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3 Ergebnisse

3.1 Das Hefe Two- Hybrid-System

3.1.1 Einfiihrung

Auf Protein-Protein Interaktionen liegt ein Fokus der Forschung, da sie die Basis
vieler biochemischer Reaktionen bilden und Einsichten Uber ihre Regulation und
Funktion somit elementar sind. Da ein methodischer Schwerpunkt dieser Arbeit
auf dem Hefe Two-Hybrid-System liegt, wird im Folgenden das eingesetzte
System kurz vorgestellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe des Hefe
Two-Hybrid-Systems Interaktionsstudien mit den Peroxinen Pex8p und Pex4p
durchgefiuihrt. Dieses von Fields und Song verdffentlichte genetische System zur
Untersuchung von Protein-Protein Interaktionen (59) macht sich folgendes
Schlusselergebnis zunutze:

Brent und Ptashne konnten zeigen, dass es moglich war einen hybriden
Transkriptionsaktivator aus dem LexA Repressor von E. coli und dem Hefe Gal4-
Protein zu konstruieren (18).

Im Vergleich zu biochemischen Methoden zur Erforschung von Protein-Protein
Interaktionen basiert das Two-Hybrid-System auf einem genetischen Ansatz, in
dem die Interaktion zweier Proteine auf der Rekonstitution eines funktionellen
Transkriptionsaktivator beruht (25, 59). Diese Methode erlaubt die Identifikation
von miteinander interagierenden Proteinen genauso wie die Eingrenzung der
dazu notwendigen oder ausreichenden Domanen oder Aminosauren (124). Neu
identifizierte Bindepartner eines Proteins mit bekannter Funktion kdénnen die
Prozesse durchleuchten, in welche die Proteinpartner involviert sind. Genauso
kann aber die Funktion eines Proteins unklar sein, obwohl das fehlerfreie
Funktionieren des Organismus von seiner Anwesenheit abhangt. Dann kdnnen
neue oder bekannte Interaktionspartner mit bekannter Funktion neue
Anhaltspunkte fur die jeweilige Funktion des Proteins liefern. Mittlerweile wurde
das urspringliche Hefe Two-Hybrid-System vielfach verandert und ist zu einem
kraftvollen Instrument in vielen Bereichen der Biologie und Biochemie geworden.
Beispiele hierflr sind verwandte Methoden wie das One-Hybrid-System (244),
welches u.a. die Analyse von Protein-DNA Interaktionen ermdglicht und das
Three-Hybrid-System (179) zur Untersuchung von Protein-RNA Interaktionen.

Eine weitere Entwicklung ist das Split-Ubiquitin-System, durch das Protein-
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Protein Interaktionen zeit- und ortsabhdangig untersucht werden kénnen (104).
Trotz mittlerweile vieler verschiedener Ausfihrungen des Two-Hybrid-Systems
wird diese Einleitung sich auf die Beschreibung des Gal4p-basierenden Systems

beschranken, da dieses ausschlieBlich in dieser Arbeit Verwendung gefunden hat.

3.1.2 Funktionsweise des Two-Hybrid-Systems

Die Basis dieses Systems beruht auf der strukturellen Besonderheit bestimmter
Transkriptionsfaktoren, zwei physikalisch trennbare Domanen zu besitzen, eine
DNA-bindende Domane und eine transkriptionsaktivierende Doméane. Die DNA-
Bindedomane dient der zielgerichteten Positionierung des Transkriptionsfaktors
an spezifische Promotorsequenzen, bezeichnet als UAS (,upstream activation
sequences"). In spezifisch konstruierten Two-Hybrid-Hefestammen wird die
Transkription der codierenden Sequenz eines Reportergens von diesen UAS
gesteuert. Die Aktivierungsdomane erleichtert die Assemblierung des
Transkriptionskomplexes und somit die Initiation der Transkription. Die
voneinander getrennt exprimierten Domanen interagieren nicht mehr
miteinander. Der Transkriptionsfaktor ist dann nicht funktionell und somit nicht in
der Lage, ein Reportergen zu aktivieren. Die Rekonstitution eines funktionellen
Transkriptionsfaktors durch nicht kovalente Interaktion von zwei unabhangigen
Hybridproteinen, bestehend jeweils aus der DNA-Bindenden-Domane und einem
Protein X bzw. der Transkriptionsaktivierenden Domane und einem Protein Y,
ermdglicht die Transkription definierter Reportergene (lacZ, HIS3, ADE2). Deren
Genprodukte sind mit Hilfe verschiedener Verfahren messbar. Enzymatisch-
colorimetrische Verfahren verwenden verschiedene Substrate wie z.B. X-Gal zur
Messung der Reportergenaktivitat. Wachstumstests auf definierten Nahrmedien
(SD-Medium, engl. “synthetic dropout”, Minimalmedium) nutzen verschiedene
Auxotrophien der jeweiligen Two-Hybrid-Hefestdmme (39). Hierbei wurde die
Spezifitat der Interaktionen durch die simultane Verwendung von zwei
verschiedenen Reportergenen mit minimalen Sequenzuberlappungen in ihren
Promotorregionen erheblich verbessert (8, 39). Daher wurden auch innerhalb
dieser Arbeit die Reportergene HIS3 und ADE2 des Stammes PJ69-4a gleichzeitig
genutzt. Normalerweise sind die Fusionsproteine allein jeweils nicht in der Lage
die Transkription zu aktivieren, sondern bendétigen immer den jeweiligen Protein-
Interaktionspartner. Von einer Autoaktivierung spricht man daher, wenn die

Aktivierung des Reportergens durch nur ein Hybridprotein erfolgt und damit eine
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weitere Analyse der Protein-Protein Interaktionen mit diesem Hybridprotein nicht
maoglich ist. Die mechanistischen Vorgange, wie diese Falsch-Positiven Signale
entstehen, sind nicht geklart. Eines der in dieser Arbeit verwendeten
Reportergene ist die HIS3 codierte Imidazolglycerolphosphat-Dehydratase. 3-
Amino-1,2,4-Triazol (3-AT) st ein Inhibitor dieses Enzyms, dessen
Basalexpression vom Reporterkonstrukt flir das Wachstum der Hefezellen auf SD.
n Selektionsmedium notwendig ist. Zur Untersuchung von Protein-Protein
Interaktionen der jeweiligen Hybridproteine durch Wachstumsmerkmale der
Hefezellen auf SD.wy muss diese Basalexpression jedoch unterdriickt werden.
Dazu werden in der Literatur beschriebene, stammspezifische 3-AT

Konzentrationen verwendet (216).

3.1.3 Limitierungen des Gal4p-basierenden Two-Hybrid-Systems

Haufig limitierende Faktoren des Gal4p basierenden Hefe Two-Hybrid-Systems
sind bereits erwahnte Falsch-Positive Signale verschiedener Hybridkonstrukte.
Desweiteren sind exprimierte Hybridproteine flir die Zellen haufig toxisch, da sie
essentielle zelluldare Funktionen beeintrachtigen kénnen. Dieser Effekt ist nur
Uber die Verwendung von ,low-copy" Plasmiden, induzierbaren Systemen oder
verkirzte und damit gleichzeitig in ihrer Toxizitat herabgesetzte Hybridproteine
abzuschwachen. Weiterhin ist die Untersuchung von Proteinen, die selbst eine
Transkriptionsaktivierungskapazitat besitzen, nicht mdglich. Ebenfalls kann sich
die Notwendigkeit der nukledren Lokalisation der Hybridproteine flr einige
Membranproteine, aber auch cytoplasmatische oder extrazellulare Proteine
nachteilig auswirken. Desweiteren ist Saccharomyces cerevisiae nicht zu allen
eventuell fur héhere Eukaryoten notwendigen Proteinmodifikationen in der Lage.
Auch muss die im Hefe Two-Hybrid-System beobachtete Interaktion nicht
unbedingt eine physiologisch relevante Interaktion widerspiegeln, wenn z.B.
Proteine in unterschiedlichen Geweben, subzelluldren Kompartimenten oder
Entwicklungsstadien des jeweiligen Organismus lokalisiert sind. Mittels des Two-
Hybrid-Systems identifizierte Interaktionen miissen nicht notwendiger Weise
direkt sein, sondern kdnnen durch eine weitere Komponenten vermittelt werden,

sodass weiterfihrende Studien Uber die Art der Interaktion notwendig sind.
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3.1.4 In dieser Arbeit verwendete Systeme

Die Sequenzen fir die jeweiligen Domanen des Gal4p werden von zwei
verschiedenen Vektoren codiert. Die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren
pPC97 (Gal4p-BD) wund pPC86 (Gal4p-AD) besitzen weitere wichtige
Strukturmerkmale von sogenannten Wechselvektoren (,Shuttle Vektoren™). Dazu
gehdren Replikationsursprungspunkte zur Vermehrung der Vektoren sowohl in S.
cerevisiae als auch in E. coli, sowie Selektionsmarker zur Uberprifung der
erfolgreichen Transformation in den jeweiligen Organismus. Zur Uberpriifung der
erfolgreichen Transformation beider Plasmide in Saccharomyces cerevisiae
werden die Selektionsmarker LEU2 und TRP1 eingesetzt, deren Genprodukte in
der Biosynthese der jeweiligen Aminosauren essentiell sind. In Abbildung 3.1
sind die Komponenten des verwendeten Hefe-Two-Hybrid-Systems schematisch

dargestellt.
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Abb. 3.1 Schematische Darstellung des Hefe Two-Hybrid-Systems

(A) Der schematisch dargestellte Transkriptionsfaktor besteht aus zwei funtionell unterschiedlichen
Domaénen. Die DNA-Bindungsdomane positioniert den Faktor durch Bindung an die UAS (Upstream-
Aktivatorsequenz) in der Umgebung einer Transkriptionseinheit, wahrend die Aktivierungsdomane
mit Proteinen des balsalen Transkriptionsapparats interagiert und somit die Transkription aktiviert.
(B) Die physische Entkopplung der Aktivierungsdomdne von der DNA-Bindungsdomane flhrt zu
Funktionsverlust.

(C) Die funktionalen Domanen eines Transkriptionsfaktors sind auf zwei Fusionsproteinen
exprimiert. Seine Funktion wird wieder hergestellt, wenn die Fusionsproteine liber die zusatzlichen
Fusionsanteile interagieren (modifiziert nach Bioanalytik, Lottspeich und Zorbas (130)).
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3.2 Mit welchen peroxisomalen Proteinen interagiert Pex8p?

ScPex8p wird in Rehling et al. als flir die Peroxisomenbiogenese notwendiges,
intraperoxisomales peripheres Membranprotein beschrieben, das ein PTS1- und
eventuell ein PTS2-Signal besitzt (171). Der Rezeptor fiir PTS1-Proteine Pex5p
interagiert mit Pex8p, unabhangig von dessen C-terminalem PTS1-Signal. Pex8p
ist ebenfalls Komponente eines multimeren Komplexes, bestehend aus den
Peroxinen der Docking-Maschinerie (Pex13p, Pex14p und Pex17p) und den Zink-
Finger-Proteinen (Pex2p, Pex10p und Pex12p) und notwendig fur die Bildung
eines funktionsfahigen Importomers (2). Diese Arbeit fokussiert sich auf
Interaktionen von Pex8p mit Komponenten des Rezeptor-/Docking-Komplexes
und der Analyse der damit einhergehenden Funktionen. Daher galt es zunachst
zu klaren, mit welchen Proteinen des Rezeptor-/Docking-Komplexes Pex8p
interagiert. Dazu wurden die in verschiedene Two-Hybrid-Vektoren klonierten
peroxisomalen Proteine, unter anderem Pex5p, Pex7p, Pex13p, Pex14p, und
Pex17p auf ihre Interaktionsfahigkeit mit Pex8p getestet (siehe Tab. 3.1).

