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Intracellular transport between membrane-enclosed organelles is very important for
the proper functioning of all eukaryotic cells. Small molecule transport across
membranes is normally mediated by transmembrane transporters or channels. As for
macromolecules like proteins, the translocation through membranes can be achieved

by vesicle trafficking.

The objective of the first part of my PhD project was to study the structure and
organization of the mammalian TRAPP (transport protein particle) complex. TRAPP
is a multi-subunit protein complex involved in tethering of vesicles to the Golgi
network. In yeast, at least two different types of TRAPP were identified by their
different sizes in affinity purification, the small TRAPP | and the larger TRAPP I
complex. In mammalian cells only one type of TRAPP was identified so far, with a
subunit composition similar to yeast TRAPP Il. To continue our group’s work on
TRAPP | complex, | studied the less well-understood TRAPP |l complex, mainly
focussing on the two proteins NIBP and Ehoc-1, human orthologs of yeast Trs120p
and Trs130p, respectively. A fragment of Ehoc-1 could be produced as recombinant
protein in E. coli, but could not be studied further with X-ray crystallography, because

suitable crystals could not be grown.

Based on co-immunoprecipitation experiments on NIBP and Ehoc-1 fragments and
the yeast TRAPP Il model, a preliminary model for the mammalian TRAPP complex
could be proposed. In this model, the central TRAPP-I like subcomplex is capped on
both ends by NIBP and Ehoc-1 and forms a triangular structure. This structure may
be further stabilized by interactions between conserved peptide segments from the

Ehoc-1 N-terminus and the NIBP C-terminus.

In the second part of this work, a formerly little known yeast TRAPP-associated
protein, Tca17, was studied using biochemical and biophysical methods, as well as
X-ray crystallography. Though not previously identified as a TRAPP subunit, Tca17
as well as its mammalian ortholog TRAPPC2L was proposed to be a sub-stoi-
chiometric component of TRAPP Il and promote the assembly and stability of TRAPP
complexes. The crystal structure at 1.8 A resolution shows that Tca17 adopts the
longin fold characteristic for the Bet5 subfamily of small TRAPP subunits. This fold is
composed of a central $-sheet formed by five antiparallel 3-strands flanked by one a-
helix on one side (a1) and two a-helices on the other side (a2, a3). A disulfide—linked

dimer-like arrangement was observed in the crystal structure of Tca17. In order to
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clarify its oligomerization state in solution, several biophysical experiments were
performed. It was found that a small fraction (< 5%) of Tca17 dimerizes in non-
reducing buffer, whereas it stays predominantly monomeric in reducing buffer,
resembling the reducing environment of the cellular cytoplasm, its natural localization

in vivo.

On the sequence and structure level, Tca17 is most closely related to the TRAPP
subunit Trs20p/sedlin. It can bind the TRAPP subunits Bet3p and Trs33p in vitro, and
might regulate the function of TRAPP by transiently integrating into TRAPP. It
remains unclear how the integration of Tca17 into TRAPP might be controlled and
promoted. If Tca17 were integrated into TRAPP in place of sedlin/Trs20p, the
membrane association of TRAPP might be expected to be weakened, since Tca17
would introduce a negatively charged patch into the presumed membrane associa-
tion interface of TRAPP.
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Der intrazellulare Transport zwischen membranumschlossenen Organellen ist
essentiell fur die einwandfreie Funktion aller eukaryontischen Zellen. Der Transport
kleiner Molekule durch Membranen wird Ublicher Weise durch transmembrane
Transportproteine oder Kanale vermittelt. Der Transport von Makromolekllen, zum
Beispiel Proteinen, zwischen Membranen jedoch, wird durch den Vesikeltransport

bewerkstelligt.

