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1. EINLEITUNG und ZIELSETZUNG

1.1 Einleitung
Proteine sind zentrale Funktionstrdger in allen zelluliren Bereichen und gehéren zu den
Grundbausteinen aller Zellen. Die Synthese der meisten Proteine beginnt an freien Ribosomen
im Cytoplasma. Nicht alle Proteine verbleiben jedoch dort. Als Folge der Kompartimen-
tierung der eukaryontischen Zelle mittels Ausbildung von Lipiddoppelschichten (Membranen)
sind Mechanismen erforderlich, die einen selektiven Stoffaustausch ermoglichen und Proteine
auf dem Weg zu ihrem Wirkort liber verschiedene Membranen transportieren. Prokaryonten
wie Escherichia coli (E. coli) weisen zwar eine weniger stark ausgeprigte Kompartimentie-
rung auf, dennoch miissen auch hier Proteine in oder durch den hydrophoben Kern der
Lipiddoppelschicht der Cytoplasmamembran transportiert werden. Die meisten Proteine
besitzen in ihrer Primdrsequenz Signalsequenzen, die einen zielgerichteten Transport zu den
jeweiligen Kompartimenten gewéhrleisten. Fiir den selektiven Transport sind spezielle
Proteine selbst von zentraler Bedeutung. Sie bilden komplexe Translokationskanéle innerhalb
der Membranen und erméglichen so die Membranpassage der neu synthetisierten Proteine.
Proteine, die fiir Organellen des sekretorischen Weges (Endoplasmatisches Retikulum
(ER), Golgi-Apparat, Endosomen, Lysosomen) oder zur Sekretion bestimmt sind, werden bei
Eukaryonten zunéchst in das ER transportiert. Durch Vesikelabschniirung und anschlieBende
Vesikelfusion mit der Membran der Zielorganellen erreichen sie schlieBlich ihren eigentlichen
Zielort (Palade, 1975). Membranproteine, die nicht fiir die ER-Membran bestimmt sind,
erreichen ebenfalls liber Vesikeltransport ihren finalen Bestimmungsort. Der gerichtete
Proteintransport zur Cytoplasmamembran der Prokaryonten ist in seinen zentralen Grund-
mechanismen und Bestandteilen homolog zu dem gerichteten Transport zur ER-Membran der

Eukaryonten.

1.1.1 Proteintranslokation an der Membran des Endoplasmatischen Retikulums und an
der Cytoplasmamembran

Proteine des sekretorischen Weges besitzen intrinsische Signalsequenzen (Blobel und
Dobberstein, 1975), die als Sortierungssignal zur ER- bzw. Cytoplasmamembran dienen. Bei
vielen Membranproteinen dienen diese Signalsequenzen neben der Zielsteuerung auch zur
Verankerung der Proteine in der Membran, weswegen sie dort auch als Signalankersequenzen
bezeichnet werden. Die Membranpassage bzw. -insertion der Proteine iliber/in die ER- bzw.

Cytoplasmamembran erfolgt mit Hilfe eines Multi-Proteinkomplexes, der einen proteinleiten-
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den Kanal bildet (Simon und Blobel, 1991, 1992). Der bei Eukaryonten als Sec61-Komplex
(Translokon) und bei Eubakterien als SecY-Komplex (Translokase) bezeichnete Kanal ist
evolutiondr konserviert, woraus auf eine frithe evolutionidre Entwicklung des Translokations-
apparates geschlossen werden kann (Hartmann et al., 1994). Die eigentliche proteinleitende
Pore wird von dem heterotrimeren Sec61-Komplex bzw. dem heterotrimeren SecYEG-
Komplex gebildet. Die Existenz eines solchen Kanals wurde 1975 von Blobel und
Dobberstein vorgeschlagen. Erste Indizien fiir diese Hypothese zeigten sich ab den spiten
1980er Jahren durch eine Reihe biochemischer, genetischer sowie biophysikalischer
Experimente (Deshaies und Schekman, 1987; Rothblatt et al., 1989; Simon und Blobel, 1991;
Gorlich et al., 1992). Durch die Rekonstitution gereinigter, heterotrimerer Komplexe in
Proteoliposomen erfolgte der Beweis, dass es sich um die essentielle Membrankomponente
fiir die Proteintranslokation handelt (Brundage et al., 1990; Gorlich und Rapoport, 1993).

Der Transport iiber bzw. in die ER-Membran oder die Cytoplasmamembran kann
cotranslational oder posttranslational erfolgen. Im ersten Fall werden die Proteine noch wihrend
sie vom Ribosom translatiert werden {iber die Membran transportiert. Beim posttranslationalen

Transport hingegen erfolgt die Translokation erst nach beendeter Translation.

1.1.1.1 Der cotranslationale Transport

Der cotranslationale Transport von Proteinen wurde am detailliertesten im in vitro Séuger-
system untersucht. Die meisten Proteine der Sduger und fast alle Cytoplasmamembranpro-
teine der Bakterien gelangen cotranslational an die Membran. Der cotranslationale Transport
beginnt mit der Targeting-Phase, bei der das Signal Recognition Particle (SRP) die N-terminale
Signalsequenz der naszierenden Proteinkette erkennt und spezifisch bindet, sobald diese das
Ribosom verlasst (Abb. 1.1; Walter et al., 1981).

Das SRP ist ein Ribonukleoprotein, welches bei Eukaryonten aus sechs Proteinen und einer
7S RNA zusammengesetzt ist (Nagai et al., 2003; Sauer-Eriksson und Hainzel, 2003). Neben
der Bindung des SRP an die Signalsequenz kommt es zudem zu einem Kontakt zwischen dem
SRP und dem Ribosom, wodurch die Elongation der Peptidkette verlangsamt wird (Walter und
Blobel, 1981). Damit wird diese in einem translokationskompetenten Zustand gehalten und
gelangt als SRP-Ribosom-naszierende-Kette-Komplex an die ER-Membran (Abb. 1.1). Dort
interagiert das SRP mit einem aus zwei Untereinheiten bestehenden membranstindigen
Rezeptor, dem Signal Recognition Particle Receptor (SR). Dessen o-Untereinheit ist ein
peripheres Membranprotein, welches fest assoziiert mit der B-Untereinheit, einem integralen

Membranprotein, vorliegt (Gilmore ef al., 1982). Die geordnete Abfolge des zielgerichteten
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Transportes zur Membran und die anschlieBende Ubertragung der naszierenden Kette an den
proteinleitenden Kanal wird von den drei GTPasen SRa, SR und der 54 kDa-Untereinheit
des SRP reguliert (Gilmore et al., 1982; Connolly und Gilmore, 1989; Connolly und Gilmore,
1993). Die GTP-Form des SRa weist eine hohe Affinitdt zum SRP auf. Durch die Interaktion
wird die Bindung des SRP fiir das Signalpeptid schwicher und die naszierende Kette wird an
den heterotrimeren Sec61-Komplex iibertragen. Nach GTP-Hydrolyse 16st sich das SRP vom
Ribosom, wodurch der Translationsarrest aufgehoben wird, und nach erfolgreicher Erkennung
einer funktionellen Signalsequenz erfolgt die cotranslationale Translokation der
Polypeptidkette (Jungnickel und Rapoport, 1995). Durch die Bindung des Ribosoms an den
Translokationsapparat wird der unidirektionale Transport der naszierenden Kette durch den
proteinleitenden Kanal garantiert. Im inaktiven Zustand ist der Kanal geschlossen, wihrend
der Translokation aber kommt es zu einer Weitung der Pore (Hamman et al., 1997, 1998).
Auf der luminalen Seite bleibt die Pore so lange verschlossen, bis die naszierende Kette eine
Lénge von etwa 70 Aminoséuren erreicht hat (Crowley et al., 1994).

Als treibende Kraft fiir die Translokation dient die Elongation der Polypeptidkette
(Jungnickel und Rapoport, 1995). Sobald die naszierende Kette in den Translokationskanal
inseriert wird, wird die Bindung zwischen dem Ribosom und der Membran resistent
gegeniiber Hochsalzbedingungen (Kalies ef al., 1994). Die Signalsequenz sekretorischer
Proteine wird meist nach Erreichen einer bestimmten Liange der naszierenden Kette auf der
luminalen Seite abgespalten (Blobel und Dobberstein, 1975; Evans et al., 1986). Signalanker-
sequenzen besitzen keine Schnittstelle zur Entfernung des Sortierungssegmentes.