Abbildung 3.2 zeigt die identifizierten Interaktionspartner von Pex8p.
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Abb. 3.2 Two-Hybrid-Untersuchung zur Identifizierung moglicher Interaktionspartner
von Pex8p aus Peroxinen des Rezeptor-/Docking-Komplexes

Transformanten des Stammes PJ69-4a wurden auf Selektivmedien aufgetragen und auf
Reportergenaktivitat untersucht. A) Pex8p (19-589 aa) interagiert mit dem PTS1-Rezeptor Pex5p.
B) Pex8p interagiert mit dem PTS2-Rezeptor Pex7p. C) Pex8p (19-589 aa) interagiert mit dem
peroxisomalen Membranprotein Pex14p. BD: DNA-Bindedoméne, AD: Transkriptionsaktivierende
Domane, -: Vektor ohne Fremd-DNA, SD: Minimalmedium
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Zusatzlich zu der bekannten Interaktion zwischen Pex8p und Pex5p interagiert
Pex8p mit Pex7p, dem Importrezeptor flir PTS2-haltige peroxisomale
Matrixproteine. Mit Pex14p ist ebenfalls eine neue Komponente der
membranstandigen Dockingmaschinerie als Interaktionspartner identifiziert.
Dieses Ergebnis deckt sich mit Komplexuntersuchungen, in denen Pex8p Teil
eines Komplexes verschiedener peroxisomaler Proteine ist, dem auch Pex14p
angehort (2). Tabelle 3.1 fasst die Auswahl der auf Interaktion zu Pex8p

getesteten peroxisomalen Proteine zusammen.

Tab. 3.1 Auf Interaktion zu Pex8p getestete Peroxine

BD
AD Pex5p |Pex6p |Pex7p |Pex10p |Pexllp |Pex12p |Pex13p |Pex13p |Pexl4p |Pex17p |Fox3p
[1] SH3 [2] | [3]
Pex8p * - + - - - - n.g. * - -
Pex8p(19- |+ - * - - - n.g. - + - -
589 aa)
Pex5p | Pex6p |Pex7p |Pex10p |Pexllp |Pex12p |Pex13p |Pex13p |Pexl1l4p |Pex17p |Fox3p
[1] SH3 [2] | [3]
BD
AD

- = keine Interaktion, + = Interaktion, * = Autoaktivierung, n.g. = nicht getestet; BD = DNA-
Bindedomane, TA = Transkriptionsaktivierende Domane; [1] Pex12p C-Terminus, [2] = Pex13p
SH3-Domane aus Girzalsky et al. (74), [3] = Pex13p Gesamt- und Verklirzungskonstrukte aus
Stein et al. (191)

Pex13p, wie Pex14p ebenfalls Komponente der peroxisomalen Docking-
Maschinerie und auch Teil dieses Komplexes, konnte im Unterschied zu Deckers
(34) in dieser Two-Hybrid-Untersuchung nicht als Interaktionspartner von Pex8p
identifiziert werden. Bereits aus anderen Two-Hybrid-Untersuchungen ist
bekannt, dass Verklirzungen von Pex13p besser mit den Rezeptoren
interagieren, als das gesamte Pex13-Protein (74, 191). Vermutlich sind hierflr
die beiden Transmembrandomanen des Proteins verantwortlich. Aus diesem
Grund wurden zur Interaktion zwschen Pex8p und Pex13p ebenfalls Teilbereiche
von Pex13p getestet. Allerdings interagieren die Verklrzungsfragmente von
Pex13p nicht mit Pex8p. Auch Pex17p, ein weiteres Protein der Docking-
Maschinerie interagiert nicht mit Pex8p (Daten nicht gezeigt). Da peroxisomale
Matrixproteine rezeptorabhdngig importiert werden und Pex8p in der Lage ist,
mit beiden Rezeptoren zu interagieren, stellte sich die Frage, ob Pex8p an die
Cargoproteine binden kann. Dazu wurde die Interaktion zwischen Pex8p und
Fox3p getestet. Es konnte aber keine Interaktion mit Fox3p, dem PTS2-haltigen

Cargoprotein, welches von Pex7p an die peroxisomale Membran dirigiert wird,
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nachgewiesen werden. Dies korreliert mit Untersuchungen, in denen ein
fluoreszenzmarkiertes PTS1-Peptid als Cargoprotein spezifisch mit HpPex5p und

nicht mit HpPex8p interagiert (231).

3.3 Herstellung von Verkiirzungskonstrukten zur
Identifizierung der Bindebereiche von Pex8p zu Pex5p,
Pex7p und Pex14p

Zur naheren Charakterisierung des von Pex8p zur Interaktion mit Pex5p, Pex7p
und Pex14p notwendigen Bereiches, wurden vier Verklrzungskonstrukte von
Pex8p hergestellt und in die Two-Hybrid-Vektoren kloniert. Pex8p/KS1 umfasst
den Bereich der Aminosduren 19-293 aa, Pex8p/KS2 den Bereich 293-586 aa
von Pex8p. Die Verkirzungskonstrukte Pex8p/KS3 (19-440 aa) und Pex8p/KS4
(146-586 aa) sind jeweils um ein Drittel des Proteins verktrzt. In Abbildung 3.3
sind diese vier Verkurzungskonstrukte, sowie verschiedene Motivvorschlage

unterschiedlicher in silico-Analysen des Proteins Pex8p graphisch dargestellt.

TM1 Leucin-Zipper ™2
1 aa l 253-275 / 589 aa
|19 103-112 il45 —|1-67—183 86-302 440 586
| _ | |
s 1] | W A
PTS2 PTS1
19 aa 293 aa
Pex8p/KS1
293 aa 586 aa
Pex8p/KS52
19 aa 440 aa
Pex8p/KS3
146 aa 586 aa
Pex8p/KS4

Abb. 3.3 Graphische Darstellung der Verkiirzungskonstrukte von Pex8p

Pex8p/KS1 (19-293 aa), Pex8p/KS2 (293-586 aa), Pex8p/KS3 (19-440 aa) und Pex8p/KS4 (146-
586 aa) im Vergleich zu Pex8p. Dargestellt sind Motivvorschldage unterschiedlicher in silico Analysen
von Pex8p. PTS1 und PTS2 =Peroxisomale Zielsteuerungssequenz 1 und 2 (nach NSP@ (149)),
Leucin-Zipper (nach PSORTII (164)), TM1 und TM2 =Transmembrandomdne 1 und 2 (nach
PSORTII (164)): Die Existenz der Transmembrandomanen entspricht nicht der beschriebenen
intraperoxisomalen, peripheren Lokalisation des Proteins (171).
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3.4 Identifizierung des Bindebereiches von Pex8p zu Pex5p

Mit Hilfe der Two-Hybrid-Analyse wurde Uberprift, welche der unter Abbildung
3.3 dargestellten vier Konstrukte weiterhin mit Pex5p interagieren. Dazu wurde
der Two-Hybrid-Stamm PJ69-4a mit den jeweiligen Plasmiden transformiert und
die Reportergenaktivitat durch Wachstumstests der Transformanten auf

geeignetem SD-Medium getestet.

PJ69-4a Wt
SD
-WLH,-ade BD AD
Pex8p/KS1 Pex5p
Pex8p/KS2 Pex5p
Pex8p/KS3 Pex5p
Pex8p/KS4 Pex5p

Abb. 3.4 Identifizierung des Bindebereiches von Pex8p zu Pex5p

Die Interaktionen zwischen Pex8p/KS1 (19-293 aa), Pex8p/KS2 (293-586 aa), Pex8p/KS3 (19-440
aa), Pex8p/KS4 (146-586 aa) und Pex5p wurden untersucht. Transformanten des Stammes PJ69-
4a wurden auf Selektivmedien aufgetragen und auf Reportergenaktivitdat getestet. Pex8p/KS4
(146-586 aa) interagiert mit Pex5p. BD: DNA-Bindedomane, AD: Transkriptionsaktivierende
Domane, SD: Minimalmedium

Pex5p interagiert von allen getesteten Verklrzungskonstrukten von Pex8p nur
mit Pex8p/KS4 (146-586 aa).
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3.5 Identifizierung des Bindebereiches von Pex5p zu Pex8p

Zur Eingrenzung des Bindebereiches des PTS1-Rezeptors Pex5p zu Pex8p,
erfolgte eine Two-Hybrid-Interaktionsstudie von Verklrzungskonstrukten von
Pex5p (162) mit Pex8p. Dazu wurde der Two-Hybrid-Stamm PJ69-4a mit den
geeigneten Plasmiden transformiert und nachfolgend die Reportergenaktivitat
durch Wachstumstests der Transformanten auf geeignetem SD-Medium

bestimmt. In Abbildung 3.5 ist diese Interaktionsstudie dargestelit.
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Abb. 3.5 Identifizierung des Bindebereichs von Pex5p zu Pex8p

Transformanten des Stammes PJ69-4a wurden auf Selektivmedien aufgetragen und auf
Reportergenaktivitdt untersucht. Pex5p und Pex5p/F1 (1-312 aa) interagieren mit Pex8p/KS4
(146-586 aa). BD: DNA-Bindedoméne, AD: Transkriptionsaktivierende Doméne, SD:
Minimalmedium

Sowohl das gesamte Protein Pex5p als auch das Verkirzungskonstrukt Pex5p/F1
(1-312 aa) interagieren mit Pex8p/KS4 (146-586 aa). Alle weiteren
Verklrzungskontrukte von Pex5p sind nicht mehr in der Lage mit Pex8p zu
interagieren. Zur Interaktion mit Pex8p ist demnach der Bereich 1-312 aa
notwendig. Die TPR-Domadnen, welche flr die Bindung des Rezeptors an das
PTS1-Signal eines Cargoproteins notwendig sind (68, 69), sind flr diese

Interaktion entbehrlich.
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3.6 Identifizierung des Bindebereiches von Pex8p zu Pex7p

Zur naheren Charakterisierung des von Pex8p notwendigen Bereiches zur
Interaktion mit Pex7p, wurden die unter 3.3 beschriebenen
Verklrzungskonstrukte von Pex8p auf ihre Interaktionsfahigkeit mit Pex7p
getestet. Der Two-Hybrid-Stamm PJ69-4a wurde mit den geeigneten Plasmiden
transformiert und nachfolgend die Reportergenaktivitét durch Wachstumstests
der Transformanten auf geeignetem SD-Medium bestimmt. In Abbildung 3.6 ist

diese Interaktionsstudie dargestellt.

PJ69-4a Wt
SD

-WLH,-ade BD AD
Pex7p Pex8p
Pex7p Pex8p/KS1
Pex7p Pex8p/KS2
Pex7p Pex8p/KS3
Pex7p Pex8p/KS4

Abb. 3.6 Identifizierung des Bindebereichs von Pex8p zu Pex7p

Die Interaktionen zwischen Pex8p/KS1 (19-293 aa), Pex8p/KS2 (293-586 aa), Pex8p/KS3 (19-440
aa),Pex8p/KS4 (146-586 aa) und Pex7p wurden untersucht. Transformanten des Stammes PJ69-4a
wurden auf Selektivmedien aufgetragen und auf Reportergenaktivitat getestet. Pex8p interagiert
mit Pex7p. BD: DNA-Bindedomadne, AD: Transkriptionsaktivierende Doméane, SD: Minimalmedium

Zur Interaktion mit Pex7p wird das gesamte Pex8-Protein benétigt. Keines der
Verklrzungskonstrukte von Pex8p interagiert noch mit dem PTS2-Rezeptor. Zur
Untersuchung des putativen PTS2-Signals wurden zusatzlich zwei weitere
Verklrzungskonstrukte von Pex8p hergestellt. Pex8p-(1-120 aa) enthielt das
putative PTS2-Signal (siehe Abb. 3.3), wahrend es in Pex8p-(1-102 aa) fehlte.
Auch diese Verkirzungskonstrukte von Pex8p interagierten nicht mehr mit Pex7p

(Daten nicht gezeigt).
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3.7 Identifizierung des Bindebereiches von Pex8p zu Pex14p

Um den von Pex8p notwendigen Bereich zur Interaktion mit Pex14p naher zu
charakterisieren, wurden die unter 3.3 beschriebenen Verklrzungskonstrukte
von Pex8p auf ihre Interaktionsfahigkeit mit Pex14p getestet. Der Two-Hybrid-
Stamm PJ69-4a wurde mit den geeigneten Plasmiden transformiert und
nachfolgend die Reportergenaktivitat durch Wachstumstests der Transformanten
auf geeignetem SD-Medium bestimmt. In Abbildung 3.7 st diese

Interaktionsstudie dargestellt.

