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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Proteintranslokation in das endoplasmatische Retikulum

Die Translokation in das endoplasmatische Retikulum (ER) stellt fiir viele Proteine, die nicht
im Zytosol verbleiben, den ersten Schritt in ihrer Biogenese dar. Ausgehend vom ER werden
sie entlang des sekretorischen Weges zum Golgi-Apparat transportiert. Der Transport
zwischen ER, Golgi und weiteren Bestimmunsorten (Lysosomen, Endosomen,
Plasmamembran) erfolgt dabei durch Abschniirung der Proteine in Vesikeln. Das raue ER ist
zudem der initiale Eintrittsort fur viele integrale Membranproteine (Palade et al., 1975;
Blobel & Dobberstein, 1975 | und Il).

Die Proteintranslokation Gber das raue ER ist ein evolutionar hoch konservierter Prozess. So
lassen sich Ahnlichkeiten in Bezug auf die SecY-abhingige Translokation oder die
Signalpeptidase bei Bakterien finden. Entsprechende Homologe dazu wurden ebenfalls in
Archaeen identifiziert (Lee & Bernstein, 2001; zusammengefasst in Zimmermann et al.,
2011).

ER-translozierbare Proteine besitzen eine abspaltbare amino-terminale Signalsequenz, um
zum ER dirigiert zu werden. Generell ist die Struktur einer 15 bis 30 Aminosduren langen
Signalsequenz charakterisiert durch einen meist positiv geladenen n-Terminus, einen
zentralen, hydrophoben, alpha-helikalen Teil und eine mehr polare c-terminale Region,
welche die Spaltstelle fiir die Signalsequenz beinhaltet (Heijne, 1985).

Der Transport vom Zytosol lber die ER-Membran ins endoplasmatische Lumen kann co-
oder posttranslational ablaufen (zusammengefasst in Dudek et al., 2015 und Zimmermann et
al., 2011; Panzner et al., 1995b). Beiden Transportwegen ist gemein, dass die Translokation
in das ER-Lumen (iber den heterotrimeren Sec61 Kanal, bestehend aus a-, B- und y-Sec61,
erfolgt (Hartmann et al.,, 1994). 10 Transmembranhelices des Sec6la bilden dabei die
zentrale Translokationspore. Diese ist durch einen sogenannten Plug mit Dichtungsring
verschlossen. Ist die Translokationspore im aktiven Zustand, tritt der Plug aus dem Zentrum
des Kanals. Der Dichtungsring umschliel3t die translozierende Polypeptidkette, was die Pore
impermeabel fir kleine Molekiile macht (zusammengefasst in Park & Rapoport, 2012; Plath
et al., 1998; van der Berg et al., 2004). Nach erfolgreicher Translokation erhalten die
Polypeptide ihre charakteristische Faltung und werden bis auf ER-residente Proteine (iber
den vesikuldaren Transportweg an ihre Zielkompartimente, wie z. B. den Golgi-Apparat, die
Lysosomem oder Endosomen, transportiert (Palade, 1975). Kommt es zu einer falschen
Faltung, werden die Proteine zurlick ins Zytosol dirigiert und im Zuge der ER-assoziierten
Proteindegradation (ERAD) im Proteasom abgebaut (Meusser et al., 2005).



Einleitung

1.1.1. Cotranslationale Translokation von Substratproteinen in das
endoplasmatische Retikulum

Die cotranslationale Translokation erfolgt noch bevor die Synthese der Polypeptidkette am
Ribosom vollendet ist. Sobald die hydrophobe Signalsequenz der zu transportierenden
Proteine das Ribosom verlassen hat, bindet das Signal Recognition Particle (SRP) an diese
und dirigiert den Ribosomen-naszierende-Kette (RNC)-Komplex zur Membran des endo-
plasmatischen Retikulums (Egea et al., 2005; Meyer & Dobberstein, 1980 | und 1980 II;
Walter & Blobel, 1981 Il; Walter et al., 1981).

- mRNA

- Ribosom

Signal-

sequenz - ‘\
( - SRP

*ﬁmﬁmﬁm&

Sec61
Komplex Rezeptor

Signal-

peptidase
Sekretorlsches

Protein

Abb. 1: Schematische Darstellung des cotranslationalen Transportweges von sekretorischen Proteinen ins
endoplasmatische Retikulum (ER).

Sobald die Signalsequenz (SS) der naszierenden Kette aus dem Ribosom ausgetreten ist, bindet das Signal
Recognition Particle (SRP) an diese. Durch die Bindung pausiert die Translation und die naszierende Kette wird
in einem translokationskompetenten Zustand gehalten. SRP dirigiert den Ribosomen-naszierende-Kette (RNC)-
Komplex an die ER-Membran. Dort bindet SRP an den SRP-Rezeptor (SR). Die SRP-SS-Bindung |6st sich, die SS
wird auf den Sec61-Kanal ibertragen und die Translation wird wieder aufgenommen. Durch GTP-Hydrolyse |6st
sich SRP von dem SR. Der RNC-Komplex bindet fest an die Sec61-Translokationspore. Die naszierende Kette
wird durch den Sec61-Kanal auf die luminale Seite geschleust und stabilisiert dabei den gedffneten Zustand des
Kanals. Sobald die Schnittstelle zur Abtrennung der Signalsequenz im Lumen fiir den Signalpeptidasekomplex
zuganglich ist, wird die Signalsequenz abgespalten.

SRP ist ein Ribonukleoproteinkomplex, welcher aus einer 7SL-RNA und sechs Proteinen
(SRP9, SRP14, SRP19, SRP54, SRP68, SRP72) besteht (Walter et al., 1981). Funktionell kann
SRP in zwei Bereiche eingeteilt werden: in die S-Domdne und in die Alu-Domane. Dabei
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Einleitung

beinhaltet die S-Domadne mehr als die Halfte der 7SL-RNA, die Proteine SRP19 und SRP54
sowie das Heterodimer SRP68-SRP72. Fiir die Erkennung der Signalsequenz und die GTP-
abhédngige Interaktion von SRP mit seinem Rezeptor ist SRP54 das bedeutendste Protein der
S-Domane (Connolly & Gilmore, 1989; Gundelfinger et al., 1983; Siegel & Walter, 1988).
SRP54 umfasst eine amino-terminale Doméane (N), eine zentrale GTPase Domane (G) (oft als
NG-Domane zusammengefasst) und eine Methionin-reiche carboxy-terminale Doméane (M)
(Bernstein et al., 1989; Litcke et al., 1992). Die M- und NG-Domane sind Uber einen
hochkonservierten und extrem flexiblen Linker miteinander verbunden, welcher zum einen
starke strukturelle Konformationsdanderungen von SRP54 zuldsst und zum anderen zwischen

SRP14
SRP54 SRP54

NG
Alu-

Domadne
SRP- SRa.

Rezeptor
SRP19 SRP68/72

X
SR @/ S-Domadne

|

Abb. 2: Schematische Ubersicht der Interaktion zwischen Signal Recognition Paricle (SRP) und seinem Rezeptor
im Sdugersystem.

SRP kann in zwei Domédnen eingeteilt werden — in die S-Domane und die Alu-Domane. Die 7SL-RNA bildet das
Riickgrat des SRP und ist in rot dargestellt. Die zugehorigen SRP-Proteine sind wie folgt gefarbt: SRP14,
dunkelblau; SRP9, turkis; SRP68/72, grau; SRP19, rosa; SRP54 M-Domine, dunkelblau und SRP54 NG-Domane,
turkis. Der SRP-Rezeptor (SR) unterteilt sich in eine a-Untereinheit (hellblau) und in eine B-Untereinheit
(orange). Die NG-Domane der a-Untereinheit fungiert als Bindungstelle fiir SRP, wohingegen der SR mit der B-
Untereinheit in der Membran verankert ist. G demonstriert die GTPase-Domanen. Modifiziert nach Halic &
Beckmann, 2004.

den beiden Domdanen vermittelt (Hainzl et al., 2011). Die M-Domédne beinhaltet vier
amphipathische Helices, die sich um eine hydrophobe Region anordnen. Durch diese
hydrophobe Bindetasche kann die Signalsequenz erkannt und gebunden werden. Sie stellt
zudem den Bindungenort fiir die Signalsequenz dar (Bernstein et al., 1989; Keenan et al.,
1998; Zopf et al, 1990). Obwohl Signalsequenzen in ihrer Form, Ldnge und
Aminosaurensequenz sehr unterschiedlich sein kénnen, erfolgt die Erkennung durch SRP.
Dazu wurde angenommen, dass dieser Erkennungsmechanismus ausschlieRlich auf eine
Region in der M-Domadne zurlickzuflihren ist. Diese besteht aus 8 — 12 hydrophoben
Aminosauren, die vorwiegend eine o-Helix ausbilden (Gierasch, 1989; Hatsuzawa et al.,
1997; von Heijne, 1985). Generell ist ein Mindestmal} an Hydrophobizitdt der Signalsequenz
notwenig, damit SRP an die Signalsequenz binden kann. Eine neuere Studie mit
Untersuchungen zur SRP-Interaktion im Bakteriensystem zeigte, dass die Hydrophobizitat
nicht als einziger Indikator fiir das Erkennungspotenzial von SRP herangezogen werden kann.
So werden z. B. naszierende Ketten SRP-abhangig wie auch SRP-unabhangig transportiert,
obwohl nur geringe Unterschiede in der Hydrophobizitdt der Signalsequenzen vorliegen.
Oder die Interaktion mit SRP kommt dennoch nicht zustande, obwohl das Mindestmaf§ an
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Hydrophobizitdt gegeben ist (Huber et al., 2005). Mittels kryoelektronenmikroskopischer
(Cryo-EM) Strukturanalysen in Kombination mit Strukturdaten der M-Domaéne aus élteren
Studien (Bately et al., 2000; Clemons et al., 1999; Keenan et al., 1998) fanden Voorhees und
Hegde (2015) jingst zwei bis dahin noch unbekannte Helices (aC1 und aC2), wobei aC2 in
der hydrophoben Bindetasche des SRP54 als ,Platzhalter” positioniert vorliegt. Bei
Anwesenheit einer zu bindenden Signalsequenz, kann diese durch einen Positionswechsel
von aC2 mit der Bindetasche interagieren. In diesem Zusammenhang vermuteten sie, dass
die biophysikalischen Eigenschaften von aC2 die notwendigen Gegebenheiten einer
funktionellen Signalsequenz vorgeben kdénnten. Dieses Platzhalterprinzip publizierten sie
ebenfalls in ihrer neuesten Veroffentlichung zur Untersuchung der Bindung der
Signalsequenz an den Sec61-Kanal. Sie zeigten, dass die Signalsequenz die Position von Helix
2 des Sec6la einnimmt. Diese Ergebnisse kdnnten auf einen generellen Mechanismus
beziiglich des Erkennungspotenzials divergenter Signalsequenzen hindeuten (Voorhees &
Hegde, 2016).

Im Gegensatz zur S-Domadne ist die Alu-Doméane zustdandig fir die notwendige
Verlangsamung der Translation. Sobald die Signalsequenz einer naszierenden Kette den
ribosomalen Kanal verlassen hat, bindet SRP54 an die Signalsequenz. Diese Bindung fihrt zu
strukturellen Veranderungen des SRP, die es der Alu-Domane (SRP9-SRP14) ermdglichen mit
den Bindestelle fiir die Elongationsfaktoren am Ribosom zu interagieren. Es wird vermutet,
dass SRP68/72 dabei zwischen S- und Alu-Domane vermittelt. Durch ausbleibende Bindung
der Elongationsfaktoren kommt es zu dem Translationsarrest, um die naszierende Kette vor
Faltung und Degradation zu schiitzen und sie so translokationskompetent zu halten (Halic et
al., 2004; Siegel & Walter, 1986; Walter & Blobel, 1981 Ill; Wolin & Walter, 1989).

Wahrend des SRP-abhdngigen cotranslationalen Transports wird einem ribosomenstandigen
Heterodimer, bestehend aus a- und R-Untereinheit, eine Rolle beim Transport des RNC-
Komplexes zur ER-Membran zugesprochen: Der nascent chain-associated complex (NAC) ist
an die Exitseite des Ribosoms angegliedert und erhélt dadurch Kontakt mit der naszierenden
Kette bei der Translation. Es wird vermutet, dass dieser Kontakt bereits vor der SRP-Bindung
stattfindet und somit bereits im Vorfeld eine fehlgeleitete Interaktion zwischen SRP und
Polypeptidkette ohne vorhandene Signalsequenz verhindert werden kann (Beatrix et al.,
2000; Wiedmann et al., 1994). NAC kann jedoch auch mit RNC-Komplexen interagieren, die
eine Signalsequenz besitzen (del Alamo et al., 2011), oder mit der Signalsequenz in direkte
Wechselwirkungen treten (Zhang et al., 2012). Des Weiteren zeigten Zhang et al. (2012),
dass NAC insbesondere in der friihen Phase der Rekrutierung von SRP zum RNC-Komplex
bendtigt wird. Sobald die Signalsequenz das Ribosom verlassen hat, bindet SRP hochaffin an
die Signalsequenz ohne die Beteiligung von NAC. Das deutet darauf hin, dass NAC
Informationen (iber die noch im Ribosom verborgen liegende naszierende Kette an SRP
vermittelt.

In der Literatur wird bei einem SRP-abhangigen cotranslationalen Transport eines Proteins
von einer notwendigen Minimallange von 70 AS ausgegangen. Dies liegt darin begriindet,
dass bei fortlaufender Translation mindestens 30 — 40 AS im ribosomalen Tunnel verborgen
vorliegen, wahrend die n-terminale Signalsequenz der naszierenden Kette an der ribosomale
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Exitseite das Ribosom exponiert vorliegt (Malkin & Rich, 1967; zusammengefasst von
Hardesty & Kramer, 2001). Eine effektive SRP-Signalsequenz-Interaktion durch vollstédndige
Exposition der ca. 20 AS langen Signalsequenz am RNC-Komplex kann bei einer Proteinldange
von 70 AS somit stattfinden (Walter & Blobel, 1981 Ill; Zimmermann et al., 1990). Umso
Uberraschender ist es, dass hier in der Arbeitsgruppe Ergebnisse der Dissertation von Vivica
Stokes darauf hindeuteten, dass Proteine mit einer Lange von nur 46 AS cotranslational
transloziert werden (Dissertation Vivica Stokes, 2011). Dies wirft die Frage auf, ob es sich bei
dem Transport zur ER-Membran solch kleiner Proteine um einen SRP-abhdngigen
Transportweg handelt.

Die Rekrutierung des RNC
an seinen membranstandigen Rezeptor (SR) vermittelt. Der SRP-Rezeptor besteht in

*RP_Komplexes zur ER-Membran wird durch die Bindung von SRP

Eukaryonten aus zwei Untereinheiten: SRa und SRR. Der dimere Komplex ist Gber die SRR-
Untereinheit mit der ER-Membran verankert (Lauffer et al., 1985). SRa besitzt ebenfalls eine
N- und eine G-Domane, welche mit der N- und G-Domane des SRP54 interagieren. Beide NG-
Domaénen verfiigen (iber eine GTPase-Funktion (Bernstein et al., 1989; Romisch et al., 1989).
Die N- und G-Domidne des SRP54 binden GTP-abhdngig an den SR. Die Bindung zur
Signalsequenz 16st sich und der RNC-Komplex erhdlt so erstmals Kontakt zu der
Translokationspore (Gilmore et al., 1982 | und Il; Gilmore & Blobel, 1983; Peluso et al.,
2000). Die Signalsequenz wird an den Translokationskanal Ubertragen. Der Translations-
arrest wird aufgehoben und die Polypeptidkette kann durch die Sec61-Translokationspore
hindurch auf die luminale Seite transportiert werden. Wahrenddessen dissoziiert durch GTP-
Hydrolyse SRP von seinem Rezeptor. Der RNC-Komplex ist nun hochaffin an den Sec61-Kanal
gebunden.

Durch eine schleifenartige, mit dem n-Terminus zum Zytosol gerichtete Anlagerung der
hydrophoben Signalsequenz an die Innenseite des Kanals beginnt die Offnung der Trans-
lokationspore. Die Inserierung der Signalsequenz an die Kanalinnenseite von Sec6la trennt
dabei dessen Transmembrandomanen 2b und 7 und destabilisiert den zentralen Plug, der
der Abdichtung des Kanals dient (van den Berg et al., 2004). Die translozierende
Polypeptidkette stabilisiert im Folgenden die gedffnete Konformation der Pore (Trueman et
al., 2011). Der Plug kann erst wieder in das Zentrum der Translokationspore zuriickkehren,
wenn die gesamte Polypeptidkette den Kanal Richtung Lumen verlassen hat.

In Experimenten mit rekonstituierten Mikrosomen konnte gezeigt werden, dass das Sec61-
Trimer ein elementarer Bestandteil der Translokation ist (Akimaru et al., 1991; Gorlich &
Rapoport, 1993). Im Gegensatz zur R-Untereinheit sind die a- und y-Untereinheit des
trimeren Sec61-Komplexes hochkonserviert und fiir die Zelle essentiell. Sec6la bildet
maRgeblich die im Inneren wassrige Pore und umschlief3t die Polypeptitkette wahrend der
Translokation (Crowley et al., 1993; Mothes et al., 1994).

Sobald die Schnittstelle flir den Signalpeptidasekomplex auf der luminalen Seite zuganglich
ist, wird die Signalsequenz abgetrennt (Antonin et al., 2000; Jackson und Blobel, 1977;
Weihofen et al., 2002). Das prozessierte Protein wird schlieRlich ins Lumen entlassen.

Neben Prozessierung und Faltung kénnen Proteine im Lumen des ER weiter modifiziert
werden. So bewirkt die Konsensussequenz ,Asn-X-Thr/Ser“ die Ubertragung von
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verzweigten Zuckerketten durch den in das Translokon integrierten Oligosaccharyl-
transferasekomplex (Chen et al., 2001; Harada et al., 2009; Pfeffer et al., 2014; Silberstein &
Gilmore, 1996). Die im ER-Lumen vorliegenden translozierten und modifizierten Proteine
kénnen dann den sekretorischen Transportweg Uber Vesikeltransport durchlaufen.

1.1.2. Posttranslationale Translokation von Substratproteinen in das
endoplasmatische Retikulum

Neben der zuvor beschriebenen cotranslationalen Translokation kdnnen manche Proteine
auch Uber den sogenannten ,posttranslationalen Transportweg” zur ER-Membran gelangen.
Dieser zeichnet sich dadurch aus, dass die Peptide bereits fertig synthetisiert auf der
zytosolischen Seite vorliegen und somit nach der Translation der mRNA Ribosomen- und
SRP-unabhéngig zur Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) transportiert werden
(zusammengefasst in Johnson et al., 2013). Dabei werden Proteine mit einem einzelnen c-
terminalen Membrananker (Transmembrandomane, TMD) liber den TRC40-Transportweg in
Saduger-ER-Membranen posttranslational inseriert. Diese Proteine werden als tail-anchored
Proteine bezeichnet (Stefanovic & Hegde, 2007)

Die TMD von tail anchored Proteinen aus dem Sduger wird zunadchst von einem sogenannten
pre-targeting-Komplex — bestehend aus TRC35, UBLA und SGTA — erkannte und gebunden.
BAG6 spielt ebenfalls eine Rolle bei der Bindung des frisch synthetisierten tail anchored
Proteins (Leznicki et al., 2010; Mariappan et al., 2010). Der Transport zur ER-Membran
erfolgt Gber TRC40 (auch Asna-1 genannt). WRB (Getlp) und CAML (Get2p) bilden den
membranstdndigen Rezeptor fir TRC40 (Schuldiner et al., 2008; Stefanovic & Hegde, 2007).
Nach Abell et al. (2004) soll auch SRP im posttranslationalen Transport einige tail anchored
Proteine zur ER-Membran rekrutieren. SRP agiert dabei moglicherweise als Schutzschild fur
den hydrophoben Membrananker, um so das Protein integrationskompetent zu halten
(Rabu et al., 2009).

Gewisse tail anchored Proteine werden hingegen unabhangig von Targetingfaktoren und
membranstdndigen Proteinen in die ER-Membran inseriert (Brambillasca et al., 2006; High &
Abell, 2004). Als Beispiel ist hier das Cytochrom B5 zu nennen. In solch einem Fall wird von
einer ,unassistierten posttranslationalen Integration” gesprochen (D'Arrigo et al., 1993;
Takagaki et al., 1983).

Der posttranslationale Transportweg von sekretorischen Proteinen wurde dariber hinaus
ausgiebig in Saccaromyces cerevisiae mit verschiedenen Substratproteinen, darunter als
prominentester Vertreter fur l6sliche Proteine der prepro-a-Faktor (ppaF), untersucht
(Rapoport et al., 1999). Die freigesetzten Polypeptidketten des ppaF werden im Zytosol
durch Interaktion mit Hsp40/Hsp70 Chaperonen vor Degradation geschutzt (Chirico et al.,
1988; Chrico, 1992; Deshaies et al., 1988; Ngosuwan et al., 2003). Sie verbleiben I6slich und
translokationskompetent und werden liber die heptamere Translokationspore der Hefe,
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bestehend aus dem trimeren Sec61p-Kanal mit assoziiertem Sec62p/63p/71p/72p-Komplex,
ATP-abhéangig ins ER-Lumen transportiert (Deshaies et al., 1991; Ngosuwan et al., 2003; Path
et al., 1998). Um einen Transport der gesamten Polypeptidkette ohne ein Riickrutschen ins
Zytosol zu gewahrleisten, bindet auf der luminalen Seite in regelmaRigen Abstdnden das
Hsp70 Chaperon Kar2p an die transportierte Kette (Liebermeister et al., 2001; Matlack et al.,
1999). Kar2p wird von der J-Domane des Sec63p zur Verfligung gestellt. Die Signalsequenz
wird bei den meisten Proteinen durch den Signalpeptidasekomplex abgetrennt, sobald die
Spaltstelle dem Enzymkomplex zugdnglich ist. Kar2p 16st sich von der Polypeptidkette und
das prozessierte Peptid liegt im Lumen vor.

Signal- ; S;
sequenz - \
zytosolische

=~ Chaperone

Sec62p/

«— «— \ Secl63p
@ Kar2p/ BiP Sec61p
4 Komplex

>0

Abb. 3: Schematische Darstellung des posttranslationalen Transportweges von sekretorischen Proteinen ins
endoplasmatische Retikulum (ER) von Saccharomyces cerevisiae.

Die Synthese des Polypeptids ist bereits auf der zytosolischen Seite abgeschlossen. An die aus dem Ribosom
entlassene Polypeptidkette binden zytosolische Chaperone, um sie kompetent fiir die Translokation durch den
heptameren Sec-Komplex zu halten (hier nur Sec61lp, Sec62p und Sec63p dargestellt). Nach Ablésung der
zytosolischen Chaperone, bindet die Signalsequenz an das Innere des Sec61p-Kanals. Die Polypeptidkette wird
auf die luminale Seite transportiert. Um ein Zuriickrutschen der Kette zuriick auf die zytosolische Seite zu
unterbinden, wird Uber die J-Domane des Sec63p luminales Kar2p (im Sduger BiP) Ubertragen. Sobald im
Lumen die Schnittstelle zur Abtrennung der Signalsequenz dem Signalpeptidasekomplex zuganglich ist, wird die
Signalsequenz abgespalten. Kar2p 16st sich wieder und das Peptid liegt prozessiert im Lumen vor.

Zytosol

i

Lumen

Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass der posttranslationale Transportweg nicht den
niederen Eukaryonten vorbehalten ist, sondern auch von Metazoenproteinen eingeschlagen
werden kann. Die posttranslational transportierten Proteine von Vielzellern haben gemein,
dass sie ungewohnlich klein sind (<70 Aminosauren) und oft Vorstufen von antimikrobiellen
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Peptiden und Hormonen sind. lhre Vorlauferproteine scheinen schlicht zu kurz, als dass SRP
effektiv binden kdnnte, bevor sie das Ribosom verlassen haben (Brogden, 2005; Schlenstedt
et al., 1990; Zimmermann et al., 1990). Den ersten Hinweis auf einen posttranslationalen
Transport in das ER von Sdugern (Hundemikrosomen) lieferten Zimmermann und Mollay,
1986, mit dem Vorldauferprotein Prapromellittin des Honigbienengiftes. Translokations-
experimente mit Prapromellittin erfolgten in den zellfreien Systemen Retikulozytenlysat (RL)
und Weizenkeimextrakt (WKE). Zu den weiteren gefundenen Substratproteinen, die
unabhéangig von SRP transportiert werden kdnnen, zdhlen das Praprocecropin A (ppCecA)
aus der Motte und das Prapropeptid GLa aus dem Frosch. Beide Substratproteine konnten
erfolgreich im RL in Hundemikrosomen posttranslational transloziert werden, sodass ihre um
die Signalsequenz verkiirzte Form nachweisbar war (Boman et al., 1989; Schlenstedt et al.,
1990; Schlenstedt & Zimmermann, 1987). In neueren Untersuchungen konnte zudem eine
posttranslationale Translokation auch fiir einige kleine Saugerproteine (<70 AS)
nachgewiesen werden (Johnson et al., 2012; Dissertation Vivica Stokes, 2011).

Die posttranslationale Translokation dieser Proteine, wie die der Hefeproteine, lauft ATP
abhangig ab und die Peptidketten missen im Zytosol translokationskompetent gehalten
werden (Muller & Zimmermann, 1987; Schlenstedt & Zimmermann, 1987; Schlenstedt et al.,
1990; Schlenstedt et al., 1992). Lange Zeit war unklar, wie im Einzelnen das Targeting zur ER-
Membran innerhalb des posttranslationalen Transports abldauft. Eine Substanz, die eine
ahnliche Funktion Ubernimmt wie das SRP beim cotranslationalen Transport und die
Polypeptidketten zur ER-Membran rekrutiert, war nicht bekannt. Erst neuere Studien zeigen,
dass flr einige Peptide Targetingfaktoren fir einen Transport zur ER-Membran notwendig
sind. So ibernimmt Calmodulin (CaM) eine Funktion als Targetingfaktor im Zytosol fiir das
Targeting von ppCecA (Shao & Hegde, 2011). Ebenso spielt TRC40 beim posttranslationalen
Transport von ppCecA und von den kleinen, sekretorischen Proteinen Praapelin und
Prastatherin eine Rolle auf der zytosolischen Seite (Johnson et al., 2012). Ahnlich wie TRC40
bindet CaM direkt an die Signalsequenz und schirmt diese ab. Johnson et al. (2012)
beobachtete zudem neben dem neu entdeckten TRC40-abhadngigen Transportweg fiir kleine
sekretorische Proteine zum ER einen TRC40-unabhangigen alternativen Weg. In diesem
Zusammenhang stellt sich die Frage, ob es sich bei dem TRC40-unabhangigen Transportweg
um den CaM-abhangigen Rekrutierungsweg handeln konnte oder moglicherweise weitere
bisher unentdeckte Faktoren beim Targeting zur ER-Membran eine Rolle spielen kénnten.
Welcher Rekrutierungsweg eingeschlagen wird und wie die Wege miteinander verknipft
sind, konnte bislang nicht geklart werden. Ein Einfluss von SRP innerhalb des
posttranslationalen Transports bei sekretorischen Proteinen wurde bisher nicht untersucht.
Neben diesen zytosolischen Targetingfaktoren bendtigt die posttranslationale Translokation
von kleinen sekretorischen Proteinen zudem Sec62 (Lakkaraju et al., 2012; Lang et al., 2012).
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Abb. 4: Schematische Darstellung verschiedener zytosolischer Rekrutierungsfaktoren in der posttranslationalen
Translokation sekretorischer Proteine.

Praproteine, deren Synthese bereits im Zytosol abgeschlossen ist, kénnen von verschiedenen zytosolischen
Bindungspartnern zur ER-Membran rekrutiert werden. a) Dabei liegt TRC40 assoziiert mit der Signalsequenz
des Polypeptids vor. TRC40 bindet zunachst an seinen Rezeptor (WRB/CAML), bevor das Polypeptid durch den
Sec61-Kanal transloziert wird. b) Die Polypeptidkette in Interaktion mit Ca®-CaM wird direkt zur
Translokationspore rekrutiert. c) Untersuchungen mit TRC40-Depletierung deuten darauf hin, dass neben den
genannten zytosolischen Rekrutierungsproteinen noch weitere unbekannte Faktoren diese Aufgabe uber-
nehmen kénnten (Johnson et al., 2012).

Unabhangig davon, welche Targetingfaktoren auf der zytosolischen Seite von Bedeutung
sind, ist den posttranslational transportierten kleinen sekretorischen Proteinen gemein, dass
sie Uber den Sec6l-Komplex auf die luminale Seite transloziert werden. So zeigten
Experimente mit Lanthanionen und Eeyarestatin-l eine gestorte posttranslationale
Translokation von ppCecA und anderen Vorlauferproteinen. Durch den Einsatz von
Lanthanionen wird die Dynamik des Sec61-Kanals eingeschrankt. Eeyarestatin-l verhindert
die Interaktion zwischen RNC-Komplex und Translokationspore. Die naszierende Kette kann
durch Eeyarestatin-l nicht auf den Sec61-Kanal Ubertragen werden. Die Ergebnisse mit
Einsatz dieser sich auf den Sec61-Kanal auswirkenden Substanzen deuten daher auf eine
Abhdngigkeit der Translokation des ppCecA und anderen Vorlauferproteinen vom Sec61-
Kanal hin (Cross et al., 2009; Erdmann et al., 2009; Johnson et al., 2012; Shao & Hedge,
2011).