Bei Bakterien werden neben den meisten Membranproteinen auch einige sekretorische
Proteine liber den SRP-abhidngigen Weg transportiert (Phillipis und Silhavy 1992; Luirink et
al., 1994). Der Prozess des cotranslationalen Targetings und Proteintransportes zeigt sowohl
in seinem Mechanismus als auch in den Bestandteilen Homologien zum Targeting und
Transport der Sduger. Das SRP der Bakterien ist aus dem 48 kDa groflen Protein Ffth (Fifty
four homologue), welches homolog zur 54 kDa-Untereinheit des eukaryontischen SRP ist,
sowie einer 4.5S RNA zusammengesetzt (Brown und Fournier, 1984; Philips und Silhavy,
1992). Das Protein FtsY ist homolog zu dem SRa der Eukaryonten. Ein homologes Protein
zur B-Untereinheit wurde bisher nicht identifiziert, dennoch liegt das FtsY neben der cytoso-
lischen Form zu 30% als cytoplasmamembranassoziierte Form vor. Ungeklart sind bisher
noch die Funktion der 16slichen Form und die Art der Assoziation des FtsY mit der Membran.
Vermutlich erfolgt die Bindung durch den geladenen N-Terminus und dessen Interaktion mit

den Lipiden der Membran (Luirink et al., 1994; Zelazny et al., 1997; Millmann et al., 2001;
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Angelini et al., 2006). Trotz des Fehlens einer Transmembrandoméne (Gill und Salmond,
1990) ist das FtsY teilweise resistent gegeniiber einer alkalischen Karbonatextraktion (Luirink
et al., 1994; de Leeuw et al., 1997). Analog zum Sédugersystem werden auch im bakteriellen
System der zielgerichtete Transport zur Cytoplasmamembran und die korrekte Freisetzung
des SRP durch GTP und die GTPasen Fth und FtsY reguliert (Carson et al., 1991). Gegenstand
aktueller Diskussionen ist die Frage nach der Existenz eines Translationsarrestes in der prokary-
ontischen Zelle, da die im Sdugersystem fiir den Arrest verantwortlichen SRP-Bestandteile im
Bakterien-SRP fehlen (Luirink und Sinning, 2004). Funktionell kénnen in vitro das bakterielle
SRP und SR wirkungsvoll die Sdugerkomponenten ersetzen (Powers und Walter, 1997).

Ribosom __ mRNA
Z e Sec61-Komplex
N SRP

{ Signalsequenz

® sRa
. SRp

Cytosol

11T T
548

ER-Lumen

i
44

Abb. 1.1: Modell des cotranslationalen Transportes im Sauger

Sobald die naszierende Kette das Ribosom verlasst, kann SRP sowohl an die Signalsequenz als auch an das
Ribosom binden. Der Ribosom-naszierende-Kette-SRP-Komplex bindet an die ER-Membran, indem es zu
Wechselwirkungen zwischen dem SRP und dem SRP-Rezeptor (SR) kommt. Daraufhin wird die Signalse-
quenz vom SRP auf den Sec61-Komplex Ubertragen und es erfolgt die Translokation der naszierenden Kette
durch die proteinleitende Pore. Nach erfolgter Translokation und Abspaltung der Signalsequenz (nicht
dargestellt) liegt das Protein im Lumen des ER vor. Der Proteintransport in Bakterien ist in seinen
Grundmechanismen und Bestandteilen homolog zu dem der Sauger. Zur ndheren Erklarung siehe Text.

1.1.1.2 Der posttranslationale Transport

Bei der posttranslationalen Translokation werden die Proteine, nachdem sie vollstindig
synthetisiert und vom Ribosom freigesetzt wurden, durch Chaperone in einem translokations-
kompetenten Zustand gehalten, um den Transport durch die proteinleitende Pore zu

gewdhrleisten (Abb. 1.2; Chirico, 1992).



Einleitung und Zielsetzung

Fir Eukaryonten wurde der GroBteil der Erkenntnisse zur posttranslationalen
Translokation am Modellorganismus der Hefe Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)
gewonnen (Matlack et al., 1999). Proteine mit weniger hydrophoben Signalsequenzen als
beim SRP-abhédngigen Targeting werden in der Hefe bevorzugt posttranslational transloziert,
einige Proteine konnen aber auch beide Wege nutzen (Ng et al., 1996). Uber das Targeting
zur ER-Membran ist wenig bekannt. An der Membran interagiert die Signalsequenz der
Polypeptidkette mit dem heptameren Translokationsapparat, der als Sec-Komplex bezeichnet
wird. Der Sec-Komplex setzt sich aus dem heterotrimeren Sec61-Komplex und dem
tetrameren Sec62/Sec63-Komplex, bestehend aus den essentiellen Proteinen Sec62p und
Sec63p sowie Sec71p und Sec72p, zusammen (Deshaies et al., 1991; Panzner et al., 1995).
Die proteinleitende Pore wird wie beim cotranslationalen Transport vom trimeren Sec61-
Komplex gebildet. Ein heptamerer Komplex dieser Kombination wurde bisher nur fiir die
Hefe beschrieben. Im Siduger wurden nur die Proteine Sec62 und Sec63 identifiziert, deren
genaue Funktion aber noch unbekannt ist (Meyer et al., 2000; Tyedmers et al., 2000). Als
treibende Kraft fiir die Translokation wird die Brownsche Molekularbewegung angesehen.
Das passive Zuriickgleiten des Proteins in den cytoplasmatischen Raum wird durch die
Bindung des Chaperons Kar2p, bzw. BiP im Sduger, auf der luminalen Seite des ER unter-
bunden (Abb. 1.2). Die Rekrutierung und Aktivierung von Kar2p/BiP an den Sec-Komplex
erfolgt durch die luminale J-Doméne des Sec63p, vermittelt durch die Hydrolyse von ATP.
Die ADP-Form von Kar2p/BiP bindet fest an das translozierende Préprotein und bewirkt, dass
das Zuriickgleiten in den cytoplasmatischen Raum durch den ,,Stopper* Kar2p/BiP verhindert
wird. Gleitet das Priprotein wiederholt weit genug in Richtung Lumen, bindet erneut ein
Kar2p/BiP-Molekiil. Somit kommt es zum sukzessiven, indirekt passiven Transport des
Préaproteins durch den Kanal (,,Brownsche Ratsche®) (Matlack et al., 1999). Ob BiP beim
Verschluss der luminalen Seite auch im cotranslationalen Transport eine Rolle spielt, ist
bisher unklar, essentiell ist es jedoch nicht (Brodsky et al., 1995; Hamman ef al., 1998).

Bei E. coli tragen die meisten posttranslational transportierten Proteine ebenfalls weniger
hydrophobe Signalsequenzen und sind fiir den periplasmatischen Raum, die bakterielle
Hiilllmembran oder zur Sekretion bestimmt. Das Priprotein wird durch das homotetramere
Chaperon SecB in einem translokationskompetenten Zustand gehalten (Randall et al., 1990)
und gelangt so an die Membran (Abb. 1.2; Weiss et al., 1988; Kumamoto ef al., 1989; Shilton
et al., 1998; Randall und Hardy, 2000, 2002). Das Priprotein wird nachfolgend auf die
ATPase SecA tibertragen, welche als Homodimer mit hoher Affinitit an den SecYEG-
Komplex bindet (Hartl et al., 1990; Snyders et al., 1997). Die Bindungsaffinitit hangt dabei
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stark von dem geladenen Lipid Phosphatidylglycerol ab (Lill et al., 1990; Hendrick und
Wickner, 1992; Breukink et al., 1992; Millmann et al., 2001). Die Translokation des Proteins
erfolgt im Gegensatz zur Hefe aktiv. Die Bindung von ATP an SecA bewirkt eine Konforma-
tionsdnderung im SecA, die zu einer Insertion des SecA und des an ihm gebundenen
Préproteins in die Membran am SecYEG fiihrt. Die anschlieende ATP-Hydrolyse verursacht
die Deinsertion des SecA, wihrend das Priprotein im SecYEG verbleibt. Erneute ATP-
Bindung sowie -Hydrolyse und die damit verbundene zyklische Konformationsédnderung des
SecA am SecYEG fiihren so zu einer sukzessiven Translokation des Préproteins (20 - 30
Aminoséuren pro Insertion und Deinsertion) (Economou und Wickner, 1994; Uchida et al.,
1995; Yahr und Wickner, 2000). Ist das erste Segment des Priproteins iiber die Membran
transportiert, kann sich das elektrochemische Membranpotential ebenfalls fordernd auf den
Transport auswirken, in vivo ist es essentiell (Schiebel et al., 1991). Obwohl das fiir die post-
translationale Translokation essentielle SecA fiir den cotranslationalen Transports nicht
notwendig ist (Scotti et al., 1999), wird eine Rolle von SecA bei der Integration von
Membranproteinen mit stark ausgeprigten periplasmatischen Dominen auch fiir den SRP-

abhingigen Weg diskutiert (Holland, 2004).