P169-4a Wt
SD
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Pex8p/KS1 Pex14p

Pex8p/KS2 Pex14p

Pex8p/KS3 Pex14p
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Abb. 3.7 Identifizierung des Bindebereiches von Pex8p zu Pex14p

Die Interaktionen zwischen Pex8p/KS1 (19-293 aa), Pex8p/KS2 (293-586 aa), Pex8p/KS3 (19-440
aa),Pex8p/KS4 (146-586 aa) und Pex14p wurden untersucht. Transformanten des Stammes PJ69-
4a wurden auf Selektivmedien aufgetragen und auf Reportergenaktivitdt getestet. Pex8p und
Pex8p/KS4 interagieren mit Pex14p. BD: DNA-Bindedomane, AD: Transkriptionsaktivierende
Domane, SD: Minimalmedium

Genauso wie Pex5p interagiert Pex14p nur mit Pex8p und dem
Verklrzungskonstrukt Pex8p/KS4 (146-586 aa).

3.8 Sind die Interaktionen zwischen Pex8p und Pex5p, Pex7p
und Pex14p direkt oder indirekt?

Eine Two-Hybrid-Interaktion muss nicht notwendiger Weise eine direkte
Interaktion widerspiegeln. So ist es im homlogen Testsystem mdglich, dass zwei
zu untersuchende Proteine X und Y aufgrund der Vermittlung eines sogenannten
Brickenproteins miteinander interagieren. Das Zusammenspiel der Proteine X
und Y mit diesem dritten Protein bleibt solange ,unentdeckt", wie es im Two-

Hybrid-System enthalten ist und mit den Zu untersuchenden
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Interaktionspartnern in Wechselwirkung treten kann. Wird es aus dem System
depletiert, kénnen auch die Proteine X und Y nicht mehr miteinander
interagieren.

Um zu untersuchen, ob die identifizierten Interaktionen von Pex8p/KS4 (146-
586 aa) mit Pex5p und Pex14p, sowie Pex8p mit Pex7p direkt sind oder durch ein
weiteres Peroxin vermittelt werden, wurden die jeweiligen Peroxine auf ihre
Interaktionsfahigkeit in verschiedenen Deletionsmutanten des Two-Hybrid-
Stammes HF7c getestet. Die Deletionsmutanten dieses Stammes wurden dazu
mit den jeweiligen Plasmiden transformiert und nachfolgend die
Reportergenaktivitat durch Wachstumstests der Transformanten auf geeignetem
SD-Medium bestimmt. In Abbildung 3.8 ist diese Interaktionsstudie dargestellt.

Tabelle 3.2 fasst die aus Abbildung 3.8 erhaltenen Daten zusammen.

Tab. 3.2 Zusammenfassung der Interaktionsstudie aus Abbildung 3.8

Cargo-Rezeptor Rezeptor

Docking Maschinerie

Bindung Translokation

BD AD Wt | pex8A | pex5 A | pex7 A | pex21 A pex13 A |pex14 A|pexl7 Alpex10A |pexi2 A
Pex8p-

KS4 Pex5p | + + + + + (+) + + + +
Pex8p- _ ) _ _ _ _

KS4 Pex14p| + | (+) (+) (+)
Pex7p | Pex8p | + + 45 + + + + + 4 4

. PMP
Rezeptor-Recycling Lokalisation

BD AD pexl A | pex6 A | pex15A | pex22 A| pexl9A
Pex8p-

KS4 Pex5p a4 == == + +
Pex8p-

KS4 Pex14p A e (+) (+) +
Pex7p | Pex8p A 45 45 + +

Die Two-Hybrid-Untersuchungen erfolgten im Stamm HF7c. Fir die Stammbezeichnungen
innerhalb der Tabelle gilt: pex1 A = HF7c pexl1A, etc. + Wachstum, (+) schwaches Wachstum, (-)
kein Wachstum.

Keine der Kontrollen (Pex8p-KS4 (146-586 aa), Pex7p, Pex5p, Pex14p, Pex8p) zeigte eine
Autoaktivierung des Reportergens.
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Cargo-Rezeptor Bindung
BD AD HF7c wt HF7c pex8A HF7c pex5A HF7c pex7A HF7c pex21A

Pex8p/KS4 Pex5p

PexBp/KS4 Pex1dp

Pex7p Pex8p
Pex8p/KS4 —
Pex7p —_—
o Pex5p
e Pex14p
e Pex8p
Docking-Maschinerie Rezeptor-Translokation

BD AD HF7c pex13a HF7¢ pex14A HF7c pex17A HF7¢ pex10A HF7¢ pex12A

Pex8p/KS4 Pex5p

Pex8p/KS4 Pex14p

Pex7p Pex8p
Pex8p/KS4 —
Pex7p B
R Pex5p
_ Pex14p
_— Pex8p
PMP-
Rezeptor-Recycling Lokalisation
BD AD HF7c pex1a HF7c pex6A HF7c pex15A HF7c pex22A HF7c pex19A

Pex8p/KS4 Pex5p

Pex8p/KS4 Pex14p

Pex7p Pex8p
Pex8p/KS4 _—
Pex7p —_—
—_— Pex5p
e Pex14p
S Pex8p

Abb. 3.8 Two-Hybrid-Untersuchungen in verschiedenen Mutanten des Two-
Hybrid-Stammes HF7c

Two-Hybrid-Interaktionen zwischen Pex8p/KS4 (146-586 aa), Pex5p und Pex14p, zwischen Pex8p
und Pex7p in den jeweiligen Deletionsmutanten im Wildtyp des Stammes HF7c. Die
Deletionsmutanten werden mit den aufgefihrten Plasmiden transformiert, auf Selektivmedien
aufgetragen und auf Reportergenaktivitat untersucht. BD: DNA-Bindedoméane, AD:
Transkriptionsaktivierende Domane, -: Vektor ohne Fremd-DNA, SD: Minimalmedium
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Die Interaktion zwischen Pex8p-KS4 (146-586 aa) und Pex5p kann in allen
untersuchten Mutanten nachgewiesen werden. In HF7c pex13A ist das Wachstum
der Transformante geschwacht, so dass nicht auszuschlieBen ist, dass Pex13p
diese Interaktion beeinflusst. Genauso findet die Interaktion zwischen Pex8p und
Pex7p in allen untersuchten Mutanten statt. Bei beiden Interaktionen ist daher
davon auszugehen, dass sie nicht durch die hier untersuchten peroxisomalen
Proteine vermittelt werden. Die Interaktion zwischen Pex8p-KS4 (146-586 aa)
und Pex14p in den verschiedenen Mutanten ist nicht einheitlich zu beschreiben.
Sie findet weiterhin in Transformanten der Deletionsmutanten HF7c pex1A und
HF7c pex6A (Funktionskreis des Rezeptor-Recycling) und der Mutante HF7c
pex19A (Lokalisation von PMP) statt. Stark abgeschwacht ist diese Interaktion
ebenfalls in den Mutanten HF7c pex8A, HF7c pex7A (Cargo-Rezeptor-Bindung),
HF7c pex17A (Docking-Maschinerie), HF7c pex15A und HF7c pex22A (Rezeptor-
Recycling) zu detektieren. Die Peroxine Pex5p und Pex21p (Cargo-Rezeptor-
Bindung), Pex13p und Pexl14p (Docking-Maschinerie), Pex10p und Pex12p
(Rezeptor-Translokation) scheinen daher die Interaktion zwischen Pex8p-KS4
(146-586 aa) und Pex14p direkt zu vermitteln oder derart zu beeinflussen, dass
ein Fehlen einer dieser Komponenen zum Interaktionsverlust flihrt. Die Peroxine
Pex8p, Pex7p (Cargo-Rezeptor-Bindung), Pex17p (Docking-Maschinerie), Pex15p
und Pex22p (Rezeptor-Recycling) scheinen demzufolge die Interaktion ebenfalls

zu unterstltzen, da ihr Fehlen eine Abschwachung der Interaktion zur Folge hat.

3.9 Pex8p interagiert mit sich selbst

Mit Pex14p existiert ein peroxisomales Membranprotein, dass in der Lage ist, mit
sich selbst zu interagieren. Ob dies auch auf Pex8p zutrifft und eventuell ein
Interaktionsbereich  von Pex8p zu den unter 3.3 beschriebenen
Verklrzungskonstrukten von Pex8p eingrenzbar ist, wurde nachfolgend
untersucht.

Pex8p ist in der Lage mit Pex8p (19-589 aa) und Pex8p/KS4 (146-586 aa) zu

interagieren.
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PJ69-4a Wt
SD
-WLH,-ade BD AD

m Pex8p(19-589%9aa) Pex8p

Pex8p/KS1 Pex8p
Pex8p/KS52 Pex8p
Pex8p/KS3 Pex8p
Pex8p/KS4 Pex8p

Abb. 3.9 Interaktion von Pex8p mit Pex8p

Transformanten des Stammes PJ69-4a wurden auf Selektivmedien aufgetragen und auf
Reportergenaktivitdt untersucht. BD: DNA-Bindedomdne, AD: Transkriptionsaktivierende Domane,
SD: Minimalmedium

Zusammenfassend kdnnen folgende Aussagen getroffen werden:

Pex8p bindet beide PTS-Rezeptoren und interagiert sowohl mit dem
membranstandigen peripheren Peroxin Pex14p als auch mit sich selbst. Es
interagiert nicht mit Pex13p, mit Verklirzungen von Pex13p, mit Pex17p oder mit
dem PTS2-haltigen Protein Fox3p.

Wahrend Pex7p nur mit dem gesamten Pex8-Protein interagieren kann,
interagieren Pex5p, Pex8p und Pex14p sowohl mit Pex8p als auch mit dem
Verklrzungskonstrukt Pex8p/KS4 (146-586 aa).

Zur Interaktion zwischen Pex8p und Pex5p bendétigt Pex5p nicht die TPR-
Domanen, sondern interagiert mit dem Bereich Pex5p(1-312 aa) mit Pex8p.

Die Interaktionen zwischen Pex8p und den Rezeptoren Pex5p und Pex7p werden
durch keines der untersuchten Peroxine vermittelt und scheinen direkt zu sein.
Die Interaktion zwischen Pex8p und Pex14p wird von Peroxinen verschiedener

Funktionskreise beeinflusst.
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3.10 Identifikation des Bindebereiches von Pex8p zu Pex5p
durch Two-Hybrid-Analyse