Auch im Sauger gibt es entsprechende Homologe zu den bereits in der Hefe identifizierten
Porenproteinen Sec62p und Sec63p. Diese bilden im Sdauger zusammen mit Sec61 den Sec-
Komplex (Daimon et al., 1997; Meyer et al., 2000; Tyedmers et al., 2000). Wahrend Sec62 fir
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den posttranslationalen Transport von kleinen sekretorischen Proteinen (<160 AS) bendtigt
wird (Lakkaraju et al., 2012; Lang et al., 2012), wird Sec63 eine Rolle im co- und
posttranslationalen Transport beim Eintreten des Vorlauferproteins in den Sec61-Kanal
zugesprochen (Lang et al., 2012; Meyer et al., 2000). Zudem aktiviert Sec63 Uber die J-
Domaéne BiP (Homolog zu Kar2p) fiir die Interaktion mit seinen Substraten (Tyedmers et al.,
2000).

Nachdem der Sec61-Komplex erfolgreich passiert wurde, muss auch im Sdugersystem ein
Zurlickrutschen der Polypeptidkette verhindert werden. Dabei unterstlitzt BiP zum einen
vermutlich das Offnen des Sec61-Kanals (Dierks et al., 1996; Klappa et al., 1991; Schiuble et
al., 2012) zur Translokation der Polypeptidkette und wirkt zum anderen als ,,molekulare
Ratsche”, indem es auf der luminalen Seite an die frisch transportierte Polypeptidkette
bindet und deren Zuriickgleiten auf die zytosolische Seite verhindert (Nicchitta & Blobel,
1993; Tyedmers et al., 2003; Shaffer et al., 2005). Der Signalpeptidasekomplex spaltet auf
der luminalen Seite die Signalsequenz ab, sobald die Spaltstelle zuganglich ist (Dalbey et al.,
1992; Evans et al., 1986; Jackson und Blobel, 1977). Es erfolgen ggf. N-Glykosylierungen
durch die Oligosaccharyltransferase (Chen et al., 2001; Harada et al., 2009; Silberstein &
Gilmore, 1996) oder das Einfiigen von GPI-Ankern durch die GPI Transamidase im Lumen des
ER (Benghezal et al., 1996; Fraering et al., 2001).

Nach bioinformatischen Analysen haben momentan geschatzt Gber 200 humane sekre-
torische Proteine das Potenzial, posttranslational transportiert zu werden (Frith et al., 2006;
Johnson et al., 2012; Shao & Hedge, 2011). Méglicherweise muss diese Zahl durch zukilnftig
verbesserte Vorhersagemethoden noch weiter nach oben korrigiert werden. Insgesamt zeigt
die Komplexitat der posttranslationalen Translokation, dass dem lange Zeit neben dem
cotranslationalen Transportweg im Schatten gestandenen posttranslationalen Transportweg
eine hohere Bedeutung beigemessen werden muss. Weitere Untersuchungen sind
notwendig, um die posttranslationale Translokation zukiinftig besser charakterisieren zu
kénnen.

1.2. Calmodulin-Interaktion mit Substratproteinen und
Inhibitoren

Innerhalb des posttranslationalen Transports zur ER-Membran wurde neben TRC40
Calmodulin (CaM) eine Funktion als Targetingfaktor zugesprochen (Johnson et al., 2012;
Shao & Hegde, 2011). Die Untersuchungen zur Rolle des CaM als Targetingsubstanz wurden
bisher ausschlieBlich mit dem Insektenprotein ppCecA durchgefiihrt (Shao & Hegde, 2011).
Dies wirft die Frage auf, ob die Abhangigkeit von CaM im posttranslationalen Targeting auf
einem Einzelfall beruht oder ob weitere Proteine CaM als Targetingfaktor bendétigen. Kann in
diesem  Zusammenhang von einem speziesiibergreifenden  posttranslationalen
Rekrutierungsmechanismus gesprochen werden? Zur Beantwortung dieser Fragen, werden
zukUnftig weitere in vitro Translokationsexperimente mit CaM notwendig sein.
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Calmodulin ist ein ubiquitar vorkommendes Protein mit einer Lange von 148 AS, welches der
EF-Hand-Familie angehért. Es nimmt eine bedeutende Rolle bei der Ca’*-abhingigen
Signalweiterleitung in eukaryontischen Zellen ein und beeinflusst eine Vielzahl von
physiologischen Prozessen mit Ca**-abhangiger Regulation von Zielenzymen, wie z. B. der
Myosin Light Chain Kinase (MYLK), der Phosphodiesterase oder von Ca**-ATPase Pumpen
(James et al., 1995; Means et al., 1982 und 1991; Vogel, 1994). Freies oder Ca2+-gebundes
CaM liegt zunachst in einer langgestreckten Konformation vor (Finn et al., 1995; Kretsinger
et al., 1986; Kuboniwa et al., 1995). Die beiden Ca**-bindenden globuliren Dominen des
Calmodulins sind (iber einen flexiblen Linker miteinander verbunden und beinhalten die
hydrophoben Bindetaschen. Kommt es zur Bindung eines Zielproteins an das durch Ca**
aktivierte CaM, andert sich durch die Flexibilitat der Linker-Region die Struktur des CaM hin
zu einer insgesamt globuldren Konformation (lkura et al., 1992; Meador et al., 1992 und
1993).
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Abb. 5: Dreidimensionale Struktur von Calmodulin in unterschiedlichen Konformationen.

A) Apo-CaM (PDB Code: 1CFD). CaM liegt ohne gebundenes Ca™ in der langgestreckten Konformation vor. B)
ca’-caM (PDB Code: 1CLL). Binden Kalziumionen (Kugeln), befindet sich Ca’*-CaM im aktiven Zustand. In den
beiden Domanen werden die hydrophoben Bindetaschen zugdnglich. C) Ca2+—CaM—TFP—KompIex (PDB Code:
1LIN). Nach Bindung einer Targetsubstanz an Ca™-caM ermoglicht die starke Flexibilitat der Linker-Region eine
strukturelle Anderung von der langgestreckten zur globuldren Form. Hier mit der Bindung von vier TFP-
Molekiilen beispielhaft gezeigt. In der globuldren Form ist CaM nicht mehr zugénglich fur die Bindung von
anderen Substratproteinen. Alle Strukturen aus Protein Data Bank (PDB).

Die Interaktion von Calmodulin mit seinen Bindungspartnern kann durch verschiedene
Inhibitoren unterbunden werden. Zu den starksten Inhibitoren gehort das Trifluoperazin (10-
[3-(4-methylpiperazin-1-yl)-propyl]-2-(trifluoromethyl)-10H-phenothiazine; TFP), eine
antipsychotische Substanz vom Phenothiazine Typ (Jackson & Puett, 1986; Klevit et al., 1981;
Levin & Weiss, 1976; Massom et al., 1990).

Die ersten Kristallisationsstudien zur Bindung von TFP an CaM kamen zu vollig
unterschiedlichen Ergebnissen. So zeigten Cook et al. (1994), dass lediglich ein TFP-Molekdil
an CaM gebunden vorlag. Die Arbeitsgruppe um Vandonselaar et al. (1994) berichtete
hingegen, dass vier TFP-Molekiile an CaM gebunden hatten. Dabei fanden sie jeweils ein TFP
in den hydrophoben Bindetaschen der beiden Domanen (n- und c-terminal) des Calmodulins
und zwei TFP-Molekiile zwischen diesen beiden Domdnen. Mittels Rontgenkleinwinkel-
streuung (Small-angle X-ray scattering; SAXS) konnte gezeigt werden, dass ein mit Ca*'-
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gesattigtes CaM-Molekil mit vier gebundenen TFP-Molekiilen die globuldrste Konformation
einnimmt (Matsushima et al., 2000). Wahrend Vandonselaar et al. (1994) eine Anwesenheit
von Kalziumionen fiir die Bindung von TFP an CaM fiir unerlasslich hielten, zeigten
Matsushima et al. (2000), dass TFP auch an Ca**-freies CaM binden konnte. Dies resultierte
jedoch in einer schwéacher ausgepragten strukturellen Veranderung des Calmodulins hin zu
der globuldren Form.

Naphthalinring
(hydrophob)

/\S Piperazinring

|

Phenotiazin
(hydrophob)

Abb. 6: Chemische Strukturen von A) TFP (CID: 5566), B) W7 (CID: 124887) und C) E6 (CID: 6610268).
Abbildungen modifiziert und aus PUBCHEM.

Interagieren CaM und TFP miteinander, so bindet TFP genau in die hydrophoben
Bindungstaschen, die auch fir die Bindung von anderen Targetenzymen vorgesehen sind
(Cook et al., 1994; Vandonselaar et al.,, 1994). Besonders am Beispiel von CaM-MYLK-
Komplexen konnte gezeigt werden, dass die strukturelle Veranderung durch TFP-Interaktion
sehr dhnlich der Konformationsanderung ist, wenn Zielproteine an CaM binden. Fir die
Bindung von Substratproteinen sind hydrophobe Seitenketten von Aminosduren
verantwortlich. Meistens handelt es sich dabei um die Seitenkette eines Tryptophans (Trp).
Es konnte beobachtet werden, dass die Aminosduren der hydrophoben Bindetasche des
CaM, die in einem CaM-MYLK-Komplex Kontakt mit der Trp-Seitenkette des MYLK haben,
auch Kontakt zum trizyklischen Ring (Phenotiazin) von TFP haben (Cook et al., 1994).

Neben dem CaM-Inhibitor TFP wurden in dieser Arbeit zwei weitere Antagonisten
verwendet:  N-(6-aminohexyl)-5-chloro-1-naphthalenesulphon-amide (W7) wund die
Berbamin-Verbindung E6. In Untersuchungen zu W7 konnte gezeigt werden, dass zwei W7-
Molekiile mit dem Chloratom des Naphthalinrings voran mit einem Molekil CaM
interagieren. Jeweils ein W7-Molekil bindet dabei mit seinem Chloronaphthalinring in die
hydrophobe Seitentasche jeder Domine des Ca**-Calmodulins (Osawa et al., 1998). Das
Ausmald der strukturellen Verdanderung durch Bindung von zwei W7-Molekiilen entspricht
der Bindung von vier TFP-Molekiilen (Matsushima et al., 2000).
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Bereits die Beispiele von TFP und W7 als CaM-Antagonisten lassen einen prinzipiellen
Inhibierungsmechanismus vermuten. Beide Inhibitoren schirmen durch ihre Interaktion die
hydrophoben Seitentaschen des Calmodulins fiir die Bindung an potentielle Substratenzyme
effektiv ab (Vertessy et al., 1998). Der Komplex wird hauptsachlich durch van der Waals
Krafte stabilisiert, welche zwischen den hydrophoben, aromatischen Gruppen des
Phenothiazinrings (TFP) und des Naphthalinrings (W7) sowie den hydrophoben Taschen der
beiden CaM-Domadnen wirken. Daneben stabilisieren elektrostatische Krafte zwischen positiv
geladenen Gruppen des TFP/W?7 und den negativ geladenen Gruppen der CaM-Domaénen die
globuldre Struktur (Cook et al., 1994; Matsushima et al., 2000; Osawa et al., 1998;
Vandonselaar et al., 1994).

Der dritte verwendete Inhibitor ist das synthetische E6. Fluoreszenzexperimente mit Dansyl-
CaM zeigten, dass der Inhibitor E6 direkt mit CaM interagiert (Hu et al., 1992). Zu dem E6
Inhibitor gibt es bislang keine Kristallografiestudien zur Bindung an Calmodulin.

Im Gegensatz zu der nachgewiesenen Rolle von CaM in der posttranslationalen
Translokation von ppCecA (Shao & Hegde, 2001) wurde bislang kein Einfluss von CaM in der
cotranslationalen Translokation beobachtet. Somit ist bisher nicht geklart, ob CaM eine
Alternative zum SRP darstellt oder auf weitere Komponenten oder Interaktionswege
innerhalb der cotranslationalen Translokation wirkt.
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1.3. Zielsetzung der Arbeit

Sekretorische Proteine kénnen liber den co- oder den posttranslationalen Transportweg ins
endoplasmatische Retikulum (ER) transloziert werden. Lange wurde angenommen, dass
eukaryontische Proteine nur cotranslational transportiert werden, wahrend in niederen
Eukaryonten, wie der Hefe Saccharomyces cerevisiae, einige Proteine Uber die
posttranslationale Translokation elongationsunabhdngig in das ER gelangen. Mittlerweile
konnte gezeigt werden, dass auch Saugerproteine posttranslational transportiert werden
konnen. Zudem deuten weitere Erkenntnisse darauf hin, dass weitaus kleinere Proteine
cotranslational transportiert werden kdnnen, als zundchst fiir einen SRP-abhdngigen Weg
angenommen wurde.

Zu Beginn sollte tber in vitro Translokationexperimente mit den humanen Substratproteinen
Prahistatinl (pHisl, 60 AS), Prahistatin3 (pHis3, 54 AS) und Prastatherin (pStat, 65 AS)
untersucht werden, ob der cotranslationale Transport solcher kleinen Proteine SRP-abhangig
ablauft. Ist bei einem SRP-abhadngigen cotranslationalen Transport eine Mindestldnge der
Polypeptidkette erforderlich? Aufgrund der Entdeckung, dass SRP ebenfalls eine
Rekrutierungsfunktion unter posttranslationalen Bedingungen bei tail-anchored Proteinen
einnehmen kann, sollte zudem die Rolle von SRP in der posttranslationalen Translokation
von kleinen Sdugerproteinen analysiert werden.

Unldangst konnten weitere Substanzen mit einer Rekrutierungsfunktion im
posttranslationalen Targeting gefunden werden (Calmodulin (CaM) und TRC40). Dies deutet
darauf hin, dass der neben dem bereits sehr gut untersuchten cotranslationalen
Transportweg bislang weniger beachtete posttranslationale Transportweg komplexer zu sein
scheint und weiterer Erforschung bedarf. Der Einfluss von CaM konnte bisher nur fir das
Insektenprotein  PraprocecropinA beobachtet werden. Vor diesem Hintergrund
konzentrierten sich die in vitro Untersuchungen dieser Arbeit auf die Bedeutung von CaM in
der posttranslationalen Translokation von kleinen Sdugerproteinen. Ist CaM essentiell fiir die
posttranslationale Translokation dieser Proteine? In diesem Zusammenhang sollte geklart
werden, ob es zu einer direkten Interaktion zwischen der Signalsequenz des Substratproteins
und CaM kommt. Zudem sollte untersucht werden, ob CaM madglicherweise ebenfalls eine
Rolle bei der cotranslationalen Translokation dieser Substratproteine spielt.

Im Laufe der hier durchgefiihrten Untersuchungen zur Bedeutung von CaM in der
Translokation von kleinen Sdugerproteinen zeigte sich eine unerwartete Inhibierung der
cotranslationalen Translokation durch Verwendung des etablierten CaM-Inhibitors
Trifluoperazin (TFP). Dies flhrte zu einer Erweiterung der Zielsetzung dieser Arbeit. Hierzu
sollte die neuartige translokationsstorende Wirkung des TFP naher charakterisiert werden.
Handelt sich hier ebenfalls um eine Inaktivierung des CaM oder wird ein anderer Schritt
innerhalb der cotranslationalen Translokation von TFP beeinflusst?
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2.

2.1.

Material und Methoden

Material

2.1.1. Bakterienstaimme

Stamm Genotyp Herkunft/Referenz
E.coli F ompT hsdSg (rs mg ) gal decm lacY1 (DE3) Novagene
Tuner™ (DE3) placl (Cam")
Plac
E.coli supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi Bullock et al.
XL1 blue relA1 lac [F* proAB laclq ZAM15 Tn10 (Tet')] (1987),
Stratagene

2.1.2. Plasmide

Name Eigenschaft Herkunft

pPGEM3- kodierende Sequenz fiir PraprocecropinA aus AG Zimmermann

Cecropin-2Met

Hyalophora cecropia mit 2 Isoleucinen, die durch

Zimmermann et

kDa

2 Methionine ersetzt wurden; 64 AS; 6,9 kDa al., (1990)
PGEM3- kodierende Sequenz fiir PraprocecropinA aus diese Arbeit
Cecropin-2Met- | Hyalophora cecropia mit 2 Isoleucinen, die durch
o_SS 2 Methionine ersetzt wurden; verkiirzt auf die

Aminosauren 22 — 64; ohne Signalsequenz; 42 AS;

4,5 kDa
pGEMA4- kodierende Sequenz fiir humanes Prahistatinl mit | AG Kalies
Histatin1-3Met | zusatzlich 3 Methioninen c-terminal; 60 AS; 7,4

kDa
pGEM4- kodierende Sequenz fiir humanes Prahistatin3 mit | AG Kalies
Histatin3-3Met | zusatzlich 3 Methioninen c-terminal; 54 AS; 6,5

kDa
pGEM4- kodierende Sequenz fiir humanes Prahistatin3 AG Kalies
Histatin3- verkiirzt auf die Aminosauren 1 —31; mit
34mer-3Met zusatzlich 3 Methioninen c-terminal; 34 AS; 4,0
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pGEM4- kodierende Sequenz fiir humanes Prahistatin3 AG Kalies
Histatin3- verkurzt auf die Aminosauren 1 — 35; mit
38mer-3Met zusatzlich 3 Methioninen c-terminal; 38 AS; 4,5
kDa
pGEM4- kodierende Sequenz fiir humanes Prahistatin3 AG Kalies
Histatin3- verkurzt auf die Aminosauren 1 —39; mit
42mer-3Met zusatzlich 3 Methioninen c-terminal; 42 AS; 5,0
kDa
pGEM4- kodierende Sequenz fiir humanes Prahistatin3 AG Kalies
Histatin3- verkirzt auf die Aminosduren 1 —43; mit
46mer-3Met zusatzlich 3 Methioninen c-terminal; 46 AS; 5,5
kDa
pGEM4- kodierende Sequenz fiir humanes Prahistatin3 AG Kalies
Histatin3- verkirzt auf die Aminosduren 1 — 47; mit
50mer-3Met zusatzlich 3 Methioninen c-terminal; 50 AS; 6,0
kDa
pGEMA4- kodierende Sequenz fiir humanes Prahistatin3 diese Arbeit
Histatin3-3Met- | verkirzt auf die Aminosduren 19 — 54 und mit
o_SS zusatzlich 3 Methioninen c-terminal; ohne
Signalsequenz; 36 AS; 4,6 kDa
pGEMA4- kodierende Sequenz flir humanes Prastatherin AG Kalies
Statherin-3Met | mit zusatzlich 3 Methioninen c-terminal; 65 AS;
7,7 kDa
pGEM4-Stat-3 kodierende Sequenz fliir humanes Prastatherin diese Arbeit
Met-o_SS verkurzt auf die Aminosauren 19 — 6; mit
zusatzlich 3 Methioninen c-terminal; ohne
Signalsequenz; 46 AS; 5,6 kDa
pGEM4-pPI kodierende Sequenz fiir bovines Praprolaktin; 229 | AG Kalies
AS; 25,8 kDa
pPGEM4-pPI- kodierende Sequenz fiir bovines Praprolaktin diese Arbeit
o_SS verkiirzt auf die Aminosauren 30 — 229; ohne
Signalsequenz; 199 AS; 22,7 kDa
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2.1.3. Oligonukleotide

Synthese und Aufreinigung (HPSF) der Oligonukleotide erfolgte durch die Firma Eurofins

MWG Operon.

Oligonukleotidname

Sequenz (5‘ = 3‘)/Herkunft

3Met fwd (TAA-Stop)

ATGATGATGTGATGGTACCGAGC

CaM-Hisg fwd CATTGGCGCCATGGCTGATCAGCTGACCGAAG
CaM-Hisg rev CGGCGCAAGCTTCTATCATTTTGCAGTCATCATC
CecA_o_SSfwd GCGCCGGAACCTAAATGG

CecArev CATGAATTCCGGTCTCCCTATAGTG
His3_o_SSfwd GATTCACATGCAAAGAGACATC

His3rev CATAGTTGGCCTCGAGAGAGTCTG

His3-34 rev TCTTTTATACCCATGATGTCTC

His3-38 rev TTCATGGAATTTTCTTTTATACCC

His3-42 rev TGAATGATGCTTTTCATGG

His3-46 rev ATAGCCTCGATGTGAATGATGC

His3-50 rev ATAATTTGATCTATAGCCTCGATG

MYLK fwd TAATCGGCGCCTACATGCTGCTGAGCGG
MYLK rev TATGAAAGCTTCTACAGTGCCCCCGAGCTGCTG
pPlfwd ATGCAGCTGGCTTATCG

pPl_o_SSfwd ACCCCCGTCTGTCCCAATG

pPlrev CATGCTCTAGAGTCTGCCAAAGTTGAGC
pPl78mer rev TTTGCCCTGGGCATACC

pPI86mer rev AG Vermeire

pPI100mer rev AG Vermeire

pPI120mer rev GGAGCGCAGCAACCCAAG

pPI160mer rev CATGCCTTCCAGAAGTCG

pPI190mer rev

ATCCTTAGTTTGCAGGGACGGG

Pvul fwd GTGCTGCCATAACCATGAGTG

Pvul rev TCGGTCCTCCGATCGTTGTC

Stat_o_SSfwd GATTCATCTGAAGAGAAATTTTTGCGTAGAATTGGAAG
Statrev CATGGTGGCTCGAGAGAGTCTGCCAAAG
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2.1.4. Antikorper

Primare Antikorper

Name Epitop Herkunft
Anti-Calmodulin; n-terminal Abcam
Rabbit monoclonal Ab124742

Sekundare Antikorper

Name Eigenschaft Herkunft
Anti-rabbit 1gG; Kaninchen IgG; gerichtet gegen gesamtes | Rockland
IRDye800® IgG-Molekiil; Konjugat mit Fluorophor Immunochemicals
IRDye800
Anti-rabbit 1gG; Kaninchen IgG; gerichtet gegen gesamtes | Sigma
POD Molekil; Meerrettich Peroxidase
Konjugat

2.1.5. Medien und Puffer

Anodenpuffer fiir Tricingelelektrophorese

210 mM Tris; pH 8,9 (RT)

Blotpuffer nach Towbin (1979)

25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS, 20% (v/v) Methanol; der pH-Wert wurde nicht
eingestellt

Blockierungspuffer

5% (w/v) Magermilchpulver in 1x PBS

DNA-Ladepuffer (5x)

60% (w/v) Saccharose in 1x TAE-Puffer, Bromphenolblau

Elektrophoresepuffer fiir Tris-Glycin-Gele nach Laimmli (1970)

25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS; der pH-Wert wurde nicht eingestellt
Elektrophoresepuffer fiir NuPAGE Novex Bis-Tris 4-12% Gele

50 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure, 50 mM Tris, 0,1 % (w/v) SDS, 1 mM EDTA; pH 7,3
Kathodenpuffer fiir Tricingelelektrophorese

100 mM Tris, 200 mM Tricin, 0,1% (w/v) SDS; pH 8,25 (RT)

LB-Agar (autoklaviert)

LB-Medium, 2% (w/v) Bacto-Agar

Lysogeny Broth (LB) - Medium (autoklaviert)

1% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) Natriumchlorid
Membranpuffer (MP)

50 mM HEPES-KOH (pH 7,5), 250 mM Saccharose, 1 mM DTT
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PBS

137 mM Natriumchlorid, 1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat, 10,1 mM
Dinatriumhydrogenphosphat, 2,7 mM Kaliumchlorid; pH 7,4 (RT)

Proteasepuffer (PP)

50 mM HEPES-KOH (pH 7,5), 250 mM Saccharose, 140 mM Kaliumacetat, 3 mM
Magnesiumacetat

Puffery;

50 mM HEPES-KOH (pH 7,6), 2 mM Magnesiumacetat, 80 mM Kaliumacetat
Retikulozytenlysat-Puffer (RP)

50 mM HEPES-KOH (pH 7,6), 0,5 mM Magnesiumacetat, 80 mM Kaliumacetat, 1 mM DTT
Retikulozytenlysat-Elutionspuffer (RPg,)

50 mM HEPES-KOH, 0,5 mM Magnesiumacetat, 80 mM Kaliumacetat, 1 mM DTT, 250 mM
Imidazol; pH 8,0

Retikulozytenlysat-Equilibrierungspuffer (RPgqy)

50 mM HEPES-KOH (pH 7,6), 0,5 mM Magnesiumacetat, 80 mM Kaliumacetat, 1 mM DTT,
10 mM Imidazol

Retikulozytenlysat-Umpufferungspuffer (RPy)

50 mM HEPES-KOH (pH 7,6), 0,5 mM Magnesiumacetat, 80 mM Kaliumacetat, 1 mM DTT,
10% Glycerin

Retikulozytenlysat-Waschpuffer (RPy)

50 mM HEPES-KOH, 0,5 mM Magnesiumacetat, 80 mM Kaliumacetat, 1 mM DTT, pH 6,3
Retikulozytenlysat-Waschpuffer (RPw7y — RPwou)

50 mM HEPES-KOH, 0,5 mM Magnesiumacetat, 80 mM Kaliumacetat, 1 mM DTT, 7 M -0 M
Urea; pH 6,3

Saccharosekissen

50 mM HEPES-KOH (pH 7,6), 6 mM Magnesiumacetat, 50 mM Kaliumacetat, 1 mM EDTA,
1,3 M Saccharose

SDS-Probenpuffer (2x)

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

TAE-Puffer (50x)

2 M Tris-HCl (pH 8,5), 50 mM EDTA, 5,7 % (v/v) Eisessig

TBST

50 mM Tris-HClI (pH 7,5), 150 mM Natriumchlorid, 0,1% (w/v) Tween-20

19



Material und Methoden

2.1.6. Antibiotika, Chemikalien und Enzyme

Bezeichnung

Hersteller

[3*S]-Methionin (370 MBg/ml, >37 TBg/ mmol)
Acryl/Bis™ (29:1)

Ammoniumsulfat

Ampicillin

Aguasafe 300 Plus

Bacto-Agar

Bacto-Pepton

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bromphenolblau

Cycloheximid

Calmodulin

Deoxyribonucleosidtriphosphate (ANTPs)
Dithiothreitol (DTT)

E6-Berbamin (E6)

Enhanced Chemiluminescens (ECL)
Ethidiumbromid

Fast Digest Restriktionsendonucleasen (Nhel, Pst1, Pvul)
GeneRuler DNA Ladders 1kb/Mix

Guanidin Hydrochlorid (GuHCI)

Harnstoff > 99,5% (Urea)

HEPES

Kaliumacetat

Magnesiumacetat
N-(6-Aminohexyl)-5-chlor-1-naphthalinsulfonamid (W7)
Natriumdodecylsulfat (SDS) Pellets

PAGE Ruler Prestained Protein Ladder
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Proteinase K

Puromycin

Retikulozytenlysat (nukleasebehandelt, inkl. Aminosaure-Mix

ohne Methionin bzw. Cystein)
RNase-Inhibitor RNasin
Ribonucleosidtriphosphate (rNTPs)

T4 DNA Ligase (mit dazugehorigem 5x rapid ligation buffer)

T4 Polynukleotidkinase

T7 RNA Polymerase (inkl. Transkriptionspuffer)
Tricine 2 99%

Trifluoperazin (TFP)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Hartmann Analytik
Amresco

Roth

Roth

Zinsser Analytic
BD

BD

New England Biolabs
Merck

Sigma Aldrich
ENZO Life Sciences
Roche

Gerbu

ENZO Life Sciences
PerkinElmer
Merck

Life Technologies
Life Technologies
Sigma Aldrich
Roth

Sigma Aldrich
Roth

Merck

ENZO Life Sciences
Roth

Life Technologies
Sigma Aldrich
Roche

Biomol

Promega

Promega
Promega

Life Technologies
Thermo Scientific
Promega

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roth
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Trypton Merck

Weizenkeimextrakt Promega
2.1.7. Kits, Materialien und Software

Kits, Materialien und Software Hersteller

AIDA Image Analyzer Software Version 3.52 Raytest

Amicon’ Ultra Centrifugal Filters Millipore

Clone Manager Suite 7

Criterion™ Tris-Tricine Gele
Gel-Blotting-Papier GB 002
Ni**-NTA-Saulenmaterial
NucleoSpin Gel und PCR Clean-up
NucleoSpin Plasmid

NucleoSpin RNA Clean-up

NuPAGE Novex Bis-Tris 4-12% Gele
Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Roti-Fluoro PVDF Membran, PorengrofRe 0,2 um
Whatman Protran Nitrocelullose Transfermembran,

Sci-Ed Software
Biorad

Schleicher & Schuell
Qiagen
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Life Technologies
Life Technologies
Roth

. Schleicher & Schuell
PorengrofRe 0,45um
2.1.8. Gerate
Gerate Hersteller

Allegra 2IR Zentrifuge
Avanti J-20 XPI Zentrifuge

Criterion Cell fiir Criterion- und NuPAGE-Gele

Eraser

Feinwaage A1205-D1

Horizon 58 Gelelectrophoresis System
Flussig-Szintillationszahler
Geldokumentation Intas Gel iX Imager
Geltrockner Modell 583

Kamera LAS-1000

Kihlzentrifuge 5417 R

Kihlzentrifuge 5415 R

NanoDrop 2000 Spektralphotometer
Odyssey Infrared Imaging System
Optima L-90K Ultrazentrifuge

Optima Max-XP Ultrazentrifuge

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Biorad

Raytest

Sartorius Analytic
Gibco BRL
Wallac

Intas

Biorad

Fuji

Eppendorf
Eppendorf
Thermo Scientific
Licor

Beckman Coulter
Beckman Coulter
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Pharmacia LKB Pump P-1 Pharmacia
Phosphoimager CR-35 Bio Raytest
Phosphoimager FLA-3000 Fujifilm/Raytest
Photometer Ultrospec 3100 pro Amersham Biosciences
Power Supply Power-Pack Basic Biorad
Power Supply PS 9009 Gibco BRL

. GE Healthcare Life
Storage Phosphor Screen BAS-IP SR 2040 E Super Resolution .