Rib: A
! osomy mRNA ‘ SecYEG/Sec61-Komplex
1 Sec62/63-Komplex
Déh—Préprotein D<DQ \ Signalsequenz
)44 @ Kar2p/BiP

Mmm
g

. SecB
@ SecA
Perlplasmatlscher

Raum

J-Domane D<DQ
[ J

L 1 L ]
E. coli S. cerevisiae

Abb. 1.2: Modell des posttranslationalen Transportes

Schematische Darstellung der posttranslationalen Translokation in E. coli (links) und S. cerevisiae (rechts).
Die proteinleitende Pore wird ebenfalls vom Sec61-Komplex bzw. dem homolgen bakteriellen SecYEG-
Komplex gebildet. Nach der vollstdndigen Synthese des Proteins im Cytosol wird es durch Chaperone in
einem translokationskompetenten Zustand gehalten. Bei E. coli erfolgt der Transport aktiv durch die ATPase
SecA. In S. cerevisiae geschieht die Translokation des Proteins passiv durch die brownsche Molekular-
bewegung und ist abhéangig von Kar2p. Das Chaperon Kar2p verhindert durch die Bindung an das Protein auf
der luminalen Seite des ER ein Zuriickgleiten durch die Pore. Weitere Erlduterungen siehe Text.
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1.1.2 Der proteinleitende Kanal

1.1.2.1 Architektur des heterotrimeren SecYEG/Sec61-Komplexes

Der heterotrimere Sec61-Komplex der Eukaryonten bzw. SecYEG-Komplex der Eubakterien
ist die zentrale Komponente beim Transport von Proteinen iiber/in die ER-Membran der
Eukaryonten bzw. Cytoplasmamembran der Eubakterien (Brundage et al., 1990; Gorlich und
Rapoport, 1993). Beide Komplexe durchspannen die hydrophobe Membran und bilden eine
wassergefiillte, proteinleitende Pore (Simon und Blobel, 1991; Crowley et al., 1993, 1994).
Bei Sdugern setzt sich der heterotrimere Komplex aus den Untereinheiten Sec61la, Sec61f
und Sec61y zusammen und weist zum Teil Homologien sowohl zu den Untereinheiten des
SecYEG-Komplexes der Eubakterien als auch zu den Untereinheiten des SecYER-Komplexes
der Archaea auf (siche Tabelle 1; Stirling et al., 1992; Hartmann et al., 1994). Der
heterotrimere Sec61-Komplex zdhlt zusammen mit weiteren Membranproteinen zu den
Ribosom-assoziierten-Membranproteinen (RAMPs), da er nach erfolgter Solubilisierung von

Membranen an den Ribosomen assoziiert vorliegt (Gorlich und Rapoport, 1993).

Tabelle 1: Komponenten des Translokationsapparates innerhalb der drei Reiche. Homologe Untereinheiten der
heterotrimeren Sec-Komplexe von Eukaryonten, E. coli und Archaea sind jeweils in einer Zeile aufgefihrt.

Reich Eukaryonten Eubakterien Archaea
- Methanococcus
Beispiel Sauger S. cerevisiae E. coli Jjannaschii
( M. jannaschii)
Komplex Sec61 Sec61 SecYEG SecYER
Untereinheiten Sec61a Sec61p SecY SecY
Sec61p Sbh1p Sec61pB
Sec61y Sssi1p SecE SecE
SecG

Die Hauptkomponente des proteinleitenden Kanals ist das SecY bzw. Sec6loa. Dabei
handelt es sich um Membranproteine mit 10 membrandurchspannenden Bereichen
(Transmembrandoménen, TMD), deren C- wie N-Termini im Cytoplasma lokalisiert sind
(Mori und Ito, 2001). Mit Hilfe von Quervernetzungsstudien und photoreaktiven Sonden
wurde gezeigt, dass die SecY/Sec61a-Untereinheit die eigentliche Pore bildet. Bereiche der
naszierenden Kette innerhalb der Membran konnten ausschlieBlich zu verschiedenen
Dominen der SecY/Sec61a-Untereinheit quervernetzt werden (Gorlich ef al., 1992; Joly und
Wickner, 1993; Mothes et al., 1994).

SecE und die homologe Untereinheit der Eukaryonten Sec61y besitzen in der Regel nur eine
TMD, in einigen Bakterien wie E. coli liegen zwei zusitzliche TMD vor, welche aber nicht
essentiell sind (Schatz et al., 1991). Der C-Terminus des Proteins ist in das Lumen des ER bzw.

des Periplasmas gerichtet, das N-terminale Ende ins Cytoplasma (Veenendaal et al., 2004).
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Die Untereinheiten Sec61f und SecG (eine TMD bei Eukaryonten und Archaea, zwei bei
Eubakterien) sind nicht homolog zueinander (Hartmann et al., 1994) und im Gegensatz zu
den Untereinheiten Sec61a/SecY und Sec61y/SecE nicht essentiell (Deshaies und Schekman,
1987, Stirling et al., 1992; Kalies et al., 1998). In Proteoliposomen rekonstituierte SecYE-
Komplexe wiesen einen aktiven Proteintransport auf, das SecG wirkte sich lediglich
translokationsfordernd aus ((Akimura et al., 1991; Brundage et al., 1992; Nishiyama et al.,
1993; Hanada et al., 1994; Duong und Wickner, 1997).

1.1.2.2 RAMP4 und weitere Bestandteile des proteinleitenden Kanals

Neben dem heterotrimeren Sec61-Komplex wurden eine Reihe weiterer Proteine identifiziert,
die ebenfalls mit den Ribosomen assoziiert vorliegen (Gorlich und Rapoport, 1993). Dazu
gehort unter anderem das Protein RAMP4 (ribosom associated membran protein 4). Die
genaue Funktion des RAMP4 ist bisher noch ungeklért. In in vitro Translokationsversuchen
mit rekonstituierten Proteoliposomen wirkte es sich nicht translokationsférdernd aus, so dass
keine essenticlle Funktion von RAMP4 fiir die Translokation vermutet wurde (Gorlich und
Rapoport, 1993). Neuere Daten zeigten, dass Zellen unter Stressbedingungen RAMP4
iiberexprimieren, wodurch die Aggregation und/oder Degradierung von neu synthetisierten
Membranproteinen verhindert wurde (Yamaguchi et al., 1999). Zudem interagiert es
vermutlich mit spezifischen Polypeptidketten (Schroder et al., 1999). Lee et al. (2003) zeigten
ferner, dass RAMP4 eines der Zielgene des Transkriptionsfaktors XBP-1 ist, welcher durch
ER-Stress aktiviert wird. Die bisher erhobenen Daten zur Analyse der Funktion von RAMP4
lassen daher eine Rolle bei der Stabilisierung von ER-Proteinen wihrend ER-Stress vermuten.

Fiir den Transport einiger Substrate ist neben dem heterotrimeren Sec61-Komplex und
dem SRP-Rezeptor zudem das Membranprotein TRAM (translocon associated membrane
protein) erforderlich, bei anderen Substraten wurde eine Steigerung der Translokations-
effizienz durch TRAP (translocon associated protein) beobachtet (Hartmann et al., 1993;
Gorlich und Rapoport, 1993; Oliver et al., 1995).

Die genaue Funktion im Rahmen des Translokationsprozesses ist bisher nur fiir das
Sec61/SecYEG gut verstanden. Sequenzanalysen der eukaryontischen Proteine TRAP,
TRAM und RAMP4 lassen vermuten, dass es aullerhalb der Eukaryonten keine homologen
Proteine gibt und fiir TRAP und TRAM liegen bisher keine Hinweise fiir homologe Proteine
in der Hefe vor (Kalies und Hartmann, 1998).
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1.1.2.3 Struktur des trimeren Komplexes und die Bildung der proteinleitenden Pore
Kristallstrukturdaten der proteinleitenden Pore bestitigten die Dbereits vermutete
Assemblierung zu einem trimeren SecYEG- bzw. Sec61-Komplex in einem dquimolaren
Verhiéltnis aus seinen drei heterologen Untereinheiten (Gorlich und Rapoport, 1993; van den
Berg et al., 2004). Hingegen wird die Anzahl der Komplexe, die zur Assemblierung der Pore
notwendig sind, bis heute kontrovers diskutiert.

Der Aufbau eines trimeren SecYEG/Sec61-Komplex ldsst sich aufgrund der Kristall-
strukturdaten eines einzelnen, nichttranslozierenden, heterotrimeren SecYER-Komplexes
(Abb. 1.3 A; van den Berg et al., 2004) wie folgt beschreiben: Die SecY-Untereinheit mit
ihren 10 TMD bildet zwei pseudosymmetrische Hilften, die sich in die Bereiche der TMD 1-5
und 6 - 10 unterteilen lassen. Das SecE formt eine Art Klammer und ,,umfasst® die beiden
Pseudo-Doménen des SecY auf zwei Seiten, hdufig als Klappmuschelmodell beschrieben, in
dem das SecE die Schale der Klappmuschel darstellt. SecG/f befindet sich an der dritten Seite,
hat wenig Kontakt zur SecY-Untereinheit und lédsst eine Seite unverdeckt, so dass sich diese
Seite des SecY lateral zur Membran hin 6ffnen kann (Abb. 1.3 B). Dieses Modell ermdglicht
eine gute Vorstellung von der lateralen Integration von Membranproteinen (Flower, 2007).
Photocrosslinkexperimente stiitzen das Modell, dass der Translokationskanal sich seitlich

offnet, um Membranproteine in die Lipiddoppelschicht zu entlassen (Martoglio et al., 1995).

A

Cytopl
yopasma

Abb. 1.3: Architektur des SecYEB-Komplexes.

(A) Anordnung der Transmembrandomanen (TMD) des SecYER-Komplexes innerhalb der Membran (van den Berg
et al, 2004; modifiziert). (B) Blick vom Cytoplasma auf den Komplex. (C) Querschnitt des Komplexes
(Rapoport, 2007; modifiziert). In (B) und (C) Unterteilung in die TMD 1 - 5 (blau) und TMD 6 - 10 (rot) mit der ange-
deuteten lateralen Offnung (lila Pfeil) und dem Plug (gelb), dessen Verlagerung wahrend der Offnung des Kanals
durch den schwarzen Pfeil markiert ist. Die hydrophoben Resten des Poren-Ringes sind griin hervorgehoben.