3.10.1 Ungerichtete Mutagenese von Pex8p durch fehleranfallige PCR

ScPex8p interagiert mit Pex5p (171) und Pex7p (3.2), den Rezeptorproteinen fur
PTS1-und PTS2-Proteine. Welche Relevanz diese Interaktion fur den
Importmechanismus von PTS1-und PTS2-Proteinen in das Peroxisom besitzt, ist
nicht geklart. Die ,Extended Shuttle"-Hypothese besagt, dass die Rezeptoren in
das Lumen der Peroxisomen importiert werden, dort ihre Cargoproteine
entlassen und in einem anschlieBenden Recycling-Prozess zurlick in das Cytosol
der Zelle gelangen. Pex8p koénnte hier die Rolle des intraperoxisomalen
Dockingproteins flr die Cargo-beladenen Rezeptoren Pex5p und Pex7p
Ubernehmen oder flr die Trennung des Cargos vom Rezeptor notwendig sein.
Um die Interaktion von Pex8p zu Pex5p naher zu charakterisieren, wurde
zunachst der Bindebereich von Pex8p zu Pex5p ndher eingegrenzt (3.4).
Nachfolgende Mutagenese von Pex8p sollte einzelne Aminosdureveranderungen
bewirken und den oder die Interaktionsbereiche von Pex8p flir Pex5p naher
definieren, um Aussagen Uber daflir notwendige Aminosdauren oder Bindemotive
treffen zu kénnen. Zu diesem Zweck erfolgte eine ungerichtete Mutagenese von
PEX8. Zur Amplifikation der DNA-Sequenz von PEX8 wurde die tag-Polymerase
(ABgene, Epsom, U.K.) verwendet. Die Tag-Polymerase besitzt keine sogenannte
~proofreading"-Aktivitat (3’-5'-Exonuclease-Aktivitat) und ist daher nicht in der
Lage, falsch eingebaute Nukleotide aus dem neu synthetisierten DNA-Strang zu
entfernen. Dadurch amplifiziert sie DNA-Sequenzen mit einer enzymspezifischen
Fehlerrate. Desweiteren lasst sich die Fehlerrate der Polymerase unter anderem
weiter durch die Verwendung unterschiedlicher Salzkonzentrationen des
Reaktionspuffers und Veranderungen im Gleichgewicht der Nukleotide erhdéhen
(42, 65, 249). Zur Erstellung einer PEX8-DNA-Bibliothek mit zufallsgenerierten
Mutationen wurden alle drei Ansatze verfolgt. Die verwendete DNA-Matritze von
PEX8 umfasste nicht die gesamte, fur das Protein Pex8p codierende Sequenz,
sondern den Bereich von 57-1758 bp (19-586 aa). Die ersten 56 Basenpaare
wurden nicht verwendet, da aus friheren Studien bekannt war, dass das
gesamte Pex8-Protein, fusioniert mit der Gal4p-BD (pPC97), im Hefe-Two-
Hybrid-Assay eine Autoaktivierung der Reportergene hervorruft (169).
Desweiteren fehlte die flur das Peptid SKL codierende Sequenz, da das PTS1-
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Signal von Pex8p flur die Interaktion mit Pex5p nicht notwendig ist. Die PCR-
Produkte wurden zunachst in den Vektor pCRII-TOPO (Invitrogen, Carlsbad
(USA)), nachfolgend in den Two-Hybrid-Vektor pPC97 unter Verwendung
verschiedener Restriktionsendonukleasen einkloniert. Diese PEX8-DNA-Bibliothek
mit zufallsgenerierten Mutationen wird im weiteren Kontext als pPC97-pex8M
(57bp-1758bp), die Proteine als Pex8pM (19-586aa) bezeichnet. Es erfolgte eine
Kotransformation von pPC86-PEX5 und pPC97-pex8M in den Hefe Two-Hybrid-
Stamm PJ69-4a und anschlieBend eine Selektion auf SD_y.-Agarplatten. Diese
Platten wurden als Masterplatten bezeichnet, anhand derer der
Transformationserfolg beurteilt wurde. Die anschlieBende Selektion der
Transformanten auf geeigneten  SD_w.y-Agarplatten ermdglichte eine
Identifizierung der Hefekolonien, die keine Reportergenaktivitdt mehr aufwiesen.
Im Vergleich zu den Masterplatten wuchsen diese Hefekolonien nicht mehr und
wurden den Masterplatten entnommen. Insgesamt interagierten 60% der
Transformanten nicht mehr miteinander. Durch Anzucht dieser Zellen in
Vollmedium verloren sie unter mangelndem Selektionsdruck willktrlich eines
oder beide Plasmide. Ein Teil dieser Flussigkultur wurde auf Vollmedium-
Agarplatten ausplattiert und nach 2-3 Tagen auf SD.y - und SD.. - Agarplatten
Uberstempelt. Es wurden die Zellen selektiert, die nur noch das pPC97-pex8M-
Plasmid trugen. Nach Isolierung der Plasmide aus den Hefezellen wurde die
Plasmid-DNA mittels Elektroporation in E. coli transformiert und nachfolgend
sequenziert. Die im Zusammenhang mit dem Two-Hybrid-Screen ausgefiihrten
Arbeiten erfolgten in Zusammenarbeit mit L. Hodzic (91).

Drei aus dieser Arbeit isolierten Mutationen wurden unter Verwendung der
gerichteten Mutagenese (Quick Change XL Site-Directed Mutagenesis
Kit®,Stratagene, (USA)) vereinzelt in PEX8 eingefiihrt, genannt pex8M-A, pex8M-
C und pex8M-D. Die Proteine Pex8pM-A, Pex8pM-C, Pex8pM-D wurden durch
verschiedene Funktionsanalysen wie Two-Hybrid-Analyse (3.10.4), Wachstums-
und Komplementationstest (3.10.5) auf Olsduremedium sowie
Fluoreszenzmikroskopie (3.10.6) charakterisiert.

In der Abbildung 3.10 sind die einzelnen Schritte dieser Analyse verklrzt

dargestellt.
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Ungerichtete Mutagenese von PEX8 (57-1758 bp)
durch fehleranfallige ("error-prone") PCR

l

' Konstruktion einer Two Hybrid Bibliothek pPC97-pex8M |

Transformation des Yeast Two Hybrid Stammes PJ69-4a ‘
mit den Vektoren pPC97-pex8M und pPC86-PEX5

l

Reverser Yeast Two Hybrid Versuch

2 |3 25
Selektion aller Kotransformanten| |Ausfall der Reportergenaktivitat
SD.wL - Masterplatte SD -WLH

Plasmidisolierung von pPC97-pex8M
aus Kolonien ohne Reportergenaktivitat

l

Sequenzierung isolierter Plasmide und Auswahl einzelner Mutationen]

l

Einflihrung von drei Punktmutationen
Pex8pM-A (S231P) Pex8pM-C (A238V) und Pex8pM-D (T323P)

l

Funktionsanalysen der Punktmutationen |

Two Hybrid Untersuchungen

der Interaktionen zwischen Pex8pM-A (S231P), Pex8pM-C (A238V) und Pex8pM-
D (T323P) und den Peroxinen Pex5p, Pex7p, Pex14p
[

Analyse zur Komplementation

der Pex8p-Deletionsmutante durch Pex8pM-A (S231P), Pex8pM-C (A238V) und Pex8pM-
D (T323P)

[
Fluoreszenzmikroskopie zur Lokalisation von

PTS1- und PTS2-Proteinen in Wildtyp und Pex8p-Deletionsmutante in Anwesenheit von
Pex8pM-A (S231P), Pex8pM-C (A238V) und Pex8pM-D (T323P)

Abb. 3.10 FlieBschema der Arbeitsabldaufe zur ungerichteten Mutagenese und
nachfolgender Analysen

Ungerichtete Mutagenese von PEX8, anschlieBender Two-Hybrid-Screen, gerichtete Mutagenese
und Funktionsanalyse der Proteine Pex8pM-A, Pex8pM-C, Pex8pM-D
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Um zu uberprifen, ob diese mutierten Pex8-Proteine tatsachlich flir den Ausfall
der Interaktion 2zu Pex5p verantwortlich waren, wurden die aus der
Plasmidisolierung gewonnenen pPC97-pex8M-Plasmide erneut mit pPC86-PEX5 in
den Stamm PJ69-4a kotransformiert. In Abbildung 3.11 ist das Ergebnis dieser
Two-Hybrid-Untersuchung dargestellt.

P169-4a Wt
SD

BD AD -WLH,-ade
Pex8p(19-586aa)M-4 Pex5p
Pex8p(19-586aa)M-5 Pex5p
Pex8p(19-586aa)M-9 Pex5p
Pex8p(19-586aa)M-13 Pex5p
Pex8p(19-586aa)M-19 Pex5p
Pex8p(19-586aa)M-20 Pex5p
Pex8p(19-586aa)M-39 Pex5p
Pex8p(19-586aa)M-51 Pex5p
Pex8p(19-586aa)Wt Pex5p

Abb. 3.11 Hefe Two-Hybrid-Analyse isolierter pPC97-pex8M-Plasmide

Aus der unter Kapitel 3.10.1 beschriebenen Two-Hybrid-Untersuchung isolierte pPC97-pex8M-
Plasmide werden erneut mit dem Vektor pPC86-PEX5 in den Stamm PJ69-4a kotransformiert und
die Fusionsproteine auf Interaktion zueinander getestet. BD: DNA-Bindedomane, AD:
Transkriptionsaktivierende Domédne, SD: Minimalmedium

Keines der mutierten Pex8-Proteine war noch in der Lage mit Pex5p zu
interagieren. Daher konnten diese pPC97-pex8M-Plasmide zur weiteren Analyse

verwendet werden.

3.10.2 Sequenzanalyse der Pex8pM-Proteine, die nicht mehr mit dem
Rezeptorprotein Pex5p interagieren

Die unter Kapitel 3.10.1 beschriebene Mutationsbibliothek von PEX8, pPC97-
pex8M wurde mit pPC86-PEX5 kotransformiert. Aus den Kolonien ohne
Reportergenaktivitat wurde das jeweilige pPC97-pex8M-Plasmid isoliert und in E.

coli transformiert. Die nach Transformation von E. coli gewonnene Plasmid-DNA
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wurde sequenziert. Die erhaltenen DNA-Sequenzdaten von sieben pPC97-pex8M

—-Plasmiden sind in den Abbildungen 3.12, 3.13 und Tabelle 3.3 dargestellt.

1 Leucin-Zipper
™2
v
' 253-275
19 103-112 146 167-183 86-302 440 86
1aa_i | 589 aa
PTS2 PTS1
|146 aa PBE aa
[ PexBplKS4 |
A189G T691C
bp | | bp
19 aa 586 aa
Qe3P S231P
G197A C713T ATITC
bp ! ' t bp
19aa 586 aa
R66H [A238V | [T327P |

Abb. 3.12 Schematische Darstellung der Sequenzdaten nach Two-Hybrid-Screen
erhaltener pPC97-pex8M-Plasmide

1) Darstellung der Klone pPC97-pex8M-20 und pPC97-pex8M-51. Die Mutationen dieser Klone
wurden fir die gerichtete Mutagenese einzeln in PEX8 eingefiihrt.

Auswabhlkriterien fir die erneute Einfihrung einer Mutation durch gerichtete Mutagenese:

(a) die Mutationen lagen im Bereich Pex8p/KS4 (146-586 aa), der ausreichend fiir die Interaktion

zwischen Pex8p und Pex5p ist.

(b) auf der Ebene der Aminosauren wurde eine Veranderung verursacht.
(¢) durch Austausch der Aminosauren wurden die Ladungsverhaltnisse verandert.
(d) die relative Lage der Mutationen zu den Motivvorschldgen der unterschiedlichen in silico-

Analysen von Pex8p.
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2 Leucin-Zipper
™1 L ™2
i 253-275 |
19 103112 146 167-183 l&ss-anz 440 586
1aa I S 56 2
PTS2 PTS1
I146 aa FBS aa
| Pex8p/KS4 |
ABIC
T86A
T101C
A378G G1566A
bp — C704in|  |T766g) bp
586 aa
Q126Q
V3R L5221
[12eN
23H A1667G
T223C T1674C
- AS495e | by
19 aa 586 aa
F75L| L558
K556R|
A1013C
T1052C
G528A A1154G
g | . bp
e —
|
N385S
V351A]
Y3388
AB9C T425C
|
bp -bp
19 aa 586 aa
Q23H L142P]
T439C |A1249G
bp l bp
19 aa | flonay 586 aa
N146N G416G

Abb. 3.13 Schematische Darstellung der Sequenzdaten nach Two-Hybrid-Screen
erhaltener pPC97-pex8M-Plasmide

2) Darstellung der Klone pPC97-pex8M-4, pPC97-pex8M-9, pPC97-pex8M-13, pPC97-pex8M-19
und pPC97-pex8M-39. Die Mutationen dieser Klone wurden fiir die gerichtete Mutagenese nicht in
Betracht gezogen. Auswahlkriterien siehe Abbildungsunterschrift Abb. 3.12.
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Tab. 3.3 Tabellarische Zusammenfassung der Sequenzdaten nach Two-Hybrid
Screen erhaltener pPC97-pex8M-Plasmide

DNA-Sequenz | Aminosauresequenz
Klon 4 A 69 C Q23 H
T86 A I29N
T101C V 34 A
A 378 G Q126 Q
Klon 5 = A 189 G Q63P
Klon 20 T691C S231P
Klon 9 T223C F75L
A 1667 G K 556 R
T 1674 C L 558 L
Klon13 G528 A L176 L
A 1013 C Y 338 S
T 1052 C V 351 A
A 1154 G N 385 S
Klon 19 A 69 C Q23 H
T425C L142P
Klon 39 T 439 C N 146 N
A 1249 G G416 G
Klon51 G197 A R 66 H
C7137 A 238V
A979C T327P

Rot markiert sind die Mutationen, welche erneut durch gerichtete Mutagenese in PEX8 eingeflihrt
wurden.

