAL1-pRS314 wurde als Vektor verwendet. 0TM-

pCR2.1 bzw. 1TM-pCR2.1 wurden ebenfalls mit diesen Enzymen behandelt und hinter den 

PGAL1-Promotor kloniert. Anschließend wurde das DHA-Modul aus PCUP ∆N107-DHA-pRS314 

über die Restriktionsschnittstellen SalI und ApaI ausgeschnitten und hinter PGAL1 0TM-pRS314 

bzw. PGAL1 1TM-pRS314 kloniert. 
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Klonierung von PGAL1 ∆∆∆∆C19-DHA-pRS314, PGAL1 sec62-1-DHA-pRS314 und PGAL1 

∆∆∆∆N107/∆∆∆∆C35-DHA-pRS314 

Als Vektor wurde das mit EcoRI und SalI geschnittene Plasmid PGAL1 SEC62-DHA-pRS314 ver-

wendet. ∆C19 bzw. sec62-1 bzw. ∆N107/∆C35 wurden aus pCR2.1 mit denselben Enzymen aus-

geschnitten und an die Stelle des SEC62 gesetzt. 

 

Klonierung von PCUP1 SEC62-DHA-pRS314, PCUP1 ∆∆∆∆C60-DHA-pRS314, PCUP1 ∆∆∆∆N107-DHA-

pRS314 und PCUP1 ∆∆∆∆N153-DHA-pRS314 

Aus dem Vektor PCUP1 SUC59-DHA-pRS314 wurde PCUP1 SUC59 mit den Enzymen EagI und 

SalI durch PCUP1 SEC62, PCUP1 ∆C60, PCUP1 ∆N107 bzw. PCUP1 ∆N153 ersetzt. Diese Fragmente 

stammten aus den mit EagI und SalI behandelten Plasmiden PCUP1 SEC62-CUB-DHA-pRS315, 

PCUP1 ∆C60-CUB-DHA-pRS315, PCUP1 ∆N107-CUB-DHA-pRS315 bzw. PCUP1 ∆N153-CUB-DHA-

pRS315. 

 

Klonierung von PGAL1 SEC62-DHA-pRS314, PGAL1 ∆∆∆∆C60-DHA-pRS314, PGAL1 ∆∆∆∆N107-DHA-

pRS314,  PGAL1 ∆∆∆∆N153-DHA-pRS314 und PGAL1 ∆∆∆∆N153/∆∆∆∆C60-DHA-pRS314 

Mit EcoRI und SalI wurde aus PGAL1 ∆C76-DHA-pRS314 das ∆C76 herausgeschnitten und durch 

SEC62, ∆C60, ∆N107, ∆N153 und ∆N153/∆C60 ersetzt. Die Fragmente stammten aus den mit 

EcoRI und SalI behandelten Plasmiden PCUP1 SEC62-DHA-pRS314, PCUP1 ∆C60-DHA-pRS314, 

PCUP1 ∆N107-DHA-pRS314, PCUP1 ∆N153-DHA-pRS314 und PCUP1 ∆N153/∆C60-DHA-pRS314. 

 

Klonierung von PCUP1 ∆∆∆∆C19-DHA-pRS314, PCUP1 ∆∆∆∆C76-DHA-pRS314, PCUP1 ∆∆∆∆N107/∆∆∆∆C35-

DHA-pRS314, PCUP1 0TM-DHA-pRS314, PCUP1 1TM-DHA-pRS314, PCUP1 sec62-1-DHA-

pRS314, PCUP1 SEC62YL-DHA-pRS314, PCUP1 SEC62SP-DHA-pRS314 und PCUP1 SEC62HS-

DHA-pRS314 

PCUP1 SEC62-DHA-pRS314 wurde mit EcoRI und SalI behandelt. PGAL1 ∆C19-DHA-pRS314, 

PGAL1 ∆C76-DHA-pRS314, PGAL1 ∆N107/∆C35-DHA-pRS314, PGAL1 0TM-DHA-pRS314, PGAL1 

1TM-DHA-pRS314, PGAL1 sec62-1-DHA-pRS314,  PGAL1 SEC62YL-DHA-pRS314, PGAL1 

SEC62SP-DHA-pRS314 und PGAL1 SEC62HS-DHA-pRS314 wurden mit derselben Enzymkombi-

nation behandelt und an die Stelle des SEC62 eingesetzt. 
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Klonierung von PCUP1 ∆∆∆∆C35-DHA-pRS314 

PCUP1 SEC62-DHA-pRS314 wurde mit BamHI und SalI behandelt. PGAL1 ∆C35-DHA-pRS314 

wurde mit derselben Enzymkombination behandelt und an die Stelle des SEC62 eingesetzt. 

 

Klonierung von PCUP1 SEC62-DHA-pRS316, PCUP1 ∆∆∆∆C19-DHA-pRS316, PCUP1 ∆∆∆∆C35-DHA-

pRS316, PCUP1 ∆∆∆∆C60-DHA-pRS316, PCUP1 ∆∆∆∆C76-DHA-pRS316, PCUP1 ∆∆∆∆N107-DHA-pRS316, 

PCUP1 ∆∆∆∆N153-DHA-pRS316, PCUP1 ∆∆∆∆N107/∆∆∆∆C35-DHA-pRS316, PCUP1 ∆∆∆∆N153/∆∆∆∆C60-DHA-

pRS316, PCUP1 0TM-DHA-pRS316 und PCUP1 1TM-DHA-pRS316 

Der Vektor pRS316 wurde mit den Enzymen SacII und HindIII geschnitten und die ORF der 

Fusionsgene wurden vom Vektor pRS314 in den Vektor pRS316 eingesetzt. 

 

Klonierung von PCUP1 NVI-SFT1-pRS314 

Im als Vektor mit BamHI und EcoRI geschnittenen Plasmid NUI-SSO1-pRS314 wurde das SSO1 

durch das aus SFT1-pCR2.1 mit denselben Enzymen entnommene SFT1 ersetzt. Schließlich 

wurde im resultierenden Plasmid PCUP1 NUI-SFT1-pRS314 das NUI durch NVI aus dem Vektor 

PCUP1 NVI-STE14-pRS314 ersetzt. Beide Plasmide wurden hierfür mit SacII und BamHI behan-

delt. 

 

Klonierung von PCUP1 NVI-SEC62-pRS314, PCUP1 NVI-BOS1-pRS314 und PCUP1 NVI-SSH1-

pRS314 

In dem Vektor PCUP1 NVI-SED5-pRS314 wurde durch die Enzymschnittstellen BamHI und ApaI 

das SED5 durch SEC62, BOS1 bzw. SSH1 ersetzt. Die Fragmente stammten aus PCUP1 NUB-

SEC62-pRS314, PCUP1 NUB-BOS1-pRS304 bzw. PCUP1 NUB-SSH1-pRS304. 

 

Klonierung von PCUP1 NUB-PEP12-pRS314 

Im als Vektor mit BamHI und EcoRI geschnittenen Plasmid NUB-SSO1-pRS314 wurde das SSO1 

durch das aus PEP12-pCR2.1 mit denselben Enzymen entnommene PEP12 ersetzt. 

 

Klonierung von KEX2-CUB-RURA3-pRS305 

KEX2 wurde aus pCR2.1 mit den Enzymen ClaI und SalI ausgeschnitten und an die Stelle des 

STE14 aus PCUP1 STE14-CUB-RURA3-pRS314 gesetzt, das mit denselben Enzymen behandelt 

wurde. Anschließend wurde das Fragment KEX2-CUB-RURA3 über die Schnittstelle HindIII in 

den Vektor pRS305 gesetzt. 
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Klonierung von PGAL1 SEC62SP-DHA-pRS314 

Die Plasmide PGAL1 0TM-DHA-pRS314 und SEC62SP-pCR2.1 wurden mit BamHI und SalI ge-

schnitten. 0TM wurde durch SEC62SP ersetzt. 

 

Klonierung von PGAL1 SEC62YL-DHA-pRS314 und PGAL1 SEC62HS-DHA-pRS314 

Das als Vektor verwendete Plasmid PGAL1 ∆N107-DHA-pRS314 und SEC62YL-pCR2.1 bzw. 

SEC62HS-pCR2.1 wurden mit EcoRI und SalI geschnitten. ∆N107 wurde durch SEC62YL bzw. 

SEC62HS ersetzt. 

 

Klonierung von PCUP1 NUB-∆∆∆∆C19-DHA-pRS314 

PCUP1 NUB-SNC1-pRS313 wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und SalI geschnitten. Das 

SNC1 wurde durch ∆C19 aus ∆C19-pCR2.1 ersetzt, das mit derselben Enzymkombination be-

handelt wurde. Schließlich wurde im Vektor PCUP1 ∆N153-DHA-pRS314 das PCUP1 ∆N153 mit 

der Enzymkombination EagI und SalI durch PCUP1 NUB-∆C19 ersetzt.  

 

Klonierung von PCUP1 NUB-∆∆∆∆N107-DHA-pRS314 und PCUP1 NUB-0TM-DHA-pRS314 

PCUP1 NUB-SNC1-pRS313 wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und SalI geschnitten. Das 

SNC1 wurde durch ∆N107 aus ∆N107-pCR2.1 bzw. 0TM aus 0TM-pCR2.1 ersetzt, die mit der-

selben Enzymkombination behandelt wurden. Anschließend wurde aus dem Plasmid PCUP1 

∆N153-DHA-pRS314 das mit SalI und ApaI herausgenommene DHA hinter PCUP1 NUB-∆N107-

pRS314  bzw. PCUP1 NUB-0TM-pRS314 gesetzt.  

 

Klonierung von PCUP1 NUI-GUK1-DHA-pRS314 und PCUP1 NUI-GUK1-DHA-pRS313 

Die Plasmide PCUP1 NUA-0TM-DHA-pRS314 und PCUP1 NUI-GUK1-HA-pRS314 wurden mit den 

Enzymen EagI und SalI behandelt. Das PCUP1 NUA-0TM wurde durch PCUP1-NUI-GUK1 ersetzt. 

Anschließend wurde PCUP1 NUI-GUK1-DHA-pRS314 mit SacII und ApaI auf pRS313 kloniert. 

 

2.2.1.9 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien 

Eine 3 ml ü/N-Kultur von E. coli-Zellen (2.1.7) wurde auf ein Volumen von 500 ml LB-

Flüssigmedium verdünnt. Die Zellen wurden bis zu einer optischen Dichte von OD600 = 0,5 bei 

37°C unter Schütteln inkubiert. Nach einer dreißigminütigen Abkühlung unter Schütteln auf Eis 

wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 3.500 U/min (Beckman J2-21, Rotor JA-14) bei 

4°C pelletiert. Das Zellpellet wurde in 100 ml eiskaltem TfB1-Puffer auf Eis resuspendiert, er-
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neut abzentrifugiert, in 20 ml eiskaltem TfB2-Puffer aufgenommen und in 200 µl-Aliquots auf-

geteilt, die sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren wurden. Die Zellen wurden bei -70°C 

gelagert. 

 
TfB1-Puffer: 30 mM KOAc   TfB2-Puffer:  12,5 mM Na-MOPS, pH 7 
  50 mM MnCl2      12,5 mM KCl 
   100 mM KCl      95 mM CaCl2 
  10 mM CaCl2      18,75% (V/V) Glycerol 
  15% (V/V) Glycerol      

2.2.1.10 Transformation chemisch kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA 

Ein 200 µl-Aliquot chemisch kompetenter E. coli-Zellen (2.2.1.9) wurde auf Eis aufgetaut und 

mit 1-2 µl Plasmid-DNA-Lösung oder 4 µl eines Ligationsansatzes (2.2.1.5.4) versetzt. Nach 

einer zwanzigminütigen Inkubationszeit auf Eis wurden die Zellen einem fünfminütigen Hitze-

schock bei 37°C ausgesetzt, mit 1 ml LB-Flüssigmedium (2.1.6) versetzt und bei 37°C für 1 h im 

Wasserbad inkubiert. Danach wurden die Bakterien auf eine LB-Platte mit Ampicillin (2.1.6) 

ausplattiert und ü/N bei 37°C inkubiert. 

2.2.1.11 Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien 

1,5 ml einer ü/N-Kultur transformierter Bakterien wurden 5 min bei 6.000 U/min (Tischzentrifu-

ge) zentrifugiert und das Zellpellet in 200 µl STETL-Lösung und 10 µl Lysozymlösung (10 

mg/ml)  resuspendiert. Nach einer fünfminütigen Inkubationszeit wurden die Proben für 45 s bei 

100°C erhitzt. Das Zellpellet wurde 15 min bei 14.000 U/min (s. o.) abzentrifugiert und mit ei-

nem Zahnstocher entfernt. Die im Überstand befindliche Plasmid-DNA wurde anschließend 

durch Zugabe von einem Volumenanteil Isopropanol bei RT durch zwanzigminütiges Zentrifu-

gieren bei 14.000 U/min (s. o.) gefällt. Nach Waschen mit 70%igem EtOH wurde die DNA va-

kuumgetrocknet und in 60 µl TE-Puffer aufgenommen.  

 
STETL-Lösung: 8% (W/V) Saccharose 
   5% (V/V) Triton X-100 
   50 mM  EDTA 
   50 mM  Tris-HCl, pH 8,0 
 
TE-Puffer:  10 mM  Tris-HCl, pH 8,0 
   1 mM  EDTA, pH 8,0 
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2.2.1.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die spezifische Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels der Polymerase-Kettenreaktion 

(PCR) (Mullis et al., 1986) wurde sowohl für analytische als auch für präparative Zwecke einge-

setzt. Im analytischen Maßstab diente sie zur Kontrolle der homologen Rekombination von 

Plasmid-DNA ins Hefegenom (2.2.1.14.2) oder einer korrekt erfolgten Gendeletion (2.2.1.15). 

Die PCR konnte direkt mit Hefekolonien oder alternativ mit genomischer DNA (2.2.1.16) aus 

den zu analysierenden Hefezellen durchgeführt werden. Im präparativen Maßstab wurde die 

PCR- Methode angewendet, um Hefegene aus genomischer DNA zu vervielfältigen. Die PCR-

Reaktionen wurden in einem Volumen von 100 µl in einem Tri Block PCR-System von Bio-

metra (Göttingen) durchgeführt. Der Ansatz für eine PCR-Reaktion setzte sich wie folgt zusam-

men: 

1 pg genomische Hefe-DNA als Matrize; 10µl 10x Taq-DNA-Polymerase-Puffer mit MgCl2 (1,5 

mM); 2µl dNTP-Mischung (je 10 mM); je 1µl vorwärts und revers gerichteter Oligonukleotid-

Primer (100 pmol/µl); 1µl Taq-DNA-Polymerase (1 U/µl).  

Folgende Reaktionszyklen wurden durchlaufen: 

1. Denaturierung der doppelsträngigen DNA für 30 s bei 95°C.  

2. Hybridisierung der Oligonukleotid-Primer an ihre komplementären DNA-Sequenzen für       

30 s bei 55°C.  

3. DNA-Synthese durch die Taq-DNA-Polymerase für 2 min bei 72°C. 

Die Schritte 1. bis 3. durchliefen 35 Zyklen. Die Analyse des amplifizierten DNA-Abschnitts 

erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese (2.2.1.6). 

Wenn statt genomischer DNA Hefekolonien für die PCR verwendet wurden, wurde der Reakti-

onsansatz zunächst für 15 min bei 98°C in der PCR-Maschine erhitzt und erst anschließend Taq-

DNA-Polymerase hinzugegeben. 

Für eine präparative PCR wurde anstelle der Taq-DNA-Polymerase eine DNA-Polymerase mit 

Korrekturaktivität eingesetzt (PWO-Polymerase, 5 U/µl). Außerdem wurden die oben aufgeführ-

ten Zyklen nur 25x durchlaufen. 

2.2.1.13 Herstellung kompetenter Hefen 

Zur Herstellung kompetenter Hefen wurde die Lithiumacetat-Methode nach Gietz et al. (1992) 

angewendet. Eine 30 ml Vorkultur von Hefezellen in YPD- bzw. selektivem SD-Flüssigmedium 

(2.1.6) wurde auf eine OD600 von 0,2 - 0,3 in 300 ml desselben Flüssigmediums verdünnt. Die 

Zellen wurden bis zum Erreichen einer OD600 von 0,6 - 1 unter Schütteln weiter inkubiert. Nach 

der Pelletierung der Zellen durch Zentrifugation bei 3.500 U/min (Beckman J2-21, Rotor: JA14) 
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bei RT und Waschen in 20 ml sterilem dest. Wasser wurde das Zellpellet in 1,5 ml eiskaltem 

TL1-Puffer auf Eis resuspendiert und in Aliquots von 100 µl aufgeteilt. Die Zellen konnten so-

fort zur Transformation (2.2.1.14) verwendet oder bei -70°C gelagert werden. 

 
TL1-Puffer:  0,5 ml  10x TE, pH 8,0 
   0,5 ml  1 M LiOAc 
   4 ml  dest. Wasser 

2.2.1.14 Transformation kompetenter Hefen mit Plasmid-DNA 

2.2.1.14.1 Transformation von Hefen mit autonom replizierenden Plasmiden 

Ein 100 µl-Aliquot kompetenter Hefezellen (2.2.1.13) wurde mit 10 µl Träger-DNA-Lösung, 1 

µg Plasmid-DNA und 600 µl TL2-Puffer versetzt. Nach dreißigminütiger Inkubation der Zellen 

unter Schütteln (Eppendorf Mixer 5432) bei RT erfolgte ein zehnminütiger Hitzeschock bei 

42°C. Bei temperatursensitiven Hefen wurde die Temperatur und die Dauer des Hitzeschocks 

herabgesetzt. Zuletzt wurden die Zellen ca. 10 s bei 10.000 U/min (Tischzentrifuge) pelletiert 

und in 100 µl 1x TE, pH 8,0 resuspendiert. Die Hefezellen wurden auf für die jeweiligen Plas-

mide selektive SD-Platten ausplattiert und bei der für den jeweiligen Stamm optimalen Wachs-

tumstemperatur inkubiert. 

 
TL2-Puffer: 0,5 ml  10x TE, pH 8,0 

0,5 ml  1 M LiOAc 
4 ml  50%iges (W/W) PEG 

 

Träger-DNA-Lösung: 10 mg/ml DNA-Lösung aus Lachshoden (Sigma, Deisenhofen) wur-

den durch Sonifikation geschert. Diese Lösung wurde kurz vor dem 

Gebrauch für 10 min durch Aufkochen denaturiert. 

2.2.1.14.2 Integrative Transformation von Hefen (Hinnen et al., 1978) 

Um Plasmide homolog in das Hefegenom zu integrieren, wurde die Plasmid-DNA vor der Trans-

formation im Hefegen-Abschnitt durch eine Restriktionsendonuklease einmal geschnitten 

(2.2.1.5.1), so dass der Vektor linearisieren konnte. Zur Kontrolle der Vollständigkeit der Re-

striktion wurden 3 µl des Restriktionsansatzes auf einem Agarosegel aufgetrennt (2.2.1.6). Der 

verbleibende Restriktionsansatz wurde vollständig für die Transformation eingesetzt. Parallel 

wurde ein Kontrollansatz mit identischer, aber ungeschnittener Plasmid-DNA transformiert. An-

sonsten wurde wie unter 2.2.1.14.1 beschrieben transformiert. 
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• Homologe Rekombination von SEC63-CUB-DHA-pRS305 und SEC63-CUB-RURA3-

pRS305 

SEC63-CUB-DHA-pRS305 und SEC63-CUB-RURA3-pRS305 wurden über die Restriktions-

schnittstelle PstI in das Hefegenom integriert. Das nach dem Rekombinationsereignis neben 

dem modifizierten Gen entstandene, am 5´-Ende verkürzte SEC63-Teilstück hatte noch eine 

Länge von 444 bp (native Genlänge: 1989 bp). 

 

• Homologe Rekombination von Kex2-CUB-RURA3-pRS305 

Kex2-CUB-RURA3-pRS305 wurde über die Restriktionsschnittstelle AvrII in das Hefegenom 

integriert. Das nach dem Rekombinationsereignis neben dem modifizierten Gen entstandene, 

am 5´-Ende verkürzte KEX2-Teilstück hatte noch eine Länge von  923 bp (native Genlänge: 

2442 bp). 

 

• Homologe Rekombination von PCUP1 NUB-SEC61-pRS304 

PCUP1 NUB-SEC61-pRS304 wurde über die Restriktionsschnittstelle StuI in das Hefegenom in-

tegriert. Das nach dem Rekombinationsereignis neben dem modifizierten Gen entstandene, 

am 3´-Ende verkürzte SEC61-Teilstück hatte noch eine Länge von 875 bp (native Genlänge:       

1440 bp). 

 

• Homologe Rekombination von PCUP1 NVI-SSH1-pRS304 

PCUP1 NVI-SSH1-pRS304 wurde über die Restriktionsschnittstelle EcoRI in das Hefegenom in-

tegriert. Das nach dem Rekombinationsereignis neben dem modifizierten Gen entstandene, 

am 3´-Ende verkürzte SSH1-Teilstück hatte noch eine Länge von 638 bp (native Genlänge: 

1470 bp). 

 

• Homologe Rekombination von PCUP1 NUB-BOS1-pRS303 und PCUP1 NUB-BOS1-pRS304 

PCUP1 NUB-BOS1-pRS303 und PCUP1 NUB-BOS1-pRS304 wurden über die Restriktionsschnitt-

stelle EcoRI in das Hefegenom integriert. Das nach dem Rekombinationsereignis neben dem 

modifizierten Gen entstandene, am 3´-Ende verkürzte BOS1-Teilstück hatte noch eine Länge 

von 232 bp (native Genlänge: 732 bp). 
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2.2.1.15 Deletion eines Gens im Hefegenom 

Zur Deletion von Hefegenen wurde nach Güldener et al. (1996) ein sogenanntes KanMX-Modul 

verwendet. Es besteht aus dem dominanten Kanamycin-Resistenzgen aus E. coli (KanR), dessen 

Expression durch den TEF-Promotor und -Terminator aus Ashbya gossypii kontrolliert wird. 

Dieses Expressionsmodul wird von zwei LoxP-Sequenzen flankiert (loxP-KanMX-loxP) und 

befindet sich auf dem Vektor pUG6. 

Zur Gendeletion wurde mit Hilfe einer präparativen PCR-Reaktion (2.2.1.12) ein PCR-Fragment 

erzeugt, welches sich aus der loxP-KanMX-loxP-Sequenz, flankiert von den 5’- und 3’-

untranslatierten Regionen des zu deletierenden Gens zusammensetzte. Durch homologe Rekom-

binationsereignisse 5’ und 3’ des offenen Leserasters des zu deletierenden Gens wurde dieses 

PCR-Fragment in das Hefegenom integriert. Das gesamte offene Leseraster des Gens wurde so 

durch loxP-KanMX-loxP ersetzt. Für die Hefetransformation (2.2.1.14) wurden 15 µl des PCR-

Produktes verwendet und die Transformanten wurden zur Selektion auf YPD-Platten mit Geneti-

cin (2.1.6) ausplattiert.  

 

KanMXloxP loxP5’-UTR 3’-UTR

zu deletierendes Gen5’-UTR 3’-UTR

PCR-Produkt

Hefegenom
 

 

Abb 2.1: Schematische Darstellung der Gendeletion durch homologe Rekombination des KanMX-Moduls an 
den Genlokus des zu deletierenden Gens. 

Ein PCR-Produkt bestehend aus KanMX-Modul, flankiert mit loxP-Sequenzen und mit Sequenzen der 3’- und 5’-
untranslatierten Genregionen (5’-UTR und 3’-UTR) wird durch homologe Rekombination (      ) in das Hefegenom 
integriert. Das Hefegen wird durch loxP-KanMX-loxP ersetzt und die Hefezellen sind Kanamycin-resistent (KanR). 
 
 
 

2.2.1.16 Präparation von genomischer Hefe-DNA 

Eine 10 ml-Hefekultur wurde bei der für den jeweiligen Stamm optimalen Wachstumstemperatur 

so lange inkubiert, bis eine OD600 von 2,0 - 3,0 erreicht war. Die Hefezellen wurden nach einer 

fünfminütigen Zentrifugation bei 3.500 U/min (Haereus Varifuge 3.2 RS) bei RT geerntet und in 

0,5 ml dest. Wasser gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (Tischzentrifuge) wurde das Zell-

pellet in 0,2 ml Lysispuffer (TSSTE) resuspendiert und auf 300 µl Glasperlen (Sigma, Deisenho-

fen; 425-600 µm, säuregewaschen) gegeben. Nach Zusatz von 200 µl Phenol wurden die Hefen 
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durch dreiminütiges Schütteln aufgeschlossen, mit 200 µl TE-Puffer (pH 8,0) versetzt und bei 

14.000 U/min in einer Tischzentrifuge 5 min zentrifugiert. Die obere, wässrige, DNA-haltige 

Phase wurde abgenommen und mit einem Volumen Chloroform extrahiert. Nach einer 

fünfminütigen Zentrifugation wurde die wässrige Phase mit 1 ml EtOH versetzt und 2 min 

zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70%igem EtOH gewaschen, im Vakuumkonzentrator 

getrocknet und in 400 µl TE-Puffer (pH 8,0) aufgenommen. Um RNA zu beseitigen wurde der 

Ansatz für 10 min bei 37°C mit 8 µl 1 mg/ml RNase (Sigma, Deisenhofen) inkubiert. Nach einer 

weiteren Ethanolfällung (2.2.1.3) wurde die genomische DNA in 50 µl TE-Puffer (pH 8,0) 

aufgenommen.  
Lysispuffer (TSSTE):  2% (V/V) Triton X-100 
    1% (W/V) SDS 
    100 mM NaCl 
    10 mM  Tris-HCl, pH 8,0 
    1 mM  EDTA 
 
TE-Puffer, pH 8,0:  10 mM  Tris-HCl, pH 8,0 
    1 mM  EDTA, pH 8,0 
 

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden 

2.2.2.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten aus Hefen 

Hefevorkulturen wurden in 10 ml des entsprechenden Flüssigmediums (2.1.6) auf eine OD600 

von 0,2 verdünnt und unter Schütteln bis zu einer OD600 von 1 - 1,2 bei der für die Zellen opti-

malen Wachstumstemperatur inkubiert. Die Hefezellen wurden durch eine fünfminütige Zentri-

fugation bei 3.500 U/min (Haereus Varifuge 3.2 RS) bei 10°C geerntet. Das Zellpellet wurde in 

150 µl eiskaltem Lysispuffer, versetzt mit 1/40 Volumen 2 M NEM in DMF und 4,1 mM PMSF 

in EtOH, resuspendiert und auf 150-200 µl vorgekühlte Glasperlen (Sigma, Deisenhofen; 425-

600 µm, säuregewaschen) gegeben. Anschließend wurden die Hefezellen durch sechsmaliges 

starkes Schütteln von je 30 s, das von einer jeweils dreißigsekündigen Abkühlung auf Eis unter-

brochen wurde, aufgeschlossen. Nach einer zehnminütigen Zentrifugation bei 14.000 U/min (Ep-

pendorf Centrifuge 5417 R) bei 4°C wurden 70 µl des Überstandes in ein gleiches Volumen 2x 

SDS-Probenpuffer überführt und die Ansätze sofort für 3 min bei 100°C erhitzt. 

 
 
 
Lysispuffer:   50 mM  HEPES, pH 7,5 

150 mM NaCl 
    2,5 mM EDTA 
    1% (V/V ) TritonX-100 
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2x SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris-HCl, pH 6,8 
    4% (V/V ) β-Mercaptoethanol 
    4% (W/V ) SDS 
    20% (V/V ) Glycerol 

0,01% (W/V) Bromphenolblau 
 

2.2.2.2 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration nach Bradford  

Das Bradford-Reagenz ermöglicht die Bestimmung von Proteinkonzentrationen in wässrigen 

Lösungen durch photometrische Messung der Lichtabsorption bei 595 nm (Bradford, 1976). 

Es wurden 5 µl des Überstandes der Proteinextrakte (2.2.2.1) abgenommen und mit 200 µl Was-

ser und 800 µl Bradford-Reagenz (Amresco, USA) versetzt. Nach 15-30minütiger Inkubations-

zeit wurde die OD595 im Vergleich zu einem Leerwert bestimmt. Jeder Proteinextrakt wurde 

zweifach gemessen und das arithmetische Mittel errechnet. Hieraus ergab sich das relative Vo-

lumen der auf ein SDS-Gel gemeinsam aufzutragenden Proben.  

2.2.2.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)  

Die 12,5%ige SDS-PAGE erfolgte in einem diskontinuierlichen Puffersystem nach Laemmli 

(1970). Es wurde das Gelsystem von Hoefer (USA) verwendet. Die Abmessungen der Gele be-

trugen 18 cm x 16 cm x 0,75 mm. Die Proteinextrakte (2.2.2.1) wurden bis zur vollständigen 

Denaturierung bei 100°C erhitzt und gemeinsam mit einem Proteingrößenmarker (2.1.4) aufge-

tragen. Die SDS-PAGE erfolgte entweder für ca. 5 h bei einer konstanten Spannung von 220 V 

oder ü/N bei einer konstanten Spannung von 50 V. 

 
Trenngel: 12,5%ig 

5,0 ml  dest. Wasser 
  6,0 ml  30%ige (W/V) Acrylamidlösung 
   3,8 ml  1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 
  150 µl  10%iges (W/V) SDS 
  150 µl  10%iges (W/V) APS 
  30 µl  TEMED 
 
Sammelgel: 5,8 ml  dest. Wasser 
  1,2 ml  30%ige (W/V) Acrylamidlösung 
  1 ml  1 M Tris-HCl, pH 6,8 
  80 µl  10%iges (W/V) SDS 
  80 µl  10%iges (W/V) APS 
  15 µl  TEMED 

Elektrophoresepuffer:  192 mM  Glycin 
    24,8 mM  Tris-Base 
    3,5 mM (W/V) SDS 
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2.2.2.4 Westernblotanalyse  

Die in der SDS-PAGE (2.2.2.3) aufgetrennten Proteine wurden in einem Semiphor-Blottinggerät 

(Hoefer, USA) nach dem halbtrockenen Elektrotransfer-Verfahren auf eine Nitrozellulosememb-

ran transferiert (Transfer nach Kyhse-Andersen, 1984). Die Nitrozellulosemembran wurde vor 

Verwendung kurz in dest. Wasser gelegt und danach in Transferpuffer äquilibriert. Das Gel wur-

de auf die Membran aufgelegt und beides zwischen je drei Lagen Transferpuffer-getränktes 3 

MM Papier angeordnet. Der Transfer erfolgte  für 60 min bei 200 mA. Die Güte des Transfers 

und der Proteinextrakte konnte anschließend durch reversible Ponceau-S-Färbung (Salinovich 

und Montelaro, 1986) der Membran überprüft werden. 

Die Membran mit den immobilisierten Proteinen wurde zur Absättigung der freien Protein-

Bindungsstellen zunächst für mindestens 1 h bei RT, meist ü/N bei 4°C, in Blockpuffer geschüt-

telt. Anschließend erfolgte die Behandlung der Membran mit dem ersten Antikörper (2.1.2), der 

in einer Verdünnung von 1 : 4.000 (α-Sec62p; α-Sec61p), 1:5.000 (α-Flag) oder  1: 10.000 (α-

ha) in Blocklösung auf die Membran gegeben wurde. Nach einer einstündigen Inkubationszeit 

bei RT wurde die Membran mehrmals mit Waschpuffer HBST für insgesamt 1 h gewaschen. 

Danach erfolgte die Bindung des zweiten Antikörpers (2.1.2), der 1:10.000 verdünnt wurde, e-

benfalls für 1 h in Blocklösung. Nach erneutem Waschen der Membran (s. o.) erfolgte der 

Nachweis der an die Membran gebundenen Proteine mit Hilfe des ECL-

Immundetektionsverfahrens von Pierce (USA) nach Herstellerangaben. Die Detektion der 

Lichtemission erfolgte durch einen Lumi-Imager (Roche Diagnostics, Mannheim). Nach Ablö-

sung des ersten und zweiten Antikörpers („Strippen“)  und mehrmaligem Waschen in Wasser 

konnte die Membran erneut mit Antikörpern behandelt werden. Das Strippen erfolgte für 1 h bei 

50°C in Stripping-Puffer. 