Neben dem ,lateralen Tor*“ sind anhand der Kristallstruktur zwei weitere wichtige
strukturelle Komponenten identifiziert worden: Eine kurze helikale Struktur der TMD 2
(TMD 2a), welche als ,,Plug* definiert wurde und den Kanal zur periplasmatischen Seite hin

verschlieBt, sowie sechs hydrophobe Reste im engsten Bereich des Kanals, die eine Art
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Poren-Ring bilden. Letzterer und der Plug werden fiir das VerschlieBen des Kanals
verantwortlich gemacht (sieche Abb. 1.3 B, C; van den Berg et al., 2004). Fiir den Verschluss
des Kanals und die Aufrechterhaltung der Membranbarriere wurden zunéchst das Ribosom
auf der cytosolischen Seite und das eukaryontische Chaperon BiP auf der luminalen Seite
verantwortlich gemacht (Hamman et al., 1998). Strukturdaten von Ribosom-Kanal-
Komplexen lieBen jedoch einen ~12 - 15 Angstrém (A) groBen Spalt zwischen Ribosom und
Kanal erkennen, so dass die Hypothese, dass das Ribosom als ,,Abdichtungselement® dient,
unwahrscheinlich ist (Beckmann et al., 1997; Ménétret et al., 2000). Durch die Identifizierung
der Plug-Domine innerhalb der SecY-Untereinheit wurde postuliert, dass der Kanal selbst fiir
die Abdichtung verantwortlich ist (van den Berg et al., 2004). Erstaunlicherweise brachten
aber Plugdeletionen sowohl bei E. coli als auch bei S. cerevisiae lebensfahige Mutanten
hervor (Li et al., 2007; Junne et al., 2006). Dies konnte damit erklart werden, dass sich andere
Bereiche innerhalb des SecY zu neuen Plugs formieren, womit sich die Relevanz des Plugs
verdeutlichte (Osborne und Rapoport, 2007). Diese Schlussfolgerung wurde unter anderem
dadurch unterstiitzt, dass der Plug-Domidnen-Bereich der TMD 2 in seiner Sequenz nur
schwach konserviert ist und es somit anderen Bereichen mdglich ist, diese Funktion zu
ibernehmen (van den Berg et al., 2004). Die Offnung der Pore bei beginnender
Translokation, die mit einer Weitung der Pore und einer Verlagerung des Plugs einhergeht,
konnte mit Hilfe biochemischer Experimente und anhand von Computermodellen gut erklart
werden und unterstiitzt die Plugtheorie (Cannon et al., 2005; Tam et al., 2005; Gumbart und
Schulten, 2006; Tian und Andricioaei, 2006; Maillard et al., 2007).

Erste Aufnahmen des proteinleitenden Kanals erfolgten mittels Elektronenmikroskopie
(EM) und Negativkontrastierung von detergenzsolubilisierten Sec61-Heterotrimeren,
rekonstituierter, gereinigter Proteinkomplexe sowie nativer ER-Membranen vom Hund (Canis
lupus familiaris, C. lupus familiaris) und S. cerevisiae (Hanein et al., 1996). Es zeigten sich
ringartige Strukturen mit einem Gesamtdurchmesser von 85-100 A und einer zentralen
Ausstiilpung von ~20 A in der Mitte des Ringes, die als proteinleitende Pore beschrieben
wurde. Ahnliche Ringstrukturen mit einem Gesamtdurchmesser von 85 A wurden ferner bei in
SecYE-Komplexen beobachtet, die in Proteoliposomen rekonstituiert wurden (Meyer et al.,
1999). Anhand der GroBe der beobachteten Ringstrukturen wurde vermutet, dass sich der
Translokationskomplex aus zwei bis vier Kopien heterotrimerer SecYEG/Sec61-Komplexe zu
Oligomeren zusammenlagert (Hanein et al., 1996; Meyer et al., 1999; Manting et al., 2000;
Collinson et al., 2001) und der Oligomerisierungsprozess durch Ribosomen oder dem

Sec62/63-Komplex stimuliert wird (Hanein et al., 1996). Auch fir den SecYEG-Komplex
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wurde fiir den Translokationsprozess eine Oligomerisierung beschrieben, die durch die Zugabe
von SecA aktiviert wird (Manting et al., 2000). Dies gilt sowohl fiir SecYEG-Komplexe in
Losung als auch fiir Komplexe innerhalb einer Lipiddoppelschicht (Bessonneau et al., 2002).

Kryoelektronenmikroskopische (Kryo-EM) Aufnahmen von Sec61-Ribosomen-Komplexen
zeigten ebenfalls eine oligomere, ringartige Zusammenlagerung von drei bis vier Komplexen
mit einem Durchmesser von 100-125 A und einer zentralen Porenweite von 15-35 A
(Beckmann et al., 1997; Ménétret et al., 2000). Der Bereich des Ribosoms, an dem die
naszierende Polypeptidkette das Ribosom verldsst, wird als Exi-Tunnel bezeichnet (Bernabeu
und Lake, 1982) und stellt die Miindung eines Tunnels dar, der die grofle Untereinheit
durchzieht. Er hat seinen Ursprung im Peptidyltransferasezentrum und ist etwa 100 A lang und
10-20 A breit (Yonath er al., 1987). Der Exit-Tunnel konnte mit der postulierten Pore des
SecYEG/Sec61-Kanals zur Deckung gebracht werden (Beckmann et al., 1997, 2001; Ménétret
et al., 2000; Morgan et al., 2002). Somit ergab sich ein Modell, in dem sich drei bis vier
heterotrimere SecYEG- bzw. Sec61-Komplexe ,,donutartig™ zu einer aktiven Translokationspore
zusammenlagern und die Pore an der Interphase aller SecYEG/Sec61-Komplexe ausgebildet wird
(Beckmann et al., 1997; Manting et al., 2000; Breyton et al., 2002; Morgan et al., 2002).

Kryo-EM  Strukturen von Ribosom-Kanal-Komplexen mit detergenzsolubilisierten
SecYEG/Sec61-Komplexen von E. coli, S. cerevisiae und Sdugern mit verbesserter Auflosung
lieBen zwar weiterhin eine ringartige Zusammenlagerung mehrerer Komplexe erkennen. Der
»low density* Bereich im Zentrum des ,,Donuts®, der als Pore interpretiert wurde, war aber nicht
mehr sichtbar (Beckmann et al., 2001; Morgan et al., 2002; Mitra et al., 2005; Ménétret et al.,
2007). Quervernetzungsstudien zeigten zudem, dass mehrere Crosslinker innerhalb einer SecY-
Untereinheit nur Disulfid-Briicken mit dem cysteinhaltigen translozierenden Protein erzeugten,
wenn sich das Protein an der engsten Stelle der Pore befand. Dies deutet darauf hin, dass sich die
Translokationspore innerhalb einer SecY-Untereinheit befindet und nicht an der ,,Interphase®
von mehreren SecY-Komplexen (Cannon et al., 2005; Osborne und Rapoport, 2007).

Der in Detergenzldsung als Monomer kristallisierte SecYEB-Komplex von Archaea (van
den Berg et al., 2004) lieB sich sehr gut mit den 2D-Kryo-EM-Daten eines in eine
Lipiddoppelschicht eingebetteten SecYEG-Dimers zur Deckung bringen (Breyton et al.,
2002). Aufgrund dieser Tatsache und des hohen evolutiondren Konservierungsgrades der
eukaryontischen und bakteriellen SecYEG/Sec61-Komplexe wird angenommen, dass sich alle
Komplexe strukturell dhnlich verhalten wie der SecYEP-Komplex. Des Weiteren wurde
daraus geschlossen, dass es fiir die Anordnung keinen Unterschied macht, ob der Komplex in

Detergenzlosung vorliegt oder in eine Lipiddoppelschicht eingebettet ist. Zudem scheint die
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Ausbildung von Dimeren bzw. die Oligomerisierung des Komplexes keinen Einfluss auf die
Anordnung der TMD und damit auf die Konformation der SecYEG-Komplexe zu haben.

Die Féhigkeit der Selbstassemblierung zu Oligomeren aus Monomeren, Dimeren und
Tetrameren (Bessonneau et al., 2002; Scheuring et al., 2005) und deren Bedeutung fiir die
Translokation ist bisher unklar. Denkbar wéren eine Rolle zur Stabilisierung der Ribosom-
Kanal-Interaktionen oder/und das Prisentieren zusitzlicher Interaktionspunkte fiir weitere

Komponenten des SecYEG/Sec61-Komplexes.