Alle sieben bzw. acht pPC97-pex8M-Plasmide wiesen multiple Veranderungen der
DNA-Sequenz auf. Daher wurden vier Kriterien fiur die Auswahl der Mutationen
durch gerichtete Mutagenese bericksichtigt:
(a) Die Mutationen lagen im Bereich Pex8p/KS4 (146-586 aa), der
ausreichend fir die Interaktion zwischen Pex8p und Pex5p ist.
(b)  Auf der Ebene der Aminosauren wurde eine Veranderung verursacht.
(c) Durch Austausch der Aminosauren wurden die Ladungsverhaltnisse
verandert.
(d) Die Mutationen befanden sich in der Nahe zu den Motivvorschlagen der
unterschiedlichen in silico-Analysen von Pex8p.
Aus diesen Grinden wurden die Plasmide pPC97-pex8M-4, pPC97-pex8M-9,
pPC97-pex8M-13, pPC97-pex8M-19 und pPC97-pex8M-39 nicht fur die

nachfolgende gerichtete Mutagenese in Betracht gezogen. Zur Vereinzelung der
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Mutationen wurden die Sequenzdaten der Plasmide pPC97-pex8M-51 und pPC97-
pex8M-20 herangezogen.

3.10.3 Einfiihrung und Analyse von Einzelmutationen in PEX8
Aus den unter Tabelle 3.3 beschriebenen Sequenzdaten wurden drei Mutationen
nach genannten Auswahlkriterien einzeln durch gerichtete Mutagenese in PEXS8

eingefthrt. In Abbildung 3.14 sind die vereinzelten Mutationen dargestelit.

Leucin-Zipper

™1 L™
| 253-275
19 103-112 146 167-183 86-302 440 586
| 1
12a| ' ] | T| , 589 aa
PTS2 | PTS1

Pex8pM-A| [Pex8pM-C Pex8pM-D
S231P A238V T327P

Abb. 3.14 Darstellung der einzeln in Pex8p eingefiihrten Mutationen Pex8pM-A (S231P),
Pex8pM-C (A238V), Pex8pM-D (T327P)

Die Mutationen T691C (S231P), C713T (A238V) und A979C (T327P) wurden einzeln mit Hilfe der
gerichteten Mutagenese in PEX8 eingefihrt. FUr Two-Hybrid-Analysen, Wachstumstests und
Fluoreszenzmikroskopie erfolgte deren Klonierung in die entsprechenden Vektoren.

3.10.4 Two-Hybrid-Analyse der Mutationen Pex8pM-A (S231P),
Pex8pM-C (A238V), Pex8pM-D (T327P)

Die jeweils codierenden Sequenzen der Mutationen pex8M-A, pex8M-C, pex8M-D
wurden in die Two-Hybrid-Vektoren pPC97 und pPC86 einkloniert. Eine
anschlieBende Two-Hybrid-Untersuchung sollte zeigen, ob diese Mutationen von
Pex8p noch in der Lage waren mit Pex5p zu interagieren. Da Pex8p ebenfalls mit
den Peroxinen Pex7p und Pex14p interagiert, wurden diese mutierten Pex8-
Proteine ebenfalls auf ihre Interaktionsfahigkeit mit Pex7p und Pex14p getestet.
Bei der Klonierung der jeweiligen Pex8p-Konstrukte wurden jeweils
Fragmentldangen von Pex8p erzeugt, die sowohl zur Interaktion mit dem
jeweiligen Partner notwendig waren, als auch Bereiche von Pex8p ausgespart,

die zur Autoaktivierung der Reportergene fiihrten (169).
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In Abbildung 3.15 sind die Interaktionsstudien von Pex8pM-A (S231P), Pex8pM-C

(A238V), Pex8pM-D (T327P) mit den Peroxinen Pex5p, Pex7p und Pexl4p
zusammengefasst.

PJ69-4a Wt

BD AD

Pex8p(19-589aa)Wt Pex8p(1-589aa)Wt

Pex8p(19-589aa)M-A (S231P) Pex8p(1-589aa)M-A (S5231P)

Pex8p(19-589aa)M-C (A238V) Pex8p(1-589aa)M-C (A238V)

Pex8p(19-589aa)M-D (T327P) Pex8p(1-589aa)M-D (T327P)

Abb. 3.15 Interaktionen zwischen Pex8pM-A (S231P), Pex8pM-C (A238V),
Pex8pM-D (T327P) und den Peroxinen Pex5p, Pex7p und Pex14p

Der Two-Hybrid-Stamm PJ69-4a wurde mit den jeweiligen Plasmiden transformiert und das
Wachstum der Transformanten auf SD-Medium getestet. BD: DNA-Bindedomdne, AD:
Transkriptionsaktivierende Domdne, SD: Minimalmedium

Die Mutationen Pex8pM-A (S231P) und Pex8pM-C (A238V) bewirken eine Ausfall
der Protein-Protein-Interaktion zwischen Pex5p und Pex8p, wahrend Pex5p mit
Pex8pM-D (T327P) weiterhin interagieren kann.

Pex7p kann nicht mehr mit Pex8pM-A (S231P) und Pex8pM-D (T327P)
interagieren, jedoch mit Pex8pM-C (A238V). Alle Protein-Protein-Interaktionen

zwischen Pex14p und den drei mutierten Pex8p-Proteinen sind ausgefallen.
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3.10.5 Komplementationsanalyse der Mutationen Pex8pM-A (S231P),
Pex8pM-C (A238V), Pex8pM-D (T327P) in UTL-7A pex8A

Um zu ermitteln, ob die jeweiligen Mutationen Pex8pM-A (S5231P), Pex8pM-C
(A238V), Pex8pM-D (T327P) in der Lage sind den Wachstumsdefekt der
Deletionsmutante UTL-7A pex8A zu komplementieren, wurden die jeweiligen flr
Pex8pM-A (S231P), Pex8pM-C (A238V) und Pex8pM-D (T327P) codierenden
Sequenzen in einen Vektor mit 6lsdureinduzierbarem FOX3-Promotor (2.5.1)
kloniert. Sowohl UTL-7A als auch UTL-7A pex8A wurden mit den jeweiligen
Plasmiden transformiert und auf Oleatplatten in verschiedenen
Verdlinnungsstufen aufgetlpfelt. In Abbildung 3.16 ist der Wachstumstest
dargestellt.

Wildtyp pex8 A

Pex8p Wt
Pex8pM-A (S231P)

Pex8pM-C (A238V)

®
F e HE
FCA
* 3"
* »
&

2

e,

-

Pex8pM-D (T327P)

pex8 A

I XN | NS

Kontrollen Transformanten

-
.

10 x Verdunnung 10 x Verdiinnung

Abb. 3.16 Funktionelle Komplementation von UTL-7A pex8A durch Pex8pM-A (S231P),
Pex8pM-C (A238V), Pex8pM-D (T327P)

Komplementationsanalyse von UTL-7A pex8A durch Pex8pM-A (S231P), Pex8pM-C (A238V),
Pex8pM-D (T327P) im Vergleich zu UTL-7A und UTL-7A pex8A, Wachstumsverhalten der genannten
Transformanten auf 0&lsaurehaltigem Agar bei 30°C, Inkubation 7 Tage, Aufgetragen jeweils
10fach-Verdinnungen.

Alle mutierten Proteine Pex8pM-A (S231P), Pex8pM-C (A238V), Pex8pM-D
(T327P) sind in der Lage den Wachstumsdefekt der Pex8p-Deletionsmutante zu
komplementieren. Obwohl Pex8pM-A (S231P) im Hefe Two-Hybrid-System einen
Komplettausfall zu allen getesteten Peroxinen Pex5p, Pex7p und Pexl14p
aufweist, kann der Hefestamm UTL-7A pex8A [Pex8pM-A (S231P)] auf
Olsaureplatten wachsen. Gleiches gilt fiir die beiden anderen mutierten Proteine.

Daraus lasst sich folgern, dass die beobachteten Interaktionen von Pex8p zu den
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Peroxinen Pex5p, Pex7p und Pex14p nicht direkt mit dem Import von PTS1- und

PTS2-Proteinen zusammenhangen.

3.10.6 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zum Import von
PTS1- und PTS2-Proteinen in Peroxisomen in Anwesenheit der Proteine
Pex8pM-A (S231P), Pex8pM-C (A238V), Pex8pM-D (T327P)

Um die unter Kapitel 3.10.5 beschriebenen Ergebnisse fluoreszenzmikroskopisch
zu validieren, wurden sowohl UTL-7A und UTL-7A pex84 gleichzeitig mit drei
verschiedenen Vektoren transformiert. Der erste Vektor (2.5.1) codiert flr ein
Fusionsprotein aus dem PTS2-Signal und dem rot fluoreszierenden
Reporterprotein DsRed. Er wurde vor der Transformation der Hefezellen
linearisiert, so dass durch homologe Rekombination die Integration des Vektors
in das Genom von S. cerevisiae erfolgte. Der zweite Vektor (2.5.1) codiert flr ein
Fusionsprotein aus dem PTS1-Signal und dem grin fluoreszierendem
Reporterprotein GFP. Der dritte Vektor (3.10.5) besteht aus der jeweiligen fur
Pex8pM-A (S231P), Pex8pM-C (A238V) und Pex8pM-D (T327P) codierenden
Sequenz.

In Abbildung 3.17 ist die Lokalisationsanalyse dieser PTS1- und PTS2-

Fusionsproteine in Anwesenheit der jeweiligen Pex8p-Mutationen dargestelit.

Die PTS1- und PTS2-Fusionsproteine in Abbildung 3.17 zeigen in allen Zellen ein
deckungsgleiches punktiertes Muster. Es gibt zu den transformierten
Wildtypzellen und den transformierten pex84-Zellen keinen Unterschied im
Vergleich zum Verteilungsmuster der Proteine PTS2-dsRed und PTS1-GFP.

Dies deckt sich mit der unter Kapitel 3.10.5 beschriebenen Wachstums- und
Komplementationsanalyse der Pex8p-Deletionsmutante mit den jeweiligen
Mutationen von Pex8p, bei der alle Transformanten in der Lage waren auf

Oleatmedium zu wachsen.
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1 pex8A
[GFP-PTS1] [PTS2-DsRed]

[Pex8p Wt] [Pex8pM-A (S231P)]

pex8A yp
[GFP-PTS1] [PTS2-DsRed] [PTS2-DsRed]

,

GFP-P

Abb. 3.17 Lokalisationsanalyse von GFP-PTS1 und PTS2-DsRed in UTL-
7A pex8A [Pex8pM-A (S231P)], UTL-7A pex8A [Pex8pM-C (A238V)] und UTL-
7A pex8A [Pex8pM-D (T327P)]

1) pex8A [GFP-PTS1][PTS2-DsRed] wurde mit den fiir Pex8p Wt, Pex8pM-A (S231P), Pex8pM-C
(A238V) und Pex8pM-D (T327P) codierenden Plasmiden transformiert und die Lokalisation beider
Fluoreszenzproteine mikroskopisch untersucht.

2) Lokalisation der Fluoreszenzproteine in pex8A und Wildtyp.

Die Transformanten wurden 3-5 Tage auf Oleatplatten inkubiert. Zur Mikroskopie wurde von den
Oleatplatten enthnommenes Zellmaterial verwendet.
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3.11 Wie gelangt Pex8p an die peroxisomale Membran?