Die Zielsetzung des ersten Teils meiner Arbeit befasste sich mit der Untersuchung
der Struktur und des Aufbaus des TRAPP (fransport protein particle)-Komplexes aus
Saugetieren. TRAPP ist ein multimerer Anheftungskomplex, welcher die Anheftung
von Vesikeln an das Golgi-Netzwerk vermittelt. In Hefe wurden mindestens zwei
unterschiedliche Arten des TRAPP-Komplexes aufgrund ihrer Grofie durch
Affinitatsreinigung identifiziert, der kleinere TRAPP |- und der gréRere TRAPP II-
Komplex. In Saugetierzellen wurde bisher nur eine Art des TRAPP-Komplexes
identifiziert, mit einer Organisation der Untereinheiten, welche dem TRAPP II-
Komplex der Hefe ahnt. Im Zuge der fortfiihrenden Arbeiten zum TRAPP |-Komplex
in unserer Arbeitsgruppe, untersuchte ich den bisher wenig charaketrisierten TRAPP
II-Komplex mit Schwerpunkt bei den humanen Proteinen NIBP und Ehoc-1, den
orthologen Proteinen zu Trs120p und Trs130p aus Hefe. Ein Fragment des Proteins
Ehoc-1 konnte als rekombinantes Protein aus E. coli gewonnen, jedoch nicht weiter
fur die Réntgenstrukturanalyse verwendet werden, da keine brauchbaren Kristalle

erhalten wurden.

Analysen von NIBP- und Ehoc-1-Protein-Konstrukten mittels Co-Immunoprazipitation
in Verbindung mit einem publizierten Modell von TRAPP Il aus Hefe, erlaubten, ein
vorlaufiges Modell des TRAPP-Komplexes aus Saugerzellen vorzuschlagen. Dieses
Modell postuliert, dass der zentrale TRAPP I-dhnliche Subkomplex durch NIBP und
Ehoc-1 an seinen beiden Enden bedeckt wird und eine dreischenkelige Struktur
bildet. Interaktionen zwischen konservierten Peptidbereichen nahe dem N-Terminus
von Ehoc-1 und dem C-Terminus von NIBP kénnten diesen Aufbau zudem

stabilisieren.

Der zweite Teil meiner Arbeit befasste sich mit dem bisher wenig bekannten TRAPP-
assoziierten Protein Tca17. Zur Charakterisierung des Proteins wurchen
biochemische und biophysikalische Methoden sowie die Roéntgenstrukturanalyse
herangezogen. Obwohl Tca17 nicht urspriinglich als TRAPP-Untereinheit identifiziert
wurde, wurde es zusammen mit dem homologen TRAPPC2L aus Saugern als

unterstochiometrische Komponente des TRAPP II-Komplexes vorgeschlagen,
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welches den Aufbau und die Stabilitat von TRAPP vermittelt. Die Kristallstruktur bei
einer Aufldssung von 1,8 A zeigt einen Longin-Faltungstyp des Proteins Tca17,
welcher charakteristisch ist fur die Bet5-Unterfamilie der kleinen TRAPP-Unterein-
heiten. Der Aufbau besteht aus einem funfstangigen antiparallelen B-Faltblatt,
flankiert von einer a-Helix auf einer Seite des Faltblatts (a1) und zwei weiteren a-
Helices auf der anderen Seite (02, a3). Ein durch eine Disulfidbriicke vermittelter
dimer-ahnlicher Aufbau konnte fir Tca17 im Kristall beobachtet werden. Um den
tatsachlichen Oligomeren-Zustand des Proteins in Loésung zu untersuchen, fanden
unterschiedliche biophysikalische Methoden Anwendung. Es zeigte sich, dass ein
kleiner Anteil des Proteins (< 5%) Tca17 nur in nicht reduzierenden Puffersystemen
dimerisiert, wobei es hauptsachlich monomer in reduzierenden Puffern auftritt,
welche dem reduzierenden Medium des Zytoplasmas entspricht, der natirlichen

Umgebung des Tca17 in vivo.

Sowohl strukturell, als auch in seiner Sequenzahnlichkeit ist Tca17 der TRAPP-
Untereinheit Trs20p/Sedlin am nachsten verwandt. Es interagiert mit den TRAPP-
Untereinheiten Bet3p und Trs33p in vitro, und konnte die Funktion des TRAPP-
Komplexes durch transiente Anbindung an den Komplex regulieren. Obwohl die Art
der Anbindung von Tca17 und deren Regulierung an TRAPP weiterhin unklar ist,
erscheint es moglich dass eine Bindung an TRAPP Auswirkungen auf die Membran-
Assoziation hat. So konnte der Ausstauch von Trs20p/Sedlin durch Tca17 negativ
geladene Oberflachenregionen in TRAPP einflhren, welche die Membran-

Assoziation schwachen.
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Appendix B

JBS classic (JBScreen Basic 1-4)