1.1.3 Interaktion von Ribosomen mit der ER-Membran

Wihrend der cotranslationalen Translokation kommt es zu einer Interaktion des Ribosom mit
der ER-Membran bzw. Cytoplasmamembran (Randall und Hardy 1983; Tai et al., 1983;
Walter und Johnson, 1994; Herskovits und Bibi, 2000; Prinz et al., 2000). Durch die
Verwendung gereinigter, rekonstituierter heterotrimerer Sec61-Komplexe konnte gezeigt
werden, dass der heterotrimere Komplex den Hauptinteraktionspartner fiir das Ribosom
darstellt (Kalies et al., 1994). Der Komplex kann sowohl translatierende Ribosomen als auch
Ribosomen ohne naszierende Kette binden (Kalies et al., 1994). Als spezifischer Interaktions-
partner konnte die 28S bzw. 23S rRNA der groflen Untereinheit von eukaryontischen und
prokaryontischen Ribosomen identifiziert werden (Prinz et al., 2000; Behrens, 2003). Ob die
Lipide der Membran fiir den Interaktionsprozess mit den Ribosomen eine Rolle spielen, ist
bisher unklar. Fiir Bakterien konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von anionischen
Phospholipiden fiir die funktionelle Rekonstitution notwendig ist und nicht-Bilayer-formende
Lipide die Translokationseffizienz steigern (van der Does et al., 2000). Bei Quervernetzungs-
experimenten konnte die Signalsequenz wihrend des Insertionsprozesses in den protein-
leitenden Kanal sowohl mit Komponenten des Kanals als auch mit Lipiden der Membran
verbunden werden, woraus geschlossen wurde, dass die Translokationspore sich seitlich zur
Membran hin 6ffnet (Martoglio et al., 1995; Mothes et al., 1998). Inwiefern das Ribosom mit
den Lipiden der Membran interagiert, bleibt dabei ungewiss. Neben hochaffinen Wechsel-
wirkungen zwischen rRNA und heterotrimeren Komplexen konnten fiir die Interaktion auch
niedrigaffine Wechselwirkungen zwischen Lipid und rRNA eine Rolle spielen.

Auch die Bindung der Ribosomen an die Membran ist evolutionédr konserviert, da sowohl
prokaryontische Ribosomen an das eukaryontische Translokon als auch eukaryontische
Ribosomen an den prokaryontischen Translokationskomplex binden (Prinz et al., 2000).
Sequenzalignments und Sekundérstrukturvergleiche der 28S rRNA und 23S rRNA lieBen

innerhalb der ersten drei Doménen hochkonservierte Bereiche erkennen, die als mdgliche Inter-

12



Einleitung und Zielsetzung

aktionspartner zwischen Ribosom und SecYEG/Sec61-Komplexen postuliert wurden (Prinz et
al., 2000). Konstrukte der in sechs Doménen einteilbaren prokaryontischen 23S rRNA
(Brimacombe, 1995; Schnare et al., 1996) zeigten, dass die Doménen I und II und/oder III
(Nukleotide 1 - 1646) fiir eine effiziente Bindung mit dem proteinleitenden Kanal ausreichend
sind (Behrens, 2003). Die Kryo-EM-Strukturdaten mit verbesserter Auflosung zeigten drei bis
sieben stelzenartige Interaktionspunkte zwischen der groflen ribosomalen Untereinheit und den
SecYEG/Sec61-Komplexen (Abb. 1.4). Diese befanden sich in der Ndhe des Exit-Tunnels
(Morgan et al., 2002; Ménétret et al., 2005, 2007). Durch die Uberlagerung der 3D-Struktur der
ribosomalen rRNA wurden mehrere rRNA Helices und ribosomale Proteine beschrieben, die in
rdumlicher Ndhe zu den beobachteten Verbindungen lagen (Ménétret er al., 2005, 2007).
Folgende Helices und ribosomale Proteine wurden aufgrund der Uberlagerung als
Interaktionspartner postuliert: C1: Bereiche der Helix (H) 59 sowie das Protein L19; C2A: H50
und H53 mit L23; C2B: L23 und Bereiche der H53; C3: Bereich der H24; C4A: Bereiche der
H7 mit L29; C4B: L29, H7; C5A: L24; C5B: L24 und H7 (Abb. 1.4; Ménétret et al., 2005).

A klei
Unterein!

| Interaktions-
punkte

Abb. 1.4: Kontaktstellen zwischen dem Ribosom und dem Translokon

Darstellung von Kontaktstellen zwischen dem Ribosom und dem Translokon durch Kryo-EM-Strukturen (A)
Ribosom-Kanal-Strukturen mit der kleinen ribosomalen Untereinheit in gelb und der groRen Untereinheit in
blau. Der proteinleitende Kanal, in rot dargestellt, zeigt mehrere stelzenartige Verbindungen zur grof3en
Untereinheit des Ribosom; siehe Vergréferung in (B) (Beckmann et al., 2001). (C) Blick von der Membran auf
die grof3e, gebundene ribosomale Untereinheit (links) und Seitenansicht der Ribosom-Translokon-Interaktion
(rechts) mit dem Exit-Tunnel des Ribosoms (weilter Stern) und der zentralen Vertiefung im Sec61-Komplex
(central depression, cd), welche den proteinleitenden Kanal darstellt. Ribosomale Proteine (farbig) und rRNA
(gelb), die sich in der Nahe der Verbindungen befinden, wurden hervorgehoben (Ménétret et al., 2005).
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Innerhalb des proteinleitenden Kanals wurden die cytosolischen Loops 6/7 und 8/9 der
SecY-Untereinheit als essentiell fiir die Ribosomenbindung identifiziert, wie es ebenso fiir die
Eukaryonten beobachtet wurde (Raden et al., 2000; Cheng et al., 2005; Ménétret et al., 2007).
Mutationen innerhalb dieser Bereiche verhinderten die Bindung zum Ribosom (Ménétret et
al., 2007). In der gezeigten Struktur dienen diese Loops zur Interaktion mit dem ribosomalen
Protein L23 der groBBen Untereinheit der Bakterien, von dem bisher angenommen wurde, dass
es an allen bekannten Interaktionen am Exit-Tunnel des Ribosoms beteiligt ist (Kramer et al.,
2002; Ferbitz et al., 2004; Halic et al., 2004; Schaffitzel et al., 2006; Dalley et al., 2008). Eine
direkte Beteiligung von ribosomalen Proteinen im cotranslationalen Transport konnte zum
einen durch Crosslinks zwischen L23 sowie L29 und Trigger Faktor gezeigt werden, ein
Chaperon, das an der Faltung von cytosolischen Proteinen beteiligt ist (Kramer et al., 2002).
Zum anderen liegen Daten iiber eine Interaktion des SRP mit L25, dem homologen
ribosomalen Protein zu L.23 aus der Hefe, vor (Dalley ef al., 2008). Biochemische Daten iiber
eine direkte Interaktion von ribosomalen Proteinen mit dem proteinleitenden Kanal fehlen
allerdings bisher. Fiir eine effiziente Bindung der rRNA an den proteinleitenden Kanal
scheinen die ribosomalen Proteine nicht notwendig zu sein, da die Dissoziationskonstanten
zwischen isolierter rRNA, in vitro transkribierter 23S rRNA und 70S Ribosomen vergleichbar
sind (Prinz et al., 2000; Behrens, 2003).
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1.2 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss des RAMP Sec61 bzw. seines bakteriellen
homologen Proteinkomplexes SecYEG sowie die Funktion von RAMP4 wihrend der
cotranslationalen Translokation eingehender untersucht werden.

Hauptbestreben dieser Arbeit war es, die bereits durch Bindungs- und
Kompetitionsanalysen gezeigte hochaffine Bindung von Ribosomen mit proteinleitenden
Kanilen durch die Anwendung der Footprint-Methode weiter auf rRNA-Ebene zu
charakterisieren. Diese Methode ermoglicht es, die rRNA wéhrend der Interaktion mit einem
Liganden direkt zu untersuchen, mit dem Ziel Bereiche der rRNA identifizieren zu kénnen,
die durch die Bindung vor Modifizierungen geschiitzt werden. Dies sollte unter anderem dazu
genutzt werden, Bindungsstellen im Ribosom genauer zu lokalisieren. Durch die Verwendung
von isolierter 23S rRNA aus ribosomalen Untereinheiten und nativen 70S Ribosomen sollte
zudem analysiert werden, ob durch die Anwesenheit ribosomaler Proteine eine Verdnderung
im Modifizierungsmuster detektiert werden kann und somit ein Einfluss ribosomaler Proteine
offensichtlich wird. Weiterhin sollte die Relevanz von Lipiden fiir den Kanal sowie ihr
direkter Einfluss fiir die Interaktion untersucht werden.

Um weitere Erkenntnisse iiber die Funktion des fiir den Transport von Proteinen
nichtessenticllen RAMP4 zu erhalten, sollte die Proteintranslokation iiber die ER-Membran
mit Membranen von RAMP4-knock-out-Mausen im in vitro Translokations-Assay untersucht

werden.
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2. MATERIAL und METHODEN

2.1 Material
2.1.1 Proteine

2.1.1.1 Antikorper

Zielprotein

Peptid Sequenz (Bezeichnung)

Herkunft/Referenz

Primire Antikorper
Sec61a (C-Terminus)
Sec61a (N-Terminus)
Sec61p

SecE

Ribosomale Proteine

RAMP4

Sekundire Antikorper
Ziege anti-Human-IgG
Ziege anti-Kaninchen-IgG

Tertiiire Antikorper

Kaninchen anti-Ziege-1gG

C-KEQSEVGSMGALLF
C-YPIKLFYISN
DEQILKRRNV-C
ARTEVRKVIWPTRQE

AK gegen humane ribosomale Proteine

VAKQRIRMANC

Antiserum gegen humanes IgG

Peroxidase (POD)-gekoppelte Ziege
anti-Kaninchen-Antikorper

Peroxidase (POD)-gekoppelte
Kaninchen anti-Ziege-Antikorper

2.1.1.2 Restriktionsendonukleasen

Gorlich et al., 1992
AG Hartmann
AG Hartmann
AG Hartmann

USBiological
(# R2031-25)

Gorlich und
Rapoport, 1993

Sigma

Sigma

Sigma

Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen (Pstl, Notl, Pvull, Xmnl) sowie die entsprechen-

den Gebrauchspuffer wurden von der Firma NEB bezogen.