 
 

Transferpuffer (1 l): 2,9 g  Tris-Base 
   14,3 g  Glycin 
   200 ml  Methanol 
   5 ml  10%iges (W/V) SDS 
 
Ponceau-S-Lösung: 40% (V/V) Methanol 
   15% (V/V) Eisessig 
   0,25% (W/V) Ponceau-S 
 
Waschpuffer HBST: 150 mM NaCl 
   20 mM  HEPES, pH 7,5 (oder 20 mM Tris-HCl, pH 7,5) 
   0,2% (V/V) Tween 20 
 
Blockpuffer:  5% (W/V) Magermilchpulver in Waschpuffer HBST 
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Stripping-Puffer: 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8 
   100 mM β-Mercaptoethanol 
   2% (W/V) SDS 
 

2.2.2.5 Koimmunpräzipitation 

2.2.2.5.1 Koimmunpräzipitation löslicher Proteine 

Eine 30 ml Vorkultur von Hefezellen in selektivem Flüssigmedium (2.1.6) wurde auf eine OD600 

von 0,3 in 300 ml desselben Flüssigmediums verdünnt. Die Zellen wurden bis zum Erreichen 

einer OD600 von 0,8 - 1 unter Schütteln weiter inkubiert. Nach der Pelletierung der Zellen durch 

Zentrifugation bei 3.500 U/min (Beckman J2-21, Rotor: JA-14) bei RT und Waschen in 20 ml 

sterilem dest. Wasser wurde das Zellpellet in 1 ml eiskaltem DB-Puffer resuspendiert und die 

Zellsuspension auf 3 ml eisgekühlte Glasperlen (Sigma, Deisenhofen; 425-600 µm, säuregewa-

schen) gegeben. Die Hefezellen wurden durch fünfzehnmaliges starkes Schütteln von je 30 s, das 

von einer jeweils dreißigsekündigen Abkühlung auf Eis unterbrochen wurde, aufgeschlossen und 

mit 1 ml DB-Puffer versetzt. Durch eine zweimalige fünfminütige Zentrifugation bei 500 g und 

2°C (Beckman J2-21, Rotor: JA-20) wurden Zelltrümmer und unaufgebrochene Zellen abzentri-

fugiert. Die vereinten Protein-haltigen Überstände wurden für 10 min bei 14.000 U/min (Eppen-

dorf Centrifuge 5417 R) bei 4°C durch Zentrifugation geklärt. Anschließend wurden die Anti-

körper, die das Protein von Interesse präzipitieren sollten, zu den Proteinextrakten gegeben (15 

µl anti-ha-Antikörper gebundene Agaroseperlen bzw. 5 µl anti-Flag-Antikörper). Die mit anti-

ha-Antikörper gekoppelten Agaroseperlen versetzten Extrakte wurden ü/N bei 4°C unter leich-

tem Schütteln inkubiert. Die mit anti-Flag-Antikörper behandelten Extrakte wurden 1 h auf Eis 

inkubiert, mit 30 µl ProteinA-Agarose-Perlen versetzt und erst dann ü/N bei 4°C unter leichtem 

Schütteln inkubiert. Die Agaroseperlen und die daran gebundenen Proteine wurden schließlich 

durch Zentrifugation (5 s bei 10.000 U/min, Tischzentrifuge) präzipitiert, viermal mit DB-Puffer 

gewaschen, in 2x SDS-Probenpuffer überführt und für 3 min bei 100°C erhitzt. Nach SDS-

PAGE (2.2.2.3) wurde die Westernblotanalyse (2.2.2.4) mit den Antikörpern durchgeführt, die 

gegen mögliche kopräzipitierte Proteine gerichtet waren. 

 
DB-Puffer: 50 mM  HEPES-NaOH, pH 7,5 
  50 mM  NaCl 
  1 mM  EDTA 
  10 mM  DTT 
  1 mM  PMSF 

10 µg/µl Leupeptin 
  5 µg/µl Chymostatin 
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2.2.2.5.2 Koimmunpräzipitation von Membranproteinen 

Eine 30 ml Vorkultur von Hefezellen in selektivem Flüssigmedium (2.1.6) wurde auf eine OD600 

von 0,3 in 300 ml desselben Flüssigmediums verdünnt. Die Zellen wurden bis zum Erreichen 

einer OD600 von 0,8 - 1 unter Schütteln weiter inkubiert. Nach der Pelletierung der Zellen durch 

Zentrifugation bei 3.500 U/min (Beckman J2-21, Rotor: JA-14) bei RT und Waschen in 20 ml 

sterilem dest. Wasser wurde das Zellpellet in 1 ml eiskaltem Puffer 1 resuspendiert und die Zell-

suspension auf 3 ml eisgekühlte Glasperlen (Sigma, Deisenhofen; 425-600 µm, säuregewaschen) 

gegeben. Die Hefezellen wurden durch fünfzehnmaliges starkes Schütteln von je 30 s, das von 

einer jeweils dreißigsekündigen Abkühlung auf Eis unterbrochen wurde, aufgeschlossen und mit 

1 ml Puffer 1 versetzt. Durch eine fünfminütige Zentrifugation bei 500 g und 2°C (Beckman J2-

21, Rotor: JA-20) wurden Zelltrümmer, unaufgebrochene Zellen und Mitochondrien-Membranen 

abzentrifugiert. Die im Überstand enthaltenen Zellmembranen wurden anschließend für 35 min 

bei 25.000 U/min (Beckman Ultrazentrifuge, Rotor Ti55) bei 2°C durch Zentrifugation pelletiert 

und in einer Endkonzentration von 1 eq/µl (OD600 = 1 entspricht 1 eq/µl) in Puffer 2 aliquotiert. 

Die Membranäquivalente wurden in flüssigem N2 schockgefroren und bei -70°C gelagert. 

Für eine Koimmunpräzipitation wurden 800 Membranäquivalente eingesetzt. Die Mikrosomen 

wurden auf Eis aufgetaut, mit Saponin-haltigem Puffer auf 5 ml aufgefüllt und für 80 min bei 

2°C und 44.000 U/min (Beckman Ultrazentrifuge, Rotor Ti55) abzentrifugiert. Das Membranpel-

let wurde in Digitonin-haltigem Puffer resuspendiert und 90 min bei 2°C und 92.000 U/min 

(Beckman Ultra-Tischzentrifuge TL-100, Rotor TLA-100.1) extrahiert. Nach Wiederholung der 

Digitonin-Extraktion wurde der resultierende, vereinte Digitonin-Extrakt, der die Membranprote-

ine enthielt, zur Koimmunpräzipitation eingesetzt. Es wurden 30 µl anti-ha-Antikörper gebunde-

ne Agaroseperlen zu den Digitonin-Extrakten gegeben und die Ansätze ü/N bei 4°C unter leich-

tem Schütteln inkubiert. Die Agaroseperlen und die daran gebundenen Proteine wurden schließ-

lich durch Zentrifugation (5 s bei 10.000 U/min, Tischzentrifuge) präzipitiert, viermal mit Digi-

tonin-haltigem Puffer gewaschen, in 2x SDS-Probenpuffer überführt und für 3 min bei 100°C 

erhitzt. Nach SDS-PAGE (2.2.2.3) wurde die Westernblotanalyse (2.2.2.4) mit anti-Sec61p-

Antikörpern durchgeführt. 
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Puffer 1:   250 mM HEPES-KOH, pH 7,5 
   25 mM  KOAc 

    5 mM  MgOAc 
    5 mM  EDTA 
    5% (V/V) Glycerol 

   1 mM  PMSF 
    10 mM  DTT 
    10 µg/ml Leupeptin 
    5 µg/ml Chymostatin 
 
 
Puffer 2:   50 mM  HEPES-KOH, pH 7,5 
    10% (V/V) Glycerol 
    2 mM  DTT 

   1 µg/ml Leupeptin 
    0,5 µg/ml Chymostatin 
 
 
Saponin-haltiger Puffer: 50 mM  HEPES-KOH, pH 7,5 

   800 mM KOAc 
    16 mM  MgOAc 
    10% (V/V) Glycerol 
    2,5% (W/V) Saponin 

   7 mM  β-Mercaptoethanol 
    5 µg/ml Leupeptin 
    2,5 µg/ml Chymostatin 
 
 
Digitonin-haltiger Puffer: 50 mM  HEPES-KOH, pH 7,5 

   400 mM KOAc 
    8 mM  MgOAc 
    10% (V/V) Glycerol 
    3% (W/V) Digitonin 
    7 mM  β-Mercaptoethanol 
    10 µg/ml Leupeptin 
    5 µg/ml Chymostatin 
 
 

2.2.3 Zellbiologische Methoden 

2.2.3.1 Physiologischer Wachstumstest (Interaktionstest) 

2 ml-Hefekulturen wurden ü/N bis zur stationären Phase in für die Plasmide selektivem, Uracil-

haltigem Flüssigmedium (2.1.6) inkubiert. Die Zellen wurden anschließend mit sterilem, dest. 

Wasser so verdünnt, dass sich in einem Volumen von 4 µl eine definierte Zellzahl befand. Die 

Hefen wurden auf Nährplatten aufgetropft, die für die Anwesenheit der Plasmide selektionierten, 

jedoch kein Uracil enthielten. Für die Gegenselektion wurden sie auf FOA-haltige (WAK-

Chemie, Bad Solen) Nährplatten (2.1.6) aufgetropft. Um die aufgetropften Zellzahlen überprüfen 
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zu können, wurden dieselben Verdünnungen auf selektive, Uracil-haltige Nährplatten gegeben. 

Die Platten wurden bei der für den jeweiligen Stamm optimalen Wachstumstemperatur für 3-5 

Tage inkubiert.  

2.2.3.2 Semiquantitative Analyse der Kompetitionsexperimente 

Um die Wachstumseffizienz der Zellen, die Sec63-CUB-RUra3p von dem nativen SEC63-

Promotor, NUG-Sec62p vom PCUP1-Promotor und ein kompetitierendes Protein vom PGAL1-

Promotor aus exprimierten zu testen, wurden ca. 104 Zellen der Transformanten auf Galaktose-

haltige Ura--Platten ausplattiert. Die Zellen wurden, wenn nicht anders erwähnt, für 7 Tage bei 

30°C inkubiert und die nach dieser Zeit gewachsenen Kolonien unabhängig von ihrer Größe ge-

zählt. Von jeder Transformante wurden zwei Platten ausgestrichen und das arithmetische Mittel 

der Kolonienzahlen gebildet. Für jede Analyse wurden mindestens drei unabhängige Auszählun-

gen vorgenommen und das arithmetische Mittel der Kolonienzahlen verwendet. Um den unter-

schiedlichen Expressionsniveaus der kompetitierenden Proteine gerecht zu werden, wurde in der 

sec62-1p-Kompetitionsanalyse durch Verwendung des PMET25-Promotors die Expression des 

Sec62-Dha demjenigen des sec62-1-Dha angeglichen (siehe Abschnitt 3.3.5). In der Analyse mit 

den Sec62p-Deletionsmutanten (siehe Abschnitt 3.3.2) wurden die Proteinmengen der Dha-

modifizierten Proteine mit Hilfe des Lumi-Imagers (Roche Diagnostics, Mannheim) ermittelt. 

Zur Quantifizierung wurden beide Fraktionen der Doppelbanden verwendet, die stets für das wt-

Sec62-Dha und die C-terminalen Deletionsmutanten auftraten. Sec62-Dha wurde am stärksten 

exprimiert (Proteinmenge = 100%), die Proteinmengen der Deletionsmutanten wurden relativ 

dazu bestimmt. Die arithmetischen Mittel der gezählten Kolonienzahlen wurden durch die am 

Lumi-Imager ermittelten, relativen Expressionsniveaus der Dha-modifizierten Proteine geteilt. 

Der so für Sec62-Dha ermittelte Wert wurde willkürlich auf 100% gesetzt und die Werte der 

Deletionsmutanten wurden hierzu prozentual in Beziehung gesetzt. Die in Prozent angegebenen, 

relativen Werte wurden als „Kompetitionseffizienz“ bezeichnet. Für die Kompetitionsanalyse 

der Sec62p-Homologen aus anderen Spezies (siehe Abschnitt 3.4.1) wurden die Kolonienzahlen 

aus den folgenden Gründen nicht an die zellulären Proteinmengen angeglichen. Das Sec62p-

Homologe aus Y. lipolytica erreichte nur ca. 1% der Proteinmenge des Sec62p aus S. cerevisiae 

und wurde deshalb bei der Bewertung der Ergebnisse gesondert behandelt (siehe 4.3.4). Die 

Sec62p homologen Proteine aus S. pombe und H. sapiens wurden mindestens ebenso gut expri-

miert wie das S. cerevisiae-Sec62p, weshalb eine Angleichung der Proteinmengen nicht notwen-

dig erschien. 

Wurden bei den verschiedenen Kompetitionsexperimenten dieselben kompetitierenden Proteine 

eingesetzt (z. B. Sec62-Dha in allen drei Analysen), so konnte die gezählte Kolonienzahl zwi-



Material und Methoden 40  

schen den verschiedenen Experimenten leicht variieren. Dies ist auf die Verwendung jeweils 

anderer Nährplatten, einer anderen Transformantenreihe, Temperaturschwankungen, u. Ä. zu-

rückzuführen. Innerhalb ein und desselben Kompetitionsexperimentes ließen sich die gemesse-

nen relativen Kompetitionseffizienzen jedoch immer sehr gut reproduzieren.  

2.2.3.3 Paarung (Kreuzung) transformierter, haploider Hefen  

Je eine Einzelkolonie der beiden Paarungspartner (Mata, Matα) wurde auf eine gemeinsame 

YPD-Platte (2.1.6) so ausgestrichen, dass die Zellen der verschiedenen Paarungstypen vorsichtig 

miteinander vermischt werden konnten. Nach Inkubation der Zellen ü/N bei der für die Stämme 

optimalen Wachstumstemperatur wurden sie auf eine für diploide Zellen selektive SD-Platte 

(2.1.6) replikaplattiert. 

2.2.3.4 Semiquantitativer Paarungstest 

Die Hefestämme, deren Paarungseffizienz getestet werden sollten, wurden in YPD-Medium 

(2.1.6) angezogen, in demselben Medium verdünnt, und 106 Zellen wurden in Quadranten auf 

YPD-Platten ausgestrichen. Nach einer eintägigen Inkubationszeit wurden die Koloniequadrate 

auf einen Rasen von 107 Zellen eines Paarungstesterstammes des komplementären Paarungsty-

pes umgestempelt. Die Selektionsplatte, auf die replikaplattiert wurde, erlaubte nur das Wachs-

tum von gepaarten (diploiden) Zellen. 

2.2.3.5 Sporulation von Hefen und Tetradensektion 

Eine ü/N-Kultur von 10 ml des diploiden Hefestammes wurde so lange bei RT inkubiert, bis sich 

die Zellen am Boden des Reagenzglases abgesetzt hatten. Der flüssige Überstand wurde abge-

nommen, die Zellen wurden in der Restflüssigkeit resuspendiert und die konzentrierte Zellsus-

pension wurde auf eine Sporulationsplatte (2.1.6) ausgestrichen. Nach 5-7 Tagen bei der für den 

jeweiligen Stamm optimalen Wachstumstemperatur konnten die Sporen unter dem Lichtmikro-

skop analysiert werden.  

Für die Trennung der Sporentetraden wurden sporulierende Hefezellen mit einem sterilen Zahn-

stocher in 200 µl steriles dest. Wasser gegeben und mit 2 µl Glukoronidase versetzt. Nach 10-15 

min Inkubationszeit wurden 20 µl dieser Zellsuspension in einer Linie auf eine YPD-Platte 

(2.1.6) ausgestrichen. Unter einem Lichtmikroskop wurden erkennbare Sporentetraden mit der 

Glasspitze eines Tetraden-Mikromanipulators vereinzelt. Die vier Sporen wurden isoliert an de-

finierten Positionen der YPD-Platte abgelegt. Zum Auskeimen der Sporen wurde die Platte bei 

der für den jeweiligen Stamm optimalen Wachstumstemperatur so lange inkubiert, bis deutlich 

erkennbare Kolonien herangewachsen waren. Dann konnte der Phänotyp der je vier zusammen-



Material und Methoden 41  

gehörigen Meioseprodukte durch Replikaplattierung auf selektive Platten (2.1.6) bestimmt wer-

den.  

2.2.4 Bildbearbeitung 
Agarplatten mit Hefezellen wurden mit dem Studioscan IIsi (AGFA, Leverkusen) eingelesen.  

Die Detektion der Lichtemission und die Quantifizierung der Proteinmengen bei Westernblota-

nalysen erfolgte durch einen Lumi-Imager (Roche Diagnostics, Mannheim). Die weitere Bear-

beitung der Abbildungen erfolgte mit dem Programm Adobe PhotoshopTM 5.5. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Bestimmung der räumlichen Nähe zwischen den ER-Translokon-
proteinen Sec62p und Sec63p in vivo 

Sec62p und Sec63p sind essentielle Komponenten des heptameren Sec-Komplexes, der Proteine 

posttranslational über die ER-Membran transportiert. Deshaies et al. zeigten 1991 durch die 

Koimmunpräzipitation von Sec62p und Sec63p, dass sich beide zusammen mit Sec71p und 

Sec72p in einem stabilen tetrameren Proteinkomplex befinden. Da der heptamere Sec-Komplex 

selbst unter relativ schonenden Bedingungen in den trimeren Sec61p- und den tetrameren 

Sec62p/Sec63p-Komplex zerfällt, scheint Sec61p hingegen eher schwach mit dem tetrameren 

Sec62p/Sec63p-Komplex  assoziiert zu sein. Sec63p eignete sich also als Markerprotein, um eine 

neue Methode zur Untersuchung der in vivo-Interaktion von Membranproteinen zu etablieren. Es 

wurde mit dem Split-Ub-System versucht, die Interaktion von Sec63p mit anderen Translokon-

komponenten zu detektieren.  

Der cytosolische Carboxyterminus von Sec63p wurde mit der C-terminalen Hälfte des Ubiqui-

tins, CUB, verlängert. Als Reporterproteine wurden zwei verschiedene Enzyme, die jeweils an 

den C-Terminus des CUB fusioniert wurden, eingesetzt. Das erste Reporterprotein Dha besteht 

aus dem Enzym Dihydrofolatreduktase (DHFR) aus der Maus, die C-terminal um das kleine 

Peptidepitop ha aus dem Influenzavirus verlängert wurde (Dha), um seine immunologische De-

tektion zu ermöglichen (Johnsson und Varshavsky, 1994a). Das resultierende Fusionsprotein 

Sec63-CUB-Dha hat ein Molekulargewicht von etwa 104 kDa. Wird das Fusionsprotein in Hefe-

zellen exprimiert, kann es nach Herstellung von Gesamtproteinextrakten und SDS-PAGE durch 

einen Immunblot mit anti-ha-Antikörper nachgewiesen werden. Kommt es während der 

Koexpression von Sec63-CUB-Dha und einem NUB-Fusionsprotein zur Reassoziation der beiden 

Ub-Peptide, so wird die Abspaltung des Dha-Reporterproteins induziert. Dies kann auf dem 

Westernblot durch das veränderte Molekulargewicht des detektierten Proteins (Dha, 30 kDa) 

festgestellt werden (Abb 3.1). Das Verhältnis von gespaltenem zu ungespaltenem Fusionsprotein 

ist ein Maß für die Stärke der Interaktion zwischen Sec63-CUB-Dha und dem entsprechenden 

NUB-Fusionsprotein. 
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Abb 3.1:Verwendung von Dha als Reporterprotein im Split-Ub-Test. 

CUB-Dha ist an den C-Terminus von Sec63p fusioniert. NUB verlängert den N-Terminus des Membranproteins X.  

(1) Sec63-CUB-Dha und Protein X interagieren nicht miteinander. Es kommt zu keiner NUB-CUB-Reassoziation und 
das Reporterprotein Dha bleibt an Sec63-CUB gekoppelt. Nach Herstellung eines Gesamtproteinextraktes und SDS-
PAGE kann nur das ungeschnittene Sec63-CUB-Dha durch einen Immunblot mit anti-ha-Antikörpern nachgewiesen 
werden.  

(2) Sec63-CUB-Dha und Protein X sind interagierende Proteine oder sich räumlich sehr nahe. NUB und CUB reassozi-
ieren zum intakten Ubiquitin, die Ubps spalten das Reporterprotein Dha ab. Nach Herstellung eines Gesamtprotein-
extraktes und SDS-PAGE kann das abgespaltene Dha (und eventuell auch noch ungespaltenes Sec63-CUB-Dha) 
durch einen Immunblot mit anti-ha-Antikörpern nachgewiesen werden. Das Verhältnis von gespaltenem zu unge-
spaltenem Fusionsprotein ist ein Maß für die lokale Konzentration der an die Proteine gekoppelten Ub-Hälften und 
somit ein Maß für die Stärke der Interaktion von Sec63-CUB-Dha und Protein X.  

 

Als zweites Reporterprotein wurde die Orothidin-5’-Phosphat-Decarboxylase (Ura3p), ein En-

zym des Uracil-Stoffwechsels, eingesetzt (Sec63-CUB-RUra3p). Hefezellen, denen dieses Enzym 

fehlt, können nicht auf Uracil-freiem Nährmedium leben. Da eine N-terminale Proteinfusion die 

Aktivität der Ura3p nicht beeinträchtigt, sind Sec63-CUB-RUra3p-exprimierende Zellen auf Ura--

Medium wachstumsfähig. Die Peptidbrücke, die den C-Terminus des CUB mit dem N-Terminus 

des Ura3p verbindet, wurde so gewählt, dass nach der Spaltungsreaktion durch die Ubps der 

neue N-Terminus des abgetrennten Ura3p mit der Aminosäure Arginin beginnt (RUra3p). Nach 

der sogenannten N-End-Regel bestimmt die Identität der N-terminalen Aminosäure eines Prote-

ins dessen Halbwertszeit (Bachmair et al., 1986). Arginin wirkt gemäß der N-End-Regel destabi-
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lisierend, so dass ein Protein mit aminoterminalem Arginin innerhalb weniger Minuten abgebaut 

wird. Findet also während der Koexpression von Sec63-CUB-RUra3p und einem NUB-

Fusionsprotein die Abspaltung des RUra3p statt, so wird das Reporterprotein schnell proteoly-

siert. Die Hefezellen sind nicht in der Lage, auf Ura--Medium zu wachsen. Die Effizienz der 

NUB-CUB-Reassoziation kann somit leicht durch einen Wachstumstest auf Uracil-freien Nährplat-

ten verfolgt werden (Abb 3.2). Das Ausmaß der Wachstumshemmung der Hefezellen ist ein Maß 

für die Stärke der Interaktion zwischen Sec63-CUB-RUra3p und dem entsprechenden NUB-

Fusionsprotein. Die Verwendung des RUra3p als Reporterprotein ermöglicht außerdem die Ge-

genselektion auf FOA-haltigen Platten (Boeke und Fink, 1987). FOA (5-Fluor-Orothsäure) ist 

toxisch für Hefezellen, da es zur Hemmung der Thymidin-Synthase führt. Zellen, die RUra3p 

nicht schnell abbauen, sterben auf FOA-haltigem Medium, weshalb ein Wachstum von Zellen 

auf solchen Platten eine effiziente NUB-CUB-Interaktion anzeigt.   
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Abb 3.2: Verwendung von RUra3p als Reporterprotein im Split-Ub-Test. 

CUB-RUra3p ist an den C-Terminus von Sec63p fusioniert. NUB verlängert den N-Terminus des Membranproteins X.  

(1) Sec63-CUB-RUra3p und Protein X interagieren nicht miteinander. Es kommt zu keiner NUB-CUB-Fusion, das 
Reporterprotein RUra3p bleibt an Sec63-CUB gekoppelt und die Zellen können auf Uracil-freiem Nährmedium 
wachsen.  
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(2) Sec63-CUB-RUra3p und Protein X sind interagierende Proteine oder sich räumlich sehr nahe. NUB und CUB reas-
soziieren zum intakten Ubiquitin, die Ubps spalten das Reporterprotein RUra3p ab, was gemäß der N-End-Regel 
schnell abgebaut wird. Die Hefezellen können nicht auf Uracil-freiem Nährmedium wachsen. Das Ausmaß der 
Wachstumshemmung der Hefezellen ist ein Maß für die Stärke der Interaktion zwischen Sec63-CUB-RUra3p und 
Protein X.  

 

Die Konstrukte SEC63-CUB-DHA und SEC63-CUB-RURA3 wurden homolog in den diploiden 

Hefestamm JD51 rekombiniert, so dass eine der beiden SEC63-Genkopien durch das jeweilige 

Fusionsgen ersetzt wurde (siehe 2.2.1.14.1). In den resultierenden Stämmen C63D-5 51 und 

C63R-5 51 wurde die Expression der Fusionsproteine durch den nativen SEC63-Promotor regu-

liert. Alle eingesetzten NUB-Fusionsproteine standen, wenn nicht anders erwähnt, unter der Kon-

trolle des durch Cu2+-Ionen induzierbaren Kupfer-Metallothionein-Promotors (PCUP1-Promotor) 

aus der Hefe. Der Promotor zeigt auch ohne Kupferinduktion eine Grundaktivität. Alle Analysen 

wurden, falls nicht anders erwähnt, ohne CuSO4-Zugabe zum Nährmedium durchgeführt. 

3.1.1 Funktionalität der Fusionsproteine Sec63-CUB-Dha und Sec63-
CUB-RUra3p  

Eine wichtige Voraussetzung für die Untersuchung der relativen Distanzen zwischen zwei Prote-

inen ist deren korrekte Lokalisation in der Zelle. Nur wenn die dargestellten Fusionsproteine 

ihren natürlichen Platz einnehmen, ist die Messung der zwischen ihnen liegenden Distanzen 

sinnvoll. Da die Funktionalität eines Fusionsproteins eng mit seiner korrekten Lokalisation ge-

koppelt ist, kann ein Funktionalitätstest Aufschluss darüber geben, ob das Protein richtig lokali-

siert ist. Die Funktionalität der Sec63-Fusionsproteine wurde durch Sporulation der Stämme 

C63D-5 51 und C63R-5 51 und anschließender Tetradenanalyse bestimmt. Die Lebensfähigkeit 

aller vier haploiden Sporen belegte die Funktionalität der Sec63p-Fusionsproteine (nicht ge-

zeigt). Da die haploiden Zellen, die die modifizierten Sec63p-Versionen exprimierten, jedoch im 

Vergleich zum Wildtyp eine leichte Wachstumsverzögerung zeigten, wurden alle Interaktions-

studien in diploiden Zellen durchgeführt. 

3.1.2 Sec62p und Sec63p interagieren in vivo       
Um die Interaktion von Sec63p und Sec62p zu untersuchen, wurden Sec63-CUB-Dha und NUB-

Sec62p in Hefezellen koexprimiert. Die Fusion von NUB an den cytosolischen N-Terminus des 

Sec62p beeinträchtigt die Funktionalität des Proteins nicht (Dünnwald et al., 1999). Nach Her-

stellung von Gesamtproteinextrakten und SDS-PAGE wurde eine Westernblot-Analyse mit anti-

ha-Antikörpern durchgeführt. Abb 3.3 A zeigt, dass alle drei NUB-Versionen von Sec62p zur 

Abspaltung des Dha-Reporterproteins von Sec63-CUB-Dha führten. NUI- und NUA-Sec62p konn-

ten die vollständige Prozessierung des CUB-Fusionsproteins bewirken. Bei Koexpression von 
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NUG-Sec62p wurden noch etwa 60% des Sec63-CUB-Dha gespalten. Johnsson und Varshavsy 

detektierten eine ähnliche Spaltungsrate bei Koexpression zweier stark interagierender, NUG- und 

CUB-modifizierter Leucin-Zipper Proteine (Johnsson und Varshavsy, 1994a). Dies lässt auf eine 

ebenfalls enge Interaktion der beiden Translokonproteine schließen. In Zellen, die Sec63-CUB-

Dha allein exprimierten, kam es zu keiner Abspaltung des Reporterproteins. Zur Kontrolle wur-

den auch Extrakte von Zellen untersucht, die NUB-Bos1p, ein ER-Membranprotein, das nicht mit 

Sec63p interagiert, koexprimierten. Hier induzierte nur NUI-Bos1p die Abspaltung des Dha, die 

NUA- und NUG-Versionen konnten keine Spaltungsreaktion bewirken. Die Funktionalität von 

NUB-Bos1p konnte durch seine Expression in haploiden Hefezellen nach homologer Rekombina-

tion von NUB-BOS1 an den BOS1-Genlokus bestätigt werden (siehe 2.2.1.14.1). 
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Abb 3.3: Nachweis der Interaktion von Sec63p und Sec62p durch die Split-Ub-Methode in vivo. 

(A) Westernblot-Analyse unter Verwendung des Reporterproteins Dha. Sec63-CUB-Dha wurde alleine oder gemein-
sam mit NUB-Sec62p oder NUB-Bos1p im Stamm C63D-5 51 exprimiert. Es wurden Gesamtproteinextrakte herge-
stellt, die in einem 12,5%igen SDS-Gel aufgetrennt wurden. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch ha-
Antikörper.  
(B) Wachstumstest (Interaktionstest) unter Verwendung des Reporterproteins RUra3p. Sec63-CUB-RUra3p wurde 
gemeinsam mit  pRS314, NUB-Sec62p oder NUB-Bos1p im Stamm C63R-5 51 exprimiert. Die Zellen wurden in 
Uracil-haltigem SD-Medium angezogen. In Verdünnungen von 105 und 103 Zellen wurden die Hefen auf Ura--
Platten aufgetropft und fünf Tage bei 30°C inkubiert.  
 

Das mit Hilfe des Dha-Reporterproteins erzielte Ergebnis sollte nun mit dem zweiten Reporter-

system im physiologischen Wachstumstest bestätigt werden. Sec63-CUB-RUra3p wurde mit NUB-

Sec62p sowie mit NUB-Bos1p in Hefezellen koexprimiert. Die Zellen wurden in verschiedenen 

Verdünnungen auf Uracil-freie und zur Wachstumskontrolle auf Uracil-haltige Nährplatten auf-
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getropft. Es wurden ebenfalls Zellen aufgetropft, die neben SEC63-CUB-RURA3 nur ein leeres 

Plasmid trugen. Letztere konnten gut auf Ura--Platten wachsen. NUI-, NUA- und NUG-Sec62p in-

duzierten die vollständige Abspaltung des RUra3p-Reporterproteins vom CUB-Fusionsprotein, so 

dass das Zellwachstum gänzlich verhindert wurde (Abb 3.3 B). Im Gegensatz dazu waren nur die 

mit NUI-BOS1 transformierten Zellen nicht fähig, auf Ura--Medium zu wachsen. Die mit NUA-

BOS1 transformierten Zellen wuchsen bereits in der geringsten Verdünnung und NUG-Bos1p 

erlaubte vollständiges Wachstum der Hefen. Der Interaktionstest konnte also die aus dem 

Westernblot geschlossene, enge Nachbarschaft der Proteine Sec63p und Sec62p bestätigen. 

Um sicherzugehen, dass der in Anwesenheit von NUB-Sec62p auf Ura--Platten gemessene 

Wachstumsdefekt der C63R-5 51-Zellen auf den Abbau des RUra3p zurückzuführen ist, wurde 

dieses Experiment im Hefestamm JD55 wiederholt. In JD55 ist das Gen für das Schlüsselenzym 

der N-End-Regel, Ubr1p, deletiert. Kommt es in diesen Zellen zur Abspaltung des RUra3p, so 

findet dessen Proteolyse nicht statt und die Zellen sollten auf Uracil-freien Nährplatten wachsen. 

Sec63-CUB-RUra3p wurde gemeinsam mit einem Leerplasmid bzw. mit NUB-Sec62p in JD55-

Zellen exprimiert und auf Ura--Platten getropft. Alle Transformanten zeigten vollständiges 

Wachstum in ∆ubr1-Zellen (Abb 3.4). Dies zeigt, dass der Ura--Phänotyp der entsprechenden 

Transformanten in UBR1-Hefen allein auf die NUB-induzierte Abspaltung und den nachfolgen-

den schnellen Abbau des RUra3p durch die Enzyme der N-End-Regel zurückzuführen ist.   
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Abb 3.4: Der Abbau des abgespaltenen Reporterproteins RUra3p wird durch die Enzyme des N-End-Regel-
Pfades bewirkt. 

Zellen der Stämme C63R-5 51 (UBR1) und JD55 (∆ubr1), die Sec63-CUB-RUra3p und gleichzeitig NUB-Sec62p 
exprimierten oder das leere Plasmid pRS314 enthielten wurden in Uracil-haltigem SD-Medium angezogen. 104 und 
103 Zellen wurden auf Ura--Platten getropft und die Platten fünf Tage bei 30°C inkubiert. 



Ergebnisse 48  

3.1.3 Die Interaktion von Sec63-CUB-RUra3p und NUB-Sec62p ist mit 
unmodifiziertem Sec62p kompetitierbar 

Ich konnte bisher zeigen, dass Sec63p eine größere Nähe zu Sec62p aufweist als zu Bos1p, ei-

nem ER-Membranprotein, welches nicht an der Translokation beteiligt ist. Wenn Sec63p und 

Sec62p, wie Deshaies et al. 1991 publizierten, Mitglieder eines gemeinsamen Proteinkomplexes 

sind, so muss die Interaktion der modifizierten Proteine durch Überexpression einer ihrer unmo-

difizierten Komponenten kompetitierbar sein (Abb 3.5). Konkret würde man erwarten, dass in 

Zellen, die neben CUB-modifiziertem Sec63p und NUB-Sec62p noch zusätzlich - im Überschuss - 

natives, unmodifiziertes Sec62p exprimieren, die Spaltungsrate des Reporterproteins reduziert 

werden sollte.  
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Abb 3.5: Modell der Kompetition von NUG-Sec62p und unmodifiziertem Sec62p um Sec63-CUB-RUra3p. 