Sciences

Thermocycler Gene Touch BioER
Thermomixer Comfort Eppendorf
Western Blot Apparatur Panther Owl Scientific

2.2. Methoden

2.2.1. Ubernachtkulturen, Glycerinstocks und Plasmidpriparation

E. coli XL1-blue Zellen wurden in LB-Medium mit 0,1 mg/ml Ampicillin (Selektionsmedium)
Uber Nacht bei 37°C und 180 rpm angezogen. Das Animpfen erfolgte entweder (iber eine
Kultur einer Agarplatte oder aus einem Glycerinstock. Zur Langzeitaufbewahrung wurde ca.
ein Milliliter der gewiinschten Kulturen mit Glycerinldsung auf eine Endkonzentration von
15% eingestellt. AnschlieBend wurden diese zur Lagerung bei -80°C in Stickstoff
schockgefroren.

Die Prdparation von Plasmid-DNA (pDNA) erfolgte mit dem NucleoSpin Plasmid-Kit nach
Herstellerangaben (Macherey-Nagel). Nach der Elution der pDNA mit H,O wurde die
Konzentration mit dem Nanodrop Spektralphotometer bestimmt (Thermo Scientific).

2.2.2. Die ,Halbvektorenstrategie” als Klonierungsstrategie fiir Proteine
ohne Signalsequenz

Ziel war es, die Proteine pHis3, pStat, ppCecA und pPIl ohne Signalsequenz (His3, Stat, CecA
und Pl) zu generieren, um das Bindungspotenzial von CaM an die Signalsequenz Giberpriifen
zu konnen. Hierzu wurden die Konstrukte ohne Signalsequenz Uber die sogenannte
,Halbvektorenstrategie” erzeugt. Zur Erzeugung eines Halbvektors ohne Sequenzabschnitt
fur die Signalsequenz (= erster Halbvektor; blaue Pfeile) hybridisierten die hierfir
ausgewahlten Oligonukleotide (Primer) zum einen direkt hinter der Signalsequenz des
Proteins an die Template-DNA und vervielfaltigen diese in 3‘-Richtung (mpHis3fwd,
fwdStat_o_SS, fwdCecA_o_SS und fwdpPl_o_SS) und zum anderen in 5’-Richtung an der
Pvul-Schnittstelle des Templates (Pvulrev).
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Pvul-Verdau

Augangsvektor

pGEM4a-Histatin3-3Met

PCR D Ligation

pGEMA4a-Histatin-oSS

Abb. 7: Schematischer Ablauf der Halbvektorenstrategie am Beispiel von Prahistatin3:

A) Zur Generierung eines Halbvektors ohne Signalsequenzabschnitt wurde die Halbvektorenstrategie
angewandt. Durch die ausgewadhlten Primer (A) entstehen mittels PCR zwei Halbvektoren (B). Nach Pvul-
Verdau (C) entstehen Giberstehende Enden, die eine gerichtete Ligation ermdoglichen (D).

Der zweite Halbvektor (schwarze Pfeile) wurde mittels der entsprechenden Reverse-Primer
Uber eine Vervielfaltigung in 5'-Richtung erzeugt (revHis3, revStat, revCecA und revpPl). Die
dazugehdrigen Forward-Primer binden ebenfalls an der Pvul-Schnittstelle (Pvulfwd). Fir die
PCR wurde die Phusion High-Fidelity DNA Polymerase verwendet, die Produkte mit glatten
Enden generiert. Beide Halbvektoren wurden mit Pvul geschnitten, sodass an der jeweils
anderen Seite des Halbvektors ein Gberstehendes Ende erzeugt wird. Nach Phosphorylierung
erleichtern die unterschiedlichen Enden eine korrekte Orientierung bei der Ligation beider
Halbvektoren.

2.2.2.1. Polymerasekettenreaktion

Fiir die Synthese der Halbvektoren wurde als Polymerase fiir die Polymerasenkettenreaktion
(PCR) die Phusion High-Fidelity DNA Polymerase verwendet, eine robuste Polymerase mit
sehr geringer Fehlerrate, die glatte Enden generiert. Die genutzten unmodifizierten Primer
stammten von MWG. Fiir einen PCR-Ansatz wurden 50 ng Plasmid-DNA, je 50 pmol Forward-
bzw. Reverse-Primer, je 10 mM dNTPs, 10 ul Phusion HF Puffer (5x) und 2 U Physion
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Polymerase eingesetzt. Das PCR-Programm wurde an dem Thermocycler Gene Touch (Bio ER)
durchgeflihrt und ist in Tab. 1 und Tab. 2 dargestellt.

Anzahl der Zyklen PCR-Schritt Temperatur Dauer
Initiale
1x i 98°C 30s
Denaturierung
Denaturierung 98°C 10s
30x Annealing 60°C 30s
Elongation 72°C 20s
1x Finale Extension 72°C 5 min

Tab. 1: PCR-Programm Proteine ohne Signalsequenz.

Anzahl der Zyklen PCR-Schritt Temperatur Dauer
Initiale
1x i 98C° 30s
Denaturierung
Denaturierung 98°C 10s
Annealing
30x pPI78mer 51°C
pPl120mer, 54°C 30s
pPl160mer 54cC°
pPI190mer 54°C
- Elongation 72°C 20s
1x Finale Extension 72°C 5 min

Tab. 2: PCR-Programm pPI-Verkirzungsvarianten.

2.2.2.2. Restriktionsverdau

Nach Uberpriifung der PCR-Produkte im Agarosegel mittels GroRenstandard wurden diese
mit dem NucleoSpin Gel und PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel) entsprechend Hersteller-
angaben gereinigt und in einer Konzentration von 500 ng zusammen mit dem dazugehdrigen
Puffer und 2,5 ul FastDigest Restriktionendonuklease (2,5 U; Thermo Scientific) in den
Restriktionsverdau eingesetzt. Nach 15-miniitiger Inkubation bei 37°C erfolgte die
Auftrennung der Spaltprodukte im 0,8%-igen Agarosegel. Die gesamte verdaute DNA wurde
aus dem Agarosegel ausgeschnitten und erneut aufgereinigt (NucleoSpin Gel und PCR Clean-
up Kit). Die Elution erfolgte mit H,0.

Zur Herstellung von Proteinen ohne Signalsequenz wurde fiir den Restriktionsverdau die
Restriktionsendonuklease Pvul verwandt (s. 2.2.2).

Fiir eine Linearisierung von pDNA wurden die Restriktionsendonukleasen Nhel oder Pstl
entsprechend eingesetzt (s. 2.2.8).
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2.2.2.3. Phosphorylierung

Die T4 Polynukleotidkinase (PNK, Thermo Scientific) ermdglicht durch Phosphorylierung am
freien 5'-OH-Ende der Desoxyribose der Halbvektoren deren Ligation. Fiir einen 25 pl Ansatz
wurden 100 ng je geschnittenem Halbvektor und 10 U PNK eingesetzt. Der Ansatz wurde im
Rapid Ligation Buffer unter Zugabe von 1 mM ATP bei 37°C fur 30 min inkubiert. Es folgten
10 min bei 75°C.

2.2.2.4. Ligation

Zur Ligation der beiden phosphorilierten Halbvektoren wurden diese im Verhiltnis 1:1
eingesetzt und mit 5 Weiss U T4 DNA Ligase versetzt. Die Ligation lief in 1x Rapid Ligation
Buffer 15 min bei Raumtemperatur ab.

2.2.3. Plasmid-Transformation in Escherichia coli

Zur Transformation der ligierten Halbvektoren wurden 100 ul chemokompetente Escherichia
coli (E.coli) XL1-blue Zellen (vom Institut zur Verfligung gestellt) mit 10 pl Ligationsansatz
versetzt. Nach einer Minute Inkubation bei 0°C erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fir
ebenfalls eine Minute, gefolgt von einer weiteren Minute bei 0°C. AnschlieBend wurden 900
pl LB-Medium hinzugefiigt und der Transformationsansatz eine Stunde bei 37°C und 800
rpm kultiviert. Die Bakterien wurden im Folgenden auf LB-Ampicillin-Selektionsplatten (0,1
mg/ml Ampicillin) im Verhaltnis 1/10 und 9/10 ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert.

Zur Uberpriifung der Transformation erfolgte Aufreinigung und Restriktionsverdau der
Plasmid-DNA ausgewadhlter Klone (s. dazu 2.2.2.2). Es wurden die Restriktionsenzyme Pvull
und Nhel verwandt. Verwies die Auftrennung der Spaltprodukte mittels eines 0,8%-igen
Agarosegels auf eine erfolgreiche Klonierung, so wurde die Plasmid-DNA durch die Firma
GATC Biotec AG sequenziert. Eine Auswertung der Sequenzen erfolgte abschlieRend mit der
Clone Manager Suite 7 Software (Sci-Ed Software).

2.2.4. Klonierung und Uberexpression von CaM-Hisg

Die Klonierung in den Expressionsvektor pProExHTa erfolgte, um n-terminal ein Hisg-Tag
anzuhingen und Calmodulin in E. coli iiberzuexprimieren. Die Uberexpression und Ni**-NTA-
Aufreinigung unter nativen Bedingungen des CaM-Hisg-Konstrukts wurde fiir diese Arbeit
von einer Mitarbeiterin der Arbeitsgruppe Kalies durchgefiihrt. Die Umpufferung und
Aufkonzentrierung erfolgte (iber einen Amicon’  Ultra Centrifugal  Filter in
Retikulozytenlysat-Umpufferungspuffer (RPy). Die Konzentration des CaM-Hisg-Konzentrats
wurde Uber einen BSA-Standard ermittelt. Anhand der Signale von 2 — 5 pug des BSA-
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Standards lieR sich eine Regressionsgerade mit einem Korrelationsfaktor von r’=0,99
erstellen. Daraus lieB sich eine mittlere Konzentration des CaM-His6-Konzentrats von 90
ug/ul errechnen. CaM-Hisg in RPy konnte direkt in die Translokationsexperimente eingesetzt
werden.

2.2.5. Klonierung und Uberexpression des MYLK2-Hisg-Peptids

Die CaM-bindende Sequenz aus der Mpyosin Light Chain Kinase 2 wurde in den
Expressionsvektor pProExHTa kloniert und das Protein liberexpremiert. Dadurch wurden der
CaM-bindenden Sequenz von MYLK2 n-terminal 6 Histidine zugefligt (MYLK-Hisc-Peptid). Die
Klonierung in pProExHTa und Uberexpression wurden fiir diese Arbeit von einer
Mitarbeiterin der Arbeitsgruppe Kalies durchgefiihrt. Da das MYLK-Hisg-Peptid nach
Uberexpression nicht 18slich vorlag, wurde das Peptid zunichst mit 8 M Harnstoff und 6 M
Guanidinhydrochlorid (GuHCI) denaturiert in Losung gebraucht. 500 pl mit RPgq, equilibrierte
Ni**-NTA-Agarose wurde mit 7 mg denaturiertem MYLK-Hise-Peptid fir zwei Stunden tiber
ein Pumpsystem (LKB Pump P-1, Pharmacia) zyklisch beladen. Die Renaturierung des MYLK-
Hise-Peptids an der Ni*-NTA-Siule erfolgte durch sechs Waschschritte mit Waschpuffern
abnehmender Harnstoffkonzentration (RPwsy — RPwou). Zur Uberpriifung der Bindung wurde
zum Schluss eine kleine Menge beladene Beads entnommen. Fiir die folgende Depletion des
endogenen Calmodulins verblieben die MYLK-Hisg-Peptide an der Ni**-NTA-Saule.

2.2.6. Depletion des endogenen Calmodulins aus dem Retikulozytenlysat

Zur Depletion des RL wurden zundchst 2 ml RL mit 1 ml RP verdiinnt. Es folgte eine zyklische
Beladung der mit MYLK-Hise-Peptid beladenen Ni**-NTA-Saule (s. 2.2.5) mit 3 ml verdiinntem
RL. Nach einer zyklischen Beladung von 2 Stunden wurde das geschlossene Pumpsystem
gedffnet und der Durchfluss abgenommen. Dieser Durchfluss stellte das um CaM depletierte
RL dar, welches fiir weitere Experimente eingesetzt wurde. Die Uberpriifung der Depletion
erfolgte mittels Western Blot Analyse. Nach Quantifizierung der detektierten Signale ergab
sich eine verbliebende Restmenge von 3,7% endogenem Calmodulin im depletierten RL.

2.2.7. Bindung von in vitro synthetisierten Proteinen an CaM-Hisg

Zur Untersuchung einer direkten Interaktion von den in vitro synthetisierten Proteinen (s.
2.2.8 und 2.2.9) mit (pHis3, ppCecA, pStat und pPl) und ohne Signalsequenz (His, CecA, Stat
und PI) an rekombinantes CaM-Hisg wurden die Proteine zunachst im RL bei 25°C in 45 min
synthetisiert. Die Ni2+-NTA-Agarose wurde mit 10 Sdulenvolumen RP equilibriert. Fiir jeweils
einen Bindungsansatz wurden im Anschluss 10 pl Ni2+-NTA-Agarose abgenommen. Parallel
dazu wurde rekombinantes CaM-Hiss mit 10 mM Calcium versetzt und 20 pl RL-
Translationsansatz mit 10 ul RP verdinnt. Dieses 30 ul RL-Puffer-Gemisch wurde mit Ca*'-
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CaM-Hisg (50 pg) fur 20 min bei 25°C vorinkubiert und anschlieBend auf die Ni**-NTA-
Agarose gegeben. Hier ist zu erwdhnen, dass eine Variation des Versuchs darin bestand, dass
die Ni**-NTA-Agarose zuerst mit Ca**-CaM-Hisg beladen wurden und dann das RL-Puffer-
Gemisch auf die Sdule gegeben wurde. Bei beiden Variationen folgte eine Inkubation von 1,5
h bei 4°C und 550 rpm (Batch-Verfahren; Thermomixer Comfort, Eppendorf). Der
Reaktionsansatz wurde anschlieBend anzentrifugiert und die nicht gebundene Fraktion
abgenommen. Es schloss sich ein zweimaliger Waschschritt mit je 10 Sdulenvolumen RP an.
Das potenziell an CaM-Hisg gebundene Protein wurde mit 10 pl RPg, eluiert. Dieser
Elutionsschritt wurde dreimal wiederholt. Die Agarose Beads und Proben der Fraktionen
wurden abschliefend mit einem Saulenvolumen SDS-Probenpuffer auf 60°C fir 10 min
erhitzt. Nach Anzentrifugation der Agarose Beads wurde der Uberstand abgenommen und
zusammen mit den Proben der Fraktionen auf ein SDS-Gel aufgetragen.

2.2.8. In vitro Transkription

Zum besseren Ablauf der in vitro Transkription wurde die gewiinschte pDNA zunadchst mit
dem entsprechenden FastDigest-Restriktionsenzym (Nhel oder Pstl) fiir 15 min bei 37°C mit
je 5 ul Enzym pro 50 pl Ansatz linearisiert. Daran schloss sich die Aufreinigung mittels
NucleoSpin Gel und PCR Clean-up Kit und die Messung der Konzentration Uber das
NanoDrop Spektralphotometer an.

1 pg linearisierte pDNA wurde in die anschlieBende in vitro Transkription eingesetzt (50 pl
Ansatz). Diese erfolgte unter Zugabe von 1x Transkriptionspuffer (mitgeliefert), 0,5 mM
rNTPs, 10 mM DTT, 0,2 mg/ml BSA, 100 U RNAsin und 10 — 20 U T7 RNA Polymerase fir
insgesamt 4 h unter zwischenzeitlicher zusatzlicher Gabe von 10 — 20 U T7 RNA Polymerase
und 0,5 mM rNTPs. Die erhaltende mRNA wurde mit dem NucleoSpin RNA Clean-up Kit
aufgereinigt, 2x mit je 25 pl RNase-freiem Wasser eluiert, in flissigem Stickstoff schock-
gefroren und bei -80°C verwahrt.

2.2.9. Invitro Translation

Fir die zellfreie Proteinsynthese wurde Retikulozytenlysat (RL) oder Weizenkeimextrakt
(WKE, Promega) verwandt. Um das RL von Membranen und aggrigierten Proteinen zu klaren
erfolgte zunachst ein Zentrifugationsschritt fiir 10 min bei 13.000 rpm und 4°C (Eppendorf,
5417 R). Fur einen 10 pl RL-Ansatz wurden 6 pl RL, 0,2 pl Aminosdauremix ohne Methionin (je
Aminosidure 1 mM), 40 U RNasin und 0,3 ul [*°S]Methionin (0,1 MBq) eingesetzt. Bei der
Verwendung des Weizenkeimextraktes wurden 5 pl WKE, 0,8 pl Aminosdauremix ohne
Methionin mit der gleichen Menge an radioaktiv markiertem Methionin verwandt. Die
optimale Menge an mRNA wurde zunachst (iber eine Titration bestimmt und liegt
Ublicherweise bei den hier durchgefiihrten Versuchen zwischen 0,5 pl — 1,5 ul pro
Translationsansatz. Die Translation erfolgte bei 25°C fiir 45 min.
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2.2.10. In Vitro Translokationsassays

2.2.10.1. In vitro Translokationsassay im Retikulozytenlysat

Flr ein Translokationsexperiment unter cotranslationalen Bedingungen wurden dem in 2.2.9
beschriebenen Translationsansatz zusatzlich raue Mikrosomen zugefihrt (0,3 — 0,5 eq/10 ul
Ansatz). Dabei ist ein Aquivalent (eq) nach Walter et al. (1981 |) definiert als die
Membranmenge, die bei 280 nm eine optische Dichte von 50 besitzt. Der gesamte Ansatz
wurde bei 25°C 45 min inkubiert.

Fiir die Translokation unter posttranslationalen Bedingungen erfolgte vor der Zugabe der
Mikrosomen die Inhibierung der Elongation mittels 1 mM Cycloheximid fiir 10 min auf Eis.
AnschlieBend wurden die in dem Lysat enthaltenen Ribosomen bei 70.000 rpm fiir 30 min
und 4°C abzentrifugiert (Beckman Coulter, Optima Max-XP Ultrazentrifuge, Rotor TLA 100)
und dem geklarten 10 pl-Ansatz 3 — 5 eq Mikrosomen zugeben. Die posttranslationale Trans-
lokation lief zunachst 20 min auf Eis ab, gefolgt von einer Inkubation fiir 20 min bei 25°C.

Als Translokationskontrolle wurden sowohl die Halfte der co- als auch die Halfte der
posttranslationalen Translokationsansatze mit einem Volumen Proteinase K (0,5 mg/ml in
PP) fuir 30 min bei 15°C inkubiert. Die andere Halfte des Ansatzes wurde mit einem Volumen
PP versetzt und entsprechend behandelt. Durch diese Behandlung kann tberpriift werden,
ob das zu untersuchende Protein geschiitzt vor der Proteinase K in den Mikrosomen vorliegt.
Die Reaktion wurde durch 10 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) gestoppt. Zuletzt
wurden die Proben mit SDS-Probenpuffer versetzt, bei 60°C 10 min denaturiert und soweit
erforderlich bei -20°C verwahrt. Sollten die Proben auf ein SDS-Gel aufgetragen werden, so
wurden 20 % des urspriinglichen Translationsansatzes nach Ammoniumsulfatfallung oder 2,5
% des Ansatzes ungefallter Proben eingesetzt.

In den Versuchen mit pPl-Verkiirzungsproteinen (s. Tab. 2) — hier pPIl-Varianten mit
fehlendem Stoppcodon auf mRNA-Ebene — lief die Translation je nach Ansatz in Ab- oder
Anwesenheit von TFP (200 uM) ab. Zur Translokation wurden raue Mikrosomen (0,5 eq/10
ul Ansatz) zugegeben und fiir 10 min auf Eis und fir weitere 10 min bei 25°C inkubiert. Es
folgte eine Puromycin-Behandlung (2 mM) fir 7 min bei 25°C. Nach Proteinase K-
Kontrollverdau und PMSF-Inkubation wurde der Ansatz in 400 ul RP aufgenommen und bei
70.000 rpm fiir 10 min in Beckmann Reaktionsgefdallen mit entsprechenden Adaptern
ultrazentrifugiert (Optima Max-XP Ultrazentrifuge, Rotor TLA 100.3). Die Probenpellets
wurden mit SDS-Probenpuffer bei 80°C 10 min denaturiert und auf ein SDS-Gel aufgetragen.

Zur Untersuchung des Einflusses einer ansteigenden Menge von unprogrammierten 80S-
Ribosomen auf die Translokation von pPI-Verkiirzungsvarianten, wurden diese direkt nach
der Zugabe von rauhen Mikrosomen in die Translokationsansdtze mit und ohne TFP (200
uUM) titriert (120 — 960 nM/10 pl Ansatz). Sollte in diesem Zusammenhang zusatzlich der
Einfluss von SRP untersucht werden, so wurde in Anwesenheit von TFP neben der Titration
von 80S-Ribosomen ebenfalls SRP zu den Translokationsansatzen titriert (0 — 75 nM). Der
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weitere Ablauf der Translokation entspricht den Versuchen mit pPl-Verkiirzungsproteinen
(s.0.).

2.2.10.2. In Vitro Translokationsassay im Weizenkeimextrakt

Fir eine in vitro Translokation im Weizenkeimextrakt erfolgte zundchst eine Hochsalz-
Behandlung der Mikrosomen mit 500 mM KOAc und 15 mM Mg(OAc),.

Unter cotranslationalen Bedingungen wurde zum Translationsansatz, bestehend aus in vitro
hergestellter mRNA, WKE, Aminosdauremix, RNasin, den hochsalzgewaschenen Mikrosomen
(KRM; von AG Kalies zur Verfugung gestellt) und [*>S]Methionin, SRP (25 nM) zugegeben. Die
Translation erfolgte bei 25°C 45 min, gefolgt von Proteinase K- und PMSF-Inkubation.

Unter posttranslationalen Bedingungen wurde zundchst in vitro translatiert, mit
Cycloheximid die Translation gestoppt und die Ribosomen abzentrifugiert. Dem
Translokationsansatz wurden dann sowohl KRM als auch SRP hinzugefligt. Nach der
Translokation erfolgte auch hier die Behandlung mit Proteinase K und PMSF.

Bei der Durchfiihrung von Translokationsexperimenten mit pPI-Verkiirzungsvarianten in An-
und Abwesenheit von TFP wurde TFP in einer Konzentration von 400 uM eingesetzt. Der
weitere Ablauf der Experimente entsprach den Experimenten mit Verkirzungsproteinen im
RL (s. 2.2.10.1).

2.2.11. Ammoniumsulfatfallung

Sollten die Proteine aufkonzentriert und/oder die Translokationsansatze von Globin aus dem
RL befreit werden, so wurden die Proben nach Proteinase K- und PMSF-Inkubation mit
Ammoniumsulfat gefallt. Dazu wurden die 10 pl-Ansdtze mit 100 ul 60%iger
Ammoniumsulfatlésung versetzt und nach 10-mindtiger Inkubation auf Eis 45 min bei 14.000
rpm und 4°C zentrifugiert (Eppendorf, 5415 R). Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in weiteren 55 pl 60%iger Ammoniumsulfatlésung resuspendiert. Es schloss sich ein
weiterer 45-minutiger Zentrifugationsschritt bei 14.000 rpm und 4°C an. Nach Abnahme des
Uberstandes wurde das Pellet in SDS-Probenpuffer resuspendiert und bei 60°C 10 min
erhitzt.

2.2.12. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine unter denaturierenden Bedingungen wurden die Proben mit
SDS-Probenpuffer versetzt, 10 min bei 60°C (bei der Verwendung von pPl-
Verkirzungsproteinen bei 80°C) erhitzt und die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach
Laemmli (1970) angewandt. Je nach Molekulargewicht der zu trennenden Proteine wurden
SDS-Tris-Glycin-Gele (12,5% Acrylamidanteil), Tricingele (nach Schagger & Jagow (1987); 13%
Acrylamidanteil), Criterion Tris-Tricin Gele der Firma Biorad oder NUPAGE-Gele der Firma Life
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Technologies (Bis-Tris, 4-12% Acrylamidanteil) eingesetzt. Nach der Auftrennung wurden die
Proteine durch 20-minitige Inkubation mit 15%iger Essigsaure fixiert und die Gele
anschlielend in drei Waschschritten a 10 min gewdssert. Als nachstes wurden die Gele
getrocknet, sodass sie zur Detektierung der radioaktiven Signale mit dem Phosphoimager
(FLA-3000/CR-35 Bio) auf Image Plates aufgelegt werden konnten. Als Analyseprogramm
wurde im Anschluss die AIDA Image Analyzer Software verwandt.

2.2.13. Western Blot und immunochemische Detektion von Proteinen

Um eine immunologische Detektion der aufgetrennten Proteine zu erzielen, wurden das Gel,
Blotting-Papier und Membranen (Nitrocellulose- oder PVDF-Membran) in Blotpuffer nach
Towbin (1979) vorinkubiert. Bei Verwendung von PVDF-Membranen wurden diese zu Beginn
in Methanol aktiviert. Die Proteine wurden nach dem Semi-Dry-Prinzip mit einer Stromstarke
von 2 mA/cm® fir 54 min aus dem Gel auf die Membran Ubertragen. Nach einer ein-
stiindigen Behandlung mit Blockierungspuffer bei RT wurde die Membran tber Nacht mit
dem Erstantikorper bei 4°C inkubiert. Der Erstantikdrper wurde 1:2.500 in PBS mit 5%
Magermilchpulveranteil verdiinnt. Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal fir je 10
min mit TBST gewaschen bevor die Inkubation mit dem Sekundarantikorper fir eine Stunde
bei RT folgte. Die IRDye800®-Sekundérantikérper wurden 1:10.000 in PBS angesetzt und die
POD-Sekundarantikorper 1:10.000 in PBS mit 5% Magermilchpulveranteil. Der Sekundar-
antikorper wurde durch erneutes dreimaliges Waschen der Membran mit TBST entfernt. Zur
Detektion der Signale wurde die Membran zuletzt einmal mit H,O gewaschen und unter der
Verwendung von fluoreszenzgekoppelten Antikorpern mit dem Odyssey Infrared Imaging
System gescannt. Wurden hingegen POD-gekoppelte Antikorper verwandt, so wurden nach
Inkubation mit 1 ml ECL-L6sung (enhanced chemiluminescence, Luminol und Oxidations-
reagenz) die Proteinsignale mit einer CCD-Kamera LAS-1000 detektiert.

2.2.14. Praparation von Mikrosomen

Flr die Praparation von Mikrosomen wurde nach Walter und Blobel (1983) das Pankreas aus
Hund oder Schaf zligig nach Eintritt des Todes entnommen und zundchst von groRReren
GefaRen und Fett gesdubert. Nach einer groben Zerkleinerung folgte eine gleichmaRige
Homogenisierung mittels maschinellem Pottern. Daran schloss sich der erste
Zentrifugationsschritt fiir 10 min bei 3.000 rpm und 4°C an (Beckman Coulter, Avanti J-20
XPl, JA-14). Wahrend Zelltrimmer verworfen wurden, wurde der Uberstand erneut 10 min
bei 8.100 rpm und 4°C zentrifugiert (Beckman Coulter, Avanti J-20 XPI, JA-14). Der daraus
resultierende Uberstand wurde zuletzt durch ein Saccharosekissen (1,3 M) fiir 3,5 Stunden
bei 45.000 rpm und 4°C ultazentrifugiert (Beckman Coulter, Optima L-90K, Type 45Ti). Die
pelletierten Mikrosomen wurden vorsichtig in Membranpuffer resuspendiert und die
Absorption bei 280 nm in 1% SDS gemessen. Eine optische Dichte von 50 bei 280 nm
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entspricht dabei einer Konzentration von 1 eqg/ul (Walter et al., 1981 1). Schockgefroren
durch flissigen Stickstoff wurden die Mikrosomen bei -80°C gelagert.
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3. Ergebnisse

3.1. Einfluss von SRP auf die co- und posttranslationale
Translokation von kleinen, sekretorischen Saugerproteinen in
das Endoplasmatische Retikulum

3.1.1. SRP unterstiitzt die Translokation von kleinen, sekretorischen
Saugerproteinen

Der sekretorische Weg von Proteinen beginnt mit ihrer Translokation tiber den Sec61-Kanal
in das Endoplasmatische Retikulum (ER) (Rapoport, 2007). In hoheren Eukaryonten
dominiert der cotranslationale Transportweg, bei dem das Signal Recognition Particle (SRP)
an die hydrophobe Signalsequenz der naszierenden Ketten bindet und so der Ribosom-
naszierende-Kette (RNC)-Komplex zur ER-Membran an den Sec61-Kanal dirigiert wird. Lange
entsprach es der allgemeinen Lehrmeinung, dass insbesondere kleine Proteine, wie z.B. das
PraprocecropinA, ausschliefllich (ber den posttranslationalen Transportweg SRP- und
Ribosomen-unabhangig zu der ER-Membran gelangen (Lakkaraju et al., 2012, Schlenstedt et
al., 1992; Schlenstedt & Zimmermann, 1987; Shao & Hegde,2011). Von diesen besonders
kurzen Proteinen wurde angenommen, dass das Zeitfenster zur Interaktion zwischen
Signalsequenz und SRP zu kurz ist.