2.1.1.3 SecYEG-Komplex aus E. coli

Der SecYEG-Komplex aus E. coli wurde uns freundlicherweise von Prof. Dr. Tom A.

Rapoport (Harvard Medical School; Boston, USA) {iberlassen. Der Komplex wurde aus dem

E. coli-Stamm C43 aufgereinigt.

2.1.1.4 Sonstige Proteine und Standards

Proteine Bezugsquelle
BSA, Purified [10mg/ml] (fiir Coomassie/Silber-Gele) NEB
MassRuler™DNA Ladder, Mix, ready-to-use Fermentas
Marker fiir Agarose Gele

MMLV-Reverse Transkriptase [200U/ul] Promega
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PageRuler; Proteinstandard fiir SDS-PAGE Fermentas
RNasin [20U/ul] Promega
RQ1-RNase free DNase [1U/ul] Promega
T7 RNA-Polymerase Promega
2.1.2 Primer

Die fiir die Sequenzierung und die Sequenzreaktionen der modifizierten Proben (Footprint-
versuche, siehe 2.2.16.3) verwendeten Primer wurden von der Firma MWG Biotech synthetisiert

(Reinigungsgrad HPLC). Sie tragen am 5°-Ende eine Fluoreszenzfarbstoffmarkierung (IRD 800).

Bezeichnung Primer Sequenz 5" >3’

Fiir die 23S rRNA:
Spla GCC TCA TTA ACC TAT GGA TTC
Splb CTC GGT TGA TTT CTT TTC CTC
Sp2 CAT CGA GCT CAC AGC ATG TGC
Sp4 TAA GTC GCT GTC CCA TTA TAC
Sp5 ACC TGT TTC CCA TCG ACT ACG
Sp6 TCG CCC GGC CAA CAT AGC CTTC
Sp8 CGA TTT GAT GTT ACC TGA TGC
TP2 TAG CCC CGT TAC ATC TTC CGC
TP3 CCG CTT TAT CGT TAC TTA TGT C

Fiir die 28S rRNA:
PM-Musla CGA CGC TCA GAC AGG CGT AG
PM-Mus2b TAG ATG GAG TTT ACC ACC CGC
PM-Mus3 TGA ATC CTC CGG GCG GAC TGC
PM-Mus6 CCG CGA CGC TTT CCA AGG C
PM-MusTP2 CAG CGC CAT CCA TTT TCA GG

2.1.3 Ribosomen und ribosomale Untereinheiten

Prokaryontische ribosomale Untereinheiten sowie 70S Ribosomen (E. coli) wurden uns
freundlicher Weise von Dr. R. Brimacombe (Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik,
Berlin) tliberlassen. Eukaryontische 80S Ribosomen wurden durch Puromycin-Hochsalz (PK)-

Behandlung rauer Hundemembranen (hRM) gewonnen (siehe 2.2.10).

2.1.4 Raue Membranen vom Siuger

Als Ausgangsmaterial zur Priparation so genannter rauer Membranen (RM) von Maus (Mus
musculus, M. musculus) und Hund (C. lupus familiaris) wurde das Pankreas verwendet.
Endprodukte der Priparationen sind Mikrosomen des rauen endo-plasmatischen Retikulums.

Die Préiparation erfolgte nach Walter und Blobel (1983). Raue Mausmembranen (mRM)
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wurden uns freundlicher Weise von Dr. Osamu Hori (Abteilung fiir Neuroanatomie,

Kanazawa University Graduate School of Medical Science, Kanazawa City, Ishikawa, Japan)

tiberlassen. Die Prédparation rauer Hundemembranen (hRM) erfolgte

innerhalb der

Arbeitsgruppe. Die Endkonzentration der RM wurde so eingestellt, dass 1 pl eine OD,gp von

50 hat, was einem Aquivalent (1 eq) entspricht (Walter et al., 1981).

2.1.5 Plasmide

Plasmid Kurzbeschreibung Herkunft

pGEMppL codierende Sequenz fiir das Préprolaktin, Amp"  AG Hartmann

pGEMT7ppa30-6xHis codierende Sequenz fiir den Prapro-o-Faktor, AG Hartmann
Amp'

pTNT/rfGH codierende Sequenz fiir das Wachstumshor- Dr. O. Hori
mon rGH (rat Growth Hormone), mit Xhol (Kanazawa
und Notl in den Vektor pTNT inseriert, Amp" City, Japan)

pTNT/mins codierende Sequenz fiir Insulin mins (mouse Dr. O. Hori
Insulin), mit Xhol und Notl in den Vektor pTNT  (Kanazawa
inseriert, Amp" City, Japan)

pXBwt Gen der 23S-rRNA; Xbal/BamHI-Fragment Prof.Dr.J.
des rrnB-Operons aus E.coli; Vektor pXB Remme,

(Derivat von pSPT-19, Pharmacia), Amp"

2.1.6 Puffer, Losungen und Medien

Tartu, Estland

Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von Merck, Roth oder Roche bezogen

(Reinheitsgrad p.a.). Puffer, Losungen und Medien wurden sterilfiltriert (0.2 pm) oder, wenn

moglich, bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert.

Allgemeine Puffer, Losungen und Medien

0.1% DEPC-Wasser:

1 ml DEPC ad 1000 ml Aqua bidest (A. bidest); iiber Nacht bei 37 °C inkubiert, 2-mal autoklaviert

Ampicillin-Stock-Losung:
100 mg/ml (Na-Salz) in A. bidest

dNTP-Mix:
je 7.5 mM

ddNTP/dANTP-Mix:

je dNTP 7.5 mM, jeweils ein dANTP 4 mM

Detergenzien:

Digitonin: 5%ige Stammldsung in A. bidest, prapariert nach Gorlich ef al., 1992
Deoxy BIGCHAP: 10%ig (w/v) in A. bidest oder Methanol

Elektrophorese-Puffer (einfach):

25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0.1% (w/v) SDS
LB-Medium (Luria-Bertani):

1% (w/v) Trypton; 0.5% (w/v) Hefeextrakt; 1% (w/v) NaCl
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LB-Platten:
LB-Medium mit 2% (w/v) Bacto-Agar
Membranpuffer (MB):
50 mM Hepes-KOH pH 7.6; 250 mM Saccharose; 1 mM DTT

MS5+150-Puffer:
50 mM Hepes-KOH pH 7.6; 150 mM KAc; 5 mM Mg(Ac),; 250 mM Saccharose, ImM DTT

MSs+150-OSOD-Puffer:
MSs.150-Puffer, ohne Saccharose und ohne DTT

MSs+120-OSOD-Puffer:
50 mM Hepes-KOH pH 7.6; 120 mM KAc; 5 mM Mg(Ac),

rNTP-Mix:
je INTP 25mM

Protease-Inhibitoren (PI)-Mix:
10 mg/ml Aprotinin in A. bidest; 10 mg/ml Leupeptin in A. bidest; 5 mg/ml Pepstatin in DMSO;
4 mg/ml Chymostatin in DMSO

SDS-Proben/Ladepuffer (2-fach) (2 x PP/DTT):
125 mM Tris-HCI pH 8.8; 4% SDS; 20% (v/v) Glycerin; 200 mM DTT; 0.02% (w/v) Bromphenolblau

TAE (50-fach):

2 M Tris; 50 mM EDTA-(Na),; 5.7% (v/v) Eisessig pH 8.5
TBE (10-fach):

890 mM Tris; 890 mM Borsédure; 25 mM EDTA-(Na),
TBT (10-fach):

500 mM Tris-HCI pH 7.5; 1.5 M NaCl; 1% (v/v) Tween

Puffer und Losungen fiir die Footprint-Experimente:
Extraktionspuffer:
300 mM NaAc pH 6.5; 0.5% SDS; 5 mM EDTA pH 8.0

DMS-Stopp-Puffer:
1 M Tris-HCI pH 7.5; 100 mM EDTA pH 8.0; 1 M 2-Mercaptoethanol

Losungen zum Anfdrben von Proteinen in SDS-Gelen:
Coomassie-Farbelosung:
45.5% Methanol; 9.2% Essigsdure; 0.25% Brilliant Blue R 250

Entfarber fiir coomassiegefirbte Gele:
30% Methanol (v/v); 10% Essigsdure (v/v)

Thiosulfat-Losung:
0.02% Natriumthiosulfat

Silbernitrat-Losung:
0.2% Silbernitrat; 0.02% Formaldehyd (37%ig)