In der Primarsequenz von Pex8p ist am extremen C-Terminus ein PTS1-Signal
und im N-terminalen Bereich ein moégliches PTS2-Signal zu identifizieren (171).
Dies legt die Vermutung nahe, dass Pex8p durch einen der beiden Rezeptoren
oder durch deren Zusammenwirken zur peroxisomalen Membran gelangt. Rehling
et al. beschrieben, dass UTL-7Apex8A Zellen durch ein Pex8-Protein ohne SKL
komplementiert werden kdénnen (171). Dies scheint eine Rolle des PTS1-
Rezeptors beim Targeting von Pex8p zur peroxisomalen Membran zumindest
Uber dessen PTS1-Signal auszuschlieBen. Es weist aber gleichzeitig auf eine
zweite Bindungsstelle von Pex5p zu Pex8p hin, da auch zur Interaktion der
beiden Peroxine im Two-Hybrid-System ebenfalls das PTS1-Signal von Pex8p
nicht notwendig ist, und die TPR-Domanen von Pex5p ebenfalls entbehrlich sind
(3.5). Ungeklart ist ebenfalls, ob Pex7p flr das Targeting von Pex8p zur
peroxisomalen Membran bendétigt wird. Daher sollte in nachfolgenden Analysen
das Targeting von Pex8p-ProtA in Abhangigkeit der beiden Rezeptoren

untersucht werden.

3.11.1 Dichtegradientenzentrifugation

Zur Bestimmung der intrazelluldaren Lokalisation von Pex8p-ProtA in den
Mutanten UTL-7A pex5A, UTL-7A pex/7A, UTL-7A pex5A pex7A wurde ein
zellfreies Lysat der Zellen auf einen kontinuierlichen 32-54%igen Saccharose-
Dichtegradienten aufgetragen und durch isopyknische Zentrifugation getrennt.
Dadurch wurde eine Trennung der einzelnen Organellentypen, insbesondere der
Peroxisomen und Mitochondrien, sowie die Trennung der |8slichen Bestandteile
voneinander mdglich. Olsdure-induzierte Peroxisomen sind im Bereich der
Dichten 1,21-1,23 g/cm?® zu finden, wahrend Mitochondrien im Dichtebereich
1,17-1,18 g/cm?® detektierbar sind. Die biochemischen Analysen dieser
Dichtegradienten sind in den Abbildungen 3.18 bis 3.21 dargestellt.

Die Peakfraktion des peroxisomalen Leitenzyms Katalase konnte im UTL-
7A[Pex8p-ProtA] in der Fraktion 11 bei einer Dichte von 1,23 g/cm?® detektiert
werden. Die Fumarase hatte in Fraktion 15 bei einer Dichte von 1,18 g/cm? ihr
Maximum. Damit waren beide Enzyme im erwarteten Dichtebereich zu finden.
Fox3p und das peroxisomale Membranprotein Pex13p hatten in den Fraktionen

11 und 13 ihr Maximum. Beide Proteine konnten auch in Fraktionen geringerer
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Dichte detektiert werden. Pex8p-ProtA war nur schwach zu detektieren, befand
sich aber ebenfalls in den Fraktionen 11 und 13, sowie in der Fraktion 27. Die
Verteilung der Leitenzyme des Stammes UTL-7A[Pex8p-ProtA] entsprach einer
typischen Verteilung. Damit konnte UTL-7A[Pex8p-ProtA] als Positivkontrolle
gelten. Da alle analysierten Zellen wie UTL-7A[Pex8p-ProtA] behandelt wurden,
konnte davon ausgegangen werden, dass sowohl die Verteilung ihrer Leitenzyme
Katalase und Fumarase als auch die Verteilung der immunologisch
nachgewiesenen Proteine Fox3p, Pex8p-ProtA und des Membranmarkers Pex13p

einer in vivo-ahnlichen Verteilung entsprach.

UTL-7A [Pex8p-ProtA]

120 1,35
—+— Katalase —=— Fumarase Dichte

100 - - 1.3

g 1,25
m 80 - &
2 12 &
< 60 A =
2 i 2z
-% v\ - 115 5
© 40 a

;. 1.1

20 - | 1,05

0 - ﬁ +* : ) W T T T T T T T 1
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27
Fraktion

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27

I i 3 \ I_flq—Pepr-ProtA
[ — D QD G S— e o Mq—FoxSp
e .’ . L e v |e—Pex13p

Abb. 3.18 Subzelluldare Fraktionierung des zellfreien Lysates von UTL-7ZA[Pex8p-ProtA]
mittels eines kontinuierlichen 32-54%igen Saccharose-Dichtegradienten

Ein zellfreies Lysat aus Olsdure-induzierten Zellen wurde durch einen 32-54%igen Saccharose-
Dichtegradienten aufgetrennt und immunologisch auf die Verteilung der peroxisomalen Proteine
Pex8p-ProtA, Fox3p und Pex13p analysiert. Der Nachweis der peroxisomalen Katalase und
mitochondrialen Fumarase erfolgte durch die Bestimmung der Enzymaktivitdten. Zur
immunologischen Detektion der peroxisomalen Proteine wurden gleiche Volumenanteile der
einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE getrennt und auf Nitrozellulose immobilisiert. Die
Nitrozellulose wurde mit spezifischen Antikdrpern inkubiert und Immunkomplexe unter Verwendung
des ECL-Systems detektiert.
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Abb. 3.19 Subzelluldare Fraktionierung des zellfreien Lysates von UTL-7A pex5A[Pex8p-
ProtA] mittels eines kontinuierlichen 32-54%igen Saccharose-Dichtegradienten

Ein zellfreies Lysat aus Olsdure-induzierten Zellen wurde durch einen 32-54%igen Saccharose-
Dichtegradienten aufgetrennt und immunologisch auf die Verteilung der peroxisomalen Proteine
Pex8p-ProtA, Fox3p und Pex13p analysiert. Der Nachweis der peroxisomalen Katalase und
mitochondrialen Fumarase erfolgte durch die Bestimmung der Enzymaktivitdten. Zur
immunologischen Detektion der peroxisomalen Proteine wurden gleiche Volumenanteile der
einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE getrennt und auf Nitrozellulose immobilisiert. Die
Nitrozellulose wurde mit spezifischen Antikdrpern inkubiert und Immunkomplexe unter Verwendung
des ECL-Systems detektiert.

In UTL-7A pex5A[Pex8p-ProtA] befand sich die Katalase in den Fraktionen 21-27
und hatte ihr Maximum in der Fraktion 25 bei einer Dichte von 1,07 g/cm?®. Die
Verteilung der Fumarase war von dieser Verschiebung in den Bereich niedrigerer
Dichte im Vergleich zum Wildtypen nicht beeinflusst. Obwohl der Import des
Fox3-Proteins in Peroxisomen vom Fehlen des PTS1-Rezeptors nicht betroffen ist,
befand sich die Thiolase (Fox3p) im Vergleich zum Wildtypen in Fraktionen
geringerer Dichte, besonders in den Fraktionen 17-23. Damit einher ging eine
Verschiebung des peroxisomalen Membranmarkerproteins Pex13p in denselben
Bereich mit einem Maximum bei Fraktion 19. Diese Verschiebung kénnte mit der
Tatsache einhergehen, dass alle PTS1-Proteine durch das Fehlen von Pex5p

misslokalisiert und Peroxisomen somit leichter und in geringeren Dichtebereichen
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aufzufinden sind (88). Pex8p-ProtA war in den Fraktionen 21 und 23 schwach zu
detektieren. In diesen Fraktionen der Dichte 1,13-1,11 g/cm? sind alle 18slichen
Bestandteile zu detektieren. Allerdings ist eine Differenzierung von Iéslichen und
membranassoziierten Bestandteilen in diesem Dichtebereich nicht madglich.
Aufgrund der Detektion von Fox3p als auch von Pex13p in eben diesen
Fraktionen ist daher nicht auszuschlieBen, dass Pex8p-ProtA membranassoziiert
vorliegt. Dies machte eine nachfolgende Lokalisationsanalyse von Pex8p-ProtA in

dieser Mutante durch diskontinuierlichen Flotationsgradienten nétig.
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Abb. 3.20 Subzelluldare Fraktionierung des zellfreien Lysates von UTL-7A pex7A[Pex8p-
ProtA] mittels eines kontinuierlichen 32-54%igen Saccharose-Dichtegradienten

Ein zellfreies Lysat aus Olsiure-induzierten Zellen wurde durch einen 32-54%-igen Saccharose-
Dichtegradienten aufgetrennt und immunologisch auf die Verteilung der peroxisomalen Proteine
Pex8p-ProtA, Fox3p und Pex13p analysiert. Der Nachweis der peroxisomalen Katalase und
mitochondrialen Fumarase erfolgte durch die Bestimmung der Enzymaktivitdten. Zur
immunologischen Detektion der peroxisomalen Proteine wurden gleiche Volumenanteile der
einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE getrennt und auf Nitrozellulose immobilisiert. Die
Nitrozellulose wurde mit spezifischen Antikdrpern inkubiert und Immunkomplexe unter Verwendung
des ECL-Systems detektiert.

In UTL-7A pex/A[Pex8p-ProtA] entsprachen die Verteilungen von Katalase und

Fumarase denen des Wildtyps. Trotz erheblicher Detektionsprobleme war eine
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leichte Verschiebung von Pex8p-ProtA im Vergleich zum Wildtyp in einer Fraktion
geringerer Dichte (Fraktion 15, 1,18 g/cm?®) auszumachen. Fox3p war durch das
Fehlen des PTS2-Rezeptors nicht in den Fraktionen peroxisomaler Dichte zu
detektieren, sondern in den Fraktionen 15-27 und hatte seine Maxima in den
Fraktionen 19 und 21 (1,14 g/cm?3). Pex13p hatte sein Maximum in Fraktion 11,

konnte aber auch in weiteren Fraktionen (9-27) detektiert werden.
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Abb. 3.21 Subzelluldre Fraktionierung des zellfreien Lysates von UTL-7A pex5A pex7A
[Pex8p-ProtA] mittels eines kontinuierlichen 32-54%igen Saccharose-Dichtegradienten

Ein zellfreies Lysat aus Olsiure-induzierten Zellen wurde durch einen 32-54%igen Saccharose-
Dichtegradienten aufgetrennt und immunologisch auf die Verteilung der peroxisomalen Proteine
Pex8p-ProtA, Fox3p und Pex13p analysiert. Der Nachweis der peroxisomalen Katalase und
mitochondrialen Fumarase erfolgte durch die Bestimmung der Enzymaktivitdten. Zur
immunologischen Detektion der peroxisomalen Proteine wurden gleiche Volumenanteile der
einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE getrennt und auf Nitrozellulose immobilisiert. Die
Nitrozellulose wurde mit spezifischen Antikdrpern inkubiert und Immunkomplexe unter Verwendung
des ECL-Systems detektiert.

Wahrend in UTL-7A pex5A pex7A [Pex8p-ProtA] die Katalase in der Fraktion 24
(Dichte 1,11 g/cm?®) ihr Maximum hatte, waren die jeweiligen Maxima der
Proteine Pex8p-ProtA, Fox3p und Pex13p in der Fraktion 21 (Dichte 1,13 g/cm?)

zu finden. Sie waren aber ebenfalls in weiteren Fraktionen zu identifizieren. Da



73 Ergebnisse

auch hier eine Ubereinstimmende Identifizierung von Pex8p-ProtA sowohl mit
dem Membranprotein Pex13p, als auch mit der mislokalisierten Thiolase (Fox3p)
auftrat, war keine eindeutige Aussage (Uber eine cytosolische oder
membranabhangige Lokalisation zu treffen und machte eine nachfolgende
Lokalisationsanalyse von Pex8p-ProtA in dieser Mutante durch diskontinuierlichen
Flotationsgradienten noétig.

Tabelle 3.4 fasst die Verteilungen der Leitenzyme und immunologischen
Nachweise der Dichtegradientenzentrifugation der Zellen UTL-7A pex5A, UTL-7A
pex7A , UTL-7A pex5A pex7A zusammen.