Sec63-CUB-RUra3p wird gemeinsam mit dem unter der Kontrolle des Kupferpromotors exprimierten NUG-Sec62p 
und mit unmodifiziertem Sec62p, dessen Expression durch den PGAL1-Promotor kontrolliert wird, synthetisiert. 
Wenn die Zellen auf Galaktose-haltigem Medium wachsen, ist das unmodifizierte Sec62p in großem zellulären 
Überschuss vorhanden. Es verdrängt das NUG-Sec62p aus dem tetrameren Sec62p/Sec63p-Komplex, so dass die 
Reassoziation von NUG und CUB weniger häufig stattfindet und die Zellen wieder auf Ura--Platten wachsen können. 
 

Diese Vorhersage wurde in C63R-5 51-Zellen, die mit dem Konstrukt PCUP1 NUG-SEC62 und 

dem Kompetitionskonstrukt PGAL1 SEC62 transformiert wurden, getestet. Der Galaktose-

Promotor ist ein durch das Kohlehydrat Galaktose induzierbarer, starker Promotor. In Hefezel-

len, die auf Glukose-haltigem Medium wachsen, ist er vollständig abgeschaltet. Das kompetitie-
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rende Protein, unmodifiziertes Sec62p, wurde also nur auf Galaktose-haltigen Nährplatten 

exprimiert, und sollte nur dann NUG-Sec62p verdrängen können. Neben dem Leerplasmid wur-

den als zusätzliche Kontrollen statt Sec62p zwei Proteine unter dem PGAL1-Promotor exprimiert, 

die keine Rolle in der Translokation spielen. Ste14p ist eine Carboxylmethyltransferase, die in 

der ER-Membran lokalisiert ist (Romano et al., 1998; Lewke, N., Dissertation 1999). Sie wurde 

an ihrem C-Terminus mit Dha verlängert (Ste14-Dha). Tpi1p bezeichnet die cytosolische Trio-

sephosphatisomerase des Glukosestoffwechsels (Alber und Kawasaki, 1982). Hier wurde carbo-

xyterminal ein ha-Epitop angehängt (Tpi1-ha). Außerdem wurde neben der unmodifizierten 

Sec62p-Version zusätzlich ein Sec62-Dha zur Kompetition eingesetzt. Die Verwendung von Dha 

bzw. ha ermöglichte die immunologische Detektion der verschiedenen Proteine und somit die 

Abschätzung ihrer relativen zellulären Konzentration.  Die Ergebnisse des Experimentes sind in 

Abb 3.6 A dargestellt. Auf Glukose-haltigen Ura--Platten wurde die Expression der kompetitie-

renden Proteine reprimiert und es konnte erwartungsgemäß keiner der Transformanten wachsen. 

Auf Galaktose-haltigen Ura--Platten hingegen demonstrierte das Wachstum der Transformanten, 

die Sec62p und Sec62-Dha als kompetitierende Proteine überexprimierten, die effiziente Ver-

drängung des NUG-Sec62p. Die Hefen, die die Kontrollproteine exprimierten bzw. das leere 

Plasmid enthielten, zeigten auf Galaktose-haltigen Ura--Platten kein Wachstum. Im Immunblot 

konnte die starke Expression der mit Dha bzw. ha verlängerten Proteine bei Galaktoseinduktion 

nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Durch den Einsatz eines Sec62p-Antikörpers bewies ich 

die Anwesenheit des unmodifizierten Sec62p unter Galaktoseinduktion (nicht gezeigt). Mit Hilfe 

des Sec62p-Antikörpers konnte ich ebenfalls demonstrieren, dass das Expressionsniveau des 

NUG-Sec62p sowie des ebenfalls noch in den Zellen vorhandenen nativen Sec62p unabhängig 

von der Art der Kohlehydratquelle war, in der die Zellen herangezogen wurden (nicht gezeigt). 

Um das Ausmaß der erhaltenen Kompetition zu quantifizieren, wurden etwa 104 Zellen der ver-

wendeten Transformanten auf Galaktose-haltige Ura--Platten ausplattiert und die Anzahl der 

nach sieben Tagen herangewachsenen Kolonien gezählt (Abb 3.6 B). Ungefähr 800 Kolonien 

wuchsen bei Überexpression von Sec62p, etwa die Hälfte bei der Überexpression von Sec62-

Dha. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Extension von Dha am C-Terminus des Sec62-

Proteins dessen Interaktion mit Sec63p behindern könnte. Wurden allerdings Ste14-Dha bzw. 

Tpi1-ha überexprimiert, zählte ich nur ca. 60 bzw. 40 Kolonien. Bei den Transformanten, die nur 

das Leerplasmid enthielten, konnten sich nur etwa 30 Hefekolonien bilden. Ich konnte also mit 

Hilfe der Split-Ub-Methode in vivo beweisen, dass Sec63p und Sec62p Mitglieder eines gemein-

samen Proteinkomplexes sind.    
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Abb 3.6: Die Interaktion von Sec63-CUB-RUra3p und NUG-Sec62p ist mit unmodifiziertem Sec62p und Sec62-
Dha kompetitierbar. 

(A) Interaktionstest in Zellen, die Sec63-CUB-RUra3p und NUG-Sec62p koexprimierten und die zusätzlich die ange-
gebenen Proteine unter der Kontrolle des PGAL1-Promotors exprimierten. Die Hefen wurden in Uracil-haltigem Me-
dium angezogen. Sie wurden auf Glukose-haltige Ura--Platten aufgetropft, um die Repression der Proteine unter der 
Kontrolle des PGAL1-Promotors zu bewirken und auf Galaktose-haltige Ura--Platten, um deren Induktion herbeizu-
führen. Es wurden jeweils 105, 104 und 103 Zellen aufgetropft und die Platten fünf Tage bei 30°C inkubiert. 
(B) Semiquantitative Analyse der Kompetition. Es wurden 104 Zellen der in (A) angegebenen Transformanten auf 
Galaktose-haltige Ura--Platten ausplattiert. Die Anzahl der nach sieben Tagen bei 30°C gewachsenen Kolonien 
wurde gezählt. Der Wert für die das unmodifizierte Sec62p als kompetitierendes Protein enthaltende Zellen wurde 
willkürlich auf 100% gesetzt. Für die Grafik wurde der Durchschnitt aus sieben unabhängigen Experimenten ver-
wendet. 
 
 

3.2 Die mit der Split-Ub-Methode gemessenen Distanzen von Sec63p 
zu Proteinen bekannter Lokalisation ermöglichen eine grobe Kar-
tierung der Zelle 

Durch den Split-Ub-Test konnte die Interaktion der ER-Translokonproteine Sec63p und Sec62p 

in vivo gezeigt werden. Im Folgenden sollte die Wechselwirkung von Sec63p mit anderen Kom-

ponenten des ER-Translokationsapparates sowie mit verschiedenen Membranproteinen bekann-

ter Lokalisation, die sich in unterschiedlichen Zellkompartimenten aufhalten, untersucht werden. 

Ziel war hier, das molekulare Umfeld eines Membranproteins genauer zu charakterisieren. Da 

die Effizienz der NUB-CUB-Reassoziation hauptsächlich durch deren lokale Konzentration in der 
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Zelle bestimmt wird, verläuft sie umso effizienter, je näher sich die beiden Proteine, die die je-

weiligen Ub-Hälften tragen, sind. Ich würde also mit zunehmender Distanz der Fusionsproteine 

zu Sec63-CUB-RUra3p eine Abnahme der Spaltungsreaktion erwarten. Dies würde sich in einer 

zunehmenden Uracil-Autotrophie der Transformanten widerspiegeln. 

Es wurden NUB-Fusionen (jeweils NUI- NUA- und NUG-Fusionen) von 14 verschiedenen Protei-

nen, deren Lokalisation und Funktion in der Zelle gut dokumentiert sind, eingesetzt. Sec61p bil-

det als Translokationspore die Hauptkomponente des heptameren Sec-Komplexes. Ssh1p ist se-

quenz- und strukturhomolog zu Sec61p und bildet gemeinsam mit Sbh2p und Sss1p einen alter-

nativen trimeren Komplex in der ER-Membran (Finke et al., 1996), dessen Funktion allerdings 

noch ungeklärt ist. Als einzige Carboxylmethyltransferase in S. cerevisiae modifiziert Ste14p 

wahrscheinlich posttranslational CaaX-Box enthaltende Proteine. Ste14p ist ein ER-

Transmembranprotein (Romano et al., 1998; Lewke, N., Dissertation 1999). Bos1p ist als v-

SNARE an der vom ER zum Golgi-Apparat gerichteten Vesikelknospung beteiligt (Newman et 

al., 1992). Das t-SNARE Sed5p kennzeichnet als Markerprotein das frühe Golgi-Kompartiment 

(Banfield et al., 1994). Snc1p ist als Synaptobrevin auf Vesikeln lokalisiert, die vom späten Gol-

gi-Apparat abknospen und zur Plasmamembran befördert werden (Conchon et al., 1999). Das 

Syntaxin Sso1p in der Plasmamembran katalysiert die Fusion der vom Golgi ankommenden Ve-

sikel mit der Plasmamembran (Aalto et al., 1993). Das t-SNARE Pep12p ist in der Membran von 

Endosomen lokalisiert (Becherer et al., 1996). Vam3p hält sich als t-SNARE in der Vakuolen-

membran auf (Darsow et al., 1997). Tom22p sitzt in der äußeren Mitochondrienmembran 

(Kiebler et al., 1993). Schließlich wurden noch zwei cytosolische Proteine, die schon beschrie-

bene Triosephosphatisomerase Tpi1p und Guk1p, die Guanylatkinase, (Konrad, 1992) verwen-

det. Die Funktionalität aller NUB-Fusionsproteine bis auf NUB-Ssh1p, NUB-Snc1p, NUB-Tom22p 

und  NUB-Vam3p wurde durch Funktionalitätstests bestätigt. 

Alle NUB-Fusionsproteine wurden gemeinsam mit Sec63-CUB-RUra3p in diploiden Zellen 

exprimiert und auf Uracil-freie SD-Platten aufgetropft. Abhängig von der Identität der jeweiligen 

NUB-Proteine wurde ein gut reproduzierbares, charakteristisches Wachstumsverhalten der He-

fetransformanten beobachtet (Abb 3.7).  
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Abb 3.7: Untersuchung des molekularen Umfeldes von Sec63p. 

Interaktionstest in diploiden Zellen, die Sec63-CUB-RUra3p und pRS314 enthielten, bzw. die angegebenen NUB-
Proteine unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors exprimierten. Die Hefen wurden in Uracil-haltigem Medium an-
gezogen und 105 und 103 Zellen wurden auf SD-Platten ohne Uracil aufgetropft. Die Platten wurden fünf Tage bei 
30°C inkubiert. 
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Die Stärke der Interaktion der NUB-Fusionen mit Sec63-CUB-RUra3p nahm von den Proteinen 

des Sec-Komplexes über Proteine desselben Kompartimentes (ER-Membranproteine) zu Protei-

nen anderer Kompartimente kontinuierlich ab. Die Ergebnisse des Interaktionstests sind in Tab 

3.1 zusammengefasst.  

 

  Wachstumsvermögen 

NUB-Fusionsprotein Lokalisation NUI NUA NUG FOA 

Sec62p ER - - - R 

Sec61p ER - - + R 

Ssh1p ER - ++ +++ S 

Bos1p ER - ++ +++ S 

Ste14p ER - ++ +++ S 

Sed5p cis-Golgi - ++ +++ S 

Snc1p trans-Golgi/PM  + +++ +++ S 

Sso1p PM + +++ +++ S 

Tom22p Mitochondrium + +++ +++ n. d. 

Pep12p Endosom +++ +++ +++ S 

Vam3p Vakuole +++ +++ +++ S 

Tpi1p Cytosol +++ +++ +++ S 

Guk1p Cytosol +++ +++ +++ S 

 

Tab 3.1: Ergebnisse des Wachtumstests von Zellen, die Sec63-CUB-RUra3p und die aufgeführten NUB-
Fusionsproteine unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors exprimierten. 

Das Wachstum wurde auf Uracil-freien SD-Platten verfolgt. Das Wachtumsvermögen der Zellen wurde wie folgt 
angegeben. -: kein Wachstum; +: schwaches Wachstum; ++: eingeschränktes Wachstum; +++: vollständiges Wachs-
tum. In der mit  „FOA“ betitelten Spalte wurde das Wachstum der Zellen auf FOA-haltigen Platten beurteilt. R: 
FOA-resistent; S: FOA-sensitiv; n. d.: nicht durchgeführt. PM: Plasmamembran. 
 

3.2.1 Sec63p zeigt die größte Nähe zu Proteinen des Translokations-
komplexes 

Die stärkste Interaktion von Sec63-CUB-RUra3p und NUB-Fusionsproteinen konnte mit ER-

Translokonproteinen erzielt werden. Nur die Zellen, die NUB-Fusionen von Translokationskom-

ponenten enthielten, ließen sowohl für NUI- als auch für NUA-Versionen kein Wachstum der He-

fen zu. Von diesen Proteinen verhinderte allein NUG-Sec62p das Zellwachstum der C63R-5 51-

Transformanten auf Ura--Platten. Die mit NUB-Sec61p transformierten Zellen zeigten nur für 
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NUG-Sec61p noch ein Restwachstum. Die NUG-Versionen aller anderen eingesetzten Proteine 

erlaubten uneingeschränktes Wachstum der Transformanten.  

Alle ER-Membranproteine, die nicht an der Translokation beteiligt sind, lösten ebenfalls ein spe-

zifisches Wachstumsverhalten der Hefezellen aus. Hier wurde das Wachstum der die NUI-

Fusionsproteine enthaltenden Zellen verhindert, wohingegen die NUA-Versionen der Proteine ein 

nur leicht eingeschränktes Wachstum vermittelten. In diese Gruppe fallen Ssh1p, Bos1p und 

Ste14p. Aber auch NUB-Sed5p löste als Protein des cis-Golgi-Apparates dieses Wachstumsver-

halten der Zellen aus. Der Golgi-Apparat ist das dem ER räumlich und funktionell nächstgelege-

ne Kompartiment. Der cis-Golgi ist der dem ER zugewandte Teil des Golgi-Kompartimentes.  

3.2.2 Der Einsatz der neuen NUB-Version NVI ermöglicht die Abgren-
zung des Sed5p von den ER-Membranproteinen  

Um besser zwischen Sed5p und den ER-Membranproteinen unterscheiden zu können, wurde 

eine neue Mutante des NUB eingesetzt, die an Position drei statt eines Isoleucins ein Valin trägt 

(NVI). Die übrigen Aminosäuren der N-terminalen Hälfte des Ubiquitins blieben unverändert. 

Die Reassoziationseffizienz des NVI liegt zwischen der des NUI, des wt-NUB, und der des NUA 

(Raquet, Eckert und Johnsson; Manuskript zur Veröffentlichung eingereicht). Ich hoffte mit die-

ser neuen NUB-Version die Auflösung im Split-Ub-Test vergrößern zu können. Wie in Abb 3.8 

gezeigt, konnte ich mit Hilfe der NVI-Versionen von Sec62p, Ssh1p, Bos1p, Sed5p, Sft1p (ein v-

SNARE des mittleren Golgi-Kompartimentes), Snc1p und Sso1p tatsächlich eine klarere Unter-

scheidung zwischen ER- und Golgi-Proteinen treffen. Die NVI-Fusionen aller ER-

Membranproteine führten entweder zu keinem (Sec62p, Ssh1p) oder stark eingeschränktem 

Wachstum (Bos1p) der Zellen auf Uracil-freien Platten. Die NVI-Fusionen des trans-

Golgimembran-Plasmamembranproteins Snc1p und des Plasmamembranproteins Sso1p hinge-

gen ließen uneingeschränktes Zellwachstum zu. NVI-Sft1p inhibierte das Wachstum der C63R-5 

51-Zellen, wenn auch nur in geringem Maße. Auch die NVI-Sed5p-tragenden Zellen wuchsen 

weniger gut als die mit NVI-SNC1 und NVI-SSO1 transformierten Zellen, aber eindeutig besser als 

die Zellen, die NVI-Fusionen von ER-Membranproteinen exprimierten. Ich kann daher Sed5p 

eindeutig von den ER-Membranproteinen unterscheiden und im Vergleich mit anderen NVI-

Fusionsproteinen dem cis-Golgi-Kompartiment zuordnen. 
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Abb 3.8: Einsatz der neuen NUB-Mutante NVI zur Abgrenzung des cis-Golgi-Proteins Sed5p von den ER-
Transmembranproteinen. 

Interaktionstest in diploiden Zellen, die Sec63-CUB-RUra3p und die angegebenen NVI-Fusionsproteine unter der 
Kontrolle des PCUP1-Promotors exprimierten. Die Hefen wurden in Uracil-haltigem Medium angezogen und jeweils 
105, 104, 103 und 102 Zellen auf eine SD-Platte ohne Uracil aufgetropft. Die Platte wurde fünf Tage bei 30°C inku-
biert. 
 

3.2.3 Das Sec61p-Homologe Ssh1p hat eine größere Distanz zu 
Sec63p als Sec61p  

Ssh1p zeigt starke Homologie zu Sec61p und ist in einem zweiten heterotrimeren Proteinkom-

plex in der ER-Membran organisiert. Allerdings konnte Ssh1p nicht gemeinsam mit den Mitglie-

dern des Sec62p/Sec63p-Komplexes aufgereinigt oder mit Antikörpern gegen Mitglieder des 

Sec62p/Sec63p-Komplexes koimmunpräzipitiert werden (Finke et al., 1996). Diese in vitro-

Daten korrespondieren mit dem Wachstumsmuster der NUB-Ssh1p bzw. NUB-Sec61p exprimie-

renden Zellen in meinem Experiment (siehe Abb 3.7). Wo NUA-Sec61p das Wachstum der Zel-

len vollständig verhindert, ist die Reassoziation von NUA-Ssh1p mit Sec63-CUB-RUra3p so inef-

fizient, dass das beinahe vollständige Wachstum der Transformanten erreicht wird. NUB-Ssh1p 

unterscheidet sich in seiner Wirkung auf das Wachstum der C63R-5 51-Zellen nicht von den 

NUB-Fusionsproteinen aller anderen eingesetzten ER-Membranproteine, die nicht an der Trans-

lokation beteiligt sind. Somit ist Sec63p in vivo näher an Sec61p als an Ssh1p.  

3.2.4 Die mit Sec63-CUB-RUra3p gemessenen Distanzen zu Translo-
konkomponenten sind spezifisch 

Die gemessene Nähe von Sec63p zu anderen Proteinen des ER-Translokationsapparates könnte 

eventuell auf einen physikalischen Kontakt des Sec63p mit diesen Translokonkomponenten wäh-

rend seiner Insertion in die ER-Membran zurückzuführen sein. Obwohl alle NUB-Fusionsproteine 

vom PCUP1-Promotor aus exprimiert wurden, ist es ebenfalls nicht ausgeschlossen, dass einige 

der eingesetzten NUB-Fusionsproteine eine höhere Konzentration in der Zelle erreichen. Um be-
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urteilen zu können, ob die Nähe von Sec63p zu den anderen eingesetzten Translokonproteinen 

den Verhältnissen in der Zelle in vivo entspricht, musste ein weiteres ER-Markerprotein einge-

setzt werden, welches nicht an der Translokation beteiligt ist. Ste14p ist wie Sec63p ein polyto-

pisches Membranprotein des ER und wird wahrscheinlich ebenso durch die Translokonkompo-

nenten in die ER-Membran integriert. Ste14p wurde mit dem CUB-RUra3p-Modul verlängert und 

seine Funktionalität bestätigt (Lewke, N., Dissertation 1999). Ste14-CUB-RUra3p wurde mit den 

NUB-Fusionen der ER-Membranproteine Sec62p, Sec61p, Ssh1p, Ste14p und Bos1p gemeinsam 

in dem Hefestamm JD53 exprimiert. Im Unterschied zu den C63R-5 51-Zellen war das Wachs-

tumsmuster der auf Uracil-freie Platten aufgetropften Hefezellen bei allen Transformanten iden-

tisch (Abb 3.9). Die NUI-Versionen der ER-Membranproteine verhinderten das Wachstum der 

Zellen völlig, die NUA- und NUG-Versionen erlaubten uneingeschränktes Wachstum. Da gegen 

Ste14-CUB-RUra3p alle ER-Membranproteine ungeachtet ihrer Funktion dasselbe Wachstums-

verhalten auf Ura--Platten auslösten, ist die gegen Sec63-CUB-RUra3p beobachtete Nähe von 

Sec62p und Sec61p als spezifisch zu beurteilen und nicht auf ihre Nähe während der Transloka-

tion bzw. auf eine im Vergleich zu den anderen NUB-Fusionsproteinen übermäßige Expression 

zurückzuführen. 
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Abb 3.9: Spezifitätstest für die Interaktion von Sec63-CUB-RUra3p mit Translokonkomponenten. 

Interaktionstest in JD53-Zellen, die Ste14-CUB-RUra3p und das Leerplasmid pRS314 enthielten oder die angegebe-
nen NUB-Fusionsproteine unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors exprimierten. Die Expression von Ste14-CUB-
RUra3p wurde durch den PMET25-Promotor reguliert. Die Hefen wurden in Uracil-haltigem Medium angezogen und 
jeweils 105 und 104 Zellen wurden auf SD-Platten ohne Uracil aufgetropft, die 500 µM Methionin enthielten. Die 
Platten wurden drei Tage bei 30°C inkubiert. 



Ergebnisse 57  

3.2.5 Der Einsatz weiterer CUB-Markerproteine ermöglicht die Unter-
scheidung zwischen Proteinen des trans-Golgi, der Plasma-
membran und des Mitochondriums 

Aus Abb 3.7 und Tab 3.1 geht hervor, dass man die im Split-Ub-Test erhaltene Antwort der mit 

NUB-SNC1, NUB-SSO1 und NUB-TOM22 transformierten Hefen zusammenfassen kann. Alle drei 

NUI-Fusionsproteine schränkten das Wachstum der Zellen auf Ura--Platten stark ein und erlaub-

ten unvermindertes Wachstum der NUA- und NUG-Transformanten. Die drei Proteine sind jedoch 

nicht in einem gemeinsamen Kompartiment lokalisiert. Um besser zwischen spätem Golgi-

Apparat/Plasmamembran (Snc1p), Plasmamembran (Sso1p) und Mitochondrium (Tom22p) un-

terscheiden zu können, mussten zusätzliche CUB-Markerproteine eingesetzt werden. Die Frage-

stellung war, ob durch die Verwendung weiterer CUB-modifizierter Proteine mehr über das mo-

lekulare Umfeld der eingesetzten NUB-Fusionsproteine gelernt werden könne. 

3.2.5.1 Charakterisierung des mitochondrialen Kompartimentes 

Um das Verhalten der NUB-TOM22-Transformanten zu charakterisieren, wurde das Fusionsprote-

in Tom20-CUB-RUra3p eingesetzt. Tom20-CUB-RUra3p ist funktionell (pers. Mitteilung S. 

Kind). Tom20p ist, wie auch Tom22p, ein Mitglied des Translokationskomplexes der äußeren 

Mitochondrienmembran (Übersichtsartikel: Schatz, 1997). Die folgenden Experimente wurden 

in Zusammenarbeit mit S. Müller durchgeführt. Die Koexpression von Tom20-CUB-RUra3p und 

NUB-Tom22p verhinderte das Wachstum der NUI-Transformanten völlig, die NUA- und NUG-

Transformanten wuchsen ungehindert (Abb 3.10).  
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Abb 3.10: Tom20-CUB-RUra3p zeigt eine spezifische Nähe zu dem mitochondrialen Protein Tom22p. 

Interaktionstest in JD53-Zellen, die Tom20-CUB-RUra3p und das Leerplasmid pRS314 enthielten oder die angege-
benen NUB-Proteine unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors exprimierten. Die Expression von Tom20-CUB-RUra3p 
wurde durch den PCUP1-Promotor reguliert. Die Hefen wurden in Uracil-haltigem Medium angezogen und jeweils 
104 und 103 Zellen wurden auf SD-Platten ohne Uracil aufgetropft. Die Platten wurden drei Tage bei 30°C inkubiert. 
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Die zur Kontrolle eingesetzten NUB-Fusionsproteine aus anderen Kompartimenten, Sec62p, 

Sed5p, Snc1p, Sso1p und Guk1p waren in keinem Fall in der Lage, das Wachstum der NUI-

Transformanten einzuschränken. Ich schließe daraus, dass Tom22p und Tom20p benachbart sind 

und das Wachstumsverhalten der Zellen sehr wahrscheinlich deren gemeinsame Lokalisation 

und Interaktion in der Mitochondrienmembran (Kiebler et al., 1993) widerspiegelt. 

3.2.5.2 Charakterisierung des späten Golgi-Kompartimentes 

Zur besseren Differenzierung der Proteine, die im späten Sekretionsweg lokalisiert sind, habe ich 

eine CUB-Fusion des Proteins Kex2p erstellt (Kex2-CUB-RUra3p). Kex2p ist eine Serinprotease 

der Subtilisin-Familie (Fuller et al., 1989a), die im trans-Golgi-Apparat lokalisiert ist (Franzu-

soff et al., 1991; Redding et al., 1991). Sie ist an der Reifung des α-Paarungshormons beteiligt 

(Julius et al., 1984; Fuller et al., 1988). Eine Transmembrandomäne in der Nähe ihres Carboxy-

terminus verankert Kex2p so in der Membran des späten Golgi-Apparates, dass ihr C-Terminus 

ins Cytosol reicht (Fuller et al., 1988; Fuller et al., 1989b). Kex2p ist für das Wachstum von He-

fezellen im mitotischen Zellzyklus nicht essentiell. Die Deletion des KEX2-Gens führt jedoch in 

Hefezellen des α-Paarungstypes zur Paarungsunfähigkeit, da der α-Paarungsfaktor nicht mehr 

prozessiert wird (Julius et al., 1984). So sind ∆kex2-Zellen des α-Paarungstypes steril, in Zellen 

des a-Paarungstypes hingegen hat die Deletion des KEX2-Gens keine Auswirkungen auf die Paa-

rungseffizienz. ∆kex2-Zellen zeigen darüber hinaus einen kältesensitiven Phänotyp, und wachsen 

nicht unterhalb von 18°C (Martin und Young, 1989). Kex2-CUB-RUra3p wurde homolog in den 

haploiden Hefestamm JD53 (Matα) integriert, so dass die modifizierte Version die einzige 

KEX2-Genkopie darstellte (siehe 2.2.1.14.1). Der resultierende Stamm wurde CK2R-5 53 be-

nannt. Funktionelle Kex2p-Fusionsproteine sollten die Defekte eines ∆kex2-Stammes komple-

mentieren können. 

3.2.5.2.1 Funktionalität des Kex2-CUB-RUra3p-Fusionsproteins 

Um die Funktionalität zu überprüfen und damit auf die korrekte Lokalisation von Kex2-CUB-

RUra3p schließen zu können, wurde zunächst ein ∆kex2-Stamm dargestellt. Hierbei wurde das 

KEX2-Gen im JD53-Stamm durch das Kanamycin-Resistenzgen ersetzt (siehe 2.2.1.15). In Ka-

namycin-resistenten Hefekolonien wurde der Austausch des KEX2-Gens durch das Kanamycin-

Resistenzgen mittels PCR verifiziert. Zur Bestimmung der Funktionalität des Kex2-CUB-

RUra3p-Fusionsproteins wurden zwei verschiedene Experimente durchgeführt. Zunächst wurde 

das Wachstumsverhalten von Zellen des ∆kex2-Stammes mit demjenigen von Zellen des wt-

Stammes JD53 und des Stammes CK2R-5 53 bei verschiedenen Temperaturen verglichen (Abb 
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3.11 A). Während bei 25°C und 30°C keine Wachstumsdefekte auftraten, war das Wachstum der 

∆kex2-Zellen bei 17°C stark verlangsamt. Zellen, die Kex2-CUB-RUra3p exprimierten, wuchsen 

hingegen genauso gut wie die JD53-Zellen mit unmodifiziertem Kex2-Protein. Eine zusätzliche 

Überprüfung der Funktionalität fand durch den Einsatz eines Paarungstests statt. Hierzu wurden 

Zellen der Stämme JD53, ∆kex2 und CK2R-5 53 mit dem Paarungstester-Stamm GTY1 gepaart. 

GTY1 hat den komplementären Paarungstyp (Mata) und ist Tryptophan-autotroph. Die gewähl-

ten Selektionsbedingungen gestatteten nur das Wachstum diploider Zellen. Abb 3.11 B doku-

mentiert, dass nur die wt-Hefezellen sowie die das Kex2-CUB-RUra3p-Fusionsprotein enthalten-

den Zellen zur Paarung imstande waren. Der Paarungsversuch der ∆kex2-Zellen war erfolglos. 

Dieses Paarungsexperiment bestätigt die schon durch den Wachstumstest bei 17°C festgestellte 

Funktionalität des Kex2-CUB-RUra3p. Dies lässt eine korrekte Lokalisation des Fusionsproteins 

im trans-Golgi-Kompartiment vermuten. 
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Abb 3.11: Funktionalität des Kex2-CUB-RUra3p-Fusionsproteins. 

(A) Test auf Kältesensitivität. Zellen der Stämme JD53 (+ pRS315), ∆kex2 (+ pRS315) und CK2R-5 53 wurden in 
selektivem SD-Medium ohne Leucin bei 30°C angezogen. Die Zellen wurden anschließend auf eine SD-Leu--Platte 
ausgestrichen und vier Tage bei 17°C inkubiert.  
(B) Paarungstest. Zellen der Stämme JD53 (+ pRS315), ∆kex2 (+ pRS315) und CK2R-5 53 wurden in YPD- Medi-
um angezogen und in Quadranten auf YPD-Platten ausgestrichen. Nach einer eintägigen Inkubationszeit wurden die 
Koloniefelder auf einen Rasen von 107 Zellen des GTY1-Paarungstesterstammes (Mata, Trp+) umgestempelt und 3 
Tage bei 30°C inkubiert. Die Selektionsplatte, auf die replikaplattiert wurde, erlaubte nur das Wachstum von diploi-
den (gepaarten) Zellen (SD Leu- Trp--Medium). 
 

3.2.5.2.2 Kex2p zeigt eine größere Nähe zu Snc1p als zu Sso1p 

Nachdem ich in Abschnitt 3.2.5.2.1 die Funktionalität des Kex2-CUB-RUra3p zeigen konnte, 

führte ich mit dem Stamm CK2R-5 53 Interaktionstests durch. Es wurden verschiedene NUB-

Fusionsproteine gemeinsam mit Kex2-CUB-RUra3p exprimiert. Alle NUI-Fusionsproteine inhi-

bierten das Wachstum der Hefen vollständig, so dass eine Differenzierung zwischen den ver-

schiedenen NUI-Proteinen nicht möglich war (nicht gezeigt). Alle NUG-Fusionen führten zu un-

vermindertem Zellwachstum auf Uracil-freien SD-Platten (nicht gezeigt). Nur die NUA-Fusionen 
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ließen eine Differenzierung im Split-Ub-Test zu (Abb 3.12). Es ist deutlich erkennbar, dass nur 

die NUA-Fusion des trans-Golgi-/Plasmamembranproteins Snc1p so effizient mit Kex2-CUB-

RUra3p zu interagieren vermochte, dass der Abbau des Reporters das Zellwachstum vollständig 

verhinderte. Das Plasmamembran-Protein Sso1p verursachte stark eingeschränktes Wachstum 

der Zellen. Alle anderen NUA-Transformanten wuchsen ähnlich gut wie die mit einem Leervektor 

transformierten CK2R-5 53-Zellen. Kex2p zeigt somit die größte Nähe zu einem Protein, das 

zumindest partiell im späten Golgi-Kompartiment lokalisiert ist. Erstaunlicherweise konnte wie-

derum sehr gut zwischen cis- und trans-Golgiproteinen unterschieden werden (vergleiche Sed5p 

und Snc1p). Unerwartet war auch die fehlende Interaktion zwischen NUA-Pep12p und Kex2-CUB-

RUra3p. 
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Abb 3.12: Kex2-CUB-RUra3p zeigt eine spezifische Nähe zu dem trans-Golgi/Plasmamembran-Protein Snc1p. 

Interaktionstest in Zellen, die Kex2p-CUB-RUra3p und das Leerplasmid pRS314 oder die angegebenen NUA-
Fusionsproteine unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors exprimierten. Die Hefen wurden in Uracil-haltigem Medi-
um angezogen und 105, 104 und 103 Zellen wurden auf eine SD-Platte ohne Uracil aufgetropft. Die Platte wurde 
sieben Tage bei 25°C inkubiert. 
 