Entwickler:
3% Natriumcarbonat; 0.05% Formaldehyd (37%ig); 0.0005% Natriumthiosulfat

Stopp-Losung:
0.5% Glycin
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2.1.7 Wichtige Chemikalien und deren Bezugsquellen

Chemikalie Bezugsquelle
BIGCHAP, Deoxy Calbiochem
BioBeads®SM-2 Adsorbent (20-50mesh) Bio-Rad
Digitonin Sigma
DMS [10.6 M] Merck
3°S-Methionin [37MBq/100pul] Hartmann Analytik
Lipide: Avanti

E. coli Polar Lipid Extract (# 100600C, 25mg/ml) PolarLipids

DOPC (# 850375C, 10mg/ml)
DOPE (# 850725C, 10mg/ml)

DOPS (# 840035C, 10mg/ml)

DOPG (# 840475C, 10mg/ml )
PI (# 840044C, 10mg/ml)

Chemikalien fiir die Sequenzgele

Borséure, PlusOne Pharmacia Biotech

EDTA disodium salt, PlusOne Pharmacia Biotech

RapidGelTM- XL-40% Concentrate USB, Ohio, USA

Sequitherm Stop/Gel-Loading Buffer for LI-COR® Epicentre

TRIS, PlusOne Amersham Biosciences

Urea, PlusOne Amersham Biosciences
2.2 Methoden

Alle angegebenen Methoden wurden, wenn nicht anders angegeben, nach Sambrook und

Russel (2001) ausgefiihrt.

2.2.1 Transformation von E. coli mit Plasmiden

100 pl chemokompetente E. coli Zellen (DHS5a) wurden langsam auf Eis aufgetaut und mit
100 ng Plasmid-DNA gemischt, fiir 1 min auf Eis inkubiert und anschlieBend einem
1 -2 miniitigen Hitzeschock bei 42 °C unterzogen. Nach anschlieBender 1 -2 miniitiger
Inkubation auf Eis wurden zum Transformationsansatz 800 ul LB-Medium gegeben und fiir
30 - 60 min bei 37 °C inkubiert. Aliquots des Ansatzes wurden auf LB-Platten mit Ampicillin
(0.1 mg/ml Endkonzentration) ausplattiert und bei 37 °C iiber Nacht (ii.N.) inkubiert.

2.2.2 Ubernachtkulturen, Plasmidreinigung und Glycerinstocks

Nach erfolgreicher Transformation wurde eine Einzelkolonie des gewlinschten Klons mittels
Impfose in 20 ml LB-Medium iiberfiihrt. Die Zellen wurden w.N. bei 37 °C in Selektiv-
medium (Ampicillin [0.1 mg/ml] Endkonzentration) angezogen (180 rpm). Die Reinigung der
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Plasmide erfolgte mit dem Nucleo Spin Plasmid Kit (Macherey & Nagel) nach den Angaben
des Herstellers. Zur dauerhaften Lagerung der Klone wurden 975 pl der i.N.-Kultur mit
225 pl 80%igem Gylcerin (v/v) gemischt und bei -80 °C eingefroren.

2.2.3 Restriktionsspaltung von Plasmiden
Die Linearisierung der Plasmide erfolgte nach Standardmethoden unter den vom Hersteller
angegebenen Bedingungen. Die Aufreinigung erfolgte mit dem Nucleo Spin Extract Kit II
(Macherey & Nagel) nach den Angaben des Herstellers. Qualitit und Quantitét (mittels
MassRuler MDNA Ladder) der Spaltung wurden mittels Agarosegel iiberpriift.

Liste verwendeter Restriktionsendonukleasen und Genprodukte nach erfolgter in vitro

Transkription bzw. in vitro Translation:

Genprodukt Endonuklease
Préaprolaktin Pstl
Préipro-a-Faktor Kpnl
Wachstumshormon (Rattus norvegicus f. domestica) Notl

Insulinll (M. musculus) Notl

23S rRNA (E.coli), 3163 nt Xmnl

2.2.4 Isolierung von Nukleinsiuren durch Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Isolierung ribosomaler RNA aus 50S Untereinheiten der Ribosomen von E.coli und zur
Aufreinigung von in vitro Transkripten wurden die Volumina der Proben mit A. bidest auf
150 pl eingestellt. Die Probe wurde mit 1 Vol. Phenol (Roti®-Aqua-Phenol, ROTH) versetzt,
gemischt und die Phasen durch Zentrifugation getrennt (3 min, 14000 rpm, RT, Eppendorf
Zentrifuge 5415D). Die wissrige Phase wurde wie zuvor beschrieben zunédchst mit 2 Vol.
Phenol und 2 Vol. Chloroform (Trichlormethan/Chloroform, Rotipuran, ROTH) und ab-
schlieBend mit 1 Vol. Chloroform extrahiert. Die wissrige Phase wurde anschliefend der
Ethanolprizipitation unterzogen. Im Falle der Aufreinigung und Aufkonzentrierung der modi-

fizierten RNA bei den Footprintversuchen sieche 2.2.16.

2.2.5 Aufkonzentrierung von Nukleinsiure durch Ethanolprizipitation

Die zu prizipitierende Probe wurde mit 0.1 Vol. 3 M Natriumacetat und 2.5 Vol. bzw.
0.6 Vol. (fiir Proben nach der in vitro Transkription) absolutem Ethanol gemischt und bei -
20 °C fiir 20 min gefdllt. Die RNA wurde sedimentiert (15 min, 14000 rpm, Eppendorf
Zentrifuge 5417R, 4 °C) und das Pellet mit 150 pl 70%igem Ethanol gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wurde das Pellet bei RT getrocknet und in 0.1% DEPC-Wasser

resuspendiert.
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2.2.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNA, mRNA, rRNA, Ribosomen und modifi-
zierter rRNA erfolgte photometrisch durch Absorption bei einer Wellenlédnge von 260 nm
(OD260nm)- Die Messung der RNA erfolgte in 1% SDS, die von DNA in A. bidest. Dabei ent-
spricht ein Absorptionswert von 1.0 bei einer Schichtdicke von 1 cm bei RNA einer Konzen-

tration von 40 pg/ml, bei DNA von 50 pg/ml.

2.2.7 Agarosegele

Zur Analyse von isolierter ribosomaler RNA bzw. Ribosomen, linearisierten Plasmiden und
Transkripten wurden die Proben mit 5 x DNA-Lade-Puffer (1 x TAE mit 60% Saccharose;
0.05% Bromphenolblau) versehen und in 0.8%igen bis 1%igen (w/v; in 1 x TAE) Agarose-
gelen aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 1 x TAE. Der Gellauf erfolgte bei 100 V und 500 mA.
Die Gele wurden in einer Ethidiumbromidlosung (1 pg/ml) inkubiert und die gefirbten

Nukleinsduren mit Hilfe von UV Licht (312 nm) sichtbar gemacht.

2.2.8 In vitro Transkription

Fiir die in vitro Transkription wurden eingesetzt:

3-5 g linearisierte Plasmid-DNA
5  ul T7-Polymerase

2.5  ul rNTP-Mix

10 ul 100mM DTT

10 ugBSA
200 U RNasin

20 pl 5-fach Transkriptionspuffer (Promega)

ad 100  pl mit A. bidest

Die Transkription erfolgte fiir insgesamt 4 h bei 37 °C, wobei nach 2 h erneut 2 pl rNTP-
Mix und 2 pl T7-Polymerase zugegeben wurden. Nach der anschlieBenden Phenol/Chloro-
form-Extraktion sowie Ethanolprézipitation wurde die mRNA in 0.1% DEPC-Wasser
resuspendiert und bei -80 °C gelagert. Die optimale Konzentration des Transkriptes fiir die
Translation wurde mit Hilfe des Retikulozyten-Lysates austitriert (2.2.9).

Nach erfolgter in vitro Transkription des geschnittenen Plasmides pXBwt wurde dem
Ansatz 2 pl 'RQ1 RNasefreie DNase” hinzugegeben und fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Die
anschlieBend gereinigte und aufkonzentrierte RNA konnte direkt fiir die rRNA-Footprint-

Versuche eingesetzt werden.
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2.2.9 In vitro Translation und in vitro Translokation

Fiir die in vitro-Synthese von radioaktiv markierten Proteinen wurde das ‘Rabbit-Retikulo-

cyte-Lysat-System, Nuclease Treated” (RRL, Promega) verwendet. Endogene Membranen des

Lysates wurden zuvor sedimentiert (5 min, 4 °C, 14000 rpm, Eppendorf Zentrifuge 5417R).
Fiir die mRNA-Titration wurden eingesetzt:

7 ul RRL
0.2 ul Aminosdure-Mix (je ImM) ohne Methionin
0.5 pl*’S-Methionin
0.25-2 pl Transkript
ad 10 pl mit A. bidest

Die Translation erfolgte fiir 30 min bei 30 °C. Zum Abstoppen der Reaktion wurden die
Translationsansétze bei -20 °C eingefroren oder mit 2 x PP/DTT versehen und denaturiert.