Imine Polymer

Citrate pH 5.6

2ZM Ammonium
Sulfate

0.1 M HEFES pH
7

5

28 %(v/v) PEG 400}

0.1 MHEES pH
75

5

MME

8.5

MME

7.5

MME

1 Iz 3 4 5 6
Salzkonz { H Salzkonz./ H Salzkonz./ H Salzkonz./ H Sazkonz.! H Salzkonz./ H
Fallungsmittel P Fallungsmittel P Fallungsmittel P Fallungsmittel P Fallungsmittel P Fallungsmittel P

2 a0l |
25 Y (viv) Ethylene “;. waqu_w_._m”_ 0.1 M Tris-HCL pH|1 M 18- 0. M Sodium 2.5M 18- o1 Sodium 2.5M 1,6 0AM Tris-HEIpH [ o [0.1 M Sedum
Glyeel m..u,.m.m onium g 5 exanedial acetate pH 4.6 Hexanedio acetate pH 5.6 Hexanediol 8.5 oiwiv) acetate pH 4.6
o supwiv) Ethylene [o.1M Sedium 7, o0v1V) PEG 400/ 30 %a(viv) PEG 400§0.1 M Tris-HCI pH |30 %(viv) PEG 400f0.1 M HEPES pH 30 % 0.1 M Sedium

Acetate pH 4.5

20 Se(wiv) PEG

20 % (wiv) FEG

20 Y(viv) PEG 55
MME

0.1 M Bicine pH
2.5

25 %a(viv) PEG 550
MME

0.1 M MESI pH 6.5

PEG 800

1000/ 10 %(wiv)

30 %iviv) PEG
1500

20 %(w/v) PEG
2000 MME

0.1 M TRIS.HCI pH|
8.5

30 % jwiv) PEG
2000 MME

& Su(wiv) PEG 0.1 M Sodium A 0.1 M Sodium . 0.t MHEPES pH 25 %({wiv) PEG 0.1 M Sodium 30 %(w/v) PEG 30 %iwiv) PEG 0.1 M Sodium
4000/ 20 %(viv)2- 4000/ 10 Yofwivi2-
4000 acetate pH 4.6 | (¥hv) Citrate pH 5.6 . wh 75 4000 acetate pH ¢ & 4000 4000 acetate pH 4 6
Fropano Fropanal
10 Y{w/v) PEG 2 % (wiv) PEG B 10 %iwiv) PEG _ 15 %W(wiv) PEG )
. 0.1 M HEPES pH o 8 %(wivi PEG 0.7 M Tris-HCI pH 0.1 M HEPES . S 18 %aiwiv) PEG -
6000/ 5% (viv) PR Jeooor 1 M Lithium (v} neRETP Yeo00r 8 96w P 1a000/ 0.5 Lithium () 0.1 M MES pH 6.5
7.5 8000 8.5 7.5 8000
MFD Sulfate Ethylene Glycol Sufate
N 10 %(wiv) PEG ) ” p? lvh) 2- )
20 %(wiv) PEG 0.1 M HEPES pH . 0.1 M Bicine pH |12 %(wiv) FEG 3 ) Propana /2 M 20 %(viv) 2- 0.1 M HEPES pH 0.1 M Sedium
20000/ 2% (viv) 0.t MMES pH 6.5 -
10000 75 9.5 20000 Ammonium Propanol T.5 FPropanol acetate pH 4 &
1,4-Dicxane
Sulfatel
25 Y6(viv) tert- 0. 1M Tris-HCI pH 35 %(v 0.1 M Sodium _HC . 0.1 M Trs-HCl pH |1.5 M Lithium . 0.4 M Sodium/
Butanal £.5 Eutanol Citrate pH 5.6 1M imicazole-HCI fpr 7.0 | MLithium Sulfatg 8.5 Sufate 0.1 HEPES pH 7.5 Potassium Tartrate|
0.8 M Sodium
dihydrogen
Phosphate / 0.8 M |0.1 M HEPES pH 0.4 M Ammaonium 1M Ammorium 0.1 M Sodium 2 M Ammonium 0.1 M Trs-HCI pH |2 M Ammenium 0.1 M Sedium 4 M Ammonum 0.1 M HEPES pH
Folassium 75 Formale [Formaale acslate pH 5.6 Formate 8.5 Formate Acelale pH 4.6 Formale 7.5
dihydragen
Phosphate
2 M Ammenium 0-1 M Sadium 2 M Ammoniam 0.1 M Sodium 0.2 M Magnesium 1.6 M Magnesium 2 M Magne: - 1M Sodium 0.1 M Imidazale-
Sutfate Acetate pH 4.6 [Sulfate Citrate pH 5.6 Formate Sultate 01 MMES pH 6.5 fop)oride 0-1M Bicine pH 8.50 ) otate Hel
7 8 9 10 11 12
[Sakzkonz H Salzkonz.f H Salzkonz./ H Salzkonz./ H Sazkonz.! H Salzkonz.! H
Fallungsmittel P Fallungsmittel s Fallungsmittel P Fallungsmittel P Fallungsmittel P Fallungsmittel s
" N 30 %{wiv) MPD/ = .
0. 1M Sedium 0.1 M Sodium . 0.1 MHEPES pH . 0.1 MHEPES pH 0.1 M Tris-HCI pH . 0.1 M HEPES pH
el ) Yafw (i L P %
30 %(wiv) MPD Citrate pH 5.6 30 %a(wiv) MPD Acetate pH 4.6 0.5 M Ammaonium 75 30 %{wiv) MPD 75 30 %{w/v) MPD 85 30 % (wiv) MPD 7.5
Sulfate
10 %(viv) PEG