Noch deutlicher sichtbar wurde diese Nachbarschaft, wenn der Interaktionstest auf FOA-haltigen 

Platten durchgeführt wurde. Hier konnte ebenfalls nur mit Hilfe der NUA-Fusionen differenziert 

werden (Abb 3.13). Lediglich NUA-Snc1p führte das beinahe vollständige Wachstum der CK2R-

5 53-Zellen auf FOA-haltigem Medium herbei, für NUA-SSO1-Transformanten ist noch ein 

Restwachstum erkennbar. Bemerkenswerterweise kann hier zum ersten Mal in einem Interakti-

onstest zwischen Snc1p und Sso1p unterschieden werden. Der Wachstumsunterschied der Zel-

len, die Snc1p bzw. Sso1p exprimierten zeigt deutlich, dass Snc1p näher an Kex2p ist als Sso1p. 

Im Interaktionstest mit Sec63-CUB-RUra3p zeigten Snc1p und Sso1p dieselbe Distanz zu Sec63p 

(siehe Abb 3.7).   
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Abb 3.13: Der Einsatz von Kex2-CUB-RUra3p ermöglicht die Differenzierung zwischen Snc1p und Sso1p im 
Interaktionstest auf FOA-haltigen Platten. 

Interaktionstest in Zellen, die Kex2p-CUB-RUra3p und das Leerplasmid pRS314 oder die angegebenen NUA-
Fusionsproteine unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors exprimierten. Die Hefen wurden in Uracil-haltigem Medi-
um angezogen und 105, 104 und 103 Zellen wurden auf eine FOA-haltige SD-Platte aufgetropft. Die Platte wurde 
drei Tage bei 25°C inkubiert. 
 

3.2.6 Sec63p interagiert nicht mit endosomalen, vakuolären und cyto-
solischen Proteinen 

Keine der NUB-Fusionen des endosomalen Proteins Pep12p, des vakuolären Proteins Vam3p und 

der cytosolischen Proteine Tpi1p bzw. Guk1p konnte das Wachstum der C63R-5 51-Zellen auf 

Uracil-freien Platten inhibieren (siehe Abb 3.7). Es wurden keine weiteren CUB-Markerproteine 

eingesetzt, um eine Differenzierung dieser Proteine erreichen zu können. Deshalb ist nur die 

Aussage zulässig, dass diese Proteine eine größere Distanz zu Sec63-CUB-RUra3p aufweisen, als 

alle anderen in die Messung einbezogenen NUB-Fusionsproteine.  

 

3.3 Charakterisierung der Sec63p-Bindungsdomäne im Sec62-Protein 
Nachdem ich zeigen konnte, dass sich die Interaktion von Sec63p und Sec62p in vivo messen 

lässt, wollte ich durch eine Deletionsanalyse und einer neuen, auf der Split-Ub-Technik basie-

renden Methode versuchen, die Interaktion zwischen Sec62p und dem Sec-Komplex zu charak-

terisieren. Die Analyse sollte dazu dienen, strukturelle und funktionelle Domänen von Sec62p zu 

beschreiben. Zu diesem Zweck wurde eine Reihe von Deletionsmutanten des Sec62p-Moleküls 

konstruiert, die alle mit Dha verlängert wurden, um ihre immunologische Detektion zu ermögli-

chen. Der cytosolische N-Terminus des Sec62p wurde um 107 Aminosäuren (∆N107-Dha) und 

um 153 Aminosäuren (∆N153-Dha) verkürzt, so dass bei letzterem Protein nur noch 5 verblei-

bende aminoterminale Aminosäuren ins Cytosol ragten. Bei der vom C-Terminus ausgehenden 
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Verkürzung des Sec62p wurden die letzten 19 (∆C19-Dha), 35 (∆C35-Dha), 60 (∆C60-Dha) und 

76 (∆C76-Dha) Aminosäuren deletiert. Bei den Mutanten ∆N107/∆C35-Dha und ∆N153/∆C60-

Dha wurden die jeweiligen N- und C-terminalen Deletionen kombiniert. Schließlich erstellte ich 

noch ein Sec62p-Molekül, welches lediglich den cytosolischen N-Terminus und die erste 

Transmembrandomäne umfasste (1TM-Dha) und eines, dem beide Transmembrandomänen und 

der komplette C-Terminus fehlten, so dass es nur aus dem cytosolischen Aminoterminus bestand 

(0TM-Dha). Die Struktur der Mutanten ist in  

Abb 3.14 schematisch dargestellt.  

 

 

∆N107

∆N153

∆C19

∆C35

∆C60

∆C76

0TM

1TM

Cytosol

Lumen

ER-Membran

1

107

153

108

159

178

206

187

207

248
249

283

 

 

Abb 3.14: Für diese Arbeit konstruierte Sec62p-Deletionsmutanten.  

Die schematische Darstellung des Sec62p-Moleküls zeigt dessen Topologie in der ER-Membran. Die Deletionsmu-
tanten wurden durch Verkürzung der cytosolischen Termini des Sec62p dargestellt. Die Boxen in den unterschiedli-
chen Grüntönen kennzeichnen einzelne Domänen des Sec62p (siehe Diskussion, Abschnitt 4.3.1). Die Pfeile mar-
kieren grob die Stelle im Protein, an der die jeweilige Deletion angesetzt hat. Bei den mit „∆N“ bezeichneten Mut-
anten wurde die angegebene Anzahl Aminosäuren ausgehend vom Sec62p-Aminoterminus, bei den mit „∆C“ be-
nannten diejenige vom Carboxyterminus deletiert. Außerdem wurden bei zwei Deletionsmutanten sowohl Amino-
säuren des N- als auch des C-Terminus deletiert (∆N107/∆C35-Dha bzw. ∆N153/∆C60-Dha). Die eckigen Klam-
mern markieren die aminoterminalen Bereiche, die die Mutanten 0TM-Dha (keine Transmembrandomäne) und 
1TM-Dha (eine Transmembrandomäne) umfassen.   
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3.3.1 Funktionalität der Sec62p-Deletionsmutanten 

3.3.1.1 Darstellung eines Sec62p-Deletionsstammes 

Um die Funktionalität der Deletionsmutanten des Sec62p überprüfen zu können, wurde ein 

∆sec62-Stamm dargestellt. Da SEC62 für das Wachstum der Hefezellen essentiell ist, musste die 

Gendeletion zunächst in einem diploiden Hefestamm (JD51) vorgenommen werden. Durch die 

Rekombination des Kanamycin-Resistenzgens an den SEC62-Genlokus (siehe 2.2.1.15) wurde 

eine der beiden genomischen Kopien des SEC62 in JD51 ersetzt. Der Erfolg dieses Experimentes 

konnte anhand der Kanamycin-Resistenz (KanR) der betreffenden Hefezellen und durch analyti-

sche PCR getestet werden. Der resultierende Stamm ∆sec62-51 wurde anschließend mit dem 

Vektor PCUP1 FLAG-SEC62-pRS316 transformiert, der das offene Leseraster von SEC62, wel-

ches an seinem 5’-Ende um die Sequenz des Flag-Epitops verlängert war, enthielt. Durch dieses 

Epitop ist das von diesem Plasmid exprimierte Flag-Sec62p auf einem Westernblot mit anti-

Flag-Antikörpern nachweisbar. Flag-Sec62p ist funktionell (nicht gezeigt). Gleichzeitig kodierte 

das Plasmid das Enzym Ura3p, das Zellen Uracil-Prototrophie verlieh. Die ∆sec62-51 Transfor-

manten wurden auf Ura--Platten selektioniert und zur Sporulation angeregt. Nach einer Tetraden-

sektion wurden die auf YPD-Medium angezogenen Sporen auf Kanamycin-haltige und auf Ura-

cil-freie Nährplatten umgestempelt. Erwartungsgemäß erhielt ich aus einer Tetrade Sporen, die 

die native SEC62-Genkopie enthielten (KanS) und Sporen, bei denen SEC62 durch das Kanamy-

cin-Resistenzgen ersetzt worden war (KanR) im Verhältnis 2:2. Das Wachstumsvermögen aller 

Sporen auf Uracil-freien Platten zeigte, dass sie ausnahmslos das Plasmid PCUP1 FLAG-SEC62-

pRS316 trugen. Ich wählte eine Sporentetrade zur weiteren Untersuchung aus. Eine PCR-

Analyse konnte durch Wahl der geeigneten Oligonukleotide belegen, dass die beobachteten Phä-

notypen der vier Sporen mit ihren Genotypen korrelierten (nicht gezeigt). Gesamtproteinextrakte 

aus den vier Sporen wurden daraufhin im Westernblot mit anti-Sec62p-Antikörpern analysiert ( 

Abb 3.15). Als Referenz wurden Zellen des wt-Stammes JD51, des Stammes ∆sec62-51 und des 

transformierten Stammes ∆sec62-51 + PCUP1 FLAG-SEC62-pRS316 untersucht. Erwartungsge-

mäß konnte nur in den diploiden Hefestämmen sowie in den zwei Kanamycin-sensitiven Sporen 

das native Sec62p nachgewiesen werden. Das Flag-modifizierte Sec62p wurde in allen Stämmen 

außer dem wt-JD51 und dem untransformierten ∆sec62-51 detektiert.  
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Abb 3.15: Westernblot-Analyse einer Sporentetrade, die aus der Sporulation des mit PCUP1 FLAG-SEC62-
pRS316 transformierten Hefestammes ∆∆∆∆sec62-51 hervorgegangen ist. 

Es wurden Gesamtproteinextrakte aus den folgenden Hefen gewonnen: JD51 (SEC62/SEC62), ∆sec62-51 
(SEC62/SEC62::KanR), ∆sec62-51 (SEC62/SEC62::KanR PCUP1 FLAG-SEC62-pRS316), Spore 1 (SEC62 PCUP1 
FLAG-SEC62-pRS316), Spore 2 (SEC62 PCUP1 FLAG-SEC62-pRS316), Spore 3 (SEC62::KanR PCUP1 FLAG-SEC62-
pRS316), Spore 4 (SEC62::KanR PCUP1 FLAG-SEC62-pRS316). Diese wurden in einem SDS-Gel aufgetrennt und 
auf einem Westernblot mit anti-Sec62p-Antikörpern behandelt. *: Sec62p-kreuzreagierende Bande. 
  

Eine Spore des gewünschten Phänotypes (KanR, Ura+) und Genotypes (SEC62::KanR PCUP1 

FLAG-SEC62-pRS316) wurde daraufhin für die weitere Arbeit ausgewählt (Hefestamm: ∆sec62-

F62).  

3.3.1.2 Der gesamte N-Terminus und der äußerste C-Terminus des Sec62p sind 
nicht essentiell 

Im nachstehenden Funktionalitätstest wurde auf FOA-haltigen Nährplatten überprüft, welche der 

Sec62p-Deletionsmutanten es dem ∆sec62-F62-Stamm erlaubte, das Plasmid-kodierte Flag-

Sec62p zu verlieren (Plasmid-Shuffling). Dies konnte nur unter den Umständen geschehen, dass 

das mutierte Protein allein das Überleben der Zellen dieses Stammes sicherstellte. Die unter der 

Kontrolle des PCUP1-Promotors stehenden, kodierenden Sequenzen der Sec62p-

Deletionsmutanten wurden in den Stamm ∆sec62-F62 transformiert. Zusätzlich wurden als nega-

tive Kontrolle ein Leerplasmid, als positive Kontrolle die native SEC62-Genkopie sowie SEC62-

DHA transformiert. Außerdem wurden ebenfalls JD53-Zellen, die PCUP1 FLAG-SEC62-pRS316 

und aus Selektionsgründen das leere Plasmid pRS314 enthielten, eingesetzt. Um den Hefen die 

Möglichkeit zu geben, den das Flag-Sec62p kodierenden Vektor zu verlieren, wurden sie zwei 

Tage in Uracil-haltigem SD-Medium inkubiert. Nur die Zellen, die eine funktionelle Sec62p-

Version trugen, sollten den Vektor PCUP1 FLAG-SEC62-pRS316 entbehren können. Der Verlust 

des Ura3p kodierenden Plasmides ist die Voraussetzung für eine FOA-Resistenz der Zellen. Die 
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Transformanten wurden auf FOA-haltige Platten ausgestrichen und das Wachstum der Hefen 

nach einer dreitägigen Inkubationsdauer bei 25°C analysiert. Um auszuschließen, dass die Prote-

inmengen der einzelnen Deletionsmutanten für das Wachstum der Transformanten limitierend 

sein würden, wurde der Funktionalitätstest in Anwesenheit von 100 µM CuSO4 durchgeführt. 

Ein Wachstum der Zellen auf FOA-haltigen Platten weist auf die Expression eines funktionellen 

Sec62p-Deletionsproteins hin. 
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Abb 3.16: Funktionalitätstest der Sec62p-Deletionsmutanten (Plasmid-Shuffle-Experiment). 

Die unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors stehenden angegebenen Sec62p-Deletionsmutanten wurden im Hefe-
stamm ∆sec62-F62 exprimiert. Nach einer zweitägigen Inkubationszeit in Uracil-haltigem SD-Medium wurden 106 
Zellen der Transformanten auf CuSO4- und FOA-haltige Nährplatten ausgestrichen und für 3 Tage bei 25°C inku-
biert. FOA-Resistenz der Zellen weist auf die Expression eines funktionellen Sec62p-Deletionsproteins hin. 
 

Aus Abb 3.16 ist ersichtlich, dass die JD53-Zellen, die aufgrund ihrer nativen SEC62-Genkopie 

das PCUP1 FLAG-SEC62-pRS316 entbehren konnten, als Positivkontrolle das erwartete gute 

Wachstum auf FOA-haltigen Platten zeigten. Die ∆sec62-F62-Zellen, die nur ein Leerplasmid 

enthielten, waren dagegen nicht in der Lage, das Flag-Sec62p exprimierende Plasmid zu verlie-

ren und konnten auf FOA-haltigem Medium nicht wachsen. Die Zellen, die das unmodifizierte 

Sec62p und das Sec62-Dha exprimierten, konnten erwartungsgemäß auf FOA-haltigem Medium 

wachsen. Beide N-terminalen Deletionsmutanten (∆N107-Dha, ∆N153-Dha) verhalfen den 

∆sec62-F62-Zellen zu FOA-Resistenz. Da sie nach dem Verlust des Flag-Sec62p die einzigen 

Sec62-Proteine in diesen Hefen darstellen sollten, sind ∆N107-Dha und ∆N153-Dha funktionell. 

Die Funktionalität von ∆C19-Dha und ∆C35-Dha konnte ebenfalls demonstriert werden. Aller-

dings war das Wachstum der Zellen, die ∆C35-Dha exprimierten, bereits stark eingeschränkt 

(Abb 3.16). Die FOA-Sensitivität aller anderen Transformanten signalisierte die Unfähigkeit 

aller übrigen Sec62p-Deletionsproteine, die Funktion des wt-Sec62p übernehmen zu können. 

Um auszuschließen, dass diese Proteine nur deshalb keine FOA-Resistenz vermitteln konnten, 
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weil sie nicht oder in zu geringem Maße exprimiert wurden, kontrollierte ich ihre Anwesenheit 

auf einem Westernblot. Von allen ∆sec62-F62-Transformanten sowie von den FOA-resistenten 

Hefen wurden Gesamtproteinextrakte hergestellt, die auf einem Immunblot mit anti-ha-

Antikörpern behandelt wurden. Abb 3.17 belegt, dass alle Deletionsmutanten auch ohne Indukti-

on des PCUP1-Promotors synthetisiert wurden. ∆C35-Dha wurde vor der FOA-Selektion schwä-

cher als die übrigen funktionellen Sec62-Proteine exprimiert. In den  FOA-resistenten Hefen, in 

denen ∆C35-Dha das einzige Sec62-Protein ist, wird sein Expressionsniveau drastisch erhöht 

(Abb 3.17, vergl. Spalte 5 und 6). Auch die Proteinmenge der Doppelmutante ∆N107/∆C35-Dha 

war in Abwesenheit von CuSO4 sehr gering. Durch Induktion des PCUP1-Promotors  konnte die 

Proteinmenge stark erhöht werden (Abb 3.17, vergl. Spalte 16 und 17). Die FOA-Sensitivität 

dieser Transformanten ist somit auf die mangelnde Funktionalität des ∆N107/∆C35-Dha und 

nicht auf die fehlende Expression oder den schnellen Abbau des Proteins zurückzuführen.  

Das wt-Sec62-Dha und die C-terminalen Deletionsproteine wurden im Westernblot stets - mehr 

oder weniger stark ausgeprägt - als Doppelbanden (Abb 3.17, Spalten 1-8; 14, 15) detektiert. Der 

Ursprung der im Gel schneller laufenden Fraktion könnte in einem zweiten Initiations-ATG lie-

gen, welches die Translation eines um 9 Aminosäuren (ca. 1 kDa) kürzeren Proteins bewirkt. Für 

diese Theorie spricht, dass die Doppelbanden nicht bei den N-terminalen Mutanten auftraten. 

Auch Deshaies und Schekman konnten eine solche Doppelbande beim wt-Sec62p beobachten 

(Deshaies und Schekman, 1990).    
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Abb 3.17: Expressionsniveaus der verschiedenen Sec62-Proteine im Hefestamm ∆∆∆∆sec62-F62. 

Die PCUP1-Promotor kontrollierten Sec62p-Deletionsmutanten und das wt-Sec62-Dha wurden im Hefestamm 
∆sec62-F62 ohne (-) oder mit (+) Zugabe von CuSO4 exprimiert. Es wurden von den Transformanten Gesamtprote-
inextrakte hergestellt, bevor sie auf FOA-haltige Platte ausgestrichen wurden und das Flag-Sec62p exprimierende 
Plasmid noch in den Zellen vorhanden war (F). Die Proteine der Transformanten, die auf FOA-haltigen Platten 
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wachsen konnten und somit kein FLAG-SEC62 mehr enthielten (F) wurden ebenfalls extrahiert. Die Extrakte wur-
den in einem SDS-Gel aufgetrennt und die Proteine mit anti-ha-Antikörpern nachgewiesen. 
 

Die Anwesenheit des Flag-Sec62p vor der Ausplattierung der ∆sec62-F62-Transformanten auf 

FOA-haltige Nährplatten konnte auf einem mit anti-Flag-Antikörpern behandelten Westernblot 

nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Die Abwesenheit des Flag-Sec62p nach dem Wachstum 

der ∆sec62-F62-Zellen auf den FOA-haltigen Platten wurde ebenfalls durch einen Immunblot 

bestätigt (nicht gezeigt). Zusätzlich wurde der Genotyp dieser Hefezellen durch eine analytische 

PCR überprüft (nicht gezeigt).  

Aus dem Funktionalitätstest lassen sich folgende Schlüsse ziehen: Der cytosolische N-Terminus 

des Sec62p ist für seine Funktion nicht essentiell. Auch die letzten 35 Aminosäuren des Sec62p-

Carboxyterminus können ohne funktionelle Einbußen deletiert werden. Die Verkürzung beider 

Sec62p-Termini (∆C35/∆N107-Dha) wird jedoch nicht mehr toleriert. Da die über 35 Aminosäu-

ren hinausgehende Deletion des Sec62p-Carboxyterminus zu nicht funktionellen Proteinen 

(∆C60-Dha, ∆C76-Dha, 0TM-Dha, 1TM-Dha) führt, liegt zwischen Aminosäure 248 und 158 

die essentielle Domäne des Proteins. 

3.3.2 N- und C-Terminus des Sec62p binden an den Sec-Komplex  
Inwieweit sind die verschiedenen Sec62p-Deletionsmutanten noch in der Lage, an den Sec-

Komplex zu binden? Ich versuchte, diese Frage mit Hilfe eines Kompetitionsexperimentes zu 

beantworten (siehe auch Abschnitt 3.1.3). Zellen des Stammes C63R-5 51 wurden mit dem Kon-

strukt PCUP1 NUG-SEC62 transformiert. Zusätzlich exprimierten die Zellen die verschiedenen 

Sec62p-Deletionsmutanten unter der Kontrolle des induzierbaren PGAL1-Promotors. Als Referen-

zen wurden statt der Deletionsmutanten das ER-Membranprotein Ste14-Dha sowie das cytosoli-

sche Tpi1-ha eingesetzt. Wie schon in Abschnitt 3.1.3 beschrieben, sollte die erfolgreiche Kom-

petition eines Deletionsproteins zur Uracil-Prototrophie der entsprechenden Transformanten füh-

ren. Eine Unfähigkeit der Transformanten, auf Uracil-freien Platten zu wachsen, zeigt dagegen 

das Unvermögen der exprimierten Sec62p-Deletionsmutanten, NUG-Sec62p vom Sec-Komplex 

zu verdrängen (Abb 3.18).  
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Abb 3.18: Modell der Kompetition zwischen den Sec62p-Deletionsmutanten und NUG-Sec62p um Sec63-CUB-
RUra3p. 

Sec63-CUB-RUra3p wird gemeinsam mit dem unter der Kontrolle des Kupferpromotors exprimierten NUG-Sec62p 
exprimiert. Zusätzlich wird ein Dha-modifiziertes Sec62p-Deletionsprotein, dessen Expression durch den PGAL1-
Promotor kontrolliert wird, synthetisiert. Wachsen die Zellen auf Galaktose-haltigem Medium, ist das Dha-
modifizierte Sec62p-Deletionsprotein in der Zelle in großem Überschuss vorhanden. Wenn es noch an den Sec-
Komplex binden kann, verdrängt es das NUG-Sec62p aus dem Komplex, so dass die Reassoziation von NUB und CUB 
weniger häufig stattfindet. Die geringere Abspaltung des RUra3p führt zu besserem Zellwachstum auf Ura--Platten. 
 

Alle Transformanten waren erwartungsgemäß nicht fähig, auf Glukose-haltigen Ura--Platten, 

also bei Repression der PGAL1-Promotor kontrollierten Konstrukte zu wachsen (nicht gezeigt). 

Aus Abb 3.19 ist erkennbar, dass nur die Zellen, die das intakte Sec62-Dha und diejenigen, die 

∆C19-Dha exprimierten auf Uracil-freien Galaktose-haltigen Nährplatten wachsen konnten. Von 

allen Deletionsmutanten ist offensichtlich nur ∆C19-Dha in der Lage, das NUG-modifizierte 

Sec62p effizient genug aus dem heptameren Sec-Komplex zu verdrängen. 
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Abb 3.19: Sec62-Dha und ∆∆∆∆C19-Dha können im Stamm C63R-5 51 das NUG-Sec62p aus dem Sec-Komplex 
verdrängen. 

Die unter der Kontrolle des PGAL1-Promotors stehenden, angegebenen Sec62p-Deletionsproteine wurden im Hefe-
stamm C63R-5 51, der zusätzlich PCUP1 NUG-SEC62-pRS313 enthielt, exprimiert. Zusätzlich wurden auch Zellen 
untersucht, die statt der Deletionsmutanten das Leerplasmid pRS314, STE14-DHA oder TPI1-HA enthielten. Nach 
Anzucht in Uracil- und Galaktose-haltigem SD-Medium wurden die Transformanten auf Galaktose-haltige Ura--
Platten ausplattiert und für 4 Tage bei 30°C inkubiert.  
 

Die gute Expression aller Sec62-Dha-Konstrukte unter induzierenden Bedingungen (Abb 3.20) 

und ihre Abwesenheit unter reprimierenden Bedingungen (nicht gezeigt) wurde auf einem 

Westernblot mit anti-ha-Antikörpern bestätigt.  
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Abb 3.20: PGAL1-Promotor gesteuerte Expression der Sec62p-Deletionsmutanten. 

Zellen des Stammes C63R-5 51, die NUG-Sec62p unter der Kontrolle des Kupferpromotors und zusätzlich unter dem 
PGAL1-Promotor die angegebenen Sec62p-Deletionsmutanten exprimierten, wurden in Galaktose-haltigem Medium 
angezogen. Zusätzlich wurden Zellen analysiert, die als kompetitierende Proteine statt der Deletionsmutanten Ste14-
Dha oder Tpi1-ha exprimierten. Nach Herstellung von Gesamtproteinextrakten und deren Auftrennung durch SDS-
PAGE wurde der Immunblot mit anti-ha-Antikörpern behandelt.  
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Zur semiquantitativen Analyse der Kompetition wurden jeweils etwa 104 Zellen der einzelnen 

Transformanten auf Galaktose-haltige Ura--Platten ausplattiert und die nach einer Woche gebil-

deten Kolonien gezählt. Im Diagr. 1 ist das Ergebnis für die einzelnen Transformanten aufgetra-

gen. Da die Expressionsniveaus der mutierten Proteine leicht variierten (siehe Abb 3.20) und die 

Kompetitionseffizienz stark von der Konzentration des jeweiligen kompetitierenden Proteins 

abhängt, wurden im Diagr. 1 die gezählten Kolonienzahlen auf die aus dem Immunblot (Abb 

3.20) quantifizierten Proteinmengen genormt (siehe 2.2.3.2). Für die im Diagr. 1 gezeigten Er-

gebnisse wurden die Mittelwerte aus fünf unabhängigen Auszählungen und der Mittelwert aus 

zwei Westernblot-Quantifizierungen verwendet. 
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Diagr. 1: Kompetitionseffizienz der Sec62-Deletionsproteine. 

Etwa 104 Zellen der PCUP1 NUG-SEC62-pRS313 enthaltenden, angegebenen C63R-5 51-Transformanten wurden auf 
Galaktose-haltige Ura--Platten ausgestrichen und die Anzahl der nach sieben Tagen bei 30°C gewachsenen Kolonien 
wurde gezählt. Die Anzahl der Kolonien wurde auf die Expressionsniveaus der Proteine angeglichen. Die Kolonien-
anzahl sowie die aus der Westernblot-Quantifizierung erhaltenen Werte (relative Proteinmengen) sind aufgeführt. 
Die gezeigten Werte mitteln sich aus fünf unabhängigen Auszählungen und zwei Westernblot-Quantifizierungen. 
Der für Sec62-Dha erhaltene Wert wurde willkürlich auf 100 gesetzt. Die relative Kompetitionseffizienz der Deleti-
onsproteine ist an den Balken angegeben. 
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Zunächst fällt ins Auge, dass sich Sec62-Dha und ∆C19-Dha deutlich von den übrigen Mutanten 

abheben. Bei ihnen habe ich die höchsten Kolonienzahlen gezählt. Dies stimmt mit dem im 

Kompetitionstest beobachteten Wachstum der Transformanten auf Galaktose-haltigen Ura--

Platten überein (Abb 3.19). Bei ∆C19-Dha sank die Kompetitionseffizienz bezüglich Sec62-Dha 

jedoch schon um ca. 20%, so dass die Deletion der letzten 19 Aminosäuren wahrscheinlich be-

reits Auswirkungen auf die Bindungseffizienz an den Sec-Komplex hat. Die Werte der folgenden 

drei carboxyterminalen Deletionsmutanten ∆C35-Dha, ∆C60-Dha und ∆C76-Dha liegen so nah 

beieinander, dass man die Proteine in eine Gruppe zusammenfassen kann. Die Kompetitionseffi-

zienz ist etwa 30-50% geringer als die für Sec62-Dha ermittelte. Dennoch heben sich diese drei 

Transformanten ganz offensichtlich noch von allen übrigen Mutanten ab, die alle weniger als 

15% des wt-Wertes erreichen und damit im Rahmen der Kontrollen (Ste14-Dha und Tpi1-ha) 

liegen. Eine Ausnahme bildet möglicherweise 1TM-Dha, dessen Werte gering aber reproduzier-

bar über den Hintergrundwerten liegen. Betrachtet man schließlich die vom N-Terminus ausge-

henden Deletionsproteine ∆N107-Dha und ∆N153-Dha, so ist für sie keine Kompetition mehr 

erkennbar. Die Deletion des Sec62p-Aminoterminus führt somit zu einer starken Beeinträchti-

gung der Bindung an den Sec-Komplex. 

Ich schließe aus den geschilderten Ergebnissen, dass es innerhalb des Sec62p-Moleküls zwei 

Bereiche gibt, die an den Sec-Komplex binden können. Die erste Bindungsstelle liegt im cytoso-

lischen, N-terminalen Bereich von Sec62p, denn die ersten 107 Aminosäuren des Sec62p-

Aminoterminus sind für die Bindung essentiell. Wird dieser oder ein noch größerer N-terminaler 

Bereich (∆N153-Dha) deletiert, findet keine Kompetition des mutanten Proteins mit NUG-Sec62p 

statt. Hierbei ist es nicht von Belang, ob noch zusätzlich ein C-terminaler Bereich des Sec62p-

Moleküls entfernt wird (vergl. im Diagr. 1 die Kompetitionseffizienz von ∆N153-Dha mit 

∆N153/∆C60-Dha). Der zweite Bindungsbereich umfasst die letzten 35 Aminosäuren des 

Sec62p-Carboxyterminus. Deletiert man diesen (∆C35-Dha), sinkt die Kompetitionseffizienz der 

Transformante auf 37% des wt-Wertes ab. Jede zusätzliche Verkürzung des cytosolischen C-

Terminus (∆C60-Dha, ∆C76-Dha) führt zu keiner weiteren Beeinflussung der Bindung an den 

Sec-Komplex. Innerhalb des 35 Aminosäuren umfassenden C-terminalen Bindungsbereichs 

scheinen die letzten 19 Aminosäuren des Sec62p weniger wichtig für die Bindung zu sein als die 

darauf folgenden restlichen 16 Aminosäuren. Insgesamt scheint die durch diese C-terminale Re-

gion vermittelte Bindung an den Sec-Komplex von geringerer Bedeutung als die des N-Terminus 

zu sein. Wird nämlich der Bindungsbereich des N-Terminus entfernt, verhindert dies vollständig 

die Kompetition, wird derjenige des C-Terminus entfernt, kann noch eine Restkompetition statt-

finden. Da es bei der Verkürzung des Sec62p-Carboxyterminus um insgesamt 99 Aminosäuren, 
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resultierend in 1TM-Dha, wieder zu einem Einbruch der Kompetitionseffizienz kommt, gibt es 

möglicherweise einen dritten Bindungsbereich im Sec62p, der von der zweiten Transmembran-

domäne gebildet wird.  

Obwohl die Hauptbindungsstelle an den Sec-Komplex also von dem N-terminalen Bereich des 

Sec62p gebildet wird, kann das aminoterminale, cytosolische Sec62p-Peptid allein (0TM-Dha) 

NUG-Sec62p nicht messbar aus dem Komplex verdrängen. Dies liegt wahrscheinlich an der ge-

ringen lokalen Konzentration dieses cytosolischen Moleküls an der ER-Membran. Da der Ver-

lust der Bindung nach Deletion eines Abschnitts im Protein nicht notwendigerweise bedeutet, 

dass diese Region eine autonome Bindungsstelle ist, musste für die N-terminale Domäne ein 

positiver Bindungsnachweis erbracht werden. Um die Interaktion von Sec63p und 0TM-Dha 

sensitiver messen zu können, wurde im Folgenden ein direkter Split-Ub-Test durchgeführt. 

3.3.3 Der direkte Split-Ub-Test bestätigt die Kompetitionsergebnisse 
Sec62-Dha und die Mutanten ∆C19-Dha, ∆C35-Dha, ∆C60-Dha, ∆N107-Dha und 0TM-Dha 

wurden an ihrem N-Terminus mit NUB verlängert. Anschließend wurden sie im Stamm C63R-5 

51 unter der Kontrolle des Kupferpromotors exprimiert. Als Referenzen wurden das Leerplasmid 

pRS314 und NUB-GUK1 in diesen Stamm transformiert und in die Analyse eingeschlossen. Die 

Transformanten wurden auf SD-Ura--Platten aufgetropft. In diesem Test zeigt fehlendes Wachs-

tum der Hefen eine Interaktion der koexprimierten Fusionsproteine an. Der Grad der Uracil-

Prototrophie der Zellen ist in Abb 3.21 dargestellt. Das Wachstum aller Transformanten wurde 

durch die Expression der NUI-Versionen der Deletionsmutanten verhindert. Nur die Kontrollzel-

len, die NUI-Guk1p enthielten, zeigten gutes Wachstum auf Ura--Platten. Selbst die Affinität von 

NUI-0TM-Dha zu Sec63-CUB-RUra3p war so groß, dass das Reporterprotein komplett abgespal-

ten und abgebaut wurde. Ein für NUI-∆N107-Dha exprimierende Zellen zu erahnendes Rest-

wachstum prägte sich bei Expression der NUA-Version zu einem uneingeschränkten Wachstum 

der Zellen aus. NUA-0TM-Dha dagegen schränkte, ähnlich wie die NUA-Varianten aller C-

terminalen Mutanten, die Lebensfähigkeit der Zellen deutlich ein. Alle C63R-5 51-Hefen, die 

NUG-Fusionen der Deletionsmutanten exprimierten, wuchsen auf Uracil-freien Platten. Aller-

dings wuchsen die NUG-∆N107-DHA- und NUG-0TM-DHA-Transformanten eindeutig besser als 

die übrigen NUG-Fusionen der Deletionsproteine auf den Nährplatten.  
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Abb 3.21: 0TM-Dha zeigt eine größere Nähe zu Sec63p als ∆∆∆∆N107-Dha. 