Ergebnisse einer Dissertation dieser Arbeitsgruppe deuten dennoch darauf hin, dass auch
sehr kurze Proteine (<7,7 kDa; <65 AS) cotranslational in das ER transportiert werden kénnen
(Dissertation Vivica Stokes, 2011). Dies wirft die Frage auf, ob SRP eine Rolle in dem
Targeting solcher kurzen Proteine spielt und ob es sich um eine SRP-abhdngige
cotranslationale Translokation handelt.

Um die Frage nach einer Abhangigkeit von SRP im cotranslationalen Transport von
insbesondere kleinen Proteinen in das ER untersuchen zu konnen, wurde ein zellfreies
Translations- und Translokationssystem gewadhlt, indem endogenes SRP als Targeting-
substanz nicht zur Verfligung steht. Unter diesen Vorraussetzungen kann genau beobachtet
werden, ob eine exogene Zugabe von SRP einen Effekt auf die Translokation dieser kleinen
Proteine hat. Das fiir die von Stokes durchgefiihrten Translokationsversuche verwendete
Retikulozytenlysat mit endogenem Sauger-SRP brachte diese Eigenschaft nicht mit. Aufgrund
dessen wurde hier der Weizenkeimextrakt (WKE) als zellfreies System ausgewahlt. Dieser
bietet den Vorteil, dass Weizenkeim-SRP nicht an S3auger-SRP-Rezeptoren bindet. Zudem
wurden Hochsalzgewaschene Schafsmikrosomen (SKRM) eingesetzt. Eine vorausgehende
Behandlung der Mikrosomen mit Kalium- und Magnesiumacetat (500 mM KOAc, 15 mM
Mg(OAc),) I6st Schafs-SRP ab. Ob tatsdchlich Translokationsbedingungen ohne funktionelles
SRP vorlagen, wurde durch ein Kontrollexperiment mit pPl tberprift. pPl gilt als ein rein
cotranslational transportiertes Protein (Gilmore et al., 1982 |, und Il) und bendétigt zwingend
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SRP fiir seine Translokation. Ein cotranslationaler Transport von pPl im WKE mit SKRM sollte
demnach nicht moglich sein. Erst durch das Zufligen von exogenem SRP sollte pPlI
translozierbar sein.

Zur Durchfuihrung des Kontrollexperiments erfolgte eine in vitro Synthese und Translokation
des pPl im WKE in Anwesenheit von radioaktivem Methionin, 0,5 eq Schafsmikrosomen und
exogenem SRP. Als eine Kontrolle der Translokation gilt der Proteinase K-Verdau. Das Enzym
baut dabei jene Proteine ab, welche nicht ins ER transportiert wurden. Ist hingegen
prozessiertes Protein nach Proteinase K-Verdau zu detektieren, zeigt dies, dass es durch die
ER-Membran vor dem Enzymabbau geschiitzt wurde. Nach der Auftrennung der Proteine
durch Elektrophorese wurden die radioaktiven Signale mit einem Phosphoimager
aufgenommen und mit dem Analyseprogramm AIDA quantifiziert. Eine erfolgreiche
Translokation zeigt sich im Autoradiogramm durch eine zweite Proteinbande niedrigeren
Molekulargewichts. Dies ist das um die Signalsequenz verkiirzte und in das ER Lumen
eingeschleuste Protein. Die Translokationseffizienz belduft sich i. d. R. nicht auf 100%, das
heillt nicht prozessiertes Protein ist ebenfalls vorhanden (gekennzeichnet durch ein ,,p“ vor
dem Proteinnamen). Zur Quantifizierung wurden die Signalintensitdten der Proteinbanden
des prozessierten und Proteinase K-geschiitzen Proteins gemessen und ins Verhaltnis zum

prozessiertes Protein x 100% ) Die fiir das
nicht prozessiertes Protein + prozessiertes Protein) '”
p p

Gesamtprotein pro Ansatz gesetzt (
Saulendiagramm verwendeten Werte der Ansdtze mit SKRM aber ohne exogenes SRP
wurden gleich 100% gesetzt.

Das Kontrollexperiment mit pPI zeigte eine cotranslationale Translokation erst durch Zugabe
von exogenem SRP (Abb. 8 A; Spur 5 und 6). Eine Translokation ohne exogenes SRP war nicht
moglich (Abb. 8 A; Spur 3 und 4). Dieses Kontrollexperiment bestatigte somit, dass die
Translokationsansatze frei von funktionellem SRP vorlagen und nur eine exogene Zugabe
von SRP die Translokation ermdglichte.

Unter diesen Bedingungen ohne funktionelles endogenes SRP wurden auch die folgenden
cotranslationalen Experminente mit den zu untersuchenden kleinen Sdugerproteinen
durchgefiihrt. Hierfir wurden die Substratproteine Prdhistatinl (pHis1, 60 AS), Prahistatin3
(pHis3) und Prastatherin (pStat) ausgewahlt. Nach in vitro Synthese und Translokation mit
radioaktiven Methionin in An- oder Abwesenheit von SKRM und exogenem SRP, wurde ein
Teil der Ansatze mit Proteinase K behandelt und die Proteine elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Ergebnisse der Translokationsexperimente mit pHisl, pHis3 und pStat zeigten, dass
durch die Zugabe von exogenem SRP (Abb. 8 B; Spur 5 und 6) die Translokationseffizienz
aller drei Proteine unter cotranslationalen Bedingungen im Vergleich zu den Ansatzen ohne
funktionelles SRP (Abb. 8 B; Spur 3 und 4) gesteigert werden konnte. Besonders deutlich fallt
der Anstieg der Translokationsrate bei dem Substratprotein pStat auf. Im Gegensatz zu dem
Kontrollprotein pPl ist in Abwesenheit von SRP bei den verwendeten kleinen
Substratproteinen eine basale Translokationsrate zu verzeichen. Dies bedeutet, dass auch
ein SRP-unabhadngiger Transport der untersuchten kleinen Saugerproteine maoglich ist. Die
Translokation kann jedoch nach Zugabe von SRP deutlich stimuliert werden. Vor dem
Hintergrund, dass SRP eine Rolle in dem posttranslationalen Transport von einigen tail
anchored Proteinen zugesprochen wurde (Abell et al., 2004) und mit den hier verwendeten
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Mikrosomen prinzipiell eine co- und posttranslationale Translokation ablaufen kann, kann zu
diesem Zeitpunkt nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob es sich bei dem offensichtlichen
SRP-abhdngigen Transport um einen cotranslationalen Transport handelt.

A

cotranslational
SKRM: - +

+
SRP: - - +
[ +
- |- pPI
|— PI
6
SKRM: - + + _ 0
SRP: X 400
PK: 2 350 -
£ 300
8
10 kDa —| 2 250 1
4 © 200
'_
@ 150
'z: 100 E—
2 50
10 kDa— 04— —
His1 His3 Stat
O-SRP @ +SRP

Abb. 8: SRP verbessert den Transport von kleinen sekretorischen Saugerproteinen.

Die in vitro Synthese und Translokation der Proteine pPl (A), pHisl, pHis3 und pStat (B) fanden im
Weizenkeimextrakt (WKE) in Anwesenheit von radioaktiv markiertem Methionin und je nach Ansatz mit SKRM
und exogenem SRP statt. Zur Kontrolle der Translokation wurde ein Proteinase K-Verdau durchgefiihrt. Die
Proteine in SDS-Probenpuffer wurden mittels Elektrophorese lber Tricingele aufgetrennt und die radioaktiven
Signale Uber einen Phosphoimager aufgenommen. Das Autoradiogramm wurde mit dem Analyseprogramm
AIDA ausgewertet. C) Dabei wurde der Anteil des prozessierten und Proteinase K-geschiitzen Proteins (Spur 4
und 6) am Gesamtprotein (z.B. His1 x 100% / (pHis1 + His1)) errechnet und der resultierende Wert unter den
Bedingungen ,mit Membranen aber ohne SRP“ (Spur 4) gleich 100% gesetzt (graue Sdulen). SKRM: Hochsalz-
gewaschene, raue Schafsmembranen, PK: Proteinase K, pHisl: Prahistatinl, pHis3: Prdhistatin3, pStat:
Prastatherin, pPl: Praprolaktin, SRP: Signal Recognition Particle
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3.1.2. SRP unterstiitzt nicht die posttranslationale Translokation von kleinen,
sekretorischen Proteinen

Da in dem vorherigen Experiment nicht entschieden werden konnnte, ob es sich bei dem
beobachteten SRP-abhangigen Transport der untersuchten kleinen Proteine um den co- oder
posttranslationalen Transportweg handelt, wurde im Folgenden die Translokation der drei
Substratproteine unter posttranslationalen Bedingungen durchgefiihrt. Der posttrans-
lationale Transportweg unterscheidet sich von dem cotranslationalen Transportweg darin,
dass die Peptide bereits fertig synthetisiert im Zytosol vorliegen und die meisten freien
Peptidketten Ribosomen- und SRP-unabhangig zu der ER-Membran gelangen (zusammen-
gefasst in Johnson et al., 2013). Durch eine Inhibierung der Translation mittels Cycloheximid
und Abzentrifugation der Ribosomen bietet ein posttranslationaler Versuchsassay den
Vorteil, dass ein parallel ablaufender cotranslationaler Transport nicht mehr moglich ist und
es sich somit um reine posttranslationale Transportbedingungen handelt.

Zur Erzeugung von Bedingungen flr ein reines posttranslationales Translokationsexperiment
wurden die Ansitze nach der Translation mit [**S]Methionin zunichst mit Cycloheximid
behandelt, um eine Elongation der naszierenden Kette zu verhindern. Zudem wurden die
Ribosomen durch Ultrazentrifugation sedimentiert und verworfen. Dem Uberstand wurde
zur Translokation je nach Ansatz Schafsmikrosomen und SRP zugefiigt. Die Translokations-
kontrolle durch eine Proteinase K-Behandlung sowie die Detektion und Auswertung der
radioaktiven Signale erfolgte entsprechend dem cotranslationalen Translokations-
experiment.

Da das Kontrollprotein pPl ein rein cotranslational transportiertes Protein ist, konnte unter
posttranslationalen Bedingungen, wie erwartet, keine Translokation ohne oder mit Zugabe
von exogenem SRP detektiert werden (Abb. 9 A; Spur 3 und 4, 5 und 6). Es konnte hingegen
eine basale posttranslationale Translokation bei allen drei untersuchten Substratproteinen
beobachtet werden. Die posttranslationale Translokationsrate lieB sich durch Zugabe von
exogenem SRP bei den Substratproteinen pHis1l und pHis3 nicht steigern. Lediglich bei pStat
konnte ein geringer Anstieg des Anteils der prozessierten Proteine verzeichnet werden.
Vergleicht man jedoch die stimulierenden Effekte durch exogene SRP-Gabe unter
cotranslationalen Bedingungen mit den Beobachtungen aus dem posttranslationalen
Translokationsexperiment, so kam es zu einer deutlich geringeren Steigerung der
Translokationsrate von pStat unter posttranslationalen Bedingungen.
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Abb. 9: SRP hat keinen Einfluss auf den posttranslationalen Transport von kleinen sekretorischen
Sdugerproteinen.

A) und B) Die in vitro Synthese von pPI, pHisl, pHis3 und pStat erfolgte im Weizenkeimextrakt (WKE) in
Anwesenheit von radioaktiv markiertem Methionin. Die Ansdtze wurden mit Cycloheximid behandelt und die
Ribosomen mittels Ultrazentrifugation sedimentiert und verworfen. Je nach Probe wurde dem Ansatz SKRM
und SRP hinzugefligt. Es folgte eine Inkubation zur Translokation der Proteine. Die Translokationskontrolle
erfolgte iber einen Proteinase K-Verdau. Die Gelelektrophorese erfolgte mit Tricingelen. Die Proteinsignale
wurden mit einem Phosphoimager aufgenommen und mit der AIDA-Software analysiert. C) Der Anteil des
prozessierten und Proteinase K-geschitzten Proteins (Spur 4 und 6) wurde am Gesamtprotein (z.B. His1 x 100%
/ (pHis1 + His1)) errechnet. Der Anteil des prozessierten und Proteinase K-geschiitzten Proteins in dem Ansatz
,mit Membranen aber ohne SRP“ (Spur 4) wurde gleich 100% gesetzt (graue Saulen). SKRM: Hochsalz-
gewaschene, raue Schafsmembranen, PK: Proteinase K, pHisl: Prahistatinl, pHis3: Prdhistatin3, pStat:
Prastatherin, pPl: Praprolaktin, SRP: Signal Recognition Particle

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Substratproteine pHis1l und pHis3 SRP-
unabhangig posttranslational transportiert wurden. Die beobachtete Stimulation durch
exogenes SRP unter cotranslationalen Bedingungen ist demnach auf einen SRP-abhdngigen
cotranslationalen Transport zurlickzufiihren. Fir das Substratprotein pStat kann ein SRP-
anhangiger posttranslationaler Transport nicht ausgeschlossen werden. Da der
cotranslationale Transport durch exogene SRP-Gabe jedoch starker erhoht werden konnte,
spricht dies ebenfalls fiir einen SRP-abhangigen cotranslationalen Transport von pStat.

36



Ergebnisse

3.1.3. Die Erhohung der cotranslationalen Translokationsrate durch SRP
setzt eine Mindestldnge von 46 Aminosauren voraus

Nachdem gezeigt wurde, dass auch kleinere Proteine SRP-abhdngig cotranslational ins ER
transportiert werden konnen, stellte sich die Frage nach einer Proteinmindestlange zur
Interaktion mit SRP. Um dieser Frage nachzugehen, wurde ein Substratprotein ausgewahlt,
welches in den vorherigen Untersuchungen eindeutig SRP-unabhangig posttranslational und
SRP-abhédngig cotranslational transportiert wurde. In den folgenden Experimenten wurden
somit pHis3-Verkirzungsvarianten erzeugt, indem von dem Protein pHis3 mit 54 AS
ausgehend um je 4 AS verkiirzte Varianten hergestellt wurden (50mer — 38mer).

Da in diesem Experiment Hunde-Mikrosomen verwendet wurden, wurde die Uberpriifung
der cotranslationalen Translokationsbedingungen ohne funktionelles SRP mit pPl im WKE
ebenfalls unter Verwendung von mit Hochsalz-gewaschenen Hundemembranen (HKRM)
durchgefihrt (Abb. 10 C). Nach Proteinase K-Verdau und Auswertung der Signalintensitaten
konnte auch hier keine cotranslationale Translokation von pPl ohne exogenes SRP
beobachtet werden (Abb. 10 C; Spur 3 und 4). Eine Translokation wurde hingegen durch
exogene Zugabe von SRP wieder moglich (Abb. 10; Spur 5 und 6). Dies bedeutete, dass die
HKRM frei von funktionellen SRP waren.

Zur Untersuchung des Einflusses von SRP auf die cotranslationale Translokation der
Prahistatin3-Varianten wurden diese in vitro im WKE zusammen mit HKRM und exogenem
SRP synthetisiert und cotranslational transloziert. Die Uberpriifung der Translokation der
pHis3-Proteinvarianten erfolgte liber den Verdau mit Proteinase K. Zur Quantifizierung der
Translokationsraten wurden die Signale des prozessierten, Proteinase K-geschiitzen Proteins
in Bezug zum Gesamtprotein (z.B. Hisl x 100% / (pHisl + Hisl)) errechnet. Das
Autoradiogramm nach elektrophoretischer Auftrennung zeigte, dass eine Zunahme der
Translokationsraten fir die His3-Varianten 54mer bis einschlieBlich 46mer unter Zugabe von
exogenem SRP beobachtet werden konnte (Abb. 10 A; Spur 5, 6, 11, 12, 17 und 18). Ab einer
Lange von <42 AS konnte kein translokationssteigernder Einfluss von SRP auf den
cotranslationalen Transport beobachtet werden (Abb. 10 A; Spur 23, 24, 29 und 30). Bei der
nachsten Verkirzungsstufe (38mer) lieR sich das prozessierte, Proteinase K-geschiitze
Protein nicht mehr ausreichend auftrennen, sodass zur Quantifizierung in diesem Falle die
Signalintensitaten des prozessierten Proteins ohne Proteinase K im Ansatz herangezogen
wurden (Abb. 10 A; Spur 27 und 29).
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Abb. 10: SRP erhoht die Transportrate der cotranslationalen Translokation ab einer Proteinldnge von
mindestens 46 AS.

A) Verkirzungsvarianten von Prahistatin3 wurden in vitro im Weizenkeimextrakt (WKE) mit [3SS]Methionin und
teils Hochsalz-gewaschenen Hundemembranen (HKRM) und SRP synthetisiert und transloziert. Eine
Translokationskontrolle erfolgte durch Proteinase K-Verdau. Die Auftrennung der in SDS-Probenpuffer
aufgenommen Proteine erfolgte im Criterion Tricingel. Die radioaktiven Signale wurden durch einen
Phosphoimager ausgelesen und mit dem AIDA Programm quantifiziert. B) Der Anteil des prozessierten und
Proteinase K-geschiitzen Proteins in Anwesenheit von Membranen aber ohne SRP wurde anteilig am
Gesamtprotein (His3 x 100% / (pHis3 + His3)) errechnet und auf 100% gesetzt (graue Saulen). Das Experiment
erfolgte 3x (n = 3). C) Kontrolltranslokationsexperiment mit pPl und HKRM zur Uberpriifung der Bedingungen
ohne funktionelles SRP im WKE-Translokationssystem. Die Beschriftung ,54mer” bedeutet beispielhaft in
dieser und den folgenden Abbildungen, dass es sich um Prahistatin3 mit 54 AS handelt. Die weiteren
Abkiirzungen dieser Art sind entsprechend zu verstehen. HKRM: Hochsalz-gewaschene, raue
Hundemembranen, PK: Proteinase K, pPl: Praprolaktin, SRP: Signal Recognition Particle

Alle in diesem Experiment verwendeten Verkiirzungsvarianten zeigten eine Translokation
ohne funktionelles SRP und ohne exogenes SRP (Abb. 10 A; Spur 3, 4,9, 10, 15, 16, 21, 22, 27
und 28). Bei allen getesteten Proteinvarianten liegt demnach eine ,,Grundtranslokation” vor,
bei der es sich wahrscheinlich um den SRP-unabhdngigen posttranslationalen Transport
handelt. Betrug die Proteinldange aber 46 AS oder mehr, lief parallel dazu ein SRP-abhdngiger
Transportweg ab (cotranslationaler Transport). Fir einen sehr wahrscheinlich SRP-
abhangigen cotranslationalen Transport der His3-Verkiirzungsvarianten kann demnach eine
Proteinmindestlange von 46 AS entdeckt werden.
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3.1.4. Die posttranslationale Translokationsraten aller Proteinvarianten
werden von SRP nicht beeinflusst

Durch die doch zum Teil erheblichen Verkirzungen des reifen Teils von pHis3, hatten sich die
Ladungsverhaltnisse innerhalb des Proteins mehr oder weniger verschoben. Je kirzer der
reife Teil des Proteins, umso groBer der Anteil der hydrophoben Signalsequenz im Verhaltnis
zur Gesamtsequenzlange. Somit war es an dieser Stelle wichtig zu Gberprifen, ob die hier
verwendeten kleinen Proteinvarianten eine SRP-Abhdngigkeit unter posttranslationalen
Bedingungen aufweisen wirden.

Die in vitro Synthese wurde im Weizenkeimextrakt in Anwesenheit von [>*S]Methionin
durchgefiihrt. Fiir eine posttranslationale Translokation wurden die Translation mit
Cycloheximid gehemmt und die Ribosomen aus dem Translationsansatz durch Ultra-
zentrifugation sedimentiert. Der Uberstand wurde aufgeteilt und je nach Ansatz mit SKRM
und exogenem SRP versetzt. Nach der Translokation folgte zu deren Kontrolle eine
Proteinase K-Inkubation. Nach Auftrennung der Proteine Uber ein Tricingel erfolgte die
Aufnahme der radioaktiven Signale mit einem Phosphoimager. Das Autoradiogramm wurde
mit dem AIDA Programm ausgewertet. Dabei wurden die Signale der um die Signalsequenz
verkiirzten und Proteinase K-geschiitzen Proteine prozentual zum Gesamtprotein (His3 x
100% / (pHis3 + His3)) des Ansatzes errechnet.

Im Gegensatz zur cotranslationalen Translokation der Verklrzungsvarianten konnten die
Translokationsraten unter posttranslationalen Bedingungen durch Zufligen von SRP nicht
gesteigert werden (Abb. 11 A; Spur 5, 6, 11, 12, 17, 18, 23, 24, 29 und 30). Dieses Resultat
steht im Einklang mit den Ergebnissen der SRP-unabhdngigen Translokation im
posttranslationalen Transport des pHis3-Ausgangsproteins (Abb. 9 A und B). Es sei erwahnt,
dass auch im posttranslationalen Translokationsexperiment die Auftrennung des
prozessierten 38mer nicht mehr ausreichend war. Aufgrund dessen wurden zur
Quantifizierung auch hier die Proteinbanden des prozessierten Proteins ohne Proteinase K
im Ansatz herangezogen. Vermutlich ist der Anstieg der Translokationsrate des 38mer bei
exogener SRP-Gabe eher auf die unzureichende Quantifizierung zuriickzufiihren, als auf eine
SRP-Abhédngigkeit. Das heilt, nach der Translation werden Prahistatin3-Varianten (54mer —
42mer) ins Zytosol abgegeben und gelangen ohne SRP zur ER-Membran. Die posttrans-
lationale Translokation der getesteten pHis3-Verkiirzungsvarianten 54mer — 42mer ist somit
unbeeinflusst von SRP.

Die Ergebnisse zur SRP-Unabhangigkeit der posttranslationalen Translokation der hier
getesteten His3-Proteinvarianten beweist demnach auch, dass der beobachtete Anstieg der
Translokationsraten dieser Proteinderivate unter cotranslationalen Bedingungen auf einen
SRP-abhédngigen cotranslationalen Transport zurlickzufiihren ist. Dies steht im Einklang mit
dem His3-Ausgangsprotein.
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Abb. 11: SRP hat keinen Einfluss auf die posttranslationale Translokation von verkiirzten Prahistatin3-
Proteinvarianten.

A) Die in vitro Synthese der pHis3-Varianten erfolgte im Weizenkeimextrakt (WKE) mit radioaktiv markiertem
Methionin. Um posttranslationale Bedingungen zu schaffen, wurde der Translationsansatz im Anschluss mit
Cycloheximid behandelt und die Ribosomen durch Ultrazentrifugation sedimentiert. Der Uberstand wurde je
nach Ansatz mit SRP und Hochsalz-gewaschenen Schafsmembranen versetzt und die Translokation
anschlieBend mit einem Proteinase K-Verdau kontrolliert. Die Proben wurden in SDS-Probenpuffer erhitzt.
Nachdem die radioaktiv markierten Proteine elektrophoretisch im Tricingel aufgetrennt wurden, erfolgte die
Aufnahme der Signale mit dem Phosphoimager und die Quantifizierung tGber AIDA. B) Das prozessierte und
Proteinase K-geschiitzte Protein wurde anteilig am Gesamtprotein (His3 x 100% / (pHis3 + His3)) des Ansatzes
berechnet. Wurden im Ansatz Membranen aber kein SRP zugegeben, so wurden die Werte gleich 100% gesetzt
(graue Sdulen). Das Experiment wurde dreimal unabhdngig voneinander durchgefiihrt. SKRM: Hochsalz-
gewaschene, raue Schafsmembranen, PK: Proteinase K, SRP: Signal Recognition Particle

Zu den Untersuchungen zum Einfluss von SRP auf die Translokation von kleinen
sekretorischen Sdugerproteinen kann zusammenfassend gesagt werden, dass ein Einfluss
von SRP auf die cotranslationale Translokation der hier untersuchten kleinen Sdugerproteine
festgestellt werden konnte. Der cotranslationale Transport der Proteine Prahistatinl und
Prahistatin3 und wahrscheinlich auch der von Prastatherin lauft SRP-abhdngig ab. Fir die
Interaktion von pHis3 mit SRP ist eine Proteinmindestldnge von 46 AS notwendig. Die
Translokation von pHisl und pHis3 unter posttranslationalen Bedingungen konnte im
Gegensatz dazu nicht durch eine SRP-Zugabe gesteigert werden. Ein Einfluss von SRP auf die
posttranslationale Translokation von pStat kann hingegen nicht mit Sicherheit
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ausgeschlossen werden. SRP hat weder bei den full length-Proteinen pHis1l und pHis3 noch
bei den pHis3-Verklrzungsvarianten (54mer — 42mer) einen Einfluss auf die posttrans-
lationale Translokation. Wenn das Targeting der verwendeteten Histatine zur ER-Membran
unter posttranslationalen Bedingungen nicht durch SRP vollzogen wird, wirft dies die Frage
auf, ob diese Funktion von einem anderen Protein ausgelbt wird.
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3.2. Abhdngigkeit der co- und posttranslationalen Translokation
sekretorischer Saugerproteine von Calmodulin

3.2.1. Die sekretorischen Substratproteine interagieren mit CaM-Hisg

Fir einige ausgewahlte Proteine wurden bereits posttranslational relevante
Targetingfaktoren gefunden. Doch bislang ist es nicht gut verstanden, ob Targetingfaktoren
eine generelle Funktion in dem posttranslationalen Targeting haben oder nur bestimmte
Proteine diese Faktoren flr ihren posttranslationalen Transport benétigen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Rekrutierung von Proteinen zu der ER-Membran unter posttranslationalen
Bedingungen von unterschiedlichen Targetingfaktoren (ibernommen werden kann. Johnson
et al. (2012) zeigte in diesem Zusammenhang, dass TRC40 in die posttranslationale
Translokation des Insektenproteins ppCecA und der humanen Proteine pStat und pApelin
involviert ist. Shao und Hegde (2011) wiesen Calmodulin eine Funktion in der Rekrutierung
von ppCecA zu der ER-Membran nach. Nachdem in dieser Arbeit eine Involvierung von SRP
als Targetingsubstanz bereits flr die Substratproteine pHisl und pHis3 ausgeschlossen
werden konnte, wurde in den folgenden Experimenten die Rolle des Calmodulins als
Targetingfaktor in der posttranslationalen Translokation von kleinen sekretorischen
Saugerproteinen untersucht.

Die Sequenz des Calmodulins verfligt iber einen Methionin-reichen Bereich, dessen flexible
hydrophobe Seitenketten Substratproteine binden kénnen. Eine dhnliche Methionin-reiche
Bindungstasche existiert ebenfalls beim Signal Recognition Particle (Keenan et al., 1998) wie
auch bei Get3 (Mateja et al., 2009), mit der eine Bindung zur Signalsequenz/Trans-
membrandomaéne einhergeht. Die Studie von Shao und Hegde (2011) zeigte durch Photo
Crosslinking-Experimente mit PraprocecropinA (ppCecA), einem Insektenprotein aus der
Motte Hyalophora cecropia, dass eine Anndherung zwischen CaM und der Signalsequenz
vorliegt und CaM ein bedeutender Bindungspartner fiir die Signalsequenz kleiner
sekretorischer Proteine auf der zytosolischen Seite sein konnte.

Aufgrund des scheinbar bestehenden Bindungspotentials von CaM zu Signalsequenzen sollte
zunachst im Folgenden Uberpriift werden, ob eine Bindung kleiner sekretorischer Proteine
zum CaM nicht nur im Insektensystem, sondern auch im Sdugersystem besteht. Stellt dabei
die Signalsequenz bei Sdugerproteinen das Bindungsmotif fiir CaM dar? Zur Validierung der
Methode wurde neben den zu untersuchenden Proteinen Prdhistatin3 (pHis3) und
Prastatherin (pStat) auch stets das PrdprocecropinA mitgefiihrt. Als ein zweites
Kontrollprotein wurde das Prdprolaktin in dieses Experiment mit aufgenommen, welches
zum einen als streng cotranslational transportiertes sekretorisches Protein gilt und im
Vergleich zu den bisher in dieser Arbeit verwendeten Proteinen einen langeren reifen Teil
besitzt.

Um eine Bindung zwischen CaM und dem Substratprotein untersuchen zu kénnen, wurde
mit 6 Histidinen versehenes Calmodulin (CaM-His¢) rekombinant hergestellt und zur
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weiteren Verwendung aufkonzentriert. Die Umpufferung erfolgte in Retikulozytenlysat-
Umpufferungspuffer (RPy). Die Konzentration des CaM-Hisg-Konzentrats wurde im
Coomassie-Gel Uiber einen BSA-Standard ermittelt. Die Abb. 12 zeigt, dass das rekombinant
hergestellte CaM-Hisg sowohl vor als auch nach der Konzentrierung hinreichend rein vorlag.

CaM-Hisg [pl] BSA [pg]
A Konzentrat Séulen- Filtrat
spiihlung
FL | F2 | F3 | F4
3 0,1 | 002 (0,01 50 50 50 50 |50(2]|3 4 5
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Abb. 12: Umpufferung und Aufkonzentrierung des Giberexprimierten CaM-His6.