0.1 M Sodium
Acetate pH B.53

30 %i{w/v) PEG
4000

£.5

0.1 M TRISHCI pH|30 %(wiv) PEG

4000

0.1 M TRIS,HCI pH]
8.5

4000

30 %(wiv) FEG

8.5

0.7 M TRIS.HCI pH|

30 S(wiv) PEG
4000

0.1 M TRIS.HCI pH|
8.5

30 %(w/v) PEG
5000 MME

0.1 MMES pHE.S

10 %aiwiv) PEG
6000/ 2 M Sodium
[Chloride

18 %(wiv) PEG

0.1 MMES pHES

20 %(wiv) PEG

20 %(wiv) FEG

0.1 MMES pH 65

30 %e(wiv) PEG
8

0.1 MMES pH 8.5

30 %(wiv) PEG

25 %wiv) PEG

0.1 M MES pH 6.5

8000 8000 8000 000 5000 3000
. . 10 %iwiv) 14- 10% (v/v) Ethanal /| -
g - 1] - il - |
20 Sluiv) 2 -1 MHEPES pH 120 Salviv) 2 0-1M TRIS.HCI pH Cioxane /18 M 0.1 MMES pH 65 mM.x_ (viv) 1.4 1.5 M Sodium 20 %iviv) Ethanol 0.1 M Tris-HCI pH
Fropanol 7.5 Propanol 8.5 N .. Dioxane 2.5
Ammonium Sulfate (Chloride
0.8 Sodum/’ 0.1 M HEFES pH  [1.40 M tr-Sodium |0.1 M HEFES 1.60 M tri-Sodium 10 S(viv) 0.1 M Sodium 20 Talviv) 0.1 MHEPES pH |30 %iviv) 0.1 M MES oH 6.5
Potassium 1.5 Citrate pHT.5 Citrate Jeffamine M-600  |Citrate pH 56 Jetfamine M-600  |T7.5 Jeffamine M-600 ) ) prBs
2 M Armmonium 0.5 M Ammanium o 4 4 s aclium 1.6 M Ammenivm |01 MHE®ES pH [1.8 M Ammonium 2 M Ammonium  [0.1 M Tris-HCI pH |2 M Ammenium
X Formate ! 1M 0.1 M MES pH 6.5
Formaie . Citrate pH 5.8 Formate 7.5 Formate Formate 8.5 Formate
Lithium Sulfate
0.5 M Sodium
1 M Sodium 0.1 M HEPES pH [1.4 M Sedium Acetate/ 10mM 2 M Sodiurm 0.1 M Sodium 2 M Sediurm . 4.3 M Sodium 0.1 M HEPES pH
Acetate 15 Acetate 0.1M MESIpH 6.5 Magnesium Acetate [Acetate pH 4.6 Acetate 0.1 MMES pH 8.5 Acetate 7.5
Chlaride
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[Salzionz/ H [salzkonz. H Salzkonz./ H [Salzkonz./ o ! H Salzkonz.! H

Falungsmuel P Falungsmitel  [° Fallungsmittel |7 Fallurgsmtte Fatungsmittel | Fallungsmittel  |”