Die unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors stehenden angegebenen NUB-Sec62p-Deletionsmutanten wurden im 
Hefestamm C63R-5 51 exprimiert. Zusätzlich wurden auch C63R-5 51-Zellen untersucht, die das Leerplasmid 
pRS314 oder NUB-GUK1-HA enthielten. Nach Anzucht in Uracil-haltigem SD-Medium wurden 106, 105 und 104 
Zellen der Transformanten auf Ura--Platten aufgetropft und für 4 Tage bei 30°C inkubiert.  
 

Der direkte Split-Ub-Interaktionstest unterstützt die Ergebnisse des Kompetitionstests. Die NUB-

Fusionen der carboxyterminalen Deletionsmutanten ∆C19-Dha, ∆C35-Dha und ∆C60-Dha sind 

in ihrer Nähe zu Sec63-CUB-RUra3p mit dem wt-Sec62-Dha vergleichbar. Allerdings inhibiert 

auch in diesem Test die C-terminale Dha-Extension die Bindung des Sec62p an den Komplex 

(vergleiche NUG-Sec62p in Abb 3.6 A und NUG-Sec62-Dha in Abb 3.21). NUB-∆N107-Dha zeigt 

keine größere Nähe zu Sec63-CUB-RUra3p als ER-Membranproteine, die nicht an der Transloka-

tion beteiligt sind (siehe Abb 3.7). Dies korreliert mit dem Ergebnis der Kompetitionsstudie die-

ses Deletionsproteins. Im Gegensatz dazu demonstriert das Experiment deutlich die Fähigkeit 

des NUB-0TM-Dha, besser an den Sec-Komplex zu binden als NUB-∆N107-Dha und als das eben-
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falls cytosolische Protein NUB-Guk1-ha. Letztere interessante Beobachtung versuchte ich im 

Folgenden durch ein weiteres Kompetitionsexperiment zu bestätigen. 

3.3.4 Die C-terminalen Deletionsmutanten sind durch Überexpression 
des Sec62p kompetitierbar 

Die Spezifität der gemessenen Interaktion von NUB-0TM-Dha und Sec63-CUB-RUra3p wurde 

wiederum durch ein Kompetitionsexperiment überprüft. Hierzu wurden diejenigen NUB-

Versionen der Deletionsmutanten ausgewählt, die bei Koexpression mit Sec63-CUB-RUra3p dazu 

führten, dass die Zellen nicht mehr auf Ura--Platten wachsen konnten. Dies waren NUA-∆C35-

Dha, NUA-∆C60-Dha und die NUI-Version des ∆N107-Dha. Für 0TM-Dha wurde der Versuch 

sowohl mit der NUI- als auch mit der NUA-Variante durchgeführt. Als Negativkontrolle diente 

NUI-Guk1p. Die NUB-Fusionsproteine wurden gemeinsam mit Sec63-CUB-RUra3p exprimiert. 

Die Hefezellen enthielten zusätzlich ein von dem PGAL1-Promotor exprimiertes Sec62p. Als Re-

ferenz wurde in die Hefen statt des PGAL1 SEC62-pRS314 ein Leerplasmid transformiert. Wurden 

die verschiedenen Transformanten auf Glukose-haltige Ura--Nährplatten aufgetropft, so bestand 

kein Unterschied im Wachstumsverhalten zwischen Zellen, die das Leerplasmid oder das Sec62p 

kodierende Plasmid enthielten. Wurde der Interaktionstest jedoch auf Galaktose-haltigen Ura--

Platten durchgeführt und dadurch die Expression des kompetitierenden Sec62p bewirkt, bewies 

das verbesserte Wachstum der Zellen, die NUA-∆C35-Dha, NUA-∆C60-Dha und NUI- bzw. NUA-

0TM-Dha exprimierten, die Spezifität ihrer Interaktion mit Sec63-CUB-RUra3p (Abb 3.22).  
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Abb 3.22: Die Interaktion der NUB-modifizierten, carboxyterminalen Deletionsmutanten mit dem Sec-
Komplex sind spezifisch. 

Die unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors stehenden NUB-Fusionen der Sec62p-Deletionsproteine und NUI-Guk1p 
wurden im Hefestamm C63R-5 51 exprimiert. Zusätzlich enthielten die Zellen das Plasmid pRS314 (-) oder PGAL1 
SEC62-pRS314 (+). Nach Anzucht in Uracil- und Galaktose-haltigem Medium wurden die Transformanten auf 
Galaktose-haltige Ura--Platten ausplattiert und für 4 Tage bei 30°C inkubiert. 
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Bemerkenswerterweise konnte auch für NUI- und NUA-0TM-Dha exprimierende Zellen durch die 

Überexpression von Sec62p eine deutliche Verbesserung des Wachstums erzielt werden. Nur für 

NUI-∆N107-Dha war keine Änderung der Wachstumsfähigkeit der Zellen zu verzeichnen. Die 

Wechselwirkung zwischen NUI-∆N107-Dha und Sec63-CUB-RUra3p scheint somit auf eine un-

spezifische Nähe dieser beiden Proteine, ihre gemeinsame Lokalisation in der ER-Membran, 

zurückzuführen sein.  

Die Expression der NUB-Fusionsproteine wurde auf einem Westernblot überprüft (Abb 3.23). Die 

Expressionsniveaus der Proteine waren ungefähr gleich hoch und wurden nicht von der Überex-

pression des Sec62p beeinflusst. Nur NUI-Guk1-Dha wurde stärker exprimiert als die anderen 

Fusionsproteine. 

Sec62p:

N
-0

TM
-D

ha

UI N
-G

uk
1-

Dha

UI

Sec63-C -RUra3pUB

N
-0

TM
-D

ha

UA N
-

C35
-D

ha

UA
∆

N
-

C60
-D

ha

UA
∆

N
-

N10
7-

Dha

UI
∆

N
-0

TM
-D

ha

UI N
-G

uk
1-

Dha

UIN
-0

TM
-D

ha

UA N
-

C35
-D

ha

UA
∆
N

-
C60

-D
ha

UA
∆

N
-

N10
7-

Dha

UI
∆

α-ha43 kDa

 
 

Abb 3.23: Expression der NUB-modifizierten Deletionsproteine im Kompetitionstest unter Galaktose-
Bedingungen. 

Zellen des Stammes C63R-5 51, die die angegebenen NUB-Deletionsproteine unter der Kontrolle des PCUP1-
Promotors und zusätzlich unter dem PGAL1-Promotor Sec62p exprimierten (+) oder ein Leerplasmid enthielten (-), 
wurden in Galaktose-haltigem Ura+-Medium angezogen. Zusätzlich wurden Zellen kultiviert, die statt der Deleti-
onsmutanten NUI-Guk1-Dha exprimierten. Nach Herstellung von Gesamtproteinextrakten und deren Auftrennung 
durch SDS-PAGE wurde der Immunblot mit anti-ha-Antikörpern behandelt.  
 

Ich folgere aus dem direkten Split-Ub-Experiment, dass der intakte Sec62p-Aminoterminus not-

wendig und hinreichend ist, um an den Sec-Komplex binden zu können. Dieses Ergebnis belegt, 

dass der cytosolische N-terminale Bereich des Sec62p (0TM-Dha) direkt mit dem 

membrangebundenen Sec-Komplex interagiert. 
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3.3.5 Das sec62-1-Protein bindet deutlich schwächer an den Sec-
Komplex  

Deshaies und Schekman wiesen 1990 in ihrer Publikation darauf hin, dass bestimmte Deletions-

mutanten des Sec62p das Wachstum des Stammes RSY529 (sec62-1) bereits bei der permissiven 

Temperatur inhibieren. Der Hefestamm RSY529 besitzt einen temperatursensitiven Defekt im 

SEC62-Gen. Dieser äußert sich in einem verlangsamten Wachstum der Zellen bei 30°C und der 

Unfähigkeit der Zellen, bei Temperaturen über 34°C zu wachsen. Der Wachstumsdefekt der Zel-

len bei erhöhten Temperaturen ist wahrscheinlich auf den schnellen Abbau des sec62-1p unter 

diesen Bedingungen zurückzuführen (Deshaies und Schekman, 1990). Um den Einfluss der von 

mir konstruierten SEC62-Deletionskonstrukte in diesem Stamm zu untersuchen, wurden die 

Sec62p-Deletionsmutanten in RSY529 exprimiert und das Wachstumsverhalten der Zellen bei 

verschiedenen Temperaturen analysiert (Abb 3.24). Zellen, die nur einen leeren Vektor enthiel-

ten dienten als Wachstumskontrolle.  
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Abb 3.24: Dominant negativer Effekt einiger Sec62p-Deletionsproteine in RSY529 (sec62-1). 

Die vom PCUP1-Promotor kontrollierten, angegebenen Sec62p-Deletionsmutanten wurden in dem temperatursensiti-
ven Hefestamm RSY529 (sec62-1) exprimiert. Als Referenz wurden ebenfalls Zellen dieses Stammes analysiert, die 
nur das Leerplasmid pRS316 trugen. Die Transformanten wurden in selektivem Medium angezogen und 105, 104 

und 103 Hefezellen wurden auf CuSO4-haltige SD-Platten aufgetropft. Die Platten wurden zwei (28°C) bzw. drei 
(35°C) Tage inkubiert. 
 

Die Durchführung dieses Experimentes bei 35°C reproduziert die aus Abschnitt 3.3.1 (Plasmid-

Shuffling) gewonnen Daten. Neben Sec62-Dha konnten die C-terminalen Deletionsmutanten 

∆C19-Dha und ∆C35-Dha sowie beide N-terminalen Mutanten ∆N107-Dha  und ∆N153-Dha 



Ergebnisse 77  

den temperatursensitiven Defekt des RSY529-Stammes bei den restriktiven Temperaturen 

(35°C, siehe Abb 3.24; 37°C, nicht gezeigt) komplementieren. Wie auch im Plasmid-Shuffling-

Experiment führte ein erhöhtes Expressionsniveau des ∆C35-Dha durch CuSO4-Induktion zu 

einem verbesserten Wachstum der Zellen. Alle anderen Deletionsmutanten konnten den Defekt 

des sec62-1-Allels bei 35°C nicht kompensieren. Bei den permissiven Temperaturen wuchsen 

alle Transformanten gut auf CuSO4-freien Nährplatten (nicht gezeigt). Wurde die Expression der 

Deletionsmutanten durch Zugabe von 150 µM CuSO4 zu den Platten gesteigert, so zeigten einige 

Transformanten tatsächlich einen negativ dominanten Effekt in den RSY529-Hefen (25°C, nicht 

gezeigt; 28°C, siehe Abb 3.24). Alle Deletionsproteine, die diesen toxischen Einfluss auf das 

Wachstum der sec62-1-Zellen hatten, sind nicht funktionell und besitzen einen intakten N-

Terminus (∆C60-Dha, ∆C76-Dha, 1TM-Dha und 0TM-Dha). Während z. B. die Überexpression 

von ∆C60-Dha das Wachstum der Hefen stark inhibierte, behinderte ∆N153/∆C60-Dha, dem 

zusätzlich die ersten 153 Aminosäuren des N-Terminus fehlen, das Wachstum der Zellen nicht. 

Es könnte sein, dass die überexprimierten, toxisch wirkenden Sec62-Deletionsmutanten das 

sec62-1p bei permissiven Temperaturen aus dem Sec-Komplex verdrängen und so durch eine 

nicht funktionelle Kopie ersetzen. Vorraussetzung für die starke Ausprägung des dominant nega-

tiven Einflusses auf das Zellwachstum ist eine verminderte Bindungsfähigkeit des sec62-1p an 

den Komplex oder eine stark reduzierte zelluläre Konzentration dieses Proteins. Möglichweise 

konnte aus der Sequenz des sec62-1-Allels ein genauerer Hinweis auf den Ort der Bindungsstelle 

für den Sec-Komplex gewonnen werden. Das sec62-1-Allel des Stammes RSY529 wurde mit 

Hilfe einer PCR amplifiziert und anschließend sequenziert (durchgeführt von M. Dünnwald). Die 

Sequenzierung enthüllte eine Punktmutation im ORF des sec62-1-Allels, die im Sec62p-

Aminoterminus an Position 46 zu dem Aminosäure-Austausch Glycin gegen Aspartat führt. Ein 

Plasmid-Shuffling-Experiment im ∆sec62-Stamm bestätigte den temperatursensitiven Defekt des 

sec62-1-Dha-Fusionsproteins. Die Expression des sec62-1-Dha erlaubte den ∆sec62-F62-Zellen 

bei 25°C, das PCUP1 FLAG-SEC62-pRS316 zu verlieren. Die wenigen FOA-resistenten Kolonien, 

die sich bei 35°C bildeten, zeigten, dass bei höherer Temperatur dieses Ereignis sehr viel seltener 

stattfand (nicht gezeigt).  

Die Bindungsfähigkeit des sec62-1p an den Sec-Komplex wurde erneut in einem Kompetition-

sexperiment gemessen. Das sec62-1-Allel wurde zwischen den PGAL1-Promotor und die Sequenz 

des DHA kloniert. Das so erhaltene PGAL1 sec62-1-DHA-Konstrukt wurde in Zellen transformiert, 

die Sec63-CUB-RUra3p und NUG-Sec62p exprimierten. Das Expressionsniveau des sec62-1-Dha 

wurde überprüft, indem ein Gesamtproteinextrakt der in Galaktose-haltigem Medium gewachse-

nen Zellen auf einem SDS-Gel aufgetrennt und mit anti-ha-Antikörpern behandelt wurde. Zum 
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Vergleich wurden auch Zellen analysiert, die anstelle des sec62-1-Dha das wt-Sec62-Dha unter 

der Kontrolle des PGAL1-Promotors exprimierten. Das Expressionsniveau des wt-Sec62-Dha ü-

berstieg dasjenige des sec62-1-Dha um ein Vielfaches. Deshalb wurde für die Kompetition an-

statt des PGAL1 SEC62-DHA, das Konstrukt PMET25 SEC62-DHA eingesetzt. Der PMET25-Promotor 

ist durch die Methionin-Konzentration im Medium regulierbar. Je höher die Methionin-

Konzentration im Medium ist, desto geringer ist die Expression des durch diesen Promotor regu-

lierten Gens. Durch Vergleich der Expressionsniveaus auf einem Westernblot (Abb 3.25) wurde 

die Methionin-Konzentration ermittelt, bei der Sec62-Dha und sec62-1-Dha ungefähr gleich 

stark exprimiert wurden (35 µM Methionin).  
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Abb 3.25: Ermittlung der für die Kompetition verwendbaren Methionin-Konzentration zum Abgleich der 
Expressionsniveaus von Sec62-Dha und sec62-1-Dha. 

PGAL1 SEC62-DHA, PGAL1 sec62-1-DHA bzw. PMET25 SEC62-DHA wurden in C63R-5 51-Zellen transformiert, die 
ebenfalls NUG-Sec62p exprimierten. Die Transformanten wurden bei 25°C in selektivem Galaktose-haltigem Medi-
um kultiviert, welches 35 µM oder 0 µM Methionin enthielt. Die gewonnenen Gesamtproteinextrakte aus den Hefen 
wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt und die Dha-modifizierten Proteine mit anti-ha-Antikörpern nachgewiesen.   
 

Unter diesen Bedingungen wurde anschließend das Kompetitionsexperiment durchgeführt.  Die 

Hefen, die Sec63-CUB-RUra3p, NUG-Sec62p und unter dem PMET25-Promotor Sec62-Dha bzw. 

unter dem PGAL1-Promotor sec62-1-Dha exprimierten, wurden in Galaktose-haltigem Medium, 

dem 35 µM Methionin zugesetzt wurde, bei 25°C angezogen. Außerdem wurden Zellen analy-

siert, die statt der Sec62p-Konstrukte ein Leerplasmid enthielten. 104 Zellen der Transformanten 

wurden auf Galaktose-haltige Platten mit 35 µM Methionin ausplattiert und die nach einer Wo-

che bei 25°C gewachsenen Kolonien gezählt. Die Mittelwerte aus drei unabhängigen Auszäh-
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lungen sind in Diagr. 2 dargestellt. Der für Sec62-Dha ermittelte Wert wurde willkürlich auf 100 

gesetzt. 
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Diagr. 2: Kompetitionseffizienz des sec62-1-Dha. 

Etwa 104 Zellen der PCUP1 NUG-SEC62-pRS313 enthaltenden, angegebenen C63R-5 51-Transformanten wurden auf 
Galaktose-haltige Ura--Platten, die 35 µM Methionin enthielten, ausgestrichen. Sec62-Dha wurde vom PMET25-
Promotor, sec62-1-Dha vom PGAL1-Promotor aus exprimiert. Die Anzahl der nach sieben Tagen bei 25°C gewachse-
nen Kolonien wurde gezählt und ist aufgeführt. Die Werte mitteln sich aus drei unabhängigen Auszählungen. Der 
für Sec62-Dha erhaltene Wert wurde willkürlich auf 100% Kompetitionseffizienz gesetzt. Die jeweiligen Kompeti-
tionseffizienzen sind an den Balken aufgeführt. 
 

sec62-1-Dha verdrängt NUG-Sec62p sehr viel weniger effizient aus dem Sec-Komplex als das wt-

Sec62-Dha. Seine Kompetitionseffizienz ist etwa 1/6 so groß wie die des wt-Sec62-Dha. Dieser 

Effekt zeigt sich bereits bei der permissiven Temperatur. Somit führt der Aminosäure-Austausch 

an Position 46 im N-Terminus des Proteins zu einer verminderten Bindungsfähigkeit an den hep-

tameren Sec-Komplex. 

3.3.6 Der Aminoterminus des Sec62p bindet an die letzten 14 Amino-
säuren des Sec63p  

Die mit der Split-Ub-Methode gefundene Bindung des Sec62p-Aminoterminus an den Sec-

Komplex sollte mit einer unabhängigen Methode bestätigt werden. Da das Split-Ub-System eine 

relativ neue Technik zur Untersuchung von Protein-Wechselwirkungen ist, wurde die klassische 

Methode der Koimmunpräzipitation angewendet. Ein gegen das Protein von Interesse gerichteter 
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Antikörper bindet in Lösung an das Protein und präzipitiert es. Bildet dieses Protein mit weiteren 

Proteinkomponenten einen Komplex, so werden seine Bindungspartner kopräzipitiert. 

Mit Hilfe dieser Methode wurde versucht, die Bindung des cytosolischen N-Terminus des 

Sec62p, 0TM-Dha, an Sec63p nachzuweisen. Es wurde jedoch nicht das gesamte Sec63p für 

dieses Experiment eingesetzt, sondern dessen C-terminaler, cytosolischer Bereich (63CT). Er um-

fasst mit 419 Aminosäuren den größten Teil des aus 663 Aminosäuren bestehenden Sec63-

Proteins. Ich wählte für diesen Versuch den Carboxyterminus des Sec63p aus, weil er cytoso-

lisch und stark negativ geladen ist (Feldheim et al., 1992) und deshalb die Bindungsstelle im 

Sec63p für das basische und ebenfalls cytosolische 0TM-Dha darstellen könnte. Durch Fusion 

des Flag-Epitops an seinen Aminoterminus wurde 63CT immunologisch nachweisbar. FLAG-

63CT wurde hinter den induzierbaren PGAL1-Promotor kloniert. In JD53-Zellen wurden das vom 

PCUP1-Promotor aus gesteuerte 0TM-Dha und Flag-63CT koexprimiert. Als Referenz wurde statt 

0TM-Dha das cytosolische Guk1-ha, das nicht an 63CT binden sollte, eingesetzt. Um die Proteine 

in ausreichenden Mengen zu synthetisieren, wurden die Zellen in CuSO4-haltigem Galaktoseme-

dium angezogen. Die durch detergenzfreie Extraktion erhaltenen Gesamtproteinextrakte wurden 

mit anti-ha-Antikörper gekoppelten Agaroseperlen inkubiert. Über Nacht konnte die Bindung der 

ha-modifizierten Proteine 0TM-Dha bzw. Guk1-ha an die Antikörper erfolgen. Die gebundenen 

Proteine wurden schließlich präzipitiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf einem 

Westernblot mit anti-Flag-Antikörpern behandelt. Das an die anti-ha-Antikörper-Perlen gebun-

dene 0TM-Dha konnte Flag-63CT kopräzipitieren (Abb 3.26 A). Das präzipitierte Guk1-ha war 

erwartungsgemäß nicht in der Lage, Flag-63CT zu binden. Um dieses Ergebnis zu verifizieren, 

unternahm ich den umgekehrten Koimmunpräzipitationsansatz. Diesmal wurde Flag-63CT durch 

anti-Flag-Antikörper präzipitiert und versucht, 0TM-Dha bzw. Guk1-ha auf dem Westernblot 

nachzuweisen. Wie Abb 3.26 B belegt, konnte ich auch durch diesen Versuchsansatz die Bin-

dung zwischen 63CT und dem Sec62p-Aminoterminus nachweisen. 
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Abb 3.26: Der cytosolische C-Terminus des Sec63p bindet an den cytosolischen N-Terminus des Sec62p. 

Flag-63CT wurde vom PGAL1-Promotor aus gemeinsam mit 0TM-Dha oder Guk1-ha, die beide unter der Kontrolle 
des PCUP1-Promotors standen, in JD53-Zellen in CuSO4-haltigem Galaktosemedium exprimiert. (A) Gesamtprotein-
extrakte der Hefezellen wurden mit anti-ha-Antikörper gekoppelten Agaroseperlen ü/N inkubiert. Nach Auftrennung 
der präzipitierten Proteine in einer SDS-PAGE wurde der Immunblot mit anti-Flag-Antikörpern behandelt, um Flag-
63CT nachzuweisen. (B) Zu Gesamtproteinextrakten der Hefezellen wurde anti-Flag-Antikörper gegeben. Nach einer 
einstündigen Inkubationszeit wurden die an den ersten Antikörper bindenden ProteinA-Agaroseperlen zugegeben 
und die Proteine ü/N weiter inkubiert. Nach Auftrennung der präzipitierten Proteine in einer SDS-PAGE wurde der 
Immunblot mit anti-ha-Antikörpern behandelt, um 0TM-Dha bzw. Guk1-ha nachzuweisen. 
CoIP: Koimmunpräzipitation; ÜS: Überstand der Koimmunpräzipitation; P: Präzipitat der Koimmunpräzipitation;  
*: Kreuzreaktion des anti-Flag-Antikörpers. 
 

Um den Bereich im Sec63-Protein, der für die Bindung an die aminoterminale Domäne des 

Sec62p verantwortlich ist, enger einzugrenzen, wurden die Koimmunpräzipitationsexperimente 

mit verkürzten Varianten des 63CT wiederholt. In 63CT∆C14 wurden carboxyterminal 14 Amino-

säuren deletiert, 63CT∆C47 wurde um die C-terminalen 47 Aminosäuren verkürzt. Die deletierten 

Bereiche umfassen den Großteil der sauren Aminosäuren des stark negativ geladenen Sec63p-

Carboxyterminus. PCUP1 FLAG-63CT∆C14 und PCUP1 FLAG-63CT∆C47 wurden gemeinsam mit 

0TM-DHA oder mit dem leeren Plasmid pRS315 in JD53 transformiert. Als positive Kontrolle 

wurden ebenfalls Zellen analysiert, die das intakte 63CT zusammen mit 0TM-Dha oder einem 

Leerplasmid exprimierten. Erneut wurden Proteinextrakte hergestellt und das 0TM-Dha mit anti-

ha-Antikörper gekoppelten Agaroseperlen präzipitiert. Auf dem mit anti-Flag-Antikörpern getes-

teten Westernblot ist nur für die Koexpression von 0TM-Dha und dem intakten 63CT eine 

Koimmunpräzipitationsbande erkennbar (Abb 3.27 A). Die 63CT-Deletionsmutanten sind also  

nicht mehr in der Lage, 0TM-Dha zu binden. Das macht das carboxyterminale 14 Aminosäuren 

lange Peptid des 63CT zu einem guten Kandidaten für die Sec62p-Bindungsdomäne. Das umge-

kehrte Koimmunpräzipitationsexperiment konnte dieses Ergebnis reproduzieren (Abb 3.27 B). 
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Der direkte Beweis für die Bindung von 0TM-Dha an die letzten 47 bzw. 14 Aminosäuren des 

Sec63p sollte in dem anschließenden Experiment erbracht werden.    
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Abb 3.27: Die letzten 14 Aminosäuren des Sec63p-Carboxyterminus sind für die Bindung an den cytosoli-
schen N-Terminus des Sec62p essentiell. 

Flag-63CT, Flag-63CT∆C47 oder Flag-63CT∆C14 wurden vom PCUP1-Promotor aus gemeinsam mit 0TM-Dha, das 
ebenfalls unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors stand, in JD53-Zellen exprimiert. Als Kontrolle wurde statt 0TM-
DHA ein Leerplasmid in die Zellen transformiert. Die Expression der Proteine wurde durch Zugabe von CuSO4 zum 
Kulturmedium induziert. (A) Gesamtproteinextrakte der Hefezellen wurden mit anti-ha-Antikörper gekoppelten 
Agaroseperlen ü/N inkubiert. Nach Auftrennung der präzipitierten Proteine in einer SDS-PAGE wurde der Im-
munblot mit anti-Flag-Antikörpern behandelt, um Flag-63CT, Flag-63CT∆C47 oder Flag-63CT∆C14 nachzuweisen. 
(B) Zu Gesamtproteinextrakten der Hefezellen wurde anti-Flag-Antikörper gegeben. Nach einer einstündigen Inku-
bationszeit wurden die an den ersten Antikörper bindenden ProteinA-Agaroseperlen zugegeben und die Proteine ü/N 
weiter inkubiert. Nach Auftrennung der präzipitierten Proteine in einer SDS-PAGE wurde der Immunblot mit anti-
ha-Antikörpern behandelt, um 0TM-Dha nachzuweisen. 
CoIP: Koimmunpräzipitation; ÜS: Überstand der Koimmunpräzipitation; P: Präzipitat der Koimmunpräzipitation;  
*: Kreuzreaktion des anti-Flag-Antikörpers. 
 
Die letzten 14 bzw. 47 Aminosäuren des Sec63p-Carboxyterminus wurden an den C-Terminus 

des cytosolischen Fpr1p, eines FK506-bindenden Proteins ohne Bezug zur Translokation, fusio-

niert (Fpr1-63C14 bzw. Fpr1-63C47). Diese beiden Fpr1p/Sec63p-Chimären sollten, wenn ihre 

von Sec63p stammenden C-Termini an den N-Terminus des Sec62p binden können, gemeinsam 

mit 0TM-Dha präzipitierbar sein. Flag-Fpr1-63C14 bzw. Flag-Fpr1-63C47 wurden zusammen 

mit 0TM-Dha oder als Referenz mit NUI-Guk1-Dha in JD53-Zellen koexprimiert. Die Expression 

aller Konstrukte stand unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors und wurde durch Cu2+-Ionen 

induziert. Gesamtproteinextrakte der Transformanten wurden entweder mit anti-ha-Antikörper 

gekoppelten Agaroseperlen oder mit anti-Flag-Antikörper kombiniert mit ProteinA-Agarose ü/N 

inkubiert. Anschließend wurden die an die Antikörper gebundenen Proteine auf einer SDS-

PAGE aufgetrennt und mit anti-Flag- bzw. anti-ha-Antikörpern nachgewiesen (Abb 3.28). Das 
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präzipitierte 0TM-Dha konnte sowohl Flag-Fpr1-63C14 als auch Flag-Fpr1-63C47 mitpräzipitie-

ren (Abb 3.28 A). Ein wahrscheinlich durch Proteolyse am C-Terminus verkürztes Flag-Fpr1-

63C14 (siehe Abb 3.28 A, im ÜS mit * markiert) hatte wahrscheinlich einige, wenn nicht alle 

Aminosäuren des 63CT eingebüßt und konnte nicht mehr kopräzipitiert werden (siehe Abb 3.28 

A, P).  Wurde die Koimmunpräzipitation mit anti-Flag-Antikörpern durchgeführt, so wurde 

0TM-Dha, nicht aber NUI-Guk1-Dha von beiden modifizierten Fpr1-Proteinen kopräzipitiert 

(Abb 3.28 B). Dieses Experiment beweist, dass der saure C-Terminus des Sec63p direkt an den 

basischen N-Terminus des Sec62p binden kann. Hierzu sind die letzten 14 Aminosäuren des 

Sec63p hinreichend. 
 
 

Fla
g-Fp

r1-
63

C47

0T
M-D

ha

leichte KetteFlag-Fpr1-63C47

pRS
314

ÜS P

CoIP -haα

α-Flag

Fla
g-Fp

r1-
63

C14

Fla
g-Fp

r1-
63

C47

Fla
g-Fp

r1-
63

C14

Fla
g-Fp

r1-
63

C47

Fla
g-Fp

r1-
63

C14

Fla
g-Fp

r1-
63

C47

Fla
g-Fp

r1-
63

C14

0T
M-D

ha

pRS
31

4

Flag-Fpr1-63C14

*

ÜS P

leichte Kette

schwere Kette
N -Guk1-DhaUI

0TM-Dha

Fla
g-Fp

r1-
63

C47

0TM
-D

ha

N
-G

uk
1-

Dha

UI

CoIP -Flagα

α-ha

Fla
g-Fp

r1-
63

C14

Fla
g-Fp

r1-
63

C47

Fla
g-Fp

r1-
63

C14

Fla
g-Fp

r1-
63

C47

Fla
g.-F

pr1-
63

C14

Fla
g-Fp

r1-
63

C47

Fla
g-Fp

r1-
63

C14

0T
M-D

ha

N
-G

uk
1-

Dha

UI

A                       B

 
 
Abb 3.28: Die letzten 14 Aminosäuren des Sec63p-Carboyxterminus binden an den cytosolischen Aminoter-
minus des Sec62p. 

Flag-Fpr1-63C47 bzw. Flag-Fpr1-63C14 wurden vom PCUP1-Promotor aus gemeinsam mit 0TM-Dha, das ebenfalls 
unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors stand, in JD53-Zellen exprimiert. Als Kontrolle wurde statt 0TM-DHA ein 
Leerplasmid (A) oder NUI-GUK1-DHA (B) in die Zellen transformiert. Die Expression der Proteine wurde durch 
Zugabe von CuSO4 zum Kulturmedium induziert. (A) Gesamtproteinextrakte der Hefezellen wurden mit anti-ha-
Antikörper gekoppelten Agaroseperlen ü/N inkubiert. Nach Auftrennung der präzipitierten Proteine in einer SDS-
PAGE wurde der Immunblot mit anti-Flag-Antikörpern behandelt, um Flag-Fpr1p-63C47 oder Flag-Fpr1p-63C14 
nachzuweisen. (B) Zu Gesamtproteinextrakten der Hefezellen wurden anti-Flag-Antikörper gegeben. Nach einer 
einstündigen Inkubationszeit wurden die an den ersten Antikörper bindenden ProteinA-Agaroseperlen zugegeben 
und die Proteine ü/N weiter inkubiert. Nach Auftrennung der präzipitierten Proteine in einer SDS-PAGE wurde der 
Immunblot mit anti-ha-Antikörpern behandelt, um 0TM-Dha bzw. NUI-Guk1-Dha nachzuweisen. 
CoIP: Koimmunpräzipitation; ÜS: Überstand der Koimmunpräzipitation; P: Präzipitat der Koimmunpräzipitation; *: 
Proteolytisches Abbauprodukt des Flag-Fpr1p-63C14, welches nicht mehr koimmunpräzipitiert werden kann. 
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3.3.7 Keiner der cytosolischen Termini des Sec62p ist hinreichend für 
die Bindung an den trimeren Sec61p-Komplex  

Ich konnte bisher zeigen, dass Sec62p hauptsächlich mit seiner N-terminalen Domäne an den 

heptameren Sec-Komplex bindet. Um festzustellen, ob diese Domäne auch verantwortlich für die 

Bindung an den trimeren Sec61-Komplex ist, wurden mit angereicherten Zellmembranen 

Koimmunpräzipitationsexperimente durchgeführt. Sec62-Dha und die Deletionsmutanten ∆C35-

Dha, ∆C60-Dha, ∆N107-Dha und 0TM-Dha wurden in JD53-Zellen exprimiert und ihre Expres-

sionsniveaus kontrolliert. Da ∆C35-Dha ohne Cu2+-Induktion sehr schwach und ∆N107-Dha 

etwas schwächer als die übrigen Sec62-Proteine exprimiert wurden, mussten die Proteinmengen 

angeglichen werden. Dies wurde dadurch erreicht, dass zu den Hefekulturen, die für die Memb-

ranpräparation verwendet wurden, für eine Stunde (Sec62-Dha, ∆C60-Dha, ∆N107-Dha) oder 

für die Gesamtwachstumsdauer (∆C35-Dha) CuSO4 zugesetzt wurde. Nach der Präparation wur-

den die angereicherten Mikrosomenfraktionen einer Saponin- und Digitoninextraktion unterzo-

gen. Saponin ist ein Detergenz, welches die luminalen und die peripher mit den Membranen as-

soziierten Proteine aus der Fraktion entfernt. Durch die darauffolgende Digitoninextraktion wer-

den Membranproteine aus der Membran gelöst und bleiben bei der anschließenden Zentrifugati-

on im Überstand, der als Digitoninextrakt bezeichnet wird. Die Behandlung der Mikrosomen mit 

diesen beiden Detergenzien erreicht die starke Anreicherung von Membranproteinen im Digito-

ninextrakt. Mit den aus den verschiedenen Transformanten erhaltenen Digitoninextrakten wur-

den die Koimmunpräzipitationsversuche unternommen. Zu den Digitoninextrakten wurden anti-

ha-Antikörper gekoppelte Agaroseperlen zugegeben. Die Ansätze wurden ü/N inkubiert, um den 

Antikörpern die Möglichkeit zu geben, an die Dha-modifizierten Sec62-Proteine zu binden. Das 

Koimmunpräzipitat wurde in einer SDS-PAGE aufgetrennt und in einem Westernblot mit anti-

Sec61p-Antikörpern behandelt. Sec61p sollte mit allen Sec62p-Deletionsmutanten, die in der 

Lage sind, an den trimeren Sec61p-Komplex zu binden, kopräzipitiert werden.  
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Abb 3.29: Koimmunpräzipitation von Sec62p-Deletionsmutanten mit Sec61p in JD53 

Von JD53-Zellen, die entweder Sec62-Dha, ∆C35-Dha, ∆C60-Dha, ∆N107-Dha oder 0TM-Dha unter der Kontrolle 
des PCUP1-Promotors exprimierten, wurden Mikrosomen präpariert. Die Membranen wurden einer differentiellen 
Extraktion mit Saponin- und anschließend mit Digitonin-haltigem Puffer unterzogen. Die erhaltenen Digitoni-
nextrakte wurden mit anti-ha-Antikörper gekoppelten Agaroseperlen ü/N inkubiert. Nach Auftrennung der präzipi-
tierten Proteine in einer SDS-PAGE wurde der Immunblot mit anti-Sec61p-Antikörpern behandelt, um Sec61p 
nachzuweisen. CoIP: Koimmunpräzipitation. *: proteolytisches Abbauprodukt von Sec61p. 
 