Die Umpufferung und Aufkonzentrierung von CaM-Hisg erfolgte mittels eines Amicon” Ultra Centrifugal Filters
in Retikulozytenlysat-Umpufferungspuffer (RPy). Die Proben wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen, welches mit
Coomassie-Farbeldsung angefarbt wurde. Die gefarbten Proteinbanden des Konzentrats wurden anhand eines
BSA-Standards quantifiziert und die Konzentration des Konzentrats berechnet. A: Ausgang, BSA: Bovine Serum
Albumin, CaM-Hisg: rekombinantes, His-getaggtes Calmodulin

Ni**-NTA Beads wurden im Weiteren mit Retikulozytenlysat-Puffer (RP) equilibriert und
CaM-Hisg (50 pg/Ansatz) mit Ca®* (10 mM) vorinkubiert (Ca’’CaM-Hisg). Die zu testenden
Proteine wurden in vitro in 20 pl Retikulozytenlysat (RL) mit radioaktiv markiertem
Methionin synthetisiert. Der Translationsansatz wurde zur VergréBerung des Volumens mit
10 pl RP verdinnt, mit Ca**CaM-Hisg (+ CaM) versetzt und nach einer Inkubationsphase auf
die equilibrierten Ni**-NTA Beads (10 pl) gegeben. Als Kontrolle wurde ein Ansatz ohne
Ca’*CaM-Hisg mitgefiihrt (- CaM). Die Bindung erfolgte in einem Thermomixer bei 550 rpm
und ~4°C fiir 1,5 Stunden. Nach zweimaligem Waschen der Ni**-NTA Beads mit RP erfolgte
die Elution des potentiell an Ca**CaM-Hiss gebundenen Proteins mittels 250 mM Imidazol.
Die Proteine wurden durch eine Gelelektrophorese aufgetrennt und die Proteinsignale mit
einem Phosphoimager analysiert (Abb. 13 A, C, E und G). Die detektierten Signale der
Ausgangsfraktion (A) wurden fir die grafische Darstellung gleich 100% gesetzt (Abb. 13 B, D,
F und H). Die Summe der Signale der Elutionen (E1 — E4) wurden zusammen mit der Bead-
Fraktion (B) anteilig daran als gebundenes Protein berechnet. Der Anteil des in den
Elutionsfraktionen und in der Bead-Fraktion detektierten Proteinsignals in Abwesenheit von
Ca**CaM-Hisg wurde mit dem entsprechenden Proteinsignal in Anwesenheit von Ca**CaM-
Hise verglichen.
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Wenn Ca®’CaM-Hisg im Probenansatz anwesend war, zeigte die Auswertung, dass bei den
untersuchten Substratproteinen durchgehend ein Anstieg der radioaktiven Signal-
intensitaten der gebundenen Proteine (3(E1, E, Es, Es, B)) zu beobachten war (Abb. 13 A, C, E
und G). Uberraschend war die Zunahme der Bindung des Kontrollproteins pPl in Gegenwart
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Abb. 13: In vitro synthetisierte sekretorische Sdugerproteine binden an Ca’*CaM-Hiss.

A), C), E) und G) Um Ni**-NTA Beads mit zuvor rekombinant hergestellten, Histidin getaggten CaM-Hisg zu
beladen, wurden die Ni*-NTA Beads mit Retikulozytenlysat-Puffer (RP) equilibriert. CaM-Hisg wurde mit ca™
inkubiert. Die gewliinschten Proteine wurden jeweils in vitro im RL in Anwesenheit von [**s]Methionin
synthetisiert und anschlieBend teilweise mit Ca’*CaM-Hisg vorinkubiert. Diese Ansitze mit und ohne Ca**CaM-
Hiss wurden auf die equilibrierten Ni**-NTA Beads gegeben und inkubiert, bevor die Ni**-NTA Beads in einem
weiteren Schritt mit RP gewaschen wurden. Die Proteine wurden von den Beads mit Imidazol (250 mM) eluiert
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und diese sowie die Ubrigen Fraktionen anteilig in SDS-Probenpuffer erhitzt und tber ein Tricingel aufgetrennt.
B), D), F) und H) Die radioaktiven Signale der Ausgangsfraktion (A) wurden in der Grafik gleich 100% gesetzt.
Die Summe der Signalintensitdten der Elutionen (E1 — E4) und der Beads (B) bildet den prozentualen Anteil des
gebundenen Proteins im Bindungsexperiment ohne oder mit Ca2+CaM—Hiss. In den Diagrammen handelt es sich
um Mittelwerte und Standardabweichungen aus n = 3 Versuchen. A: Ausgang, DF: Durchfluss, W:
Waschfraktion, E: Elution, B: Beads, CaM: rekombinantes, Hisg-getaggtes, Ca*"-inkubiertes Calmodulin, pHis3:
Prahistatin3, ppCecA: PraprocecropinA, pStat: Prastatherin, pPl: Praprolaktin

von Ca**CaM-Hisg, da pPI streng cotranslational transportiert wird und CaM bisher nur eine
Rekrutierungsfunktion im posttranslationalen Transport zugesprochen wird (Abb. 13 G). Es
scheint, dass CaM generell eine Affinitat zu hydrophoben Signalsequenzen besitzt und dass
die Lange des Proteins hierbei keine Rolle spielt. Ebenfalls auffallend ist eine starke
Hintergrundbindung unter - Ca**CaM-Hisg-Bedingungen bei den Substratproteinen pHis3 und
pPl (Abb. 13 A und G).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass neben dem reproduzierbaren
Bindungseffekt des Insektenproteins ppCecA an Calmodulin (Abb. 13 C) auch eine
Assoziierung der getesteten Siugerproteine zu Ca**CaM-Hisg gezeigt werden konnte (Abb.
13 A, Eund G).

Um die Frage zu beantworten, ob fiir die Bindung an Calmodulin die Signalsequenz
verantwortlich ist, wurde das oben beschriebene Bindungsexperiment mit den
Substratproteinen ohne Signalsequenz durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde das entsprechende
Protein mit Signalsequenz aufgetragen, um die Verschiebung hin zu einem geringeren
Molekulargewicht der Konstrukte durch Entfernen der Signalsequenz zu visualisieren.

Bei allen vier untersuchten Proteinen konnte nach Abzug der Hintergrundsignale keine
Erhdhung der Bindungskapazitat in Anwesenheit von Ca**CaM-Hisg festgestellt werden (Abb.
14). Durch das Fehlen der Signalsequenz konnte offensichtlich keine Bindung zwischen dem
an Ni**-NTA gebundenem Ca®*CaM-Hisg und dem Substratprotein zustande kommen. Dies
|asst den Schluss zu, dass auch bei den hier untersuchten Saugerproteinen die Signalsequenz
das Bindungsmotif flir Calmodulin darstellt.
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Abb. 14: In vitro synthetisierte sekretorische Sdugerproteine ohne Signalsequenz binden nicht an Ca’*CaM-Hiss.
A), C), E) und G) Nach in vitro Synthese der sekretorischen Proteine ohne Signalsequenz im RL wurden die
durch [BSS]Methionin radioaktiv markierten Proteine teils mit Ca2+CaM-Hi56 vorinkubiert. Die Proben wurden
auf zuvor equilibrierte Ni**-NTA Beads gegeben. Die Beads wurden in einem ndchsten Schritt mit RP gewaschen
und die gebundenen Proteine durch Imidazol eluiert. Die Beads und Ubrigen Fraktionen wurden anteilig
abschlieBend in SDS-Probenpuffer erhitzt und elektrophoretisch auf einem Tricingel aufgetrennt. B), D), F) und
H) Fir die Darstellung im Diagramm wurde das radioaktive Signal der Ausgangsfraktion (A) gleich 100% gesetzt
und die Signalintensitdten der gebundenen Proteine, welche sich aus der Summe y=(E1+E2+E3+E4+B) ergeben,
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anteilig an A gezeigt. Die Experimente wurden unabhédngig voneinander dreimal durchgefiihrt. Aus ihnen
wurden Mittelwerte und Standardabweichungen errechnet. A: Ausgang, DF: Durchfluss, W: Waschfraktion, E:
Elution, B: Beads, CaM: rekombinantes, Hisg-getaggtes, Ca*"-inkubiertes Calmodulin, pHis3: Prahistatin3,
ppCecA: PraprocecropinA, pStat: Prastatherin, pPl: Praprolaktin

3.2.2. Calmodulin hat einen steigerden Einfluss auf die posttranslationale
Translokation von kleinen, sekretorischen Saugerproteinen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass CaM prinzipiell auch mit der Signalsequenz der hier
getesteten sekretorischen Sdugerproteinen interagieren kann (s. 3.2.1), sollte im Weiteren
der Frage nachgegangen werden, ob diese Interaktion essentiell flir eine posttranslationale
Translokation der eingesetzten Substratproteine ist.

Um zu untersuchen, ob eine zuséatzliche exogene Gabe von rekombinantem CaM (ENZO Life
Sciences) zu einer verbesserten posttranslationalen Translokationsrate fiihrt, war ein
Translokationssystem erforderlich, aus dem zuvor Calmodulin depletiert wurde. Die
Depletion des Retikulozytenlysats erfolgte lber eine CaM-bindende Sequenz der Myosin
Light Chain Kinase (MYLK-Peptid). Die kodierende Sequenz wurde in den Vektor pProExHTa
kloniert, um ein Hise-Tag anzuhdngen, exprimiert und aufgereingt. Bei der Aufreinigung
zeigte sich, dass das MYLK-Hisg-Peptid nicht 16slich vorlag und mit 8 M Harnstoff und 6 M
Guanidinhydrochlorid (GuHCI) in Losung gebracht werden musste. Die Renaturierung des
MYLK-Hise-Peptids erfolgte an Ni**-NTA-Beads Uber sechs Waschschritte mit Waschpuffern
abnehmender Harnstoffkonzentration (RPw7y — RPwou) (Abb. 15; Spur 3 — 8).

Aderat. | Daerat | RPury | RPusy | RPusy | RPuwoy | RPwiy | RPuwoy | B
1 1 0,4 10 [%]

—

35 kDa—

25 kDa—

15 kDa—| S 3 &y |- Vi

Hisc-Peptid
10 kDa— - p— Y

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 15: Renaturierung des liberexpremierten und denaturierten MYLK-Hisg-Peptids.
Nach der Denaturierung von MYLK2-Hisg und Bindung an Ni**-NTA-Beads erfolgte die Renaturierung an der
Sadule durch mehrmaliges Waschen der MYLK2-His¢-Beads mit Waschpuffern abnehmender Harnstoff-
konzentration. Agenat.: denaturierter Ausgang; Dgenat: denaturierter Durchfluss; RPwsy — RPwou: Retikulozyten-
lysat-Waschpuffer mit 7 M — 0 M Harnstoff; B: mit MYLK2-Hisg-Peptid beladene Beads

Es folgte eine cyclische Beladung der mit MYLK-Hise-Peptid beladenen Ni**-NTA-Beads mit
RL. Nach 2 Stunden wurde das Pumpsystem ged6ffnet und der Durchfluss entnommen. Der
Durchfluss stellte das um CaM depletierte RL dar. Um zu Uberprifen, ob und wieviel
endogenes Calmodulin nach der Depletierung im RL verblieben ist, erfolgte eine Western
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Blot Analyse (Abb. 16). Dazu wurden Volumina von 1 — 40 pL nicht depletiertes RL und 10 —
40 ul depletiertes RL auf ein SDS-Gel aufgetragen und mittels SDS-PAGE analysiert. Das nicht
depletierte Lysat wurde mock-behandelt und iiber nicht beladene Ni**-NTA-Beads gegeben.
Die immunologische Detektion der aufgetrennten Proteine erfolgte Uber den anti-
Calmodulin Erstantikérper und anti-Kaninchen-POD Zweitantikorper mittels ECL. Die
Proteinsignale wurden mit einer LAS-1000 Kamera aufgenommen und im Anschluss mit dem
AIDA Programm quantifiziert. Es wurden eindeutige Signale auf der Hohe des zu
erwartenden Molekulargewichts von CaM (ca. 17 kDa) detektiert.

mock-depletiertes RL depletiertes RL
1({3|5)|8(10(20/|40 10 | 20 | 40 |[ul]
26kDa—| | F iy !
17kDa—| 1 (% i e AT 7 —endogenes
e o e : ' ' CaM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 16: Das Retikulozytenlysat kann von endogenem Calmodulin depletiert werden.

Zur Uberpriifung der Depletion von endogenem CaM aus dem RL, wurden die entsprechenen Volumina des
depletierten RL und des mock-behandelten RL auf ein SDS-Tris-Glycin-Gel aufgetragen und die Proteine
elektrophoretisch aufgetrennt. Der Transfer dieser Proteine erfolgte mittels Western Blot auf
Nitrocellulosemembran. Die Immunodetektion erfolgte mit dem Erstantikorper gegen CaM (Abcam) gefolgt
von der Inkubation mit dem anti-Kaninchen-POD Zweitantikérper (Sigma). Die Signale wurden mit einer LAS-
1000 Kamera aufgenommen und mit dem Analyseprogramm AIDA ausgewertet.

In den Spuren mit depletiertem RL konnten keine CaM-Signale beobachtet werden (Abb. 16;
Spur 8 — 10). Anhand der Signale von 3 — 10 ul nicht depletiertem Retikulozytenlysats ergab
sich eine Regressionsgerade mit einem Korrelationskoeffizienten von r” = 0,99 (Abb. 16; Spur
2 — 5). Hiertiber lieR sich die verbliebende Menge an endogenem CaM im depletierten RL
errechnen. Durch Extrapolation ergab sich eine Restmenge von durchschnittlich 3,7 %. Da
ein Ergebnis durch Extrapolation zu ungenau erscheinen mag, wurde die Konzentration an
CaM in 3 pl RL Gber die Regressionsgerade errechnet (Abb. 16; Spur 2). Die Proteinbande in
Spur 2 ist das letzte detektierbare Signal vor der Nachweisgrenze des Antikdrpers. Aufgrund
dieser Berechnung ist weniger als 7% endogenes CaM in 40 ul depletiertem RL verblieben.
Das depletierte RL wurde somit als von Calmodulin befreit angesehen.

Durch Nutzung des depletierten RL konnte im Folgenden untersucht werden, ob eine
posttranslationale Translokation auch ohne CaM bzw. mit einer endogenen CaM-
Konzentration unter 7% ablaufen und ob eine Zugabe von exogenem CaM die
posttranslationale Translokationsrate steigern kann.

Dazu wurde eine in vitro Synthese von Prahistatin3 (pHis3), PraprocecropinA (ppCecA) und
Prastatherin (pStat) in Anwesenheit von radioaktiv markiertem Methionin im depletierten RL
durchgefiihrt. Das Insektenprotein PraprocecropinA wurde dabei erneut als Kontrollprotein
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mitgefiihrt. Das rekombinante CaM wurde mit der dreifachen Menge an Ca** vorinkubiert
(Ca**-CaM). Zur Herstellung von posttranslationalen Bedingungen wurde die Elongation der
Polypeptidkette nach der Ublichen Translokationszeit von 45 min durch Cycloheximid
gestoppt und im Anschluss die Ribosomen des Translationsansatzes durch
Ultrazentrifugation sedimentiert. Der Uberstand wurde je nach Ansatz mit 15 bzw. 60 pM
Ca’*-CaM versetzt. Ein Kontrollansatz ohne exogenes Ca**-CaM diente zum Vergleich. Nach
kurzer Inkubation folgte die Zugabe von rauen Schafsmembranen (5 eq pro Ansatz). Die
Uberpriifung der Translokation erfolgte durch einen Verdau mit Proteinase K. Die
Probenansdtze wurden abschlieBend mit Ammoniumsulfat gefdllt, um stérende
Retikulozyten-Proteine zu entfernen. Die Proteine wurden mittels Elektrophorese
aufgetrennt. Die radioaktiven Signale wurden mit dem FLA-3000 Phosphoimager detektiert
und mit dem Analyseprogramm AIDA quantifiziert. Dabei wurden die Signalintensitaten der
prozessierten und Proteinase K-geschiitzten Proteine ins Verhaltnis zum Gesamtprotein (z.B.
His3 x 100% / (pHis3 + His3)) gesetzt und grafisch dargestellt (Abb. 17 B, D, F).
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Abb. 17: CaM steigert die posttranslationale Translokation von kleinen sekretorischen Sdugerproteinen.

A), C) und E) Zur Durchfiihrung dieses Experiments wurde das von Calmodulin depletierte Retikulozytenlysat
(RL) unter der Zugabe von radioaktivem Methionin verwendet. Fir posttranslationale Bedingungen wurde nach
der in vitro Synthese dem Translationsansatz 1 mM Cycloheximid zugefiigt und anschlieBend die Ribosomen
durch Ultrazentrifugation sedimentiert. Der Uberstand wurde je nach Ansatz mit 15 bzw. 60 pM Ca’*-caM
inkubiert und darauffolgend mit 5 eq Schafsmembranen versetzt (A), C) und E) Spur 5 und 6 bzw. 7 und 8). Zur
Uberpriifung der Translokation wurden die Ansitze mit Proteinase K verdaut. Um stérende Proteine aus dem
depletierten RL zu entfernen, wurde anschlieBend eine Ammoniumsulfatfdllung durchgefiihrt. Die Pellets
wurden zum Schluss in SDS-Probenpuffer resuspendiert und auf Tricingelen elektrophoretisch aufgetrennt. B),
D) und F) Die Analyse der Autoradiogramme erfolgte lber einen Phosphoimager mit abschlielender
Quantifizierung mit der AIDA Software. Die in den Diagrammen darstellten Signalintensitdten wurden auf den
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prozentualen Anteil des Proteinase K-geschiitzten, prozessierten Proteins, gemessen am Gesamtprotein (z.B.
His3 x 100% / (pHis3 + His3)), bezogen. Die Diagramme stellen jeweils die Mittelwerte und
Standardabweichungen dreier unabhdngig voneinander durchgefiihrter Versuche dar. SRM: raue Schafs-
membranen, CaM: Calmodulin, PK: Proteinase K, pHis3: Prahistatin3, ppCecA: PrdprocecropinA, pStat:
Prastatherin

In den Autoradiogrammen wie auch in den Auswertungen konnte eine geringe
posttranslationale Translokationsrate auch ohne exogenes Ca**-Calmodulin beobachtet
werden (Abb. 17 A, C und E; Spur 3 und 4). Dies konnte auf das nach Depletion noch
zuriickgebliebene endogene CaM im RL (< 7%) zuriickzufiihren sein. Mit ansteigender Ca*-
CaM Konzentration ist jedoch eine eindeutige Zunahme der posttranslationalen
Translokationsrate aller untersuchter Substratproteine zu verzeichnen (Abb. 17 A, C und E;
Spur 5 - 8).

Nach den hier erlangten Ergebnissen scheint CaM eine wichtige Rolle in der
posttranslationalen Translokation zu spielen. Durch die eindeutige Erhéhung der
Translokationsrate durch Zugabe von exogenem CaM ist es vorstellbar, dass CaM eine
generelle Rekrutierungsfunktion im posttranslationalen Targeting einnimmt. Ob CaM
essentiell flr die posttranslationale Translokation ist, kann an dieser Stelle aufgrund der
Restmenge an endogenem CaM noch nicht abschlieBend geklart werden.

3.2.3. Calmodulin ist fiir die posttranslationale Translokation des
Saugerproteins Pradhistatin3 essentiell

Da mit den bisher durchgefiihrten Untersuchungen noch nicht abschlieBend geklart werden
konnte, ob CaM essentiell fir die posttranslationale Translokation ist, wurde im Folgenden
endogenes CaM durch CaM-Inhibitoren inhibiert. Dazu wurden die CaM-Inhibitoren
Trifluoperazin (TFP; Cook et al., 1994; Vandonselaar et al., 1994), E6 Berbamin (Hu et al.,
1992) und W7 (Hidaka et al., 1981) verwendet. Diese Inhibitoren sind allesamt potente,
selektive, zellpermeable Calmodulin-Antagonisten, die an Calmodulin binden kénnen und
kompetitiv CaM abhdngige Enzyme inhibieren. Es stellte sich die Frage, ob der Einsatz der
Inhibitoren durch Inaktivierung des endogenen CaM ebenfalls zu einer Hemmung der
posttranslationalen Translokationsrate fuhrt. Zudem wurde untersucht, ob diese mogliche
Hemmung einen CaM-spezifischen Effekt darstellt und durch exogenes CaM wieder
aufgehoben werden kann.

Um einen Einfluss der Inhibitoren auf die Translation auszuschlielen, wurden diese in einem
Translokationsvorversuch zum Zeitpunkt der Translation zugesetzt. Bei dem Inhibitor E6
konnte so festgestellt werden, dass bei allen getesteten Konzentrationen (2 uM — 1000 uM)
bereits die Translation inhibiert wird. Eine Untersuchung der posttranslationalen
Translokation ist somit nur moglich, wenn der E6-Inhibitor erst nach der Translation
hinzugegeben wird, so wie in Abb. 18 A, C und E. Bei Vorversuchen zur optimalen
Konzentration der beiden weiteren Inhibitoren TFP und W7 ergaben sich bei den hier
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eingesetzten Konzentrationen (500 uM und 450 uM) keine Storungen der Translation (Daten
nicht gezeigt).

Nach der in vitro Synthese der zu testenden Proteine pHis3, ppCecA und pStat in
Anwesenheit von radioaktiv markiertem Methionin im RL wurde zur Erzeugung von
posttranslationalen Bedingungen die Translation mit Cycloheximid inhibiert und
anschliefend die Ribosomen durch Ultrazentrifugation abgetrennt. Den um die Ribosomen
befreiten Translokationsansatzen wurden teilweise die CaM-Inhibitoren hinzugefugt (TFP:
500 uM; E6: 200 uM; W7: 450 uM). Jeweils einem der beiden Translokationsansdtze mit
jeweiligen Inhibitor wurde zusatzlich Ca**-CaM (200 puM; ENZO Life Technologies) beigefiigt.
Um den Translokationsschritt zu komplettieren wurden letztlich raue Schafsmembranen
zugefiligt. Die nach Elektrophorese und Phosphoimager-Analyse erhaltenen radioaktiven
Proteinsignale wurden mit der AIDA Software quantifiziert. Die Werte des prozessierten und
Proteinase K-geschiitzten Proteins wurden ins Verhadltnis zum Gesamtprotein gesetzt. Fiir die
grafische Darstellung wurden die anteiligen Werte des Ansatzes ohne Inhibitor und ohne
Ca’*-CaM (Abb. 18 A, C, E; Spur 4) als Ausgangszustand definiert und gleich 100% gesetzt.
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Abb. 18: Die posttranslationale Translokation ldsst sich durch Calmodulin-Inhibitoren hemmen und durch
zusatzliches exogenes Calmodulin regenerieren.

A), C) und E) Zur Synthese der Proteine wurde dem in vitro Translationsansatz radioaktiv markiertes Methionin
hinzugegeben. Um posttranslationale Bedingungen zu schaffen wurden nach Inkubation mit Cycloheximid die
Ribosomen mittels Ultrazentrifugation sedimentiert. Der Uberstand wurde aufgeteilt und teils mit einem der
Inhibitoren (TFP: 500 uM; Spur 7 — 10; E6: 200 uM; Spur 11 — 14; W7: 450 uM; Spur 15 — 18) und anschliefend
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teils mit Ca®*-CaM (200 uM; Spur 5, 6, 9, 10, 13, 14, 17 und 18) versetzt. Zum Translokationsschritt erfolgte die
Zugabe von rauen Schafsmembranen (SRM, 5 eq pro Ansatz; Spur 3 — 18). Ein Verdau mit Proteinase K diente
als Kontrolle der Translokation. Die Ansatze wurden in Ammoniumsulfat gefallt, die Pellets in SDS-Probenpuffer
aufgenommen, auf Tricingele aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. B), D) und F) Nach der Aufnahme
der Signale mit einem Phosphoimager erfolgte deren Quantifizierung mit der AIDA Software. Der
Signalstarkeanteil des prozessierten und Proteinase K-geschiitzen Proteins ohne Inhibitor und ohne ca™-
Calmodulin im Ansatz wurde gleich 100% gesetzt (Spur 4). Die Signalstdarken der weiteren Ansdtze wurden
anteilig berechnet. Die Versuche wurden fir jedes Protein dreimal durchgefiihrt. Dazugehorige Mittelwerte
und Standardabweichungen wurden in den jeweiligen Diagrammen dargestellt. SRM: raue Schafsmembranen,
CaM: Caz+—CaImoduIin, PK: Proteinase K, TFP: Trifluoperazine, E6: E6 Berbamin, W7: N-(6-Aminohexyl)-5-chlor-
1-naphthalinsulfonamid, pHis3: Prdhistatin3, ppCecA: PraprocecropinA, pStat: Prastatherin

Die Autoradiogramme zeigten fir die Proteine pHis3 und ppCecA eine vollstandige
Inhibierung der Translokation in Anwesenheit der drei Hemmstoffe (Abb. 18 A und C; Spur 7,
8, 11, 12, 15 und 16). Bei dem Substratprotein pStat konnte eine deutliche Abnahme der
Translokationsrate durch die Inhibitoren beobachtet werden (Abb. 18 E; Spur 7, 8, 11, 12, 15
und 16). Durch Zugabe von zusitzlichem exogenem Ca*’-CaM bei gleichbleibender
Inhibitorkonzentration war die Translokation von pHis3 und ppCecA wieder moglich (Abb.
18 A und C; Spur 9, 10, 13, 14, 17 und 18). Auch die Translokation von pStat konnte durch
exogenes Ca’"-CaM wieder gesteigert werden (Abb. 18 E; Spur 9, 10, 13, 14, 17 und 18). Die
Aufhebung der TFP-Inhibierung durch exogenes CaM scheint im Gegensatz zu den anderen
beiden Inhibitoren bei dem Protein pHis3 weniger effektiv zu sein (Abb. 18 A; Spur 9 und 10).
Moglicherweise wurde bei dem Substratprotein pHis3 zuviel TFP bzw. zuwenig CaM
eingesetzt, um einen deutlicheren Aufhebungseffekt zu erzielen. Vorstellbar ware auch, dass
neben CaM ein weiterer Faktor beeinflusst wird und TFP unspezifischer wirkt als zunachst
angenommen. Nichtdestotrotz konnte die Essentialitit von CaM auch fir das
Substratprotein pHis3 durch den Einsatz der CaM-Inhibitoren E6 und W7 nachgewiesen
werden, da diese Inhibitoren eine totale Hemmung der posttranslationalen Translokation
bewirkten. Zudem konnte auch gezeigt werden, dass die Hemmung der Translokation von
pHis3 CaM-spezifisch ist, da die E6/W7-Inhibierung durch exogenes CaM aufgehoben
werden konnte.

Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dass die Verwendung von etablierten CaM-
Inhibitoren ebenfalls zu einer Inhibierung (pHis3, ppCecA) bzw. zu einer Abnahme (pStat) der
posttranslationalen Translokation fiihrte. Eine Inaktivierung des endogenen CaM fihrte
somit zu demselben Ergebnis wie eine Depletierung des endogenen CaM. Durch den Einsatz
der Inhibitoren konnte hier eindeutig demonstriert werden, dass CaM fiir die Proteine pHis3
und ppCecA essentiell ist, denn in Anwesenheit der Inhibitoren ist die Translokation
vollstandig gehemmt. Im Gegensatz dazu wurden die Translokationsraten von pStat durch
die Inhibitoren lediglich verringert. Somit scheint hier CaM nicht essentiell fir die
Translokation von pStat zu sein. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die hemmende
Wirkung der Inhibitoren spezifisch gegen CaM gerichtet war, denn dieser Effekt ist durch die
Zugabe von exogenem Ca**-CaM bei allen drei Substratproteinen aufhebbar.
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3.2.4. Calmodulin hat keinen Einfluss auf die cotranslationale Translokation
von kleinen, sekretorischen Saugerproteinen

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die hier getesteten kleinen, sekretorischen
Sdugerproteine abhdngig von SRP cotranslational transportiert werden (s. 3.1.1). Aufgrund
der Tatsache, dass CaM prinzipiell an Signalsequenzen von sekretorischen Proteinen zu
binden scheint (s. 3.2.1), stellt sich hier daher die Frage, ob CaM in Anwesenheit von SRP
auch die cotranslationale Translokation beeinflusst.

Um diese Frage zu untersuchen wurde der Einfluss von Calmodulin auf die cotranslationale
Translokation der Proteine pHis3, ppCecA und pStat im depletierten Retikulozytenlysat
analysiert. In vitro Synthese und Translokation unter [>*S]Methionin erfolgten innerhalb
einer 45-mindtigen Inkubation, nachdem den Ansitzen teils 15 bzw. 60 pM Ca**-CaM und
raue Schafsmembranen (0,5 eq/Ansatz) zugefliigt wurden. Die Translokationskontrolle
erfolgte durch einen Proteinase K-Verdau. Nachdem die Proteine durch Ammoniumsulfat
gefallt wurden, konnten diese in SDS-Probenpuffer aufgenommen und Uber ein Tricingel
elektrophoretisch aufgetrennt werden. Das Autoradiogramm wurde mit dem FLA-3000
Phosphoimager aufgenommen und dessen radioaktive Signale mit dem Quantifizierungs-
programm AIDA ausgewertet.
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Abb. 19: Eine Zugabe von CaM hat keinen Einfluss auf die cotranslationale Translokation kleiner sekretorischer
Proteine.