Tab. 3.4 Tabellarische Zusammenfassung der Lokalisationsanalyse des Proteins Pex8p-
ProtA in UTL-7A, UTL-7ZA pex5A, UTL-7A pex7A, UTL-7A pex5Apex7A durch
Dichtegradientenzentrifugation

Enzymatische Messung Immunologischer Nachweis
relative Aktivitdat 100 % Peakfraktionen, weitere Fraktionen
Fraktion [Nr.]/ Dichte [g/cm?3]
Katalase Fumarase Pex8p-ProtA Pex13p Fox3p
WT + F11 F 15 13, 27 11, 13 9-27
D123 b1,18 11 21-27 11, 13
pex5A+ F 25 F 15 21, 23 15-27 11-27
D 1,07 D1,17 19 17-23
pex7A+ F1l1 F 16 15 17-21 13-27
D 1,22 D 1,17 11 19. 21
pex5pex7A+ |F 24 F 15 19-25 15-23 19-23
D 1,07 D119 21 19, 21 21

+ = [Pex8p-ProtA]
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3.11.2 Flotation

Bei der unter Kapitel 3.11.1 durchgeflihrten Dichtegradientenzentrifugation war
eine eindeutige Trennung von membrandsen Strukturen und cytosolisch
vorliegenden Komponenten nicht maoglich. Bei dieser  Art der
Dichtegradientenzentrifugation besteht die  Mdglichkeit, dass neben
membrandsen Strukturen auch cytosolische Proteinaggregate sedimentieren und
somit in den Gradienten einwandern. Um diese Mdglichkeit auszuschlieBen und
eine eindeutige Aussage Uber die Lokalisation von Pex8p-ProtA - cytosolisch oder
membrangebunden - in den untersuchten Mutanten treffen zu kdnnen, erfolgte
eine Analyse der Lokalisation von Pex8p-ProtA in den verschiedenen Mutanten
mittels diskontinuierlicher Flotationsgradienten. Grundlegend sind in einem
diskontinuierlichen Flotationsgradienten Proteinaggregate und cytosolische
Proteine nicht zur Flotation in den Gradienten befahigt und verbleiben am Boden
des Gradienten. Daher wurde ein zellfreies Lysat (50%ig) mit 46%iger, 38%iger
und 25%iger Saccharoselésung lUberschichtet und zentrifugiert. Peroxisomen und
Mitochondrien konnten in den Gradienten entsprechend ihrer Dichte einwandern,
genauso wie Peroxisomale Membranstrukturen, sogenannte , ghosts", in der Lage
waren, sich vom udberschichteten zellfreien Lysat im Gradienten zu verteilen.
~,Ghosts" befinden sich dann typischerweise in den oberen Fraktionen des
diskontinuierlichen Flotationsgradienten (74). In den Abbildungen 3.22 bis 3.25

sind die biochemischen Analysen dargestellt.

In UTL-7A[Pex8p-ProtA] war die Peakfraktion des peroxisomalen Leitenzyms, der
Katalase, in der Fraktion 9 bei einer Dichte von 1,21 g/cm® zu detektieren. Die
Fumarase hatte in Fraktion 13 bei einer Dichte von 1,19 g/cm?® ihr Maximum.
Damit waren beide Enzyme im erwarteten Dichtebereich zu finden. Genauso
hatten Fox3p und das peroxisomale Membranprotein Pex13p in den Fraktionen 9
und 11 ihr Maximum. Beide Proteine konnten auch geringfligig in Fraktionen
geringerer Dichte detektiert werden. Pex8p-ProtA befand sich in den Fraktionen
5-13, sowie geringfligig in der Fraktion 15-27. Was die Verteilung der Leitenzyme
des Stammes UTL-7A[Pex8p-ProtA] anbetrifft, kann dieser daher als
Positivkontrolle dieser Analyse verwendet werden. Da alle analysierten Zellen wie
UTL-7A[Pex8p-ProtA] behandelt wurden, konnte davon ausgegangen werden,

dass sowohl die Verteilung ihrer Leitenzyme Katalase und Fumarase als auch die



75

Ergebnisse

Verteilung der immunologisch nachgewiesenen Proteine Fox3p, Pex8p-ProtA und

des Membranmarkers Pex13p einer in vivo-ahnlichen Verteilung entsprach.

UTL-7A [Pex8p-ProtA]

120 1,26
—+— Katalase —a Fumarase Dichte
. 100 4 T 1.24
R
= 1122 _
£ 80 @
2 £
< r12 3
® 60 [
E 11,18 ﬁ
2 40 =)
4 1,16
3
203 / 1,14
) ]
0 T T T T T T T T T T T T |l 1'12
1 3 5 7 9 1M 13 15 17 19 21 23 25 27
Fraktion

1 3 5§ 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27
[T e———— - _ J+— Pex8p-Prota
|\-h—--- . |‘_ Fox3p
I g O = |4— Pex13p

Abb. 3.22 Diskontinuierlicher Flotationsgradient des zellfreien Lysates von UTL-7A
[Pex8p-ProtA]

Ein zellfreies Lysat aus Olsdure-induzierten Zellen wurde durch einen diskontinuierlichen
Flotationsgradienten aufgetrennt und immunologisch auf die Verteilung der peroxisomalen Proteine
Pex8p-ProtA, Fox3p und Pex13p analysiert. Der Nachweis der peroxisomalen Katalase und
mitochondrialen Fumarase erfolgte durch die Bestimmung der Enzymaktivitditen. Zur
immunologischen Detektion der peroxisomalen Proteine wurden gleiche Volumenanteile der
einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE getrennt und auf Nitrozellulose immobilisiert. Die
Nitrozellulose wurde mit spezifischen Antikérpern inkubiert und Immunkomplexe unter Verwendung
des ECL-Systems detektiert.

In UTL-7A pex5A[Pex8p-ProtA] befand sich die Katalase in den Fraktionen 1-9
und hatte ihr Maximum in der Fraktion 3 bei einer Dichte von 1,24 g/cm®. Die
Verteilung der Fumarase war mit derjenigen im Wildtyp vergleichbar.

Die Thiolase (Fox3p) befand sich ebenfalls in Fraktion 3 bei einer Dichte von 1,24
g/cm?®. Obwohl ein Restimport von PTS2-Proteinen in peroxisomale Strukturen
stattfindet (88), konnte Fox3p nicht in weiteren Fraktionen detektiert werden.
PTS1-Proteine sind Peroxisomen in
die

Membranmarkerproteins Pex13p, welches in den Fraktionen 5-27 detektierbar

Durch das Fehlen aller geringeren

Dichtebereichen aufzufinden. Dies zeigt Verteilung des
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war und seine Maxima in den Fraktionen 23-27 hatte. Offenbar ist die
Konzentration der Fox3-Proteine in den Fraktionen geringerer Dichte unter der
immunologischen Nachweisgrenze. Pex8p-ProtA war sowohl in den Fraktionen 1-
5 also auch in den Fraktionen 23-27 zu detektieren. Aufgrund der Detektion von
Fox3p als auch von Pex13p in eben diesen Fraktionen schien Pex8p-ProtA

membranassoziiert vorzuliegen.
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Abb. 3.23 Diskontinuierlicher Flotationsgradient des zellfreien Lysates von UTL-7A pex5A
[Pex8p-ProtA]

Ein zellfreies Lysat aus Olsiure-induzierten Zellen wurde durch einen diskontinuierlichen
Flotationsgradienten aufgetrennt und immunologisch auf die Verteilung der peroxisomalen Proteine
Pex8p-ProtA, Fox3p und Pex13p analysiert. Der Nachweis der peroxisomalen Katalase und
mitochondrialen Fumarase erfolgte durch die Bestimmung der Enzymaktivitdten. Zur
immunologischen Detektion der peroxisomalen Proteine wurden gleiche Volumenanteile der
einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE getrennt und auf Nitrozellulose immobilisiert. Die
Nitrozellulose wurde mit spezifischen Antikdrpern inkubiert und Immunkomplexe unter Verwendung
des ECL-Systems detektiert.
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In UTL-7A pex7A[Pex8p-ProtA] verhielten sich die Verteilungen der Katalase und
Fumarase im jeweiligen Dichtebereich vergleichbar mit dem Wildtyp (siehe Abb.
3.22). Fox3p war durch das Fehlen des PTS2-Rezeptors ausschlieBlich in den
Fraktionen 1-7 zu detektieren. Pex8p-ProtA konnte hingegen sowohl in den
Fraktionen 1-13, als auch in den Fraktionen 21-27 detektiert werden, was auf
eine Bindung an Membranstrukturen schlieBen lasst. In diesem Bereich lieB sich
auch in geringen Spuren Pex13p als Membranmarker identifizieren. Dessen

Peakbereich waren allerdings die Fraktionen 11-13.
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Abb. 3.24 Diskontinuierlicher Flotationsgradient des zellfreien Lysates von UTL-7A pex7A
[Pex8p-ProtA]

Ein zellfreies Lysat aus Olsaure-induzierten Zellen wurde durch einen diskontinuierlichen
Flotationsgradienten aufgetrennt und immunologisch

auf die Verteilung der peroxisomalen Proteine Pex8p-ProtA, Fox3p und Pex13p analysiert. Der
Nachweis der peroxisomalen Katalase und mitochondrialen Fumarase erfolgte durch die
Bestimmung der Enzymaktivitdten. Zur immunologischen Detektion der peroxisomalen Proteine
wurden gleiche Volumenanteile der einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE getrennt und auf
Nitrozellulose immobilisiert. Die Nitrozellulose wurde mit spezifischen Antikérpern inkubiert und
Immunkomplexe unter Verwendung des ECL-Systems detektiert.
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In UTL-7A pex5A pex/7A [Pex8p-ProtA] hatte die Katalase ihr Maximum in der
Fraktion 4 (Dichte 1,22 g/cm?), Fox3p in Fraktion 1 und 3. Beide Proteine lagen
misslokalisiert im Cytosol vor und flotierten daher nicht in den Gradienten hinein.
Pex8p-ProtA war in allen Fraktionen des Gradienten zu finden, besonders in den
Fraktionen 21-27, befand sich also auch in der Doppeldeletionsmutante an
Membranstrukturen gebunden. Genauso ist Pex13p in allen Fraktionen des
Gradienten vertreten, besonders im Bereich der Fraktionen 5-21, schwach nur in
den Fraktionen 23-27. Dies deutet darauf hin, dass in dieser Mutante
Membranstrukturen mit daran gebundenen Proteinen existieren. Die Tatsache,
dass Pex8p-ProtA in Fraktionen geringerer Dichte zu finden ist, deutet an, dass
es sich hierbei um kleinere Membranstrukturen handelt, auf denen Pex13p nicht

sehr stark vertreten ist. Tabelle 3.5 fasst die Ergebnisse der Flotationsanalyse

Zusammen.
120 UTL-7A pex5A7A [Pex8p-ProtA] 1,24
1 —+— Katalase —8— Fumarase Dichte

100 4 1,22
3
= 12 —
= - )
© 80 e
= o
= | 1,18 o
= =
g £
2 L 1,16 ©
= [a)
2 40

| 1,14
=0 1,12

T T T T T T T T T T T
1 3 5 7 9 M1 13 15 17 19 21 23 25 27
Fraktion

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27
B =5 5% = m.. Pex8p-ProtA

B.-__._— I.._ Fox3p
13§ 9 7 7T Y 77w PE

Abb. 3.25 Diskontinuierlicher Flotationsgradient des zellfreien Lysates von UTL-7A pex5A
pex7A [Pex8p-ProtA]

Ein zellfreies Lysat aus Olsaure-induzierten Zellen wurde durch einen diskontinuierlichen
Flotationsgradienten aufgetrennt und immunologisch auf die Verteilung der peroxisomalen Proteine
Pex8p-ProtA, Fox3p und Pex13p analysiert. Der Nachweis der peroxisomalen Katalase und
mitochondrialen Fumarase erfolgte durch die Bestimmung der Enzymaktivitdten. Zur
immunologischen Detektion der peroxisomalen Proteine wurden gleiche Volumenanteile der
einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE getrennt und auf Nitrozellulose immobilisiert. Die
Nitrozellulose wurde mit spezifischen Antikdrpern inkubiert und Immunkomplexe unter Verwendung
des ECL-Systems detektiert.
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Tab. 3.5 Tabellarische Zusammenfassung der Lokalisationsanalyse des Proteins Pex8p-

ProtA in

UTL-7A, UTL-7A pex5A,

UTL-7A pex7A,

diskontinuierliche Flotationsgradientenzentrifugation

UTL-7A pex5A pex7A durch

Enzymatische Messung Immunologischer Nachweis
relative Aktivitdt 100 % Peakfraktionen, weitere Fraktionen
Fraktion [Nr.]/ Dichte [g/cm?3]
Katalase Fumarase Pex8p-ProtA Pex13p Fox3p
WT + Fo F13 5-27 5-27 1-27
D1,21 D 1,19 9 9,11 9,11
pex5A+ F3 F 14 1-11, 23-27,|3-27 1-5
D 1,24 D 1,18 3 27 3
pex7A+ F3 F8 1-13, 21-27 |[3-15 1-7
D 1,23 D 1,22 11 13 3
pex5pex7A+ |F 4 F11 1-27 3-27 1-7
D 1,23 D 1,19 23-27 1,3