[2 M ammenium  J0.1 M Citric acid - |2 M Ammonium  J0.1 M Sodium 2 M Ammonium |01 MBIS-TRIS  [2M Ammenium 0.1 MBIS-TRIS 2 M Ammonium 0.1 M HEPES pH 2 M Ammonium 0.1 MTRIS pH 8.5
aulfate hH 35 zulfate acetate pH 4.5 =ulfate pH 5.5 auifate pH B.5 aulate TE auifate - b
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0.2 M Magnesium 0.1 MBIS-TRIS 0.5 M Magnesium J0.1 M BIS-TRIS 0.1 M HEPES pH 0.5 M Magnesiam 0.1 MTRISpH 85 0.3 M Magnesium [1.23 M Sodium 0.14 M Potassivm J0.49 M Scdium 0.91 M Potassium
fformate joH 5.5 formale pH 6.5 7.5 formate . PRS2 b ormate ohosphate phosphate phosphate phosphate
5.5 M Sodium 1.1 M Ammonium 2.4 M Scdium j0.56 M Sodium 0.96 M Socium dﬂnsﬂowm_nhgﬁz 0.1 M BIS-TRIS
crmate pH 7.0 tartrate pH 7.0 malonate pH 7.0 feitrate pH 7.0 citrate pH 7.0 ‘ oH 6.5
L Ammonium sulfate
g
25 % (wiv) PEG ey 0.1 M HEPES pH olVV) C.* MHEPES pH |25 %(wiv) PEG 25 %(wiv) PEG  |0.1 M Sodium 25 si(wiv) PEG 0.1 MEBIS-TRIS
1500 eflamine 1600 1, 5 pefamne E0- 7 3350 3350 acetate pH 4.5 3350 bS5
70 I L0t pHTO : = pH . - e
0.2 M Calcium 0.2 M Ammonium 0.2 M Ammonium 0.2 M Ammonium 0.2 M Ammen um 0.05 M Caleium
0.1 MEIS-TRIE 0.1 M BIS-TRIS C.1 M BIS-TRIS 0.1 M HEPES pH o . 0.1 M BIS-TRIS
chloriderds %(viv) I 55 acelate/ 45 %iv'v) HES acetale/ 43 S(viv) HES lacetate’ 45 %o(viv) 75 F7 Nacetater 45 iviv) J0.1 M TRIS pH 8.5 fehiorides 30 % HES
MPD i MPD PH & MPD i MPD ) MPD [PEG 550 MME ph &
(3700 W Zobalt
0064 M Sodium chicride/D.005 M
0.2 M L-Proline / 0.2 M TMAD 20 0.1 M Ammecrium - 0.2 M Ammonium
4 1 15 E
10 %(wv) PEG 0.1 M HEPES pH sorwivi PEG 2000 0.1 M TRIS pH 8.5, o.q.mx pH ».n.n 10 J2.1 MHEPES pH [Magnasium ) 0.1 M HEPES pH cetataiT Ty 0.1 M EBIS-TRIS suifate 25 %0wi) 0.1 M BIS-TRIS
550 75 e % wiv) PEG 5000 |7.0 chioride, 12 %{wivfT.5 =2 10,000 pH55 e 3350 oK 55
! MME FEG 3350/0.005 MY i
fhicke chicode
0.2 M Sodium 0.2 M Lithium 0.2 M Lithium . 0.2 I Lithium 0.2 M Lithium 0.2 M Ammonium =
cnioride 25 %aiv) Jo.1 M TRIS ph 8 Sfsuttater2s sawin) |01 MBSTRS - euirateis s nr ABISTRISLsuitater25 stwiv) .w“.v MHEFES B Foutarerzs sogwrv) f0.1 M TRiS o 8.5 ]acetateras sogum | YIBISTRIS
[PEG 3250 PEG 3350 pre = PEG 3350 Fr FEG 3350 ) PEG 3350 PEG 3350 pr -

0.2 M Magnesium

ol i v) PEG Wiy ; i (i . ini 20 (v ; i
chlorider25 %(wiv) 0.1 M TRIS pH 8.5 20 Yo(wiv) PEG 0.2 M Potassium  J2C %{wiv) PEG  |C.2 M Sedium 20 %(wiv) FEG 0.2 M Ammonium 15 %(wiv] PEG 0.1 M Succinic 0 %alvilv) PEG 0.2 M Sodium