A), C) und E) Die Synthese der Proteine erfolgte im depletierten Retikulozytenlysat (RL) unter Zugabe von
[SSS]Methionin. Unter cotranslationalen Bedingungen wurden die Ansdtze z. T. mit 15 bzw. 60 uM Ca’*-caM
inkubiert (Spur 5 und 6 bzw. 7 und 8), bevor sie mit rauen Schafsmembranen (0,5 eq pro Ansatz) versetzt
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wurden (Spur 3 — 8). Die Translokation wurde durch einen Proteinase Verdau kontrolliert. Es erfolgte eine
Ammoniumsulfatfdallung zum Abtrennen unerwiinschter Proteine aus dem RL. In SDS-Probenpuffer gelost,
wurden die pelletierten Proteine auf Tricingele aufgetragen und tber Elektrophorese aufgetrennt. B), D) und F)
Die Signale der Autoradiogramme wurden mit einem Phosphoimager ausgelesen und mit der
Quantifizierungssoftware AIDA analysiert. Die Signalintensitdten der prozessierten und Proteinase K-
geschitzen Proteinbanden wurden prozentual zum Gesamtprotein pro Ansatz dargestellt. Die Versuche
wurden dreimal unabhangig voneinander durchgefiihrt. lhre Mittelwerte und Standardabweichungen wurden
in den Diagrammen dargestellt. SRM: raue Schafsmembranen, CaM: Calmodulin, PK: Proteinase K, pHis3:
Prahistatin3, ppCecA: PraprocecropinA, pStat: Prastatherin

Es konnte beobachtet werden, dass die cotranslationale Translokation auch im depletierten
RL ablaufen kann. Die Translokationsraten der Proben ohne exogenes Ca**-CaM (Abb. 19 A,
C und E; Spur 3 und 4) unterscheiden sich nicht wesentlich von den Translokationsraten der
Ansitze mit exogenem Ca**-CaM (Abb. 19 A, C und E; Spur 5 — 8). Eindeutig ist dieser Effekt
bei den Substratproteinen ppCecA und pStat zu sehen, etwas weniger deutlich fallt dieses
Phanomen bei dem Substratprotein pHis3 aus. Eine Wirkung des Calmodulins im
cotranslationalen Transport, so wie er unter posttranslationalen Bedingungen gesehen
wurde, konnte somit nicht beobachtet werden. Die hohen Translokationsraten auch ohne
exogenes Ca**-CaM und die Tatsache, dass diese nicht wesentlich durch eine exogene CaM-
Gabe gesteigert werden konnten, deuten darauf hin, dass Calmodulin fir die
cotranslationale Translokation nicht essentiell ist. Es ist jedoch nicht vollstandig
auszuschlielen, dass die eventuell verbliebene Restmenge an Calmodulin des depletierten
Retikulozytenlysats bereits fiir den beobachteten cotranslationalen Transport ausreichend
war.

3.2.5. TFP hemmt die cotranslationale Translokation CaM-unabhangig

Da bisher die Essentialitdit von CaM fir die cotranslationale Translokation nicht eindeutig
nachgewiesen werden konnte, wurde das cotranslationale Translokationsexperiment im
depletierten RL in Anwesenheit des CaM-Inhibitors TFP durchgefiihrt. Dadurch sollte das evt.
verbliebene Rest-CaM inhibiert werden.

Bei der Durchfiihrung des cotranslationalen Translokationsexperimentes war TFP bereits
zum Zeitpunkt der in vitro Synthese und Translokation mit radioaktiv markiertem Methionin
im depletierten RL anwesend und lag in einer Endkonzentration von 200 uM vor. Nach
partieller Zugabe von Ca®*-CaM (200 puM) wurden 0,5 eq raue Schafsmembranen pro Ansatz
zugefligt. Mit einem Protease K-Verdau wurde die Translokation Uberprift. Nach
Ammoniumsulfatfallung wurden die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Signale
wurden mit einem FLA-3000 Phosphoimager aufgenommen und mit dem AIDA Programm
analysiert.

Uberraschenderweise wurde durch den Einsatz von TFP die cotranslationale Translokation
erheblich bzw. vollstandig gehemmt (Abb. 20 A, C und E; Spur 5 und 6). Dieser Effekt zeigte
sich eindeutig sowohl bei dem Kontrollprotein PraprocecropinA als auch bei den beiden
weiteren getesteten Sadugerproteinen Pradhistatin3 und Prastatherin. Eine Erklarung fir
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diesen beobachteten Einfluss von TFP kdnnte sein, dass CaM doch fiir die cotranslationale
Translokation essentiell ist und durch TFP inaktiviert wird. Vorstellbar ware jedoch auch,
dass CaM nicht durch TFP gehemmt wird, sondern TFP einen anderen Faktor innerhalb der
cotranslationalen Translokation inhibiert. Falls TFP hier doch als CaM-Inhibitor agiert, so
sollte eine Erhohung der CaM-Konzentration durch exogene Ca**-CaM-Gabe bei
gleichbleibender Inhibitorkonzentration zu einer entsprechenden Aufhebung der Inhibierung
fihren, wie sie bereits unter posttranslationalen Bedingungen beobachtet wurde (Abb. 18).
Eine Zugabe von exogenem Ca’*-CaM unter Anwesenheit des Inhibitors fiihrte zu keiner
Regeneration der cotranslationalen Translokation (Abb. 20 A, C und E; Spur 7 und 8). Dies ist
der wesentliche Unterschied zur posttranslationalen Translokation, bei der die Translokation
in Anwesenheit von Inhibitoren durch Zugabe von exogenem Ca**-CaM wieder maglich war.
Die hier verwendete Konzentration von 200 uM TFP ist um das 2,5-fache geringer als die
bendtigte TFP-Konzentration zur Inhibierung des posttranslationalen Transportes. Konnten
200 pM Ca’*-CaM die Inhibierung unter posttranslationalen Bedingungen noch aufheben,
war dies unter cotranslationalen Bedingungen mit weniger TFP nicht mdglich.
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Abb. 20: Die cotranslationale Translokation im depletierten Retikulozytenlysat kann nach Trifluoperazin (TFP)-
Inhibierung nicht durch exogenes Calmodulin wiederhergestellt werden.

A), C) und E) Die Ansdtze wurden vor der Translation ohne Ca’*-CaM und TFP (A, Cund E; Spur 1 —4), lediglich
mit TFP (A, C und E; Spur 5 und 6) oder mit TFP und Ca’*-caM (A, Cund E; Spur 7 und 8) angesetzt. Die in vitro
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Synthese erfolgte im depletierten RL, wobei die Proteine mit radioaktivem [3SS]Methionin markiert wurden.
Nach kurzer Inkubation dieser Substanzen wurde den Ansatzen raue Schafsmembranen (SRM) zugefiigt, um die
Translokation zu ermoglichen (A, C und E; Spur 3 — 8). Diese wurde durch einen Proteinase K-Verdau
kontrolliert. Es folgte eine Ammoniumsulfatfallung und die geféllten Proteine wurden in SDS-Probenpuffer
aufgenommen und erhitzt. B), D) und F) Unter Verwendung von Tricingelen wurden die Proteine
elektrophoretisch aufgetrennt und ihre Signale liber einen Phosphoimager ausgelesen. Die Analyse erfolgte im
Anschluss mit dem AIDA Programm. Die Saulendiagramme ergaben sich aus den Mittelwerten und
Standardabweichungen dreier unabhdngig voneinander ausgefiihrter Versuche. Die dargestellten
Signalintensitdten beziehen sich auf den Anteil des prozessierten, Proteinase K-geschiitzten Proteins am
Gesamtprotein. SRM: raue Schafsmembranen, CaM: Calmodulin, PK: Proteinase K, TFP: Trifluoperazine, pHis3:
Prahistatin3, ppCecA: PraprocecropinA, pStat: Prastatherin

Anhand der vorliegenden Ergebnisse kann die Frage zur Beteiligung von CaM innerhalb der
cotranslationalen Translokation nicht beantwortet werden. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass CaM fir die cotranslationale Translokation essentiell ist. Da die Hemmung
durch TFP hier nicht CaM-spezifisch war, muss es mindestens eine zweite essentielle
Komponente geben, die durch TFP inhibiert wurde. Mdglicherweise muss diese Komponente
in Kombination mit CaM vorhanden sein, um eine cotranslationale Translokation zu
ermoglichen. In diesem Fall konnte CaM auch essentiell sein.
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3.3. Der Einfluss von Trifluoperazin auf die cotranslationale
Translokation

3.3.1. Trifluoperazin inhibiert die Translokation von pPlI78mer und pPl86mer
im Retikulozytenlysat und Weizenkeimextrakt nicht bzw. weniger
effektiv

Nachdem in 3.2.5 eine eindeutige Inhibierung der cotranslationalen Translokation der
getesteten Proteine durch TFP beobachtet werden konnte, sollte im Folgenden der Schritt,
in den TFP in die cotranslationalen Translokation eingreift und diese inhibiert, naher
definiert werden. Das eigentlich als Calmodulin-Inhibitor bekannte Trifluoperazin bindet an
die Methionin-reiche, hydrophobe Sequenz des CaM. Das ebenfalls hydrophobe TFP
interagiert dabei genau mit der Bindungstasche des Calmodulins, in die auch andere
Proteine binden koénnen, wie z. B. die Myosin Light Chain Kinase (Cook et al., 1994). Somit
stellt sich die Frage, ob TFP Uber hydrophobe Bindungsmechanismen auch an die
hydrophobe Signalsequenz oder an die Methionin-reiche Bindungstasche des SRP (Keenan et
al., 1998) binden kénnte und so die Interaktion zwischen Signalsequenz und SRP behindert.
Um diese Frage zu beantworten wurden Verklrzungsderivate des Substratproteins pPI in das
Translokationsexperiment eingesetzt. Die mRNA dieser Verkiirzungsderivate besitzt kein
Stoppcodon, wodurch die naszierenden Ketten zunachst tber die tRNA gebunden an den
Ribosomen vorliegen. Diese tRNA-Bindung simuliert einen SRP-Arrest und die naszierende
Kette wird translokationskompetent gehalten. Dadurch gelangen pPI-Verkiirzungsvarianten
definierter Lange in einem Peptidyl-tRNA-Ribosomen-Komplex zur Membran des
endoplasmatischen Retikulums. Dieses Targeting des Peptidyl-tRNA-Ribosomen-Komplexes
findet SRP-unabhdngig statt, da das Ribosom eine hohe Affinitdt zu dem Sec61-Kanal besitzt.
Der Vorteil von Verkirzungsproteinen, deren mRNA kein Stoppcodon mehr besitzt, ist, dass
das Targeting zu der ER-Membran und die Translokation in das ER-Lumen zeitlich
voneinander getrennt ablaufen. Die Translokation wird erst mit Puromycin gezielt gestartet.
Puromycin bewirkt dabei, dass die naszierenden Ketten sich von dem Ribosom abldsen
konnen. Somit kann durch die Verwendung dieser Proteinvarianten das Targeting losgelost
von der Translokation untersucht werden. Dieses System bringt den weiteren Vorteil mit
sich, dass je nach Programmierungsauslastung der Ribosomen ein SRP-abhangiger oder SRP-
unabhangiger Transport stattfindet. Liegt eine hohe Programmierungsauslastung vor, so
werden die pPl-Verkiirzungsderivate SRP-unabhangig zu der ER-Membran transportiert. In
diesem Fall existiert eine Population an RNC-Komplexen, die nicht mit einer anderen
Population in Konkurrenz stehen. Ist hingegen der Anteil an unprogrammierten Ribosomen
sehr hoch, so besteht eine zweite Konkurrenzpopulation an RNC-Komplexen, da durch SRP
die Affinitat der programmierten Ribosomen erhoht werden kann. Fiir die programmierten
Ribosomen liegt also eine SRP-Abhangigkeit vor. Aufgrund dieser Vorteile wurden zur
Untersuchung des Einflusses von TFP auf den cotranslationalen Transport
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Translokationsexperimente mit pPl-Verkirzungsderivaten mit 78 (pPl78mer) bzw. 86
(pPI86mer) n-terminal verbliebenden Aminosduren ohne Stoppcodon auf mRNA-Ebene
durchgefiihrt. Die Wahl der Substratproteine viel auf pPI-Verkiirzungsvarianten, da
insbesondere das pPl86mer sehr gut in seiner Translokation untersucht ist (z.B. Jungnickel &
Rapoport, 1995; Nicchitta et al., 1995; Nicchitta & Zheng, 1997). Zur Uberpriifung, ob TFP
vergleichbar zu den anderen kleinen full length-Substratproteinen auch die Translokation
des full length-pPl inhibiert, wurde zunachst ein Kontrollversuch durchgefiihrt. Das
Autoradiogramm zeigt eine deutliche Abnahme der Translokationsrate in Anwesenheit von
TFP (Abb. 21 A; Spur 5 und 6). Dies entspricht den Beobachtungen der
Translokationsversuche mit pHis3, pCecA und pStat (Abb. 20).

Die in vitro Synthese von pPl78mer und pPI86mer erfolgte im Anschluss im
Retikulozytenlysat in Anwesenheit von **S[Met] und TFP. Sie wurde mit einer kiirzeren
Translationszeit (20 min) als die Translation von pPl (45 min) durchgefiihrt. Um die
Translokation ins ER zu ermoglichen, wurden den Ansatzen 0,5 eq raue Schafsmembranen
zugefiigt. Es folgte eine Inkubation mit 2 mM Puromycin, um die Ablésung der naszierenden
Kette vom Ribosom zu gewahrleisten. Das Eintreten der Proteine ins ER wurde durch den
Proteinase K-Verdau kontrolliert. AbschlieBend wurden die Ansdtze ultrazentrifugiert und
die Pellets in SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die Auftrennung der radioaktiv markierten
Proteine erfolgte (iber ein NUPAGE Bis-Tris Gel. Die errechneten Prozentzahlen beziehen sich
auf den Anteil des prozessierten und Proteinase K-geschiitzen Proteins zum Gesamtprotein
(z.B. PI78mer x 100% / (pPI78mer + PI78mer)) des Ansatzes.

Sobald Puromycin den entsprechenden Ansdtzen zugegeben wurde, wurden die
naszierenden Ketten aus den Ribosomen freigesetzt und konnten den Sec61-Kanal ins ER-
Lumen passieren (Abb. 21 C und E; PI78mer und PI86mer; Spur 7 — 10). Wahrend bei der
Translokation des pPl bei Anwesenheit von TFP noch ein deutlicher Riickgang der
Translokationrate verzeichnet werden konnte (Abb. 21 A und B), trat dies mit den hier
verwendeten pPl-Verkirzungsproteinen nicht bzw. nur in abgeschwachter Form auf (Abb. 21
C, D, E, F). Die Verwendung der pPIl-Verkiirzungsderivate zeigte, dass die Translation wie
auch die Translokationsmaschinerie am Sec61 Translokon grundsatzlich auch in Gegenwart
von TFP funktionierten. Bei diesen verlangsamten Targeting-Bedingungen konnte eine
Translokation der Verkirzungsvarianten zur ER-Membran beobachtet werden. Hier handelte
es sich vermutlich um einen SRP-unabhdngigen Transport. Dies wirft an dieser Stelle die
Frage auf, ob TFP in die Interaktion von SRP und Signalsequenz eingreift und die SRP-
abhangige Translokation des pPl auf diese Weise verhindert, wohingegen ein SRP-
unabhaniger Transport der pPI-Verkiirzungsderivaten auch unter TFP ablauft.
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Abb. 21: Die Translokation der pPI-Verkiirzungsvarianten 78mer und 86mer wird im Retikulozytenlysat durch
Trifluoperazin nicht bzw. weniger stark inhibiert.

A) In vitro Synthese mit [**S]Methionin und Translokation des pPI-Ausgangsproteins (229 AS) mit Zugabe von
200 pM TFP. Die Verkiirzungsproteine pPI78mer (C) und pPI86mer (E), deren mRNA sich durch das Fehlen eines
Stoppcodons auszeichnet, wurden in vitro mit radioaktiv markiertem Methionin im Retikulozytenlysat in
Anwesenheit von TFP synthetisiert und anschlieBend mit rauen Schafsmembranen (SRM, 0,5 eq/Ansatz)
versetzt. Die Abtrennung der naszierenden Kette vom Ribosom und die Translokation erfolgte durch eine
Puromycin-Inkubation (2 mM). Zur Uberpriifung des Transportes in das endoplasmatische Retikulum wurde ein
Proteinase K-Verdau durchgefiihrt. Es folgten Ultrazentrifugation und Resuspension der Pellets in SDS-
Probenpuffer. Die Proben wurden auf ein NUPAGE Bis-Tris Gel aufgetragen und die Proteine elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Signalintensitdten entsprechen der Proteinmenge von prozessierten Pl (B), PI78mer (D) bzw.
PI86mer (F) mit vorheriger Proteinase K-Inkubation und in Anwesenheit von Puromycin gemessen am
Gesamtprotein (z.B. PI78mer x 100% / (pPl78mer + PI78mer)). Die Werte des Ausgangszustands ohne TFP
wurden gleich 100% gesetzt. Mittelwerte und Standardabweichungen ergaben sich durch drei unabhdngig
voneinander durchgefiihrte Versuche. SRM: raue Schafsmembranen, PK: Proteinase K, TFP: Trifluoperazine,
Puro: Puromycin, FL: Full length, pPl: Praprolaktin
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Da in dem bisher verwendeten Retikulozytenlysat je nach Programmierungsauslastung ein
SRP-unabhéangiges wie auch SRP-abhangiges Targeting ablaufen kann, wurde nun das
Experiment ohne funktionelles SRP zusatzlich im WKE durchgefihrt (Abb. 22 C und E).
Dadurch wurde die Moglichkeit eines SRP-unabangigen Transports der pPI-
Verkilrzungsvarianten 78mer und 86mer unter TFP untersucht. Es galt zundchst in einem
Kontrollexperiment erneut den inhibierenden Einfluss von TFP auf die Translokation von pPI
im WKE nachzuweisen. Zudem wurde die Abwesenheit von funktionellem SRP kontrolliert
(Abb. 22 A).

Bei dem Kontrollexperiment stellte sich heraus, dass ein cotranslationaler Transport des
Praprolaktins im WKE mit Hochsalz-gewaschenen rauen Schafsmembranen ohne exogenes
SRP nicht moglich war (Abb. 22 A; Spur 3 und 4). Die Abwesenheit von funktionellem SRP
konnte somit gezeigt werden. Durch Zufligen von 25 nM SRP zum Versuchsansatz war pPI
translozierbar (Abb. 22 A; Spur 5 und 6). Uberraschenderweise wurde mit einer
Konzentration von 200 uM TFP die Translokation im WKE nicht gechemmt (Abb. 22 A; Spur 7
und 8). Eine Inhibierung konnte erst bei einer Konzentration von 400 uM beobachtet werden
(Abb. 22 A; Spur 9 und 10). Die Konzentration von verfligbarem TFP scheint im WKE geringer
zu sein. Dies konnte damit erklart werden, dass TFP nicht nur mit dem endogenen Weizen-
SRP interagiert, sondern auch mit dem zuséatzlichen exogenen SRP. Aufgrund dessen wurde
in den folgenden Experimenten, bei denen als zellfreies System der Weizenkeimextrakt
gewahlt wurde, eine TFP-Konzentration von 400 uM verwendet.

Die Translokationsexperimente mit den pPIl-Verkirzungsproteinen im WKE wurden
entsprechend zu den Versuchen im RL durchgefiihrt. Es wurden lediglich zwei weitere
Ansatze mit exogenem SRP mitgefiihrt (Abb. 22 C und E; Spur 9 — 12). SRP wurde dabei zum
Zeitpunkt der Translation zugesetzt.
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Abb. 22: Die Translokation der pPI-Verkiirzungsvarianten 78mer und 86mer lauft — auch in Anwesenheit von
TFP — SRP-unabhangig im Weizenkeimextrakt ab.

A) In vitro Synthese mit radioaktiv markiertem Methionin und Translokation des Ausgangsproteins pPl (229 AS)
im Weizenkeimextrakt (WKE)-Translationssystem unter Zugabe von SRP und TFP. Die Verkiirzungsproteine
pPI78mer (C) und pPI86mer (E) wurden mit [3SS]Methionin im in vitro WKE-System in Anwesenheit von SRP und
TFP synthetisiert. Nach Zugabe von rauen, mit Hochsalz-behandelten Schafsmembranen (SKRM) wurde die
Translokation durch Puromycin gestartet. Es folgte als Kontrollschritt fir die Translokation der Proteinase K-
Verdau. Die Ansdtze wurden ultrazentrifugiert. Zur Elektrophorese der Proteine wurden NuPAGE Bis-Tris Gele
verwendet. Die Analyse der Signale erfolgte liber ein Autoradiogramm und die Quantifizierung mit der AIDA
Software. Die Signalintensitdten des prozessierten, Proteinase K-geschiitzten und zuvor mit Puromycin
behandelten PI (B), PI78mer (D) und PI86mer (F) wurden prozentual zum Gesamtprotein (z.B. PI78mer x 100% /
(pP178mer + PI78mer)) errechnet. Die Werte des Ausgangszustands ohne TFP wurden gleich 100% gesetzt. Die
zugrundeliegenden Mittelwerte und Standardabweichungen ergaben sich aus n = 3 Versuchen. SKRM: raue,

Hochsalz-behandelte Schafsmembranen, PK: Proteinase K, TFP: Trifluoperazine, Puro: Puromycin, FL: full
length, pPl: Praprolaktin
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Die Autoradiogramme der Translokationsexperimente mit pPl78mer (Abb. 22 C) und
pPI86mer (Abb. 22 E) im WKE zeigten, dass die Translokation dieser Verkirzungsvarianten
auch ohne exogenes SRP moglich war. Um die Signalsequenz verkiirztes und Proteinase K-
geschiitztes Protein konnte nach Puromycinzugabe sowohl in Abwesenheit wie auch in
Anwesenheit von TFP detektiert werden (Abb. 22 C und E; Spur 5 — 12). Die Translokation
der beiden getesteten pPl-Verkiirzungsproteinen ist unter TFP ohne funktionelles SRP
moglich, ihre Translokationsraten kénnen jedoch bei Verfligbarkeit von SRP noch weiter
gesteigert werden (Abb. 22 C und E; Spur 9 — 12). Dies bedeutet, dass unter den gewahlten
Bedingungen TFP weder auf das Targeting noch auf die Translokation dieser
Verkilrzungsderivate einen inhibierenden Einfluss hat.

Durch die Translokationsexperimente mit den pPI-Verklrzungsderivaten im RL sowie im WKE
in Anwesenheit von TFP konnte eindeutig demonstriert werden, dass die Translation nicht
negativ beeinflusst wurde, dass die Mikrosomen intakt waren und dass die Translokation
Uber den Sec6l-Kanal in das ER-Lumen funktionierte. Der Angriffpunkt von TFP kann
demnach naher auf das Targeting eingegrenzt werden. Die bisheringen Ergebnisse deuten
darauf hin, dass das SRP-abhéangige Targeting von full length-Proteinen von TFP beeinflusst
wird.

3.3.2. Unter dem Einfluss von Trifluoperazin behindern 80S-Ribosomen die
Translokation des pPIl-Verkiirzungsproteins 78 mer

Wenn die Hypothese, dass TFP in das Targeting bzw. in die Interaktion von SRP mit dem
RNC-Komplex eingreift, zutreffend ist, so miisste ein Uberschuss an unprogrammierten 805S-
Ribosomen in Anwesenheit von TFP zu einer Abnahme der Tranlokationsrate fiihren. In der
Annahme, dass sich bei der ungestort ablaufenden Translokation der pPI-
Verkilrzungsderivate unter TFP ein Komplex aus Ribosom und naszierender Kette aber ohne
SRP (RNC*"-Komplex) bildet, stinde dieser RNC>"*-Komplex in Konkurrenz zu auch stets
anwesenden unprogrammierten Ribosomen (Borgese et al., 1974; Kalies et al., 1994).
Sowohl unprogrammierte als auch programmierte Ribosomen (RNC>**-Komplex) sind in der
Lage, mit dhnlich hoher Affinitdat an den Sec61-Kanal zu binden. Eine Bindung von SRP an die

Signalsequenz der naszierenden Kette (RNC™R?

-Komplex) hatte hingegen eine deutliche
Steigerung der Affinitdt zum Sec61-Kanal gegeniiber leeren Ribosomen wie auch RNC-
Komplexen ohne SRP zur Folge (Schaletzky & Rapoport, 2006).

Um dies zu untersuchen, wurde die Synthese des pPI78mer in vitro im Retikulozytenlysat in
An- oder Abwesenheit von 200 uM TFP durchgefiihrt. Es wurden raue Schafsmikrosomen
und unprogrammierte eukaryontische 80S-Ribosomen in aufsteigender Konzentration
zugegeben. Es folgte eine Inkubation bei 0°C fir 10 min und bei 25°C fiir weitere 10 min.
Nach Translokation durch  Puromycinbehandlung und Ultrazentrifugation der
Versuchsansdtze wurden die Pellets in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die zuvor mit

[**S]Met markierten Proteine wurden letztlich mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.
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Abb. 23: In Anwesenheit von Trifluoperazin verhindern 80S-Ribosomen die Translokation des pPl-78mer.

A) pPI-78mer wurde in vitro mit radioaktiv markiertem Methionin im Retikulozytenlysat unter Anwesenheit von
200 uM TFP synthetisiert. Es wurden zundchst raue Schafsmembranen, gefolgt von entsprechenden
Konzentrationen an unprogrammierten 80S-Ribosomen zugesetzt. Durch eine Behandlung mit Puromycin
wurden die naszierenden Ketten vom Ribosom gelést und die Translokation wurde gestartet. Die Proben
wurden ultrazentrifugiert und die Pellets in SDS-Probenpuffer aufgenommenen. Die radioaktiv markierten
Proteine wurden mit einem NuPAGE Bis-Tris Gel elektrophoretisch aufgetrennt und ihre Signale mit einem
Phosphoimager aufgenommen. B) Die Quantifzierung erfolgte durch das AIDA Programm. Das Kurvendiagramm
zeigt die Signalintensitaten des prozessierten Proteins anteilig am Gesamtprotein (PI78mer x 100% / (pPI78mer
+ PI78mer)), wobei der Wert ohne 80S-Ribosomen gleich 100% gesetzt wurde (Spur 2 und 8). Die weiteren
Werte sind anteilig daran errechnet. Die dazugehérigen Mittelwerte und Standardabweichungen resultierten
aus drei unabhdngig durchgefiihrten Versuchen. SRM: raue Schafsmembranen, TFP: Trifluoperazine, pPI:
Praprolaktin, Rb: Ribosomen

Die durch einen Phosphoimager aufgenommenen radioaktiven Signalintensitaten zeigten in
Anwesenheit des TFP deutlich geringere Translokationsraten (Abb. 23 A; PI78mer; Spur 5
und 6) ab einer eingesetzten Ribosomenmenge von 780 nM. Dagegen verblieben die
Translokationsraten in  Abwesenheit von TFP bei allen getesteten Ribosomen-
konzentrationen konstant (Abb. 23 A; PI78mer; Spur 9 — 12).
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Es ist somit davon auszugehen, dass unter TFP RNC°F

-Komplexe zur ER-Membran gelangen
und so eine Translokation des pPI-78mer erméglicht wird. Ein Uberschuss an 80S-Ribosomen
unterbindet diese Moglichkeit durch direkte Konkurrenz um freie Sec61-Kandle. Dieses
Ergebnis unterstitzt die Hypothese, dass das Targeting der full length-Proteine auf Ebene

der SRP-Signalsequenz-Interaktion durch TFP gestort wird.

3.3.3. Die unter dem Einfluss von Trifluoperazin und 80S-Ribosomen
vorliegende Inhibierung der Translokation kann durch Zugabe von SRP
aufgehoben werden

Wenn durch den Einfluss von TFP die Bindung zwischen SRP und der Signalsequenz
behindert wird, TFP also moglicherweise an die hydrophobe Bindetasche des SRP oder an
die hydrophobe Signalsequenz bindet, dann steht TFP in direkter Konkurrenz zu der
Signalsequenz bzw. zum SRP. Vor diesem Hintergrund sollte im Folgenden untersucht
werden, ob eine Erh6hung der SRP-Konzentration — trotz der Anwesenheit von TFP und 80S-
Ribosomen — die Translokation wieder ermdglicht.

Dazu wurde das pPl78mer in vitro im Retikulozytenlysat mit 200 uM TFP und radioaktiv
markiertem Methionin synthetisiert und zur Translokation je nach Ansatz 0,5 eq raue
Schafsmembranen und 0 — 720 nM 80S-Ribosomen hinzugefligt. Zusatzlich erfolgte die
Zugabe von 0 — 75 nM SRP. Nach Abtrennung der naszierenden Peptidkette vom Ribosom
durch Puromycin erfolgte die Translokation. Die Proben wurden ultrazentrifugiert und die
Pellets in SDS-Probenpuffer gelost und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Aufnahme des
Autoradiogramms erfolgte durch den CR-35 Bio Phosphoimager (Abb. 24 A), bevor die
radioaktiven Signale mit AIDA quantifiziert wurden. Die Menge an transloziertem Protein
wurde dabei prozentual zur Menge des Gesamtproteins (PI78mer x 100% / (pPI78mer +
PI78mer)) der einzelnen Anséatze errechnet und in Abb. 24 B grafisch dargestellt.

Die Translokationsansatze ohne (Abb. 24 A; Spur 2 — 5) oder mit 25 nM exogenem SRP (Abb.
24 A; Spur 6 — 9) zeigten eine Inhibierung der Translokation ab einer Konzentration von 480
nM 80S-Ribosomen. Die Translokation wurde nahezu vollstandig bei einer Konzentration von
720 nM 80S-Ribosomen gehemmt (Abb. 24 A; Spur 5 und 9). Wurde die exogene Zugabe von
SRP hingegen auf 50 nM (Abb. 24 A; Spur 10 — 13) erhdht, konnte zunéachst eine leichte
Aufhebung der Inhibierung der Translokation detektiert werden (Abb. 24 A; Spur 12 und 13).
Durch eine weitere Erhohung der exogenen SRP-Konzentration auf 75 nM (Abb. 24 A; Spur
14 — 17) wurde eine vollstandige Kompetition des Inhibitors beobachtet (Abb. 24 A; Spur 16
und 17).
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Abb. 24: Die Inhibierung der Translokation des pPIl-78mers durch 80S-Ribosomen unter TFP kann durch SRP
aufgehoben werden.