Alle Mutanten außer 0TM-Dha konnten Sec61p kopräzipitieren (Abb 3.29). Die stärkste Bin-

dung an den trimeren Komplex zeigte wt-Sec62p-Dha, für alle Deletionsmutanten wurde die 

Bindung deutlich schwächer. ∆C35-Dha, ∆C60-Dha und ∆N107-Dha erreichten alle ca. 30% des 

Koimmunpräzipitationsvermögens von Sec62-Dha. Für Zellen, die 0TM-Dha exprimierten war 

kein Sec61p auf dem Westernblot nachweisbar. Um den Einfluss des nativen Sec62p auf dieses 

Koimmunpräzipitationsexperiment abschätzen zu können, führte ich den Versuch ebenfalls in 

∆sec62-Zellen durch. Natürlich konnte der Test nur mit ∆sec62-Zellen gemacht werden, in de-

nen funktionelle Sec62p-Deletionsmutanten die Aufgabe des Sec62p übernehmen konnten. Es 

wurden die Stämme ∆sec62-Sec62-Dha, ∆sec62-∆C35-Dha und ∆sec62-∆N107-Dha verwendet. 

Das mit diesen Zellen erhaltene Ergebnis der Koimmunpräzipitation wich nicht von dem der 
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JD53-Zellen ab (Abb 3.30). Sec62-Dha konnte Sec61p am besten präzipitieren, für die Mutanten 

wurde eine ähnlich schwache Koimmunpräzipitationsrate wie in Wildtyp-Zellen erreicht. In 

∆sec62-Hefen, die kein ha-modifiziertes Protein exprimierten (Negativkontrolle), präzipitierten 

die anti-ha-Antikörper Sec61p erwartungsgemäß nicht mit.  
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Abb 3.30: Koimmunpräzipitation von Sec62p-Deletionsmutanten mit Sec61p im ∆∆∆∆sec62-Stamm. 

Von ∆sec62-Zellen, die entweder Sec62-Dha, ∆C35-Dha oder ∆N107-Dha unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors 
exprimierten sowie von JD53-Zellen wurden Mikrosomen präpariert. Die Membranen wurden einer differentiellen 
Extraktion mit Saponin- und anschließend mit Digitonin-haltigem Puffer unterzogen. Die erhaltenen Digitoni-
nextrakte wurden mit anti-ha-Antikörper gekoppelten Agaroseperlen ü/N inkubiert. Nach Auftrennung der präzipi-
tierten Proteine in einer SDS-PAGE wurde der Immunblot mit anti-Sec61p-Antikörpern behandelt, um Sec61p 
nachzuweisen. 
CoIP: Koimmunpräzipitation; S: Saponinextrakt; D: Digitoninextrakt; ÜS: Überstand der Koimmunpräzipitation;   
P: Präzipitat der Koimmunpräzipitation. 
 

Keiner der einzeln deletierten Bereiche des Sec62p scheint somit für die Bindung an den trime-

ren Sec61p-Komplex absolut essentiell zu sein. Die Interaktion des Sec62p mit diesem Komplex 

findet deshalb möglicherweise in einer beide Transmembranregionen umfassenden Domäne zwi-

schen den Aminosäuren 108 und 248 statt. 
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3.4 Analyse von Sec62-Proteinen aus anderen Spezies 
Während der letzten Jahre wurden Proteine in anderen Spezies entdeckt, die starke Sequenzho-

mologie zu Sec62p aus S. cerevisiae aufweisen. Das Sec62p-Homologe aus Yarrowia lipolytica 

(Y. lipolytica) konnte in einem ∆sec62-Stamm die Funktion des Sec62p der Hefe S. cerevisiae 

vollständig übernehmen. Es ist ein 396 Aminosäuren großes Protein mit einem Molekularge-

wicht von 45 kDa (Swennen et al., 1997). Die cDNA des Sec62p-Homologen aus Homo sapiens 

(H. sapiens) wurde 1997 von Daimon et al. publiziert. Das ORF kodiert ein Protein von 399 A-

minosäuren, von dem kürzlich nachgewiesen wurde, dass es sich mit dem trimeren Sec-Komplex 

und dem Sec63p-Homologen aus H. sapiens in einem immunpräzipitierbaren Komplex befindet 

(Meyer et al., 2000). Auch die DNA- und Aminosäure-Sequenz eines homologen Sec62-Proteins 

aus der Hefe Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) wurde bereits identifiziert 

(DDBJ/GenBankTM/EBI Datenbank, Zugangsnummer Z99162). Eine Charakterisierung dieses 

Proteins wurde bisher nicht beschrieben. In Abb 3.31 ist ein Sequenzvergleich der homologen 

Sec62-Proteine aus S. cerevisiae, Y. lipolytica, S. pombe und H. sapiens dargestellt. Alle Sec62-

Proteine besitzen sehr wahrscheinlich zwei Transmembrandomänen. Die Regionen, die die 

Transmembrandomänen flankieren sowie die kurze, luminale Proteinregion weisen hohe Se-

quenzverwandtschaft auf. Auch Teile des Sec62p-Aminoterminus zeigen zwischen den vier Spe-

zies eine gute Konservierung (vergleiche die Sequenz ab Aminosäureposition 30 bis 70 im 

Sec62p-Aminoterminus von S. cerevisiae). Die Aminosäuresequenz des C-Terminus des Sec62p 

aus S. cerevisiae weicht am stärksten von den Sequenzen der übrigen Proteine ab. Der Carboxy-

terminus des Sec62p aus S. cerevisiae ist wesentlich kürzer als derjenige aller anderen Sec62-

Proteine. Die C-Termini der Sec62p-Homologen aus Y. lipolytica, S. pombe und H. sapiens sind 

ähnlicher zueinander als zum S. cerevisiae Sec62p. Insgesamt beträgt die prozentuale Ähnlich-

keit zwischen Sec62p aus S. cerevisiae und dem Sec62p-Homologen aus Y. lipolytica 34%, dem 

Sec62p-Homologen aus S. pombe 27% und dem Sec62p-Homologen aus H. sapiens 29%. 
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Abb 3.31: Vergleich der Aminosäuresequenz von Sec62p aus S. cerevisiae mit der Sequenz von Sec62p-
Homologen aus Y. lipolytica, S. pombe und H. sapiens. 

Die Aminosäurepositionen werden am linken Bildrand angezeigt. Identische Aminosäuren sind umrandet, die bei-
den putativen Transmembrandomänen sind rot unterstrichen. Für diesen Sequenzvergleich wurde die J. Hein-
Methode verwendet. SC: Sec62p aus S. cerevisiae (DDBJ/GenBankTM/EBI Datenbank, Zugangsnummer X51666); 
YL: Sec62p homologes Protein aus Y. lipolytica (DDBJ/GenBankTM/EBI Datenbank, Zugangsnummer X99537); 
SP: Sec62p homologes Protein aus S. pombe (DDBJ/GenBankTM/EBI Datenbank, Zugangsnummer Z99162); HS: 
Sec62p homologes Protein aus H. sapiens (GenBankTM, Zugangsnummer U93239). 
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Decoration 'Decoration #1': Shade (with dark green at 25% fill) residues that match the Consensus exactly.�
�
Decoration 'Decoration #2': Shade (with solid dark green) residues that match the Consensus exactly.�
�
Decoration 'Decoration #3': Box residues that match the Consensus exactly.�
�
Decoration 'Decoration #4': Box residues that match the Consensus exactly.�
�
Decoration 'Decoration #5': Shade (with bright turquoise at 10% fill) residues that match the Consensus exactly.�
�
Decoration 'Decoration #6': Shade (with white at 10% fill) residues that match the Consensus exactly.�
�
Decoration 'Decoration #7': Box residues that match the Consensus exactly.�
�
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Ich klonierte die DNA-Sequenz der Sec62p-Homologen aus Y. lipolytica und S. pombe mit Hilfe 

von PCR auf genomische DNA der jeweiligen Hefe (Sec62YL bzw. Sec62SP). Aus einem huma-

nen cDNA-Klon konnte durch PCR das ORF des Sec62p-Homologen aus H. sapiens gewonnen 

werden (Sec62HS). Die Sequenzen dieser drei Sec62p homologen Proteine wurden um die Se-

quenz des DHA verlängert (Sec62YL-Dha, Sec62SP-Dha, Sec62HS-Dha). Die jeweiligen Proteine 

konnten dadurch mit anti-ha-Antikörpern auf einem Immunblot detektiert werden. Um die Fä-

higkeit dieser Proteine, an den heptameren Sec-Komplex aus S. cerevisiae zu binden, zu untersu-

chen, führte ich Kompetitionsexperimente durch. Anschließend überprüfte ich die Funktionalität 

der Sec62p-Homologen in dem S. cerevisiae ∆sec62-Stamm. Als Referenz wurde jeweils das 

Sec62-Dha aus S. cerevisiae eingesetzt, welches im Folgenden als Sec62SC-Dha bezeichnet wird. 

3.4.1 Kompetitionseffizienz der Sec62p-Homologen aus anderen Spezies 

Sec62SC-Dha, Sec62YL-Dha, Sec62SP-Dha bzw. Sec62HS-Dha wurden unter der Kontrolle des 

PGAL1-Promotors in S. cerevisiae-Hefezellen exprimiert, die zusätzlich Sec63-CUB-RUra3p und 

NUG-Sec62p exprimierten. Etwa 104 Zellen der jeweiligen Transformanten wurden auf Galakto-

se-haltige Ura--Platten ausgestrichen und die nach einer Woche Inkubationszeit bei 30°C ge-

wachsenen Kolonien gezählt. Das Ergebnis von vier unabhängigen Auszählungsexperimenten ist 

in Diagr. 3 dargestellt. 
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Diagr. 3: Kompetitionseffizienz der Sec62p homologen Proteine aus anderen Spezies. 

Etwa 104 Zellen der PCUP1 NUG-SEC62-pRS313 enthaltenden, angegebenen C63R-5 51-Transformanten wurden auf 
Galaktose-haltige Ura--Platten ausgestrichen und die Anzahl der nach sieben Tagen bei 30°C gewachsenen Kolonien 
wurde gezählt. Die jeweilige Anzahl an Kolonien ist aufgeführt. Die gezeigten Werte mitteln sich aus vier unabhän-
gigen Auszählungen. Der für Sec62SC-Dha erhaltene Wert wurde willkürlich auf 100 gesetzt. Die relative Kompeti-
tionseffizienz der Sec62p homologen Proteine ist an den Balken angegeben. 
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Aus Diagr. 3 kann man entnehmen, dass neben Sec62SC-Dha nur Sec62SP-Dha in der Lage war, 

messbar an den Sec-Komplex zu binden. Die Kompetitionseffizienz des Sec62SP-Dha war im 

Vergleich zu der des Sec62SC-Dha zwar auf ¼ reduziert, aber aufgrund ihrer Reproduzierbarkeit 

als signifikant einzuschätzen. Das humane Sec62p-Homologe bindet in diesem Test nicht an den 

Sec-Komplex. Ein unerwartetes Ergebnis war die Unfähigkeit des Sec62YL, an den Sec-Komplex 

zu binden, da Sec62YL näher verwandt mit Sec62SC ist als die beiden anderen Sec62p-

Homologen. Durch die Analyse der Expressionsniveaus der Proteine konnte die wahrscheinliche 

Ursache festgestellt werden. Die Proteinmenge des Sec62YL-Dha war im Vergleich zu derjenigen 

der übrigen Proteine, die mindestens ebenso gut wie Sec62SC-Dha exprimiert wurden, sehr ge-

ring (nicht gezeigt). Aus diesem Grund kann über die Kompetitionseffizienz des Sec62YL-Dha 

keine Aussage gemacht werden.  

3.4.2 Funktionalität der Sec62p homologen Proteine aus anderen Spezies 

Die Funktionalität der homologen Sec62-Proteine aus Y. lipolytica, S. pombe und H. sapiens in 

der Bäckerhefe wurde durch das in Abschnitt 3.3.1.2 beschriebene Plasmid-Shuffle-Experiment 

im Hefestamm ∆sec62-F62 überprüft (Abb 3.32).  
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Abb 3.32: Funktionalitätstest der homologen Sec62-Proteine aus anderen Spezies (Plasmid-Shuffle-
Experiment). 

Die unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors stehenden Sec62p-Homologen wurden im Hefestamm ∆sec62-F62 
exprimiert. Nach einer zweitägigen Inkubationszeit in Uracil-haltigem SD-Medium wurden 106 Zellen der Trans-
formanten zur Wachstumskontrolle auf Trp--Platten und auf FOA-haltige Nährplatten ausgestrichen und für 3 Tage 
bei 25°C inkubiert. FOA-Resistenz der Zellen weist auf die Expression eines funktionellen Sec62-Proteins hin. 
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Die Trp--Kontrollplatte, die nur auf die Anwesenheit der Plasmide, die die einzelnen Sec62-

Proteine exprimierten, selektiert, zeigt das gute Wachstum aller Transformanten. Das gute 

Wachstum der Sec62YL-Dha und Sec62SP-Dha exprimierenden Hefezellen auf FOA-haltigen 

Platten beweist, dass diese Proteine die essentielle Funktion des Sec62p aus S. cerevisiae über-

nehmen können. Für die mit Sec62HS-Dha transformierten Zellen wuchsen nach fünf Tagen eini-

ge sehr kleine, auf Abb 3.32 nicht sichtbare Kolonien heran. Diese Zellen wurden bisher weder 

phänotypisch noch genotypisch analysiert. Es bleibt daher offen, ob und welche Bedeutung das 

Heranwachsen dieser Kolonien hat. Auf jeden Fall ist die Funktionalität des Sec62HS-Dha im 

Vergleich zu der Funktionalität der beiden anderen homologen Sec62p in der Bäckerhefe stark 

eingeschränkt.  

Die Expression von Sec62SC-Dha, Sec62YL-Dha, Sec62SP-Dha und Sec62HS-Dha im Hefestamm 

∆sec62-F62 wurde durch einen Immunblot mit anti-ha-Antikörpern kontrolliert (Abb 3.33). 

Ebenfalls überprüft wurde die Abwesenheit des Flag-Sec62p nach der Ausplattierung der Trans-

formanten auf FOA-haltige Nährplatten (nicht gezeigt).  
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Abb 3.33: Expressionsniveaus der verschiedenen homologen Sec62-Proteine im Hefestamm ∆∆∆∆sec62-F62 vor 
und nach Plasmid-Shuffling. 

Die unter der Kontrolle des PCUP1-Promotors stehenden homologen Sec62-Proteine wurden im Hefestamm ∆sec62-
F62 exprimiert. Es wurden von diesen Transformanten Gesamtproteinextrakte hergestellt, bevor sie auf FOA-haltige 
Platten ausgestrichen wurden, also das Flag-Sec62p exprimierende Plasmid noch in den Zellen vorhanden war (F). 
Die Proteine der Transformanten, die auf FOA-haltigen Platten wachsen konnten und somit kein FLAG-SEC62 
mehr enthielten (F) wurden ebenfalls extrahiert. Die Extrakte wurden in einem SDS-Gel aufgetrennt und die homo-
logen Sec62-Proteine mit anti-ha-Antikörpern nachgewiesen. *: proteolytische Abbauprodukte der Proteine. 
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Sowohl vor als auch nach der Ausplattierung der Transformanten auf FOA-haltige Nährplatten 

wurden alle funktionellen Sec62-Proteine gut exprimiert (Abb 3.33). Das Expressionsniveau von 

Sec62HS-Dha konnte nur vor der Ausplattierung der Transformanten auf FOA-haltige Nährplat-

ten analysiert werden (Abb 3.33). Nach dem Plasmid-Shuffling wurde das Expressionsniveau der 

Proteine offensichtlich noch erhöht. Für alle Sec62p-Homologen aus anderen Spezies sind deut-

lich Banden zu erkennen, die sehr wahrscheinlich proteolytische Abbauprodukte darstellen (Abb 

3.33, mit * markiert).  

Die in diesem Abschnitt der Arbeit gewonnenen Ergebnisse belegen, dass Sec62p-homologe 

Proteine aus Y. lipolytica und S. pombe in S. cerevisiae-Zellen funktionell sind und das Sec62p-

Homologe aus S. pombe an den Sec-Komplex aus S. cerevisiae binden kann. Dies dokumentiert 

den hohen Konservierungsgrad der Bindung zwischen Sec62-Proteinen und Komponenten des 

heptameren Sec-Komplexes. Das homologe menschliche Sec62p ist in der Bäckerhefe nicht 

funktionell und bindet auch nicht messbar an den Sec-Komplex aus S. cerevisiae. 
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4 Diskussion 
 
Die meisten gängigen Methoden zur Analyse von Protein-Protein-Wechselwirkungen in vivo 

oder in vitro sind für lösliche Proteine optimiert. So erlaubt die 1989 von Fields und Song entwi-

ckelte Dihybrid-Technik zwar die gezielte Suche nach Proteinbindungspartnern, erfordert jedoch 

die Rekonstitution der Bindung des Proteinpaares im Zellkern. Dadurch wird eine Aussage über 

die Interaktion dieser Proteine in ihrer natürlichen Umgebung meist unmöglich. Die Untersu-

chung von Membranproteinen und die Analyse ihrer Interaktionen gestaltet sich daher äußerst 

schwierig. 

Johnsson und Varshavsky publizierten 1994 die Split-Ub-Technik, mit der sich prinzipiell die 

Wechselwirkungen von Proteinen in vivo an ihrem natürlichen Ort in der Zelle messen lassen. In 

dieser Arbeit habe ich die Voraussetzungen und die Bedingungen untersucht, unter denen sich 

dieses neue System für die Analyse der Interaktion von Membranproteinen eignet. Zuerst wurde 

mit der Split-Ub-Methode die räumliche Nähe zwischen Proteinkomponenten des ER-

Translokationsapparates näher definiert und die molekulare Umgebung eines Translokonpro-

teins, Sec63p,  bestimmt. Ausgehend von diesen Untersuchungen setzte ich die Split-Ub-

Methode ein, um das Protein Sec62p, eine Komponente des ER-Translokationsapparates, struk-

turell und funktionell zu charakterisieren. Insbesondere versuchte ich, die Domäne im Sec62-

Protein zu bestimmen, die für die Bindung an den Sec-Komplex verantwortlich ist. 

 

4.1 Die Interaktion der Translokonkomponenten Sec63p und Sec62p 
Ich versuchte zunächst, die Anwendbarkeit des Split-Ub-Systems für die Untersuchung von 

Membranproteinen an ihrem natürlichen Aufenthaltsort in der Zelle zu zeigen. Für die Analyse 

der Membranprotein-Interaktionen wurde mit Sec63p eine Komponente des ER-

Translokationsapparates ausgewählt. Sec63p bot sich für die beabsichtigten Studien an, da seine 

Lokalisation und Topologie bekannt waren und seine Funktion bei der posttranslationalen Trans-

lokation etabliert war (Rothblatt et al., 1989; Deshaies et al., 1991; Feldheim et al., 1992; Brods-

ky und Schekman, 1993). Darüber hinaus war bekannt, dass Sec63p mit mehreren Proteinen ei-

nen Komplex eingeht. Gemeinsam mit Sec62p, Sec71p und Sec72p  befindet es sich im tetrame-

ren Sec62p/Sec63p-Komplex. Der tetramere Sec62p/Sec63p-Komplex bildet zusammen mit 

Sec61p, Sbh1p und Sss1p den heptameren Sec-Komplex (Deshaies et al., 1991; Panzner et al., 

1995). Sec63p wurde mit CUB und den Reporterproteinen Dha bzw. RUra3p verlängert. Als Part-

nerprotein für das modifizierte Sec63p wurde Sec62p, ebenfalls eine Proteinkomponente des 

tetrameren Sec62p/Sec63p-Komplexes, ausgewählt. NUB wurde an den N-Terminus von Sec62p 
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fusioniert. Die mit beiden Reporterproteinen gemessene, effiziente Ub-Reassoziation zwischen 

NUB-Sec62p und Sec63-CUB-RUra3p spiegelt die funktionell bedingte Nähe der beiden unmodi-

fizierten Proteine wider. Bei Koexpression von Sec63-CUB-Dha und NUB-Sec62p führten die 

NUI- und die NUA-Versionen des Sec62p-Fusionsproteins zur völligen Abspaltung des Dha-

Reporterproteins, NUG-Sec62p bewirkte noch mehr als 50% Spaltung. Das nicht an der Translo-

kation beteiligte ER-Membranprotein NUB-Bos1p konnte nur als NUI-Variante eine Spaltungsre-

aktion bewirken (Abb 3.3 A). Der physiologische Wachstumstest erbrachte ein noch klareres 

Ergebnis. Bei Expression von NUB-Sec62p in C63R-5 51-Zellen wurde unabhängig von der Ver-

sion des NUB (NUI, NUA oder NUG) das Reporterprotein so vollständig von Sec63-CUB-RUra3p 

abgespalten und anschließend abgebaut, dass keiner Transformante das Wachstum auf Ura--

Platten möglich war. Die Expression von NUB-Bos1p in diesen Zellen bewirkte nur für die NUI-

Variante eine starke Wachstumsinhibition auf Uracil-freien Platten (Abb 3.3 B).  

Bei dem Funktionalitätstest des CUB-Reporterprotein modifizierten Sec63p stellte sich für die 

haploiden Zellen ein temperatursensitiver Wachstumsdefekt bei 37°C heraus. Das CUB-

Reporterprotein-Modul schränkt die Funktion von Sec63p also leicht ein. Während meiner Ar-

beit konnte ich keine Auswirkungen dieser funktionellen Einschränkung des Sec63p auf die Lo-

kalisation des Proteins feststellen. Es ist natürlich nicht ausgeschlossen, dass eine für mich nicht 

messbare Fehllokalisation des Sec63p durch die CUB-Reporterprotein-Modifikation bewirkt wur-

de. 

Die Reassoziation von NUB und CUB hängt von der lokalen Konzentration der an sie gekoppelten 

Proteine ab. Deshalb ist die Vorraussetzung für die Schlussfolgerung einer engen Nachbarschaft  

von Sec63p und Sec62p eine für beide eingesetzten NUB-Proteine ungefähr gleiche Proteinkon-

zentration in der Zelle. Da weder NUB-Sec62p noch NUB-Bos1p mit einem Epitop versehen wur-

den, konnten ihre Expressionsniveaus nicht über Westernblot bestimmt werden, sondern mussten 

durch den Einsatz eines weiteren CUB-Reporterprotein modifizierten Proteins abgeschätzt wer-

den. Das Fusionsprotein der cytosolischen Triosephosphatisomerase Tpi1p-CUB-Dha zeigte bei 

Koexpression von NUB-Sec62p bzw. NUB-Bos1p ein für beide NUB-Fusionsproteine vergleichba-

res Spaltungsmuster. Nur die NUI-Varianten der Membranproteine führen zur Abspaltung des 

Dha-Reporterproteins (nicht gezeigt). Eine stringentere Kontrolle bildete die CUB-RUra3p-

Fusion des nicht an der Translokation beteiligten ER-Membranproteins Ste14p. Wurden Ste14-

CUB-RUra3p und NUB-Sec62p bzw. NUB-Bos1p gemeinsam in einer Zelle exprimiert, so war das 

Wachstumsmuster der beiden Transformanten nicht unterscheidbar (Abb 3.9). Die mit den CUB-

Fusionsproteinen Tpi1p und Ste14p erzielten Ergebnisse belegen eine in etwa gleiche zelluläre 

Konzentration der NUB-modifizierten Proteine Sec62p und Bos1p. Darüber hinaus beweist die 
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etwa gleich starke Interaktion der NUB-Fusionsproteine mit Ste14-CUB-RUra3p, dass die zwi-

schen NUB-Sec62p und Sec63-CUB-RUra3p gemessene, sehr starke Wechselwirkung nicht allein 

auf die Nähe dieser beiden Proteine während ihrer Einbettung in die ER-Membran beruhen kann. 

Wäre dies der Fall, so müsste auch Ste14p, das wie Sec63p ein polytopisches Membranprotein 

ist, eine größere Nähe zu Sec62p als zu Bos1p aufweisen.  

Durch die vorgenommenen Kontrollen wird die Spezifität der gemessenen Nähe von Sec62p zu 

Sec63p erhärtet und die durch genetische und biochemische Untersuchungen bewiesene Sec62p-

Sec63p-Interaktion (Deshaies et al., 1992) erstmals in vivo demonstriert. 

 

Die mit dem Split-Ub-System erzielten Ergebnisse konnten allerdings nicht beweisen, dass die 

beiden Translokonproteine Sec63p und Sec62p in einem gemeinsamen Proteinkomplex gebun-

den sind. Der Nachweis dafür wurde in einem Kompetitionsexperiment erbracht. Wie ich in Ab-

schnitt 3.1.2 zeigen konnte, erlaubt die Koexpression von Sec63-CUB-RUra3p und NUG-Sec62p 

kein Wachstum der Hefezellen auf Ura--Platten. Wurden Sec62p oder Sec62-Dha in diesem 

Kompetitionsexperiment nun zusätzlich in diesen Zellen überexprimiert, so erlangten die Zellen 

die Fähigkeit, auf Ura--Platten zu wachsen, zurück (Abb 3.6). Die für diesen Versuch eingesetz-

ten Referenzproteine Ste14-Dha und Tpi1-ha wurden zwar in großem Überschuss in der Zelle 

synthetisiert (nicht gezeigt), bewirkten aber keine Uracil-Prototrophie der Transformanten. Nur 

die effektive Verdrängung des NUG-Sec62p durch Sec62p bzw. Sec62-Dha kann somit das 

Wachstum der Hefezellen auf Uracil-freien Platten einfach erklären. Eine solche Verdrängung 

wiederum kann nur dann stattfinden, wenn NUG-Sec62p und das kompetitierende Protein um 

dieselbe Bindungsstelle in einem Proteinkomplex konkurrieren. Aus diesem Grund schließe ich, 

dass sich Sec63p und Sec62p in einem gemeinsamen Proteinkomplex befinden müssen. Dies 

steht im Einklang mit den in vitro ausgeführten Experimenten von Deshaies et al. (1991), nach 

denen Sec63p und Sec62p gemeinsam präzipitiert werden können.  

Die zusätzliche Auswertung der Kompetitionsergebnisse durch Auszählung der gewachsenen 

Kolonien der einzelnen Transformanten auf Galaktose-haltigen Ura--Platten erlaubte eine semi-

quantitative Beurteilung des Experimentes. Es zeigte sich hier, dass das mit Dha modifizierte 

Sec62p weniger stark an den Sec-Komplex binden konnte als das unmodifizierte Sec62p (Ab-

schnitt 3.1.3). Der Wachstumstest hatte diese genaue Beobachtung nicht zugelassen. Der Ein-

fluss des Dha-Moduls auf die Bindungsfähigkeit des Sec62p an den Sec62p/Sec63p-Komplex 

musste in den folgenden Experimenten stets (Abschnitt 3.3) berücksichtigt werden. 
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1998 veröffentlichten Stagliar et al. die Anwendung des Split-Ub-Systems auf die Untersuchung 

der ER-Membranproteine Wbp1p und Ost1p, zwei Proteinen des Oligosaccharyltransferase-

Komplexes. Sie konnten mit einem Reportersystem, das sich von dem von mir ausgearbeiteten 

unterscheidet, eine Interaktion dieser beiden Proteine nachweisen. Beide Untersuchungen zeigen  

eindeutig, dass die Split-Ub-Methode zur Analyse der Interaktion von Membranproteinen geeig-

net ist.  

4.2 Bestimmung des molekularen Umfeldes des ER-Membranproteins 
Sec63p in vivo 

Im ersten Teil meiner Arbeit konnte ich zeigen, dass das Split-Ub-System dazu geeignet ist, die 

Interaktionen von membrangebundenen Proteinen zu untersuchen. Mit dieser Methode sollte es 

daher möglich sein, das molekulare Umfeld von Sec63p noch umfassender zu charakterisieren. 

Hierzu wurden NUB-Fusionen von 14 Proteinen bekannter Lokalisation verwendet. Bis auf die 

beiden cytosolischen Proteine Tpi1p und Guk1p wurden ausnahmslos Membranproteine ge-

wählt, so dass Vertreter von verschiedenen Zellkompartimenten (ER, Golgi-Apparat, Endosom, 

Vakuole, Plasmamembran und Mitochondrium) in die Analyse einbezogen wurden. Da bei ei-

nem NUB-Fusionsprotein der Abstand des NUB von der Membran möglicherweise die NUB-CUB-

Reassoziationseffizienz beeinflusst, wurden hauptsächlich Vertreter aus einer großen Proteinfa-

milie ausgewählt. Es wurden Vertreter der Syntaxin-Familie der v- und t-SNAREs herangezo-

gen, die sich alle durch ein gemeinsames Strukturprinzip auszeichnen (Weimbs et al., 1997). 

Alle Mitglieder dieser Superfamilie besitzen einen cytosolischen N-Terminus, eine einzige 

Transmembrandomäne und eine aus wenigen Aminosäuren bestehende C-terminale Domäne, die 

ins Lumen des jeweiligen Kompartimentes ragt. Da die N-Termini aller t- und v-SNAREs starke 

Homologie zueinander aufweisen, kann davon ausgegangen werden, dass das NUB in allen diesen 

Proteinen einen ähnlichen Abstand und ähnliche Ausrichtung zur Membran hat.  

Sec63-CUB-RUra3p und die 14 NUB-modifizierten Proteine wurden gemeinsam in C63R-5 51-

Zellen exprimiert. Die verschiedenen NUB-Fusionsproteine bewirkten abhängig von ihrem Auf-

enthaltsort in der Zelle ein spezifisches Wachstumsverhalten der Transformanten auf Ura--

Platten. Dies wird nachfolgend abschnittsweise diskutiert.  
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4.2.1 Distanz zwischen Sec63p und ER-Membranproteinen 
 

Sec61p
Sec62p

Sec63p

Ssh1p

Bos1p

Ste14p

ER

 
 

   
Als Vertreter des ER wurden neben NUB-Sec62p NUB-Fusionen der Translokonkomponente 

Sec61p, des Sec61p-Homologen Ssh1p und der ER-Membranproteine Bos1p und Ste14p, die 

keine Funktion während der Translokation ausüben, für die Analyse verwendet (Abb 4.1). Der 

Interaktionstest konnte zwischen Sec63p-bindenden Proteinen und ER-Membranproteinen, die 

nicht an Sec63p binden, unterscheiden. Diese Unterscheidung wurde durch die NUA-Versionen 

der ER-Proteine möglich. NUA-Sec62p und NUA-Sec61p erlaubten den Transformanten nicht, auf 

Uracil-freien Platten zu wachsen. Alle anderen eingesetzten NUA-Fusionsproteine behinderten 

das Wachstum der Hefen kaum (siehe Abb 3.7). 