" b3 2 alons s rate pH T acic " ;
FEG 3250 3350 Sodium tartrate  |3350 malonate pH 7.0 |3350 citrate pH 7.0 3350 acid pH 7.0 3350 formate
7 3 9 10 11 12
Salzkonz/ H Salzkonz./ H Salzkonz.! H Salzkonz./ Salzkonz ! H Salzkonz.! H
Falungzmtiel P Fallungsrmittel P Fallungsmittel P Fillurgamitte| pH Falungsmi P Fallungsmittel P
3 M Sodium 0.1 M Citric acid |3 M Soaium 0.1 M Sodium 3 M Sodium C.1 MBIS-TRIS |3 M Sodium 0.1 MBIS-TRIS |3 M Sodium 0.1 MHEPES pH |3 M Secium 0.1 MTRIS oH &5
chloride pH 3.5 chioride acetale pH 4.5 chioride pH 5.5 chioride pHB.5 TS chioride : P&
“..uﬁ._.w“z 0056 M Socium |14 M Sodium 0.1 M HEPES pH 1.8 M Ammonium 2.1 M OL-Malic 2.8 M Sadium
slam bhosphate ciirate 75 citrate pH 7.0 acid pH 7.0 acid pH 7.0 acatate pH 7.0
|phosphate
0.8 M 1.1 M Sodium
§ . 1 M Ammonium rmalenate oH 1 M Succinic acid 1 M Ammanium 0.191 M Sedum
e, , = TRIS 1 s o IEPES
ﬁwuw”h%”ﬁ_ 0.1 M TRIS pH 8.5 [sulfatelt S(wiv] _“_.r._ Wmmr TRIS 13 0105 %fviv) m.n MHEPES PH o1t 7 01 2ugwiv) w.w MHEPES PH 1. itate/ 0.5 %gwiv) citrate pH 7.0/ 2 w_w MHEPES pH
T o V) PEG 3350 pr 5 Jeffamine ED : FEG 2000 MME | PG E00D ta(wiv) PEG 3350 |
PEG 5000 MME
2001 pH 7.0
25 %W PEG  |0.1MBIS-TRIS |26 %ilwivi PEG 0.1 MHEPES pH |25 %Hiwiv) PEG |0 \1opie e |20 0w) PEG |01 MBIS-TRIS  [28 %(wwv) PEG 0.1 M BIS-TRIS __m_,_o__(.._amumﬁ.é_ 0.1 M BIS-TRIS
3350 pH 6.5 3350 7.5 3350 : P& 15900 umEe pH 6.5 2000 MME pHES5 . " ek 55
0.2 M Potassium 0.05 M Ammonium 0.02 M Magnesium| -
0.05 M Magnesiuml, 4y ieoes pr [ehioride / 35 %(vv]0.05 M HEPES oH [sulfate 1 30 %(viv) |0.05 MEBIS-TRIS [45 %(vw) PEG P |0t MBis-TRIS  [entonice s 22 0.1 M HEPES pr |%:01 M Cokalk
chioriderl 30 %{viv) R ) . ) chioride / 20 0.1 M TRIS pH 8.5
- = 7.5 Pentaerythritol 7.5 Pentaerylhritol £H 8.5 400 pHE.5 olwiv) Sodium 75 o rs ;
PEG 550 MME an Wa(wiv) PYP K15
propoxylate ethoxylate Polyacrylate 5100
0.2 M Ammenium 0.2 M Ammonium 0.2 M Ammonium 0.2 1 Sodium 02 M Sodium - 0.2 M Sodium
0.1 MBIS-TRIS 0.1 M HEPES pH ) Nermeis-TRIS - 0.1 M BIS-TRIS 0.1 M HEPES pH
sulfate/25 Yalwiv) oH 8.5 sulfate/25 %iwiv) |, 5 L sulfatei2s %iwiv) 0.7 M TRIS pH £.5 |chiorider25 %a(wiv] oH S chloride/25 %atwiv) pHES chloridz/25 %(wiv) 75 P
PEG 3350 PEG 3350 - PEG 3350 PEG 3350 = PEG 2350 PEG 3350 ’
0.2 M Ammerium 0.2 M Ammoniurm 0.2 M Ammonium 0.2 1 Magnesium 0.2 M Magnesium — 0.2 M Magnesiurm
0.1 M BIS-TRIS e o o |0-1 M HEPES pH \ ; e meis-TRIS - o |01 M BIS-TRIS ; 0.1 M HEPES pH
acetale/25 % (wiv) oH 6.5 acelate/25 %iwiv) |, 5 P7 lacetaterzs siwiv) (0.1 MTRIS pH 8.5 |chioride/25 %h{wiv) sH S chloride/25 Siwiv) pHES chloride/25 %iwiv) |5 ] F
PEG 3250 PEG 3350 B PEG 3350 PEG 3350 - PEG 3350 PEG 3350 ’
20 %(wh) PEG 015 M DL-Maliz |15 %{wiv) PEG 0.1 M Magnesium |20 %{wiv) PEG  |0.05 M Zine 20 %{wiv) PEG 0.2 M Sadium 30 %fwiv) PEG 0.1 M Potassium |30 %(wiv) PEG 0.15 M Potassium
3350 acid pH 7.0 3350 formate 3350 acatate 3350 citrate 2000 MME thiocyanate 2000 MME bromids
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[satzconz:
Falungsmi