A) Das pPI-Verkirzungsprotein wurde in vitro in Anwesenheit von TFP und [3SS]Methionin im Retikulozytenlysat
synthetisiert. Es wurden raue Schafsmembranen (SRM) sowie die entsprechenden Konzentrationen an 80S-
Ribosomen (0 — 720 nM) und SRP (0 — 75 nM) je Ansatz hinzugegeben. Nach Translokation durch Puromycin-
behandlung wurden die Proben ultrazentrifugiert und in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Durch
Gelelektrophorese wurden die radioaktiv markierten Proteine aufgetrennt und ihre Signale mit dem CR-35 Bio
Phosphoimager aufgenommen. Die Quantifzierung erfolgte im Anschluss mit dem AIDA-Programm. Die in B)
verwendeten Werte beziehen sich auf den prozentualen Anteil des prozessierten Proteins (PI-78mer) im
Verhéltnis zum Gesamtprotein (PI78mer x 100% / (pPl78mer + PI78mer)) des Ansatzes. Mittelwerte und
Standardabweichungen ergaben sich aus drei unabhéngig durchgefiihrten Versuchen. SRM: raue
Schafsmembranen, pPl: Praprolaktin, SRP: Signal Recognition Particle, Rb: Ribosomen

Dieser Versuch verdeutlicht, dass bei gleichbleibender TFP- und 80S-Ribosomen-
Konzentration SRP die spezifische Komponente darstellt, die die Translokation wieder
ermoglichen kann.

Bisher konnte diese Kompetition von SRP und TFP nur mit den Verkiirzungsvarianten gezeigt
werden, daher wurde der Einfluss von SRP auf die Inhibierung durch TFP auch in einem nicht
verlangsamten System mit dem full length-pPl untersucht. Bei der Translokation von pPI
wurde der negative Einfluss von TFP auf die Translokation bereits gezeigt (Abb. 21 A). Im
Gegensatz zu den Experimenten mit pPI-Verkiirzungsproteinen, deren mRNA kein
Stoppcodon besitzt, laufen hier Targeting und Translokation des full length-pPI zeitgleich ab,
was natirlicheren Bedingungen entspricht. Fir Translokationsexperimente in denen ein SRP-
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Einfluss untersucht werden soll, ist als zellfreies Translations- und Translokationssystem der
WKE als System ohne funktionelles SRP erneut am besten geeignet. Somit wurden im
folgenden Experiment sowohl die Synthese als auch die Translokation von pPI je nach Probe
in Anwesenheit von TFP, SRP und Hochsalz-gewaschenen Schafsmembranen (SKRM) im WKE
durchgefiihrt.
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Abb. 25: Der Hemmeffekt von Trifluoperazin auf die Translokation von pPl kann durch entsprechende
Konzentrationen von SRP aufgehoben werden.

A) Praprolaktin wurde in vitro im Weizenkeimextrakt in An- bzw. Abwesenheit von TFP (400 uM), SRP (0 — 75
MM) und Hochsalz-gewaschenen Schafsmembranen (0,5 eq/10 ul) synthetisiert und transloziert. Der
Proteinsase K-Verdau lieferte die Kontrolle der Translokation. Die Proben wurden mit Ammoniumsulfat gefallt,
in SDS-Probenpruffer geldst und tber ein SDS-Tris-Glycin-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion und
Analyse der radioaktiven Signale erfolgte mit dem CR-35 Bio Phosphoimager und AIDA. B) Die Signale des
prozessierten und Proteinase K-geschitzten Proteins des Versuchsansatzes ohne TFP und mit 25 nM SRP
wurden gleich 100% gesetzt. Die Signale der Prozessierungsbanden unter Proteinase K-Behandlung wurden
entsprechend dazu ins Verhdltnis gesetzt. Die Werte ergaben sich aus drei Versuchen. SKRM: Hochsalz-
gewaschene, raue Schafsmembranen, TFP: Trifluoperazin, PK: Proteinase K, pPl: Pradprolaktin, SRP: Signal
Recognition Particle

Die Detektion der mit [>°S]Met radioaktiv markierten Proteine zeigte, dass eine
Translokation ohne exogenes SRP unter den hier vorliegenden Bedingungen nicht mdglich
war (Abb. 25 A; Spur 3 und 4). Erst durch Zufuhr von 25 nM SRP, eine Konzentration, die in
dieser Arbeit Ublicherweise zu Translokationsexperimenten im WKE hinzugegeben wurde,
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war eine Translokation zu beobachten (Abb. 25 A; Spur 5 und 6). Des Weiteren wurde eine
Inhibierung der Translokation durch TFP in Gegenwart von 25 nM exogenem SRP verzeichnet
(Abb. 25 A; Spur 7 und 8). In den Ansadtzen mit hoheren exogenen SRP-Konzentrationen (50
und 75 nM) konnte hingegen eine klare Translokation detektiert werden (Abb. 25 A; Spur 9 —
12). Eine Kompetition des Inhibitors durch SRP konnte somit auch fiir pPl im
Weizenkeimextrakt gezeigt werden.

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass TFP hier unter cotranslationalen
Bedingungen nicht als Calmodulin-Inhibitor agiert, sondern es auf zytosolischer Seite zu
einer fir TFP neuartigen Inhibierung der SRP-Signalsequenz-Interaktion kommt. Die hier
gezeigten Daten deuten darauf hin, dass TFP Uber hydrophobe Wechselwirkungen an SRP
oder die Signalsequenz bindet und so die Interaktion dieser beeintrachtigt. Unter
Verwendung von pPIl-Verkirzungsderivaten in Anwesenheit von TFP konnte gezeigt werden,
dass die Translation und die Translokation an der ER-Membran selbst nicht gestort sind.
Dariber hinaus liel sich eine Inhibierung des pPI-78mers durch Zugabe von 80S-Ribosomen
detektieren. Das Zufligen von SRP (= 50 nM) konnte diesen Inhibierungseffekt wieder
aufheben. Dies deutet darauf hin, dass TFP in das Targeting von Proteinen eingreift und die
Interaktion von SRP mit der Signalsequenz stort. Eine Translokation des full length-Proteins
unter cotranslationalen Bedingungen ist in Anwesenheit von TFP auf Grund dessen nicht
moglich.
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4. Diskussion

4.1. SRP ist als zytosolischer Targetingfaktor an der
cotranslationalen Translokation kleiner, sekretorischer
Proteine in das endoplasmatische Retikulum von Saugern
beteiligt

Die Translokation von sekretorischen Proteinen ins endoplasmatische Retikulum (ER) kann
cotranslational oder posttranslational ablaufen. Die cotranslationale Translokation zeichnet
sich durch einen SRP-abhidngigen Transport des Ribosom-naszierende-Ketten (RNC)-
Komplexes zur ER-Membran aus. In der posttranslationalen Translokation wird hingegen die
im Zytosol bereits fertig synthetisierte Polypeptidkette SRP- und Ribosomen-unabhangig ins
ER-Lumen transloziert.

Kleine Proteine werden aufgrund ihrer Kettenlange fiir eine Interaktion mit SRP innerhalb
des cotranslationalen Targetings fir zu kurz angesehen. Deshalb wurde lange Zeit davon
ausgegangen, dass kleine Proteine Uber den posttranslationalen Transportweg in das ER
gelangen (Miller & Zimmermann 1987 und 1988). Trotzdem liegen Hinweise auf eine
cotranslationale Translokation von Proteinen dieser GréRenordnung vor (Dissertation Vivica
Stokes, 2011). Dies fiihrte zu der Frage, ob die hier getesteten kleinen Sdugerproteine (< 6
kDa) SRP-abhédngig cotranslational transportiert werden kdnnen. Die Experimente wurden
im WKE ohne funktionelles endogenes SRP unter der Verwendung von Hochsalz-
gewaschenen Membranen und der Zugabe von exogenem SRP durchgefiihrt. Eine Kontrolle
dieser Bedingungen ohne funktionelles SRP erfolgte durch ein Translokationsexperiment mit
pPl, welches ausschlieRlich cotranslational transportiert wird.

Unter cotranslationalen Bedingungen wurde durch SRP-Zugabe eine Steigerung der
Translokationsrate der Substratproteine pHis1, pHis3 und pStat detektiert. Dieser Effekt war
bei pStat am deutlichsten zu beobachten. Zu diesem Zeitpunkt konnte nicht eindeutig gesagt
werden, ob es sich bei dem SRP-abhdngigen Transport um einen cotranslationalen Transport
handelte, denn die hier verwendeten Membranen ermdglichten sowohl eine co- als auch
eine posttranslationale Translokation und SRP wurde bereits eine Beteiligung an dem
posttranslationalen Transport einiger tail anchored Proteine zugesprochen (Abell et al.,
2004; Rabu et al., 2009). Demnach wadre eine Beteiligung von SRP in einem parallel
ablaufenden posttranslationalen Transport ebenfalls vorstellbar gewesen. Die Durchfiihrung
des Experiments unter posttranslationalen Bedingungen zeigte, dass durch exogene SRP-
Zugabe keine zum cotranslationalen Transport vergleichbare Steigerung der
Translokationsrate zu verzeichnen war. Der Anteil des prozessierten Proteins stieg gar nicht
(pHis1, pHis3) oder nur in sehr geringem Male (pStat) in Anwesenheit von SRP an. Dies
zeigte, dass die unter cotranslationalen Bedingungen vermehrt translozierten kleinen
Proteine SRP-abhangig cotranslational transportiert wurden. Zudem wurde die Mindestldange
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von pHis3 zur Interaktion mit SRP untersucht. Hierzu konnte ein stimulierender Einfluss von
SRP bis zu einer Kettenlange von > 46 AS nachgewiesen werden.

Diese Beobachtung deckt sich mit den Untersuchungen von Vivica Stokes, die diese
Verkirzungsvarianten in Translokationsexperimenten im Retikulozytenlysat mit endogenem
SRP eingesetzt hatte (Dissertation Vivica Stokes, 2011). Die Annahme, dass zur vollstandigen
Exposition der Signalsequenz und Interaktion mit SRP die naszierende Kette eine Lange von
50 — 60 AS haben muss, basiert auf Translokationsexperimenten mit Praprolaktin (Matlack &
Walter, 1995). Strukturprognosen zeigten fiir die Sequenz von pPl helikale Bereiche
(Strukturprognoseprogramm , CFSSP“ Chou & Fasman Secondary Structure Prediction
Server). Auch die hier untersuchten kleinen Sdugerproteine weisen Sequenzbereiche auf, fur
die helikale Strukturen vorhergesagt werden. Neueren Studien zufolge ist es nicht
ungewohnlich, dass a-Helices bereits innerhalb gewisser Bereiche des ribosomalen Tunnels
ausgebildet werden kénnen (Bhushan et al., 2010; Marino et al., 2016; Nilsson et al., 2015;
Wilson & Beckmann, 2011). Der ribosomale Tunnel verfiigt (iber eine Linge von 80 — 100 A
und eine Breite von 10 — 20 A (1 A = 100 pm). Wahrend der Translation kann dieser ca. 30 AS
einer langgestreckten naszierenden Kette umschlieRen (Kramer et al., 2009). Bei Proteinen
mit Sequenzbereichen fir a-Helices kénnte die naszierende Kette gefaltet im ribosomalen
Kanal vorliegen. In solch einem Fall umschlieBt der ribosomale Tunnel bis zu 60 AS (Kramer
et al., 2009). Im Vergleich zu einer langgesteckten naszierenden Kette waren demnach fir
naszierende Ketten mit helikalen Strukturen zusatzliche aufeinanderfolgende Aminosaduren
notwendig, bis die Signalsequenz aus dem ribosomalen Tunnel austreten kann. Diese
mogliche Faltung innerhalb des ribosomalen Tunnels macht es noch unwahrscheinlicher,
dass die Signalsequenz der hier verwendeten kleinen Substratproteine und der pHis3-
Verkilrzungsproteine ausreichend exponiert flr eine direkte cotranslationale Interaktion mit
SRP vorliegt.

Die dennoch beobachtete translokationssteigernde Wirkung von SRP bis zu einer
Mindestlange von 46 AS konnte durch die Interaktion von SRP mit dem RNC-Komplex in dem
sogenannten scanning-Modus begriindet werden. Studien von Ogg und Walter wie auch von
Voorhees und Hegde zeigten mittels Kryoelektronenmikroskopie (Cryo-EM), dass die
Anlagerung von SRP an den RNC-Komplex nicht erst mit dem Austritt der Signalsequenz
vorliegt, sondern diese Interaktion bereits vorher stattfinden kann. Wird keine
Signalsequenz detektiert, 16st sich SRP wieder ab. Andernfalls rekrutiert SRP den RNC-
Komplex zur ER-Membran. SRP befindet sich dabei in einem sog. scanning-Modus, um noch
im ribosomalen Tunnel verborgene Signalsequenzen zu identifizieren (Ogg & Walter, 1995;
Voorhees und Hegde, 2015). Bei His3-Vorlduferproteinen > 46 AS verbleibt SRP offensichtlich
lange genug an dem RNC-Komplex bis eine Interaktion zur Signalsequenz auch nach
Termination der Translation eingegangen werden kann. Bei Vorlduferproteinen < 42 AS
konnte die Zeitspanne bis zur Termination und Austritt der Signalsequenz zu lang sein. SRP
wirde in diesem Fall den scanning-Modus verlassen und sich vom RNC-Komplex ablésen. Ein
SRP-abhédngiges cotranslationales Targeting der His3-Vorlduferproteine < 42 AS ist dann
nicht moglich.

69



Diskussion

In den von Jungnickel und Rapoport (1995) durchgefiihrten Crosslinking-Experimenten mit
pPl-Verkirzungsvarianten (43mer — 86mer) ohne Stoppcodon auf mRNA-Ebene definierten
sie eine Mindestlange von 51 AS, die zu der Interaktion mit SRP und fir das Targeting zu der
ER-Membran bendtigt wird. Die gefundenen Crosslinking-Partner waren SRP54 und Sec61a.
Daneben beobachteten sie eine Anndaherung der Verkiirzungsvariante 43mer zu einem 32 —
34 kDa grolRen Protein. Sie vermuteten, dass es sich bei diesem Protein um den nascent
chain-associated complex (NAC) handeln konnte. Translokationsexperimente mit den
erzeugten pPl-Verkiirzungsproteinen wurden von dieser Arbeitsgruppe nicht vorgenommen.
Obwohl in diesen Crosslinking-Experimenten photoreaktive Substanzen zum Einsatz kamen
und es sich um Verkiirzungsvarianten, die kein Stoppcodon auf der mRNA besaRen,
handelte, liegt im Vergleich dazu die hier gefundene Mindestlange von 46 AS fiir einen SRP-
abhangigen cotranslationalen Transport von His3-Verklrzungsvarianten in einem dhnlichen
Proteinlangenbereich.

Lakkaraju et al. (2012) wiesen dagegen nach, dass Verkiirzungsproteine >160 AS SRP-
abhangig zur ER-Membran transportiert werden. Substratproteine <100 AS gelangen Uber
einen Sec62-abhdngigen posttranslationalen Transportweg zur ER-Membran, wahrend
Substratproteine zwischen 120 und 160 AS beide Transportwege einschlagen kénnen. Zur
Unterdrickung der SRP-Funktion im cotranslationalen Targeting wurde bei Lakkaraju et al.
nicht das Weizenkeimlysat verwendet, sondern (iber RNA-Interferenz SRP14, SRo. und Sec62
in Hela-Zellen herunterreguliert. Ob es sich bei den Sec62-abhdngig transportierten
Substratproteinen um posttranslational transportierte Proteine handelte, wurde in vitro im
Retikulozytenlysat untersucht. Zudem verwendeten sie fir ihre Untersuchungen
Ausgangsproteine, die alle groRer als die hier eingesetzten Ausgangsproteine waren.
Moglicherweise sind die beobachteten Unterschiede zur Proteinmindestldnge auf die
verschiedenen Substratproteine zurlickzufiihren. In den fiir diese Arbeit durchgefiihrten
Translokationsexperimenten wurden kleinere Substratproteine verwandt.

In dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass kleine Sdugerproteine sowohl SRP-abhdngig
cotranslational als auch SRP-unabhéangig posttranslational in das ER transportiert werden
konnen. Es ist vorstellbar, dass mit der Moglichkeit der Nutzung beider Transportwege die
Translokationseffizienz von kleinen Proteinen in das ER erhoht werden kann. Auch wenn ein
cotranslationaler Transport von kleinen Proteinen prinzipiell méglich ist, so ist das Zeit-
fenster zur Interaktion von SRP mit der Signalsequenz kleiner als bei groBeren Proteinen.
Zudem konnte zum Zeitpunkt einer Sekretion von vielen groReren Proteinen, die
ausschlieBlich den cotranslationalen Transportweg einschlagen, die Kapazitdt der an dem
cotranslationalen Targeting beteiligten Komponenten Uberlasten sein. Die drohende
Proteolyse kleiner Peptide, die vor einer SRP-RNC-Interaktion bereits in das Zytosol
entlassen wurden, kdnnte durch den alternativen posttranslationen Transportweg ver-
hindert werden.

Um der Gefahr vor Proteolyse oder Verdrangung durch gréBere Proteine zu entgehen, stellt
sich an dieser Stelle die Frage, warum kleine Proteine nicht ausschlieBlich den
posttranslationlen Transportweg nutzen. Durch die bereits verfligbaren Cryo-EM-
Strukturanalysen zur Visualisierung der naszierenden Ketten innerhalb des ribosomalen
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Tunnels konnte gezeigt werden, dass der ribosomale Kanal nicht nur eine passive Funktion
innerhalb des cotranslationalen Transports einnimmt, sondern z.B. an der Regulation der
Translation der zu synthetisierten Proteine beteiligt ist. Eine Blockierung der Translation
bendtigt eine spezifische Interaktion zwischen bestimmten Bereichen der naszierenden
Kette und den Komponenten des ribosomalen Tunnels (zusammengefasst in Wilson &
Beckmann, 2011). Des Weiteren spekulierten Wilson und Beckmann, dass die Interaktion
zwischen naszierender Kette und ribosomalem Tunnel eine wichtige Rolle in der
Kommunikation zwischen der Synthese eines Proteins und den weiter benétigten
Targetingfaktoren und Chaperonen sowie der folgenden Translokation an der ER-Membran
einnimmt. Das Targeting Gber den RNC-Komplex innerhalb des cotranslationalen Transports
kleiner Proteine kdnnte somit wichtig fir eine funktionierende Translation und Translokation
sein. Der Umfang der gebildeten Targetingfaktoren oder Chaperone konnte ebenfalls den
parallel ablaufenden posttranslationalen Transport regulieren. Diese Aspekte sprechen
dafir, dass die Moglichkeit tGber beide Transportwege zu der ER-Membran transportiert zu
werden auch fiir kleine Proteine sinnvoll ist.
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4.2. Die Bedeutung von Calmodulin als Targetingfaktor in der co- und
posttranslationalen Translokation kleiner, sekretorischer
Saugerproteine

Da bisher nicht untersucht wurde, ob CaM eine Rolle als Targetingfaktor im Sdaugersystem
spielt, wurde hier der Einfluss von CaM als potenzielle Targtingsubstanz untersucht.

Es wurde zundchst eine Interaktion zwischen CaM und den hier untersuchten kleinen
Saugerproteinen (pHis3 und pStat) wie auch den Kontrollproteinen ppCecA und pPI
nachgewiesen. Dies geschah mit Affinitdtschromatographie unter Verwendung einer His-
getaggen Variante von CaM, welche mit Kalzium beladen wurde (Ca**CaM-Hisg).

Bei den Proteinen pHis3 und pPl kam es zu einer offensichtlichen Hintergrundbindung auch
in Abwesenheit von Ca’’CaM-Hisg. In Anwesenheit von Ca’’CaM-Hisg lieR sich jedoch
zusatzlich ein Anstieg der radioaktiven Signalintensitaten dieser Proteinen in den Elutionen
und Bead-Fraktionen verzeichnen, sodass auch hier von einer Interaktion zwischen
Calmodulin und Protein ausgegangen werden konnte. Die Hintergrundbindung kann damit
erklart werden, dass die beiden Proteine pHis3 und pPl jeweils 7 Histidine in ihrer
Aminosauresequenz besitzen. Die Sequenz von PraprocecropinA und Prastatherin beinhaltet
im Vergleich dazu keine Histidine (Tab. 3). pHis3 und pPI verfliigen daher Gber ein hdheres
Potential, schon von sich aus mit den Imidazolringen ihrer Histidine an immobilisiertes Ni*
zu binden und spater tber Imidazol mit abgeldst zu werden.

Prahistatin3:
MKFFVFALIL ALMLSMTGAD SHAKRHHGYK RKFHEKHHSH RGYRSNYLYD N

PraprocecropinA:
MNFSRIFFFV FACLTALAMV NAAPEPKWKL FKKIEKVGQN IRDGIIKAGP AVAVVGQATQ IAKG

Prastatherin:
MKFLVFAFIL ALMVSMIGAD SSEEKFLRRI GRFGYGYGPY QPVPEQPLYP QPYQPQYQQY TF

Praprolaktin:

MDSKGSSQKG  SRLLLLLVVS NLLLCQGVVS TPVCPNGPGN CQVSLRDLFD RAVMVSHYIH
DLSSEMFNEF DKRYAQGKGF ITMALNSCHT SSLPTPEDKE QAQQTHHEVL MSLILGLLRS
WNDPLYHLVT EVRGMKGAPD AILSRAIEIE EENKRLLEGM EMIFGQVIPG AKETEPYPVW
SGLPSLQTKD EDARYSAFYN LLHCLRRDSS KIDTYLKLLN CRII'YNNNC

Tab. 3: Die in der Aminosduresequenz vorkommenden Histidine flihren zu einer unspezifischen Bindung der
Imidazolringe an immobilisiertes Ni**.

Die Histidine wurden rot markiert. Die Sequenzen von Prdhistatin3 (P15516), PraprocecropinA (P01507),
Prastatherin (P02808) und Praprolaktin (P01239) stammen aus UniprotKB.
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Der Bindungsort von Ca**CaM-Hisg am Substratprotein konnte bei allen hier verwendeten
Substratproteinen auf die Signalsequenz eingegrenzt werden, da die in dieser Arbeit
hergestellten Deletionsmutanten ohne Signalsequenz keine bzw. keine erhéhte Bindung zum
Ca’*CaM-Hisg zeigten.

Diese Ergebnisse zur Interaktion von CaM mit der Signalsequenz der untersuchten
Substratproteine gehen einher mit den Beobachtungen von Shao und Hegde (2011), welche
eine Signalsequenz-spezifische Anndaherung von CaM an das Insektenprotein ppCecA Uber
Crosslinking-Experimente nachweisen konnten.

Uberraschenderweise konnte auch eine Interaktion von CaM mit dem streng cotranslational
transportierten pPl detektiert werden. pPl wurde zunachst nur als Kontrollprotein und als
ein Vertreter fir Proteine hoheren Molekulargewichts (26 kDa) eingesetzt. Da CaM bisher
nur eine Rolle als Targetingfaktor in der posttranslationalen Translokation zugeschrieben
wird, war diese Interaktion zunachst verwunderlich. Es konnte jedoch durch andere Studien
gezeigt werden, dass Ca’’-CaM an amphiphile Helices (Fischer et al, 1994) und an
hydrophobe, bereits abgespaltene Signalsequenzfragmente von pPl und dem HIV-1 envelope
protein p-gpl160 binden kann (Martoglio et al., 1997). Ergebnisse aus Crosslinking-
Experimenten aus der Dissertation von Neuhof (2000) deuteten darauf hin, dass die
Signalsequenz des pPI86mer mit CaM interagiert. Dies lasst die zunachst unerwartete
Zunahme der Bindungskapazitit des streng cotranslational transportierten Vergleichs-
proteins pPl in Gegenwart von Ca’*CaM-Hisg weniger Uberraschend erscheinen.

Dies fiuhrt zu der Hypothese, dass CaM mit diversen, vielleicht sogar mit jeglichen,
hydrophoben Signalsequenzen interagiert, unabhangig von der Lange der Polypeptidkette
oder, ob diese Uber den cotranslationalen oder posttranslational Transportweg zu der ER-
Membran transportiert wird. Die Tatsache, dass CaM ein potentieller Bindungspartner fiir
Signalsequenzen von Proteinen ist, fiihrt zu der Spekulation, dass CaM auch innerhalb des
cotranslationalen Targetings eine Bindung zu der Signalsequenz naszierender Ketten
eingehen kann. Moglicherweise spielt CaM auf diese Weise auch eine Rolle in dem
cotranslationalen Targeting von Proteinen zu der ER-Membran. Bisher wurden noch keine
Daten bezliglich einer Funktion des CaM innerhalb des cotranslationalen Targetings
veroffentlicht.

Um einen Einfluss von CaM auf das cotranslationale Targeting zu untersuchen, wurden
Translokationsexperimente mit den Substratproteinen im depletierten Retikulozytenlysat
unter Zugabe von exogenem CaM durchgefiihrt. Alle drei Substratproteine zeigten bereits in
Abwesenheit von CaM eine Translokationsrate von 30 — 40%. Basierend auf den hier in der
Arbeitsgruppe gewonnenen Erfahrungen mit in vitro Translokationsexperimenten in
zellfreien Systemen entspricht dies einer sehr guten Translokationsrate. Durch Zugabe von
exogenem CaM verblieben die Translokationsraten konstant gut und konnten nicht
wesentlich gesteigert werden. Durch den Einsatz des CaM-Inhibitors TFP zur Inhibierung von
eventuell verliebenem Rest-CaM konnte zwar eine eindeutige Inhibierung der Translokation
beobachtet werden, aber diese konnte im Gegensatz zu den Translokationsexperimenten
unter posttranslationalen Bedingungen durch exogene CaM-Zugabe nicht wieder
aufgehoben werden.
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Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Beobachtungen von Neuhof (2000). Ihre
Dissertationsegebnisse deuteten darauf hin, dass SRP im Vergleich zu CaM bevorzugt an
Signalsequenzen gebunden wird, obwohl CaM im Vergleich zu SRP (10 nM) in ihren
Untersuchungen im Uberschuss (3 — 30 pM; Rogers & Strehler, 1996) vorhanden war. Diese
Tatsache erklarte sie mit einer vermuteten hoheren Affintitat von SRP zum RNC-Komplex,
was spater durch Flanagan et al., (2003) mit detektierten Kp-Werten fiir SRP im nanomolaren
Bereich bestatigt wurde.

Die Translokationsexperimente von Erdmann et al. (2011) erweckten zunachsten den
Anschein, dass CaM eine translokationssteigernde Wirkung auch unter cotranslationalen
Bedingungen hatte. In einem Translokationsexperiment mit pPI86mer bei einer
Konzentration von 200 pM Ca** ohne exogenes CaM war eine Translokation nicht zu
beobachten. Erst durch Zufligen von 60 uM exogenem CaM wurde pPl86mer prozessiert. Da
auch Shao und Hegde (2011) einen stérenden Effekt auf die Translokation bei einer Ca**-
Konzentration > 100 uM beobachteten, ist bei Erdmann et al. eher davon auszugehen, dass
CaM in diesem Fall vielmehr eine chelatierende Funktion Gbernimmt. CaM reduziert die
Konzentration an freiem Kalzium durch Bindung von Ca®*-lonen. Eine Titration mit
verschiedenen CaM-Konzentrationen wurde bei Erdmann et al. nicht vorgenommen.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass CaM zwar potenziell an Signalsequenzen
binden kann, aber unter cotranslationalen Bedingungen CaM keine Alternative zu dem
Targetingfaktor SRP zu sein scheint. Um abschlieRend zu klaren, ob CaM eine Rolle in dem
cotranslationalen Targeting Ubernimmt, missten Translokationsexperimente im WKE
durchgefiihrt werden. Durch den Einsatz von WKE als zellfreies Lysat zusammen mit
Hochsalz-gewaschenen Membranen wirde dem Experiment funktionelles SRP entzogen
werden. Durch Zugabe von CaM kdnnte untersucht werden, ob zusatzliches exogenes CaM
doch die Rekrutierungsfunktion von SRP in der cotranslationalen Translokation Gbernehmen
konnte. Die physiologischen Konzentrationen von Pflanzen-Calmodulin scheinen in diesem
Zusammenhang nicht ausreichend zu sein, denn ein cotranslationaler Transport von pPI ist
ohne exogenes SRP nicht moglich (Abb. 8).

Im Gegensatz zu den Translokationsversuchen unter cotranslationalen Bedingungen zeigten
die Autoradiogramme eine deutliche Steigerung der posttranslationalen Translokation von
pHis3, ppCecA und pStat nach Zugabe von 15 pM bzw. 60 pM exogenem CaM im
depletierten RL. Der translokationssteigernde Effekt durch exogenes CaM war bei den
Proteinen pHis3 und ppCecA am deutlichsten zu beobachten (Abb. 17). Dieses Ergebnis steht
im Einklang mit der bereits gezeigten CaM-Abhangigkeit des Mottenproteins ppCecA im
posttranslationalen Transport (Shao & Hegde, 2011) und deutet darauf hin, dass zytosolische
Substanzen fir den posttranslationalen Transport zur ER-Membran eine wichtige Rolle
spielen. Die Funktion von CaM als Targetingfaktor ist offenbar speziestibergreifend und lasst
sich sowohl mit Insektenproteinen als auch — wie hier gezeigt — mit Sdugerproteinen
nachweisen.