Die NUG-Varianten von Sec62p und Sec61p gestatteten eine weitere Differenzierung zwischen 

beiden Proteinen. Während NUG-Sec62p das Wachstum der Hefen völlig inhibierte, erlaubte 

NUG-Sec61p den Transformanten ein schwaches Wachstum auf Uracil-freien Platten (siehe Abb 

3.7). Der unterschiedliche Effekt dieser beiden Translokonkomponenten könnte durch ein leicht 

höheres Expressionsniveau des NUB-Sec62p bewirkt werden. Es kann ebenfalls nicht ausge-

schlossen werden, dass der Abstand zwischen NUB und der ER-Membran bei beiden Proteinen 

unterschiedlich ist. Bei NUB-Sec62p könnte das NUB möglicherweise besser für die Reassoziation 

mit CUB und/oder die Ubps zugänglich sein, so dass eine leicht höhere Spaltungsrate auftritt. Die 

stärkere Wechselwirkung von Sec63-CUB-RUra3p mit NUB-Sec62p ist aber auch dadurch erklär-

bar, dass Sec62p einen sehr stabilen Komplex mit Sec63p bildet, Sec61p aber an diesen 

Sec62p/Sec63p-Komplex weniger stark zu binden scheint. Diese Interpretation wird durch Im-

munpräzipitationsdaten unterstützt. Auch hierbei bindet Sec62p stabiler an Sec63p als an Sec61p 

(Deshaies et al., 1991). 

Sehr viel eindeutiger fiel die Unterscheidung zwischen Sec61p und Ssh1p aus. Ssh1p weist eine 

sehr viel größere Distanz zu Sec63p auf als Sec61p. Das Sec61p-Homologe Ssh1p verhält sich 

im Interaktionstest so wie die übrigen, nicht am Translokationsprozess beteiligten ER-

Membranproteine Ste14p und Bos1p. Nur die NUI-Versionen dieser Proteine verhindern das 

Abb 4.1: Schematische Darstellung der im Interak-
tionstest eingesetzten ER-Membranproteine. 

Für den Interaktionstest auf Uracil-freien Platten wurde 
Sec63p als CUB-RUra3p-Fusionsprotein exprimiert. 
Sec62p, Sec61p, Ssh1p, Bos1p und Ste14p wurden als 
NUB-Fusionsproteine mit Sec63-CUB-RUra3p koexpri-
miert und ihre Wechselwirkung analysiert. 
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Wachstum der Zellen auf Ura--Platten, die NUA- und NUG-Fusionen behindern das Zellwachstum 

nicht (siehe Abb 3.7). Das erst kürzlich entdeckte Ssh1p (Finke et al., 1996) könnte, bedingt 

durch seine starke Homologie zu Sec61p, eine alternative Translokationspore in der ER-

Membran bilden. Bisher wurde seine Beteiligung an der Translokation von Proteinen jedoch 

noch nicht nachgewiesen. Auch eine Koimmunpräzipitation mit Komponenten des heptameren 

Sec-Komplexes, bis auf Sss1p, dem Proteinpartner, den es mit Sec61p teilt, wurde nicht erreicht. 

Die von mir gemessene, verglichen mit Sec61p größere Distanz von Ssh1p zu Sec63p, ist ein 

starker Hinweis darauf, dass Ssh1p auch nicht in vivo mit dem tetrameren Sec62p/Sec63p-

Komplex assoziiert. Seine Teilnahme an der posttranslationalen Translokation wird dadurch sehr 

unwahrscheinlich.  

Ste14p wurde als Referenz für den Inhibitionstest der C63R-5 51-Zellen eingesetzt. Ste14p ist 

wie Sec63p ein polytopisches ER-Membranprotein und wird aller Wahrscheinlichkeit nach e-

benso durch den Translokationsapparat in die ER-Membran integriert. Alle NUB-modifizierten 

ER-Membranproteine verhielten sich im physiologischen Wachstumstest auf Uracil-freien Plat-

ten gegenüber Ste14-CUB-RUra3p identisch (siehe Abb 3.9). Dies schließt einerseits eine starke 

Überexpression eines der NUB-Fusionsproteine aus. Andererseits beweist es die Spezifität der 

gegen Sec63-CUB-RUra3p gemessenen Distanzen von Sec62p und Sec61p, die nicht allein auf 

ihre Nähe zu Sec63p während des Translokationsprozesses zurückzuführen ist.  

4.2.2 Distanz zwischen Sec63p und Sed5p 
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Abb 4.2: Schematische Darstellung der 
Lokalisation der im Interaktionstest 
eingesetzten NVI-Fusionsproteine.  

Für den Interaktionstest auf Uracil-freien 
Platten wurde Sec63p als CUB-RUra3p-
Fusionsprotein exprimiert. Sec62p, Ssh1p, 
Bos1p, Sed5p, Sft1p, Snc1p und Sso1p 
wurden als NVI-Fusionsproteine mit 
Sec63-CUB-RUra3p koexprimiert. Die 
Wechselwirkung der modifizierten Protei-
ne wurde im Wachstumstest analysiert. 
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Die Abgrenzung des cis-Golgi-Proteins NUB-Sed5p von den NUB-Fusionen der ER-

Membranproteine Ste14p und Bos1p war mit Hilfe der drei NUB-Varianten NUI, NUA und NUG 

nicht eindeutig. Im Wachstumstest auf Uracil-freien Platten war das Wachstumsmuster der je-

weiligen C63R-5 51-Transformanten kaum unterscheidbar (siehe Abb 3.7). Ich versuchte des-

halb, durch die Verwendung der neuen NUB-Mutante NVI eine höhere Auflösung des Split-Ub-

Tests zu erhalten. Die Affinität des NVI zu CUB liegt zwischen der des NUI und des NUA. Durch 

Wachstumsvergleich von C63R-5 51-Zellen, die NVI-Varianten von Proteinen verschiedener 

Lokalisation exprimierten (Abb 4.2), konnte Sed5p eindeutig von den ER-Membranproteinen 

abgegrenzt werden. Während alle NVI-Fusionen der ER-Proteine zur Inhibition des Zellwachs-

tums führten, erlaubten alle NVI-Fusionen der eingesetzten Golgi-Proteine (Sft1p: mittleres Gol-

gi, Snc1p: spätes Golgi/Plasmamembran) das vollständige Wachstum der C63R-5 51-Zellen 

(siehe Abb 3.8). Da auch NVI-Sed5p das uneingeschränkte Wachstum der Hefen zuließ, konnte 

ich es in die Reihe der Golgi-Proteine einordnen. Warum war der Einsatz der NVI-Variante des 

NUB erforderlich, um Sed5p von den ER-Proteinen absondern zu können? Kürzlich wurde ge-

zeigt, dass Sed5p über das ER zyklisch zurück zum cis-Golgi-Apparat transportiert wird (Woo-

ding und Pelham, 1998). Während seines Kreislaufs hat Sed5p die Gelegenheit, in die Nähe von 

Sec63p zu gelangen. Vielleicht ist sogar ein geringer Prozentsatz der Sed5p-Population stets im 

ER zu finden. Dies könnte eine häufigere Spaltungsreaktion im Split-Ub-Test bewirken und 

macht die Notwendigkeit des Einsatzes der spezifischeren NVI-Version zur Unterscheidung von 

den ER-Membranproteinen erklärbar.  

4.2.3 Einsatz von weiteren CUB-RUra3p-modifizierten Proteinen 
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Abb 4.3: Schematische Darstellung 
der zellulären Lokalisation der im 
Interaktionstest mit Tom20-CUB-
RUra3p  bzw. Kex2-CUB-RUra3p 
charakterisierten NUB-
Fusionsproteine. 

Für den Interaktionstest auf Uracil-
freien Platten wurden Tom20p bzw. 
Kex2p als CUB-RUra3p-Fusionsprote-
ine exprimiert. Die Lokalisation von 
Tom22p, Snc1p und Sso1p, die als 
NUB-Fusionsproteine koexprimiert 
wurden, konnte genauer definiert 
werden, als mit Sec63-CUB-RUra3p 
als Markerprotein. 
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Die Unterscheidung zwischen dem späten Golgi-/Plasmamembranprotein Snc1p, dem Plasma-

membranprotein Sso1p und Tom22p, einem mitochondrialen Membranprotein, war im Wachs-

tumstest mit C63R-5 51-Zellen nicht möglich. Die NUI-Versionen aller drei Proteine schränkten 

das Wachstum der C63R-5 51-Zellen leicht ein (siehe Abb 3.7). Offensichtlich nimmt die Auflö-

sungskraft dieser Methode bei zunehmender Distanz der NUB-Proteine zu dem CUB-

Fusionsprotein zu stark ab. Warum zeigen NUB-Fusionsproteine, die im Mitochondrium, im spä-

ten Golgi-Apparat oder in der Plasmamembran lokalisiert sind, überhaupt eine Interaktion mit 

Sec63-CUB-RUra3p? Ich vermute, dass für Snc1p und Sso1p der Kontakt mit Sec63p während 

der Einbettung ihrer Transmembrandomänen in die ER-Membran erfolgt. Da dieser Prozess eine 

gewisse Aufenthaltsdauer im ER erfordert, könnte ausreichend Zeit für die NUB-CUB-

Reassoziation gegeben sein. NUI-Pep12p und NUI-Vam3p zeigen diese Interaktion jedoch nicht, 

obwohl diese beiden Proteine ebenfalls vor dem Transport zu ihrer Ziellokalisation in die ER-

Membran inseriert werden müssen. Möglicherweise liegt in der Zelle eine höhere Proteinkon-

zentration der NUB-Fusionsproteine von Snc1p bzw. Sso1p als von Pep12p bzw. Vam3p vor. Für 

die erstaunliche Tatsache, dass ein Protein der Mitochondrienmembran  eine messbare Nähe zum 

ER zeigt, können zwei Gründe aufgeführt werden. Der wahrscheinlichste ist eine partielle Miss-

lokalisation des Tom22p in die ER-Membran. Es kann sich dabei jedoch nur um einen geringen 

Teil der Tom22p-Population handeln, da eine ausgeprägtere Fehllokalisation ins ER ein stärke-

res, mit den ER-Membranproteinen vergleichbares Signal im Split-Ub-Test erfordern würde. Die 

zweite Erklärungsmöglichkeit folgt aus der Beobachtung, dass ER und Mitochondrien in elekt-

ronenmikroskopischen Aufnahmen oft benachbart sind. Ob dies die Ursache für die gemessene 

Interaktion zwischen Sec63-CUB-RUra3p und NUB-Tom22p sein könnte, bleibt im Rahmen die-

ser Arbeit offen.  

Um der Limitierung mit Sec63p als einzigem CUB-RUra3p-Fusionsprotein entgegenzutreten, 

mussten zusätzliche CUB-RUra3p-Markerproteine, die nicht in der ER-Membran verankert sind, 

eingesetzt werden (Abb 4.3). Zur Unterscheidung zwischen Tom22p auf der einen Seite und 

Snc1p und Sso1p auf der anderen Seite wurde Tom20-CUB-RUra3p verwendet. Tom22p konnte 

im Interaktionstest mit Tom20-CUB-RUra3p als mitochondriales Protein charakterisiert und ein-

deutig von Snc1p und Sso1p abgegrenzt werden. Das modifizierte Tom20p zeigte nur mit NUB-

Tom22p und mit keinem der anderen gestesteten NUB-Fusionsproteine eine sichtbare Interaktion 

im Wachstumstest (siehe Abb 3.10). Der Interaktionstest verifiziert die bereits beschriebene, 

enge Nachbarschaft von Tom20p und Tom22p (Schatz, 1997) zum ersten Mal in vivo.  

Die Unterscheidung zwischen dem trans-Golgi/Plasmamembranprotein Snc1p und dem Plas-

mamembranprotein Sso1p gelang durch den Einsatz des trans-Golgi Markerproteins Kex2-CUB-
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RUra3p. Die NUA-Versionen von Snc1p und Sso1p schränkten im Gegensatz zu allen anderen 

getesteten NUA-Fusionsproteinen das Wachstum der CK2R-5 53-Zellen auf Ura--Platten ein (sie-

he Abb 3.12). Eine größere Distanz von Sso1p als von Snc1p zu Kex2p konnte jedoch erst auf 

FOA-haltigen Platten unzweifelhaft belegt werden. NUA-Snc1p ermöglichte als einziges Fusi-

onsprotein bei Koexpression mit Kex2-CUB-RUra3p den Transformanten das vollständige 

Wachstum auf FOA-haltigen Nährplatten (siehe Abb 3.13).  

Das Wachstum der CK2R-5 53-Zellen auf Ura--Platten wurde durch die Expression von NUA-

Pep12p, einem endosomalen t-SNARE-Protein, nicht beeinflusst. Dieses Ergebnis war unerwar-

tet, da wahrscheinlich alle residenten Membranproteine des späten Golgi-Apparates während 

ihrer Lebensdauer vom trans-Golgi-Kompartiment in die Endosomenmembran transportiert 

werden und von dort aus wieder zurück zum späten Golgi gelangen (Franzusoff et al., 1991; Ce-

reghino et al., 1995). Ich hätte deshalb erwartet, dass der Aufenthalt von Kex2p im Endosom mit 

dem Interaktionstest gemessen werden kann. Am naheliegendsten ist, dass NUB-Pep12p in einer 

zu geringen Konzentration in der Zelle vorliegt, um effizient mit Kex2-CUB-RUra3p wechselwir-

ken zu können. Allerdings ist das Expressionsniveau des NUB-Pep12p hoch genug, um den tem-

peratursensitiven Wachstumsdefekt eines ∆pep12-Stammes komplementieren zu können (nicht 

gezeigt). Möglicherweise ist jedoch die Zeit, die Kex2p in der Endosomenmembran verbringt, zu 

kurz, um die Reassoziation von NUB und CUB bewirken zu können. Vielleicht findet der Kreislauf 

des Kex2p in Subkompartimenten der Endosomenmembran statt, die für Pep12p nicht zugäng-

lich sind. Es sind Anhaltspunkte für die Existenz eines frühen und eines späten endosomalen 

Kompartimentes vorhanden (Holthuis et al., 1998). Während sich der Kreislauf von Kex2p auf 

das frühe Endosom beschränken könnte, könnte Pep12p im späten Endosom lokalisiert sein, so 

dass die beiden Proteine nie aufeinander treffen. Eventuell werden aber die Hinweise, die auf 

einen Kreislauf des Kex2p zwischen trans-Golgi und endosomalem Kompartiment hindeuten, 

falsch interpretiert. Ein direkter Beweis für den Kreislauf der Protease wurde jedenfalls bisher 

nicht erbracht. Eine Misslokalisation des Kex2p als Grund für die fehlende Interaktion mit 

Pep12p ist sehr unwahrscheinlich, da ich durch zwei unabhängige Tests die Funktionalität des 

Fusionsproteins belegen konnte (siehe Abb 3.11 A und B).  

Die Diskussion der möglichen Gründe für die nicht detektierbare Interaktion von Kex2-CUB-

RUra3p und NUB-Pep12p weist auf eine spezielle Problematik hin. Sehr wahrscheinlich ist das 

Split-Ub-System nur bedingt verwendbar, die Wechselwirkung von Proteinen zu messen, die 

aufgrund komplexer Bewegungsabläufe ihre Lokalisation in der Zelle ständig ändern. Das Zu-

sammentreffen und die Reassoziation von NUB und CUB wird bei solchen Proteinpartnern deut-

lich erschwert und reflektiert nicht mehr den hauptsächlichen Aufenthaltsort der Proteine. Auf-
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grund der von mir durchgeführten Experimente halte ich den Einsatz des Split-Ub-Systems für 

die Analyse solcher Protein-Protein-Wechselwirkungen für ungeeignet.    

 

Wie für Sec63-CUB-RUra3p (siehe Abb 3.5) so wurde auch für Kex2p als Markerpotein der Inhi-

bitionstest in ∆ubr1-Zellen wiederholt. Entgegen den Erwartungen war das Wachstum dieser 

Zellen bei Koexpression von NUI- und NUA-Snc1p immer noch leicht eingeschränkt. Die Abwe-

senheit des N-End-Regel-Enzyms Ubr1p führte hier also nicht zur vollständigen Stabilisierung 

des abgespaltenen RUra3p. Eine mögliche Ursache könnte die Existenz eines weiteren, von der 

N-End-Regel unabhängigen Proteinabbaupfades sein. Warum dieser offenbar nicht bei Einsatz 

von Sec63-CUB-RUra3p und Tom20-CUB-RUra3p (nicht gezeigt) wirksam wird, bleibt ungeklärt. 

4.2.4 Distanz zwischen Sec63p und Proteinen des späten sekretori-
schen Weges bzw. cytosolischen Proteinen 
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Endosom

Pep12p
Tpi1p
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Wie Abb 3.7 zeigt, wurde das Wachstum der C63R-5 51-Zellen bei Koexpression von NUB-

Pep12p, NUB-Vam3p und den cytosolischen NUB-Proteinen Tpi1p und Guk1p auf Ura--Platten 

nicht beeinflusst. Die Proteine sind in sehr verschiedenen Zellregionen lokalisiert (Abb 4.4). Da 

für die Charakterisierung der Aufenthaltsorte dieser Proteine keine weiteren CUB-RUra3p-

Markerproteine eingesetzt wurden, konnte keine Unterscheidung zwischen ihnen erreicht wer-

den. Die Ergebnisse des Wachstumstests gestatten lediglich die Aussage, dass diese Proteine  

eine größere Distanz zu Sec63p aufweisen als alle anderen eingesetzten Proteine.  

Abb 4.4: Schematische Darstellung 
der Lokalisation der Proteine, die 
im Interaktionstest mit Sec63-CUB-
RUra3p keine Wechselwirkung 
zeigten. 

Für den Interaktionstest auf Uracil-
freien Platten wurde Sec63p als CUB-
RUra3p-Fusionsprotein exprimiert. 
Pep12p, Vam3p, Tpi1p und Guk1p 
wurden als NUB-Fusionsproteine mit 
Sec63-CUB-RUra3p koexprimiert und 
die Wechselwirkung der modifizier-
ten Proteine wurde analysiert. 
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4.2.5 Gegenselektion der C63R-5-51-Zellen auf FOA-haltigen Platten 
Die Gegenselektion der C63R-5 51-Zellen auf FOA-haltigen Platten untermauerte die Ergebnis-

se des Wachstumstests auf Uracil-freien Platten (siehe Tab 3.1). Es konnte auch durch den Inter-

aktionstest auf diesem Medium gezeigt werden, dass Sec63p zu den Translokonproteinen Sec62p 

und Sec61p die größte Nähe aufweist. Mit den NUA-Fusionen der 14 NUB-Proteine konnten die 

den Sec-Komplex bindenden Proteine von allen anderen Proteinen abgegrenzt werden. Nur NUA-

Sec62p und NUA-Sec61p verliehen den Zellen FOA-Resistenz, alle anderen NUA-Proteine, NUA-

Ssh1p eingeschlossen, konnten den Sec63-CUB-RUra3p exprimierenden Zellen keine Resistenz 

gegen das Zellgift vermitteln.  

4.3 Charakterisierung der Bindung zwischen Sec63p und Sec62p 
Im ersten Teil dieser Arbeit gelang es mir mit der Split-Ub-Technik, die Interaktionen von 

Sec63p mit Komponenten des ER-Translokationskomplexes in vivo zu verfolgen. Hierbei zeigte 

sich, dass die Wechselwirkung zwischen Sec62p und dem Sec-Komplex mit Hilfe des Sec63-

CUB-RUra3p verlässlich gemessen werden kann. In einem nächsten Schritt untersuchte ich, wie 

das Sec62-Protein im Sec-Komplex verankert ist. Hierzu konstruierte ich Sec62p-

Deletionsmutanten, die entweder am N-Terminus („∆N“), am C-Terminus („∆C“) oder an beiden 

Termini („∆N/∆C“) verkürzt waren. Die Funktionalität dieser Deletionsmutanten wurde in einem 

∆sec62-Stamm und in einem temperatursensitiven sec62-1-Stamm getestet. Durch ein Kompeti-

tionsexperiment wurde geprüft, wie stark die Deletionsproteine noch an den Sec-Komplex bin-

den können. Hierbei wurde untersucht, in welchem Ausmaß die Deletionsmutanten in C63R-5 

51-Zellen ein zusätzlich exprimiertes NUG-Sec62p aus dem Sec-Komplex verdrängen können. 

Für die Auswertung des Auszählungsexperimentes wurden die unterschiedlichen Konzentratio-

nen der Deletionsmutanten in der Zelle berücksichtigt. Die gezählte Kolonienzahl für jede Trans-

formante wurde an das Expressionsniveau des entsprechenden Deletionsproteins angeglichen. 

Der für das wt-Sec62-Dha erhaltene, höchste Wert wurde willkürlich auf 100% gesetzt und die 

für die Mutanten errechneten Werte relativ dazu bezogen. Die so erhaltenen Werte wurden als 

„Kompetitionseffizienz“ bezeichnet. Dieses Verfahren setzt eine lineare Korrelation zwischen 

der Proteinkonzentration der Deletionsmutanten und der Zahl der auf Ura--Platten wachsenden 

Kolonien voraus. Diese Annahme vereinfacht wahrscheinlich die tatsächlichen Gegebenheiten. 

Einerseits kann es nur von einer gewissen Konzentrationsschwelle des kompetitierenden Proteins 

an überhaupt zu einer Kompetition kommen. Andererseits tritt ab einer gewissen Konzentration 

des kompetitierenden Proteins sicherlich eine Sättigungsphase ein. Es musste also gezeigt wer-
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den, dass unter den gegebenen Versuchsbedingungen die Annahme der Proportionalität zwischen 

Proteinkonzentration und Anzahl der Kolonien zulässig ist. Das unter der Kontrolle des PMET25-

Promotors exprimierte Sec62-Dha wurde als kompetitierendes Protein in Zellen eingesetzt, die 

ebenfalls Sec63-CUB-RUra3p und NUG-Sec62p exprimierten. Durch die Einstellung der Methio-

nin-Konzentration im Nährmedium konnte das Expressionsniveau des Sec62-Dha beeinflusst 

werden. Die Proteinmenge der Sec62-Dha wurde nach Proteinextraktion der Zellen auf einem 

Immunblot mit anti-ha-Antikörpern überprüft und quantifiziert. Gleichzeitig wurde mit diesen 

Transformanten der Auszählungstest durchgeführt. Es wurden drei voneinander unabhängige 

Auswertungen vorgenommen. Es ließ sich eine Korrelation zwischen Proteinkonzentration und 

der Anzahl der ausgezählten Kolonien feststellen. Diese Korrelation war jedoch nicht strikt line-

ar. Dies musste also bei der Interpretation der gemessenen Kompetitionseffizienzen berücksich-

tigt werden.       

4.3.1 Sec62p besitzt mindestens zwei Bindungsdomänen an den Sec-
Komplex und eine essentielle Domäne  

Durch meine Experimente mit den Sec62p-Deletionsmutanten gelang es mir, verschiedene Regi-

onen des Sec62p zu charakterisieren. Die Ergebnisse des Kompetitionstests mit den Sec62p-

Deletionsmutanten dokumentieren die Existenz von mindestens zwei Sec-Komplex-

Bindungsstellen im Sec62-Protein. Die erste Bindungsregion besteht aus dem cytosolischen N-

Terminus des Sec62p, die zweite liegt am äußersten C-Terminus des Proteins und umfasst die 

Aminosäuren 248-283 (siehe Abschnitt 3.3.2). Die Funktionalitätstests konnten die Region im 

Sec62p eingrenzen, die für die Funktion des Sec62p essentiell ist. Diese Domäne umfasst beide 

Transmembranregionen und einen an die zweite Transmembrandomäne angrenzenden C-

terminalen Bereich des Proteins von ca. 40 Aminosäuren (siehe Abschnitt 3.3.1.2).   
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Abb 4.5: Ergebnis der strukturellen und funktionellen Charakterisierung des Sec62p. 

Die schematische Darstellung des Sec62p-Moleküls zeigt dessen Topologie in der ER-Membran. Die Boxen in den 
unterschiedlichen Grüntönen kennzeichnen die einzelnen, charakterisierten Domänen des Sec62p. Die N-terminale 
Bindungsdomäne an den Sec-Komplex umfasst maximal die Aminosäuren 1 bis 107. Die Aminosäureposition 46, 
an der im sec62-1p der Austausch von Glycin zu Aspartat besteht, ist eingezeichnet. Im Bereich dieser Position 
befindet sich sehr wahrscheinlich die minimale Sec-Komplex-Bindungsregion des Sec62p. Die C-terminale Bin-
dungsdomäne an den Sec-Komplex umfasst die Aminosäuren 248 bis 283. Die essentielle Domäne besteht aus bei-
den Transmembrandomänen, der luminalen Sec62p-Region und den Aminosäuren 201 bis 247, die der zweiten 
Transmembrandomäne direkt folgen. 
TM1: Erste Transmembrandomäne, TM2: Zweite Transmembrandomäne. 
 
 

4.3.1.1 Strukturelle Charakterisierung des Sec62p  

4.3.1.1.1 Sec62p besitzt mindestens zwei Sec-Komplex-Bindungsregionen  

Die Deletion der N-terminalen Bindungsstelle führte zum vollständigen Verlust der Kompetiti-

onseffizienz der entsprechenden Proteine (∆Ν107-Dha bzw. ∆N153-Dha). ∆N107-Dha wies nur 

noch etwa 1% Kompetitionseffizienz auf. Dieser Wert ist nicht signifikant. Da die Deletion von 

weiteren 46 Aminosäuren, die zu der Mutante ∆N153-Dha führten, keine weitere Auswirkung 

auf die Kompetitionseffizienz des Proteins hatte (5% Kompetitionseffizienz), umfasst der maxi-

male Bindungsbereich des Sec62p-Aminoterminus an den Sec-Komplex somit die ersten 107 

Aminosäuren (Siehe Diagr. 1). Die zweite, C-terminale Bindungsregion kann in zwei Bereiche 

eingeteilt werden. Die Verkürzung des Sec62p-Carboxyterminus um 19 Aminosäuren (∆C19-

Dha) senkte die Kompetitionseffizienz des Proteins nur um ca. 20%. Die Deletion von zusätzli-
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chen 16 Aminosäuren, resultierend in ∆C35-Dha, bewirkte dagegen eine Abnahme der Kompeti-

tionseffizienz um etwa 60%. Die ersten 19 Aminosäuren sind für die Bindung somit von geringe-

rer Bedeutung als die darauffolgenden 16 Aminosäuren. Charakteristisch für diesen 16 Amino-

säuren langen Proteinbereich ist eine hohe positive Ladungsdichte, die auch in den Sec62p-

Molekülen aus anderen Spezies zu finden ist. Jede weitere Verkürzung des Sec62p-

Carboxyterminus hatte keine negativen Auswirkungen auf die Bindung der jeweiligen Mutanten 

an den Sec-Komplex. Die Kompetitionseffizienz von ∆C60-Dha stieg sogar wieder leicht an 

(siehe Diagr. 1). Da ich zeigen konnte, dass die Korrelation zwischen Proteinmenge und Kolo-

nienanzahl nicht strikt linear ist, blieb offen, ob diese gesteigerte Kompetitionseffizienz signifi-

kant, d. h. wirklich auf eine erhöhte Bindungsfähigkeit des ∆C60-Dha an den Sec-Komplex zu-

rückzuführen ist. Es ist möglich, dass vielleicht ein inhibitorischer Bereich des Sec62p in ∆C60-

Dha deletiert wurde. Zur Beantwortung dieser Frage wurde ein zusätzliches Kompetitionsexpe-

riment durchgeführt, bei dem darauf geachtet wurde, dass ∆C60-Dha und ∆C35-Dha ungefähr 

gleich stark exprimiert wurden. Zur Regulation des Expressionsniveaus von ∆C60-Dha wurde 

der PMET25-Promotor und zur Expressionskontrolle von ∆C35-Dha der PGAL1-Promotor verwen-

det. In Galaktose-haltigem Medium ohne Methionin-Zugabe konnte eine Angleichung der Prote-

inmengen der beiden Deletionsmutanten erreicht werden. Unter diesen Bedingungen wurden 

dann für diese beiden Transformanten die auf Ura--Platten gewachsenen Kolonien gezählt. Das 

Ergebnis dieses Experimentes zeigte, dass ∆C60-Dha nicht signifikant besser als ∆C35-Dha an 

den Sec-Komplex binden kann. Der über die ersten 35 Aminosäuren des Sec62p hinausgehende, 

cytosolische C-Terminus ist also für die Bindung an den Sec-Komplex entbehrlich. Die Sec62p-

Deletionsmutante, der neben diesem Teilstück auch noch die zweite Transmembrandomäne fehl-

te, interagierte wieder deutlich schlechter mit dem Sec-Komplex (siehe Diagr. 1). Möglichweise 

reflektiert dies die Existenz einer dritten, unabhängigen Sec-Komplex-Bindungsdomäne. Viel-

leicht sinkt die Kompetitionseffizienz auch nur deshalb, weil 1TM-Dha nicht korrekt in die ER-

Membran inseriert wird. Mein Experiment konnte nicht ausschließen, dass die Abwesenheit der 

zweiten Transmembrandomäne zu einer fehlerhaften Ausrichtung des 1TM-Dha in der ER-

Membran führt. Deshaies und Schekman konnten jedoch 1990 zeigen, dass eine ähnliche 

Sec62p-Deletionsmutante, die C-terminal mit Invertase fusioniert wurde, eine korrekte Topolo-

gie in der ER-Membran aufwies. Dies macht die richtige Topologie der Mutante 1TM-Dha sehr 

wahrscheinlich und unterstützt die Interpretation, dass die zweite Transmembranregion spezi-

fisch zur Bindung an den Sec-Komplex beisteuert.  
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4.3.1.1.2 Der Aminoterminus des Sec62p ist notwendig und hinreichend für die Bindung 
an den Sec-Komplex 

Ergebnisse von Experimenten mit Deletionsmutanten erlauben nur bedingt Rückschlüsse auf die 

Anwesenheit von autonomen Bindungsdomänen. Es musste daher unabhängig gezeigt werden, 

dass die N-terminale Region des Sec62p an den Sec-Komplex binden kann. Dies wurde im 

Kompetitionsexperiment nicht beobachtet (siehe Diagr. 1). Ich vermute, dass die zusätzliche C-

terminale Bindungsdomäne und die korrekte Lokalisierung des NUG-Sec62p in der ER-Membran 

verhindern, dass es von diesen beiden Deletionsmutanten aus dem Sec-Komplex verdrängt wer-

den kann. Um die unmittelbare Interaktion des Sec62p-Aminoterminus mit dem Sec-Komplex zu 

untersuchen, wurde ein direkter Split-Ub-Test mit NUB-markiertem 0TM-Dha durchgeführt. Mit 

diesem Experiment konnte ich die spezifische Interaktion der N-terminalen, cytosolischen Do-

mäne des Sec62p mit Sec63-CUB-RUra3p belegen (siehe Abb 3.21). Die Spezifität der Wechsel-

wirkung des Sec63p mit dem Sec62p-Aminoterminus wurde durch die Beobachtung untermau-

ert, dass die Deletion dieser Region im Sec62p (∆N107-Dha) die Distanz zwischen mutiertem 

Sec62p und Sec63p drastisch vergrößerte. Durch ein weiteres Kompetitionsexperiment konnte 

ich schließlich die direkte Bindung des Sec62p-Aminoterminus an den Sec-Komplex belegen. 

Alle NUB-markierten Deletionsmutanten, die noch einen intakten N-Terminus enthielten (∆C35-

Dha, ∆C60-Dha, 0TM-Dha) konnten effizient von wt-Sec62p aus dem Sec-Komplex verdrängt 

werden (Abb 3.22).  

4.3.1.1.3 sec62-1p bindet nicht mehr effektiv an den Sec-Komplex 

Eine wichtige Beobachtung war, dass ∆C60-Dha und ∆C76-Dha, wenn sie in hohen Konzentra-

tionen im Hefestamm RSY529 exprimiert wurden, das Wachstum der sec62-1-Zellen bei der 

permissiven Temperatur inhibierten (siehe Abb 3.24). Diese Beobachtung trifft ebenfalls auf die 

Deletionsmutanten 0TM-Dha und 1TM-Dha zu. Die inhibitorisch wirkenden Sec62p-

Deletionsmutanten scheinen also den Defekt der sec62-1-Zellen zu verstärken. Alle diese inhibi-

torisch wirkenden Sec62p-Mutanten haben zwei gemeinsame Charakteristika: Sie sind nicht 

funktionell und tragen den intakten Sec62p-Aminoterminus. Sobald dieser zusätzlich deletiert 

wird (∆N107/∆C35-Dha, ∆N153/∆C60-Dha), tritt der dominant negative Effekt nicht mehr auf. 

Eine Erklärung dafür bietet das folgende Modell:  

Die inhibitorisch wirkenden Deletionsproteine werden gemeinsam mit sec62-1p bei den permis-

siven Temperaturen in den RSY529-Zellen exprimiert. Ihre intakte N-terminale Bindungsregion 

verankert die C-terminalen Deletionsmutanten im Sec-Komplex. Das sec62-1p kann die fehlende 

Funktionalität dieser Mutanten kompensieren und die Zellen wachsen bei der permissiven Tem-
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peratur gut. Werden die inhibitorischen Deletionsmutanten nun durch Induktion des Kupferpro-

motors in der Zelle überexprimiert, verdrängen sie sec62-1p aus dem Sec-Komplex. Da die inhi-

bitorischen Deletionsproteine die Funktion des Sec62p nicht mehr ausüben können und das ver-

drängte sec62-1p diesen Defekt nicht mehr komplementieren kann, können die Hefezellen be-

reits bei der permissiven Temperatur nicht mehr wachsen.  