+ = [Pex8p-ProtA]

3.12 Limitierte Proteolyse von Pex8p-ProtA in UTL-7A und
den Mutanten UTL-7A pex5A und UTL-7A pex7A

Da Pex8p-ProtA im diskontinuierlichen Flotationsgradienten in den untersuchten
Mutanten UTL-7A pex5A[Pex8p-ProtA] und UTL-7A pex7A[Pex8p-ProtA] an
mebrandsen Stukturen detektierbar war, sollte die Zuganglichkeit von Proteinase
K zu Pex8p-ProtA untersucht werden. Proteinase K ist eine endolytische Protease
aus Tritirachium album limber, die Peptidbindungen an den Carboxygruppen von
aliphatischen, aromatischen oder hydrophoben Aminosauren schneidet. Der
Vergleich der Mutanten zum Wildtyp sollte Aufschluss darliber geben, ob das
Fehlen der Rezeptoren eine Auswirkung auf die Zuganglichkeit on Pex8p-ProtA
fir die Proteinase K hatte. Dazu wurden zellfreie Lysate der Stamme UTL-
7A[Pex8p-ProtA], UTL-7A pex5A[Pex8p-ProtA] und UTL-7A pex7A[Pex8p-ProtA]
einer differentiellen Zentrifugation unterzogen und das Sediment in einem
geringen Volumen Aufschlusspuffer resuspendiert. Aliquots wurden sowohl ohne
als auch mit 0,1 % Triton x 100 behandelt und variierende Konzentrationen

Proteinase K zugesetzt.
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Abb. 3.26 Limitierte Proteolyse von Pex8p-ProtA mittels Proteinase K

Die partikularen Fraktionen aus differentiellen Zentrifugationen zellfreier Lysate der Stémme UTL-
7A [Pex8p-ProtA], UTL-7A pex5A[Pex8p-ProtA] und UTL-7A pex7A[Pex8p-ProtA] wurden unter
Zugabe verschiedener Konzentrationen von Proteinase K inkubiert. Dieser limitierte Verdau wurde
sowohl ohne als auch mit 0,1% Triton x 100 durchgeflhrt. Zur immunologischen Detektion der
peroxisomalen Proteine wurden gleiche Volumenanteile der einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE
getrennt und auf Nitrozellulose immobilisiert. Die Nitrozellulose wurde mit den angezeigten
Antikorpern inkubiert und Immunkomplexe unter Verwendung des ECL Systems detektiert.

Zunachst werden die unter ohne Triton x 100 aufgefihrten Untersuchungen
beschrieben. Pex8p-ProtA wurde im Stamm UTL-7A [Pex8p-ProtA] unter
Abwesenheit von Triton x 100 nicht abgebaut. Pex8p-ProtA war fir die
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Proteinase K nicht zuganglich und wurde erst durch die Zugabe von Triton x 100
durch Proteinase K abgebaut. Als Kontrollen dienten Fox3p, dass als
Matrixprotein unter diesen Bedingungen fur die Proteinase K nicht zuganglich ist.
Pcs60p, intraperoxisomales peripherers Membranprotein mit PTS1-Signal am C-
Terminus, war ebenfalls durch die Protease nicht abbaubar (12). Pex13p verhielt
sich unter diesen Bedingungen erwartungsgemafB (74). Die cytosolischen Anteile
des integralen Membranproteins waren fir Proteinase zuganglich und wurden
abgebaut. Es zeigte sich eine charakteristische Abbaubande, die nicht weiter
durch die Protease verdaut werden konnte und den, durch die Membran
geschitzten Teil des Proteins darstellte.

In der Mutante UTL-7A pex5A[Pex8p-ProtA] konnte Pex8p-ProtA unter den ohne
Triton x 100 gewahlten Bedingungen bereits durch die Proteinase K abgebaut
werden. Bei einer Konzentration von 500 pg/ml Proteinase K war Pex8p-ProtA
nicht mehr detektierbar. Alle Kontrollen, Pex13p und Fox3p, verhielten sich wie
unter Wildtypbedingungen.

In der Mutante UTL-7A pex7A[Pex8p-ProtA] verhielten sich Pex8p-ProtA und die
jeweiligen Kontrollen Pcs60p und Pex13p wie unter Wildtypbedingungen.

Bei den unter mit 0,1 % Triton x 100 beschriebenen Bedingungen wurde
deutlich, dass Pex8p-ProtA in Stamm UTL-7A [Pex8p-ProtA] unter Anwesenheit
von Triton x 100 ab einer Konzentration von 50 pg/ml Proteinase K abgebaut
wurde und bei einer Konzentration von 500 pg/ml nicht mehr detektierbar war.
Pex13p wurde ebenfalls vollstandig abgebaut, wahrend Fox3p ein bekanntes
Abbauprodukt bildete. Pcs60p blieb resistent gegeniber der Proteasebehandlung.
Pex8p-ProtA verhielt sich im Stamm UTL-7A pex7A[Pex8p-ProtA] wie unter
Wildtypbedingungen und wurde erst bei 500 pg/ml abgebaut. In UTL-7A
pex5A[Pex8p-ProtA] konnte Pex8p-ProtA bereits ab einer Konzentration von 5
Hg/ml Proteinase K abgebaut werden.

Zusammenfassend dargestellt verhielt sich Pex8p-ProtA in UTL-7A [Pex8p-ProtA]
und UTL-7A pex7A[Pex8p-ProtA] wie ein durch die peroxisomale Membran oder
durch weitere Proteinkomponenten geschitztes peroxisomales Membranprotein.
In UTL-7A pex5A[Pex8p-ProtA] war Pex8p-ProtA flr die Protease zuganglich. In

Tabelle 3.6 werden die Daten aus Abbildung 3.26 zusammengefasst aufgeflhrt.
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Tab. 3.6 Tabellarische Zusammenfassung der limitierten Proteolyse von Pex8p-ProtA
mittels Proteinase K

ohne Triton x 100 mit Triton x 100
Proteinase K [ug/ml] Proteinase K[pug/ml]
AK [Pex8p-ProtA] | 0 1 10 100 0 1 10 100
WT + + + + + + (+) -
& pex5A + F (+) = 4 (+) = =
o <
S 9 pex7ZA + + + + + + (+) |-
a o
wWT + () | | |+ + () |-
=3 pex5A + (+) (&) |+ [+ (+) () |-
i
§ pex7A + +) |[(+) | () + (+) |(+) |-
o WT + + + + + (+) (+) (+)
3 pex5A + + + + + () [(+) |+
LL
& WT + + + + + + + +
% pex7A + + + + + + + +
[a 1
+ = kein Abbau, (+) = leichter Abbau, - = Abbau, AK=Antikérper

3.13 Analyse der Membranassoziation von Pex8p-ProtA in
den Mutanten UTL-7A pex5A, UTL-7ZA pex7Aund im
Wildtypen UTL-7A

In diskontinuierlichen Flotationsgradienten von UTL-7A pex5A[Pex8p-ProtA],
UTL-7A pex7A[Pex8p-ProtA] und UTL-7A[Pex8p-ProtA] war es mdglich Pex8p-
ProtA in Fraktionen geringerer Dichte zu detektieren (3.11.2). Dies deutete auf
eine Membranassoziation des Proteins hin. In der limitierten Proteolyse war
Pex8p-ProtA im Stamm UTL-7A pex5A flr die Proteinase K zuganglich, wahrend
das Protein in UTL-7A pex7A und UTL-7A nicht verdaut werden konnte. Um daher
die Membranassoziation von Pex8p-ProtA in den verschiedenen Stammen zu
untersuchen, erfolgte eine Extraktionsanalyse der Organellensedimente. Olsaure-
induzierter Zellen wurden wie unter 2.12 beschrieben aufgearbeitet und ihre
Organellensedimente unter verschiedenen pH- und Salzbedingungen auf die
Extraktionsmdglichkeit von Matrixproteinen und Membranproteinen untersucht
(27). Peroxisomale Matrixproteine werden durch hypotonische Lyse mittels
Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris/HCL pH 8,0), schwach mit der Membran assoziierte
Proteine durch Hochsalzpuffer (10 mM Tris/HCL pH 8,0, 500 mM KCI) freigesetzt
und finden sich nach anschlieBender Zentrifugation im Uberstand. Eine Extraktion

der Membranen des Sediments mit Na,COs; pH 11,5 bewirkt, dass sich periphere
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Membranproteine nach der Zentrifugation im Uberstand befinden, wahrend
integrale Proteine weiterhin im Sediment verbleiben (137). In Abbildung 3.27 ist

diese Extraktionsanalyse dargestellt.
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Abb. 3.27 Extraktion von Matrix- und Membranproteinen aus Membranen von UTL-7A
pex5A[Pex8p-ProtA], UTL-7A pex7A[Pex8p-ProtA] und UTL-7A[Pex8p-ProtA]

Nach differentieller Zentrifugation werden die Sedimente der bezeichneten Stdmme parallel mit
Puffern wie unter 1, 2, 3 bezeichnet behandelt und durch Zentrifugation in Sediment (P) und
Uberstand (SN) aufgetrennt. Die Extraktion wird wiederholt und die Uberstinde beider
Zentrifugationen vereint. Zur immunologischen Detektion der peroxisomalen Proteine wurden
gleiche Volumenanteile der einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE getrennt und auf Nitrozellulose
immobilisiert. Die Nitrozellulose wurde mit den angezeigten Antikérpern inkubiert und
Immunkomplexe unter Verwendung des ECL Systems detektiert. SN = Uberstand; P = Pellet
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In allen drei untersuchten Stammen konnte Pex8p-ProtA weder durch 10 mM
Tris/HCL pH 8.0 noch durch 10 mM Tris/HCL pH 8.0, 500 mM KCI| nennenswert
aus den Membranen extrahiert werden. Das integrale Membranprotein Pex13p
verhielt sich genauso, wahrend das Matrixprotein Fox3p durch beide Puffer
extrahierbar war, d. h. aus der peroxisomalen Matrix entlassen wurde. Hierbei ist
zu beachten, dass ein nicht geringfligiger Teil des Proteins nach erfolgter
Extraktion und anschlieBender Zentrifugation erneut sedimentierbar war. Pex8p-
ProtA war erst durch Na,COs; pH 11,5 aus der Membran extrahierbar. Dies deutet
auf ein peripheres Membranprotein hin. Allerdings lieB sich Pex13p ebenfalls zu
einem Teil aus der peroxisomalen Membran extrahieren.

Aufgrund dieser Tatsache lasst sich sagen, dass Pex8p-ProtA in allen Mutanten
unterschiedslos gleich stark mit der peroxisomalen Membran assoziiert ist und
sich durch Na,CO;5; pH 11,5 starker aus der peroxisomalen Membran extrahieren

lasst als das integrale Membranprotein Pex13p.

Tab. 3.7 Tabellarische Zusammenfassung der Extraktion von Matrix- und
Membranproteinen aus Membranen von UTL-7ZA pex5A[Pex8p-ProtA], UTL-7A
pex7A[Pex8p-ProtA] und UTL-7Z7A[Pex8p-ProtA]

1 2 3
10 mM Tris/HCI pH]10 mM Tris/HCI pH]0,1 M Na,CO3; pH
8 8 ; 500mM KClI 11,5
[Pex8p- Gesamt SN P SN P SN P
ProtA]
WT + - + () + + )
& pex5A + - + ) + + ()
® I
s o pex7A + - + (-) + + )
[a Ve
WT + () + (-) + + +
& pex5A + - + - + + +
i
> pex7A + - + - + + +
[a
o WT + + + + + + -
5 pex5A + + + + + + -
L
+ = Extraktion, (-) = schwache Extraktion, - = keine Extraktion, SN = Uberstand, P = Pellet