_mm_mad ! Salzkorz./ Sazhonz ! _m“ ZhonE!

H
rasmitel p o Fallungsmittal 4 Fallungsmittel

H
Fal ungsmilte P

pH pH

A0 %iwv)PEG 01K HEPES oH 0.1 MSodum  J3 0.1 Sodium 0.1 M3o6um 011 Sodiam 25 %{wiv) P (0.1 M Sadium
200 75 aalatepHds M0 acetate pHAE facatate tHA 6 acetatz pH46  JRO00 MNME acstate pH 26
0 1K Ma-Hzoes 0.1 MEEPES pH 0.1 MHEPES pH 1 MHEPES oH 25 %iwile) P 01
pH75 75 i 75 2000 MME 75
01K Socium 0.1 M Sodum C.1 M Sodum 0.1 M Sedum 0.1 M Sodium 0.1 M Sadium

acetale pH 4.6 acelatzpHdb acetate pH 4.6 acatale pH 4.6 acetals pH 4.6 aceiate pk £.6

G |C1NHEPES oM 0.1 MKEPES pH (.1 M HEPES oH 0.1 MHEPES p4 0.1 14 HEPES oH (0.1 M HEPES pH
75 15 3 75 75 75
02 1 Socium 0.2 M Potassum 0.2 M Ammonum 0.2 M Lithium 1.2 M Magresum 0.2 M Sadium
fLovice fuaride 2330 fluaride chioride loree chloride
021 Socivm 0.2 M Potass um 0.2 M Lithiure .2 M Magnesium 1.2 1 Sodium 0.2 M Patassium
thocyanzle thiocyarate nirate nrate nilrate irate
0.2 Megnesium C.2 M Sodium 02MC 1.2 M Potassir 0.2 M Ammoniur

0.2 M Zinz acztate

acetate acetale s jacatate acelatz aptate
02Mi - 0.2 0 di-
A [ £.2M Sodium 0.2 M di-Sodiom  |20°% 0.1 Na-Hepes .
R I o sosshare [0 asphate 3350 73 Polsssum
tartrata phoschate
i |6 | [ 1 12
Salzsonz ! Sa'zkonz | Salzkonz Sazkorz! Salz<onz.!
lurgsmitel pH ux Fallungsmittel ux Fallungsmittel o Falungsmtiel pH H
30 Shiwiv) P ) - - -
01N MEE pHB5 0.1 MWES 2HES hM; Y PEG CAMMESpHES 0.1 MMES oH 8.5 J1MMESpHES 0.1 1M MES pH 6.5
011 TRIEHCI DIMTRISEC  [30% CAMTRISHCI 0.1 M TRIS HC 1M TRISHC f 0.1 M TRISHO
pHE5 pH8s 400 pHE3 pHas pHa5 2300 MME pHES
23 %] 15 %iwiv)

011 MES pH 6.5 0.1 MMES cH 3.5

e

CAMMESpHES 0.1 M MES oH 6.5

JIMMESpHES 0.1 MRMES ph 6.5

600

011 TRIE HCI DAMTRISHEC |25 4% CAMTRISHCI 1 MTRIE HC J1MTRISHC (.1 MTRISHCI

pHES5 pH 85 3000 pHE3 pHEE pH 8.3 pH &3

02K Ca 0.2 M Potassum C.2 M Ammonium 2M Scdum 12 M Potassir 02 M Ammaniur

chloride chiorice chloride odde indide iodide

0.2 K Armenium 0.2 M Kagresium |20 % ¢.2 M Sodium 0.2 b Potassium 12 M Ammenun 0.2 M Litnium

I irale farmah 2330 flormate fomale formate acelate

0.2 K _ithium 0.2 M Kagresium |20 % C.2 M Sodum 0.2 W Petassium 12N Ammenurn (.2 M di-Sodium

stifa sufae 3330 stlfae sJlfale fartat

021 Armosiam 028 224 0214
Ammenim .

phosphate Potassium ¢ rate Armonium citrale
shosphate
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Tca17 orthologs included in alignment:

Q753D1: Hypothetical protein from Ashbya gossypii (yeast).
Q5RBK9: TRAPPC2L from Pongo abelii.