Das geschilderte Modell legt die Vermutung nahe, dass sec62-1p schlechter an den Sec-Komplex 

binden kann als das wt-Protein. Aus diesem Grund wurde die dem sec62-1-Allel zugrunde lie-

gende Mutation untersucht. Die Sequenzanalyse des Allels enthüllte eine Punktmutation, die zu 

dem Austausch der Aminosäuren Glycin zu Aspartat an Position 46 führt. Das negativ geladene 

Aspartat unterbricht im N-Terminus des Sec62p eine Abfolge eng benachbarter, positiv gelade-

ner Aminosäuren. Da sich die Mutation im N-Terminus des Proteins befindet, der meinen Expe-

rimenten zufolge die Hauptbindungsregion an den Sec-Komplex darstellt, könnte sich, wie ver-

mutet, tatsächlich die Bindung des sec62-1p an den Sec-Komplex abschwächen. Diese Vorher-

sage wurde in einem Kompetitionsexperiment bestätigt. Bei gleicher Proteinkonzentration konn-

te sec62-1-Dha im Vergleich zu wt-Sec62-Dha nur 17% Kompetitionseffizienz erreichen (siehe 

Diagr. 2). Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass die Sec-Komplex-Bindungsstelle im Sec62p 

aus dem Sequenzabschnitt um die Aminosäure 46 (Glycin) gebildet wird. Diese N-terminale 

Region ist aber für das Wachstum der Hefen nicht essentiell. Warum führt eine Mutation in die-

sem Bereich zu temperatursensitivem Wachstum? Deshaies und Schekman beobachteten bereits 

1990, dass die zelluläre Konzentration des sec62-1p im Gegensatz zu der des wt-Sec62p dras-

tisch reduziert ist. Diese Beobachtung konnte ich bestätigen. Ich vermute daher, dass der Amino-

terminus des sec62-1p durch die Mutation strukturell verändert wird und bei hohen Temperatu-

ren kollabiert. Dies wirkt möglicherweise als Signal für die schnelle Proteolyse des sec62-1p, 

was phänotypisch einer Deletion des SEC62-Gens ähnelt. 

4.3.1.2 Funktionelle Charakterisierung des Sec62p  

Das überraschendste Ergebnis der Funktionalitätsstudien war, dass sowohl der N-terminale Bin-

dungsbereich als auch die C-terminale Bindungsregion für die Funktion des Sec62p nicht essen-

tiell sind (siehe Abb 3.16). Allerdings ist die Funktionalität des ∆C35-Dha bereits leicht einge-

schränkt. Erst die gemeinsame Deletion sowohl der N- als auch der C-terminalen Komplex-

Bindungsstelle (∆N107/∆C35-Dha), führt zum vollständigen Funktionalitätsverlust des Sec62p. 

Dies deutet darauf hin, dass eine Bindung an den Sec-Komplex für die Funktion des Sec62p 

grundsätzlich notwendig ist. Zwei Modelle könnten dies erklären: Sec62p ist wichtig für die 

strukturelle Integrität des Sec-Komplexes und daher ein essentielles Protein, oder die Bindungs-
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stellen sind wichtig, um die eigentlich essentielle Domäne des Sec62p an den Komplex zu kop-

peln. Die Charakterisierung des ∆C60-Dha trug wesentlich zur Klärung dieser Frage bei. ∆C60-

Dha ist die erste C-terminale Deletionsmutante, die nicht mehr funktionell ist. Gleichzeitig bin-

det diese Deletionsmutante stärker als ∆N107-Dha an den Sec-Komplex. ∆N107-Dha ist jedoch 

noch funktionell. Ich schließe daraus, dass der Proteinbereich um ∆C60-Dha eine Aufgabe er-

füllt, die von der Bindung an andere Mitglieder des Sec-Komplexes getrennt werden kann. Diese 

Funktion wird auf der cytosolischen Seite der ER-Membran ausgeübt. Ich es halte daher für 

wahrscheinlich, dass die essentielle Domäne des Sec62p direkt an der Signalsequenzerkennung 

beteiligt ist.  

4.3.1.3 Die cytosolischen Termini des Sec62p sind nicht allein für die Bindung an 
den trimeren Sec61p-Komplex verantwortlich 

Ich konnte mit der Split-Ub-Methode die Regionen des Sec62p charakterisieren, die für dessen 

Bindung an den Sec-Komplex wichtig sind. Um entscheiden zu können, ob dieselben Regionen 

für die Bindung an den trimeren Sec61p-Komplex verantwortlich sind, führte ich Koimmunprä-

zipitationsexperimente mit angereicherten Membranfraktionen durch. Die sowohl mit Membra-

nen des wt-Stammes JD53 als auch mit Membranen des ∆sec62-Stammes verrichteten Koim-

munpräzipitationen ergaben, dass keiner der cytosolischen Termini des Sec62p ausschließlich für 

die Bindung an den trimeren Sec61p-Komplex erforderlich ist. ∆C35-Dha und ∆C60-Dha waren 

ebenso in der Lage, Sec61p zu kopräzipitieren, wie ∆N107-Dha (Abb 3.29). Wichtig war vor 

allem die Beobachtung, dass ∆C60-Dha noch immer ähnlich gut wie die funktionellen Deleti-

onsmutanten an den Sec61p-Komplex binden kann. Ich komme deshalb zu dem Schluss, dass die 

essentielle Region nicht für die Bindung des Sec62p an den trimeren Sec61p-Komplex verant-

wortlich ist. Meine Experimente schließen eine Beteiligung der Sec62p-Termini an der Bindung 

des Sec61p-Komplexes allerdings nicht aus. Möglicherweise binden beide Termini an den 

Sec61p-Komplex und bei Abwesenheit des einen Terminus kann der andere diesen Verlust aus-

gleichen. Um eine sichere Aussage treffen zu können, muss die Koimmunpräzipitation mit einer 

Doppelmutante (∆N107/∆C35-Dha oder ∆N153/∆C60-Dha) wiederholt werden.        

4.3.2 Die letzten 14 Aminosäuren des Sec63p binden an den Sec62p-
Aminoterminus 

Deshaies und Schekman beobachteten 1990, dass der inhibitorische Effekt von bestimmten C-

terminalen Sec62p-Deletionsmutanten durch die Überexpression von Sec63p gemildert werden 

konnte. Es erschien deshalb wahrscheinlich, dass Sec63p zumindest einer der Bindungspartner 

der N-terminalen Domäne des Sec62p ist. Der cytosolische Carboxyterminus von Sec63p ist 
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stark negativ geladen (Feldheim et al., 1992). Von den 47 letzten Aminosäureresten bestehen 

allein 31 aus Aspartat oder Glutamat. Im Gegensatz dazu enthalten beide cytosolische Termini 

des Sec62p viele basische Aminosäuren und weisen daher eine positive Nettoladung auf. In meh-

reren Publikationen wurde bereits über eine mögliche Interaktion der beiden essentiellen Protei-

ne, die über ihre entgegengesetzt geladenen Termini stattfinden könnte, spekuliert (Deshaies und 

Schekman, 1989; Deshaies und Schekman, 1990; Feldheim et al., 1992). Die genetische Interak-

tion der mutanten Allele sec63 und sec62 erhöht die Wahrscheinlichkeit einer physikalischen 

Wechselwirkung der Proteine. Während sec63- und sec62-Einzelmutanten bei 24°C keinen 

Wachstumsdefekt aufweisen, ist die entsprechende Doppelmutante bei dieser Temperatur nicht 

mehr lebensfähig (Rothblatt et al., 1989). Umgekehrt kann die Überexpression des Sec62p den 

temperatursensitiven Wachstumsdefekt des sec63-1-Stammes supprimieren (Deshaies und 

Schekman, 1990). 

Die von mir durchgeführten Koimmunpräzipitationsexperimente dokumentieren erstmals, dass 

der cytosolische C-Terminus des Sec63p direkt an den cytosolischen N-Terminus des Sec62p 

bindet. Der Flag-Epitop-markierte Sec63p-Carboxyterminus von 419 Aminosäuren konnte effi-

zient das Dha-markierte 0TM-Dha, nicht jedoch das ha-markierte Guk1p kopräzipitieren (siehe 

Abb 3.26). Darüber hinaus konnte ich den Bindungsbereich im Sec63-Protein noch weiter ein-

grenzen, indem ich zeigte, dass die letzten 14 Aminosäuren des Sec63p notwendig und hinrei-

chend für dessen Bindung an 0TM-Dha sind. Der Flag-markierte Sec63p-Carboxyterminus, dem 

die letzten 14 bzw. 47 Aminosäuren fehlten, war nicht mehr in der Lage, 0TM-Dha mit zu präzi-

pitieren (siehe Abb 2.27). Dies zeigte, dass die letzten 14 Aminosäuren des Sec63p notwendig 

für die Bindung an den Sec62p-Aminoterminus sind. Dass diese Aminosäuren auch ausreichen, 

um die Bindung zu bewirken, bewiesen die Experimente mit den Flag-markierten Fpr1p-

Fusionsproteinen. Die an den C-Terminus des cytosolischen Proteins Fpr1p fusionierten letzten 

14 bzw. 47 Aminosäuren von Sec63p konnten 0TM-Dha, nicht aber NUI-Guk1-Dha kopräzipitie-

ren (siehe Abb 3.28). In dem umgekehrten Koimmunpräzipitationsexperiment wurde das intakte 

Flag-Fpr1-63C14 gemeinsam mit 0TM-Dha präzipitiert. Ein im Überstand erkennbares, wahr-

scheinlich durch Proteolyse am C-Terminus verkürztes Flag-Fpr1-63C14, welches also mehrere, 

wenn nicht alle der 14 Aminosäuren des Sec63p-Carboxyterminus verloren hatte, wurde nicht 

mehr mit 0TM-Dha präzipitiert (siehe Abb 3.28). Dies kann als zusätzlicher Beweis dafür die-

nen, dass nur die 14 Aminosäuren des Sec63p-Carboxyterminus, kein Bereich im Fpr1p, für die 

Bindung an 0TM-Dha verantwortlich war. 
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Abb 4.6: Schematische Darstellung der Bindung des negativ geladenen, 14 Aminosäuren langen Abschnitts 
des äußersten Sec63p-Carboxyterminus an die positiv geladene, N-terminale Domäne des Sec62p um Amino-
säureposition 46 (Glycin). 

Die 14 letzten Aminosäuren (I650-E663) des Sec63p-Carboxyterminus binden an die positiv geladene, N-terminale 
Domäne des Sec62p (R36-R63) um die Aminosäureposition 46 herum. Der zur Bindung an den Sec-Komplex beitra-
gende, positiv geladene Abschnitt des Sec62p-Carboxyterminus (K254-K273) ist zusätzlich dargestellt. 
 
Koimmunpräzipitationsexperimente können prinzipiell nicht ausschließen, dass ein drittes Prote-

in die Bindung der beiden analysierten Proteine vermittelt. Bei meinen Koimmunpräzipitations-

versuchen wurde die Gesamtproteinextraktion der Hefezellen in einem detergenzfreien Puffer 

durchgeführt. Dies verhinderte die Ablösung von Membranproteinen aus der Membranfraktion, 
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so dass der für die Koimmunpräzipitation eingesetzte Überstand nur im Cytosol lösliche Proteine 

enthalten konnte. Ein cytosolisches Protein, das an der posttranslationalen Proteintranslokation 

beteiligt ist und die Brücke zwischen Sec62p und Sec63p bilden könnte, wurde bisher in S. cere-

visiae nicht identifiziert. Das stärkste Argument ist jedoch, dass bei der Proteinfärbung der Nit-

rozellulosemembran mit Ponceau-S neben der schweren und leichten Kette der präzipitierten 

Antikörper nur die N-terminale Domäne und das um das C-terminale Sec63p-Peptid verlängerte 

Fpr1p im Verhältnis von ca. 1:1 nachgewiesen wurden. Ich halte die direkte physikalische Inter-

aktion von Sec62p und Sec63p über die von mir definierten Proteindomänen daher für sehr 

wahrscheinlich.   

4.3.3 Funktion des Sec63p-Carboxyterminus  
Was charakterisiert diesen äußersten, C-terminalen Bindungsbereich des Sec63p? Von den 14 C-

terminalen Aminosäuren sind in S. cerevisiae allein 8 negativ geladen. Die äußersten Carboxy-

termini der Sec63p-Homologen in Caenorhabditis elegans und Homo sapiens haben eine noch 

größere negative Ladungsdichte. Dies lässt eine hohe evolutionäre Konservierung der Bindung 

des positiv geladenen Sec62p-Aminoterminus und des negativ geladenen Sec63p-

Carboxyterminus vermuten. Die einfachste Erklärung ist, dass der positiv geladene N-Terminus 

des Sec62p und der entgegengesetzt geladene C-Terminus des Sec63p über elektrostatische 

Wechselwirkungen miteinander interagieren. Diese Interaktion ist für die Effizienz der posttrans-

lationalen Translokation allerdings nicht essentiell. Zellen, die nur ∆N107-Dha exprimieren 

(Stamm ∆sec62 ∆N107-Dha) sind lebensfähig und weisen nur einen relativ moderaten Translo-

kationsdefekt auf (M. Dünnwald, pers. Mitteilung). Zellen, die nur ein am Carboxyterminus um 

27 Aminosäuren verkürztes Sec63p (sec63-201p) exprimieren, sind ebenfalls in der Proteintrans-

lokation behindert und lebensfähig (Ng und Walter, 1996). Die phänotypische Ähnlichkeit beider 

Effekte bestätigt indirekt, dass beide Domänen während der Translokation nur für eine Bindung 

zwischen Sec62p und Sec63p benötigt werden. Allerdings führt das sec63-201-Allel zusätzlich 

zu einem starken Karyogamie-Defekt der Zellen. Exprimieren beide Paarungspartner dieses mu-

tierte Protein, können ihre Kernmembranen nicht mehr miteinander verschmelzen. Gleichzeitig 

sind Sec71p und Sec72p zwar noch stabil mit sec63-201p assoziiert, die Menge an kopräzipitier-

tem Sec62p ist jedoch reduziert (Ng und Walter, 1996). Eine Beteiligung von Sec62p an der Ka-

ryogamie konnte nicht nachgewiesen werden (Ng und Walter, 1996; Brizzio et al., 1999). Der 

negativ geladene Sec63p-Carboxyterminus ist also neben seiner Funktion, Sec62p im 

Sec62p/Sec63p-Komplex zu verankern, wichtig für den davon vollkommen verschiedenen Pro-

zess der Fusion zweier Kernmembranen. Da auch Sec71p und Sec72p eine Rolle während der 
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Karyogamie spielen (Ng und Walter, 1996; Brizzio et al., 1999), scheint sich zu diesem Zweck 

ein trimerer Sec63p/Sec71p/Sec72p-Subkomplex zu bilden. Interessant in diesem Zusammen-

hang ist, dass Sec62p bezüglich Sec63p in einem etwa fünffachen zellulären Überschuss vorliegt 

(Deshaies et al., 1991). Möglicherweise maskiert Sec62p mittels seines basischen N-Terminus 

den sauren C-Terminus des Sec63p und unterdrückt so die ungewollte Fusion von Kernmembra-

nen in haploiden Zellen. Innerhalb eines Paarungsvorganges zwischen zwei Hefezellen dissozi-

iert Sec62p dann von dem putativen Sec63p/Sec71p/Sec72p-Subkomplex ab und ermöglicht ihm 

so das Eingreifen in die Fusion der Kernmembranen. Es ist eine noch offene Frage, ob ein sol-

cher Subkomplex in der lebenden Zelle existiert und wenn ja, wie er spezifisch in diploiden Zel-

len während der Karyogamie generiert wird. 

4.3.4 Analyse von Sec62p-Homologen aus anderen Spezies 
Erst relativ spät wurden Homologe des S. cerevisiae-Sec62p in anderen Organismen entdeckt. 

Noël und Cartwright identifizierten 1994 das erste homologe Protein zu Sec62p aus S. cerevisi-

ae. Sie entdeckten ein Gen in Drosophila melanogaster, welches ein Protein mit Sequenzhomo-

logie zum Sec62p aus S. cerevisiae kodiert (Dtrp1). Die Sequenzhomologie erstreckt sich haupt-

sächlich über den Bereich der Transmembrandomänen und den Carboxyterminus des Proteins. 

Die Autoren zeigten, dass Dtrp1 in einem ∆sec62-Hefestamm die Abwesenheit des Hefe-Sec62p 

komplementieren kann. Mittlerweile wurden insgesamt 6 Sequenzen von Sec62p-Homologen 

aus dem Tierreich (Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Homo sapiens) und dem 

Reich der Pilze (Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Yarrowia lipolytica) 

veröffentlicht (Übersicht in Meyer et al., 2000). Alle Sec62p-Homologe haben höchstwahr-

scheinlich zwei Transmembrandomänen. Ihre Sequenzhomologie ist besonders im Bereich dieser 

Transmembranregionen sowie in deren unmittelbarer Umgebung sehr groß. Erst kürzlich berich-

teten Meyer et al., dass das humane Sec62p-Homologe mit dem trimeren Sec61-Komplex aus H. 

sapiens koimmunpräzipitiert werden konnte. Diese Assoziation konnte nur in Abwesenheit von 

Ribosomen beobachtet werden (Meyer et al., 2000). Diese Daten geben einen starken Hinweis 

darauf, dass auch das humane Sec62p-Homologe nicht an der kotranslationalen Translokation 

beteiligt ist.  

Ich analysierte in dieser Arbeit die Sec62p-Homologen von Y. lipolytica, S. pombe und H. sa-

piens. Ich konnte die Daten von Swennen et al. bestätigen, nach denen Sec62YL, das am nächsten 

mit Sec62SC verwandte Sec62p-Homologe, in S. cerevisiae funktionell ist (siehe Abb 3.32). Zu-

sätzlich belegte ich erstmals die Funktionalität von Sec62SP in S. cerevisiae-Zellen (siehe Abb 

3.32). Die Funktionalitätsanalyse des Sec62HS ergab, dass das humane Sec62p-Homologe das 
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Sec62SC nicht ersetzen kann. Aus dem Plasmid-Shuffling-Experiment erhielt ich allerdings eini-

ge wenige, sehr kleine Zellen. Der Geno- und Phänotyp dieser Zellen muss noch untersucht wer-

den, um entscheiden zu können, ob sie Sec62HS-Dha als einziges Sec62-Protein exprimieren. 

Durch das Kompetitionsexperiment mit den Sec62p-Homologen aus den verschiedenen Spezies 

konnte ich dokumentieren, dass Sec62SP-Dha an den Sec-Komplex aus S. cerevisiae binden kann 

(siehe Diagr. 3). Für Sec62YL-Dha scheiterte das Experiment wahrscheinlich an der zu geringen 

Konzentration des Proteins in der Zelle. Entweder wird das Protein in nicht ausreichendem Maße 

synthetisiert oder es wird nach seiner Expression schnell abgebaut. Die Ursache hierfür ist aller-

dings unklar. Ich würde vorhersagen, dass durch eine Erhöhung des Expressionsniveaus des 

Sec62YL-Dha eine solche Steigerung der Kompetitionseffizienz erreicht werden kann, dass die 

Bindung dieses Proteins an den Sec-Komplex bestätigt werden könnte. Obwohl Sec62HS-Dha in 

ausreichenden Mengen exprimiert wird, kann es nicht an den Sec-Komplex aus S. cerevisiae 

binden. Ich konnte zeigen, dass der Hauptbindungsbereich des Sec62SC an den Sec-Komplex am 

N-Terminus des Proteins in der Umgebung der Aminosäure 46 (Glycin) lokalisiert ist.  Bei dem 

Sequenzvergleich der Sec62p-Homologen kann man beobachten, dass die N-Termini der 

Sec62p-Proteine aus dem Pilzreich untereinander relativ ähnlich sind und ebenfalls die N-

Termini der Sec62p-Homologen der Tiere eine relativ enge Verwandtschaft aufweisen (nicht 

gezeigt). Die Sequenzen zwischen Tier- und Pilz-Homologen weichen jedoch sehr viel stärker 

voneinander ab. Die Ergebnisse, dass zwar Sec62SP-Dha (und sehr wahrscheinlich auch Sec62YL-

Dha) an den Sec-Komplex aus S. cerevisiae binden können, nicht aber Sec62HS-Dha stehen somit 

im Einklang mit der von mir erbrachten Definition der Sec-Komplex-Bindungsregion im Sec62p 

der Hefe S. cerevisiae.           

4.4 Ausblick 
Ich konnte mit Hilfe des Split-Ub-Tests eine starke Wechselwirkung zwischen Sec63-CUB-

RUra3p und seinen Bindungspartnern NUB-Sec62p bzw. NUB-Sec61p sowohl auf Uracil-freien 

(kein Wachstum der Zellen bedeutet Interaktion) als auch auf FOA-haltigen (Wachstum der Zel-

len bedeutet Interaktion) Nährplatten nachweisen (siehe Tab 3.1). Die positive Selektion auf 

FOA-haltigen Platten bietet die Möglichkeit, im Interaktionstest mit NUA-Fusionsproteinen neue 

Bindungspartner des Sec63p identifizieren zu können. Neben seiner Rolle bei der posttranslatio-

nalen Translokation wurde die Beteiligung des Sec63p an der Kernfusion beschrieben (Ng und 

Walter, 1996; Brizzio et al., 1999). Während die für die Translokation wichtigen Bindungspart-

ner des Sec63p wahrscheinlich bereits alle bekannt sind, ist die Existenz weiterer, an der Kernfu-

sion beteiligter, Sec63p-bindender Proteine möglich. Um solche Bindungspartner zu identifizie-
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ren werden C63R-5 51-Zellen mit einer genomischen DNA-Bank transformiert, deren DNA-

Fragmente eine N-terminale NUA-Fusion tragen. Nach Ausplattierung der Transformanten auf 

FOA-haltige Platten sollten nur die Zellen wachsen können, die ein Sec63p-bindendes NUA-

Fusionsprotein exprimieren. Das für dieses Protein kodierende ORF kann aus den Hefen isoliert 

und durch Sequenzanalyse identifiziert werden. Eine solche auf dem Split-Ub-System beruhende 

Selektion konnte bereits einmal erfolgreich durchgeführt werden (H. Laser, pers. Mitteilung). 

Hierbei wurde das bereits bekannte Protein NHP6b als neuer Bindungspartner von  Tub1p identi-

fiziert. 

Ich konnte zeigen, dass die letzten 14 Aminosäuren des cytosolischen Sec63p-Carboxyterminus 

direkt an den cytosolischen N-Terminus von Sec62p binden (siehe Abschnitt 3.3.6). Es wäre von 

Interesse, die Bindungsregionen zwischen Sec62p und Sec63p noch detaillierter zu untersuchen. 

Beispielweise könnte durch den gezielten Austausch von Aminosäuren die Region im Sec62p-

Aminoterminus, die für die Bindung an Sec63p verantwortlich ist, identifiziert werden. Hierbei 

kann der Sequenzvergleich von Sec62p- und Sec63p-Homologen aus verschiedenen Spezies 

hilfreich sein, denn diese Bindung ist höchstwahrscheinlich evolutionär konserviert. Die letzten 

14 Aminosäuren des humanen Sec63p-Homologen weisen eine noch stärkere negative Ladungs-

dichte auf als das Sec63p aus S. cerevisiae. Die Sequenzhomologie dieses Proteinbereichs ist 

gleichzeitig nicht sehr hoch. Durch Koimmunpräzipitationsexperimente ließe sich untersuchen, 

ob die letzten Aminosäuren des Sec63p-Homologen aus H. sapiens an den N-Terminus von 

Sec62p aus S. cerevisiae binden können. Dies würde die Frage beantworten, ob allein die negati-

ven Ladungen des Sec63p-Carboxyterminus die Bindung an den positiv geladenen Sec62p-

Aminoterminus bewirken, oder ob eine bestimmte Aminosäuresequenz im C-Terminus des 

Sec63p dazu benötigt wird. 



Zusammenfassung 116  

5 Zusammenfassung 
 

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Split-Ub-Methode die in vivo-Interaktion zwischen ER-

Membranproteinen der Bäckerhefe S. cerevisiae untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die-

se neue Methode geeignet ist, die Wechselwirkungen von Membranproteinen an ihrem natürli-

chen Ort in der lebenden Zelle zu messen. 

Mit Sec63p und Sec62p wurden zwei Komponenten des ER-Translokationsapparates analysiert. 

Sec63p wurde hierzu C-terminal mit den beiden Reporterprotein-Modulen CUB-Dha bzw. CUB-

RUra3p fusioniert (Sec63-CUB-Dha bzw. Sec63-CUB-RUra3p). Sec62p wurde an seinem N-

Terminus mit NUB verlängert (NUI-, NUA- und NUG-Sec62p). Mit beiden Reportersystemen konn-

te eine enge Wechselwirkung zwischen Sec63p und Sec62p gemessen werden. Durch die Ver-

wendung eines Kompetitionstests konnte erstmals in vivo die direkte Bindung von Sec62p an den 

Sec-Komplex nachgewiesen werden.  

In einem nächsten Schritt konnte mit Sec63-CUB-RUra3p als Markerprotein und durch den Ein-

satz verschiedener NUB-Fusionsproteine bekannter Lokalisation eine grobe Kartierung des mole-

kularen Umfeldes des Sec63p vorgenommen werden. Die größte Nähe zeigte Sec63-CUB-

RUra3p zu Komponenten des Translokationsapparates. Hierbei konnte mit Hilfe der NUA- und 

NUG-Versionen der Fusionsproteine eindeutig zwischen Sec63p-bindenden und nicht-bindenden 

Proteinen unterschieden werden. Im Vergleich zu den Membranproteinen anderer Kompartimen-

te war Sec63-CUB-RUra3p auch zu ER-Membranproteinen, die nicht an der Translokation betei-

ligt sind, eng benachbart. NUB-Ssh1p exprimierende Zellen unterschieden sich hierbei nicht von 

den Zellen, die andere NUB-modifizierte ER-Membranproteine exprimierten, die kein Bestandteil 

des ER-Translokationsapparates sind. Die Resultate belegen, dass Ssh1p in vivo nicht an den 

tetrameren Sec-Komplex bindet und deshalb wahrscheinlich nicht an der posttranslationalen 

Translokation partizipiert. Erst durch den Einsatz der neuen NUB-Version NVI gelang es, Sed5p 

von den ER-Membranproteinen zu unterscheiden und es im Vergleich mit NVI-Sft1p, NVI-Snc1p 

und NVI-Sso1p dem frühen Golgi-Apparat zuzuordnen. Durch Einsatz zweier neuer CUB-

Markerproteine konnten das mitochondriale und das Golgi-Kompartiment charakterisiert wer-

den. Das in der äußeren Mitochondrienmembran lokalisierte Tom20-CUB-RUra3p zeigte eine 

spezifische Nähe zu dem mitochondrialen NUB-Tom22p. Das in der Membran des trans-Golgi-

Kompartiments lokalisierte Kex2-CUB-RUra3p-Fusionsprotein wies die größte Nähe zu Snc1p 

(spätes Golgi/Plasmamembran) und Sso1p (Plasmamembran) auf.  

Im dritten Abschnitt der Arbeit wurde Sec62p strukturell und funktionell analysiert und seine 

Bindung an den heptameren Sec-Komplex charakterisiert. Mit Hilfe des Split-Ub-Systems konn-
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te festgestellt werden, dass Sec62p mindestens zwei Regionen enthält, die an den Sec-Komplex 

binden können. Die Hauptbindungsdomäne besteht aus den ersten 107 Aminosäuren des Sec62p-

Aminoterminus. Sie ist für die starke Bindung an den Sec-Komplex notwendig und hinreichend. 

Die zweite, weniger affine Bindungsstelle umfasst die letzten 35 Aminosäuren des Sec62p. Mög-

licherweise wird eine dritte Sec-Komplex-Bindungsregion von der zweiten Transmembrando-

mäne gebildet. Durch die Analyse des mutanten Proteins sec62-1p, welches an Position 46 den 

Aminosäureaustausch Glycin zu Aspartat trägt, konnte die N-terminale Bindungsregion des 

Sec62p um den Bereich des Glycins an Position 46 des Proteins lokalisiert werden.  

Sowohl die N- als auch die C-terminale Sec-Komplex-Bindungsregion des Sec62p sind für die 

Funktion des Proteins nicht essentiell. Erst die gemeinsame Deletion beider Bindungsstellen 

führt zu einem nicht funktionellen Protein. Die Bindung des Sec62p an den Sec-Komplex ist 

somit funktionell unentbehrlich. Die eigentliche essentielle Domäne des Sec62p erstreckt sich 

über beide Transmembrandomänen, den luminalen Teil des Proteins und die Region, die der 

zweiten Transmembrandomäne direkt folgt (insgesamt die Aminosäuren 154-247). Die nicht 

funktionellen, C-terminalen Sec62p-Deletionsmutanten binden noch effizient an den 

Sec62p/Sec63p-Komplex und an den trimeren Sec61p-Komplex. Möglicherweise zerstören die 

Deletionen die Fähigkeit von Sec62p, Signalsequenzen zu translozierender Proteine zu erkennen. 

Durch Koimmunpräzipitationsexperimente konnte die Domäne im Sec63p definiert werden, die 

an die cytosolische N-terminale Bindungsdomäne des Sec62p bindet. Sie umfasst die letzten 14 

Aminosäuren des cytosolischen Sec63p-Carboxyterminus. 

Bei der Analyse von Sec62p-homologen Proteinen aus anderen Spezies konnte die Funktionalität 

des Sec62p-Homologen aus Y. lipolytica in S. cerevisiae-Zellen bestätigt werden. Die Funktiona-

lität des Sec62p-Homologen aus S. pombe konnte erstmals in der Bäckerhefe dokumentiert und 

seine Bindung an den Sec-Komplex aus S. cerevisiae nachgewiesen werden. Das Sec62p-

Homologe aus H. sapiens dagegen ist in der Bäckerhefe nicht funktionell und kann nicht an den 

Sec-Komplex aus S. cerevisiae binden. 
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6 Anhang 
 
Die in dieser Arbeit erstellten Fusionsproteine: 
 
 

Kex2-C -RUra3pUB RUra3pCUB MHRSGIIGSTGKex2

RHGSGAW RG GGlacI ha

Pep12

Sec62

Bos1

Ssh1

Sft1

∆C19

∆N107

Dha

0TM

Guk1

GSG

GD

GSG GSTLMQRSGI

DhaGSG GSTLMQRSGI

DhaGSG GGSTLMQRSGI

GD DhaGSTLMQRSGI

PG

GSG

GD

N -Sec62pVI

N -Bos1pVI

N -Ssh1pVI

N -Sft1pVI

N -Pep12pUB

N - C19-DhaUB ∆

N -0TM-DhaUB

N - N107-DhaUB ∆

N -Guk1-DhaUI
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Sec62

∆C35

∆C60

∆N107

∆N153

∆
∆

N107/
C35

∆
∆

N153/
C60

1TM

DhaGGSTLMQRSGI

DhaGSTLMQRSGI∆C19

DhaGGSTLMQRSGI

DhaGGSTLMQRSGI∆C76

DhaGSTLMQRSGI

DhaSTLMQRSGI

DhaGGSTLMQRSGI

DhaGGSTLMQRSGI

DhaGGSTLMQRSGI

DhaGGSTLMQRSGI

Sec62-Dha

∆C19-Dha

∆N107-Dha

∆C76-Dha

∆ ∆N107/ C35-Dha

∆C60-Dha

∆C35-Dha

∆N153-Dha

∆ ∆N153/ C60-Dha

1TM-Dha

0TM DhaGSTLMQRSGI0TM-Dha
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Sec62SP

Sec62YL

Sec62HS

DhaGGSTLMQRSGIsec62-1

DhaGGSTLMQRSGI

DhaGGSTLMQRSGI

DhaGGSTLMQRSGI

sec62-1-Dha

Sec62 -DhaYL

Sec62 -DhaSP

Sec62 -DhaHS

 
 
 
 
Lokalisation der in dieser Arbeit verwendeten Fusionsproteine: 
 
 

Cytosol Lumen

N

Rep

N

RUra3p

Sec63-C -RepUB

Ste14-C -RUra3pUB

NTom20-C -RUra3pUB

ER

Mitochondrium

C -Fusionsproteine:UB

CUB

CUB

CUB

NKex2-C -RUra3pUB Golgi-ApparatCUB

RUra3p

RUra3p
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N -Sed5pUB

N -Sft1pUB

N -Snc1pUB

N -Sso1pUB

N -Vam3pUB

N -Pep12pUB

N -Tom22pUB

N -Tpi1pUB

N -Guk1pUB

C

C

C

C

C

C

Cytosol Lumen

Golgi-Apparat

ER

Plasmamembran

Vakuole

Endosom

Mitochondrium

Cytosol

N -Fusionsproteine:UB

CN -Snc1pUB
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