Desweiteren wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, dass CaM nicht nur einen
translokationssteigernden Einfluss auf die Translokation von kleinen sekretorischen
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Proteinen hat, sondern dass fiir die posttranslationale Translokation von pHis3 und ppCecA
CaM sogar essentiell ist. Dies konnte durch die Verwendung von CaM-Inhibitoren gezeigt
werden (Abb. 18). Der inhibitorische Effekt konnte durch Zugabe von exogenem CaM wieder
aufgehoben werden. Dies beweist, dass die Inhibitoren spezifisch gegen CaM gerichtet sind.
Eine Erhohung der CaM-Konzentration bewirkt eine Kompetition des Inhibitors, sodass CaM
wieder flr das posttranslationale Targeting zur Verfigung steht. Lediglich bei dem
Substratprotein Prastatherin konnte unter der Verwendung der drei CaM-Inhibitoren ohne
exogenes CaM schwache Translokationsbanden prozessierten Proteins detektiert werden
(Abb. 18 E und F). Ausgehend von einer eventuell verbliebenen Restmenge an endogenem
CaM des eingesetzten depletierten Retikulozytenlysats benétigen einige Proteine moglicher-
weise weniger CaM fiir ihre Translokation.

Wahrscheinlicher ist es hingegen, dass die schwachen detektierten Stat-Translokations-
banden auch in Abwesenheit von CaM mit einem parallel ablaufenden Rekrutierungsweg zur
ER-Membran zu erkldren sind. Diese Vermutung wird durch die bereits in 3.1.2
beschriebenen Ergebnissen zum Einfluss von SRP auf die posttranslationale Translokation
gestltzt. Ausgerechnet bei dem Substratprotein pStat wurde im Gegensatz zu den anderen
untersuchten  Substratproteinen ein leichter Anstieg der posttranslationalen
Translokationsrate durch exogene SRP-Zufuhr beobachtet, was auf eine Involvierung von
SRP in das posttranslationale Targeting von pStat hindeutet. Darliber hinausgehend
erbachten Johnson et al. (2012) den Nachweis zu TRC40 als Targetingsubstanz nicht nur fir
die Substratproteine ppCecA und pApelin, sondern auch fiir das Protein pStat. TRC40 war
zunachst flr seine Rolle im posttranslationalen Targeting von tail anchored (TA) Proteinen
bekannt (Favaloro et al., 2008; Stefanovic & Hegde 2007). Strukturell und funktionell wird es
als das Homolog zu Get3 in Hefen gesehen (Bozkurt et al., 2009; Mateja et al., 2009; Suloway
et al.,, 2009; Yamagata et al., 2010). Diese Ergebnisse deuten stark darauf hin, dass es
offensichtlich ein Netzwerk von Targetingsubstanzen in dem posttranslationalen Targeting
gibt. Welche Rekrutierungsproteine bevorzugt an die Signalsequenzen der Polypeptidketten
binden und ob das Fehlen eines Targetingfaktors durch einen anderen ersetzt werden kann,
scheint von Protein zu Protein unterschiedlich zu sein. Die hier erzielten Ergebnisse deuten
auf eine bevorzugte Bindung von pHis3 und ppCecA an Calmodulin hin, wahrend pStat auch
in Abwesenheit von CaM in geringem Male alternative Wege nutzen kann. Es ist nicht
auszuschlieBen, dass bei der Wahl der Targetingsubstanzen auch Unterschiede in der
Hydrophobizitat bei der Interaktion zwischen Rekrutierungsprotein und Signalsequenz eine
Rolle spielen (Ng et al., 1996; Rabu et al., 2008). Wie in Tab. 4 dargestellt, unterscheidet sich
jedoch die Anzahl der hydrophoben Aminosaduren (AS) in der Signalsequenz der betrachteten
Substratproteine nicht wesentlich. Fiir einen besseren Vergleich wurden die GRAVY (grand
average of hydropathy)-Werte fir die einzelnen Signalsequenzen herangezogen und
miteinander verglichen. Der GRAVY-Wert ergibt sich aus den addierten Hydrophobizitats-
werten (Kyte & Doolittle, 1982), die durch die Anzahl der Aminosaduren der Sequenz dividiert
werden. Je positiver der GRAVY-Wert, umso hydrophober ist die Sequenz. Der GRAVY-Wert
flir pHis3 betragt 1,979, fur ppCecA 1,591 und fir pStat 2,274. Die Signalsequenz von pStat
verfligt somit Gber den hochsten GRAVY-Wert und ist im Vergleich zu den anderen Proteinen
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am hydrophobsten. Moglicherweise bedeutet dies, dass TRC40 bevorzugt hydrophobere
Signalsequenzen bindet als CaM.

Protein Signalsequenz GRAVY-Wert
pHis3 MKFFVFALIL ALMLSMTGA 1,979
ppCecA MNFSRIFFFV FACLTALAMV NA 1,591
pStat MKFLVFAFIL ALMVSMIGA 2,274

Tab. 4: Die Signalsequenz von Prastatherin (P02808) besitzt den hdchsten GRAVY-Wert und ist somit am
hydrophobsten.

Es wurden ausschlieflich die Signalsequenzen der Substratproteine aufgelistet. Die hydrophoben Aminosduren
wurden grau hinterlegt. Die Sequenzen stammen aus UniprotKB. Die GRAVY-Werte wurden auf der Website
http://web.expasy.org/protparam/ errechnet.

Die treibende Kraft fiir die Rekrutierung der Polypeptidkette zu der ER-Membran kdnnte die
Bindung von Ca**-CaM an ein von Erdmann et al. (2011) entdecktes 1Q-Motif am Sec61-Kanal
darstellen. Dieses 1Q-Motif befindet sich am zytosolischen n-Terminus der a-Untereinheit
des Sec61-Komplexes. Durch die Kalzium-abhdngige Bindung von CaM an das IQ-Motif
schlieBt der Sec6l-Kanal und ein Ca**-Efflux aus dem ER-Lumen in das Zytosol wird
verhindert. Eine Beeintrachtigung der co- oder posttranslationalen Translokation von
prasekretorischen Proteinen in Anwesenheit von Calmodulin konnte nicht verzeichnet
werden. Zudem beobachteten sie eine Ca’*-unabhingige Bindung von CaM an aufgereinigte,
rekonstituierte Sec61-Komplexe, welche nicht in einem Verschluss des Sec61-Kanals
resultierte. Bioinformatische Analysen lieRen darauf schlieRen, dass es eine zweite Ca*'-
unabhangige Bindungsstelle am Sec61y geben kdonnte (Erdmann et al., 2011). Fir die hier in
dieser Arbeit erzielten Ergebnisse bedeutet dies, dass an ein Polypeptid gebundes Ca**-CaM
entweder an das IQ-Motif des Sec6la binden kdnnte und die Translokation trotz SchlieBen
des Sec61-Kanals ungestort abliuft oder der Ca**-CaM-Polypeptid-Komplex nutzt die zweite
vermutete Bindungsstelle am Sec61y.

Aufgrund der erzielten Ergebnisse kann spekuliert werden, dass Targetingfaktoren ein
Instrument zur Regulation der Proteintranslokation und somit der Weiterleitung der
Proteine an ihre Zielorte darstellen. Wahrend ein Einfluss von CaM auf den
posttranslationalen Transport bei allen getesteten kleinen Substratproteinen zu beobachten
war, deutete sich eine Funktion von SRP in dem posttranslationalen Transport nur fiir das
Substratprotein pStat an. So kdnnten gewisse Targetingsubstanzen (wie moglicherweise
CaM) proteinlibergreifend Einfluss nehmen und andere Targetingsubstanzen (wie
moglicherweise SRP) nur spezielle Proteine regulieren.
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4.3. Trifluoperazin als Inhibitor in der cotranslationalen
Translokation

Es konnte gezeigt werden, dass die cotranslationale Translokation auch ohne exogenes CaM
im depletierten Retikulozytenlysat ablaufen konnte und dass eine Zugabe von exogenem
CaM im Gegensatz zu den Translokationsversuchen unter posttranslationalen Bedingungen
zu keiner Erhéhung der Translokationsrate flihrte. Aufgrund dessen war der eindeutige
Inhibierungseffekt durch TFP umso Uberraschender. Anders als im posttranslationalen
Translokokationsversuch konnte die Inhibierung nicht durch exogenes CaM aufgehoben
werden. Dies liel} die Vermutung zu, dass TFP im cotranslationalen Transport nicht als CaM-
Inhibitor agierte, sondern eine bislang unbekannte CaM-unabhdngige Hemmfunktion
ausfuhrt. Weitere Experimente dahingehend zeigten, dass eine inhibierende Wirkung von
TFP auf die pPI-Verkiirzungsvarianten pPl78mer und pPI86mer nicht bzw. weniger effektiv
auftrat. In Anwesenheit von TFP behinderten 80S-Ribosomen die Translokation des
pPl78mers. Dieser hemmende Einfluss der 80S-Ribosomen konnte jedoch durch eine Zugabe
von SRP aufgehoben werden. Die Inhibierung des full length-pPl durch TFP wurde ebenfalls
durch hohere Konzentrationen an SRP aufgehoben. Diese Ergebnisse unterstitzen die
Hypothese, dass TFP auf der Ebene des cotranslationalen Targetings die Interaktion von SRP
und Signalsequenz stort. Das heilst, hier konnte nachgewiesen werden, dass sobald SRP fiir
ein effektives Targeting bendtigt wird, eine Translokation in Anwesenheit von TFP nicht
stattfindet.

Die Dissertationsergebnisse von Nico Schaduble (2013) deuten darauf hin, dass weitere
etablierte CaM-Antagonisten CaM-unabhangig die cotranslationale Translokation inhibieren
(Ophiobolin A, Calmidazolium und Phenoxybenzamin). Eine derartige Inhibierung mit diesen
Inhibitoren konnte er unter postranslationalen Bedingungen nicht beobachten. In dem
Modell von Schiuble wirkt CaM als Regulator der Ca**-Konzentration des ER-Lumens durch
SchlieBen oder Offnen des Sec61-Kanals abhéngig von der Bindung des CaM an das 1Q-Motif,
welches an der Sec6la-Untereinheit lokalisiert ist. Eine zu hohe Ca**-Konzentration wirkt
sich negativ auf die Translokation aus. So zeigten Shao und Hegde (2011) eine
posttranslationale Translokation von ppCecA bei physiologischen Ca**-Konzentration von
100 nM, wahrend ab einer Konzentration von 100 uM die Translokation beeintrachtigt
wurde. Demnach muss es sich bei den drei oben genannten Inhibitoren um eine CaM-
unabhangigen Inhibierung handeln, denn sonst wire durch CaM-Inaktivierung, Offnen des
Sec61-Kanals und Ca**-Efflux ebenso die posttranslationale Translokation betroffen
gewesen. Im Gegensatz zu den hier durchgefiihrten Experimenten mit CaM-Inhibitoren
konnte Schauble jedoch keinen Einfluss von TFP auf die co- oder auf die postranslationale
Translokation sehen. Er postulierte dies fiir die auch hier verwendeten Substratproteine pPlI
und ppCecA, erbrachte aber keinen Nachweis fiir ppCecA durch eine entsprechende
Abbildung. Der hier in dieser Arbeit beobachtete inhibierende Einfluss von TFP auf die
cotranslationale Translokation kann nicht auf einen stérenden Anstieg der Ca*'-
Konzentration zurlickgefihrt werden, da unter TFP-Bedingungen und Zugabe von
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zusatzlichem SRP ein cotranslationaler Transport mit pPl moglich ist (Abb. 25). Dies bestatigt,
dass es sich bei der Hemmung der cotranslationalen Translokation der hier untersuchten
Proteine um eine CaM-unabhangige Inhibierung durch TFP handeln muss.

Eine membranschadigende Wirkung von TFP, wie es von HaRdenteufel et al. (2011) ab einer
TFP-Konzentration von >150 uM erwahnt wurde, konnte hier nicht festegesellt werden. In
Anwesenheit von 200 uM TFP konnten die pPI-Verkiirzungsvarianten tber die ER-Membran
transloziert werden und lagen Proteinase-K-geschitzt vor (Abb. 21 und Abb. 22). Eine
mogliche Permeabilisierung der verwendeten ER-Mikrosomen durch TFP als Grund fir die
detektierte Inhibierung der full length-Substratproteine konnte hier somit ausgeschlossen
werden.

Generell sollte bei Experimenten mit chemischen/synthetischen Inhibitoren bedacht
werden, dass diese unbemerkt auch in andere Reaktionsmechanismen eingreifen kénnen.
Deshalb ist es von Vorteil, wenn der zu untersuchende Prozess durch weitere Inhibitoren mit
gleicher, bekannter Wirkung untersucht wird. Dies wurde hier unter Verwendung eines
zweiten CaM-Inhibitors (W7) umgesetzt (Daten nicht gezeigt). Auch hier zeigte der Einsatz
von W7 in dem cotranslationalen Translokationsexperiment bei allen getesteten Proteinen
eine Hemmung der Translokation. Eine exogene CaM-Gabe konnte die W7-Inhibierung nicht
wieder aufheben. Beide synthetischen Substanzen, die mit ihren aromatischen Gruppen
(Phenotiazin bei TFP und Naphtalinring bei W7) in die hydrophoben Bindetaschen des CaM
binden, rufen eine Konformationsanderung des CaM hin zur globuldaren Form hervor und
verhindern damit die Interaktion zum Substratprotein (Cook et al., 1994; Osawa et al., 1998;
Vandonselaar et al.,, 1994). Dementsprechend konnte hier gezeigt werden, dass zwei
Inhibitoren mit bekanntem, identischem Wirkungsmechanismus den gleichen
Inhibierungseffekt in der cotranslationalen Translokation hervorrufen. Dies unterstitzt die
Hypothese, dass es einen zweiten CaM-unabhangigen Angriffspunkt von TFP und W7 zur
Inhibierung der cotranslationalen Translokation zu geben scheint.

4.3.1. Inhibiert TFP das Targeting auf Seiten von Ribosom, SRP oder der
Signalsequenz?

Nach den hier in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen greift TFP in das cotranslationale
Targeting von Proteinen ein. Ein moglicher Angriffspunkt von TFP kdénnte sich am Ribosom
befinden und die Interaktion zwischen SRP und Ribosom storen. Daneben ware die Bindung
von TFP an die Signalsequenz oder an SRP vorstellbar, was in einer gestorten Interaktion von
Signalsequenz mit SRP resultieren wiirde.

Die hier eingesetzte Menge an TFP (200 uM) steht einer physiologischen SRP-Konzentration
von ca. 10 nM gegeniiber (Siegel & Walter, 1988), was einem 20.000-fachen Uberschuss an
TFP gegenliber SRP entspricht. Die Dissoziationskonstanten (Kp) von SRP mit unpro-
grammierten Ribosomen (71 nM), mit Ribosomen mit naszierender Kette und
umschlossener Signalsequenz (RNC-Komplex; 8 nM) und mit RNC-Komplexen mit
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exponierter Signalsequenz (0,05 — 0,38 nM) fallen in den nanomolaren Bereich (Flanagan et
al., 2003). Da die Bindungsaffinitaten zwischen SRP und Ribosom — insbesondere wenn die
Signalsequenz bereits den ribosomalen Kanal verlassen hat — sehr hoch sind, ist es eher
unwahrscheinlich, dass TFP in die Interaktion zwischen SRP und Ribosom eingreift. Lediglich
der erhebliche Uberschuss an TFP kénnte der hohen Affinitit von SRP zum Ribosom
entgegenwirken.

Ein Argument fir die Bindung von TFP an die Signalsequenz ist die Tatsache, dass nicht alle
aus dem Ribosom austretenden Signalsequenzen durch SRP vor Fremdbindung geschitzt
werden. Schatzungen, wie viele translatierende Ribosomen auf ein SRP-Molekiil entfallen,
deuten darauf hin, dass in E.coli, in Hefen wie auch in Sdugerzellen ein SRP-Molekil auf 10 —
100 translatierende Ribosomen entfallt (Flanagan et al., 2003; Jensen & Petersen, 1994; Ogg
& Walter, 1995). Demnach ist es gut vorstellbar, dass nicht jedes translatierende Ribosom
SRP-gebunden vorliegt. Eine Abschirmung der aus dem ribosomalen Kanal austretenden
Signalsequenz bliebe aus und TFP kdnnte in diesem Fall mit der Signalsequenz in Interaktion
treten.

Zudem zeigen Kristallisationsstudien zur Untersuchung der SRP-Signalsequenz-Interaktion,
dass die Signalsequenz im ribosomalen Tunnel bereits eine helikale Struktur zur
Stabilisierung annimmt (Clemons et al., 1999; Frauenfeld et al., 2011). Ob diese helikale
Struktur eine zwingende Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Erkennung und Bindung durch
SRP54 ist, ist noch unklar. Obwohl sich Signalsequenzen prinzipiell innerhalb des Translokons
wieder entfalten kdnnen (Wilson & Beckmann, 2011), scheint beim Austritt aus dem
ribosomalen Tunnel die helikale Struktur zu dominieren. Das Strukturvorhersageprogramm
LJpred v.4“ prognostiziert fiir alle hier verwendeten Proteine (pPl, pHis3, ppCecA und pStat)
eine helikale Anordnung. Sollten bei der SRP-Signalsequenz-Interaktion helikale Strukturen
tatsachlich eine notwendige Struktur darstellen, so sprdache dies gegen eine direkte
Wechselwirkung von TFP/ W7 mit SRP. Denn bei den verwendeten Inhibitoren handelt es
sich um synthetische Substanzen ohne helikale Strukturen. TFP und W7 wiederum sind in
der Lage, an Aminosaureresten von Helices der CaM-Bindetasche zu binden. Vandonselaar
et al. (1994) zeigte, dass jeweils ein TFP-Molekil in der n-terminalen und c-terminalen
Domane des CaM binden kann und gleichzeitig bis zu zwei weitere TFP Molekiile direkt mit
der verbindenden Helix zwischen diesen beiden Domadnen interagieren kdnnen. Aufgrund
dieser Eigenschaft ist eher davon auszugehen, dass der inhibierende Effekt im
cotranslationalen Transport durch eine Bindung von TFP an die helikale Signalsequenz
hervorgerufen wird.

Das genauere Betrachten der Bindungsmechanismen des Inhibitors TFP mit CaM zeigt
jedoch erstaunliche Parallelen zur Interaktion des SRP mit der n-terminalen Signalsequenz
oder einer Transmembrandomane (TMD) einer naszierenden Kette. CaM besitzt zwei
Domanen, die jeweils eine Bindetasche beinhalten. Die Interaktion eines Substratproteins
mit CaM fiihrt zu einer Konformationsanderung von der langgesteckten, offenen Form in die
globulare, geschlossene Form (lkura et al., 1992; Meador et al., 1992 und 1993). Wird CaM
durch TFP gehemmt, besetzt dieser Inhibitor exakt die Bindetaschen der Substratproteine
fir CaM und fihrt zu einer strukturellen Veranderung sehr adhnlich den strukturellen
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Veranderungen, die normalerweise durch die Substratprotein-Bindung hervorgerufen
werden (Cook et al., 1994; Vandonselaar et al., 1994). Eine &hnliche hydrophobe
Bindetasche ist in der M-Domane des SRP54 zur Interaktion mit der Signalsequenz zu finden
(Bernstein et al., 1989; Keenan et al., 1998; Zopf et al., 1990). Insofern ist es gut vorstellbar,
dass TFP an die Bindetasche des SRP54 bindet, eine Interaktion von SRP mit der
Signalsequenz unterbindet und so in das cotranslationale Targeting von Proteinen eingreift.
Auch nach dem bereits erwdhnten Modell von Ogg & Walter (1995) bzw. Voorhees und
Hegde (2015), wonach SRP zunachst in einem sog. scanning-Modus an das Ribosom bindet
und Uberpriift, ob die austretende naszierende Kette Uber eine Signalsequenz verfiigt, ist in
diesem scanning-Modus die Bindetasche des SRP54 frei und TFP kdnnte an diese binden.

Fiir eine Interaktion von TFP mit SRP spricht zudem die Flexibilitat der Bindetasche von SRP.
Proteine, die fur den Transport in das ER (mit n-terminaler Signalsequenz) oder den Einbau
in die ER-Membran (mit TMD) bestimmt sind, besitzen keine einheitlichen Signalsequenzen.
Durch sehr flexible hydrophobe Seitenketten der Bindetasche in der M-Domane des SRP54
konnen diversen Signalsequenzen trotzdem effizient erkannt und gebunden werden
(Bernstein et al., 1989; Janda et al., 2010; Keenan et al., 1998). Diese Interaktion ist somit
nicht auf eine bestimmte Sequenz oder ein spezifisches Motif festgelegt. Demnach ist eine
hydrophobe Wechselwirkung zwischen TFP und der anpassungsfahigen Bindetasche von SRP
gut vorstellbar. Ahnlich kann CaM eine Vielzahl an Substratenzymen mit unterschiedlichen
Aminosauresequenzen in seinen hydrophoben Bereichen der beiden Doméanen binden. Auch
hier scheinen die Unterschiede hinsichtlich der Sequenz gut tolerierbar.

Die ahnlichen Bindungsmechanismen von SRP54 und CaM sowie die Felixibilitat ihrer
Bindetaschen lassen somit eine Interkation von TFP mit SRP54 am wahrscheinlichsten
erscheinen.

Zusammenfassend ergibt sich folgendes Modell fiir einen storenden Einfluss von TFP auf die
co- und posttranslationale Translokation der hier untersuchten kleinen Proteine: 1) Entgegen
der allgemeinen Lehrmeinung, dass kleine Proteine ausschliefllich den posstranslationalen
Transportweg einschlagen, konnte hier gezeigt werden, dass kleine Proteine sowohl SRP-
abhédngig cotranslational als auch posttranslational transportiert werden kénnen. 2) Kommt
es zu dem cotranslationalen Targeting zu der ER-Membran kann TFP in die Interaktion
zwischen SRP und Signalsequenz am RNC eingreifen und diese Bindung inhibieren. Ob diese
inhibierende Wirkung auf eine Bindung und Blockierung des SRP und/oder der Signalsequenz
zuriickzufiihren ist, kann abschlieBend nicht beurteilt werden. Dazu sind weitere
Untersuchungen erforderlich. Hierzu kénnten z. B. Crosslinking-Experimente oder Surface
Plasmon Resonance (SPR)-Analysen zum Nachweis einer TFP-SRP/Signalsequenz-Interaktion
durchgefihrt werden. 3a) Schlagen die kleinen Proteine den posttranslationalen
Transportweg ein, so kann ebenfalls das SRP-abhangige posttranslationale Targeting —
welches bei pStat aufgrund der Resultate dieser Arbeit als alternativer Targetingweg
vermutet wird — durch TFP blockiert werden. An dieser Stelle kénnte TFP ebenfalls einen
inhibierenden Einfluss auf die SRP-abhangig posttranslational transportieren tail anchored
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Proteine einnehmen. 3b) TFP inaktiviert zudem den posttranslationalen Targetingfaktor
Calmodulin. 3c) AbschlieBend bleibt noch zu untersuchen, ob TFP auch eine hemmende
Wirkung auf die Targetingsubstanz TRC40 hat, denn TRC40 besitzt eine dhnlich hydrophobe
Bindetasche wie SRP54 (zusammengefasst in Shao und Hegde, 2011 1).

1)

- mRNA kleiner Proteine
Ribosom-

cotranslational posttranslational

/ N

Signalsequenz ~

- / O\

2) 3a) 3b) 3c)

L?Lb
TFP —| TFP — §
Ca?*-Calmodulin TRC40

Abb. 26: Einfluss von TFP auf die co- und posttranslationale Translokation von einigen kleinen sekretorischen
Proteinen.

Gerade flir TFP ist es von Bedeutung, jegliche Wirkmechanismen zu kennen, da TFP als
Neuroleptikum zugelassen ist (Handelsname: Jatroneural). Neuroleptika werden bei akuten
Psychosen eingesetzt, bei denen es zu einer erhdhten prasynaptischen Produktion und
Ausschiittung von Dopamin kommt (zusammengefasst von Howes & Kapur, 2009). In einer
Hirnregion unterhalb des GroRhirns binden groRe Mengen an Dopamin an den
postsynaptischen Anteil eines speziellen Dopamin-Rezeptortyps (D2). Eine sinnvolle
Blockade der Dopamin-D2-Interaktion durch Einsatz von Neuroleptika liegt bei 50 — 70%
dieser Rezeptoren. Eine hohere Blockierungsrate wiirde zu Nebenwirkungen filihren oder
bestehende Nebenwirkungen verstarken (Abi-Dargham & Larnelle, 2005; Davis & Chen,
2004; Seeman et al., 2005).

TFP ist somit keine Substanz, die ausschlieBlich im Rahmen von zellbiologischen
Experimenten eingesetzt wird, sondern als Medikation dem menschlichen Korper zugefiihrt
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wird. Insofern sind neue Erkenntnisse zur Wirkung von TFP insbesondere fiir Pharmazie und
Neuropsychiatrie interessant, um z. B. Nebenwirkungen weiter reduzieren zu kénnen.
Dariliber hinaus kann TFP als Inhibitor der Proteintranslokation in das endoplasmatische
Retikulum genutzt werden. Solche Inhibitoren k&nnen bei der Entwicklung von
Krebsmedikamenten von Bedeutung sein, denn ein Screening potentieller Krebstherapeutika
zeigte oft eine Beteiligung des Sec61-Kanals (Junne et al., 2015; Luesch et al., 2002;
zusammengefasst in Romisch & Kalies, 2015). Zudem ermoglicht ein Einsatz dieser
Inhibitoren weitere Untersuchung hinsichtlich verschiedener Phasen des Targetings und der
Translokation von Proteinen.
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5. Zusammenfassung

Sekretorische Proteine werden im Zytosol synthetisiert. Falls sie entlang des sekretorischen
Weges transportiert werden und ihr Bestimmungsort ein anderer als das Zytosol ist, kdnnen
sie Uber zwei unterschiedliche Transportwege in das endoplasmatische Retikulum (ER)
transloziert werden. Dort werden sie gegebenenfalls modifiziert und gelangen anschlieSend
zu ihren Zielorten. Ein moglicher Transportweg lauft parallel zur Translation ab
(cotranslationaler Transport). Der zweite mogliche Transportweg ist der posttranslationale
Transport. Hier werden die Polypeptidketten nach vollendeter Translation ins Zytosol
freigelassenen und ribosomenunabhangig zur ER-Membran transportiert.

Zu Beginn dieser Arbeit sollte der Einfluss des Signal Recognition Particels (SRP) bei dem co-
und posttranslationalen Transport von kleinen sekretorischen Sdugerproteinen naher
beleuchtet werden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Substratproteine pHisl, pHis3
und pStat, welche aufgrund ihrer Kettenldange eigentlich zu kurz fiir eine Interaktion mit SRP
sind, sowohl lber das cotranslationale Targeting als auch Uber das posttranslationale
Targeting zu der ER-Membran transportiert werden kdnnen. Das cotranslationale Targeting
bendtigt dabei eine Mindestlange von 46 AS. Ein Einfluss von SRP unter posttranslationalen
Bedingungen, welcher bei einigen tail-anchored Proteinen gezeigt worden war, konnte bei
den hier untersuchten sekretorischen Saugerproteinen nicht beobachtet werden.

Da es bisher nur wenige Untersuchungen darliber gibt, ob Targetingfaktoren ein generelles
Instrument in dem posttranslationalen Transport darstellen oder ob und inwieweit
verschiedene Proteine spezielle Targetingfaktoren bendtigen, wurde der Einfluss von
Calmodulin (CaM) als solch ein Targetingfaktor im posttranslationalen Transportweg der
Substratproteine pHis3, ppCecA und pStat untersucht. Dazu konnte in der vorliegenden
Arbeit CaM als ein genereller Targetingfaktor fir die Substratproteine pHis3 und ppCecA
identifiziert werden. Flir das Substratprotein pStat deuten die hier erzielten Ergebnisse noch
auf mindestens eine weitere Targetingsubstanz innerhalb des posttranslationalen Transports
hin. Der Bindungsort der Interaktion zwischen CaM und Substratprotein konnte auf die
Signalsequenz eingegrenzt werden. Die Ergebnisse deuten stark darauf hin, dass Calmodulin
als Targetingfaktor auch speziesiibergreifend eine Rolle bei der posttranslationalen
Translokation von kleinen sekretorischen Proteinen spielt und fir die posttranslationale
Translokation von pHis3 und ppCecA sogar essentiell ist. Ein derartiger Einfluss von CaM
beim cotranslationalen Transport konnte bei den hier untersuchten Substratproteinen
hingegen nicht festgestellt werden.

Uberraschenderweise hemmte der CaM-Inhibitor Trifluoperazin die cotranslationale
Translokation von allen hier untersuchten Substratproteinen. Diese Inhibierung geht
offenbar nicht auf die Inaktivierung von CaM zuriick. Translokationsexperimente in
Anwesenheit von TFP mit pPI-Verkirzungsproteinen und Titration von 80S-Ribosomen und
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SRP weisen vielmehr auf eine TFP-induzierte Stérung der Interaktion zwischen SRP und
Signalsequenz hin. Somit blockiert TFP nicht nur die CaM-abhangige posttranslationale
Translokation, sondern es konnte zudem eine neuartige inhibierende Wirkung auf die
cotranslationale Translokation entdeckt werden.
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