C4XWAD9: Hypothetical protein from Clavispora lusitaniae (yeast).
Q6FLS1: Tca17-like protein from Candida glabrata (yeast).
Q9UL33: TRAPPC2L from Homo sapiens.

B5XGE7: TRAPPC2L from Salmo salar.

A7TN14: Hypothetical protein from Vanderwaltozyma polyspora.
B5FXJ6: TRAPPC2L from Taeniopygia guttata.

Q6CJQ8: Hypothetical protein from Kluyveromyces lactis (yeast).
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. P32613: Tca17 from_Saccharomyces cerevisiae (Baker’s yeast).
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—_—

. C5DDR2: Hypothetical protein from Lachancea thermotolerans (yeast).
. B2RYUG6: TRAPPC2L from Rattus norvegicus.

. C4R7P1: Hypothetical protein from Pichia pastoris (yeast).

. Q54CU7: TRAPPC2L from Dictyostelium discoideum.

. Q9JME7: TRAPPC2L from Mus musculus.

. ABH7F7: TRAPPC2L from Bos taurus.

. Q5M8X5: TRAPPC2L from Xenopus tropicalis.

. C5DXJ3: Hypothetical protein from Zygosaccharomyces rouxii.
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Appendix D: Abbreviations

AA
AAA+
APS
Arf
AUC
BME
bp
CD
COG
ColP
COPI
COPII
CP
CPC
dNTPs
DPC
DSF
DTT
E. coli
EM
ER
FPLC
GAP
GARP
GDF
GDI
GEF
GSH
GST
HOPS
HRP
IPTG
Ni-NTA
NMR
NSF
PAGE
PAS

Amino acid

ATPases associated with diverse cellular activities
Ammonium persulfate

ADP ribosylation factor

Analytical ultracentrifugation
B-mercaptoethanol

Base pair

Circular dichroism

Conserved oligomeric Golgi complex
Co-immuno-precipitation

Coat protein complex — |

Coat protein complex - Il

Cage protein

Coat protein complex
Deoxyribonucleotide triphosphates
Dodecylphosphocholine

Differential scanning fluorimetry
1,4-dithiothreitol

Escherichia coli

Electron microscope

Endoplasmic Reticulum

Fast protein liquid chromatography
GTPase activating protein
Golgi-associated retrograde protein
GDI displacement factor

GDP dissociation inhibitor

Guanine nucleotide exchange factor
Glutathion

Glutathion-S-transferase

Homotypic fusion and vacuole protein sorting complex
Horseradish peroxidase
Isopropyl-thiogalactoside
Ni-nitrilotriacetate

Nuclear magnetic resonance
N-ethylmaleimide-sensitive factor
Polyacrylamide gel electrophoresis

Phagophore assembly site
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PCR

PDZL

PEG

pl

PPIn

PVDF

Rab
Rab-GGTase
REP

S. cerevisiae
SDS

SeMet

SLS

SNARE

S\

TAP

TEMED
TGN

TRAPP

TSA

Polymerase chain reaction

PDZ like domain

Polyethylene glycol

Isoelectric point

Polyphosphoinositides

Poly-vinylidene fluoride

Ras analog in brain

Rab geranylgeranyltransferase

Rab escort protein

Saccharomyces cerevisiae, baker’s yeast
Sodium dodecyl sulfate
Seleno-methionine

Static light scattering

Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor
Sedimentation velocity

Tandeme-affinity purification
N,N,N",N"-tetramethylenediamine
Trans-Golgi network

Transport protein particle complex

Thermal shift assay
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Curriculum vitae

Der Lebenslauf ist in der Online-Version aus Grinden des Datenschutzes nicht

enthalten.
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Distinct isocomplexes of the TRAPP trafficking factor coexist inside human cells.

Kimmel D, Oeckinghaus A, Wang C, Krappmann D, Heinemann U. FEBS Lett.
2008 Nov 12;582(27):3729-33.
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