Fiir die cotranslationale Translokation wurde bei konstanter Menge an mRNA von Beginn
an steigende Mengen (0.25 eq - 1.5 eq) raue (RM) oder hochsalzbehandelte (K-RM) Mem-
branen zugesetzt (2.2.11). Die Menge an RRL, Aminosiure-Mix, >>S-Methionin entsprach der
mRNA Titration. Zur Aufnahme von Translations/Translokations-Kinetiken wurde die
Reaktion im Abstand von 30 s durch Entnahme von Aliquots aus einem Mehrfachansatz und
direkte Denaturierung bei 80 °C mit 2 x PP/DTT oder Einfrieren bei -20 °C gestoppt. Die
Proben wurden durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Die Gele wurden fixiert
(15%ige Essigsiure, 10 min), gewissert und getrocknet (Geltrockner 538, Bio-Rad). Uber
Nacht erfolgte die Exposition der Gele auf Phosphoimagerplatten (/Image Platte BAS-SR
2040, Fuji). Die Radioaktivitit wurde mittels dem Phosphoimager FLA-3000 (Fujifilm,
Software Fujifilm BAS) sichtbar gemacht.

2.2.10 Praparation von Ribosomen aus Membranen des rauen Endoplasmatischen
Retikulums durch Puromycin-Hochsalz-Behandlung

Zur Gewinnung von 80S Ribosomen wurden raue ER-Membranen vom Hund (hRM; 2.1.4)
mit Puromycin und Hochsalz behandelt. 1 Vol. hRM (in MB-Puffer) wurde mit 1 Vol. Puffer A
(50 mM Hepes-KOH pH 7.6; 150 mM KAc; 5 mM Mg(Ac),; 250 mM Saccharose; 1 mM
DTT) gemischt und mit 1.5 mM Puromycin, 0.2 mM GTP und je 1/1000 Vol. RNasin und PI-
Mix versetzt. Nach Inkubation fiir 60 min auf Eis wurde 1/1000 Vol. GTP [100mM]
hinzugefiigt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz wurde auf 500 mM KAc und 10 mM
Mg(Ac), eingestellt und auf einen diskontinuierlichen Saccharosegradienten (50 mM Hepes-
KOH pH 7.6; 500 mM KAC; 10 mM Mg(Ac),; 1600 mM Saccharose) in TLA-100.3-Rohr-

chen geschichtet. Das Verhéltnis von Saccharose-Kissen zur Probe betrug ungefdhr 1 : 2. Nach

23



Material und Methoden

einer Zentrifugationsdauer von 2 h (60 min 20 °C, 60 min 4 °C, 100000 rpm, TLA-100.3-
Rotor) wurden die Membranen aus der Interphase abgenommen und die sedimentierten Ribo-
somen fiinfmal durch wiederholtes Resuspendieren und Sedimentieren mit MSs,;so-Puffer
gewaschen und in selbigem aufgenommen. Die Membranen wurden etwa im Verhiltnis 1:4
mit 50 mM Hepes-KOH pH 7.6; 500 mM KAC; 10 mM Mg(Ac), verdiinnt und nach dem
Pelletieren (TLA-100.3-Rotor, 100000 rpm, 30 min, 4 °C) zweimal mit MSs, so-Puffer
gewaschen, so dass von Ribosomen befreite raue Membranen (PK-RM) aus der Préparation

hervorgingen. Die Konzentration der Ribosomen wurde photometrisch bestimmt.

2.2.11 Herstellung von salzbehandelten Membranen (K-RM)

Hochsalzbehandelte raue Membranen der Maus (mK-RM) wurden nach Walter und Blobel
(1983) prépariert (modifiziert). 50 ul mRM (2.1.4) in MB-Puffer wurden mit 25 pl einer
eiskalten Salzlésung (1.5 M KAc pH 7.5; 15 mM Mg(Ac),) in TLA-100-Rohrchen langsam
gemischt und 20 min auf Eis inkubiert. Der Hochsalzansatz wurde mit 50 pl Kissen (50 mM
Hepes-KOH pH 7.6, 500 mM KAc pH 7.5, 5 mM Mg(Ac),, 500 mM Saccharose, 1| mM
DTT) unterschichtet und fiir 6 min bei 50000 rpm zentrifugiert (4 °C, TLA-100-Rotor). Das
Membranpellet wurde in 50 ul MB-Puffer resuspendiert und erneut durch ein Kissen (MB-
Puffer mit 500 mM Saccharose) sedimentiert (6 min, 50000 rpm, 4 °C, TLA-100-Rotor). Das
Pellet wurde in 200 pl MB-Puffer resuspendiert und nach erneuter Sedimentation (20 min,
14000 rpm, 4 °C, Eppendorf Zentrifuge 5417R) in 25 ul MB-Puffer resuspendiert. Die Quanti-

fizierung erfolgte mittels SDS-PAGE und quantitativen Immunoblot gegen Sec61a.

2.2.12 Priparation von gereinigten Sec61-Komplexen

Die Eigenschaft von Sec61-Komplexen an Ribosomen zu binden wurde dazu genutzt, den
Komplex aus hRM zu isolieren. Die Reinigung erfolgte wie bei Gorlich und Rapoport (1993)
beschrieben. Abweichend vom Protokoll erfolgte nach der lonenaustauschchromatographie
die Elution von der SP-Sepharose in 6 Schritten. Es wurde mit je 3 ml 50 mM KAc, 150 mM
KAc, 300 mM KAc, 500 mM KAc, 750 mM KAc und 1000 mM KAc in 50 mM Hepes-KOH
pH 7.6; 10% Glycerin; 5 mM DTT; 2.5% Digitonin bei RT und ohne Peristaltikpumpe eluiert.
Die Reinheit des Komplexes wurde mittels Coomassie-Gel bzw. Silbergel analysiert. Die
Quantifizierung erfolgte durch SDS-PAGE und quantitativen Immunoblot. Grofle Volumina

wurden zuvor mittels Trichloressigsdure (TCA) prézipitiert.
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2.2.13 Rekonstitution gereinigter Komplexe in Liposomen

2.2.13.1 Lipidlosungen

Fiir die Rekonstitution gereinigter SecYEG/Sec61-Komplexe in kiinstliche Liposomen diente
in der Regel E.coli Polar Lipid Extract ("E.coli Total Extrakt”). Ferner wurde ein Lipid Mix
aus Phophatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE) im Verhiltnis 80% : 20%
verwendet. Als protein-freie Lipidvesikel wurden des Weiteren PC/PE/Phosphatidylserin(PS)-
Vesikel (Verhiltnis 60% :20% : 20%) und PC/PE/PS/Phosphatidylinositol(PI)-Vesikel
(Verhiltnis 60% : 20% : 5% : 15%) sowie reine PS- und PI-Vesikel hergestellt. Die in
Chloroform vorliegenden Lipide wurden in einer Gesamtkonzentration mit 10mM DTT und
6 mg Deoxy BIGCHAP (in Methanol) gemischt und das Ldésungsmittel in der Speedvac
(Univapo 150H, Airbus; Unijetll refrigerated Aspirator) entfernt. Die Pellets wurden in
96%igem Ethanol resuspendiert und {i.N. erneut bei RT eingedampft. Es wurde in 200 pl 50
mM Hepes-KOH (pH 7.6), 16% (v/v) Glycerin fiir 15 min im Thermomixer (1400 rpm, RT)

resuspendiert, so dass sich eine Endkonzentration von 20 pg/ul Lipid einstellte.

2.2.13.2 Rekonstitution von gereinigten Sec-Komplexen in Proteoliposomen

Die Rekonstitution gereinigter Sec61/YEG-Komplexe erfolgte nach Gorlich und Rapoport
(1993). Das Verhiéltnis von Lipid zu Protein betrug fiir SecY EG-Komplexe 400 pg Lipid (E.
coli Total Extrakt’-Lipid; PC und PE im Verhiltnis 80% : 20%) und 250 pmol SecYEG in
50 pl Reaktionsvolumen. Fiir die Rekonstitution von Sec61-Komplexe wurden etwa 115 pmol
Protein mit 200 pg Lipid ('E. coli Total Extrakt”) mit einem Festvolumen von 100 pul SM2-
Biobeads in einem Reaktionsvolumen von 100 pl inkubiert. Der Entzug des Detergenzes
durch die Biobeads und die damit einhergehende Bildung von Vesikeln erfolgte bei 8 °C ii.N.
(1000 rpm). Die durch Zentrifugation pelletierten Proteoliposomen wurden in MSs.12,00SOD-
Puffer resuspendiert. Die Quantifizierung der inkorporierten Proteinmenge erfolgte mittels

SDS-PAGE und quantitativer Immunoblotanalysen.

2.2.14 Ribosomenbindung an Proteoliposomen

300 pmol rekonstituierter SecY EG-Komplex wurden mit 15 pmol isolierter rRNA oder 70S-
Ribosomen fiir 10 min bei 0 °C und nachfolgend 30 min bei 30 °C in einem Endvolumen von
30 pul MSs.so-Puffer inkubiert. Wurden Lipidvesikel ohne rekonstituierten Komplex fiir die
Bindung verwendet, wurden gleiche Volumina wie von dem rekonstituierten Komplex
verwendet. Die Proben wurden anschlieBend mit 75 ul 2.3 M Saccharose in MSs,so-Puffer

gemischt und unter einen diskontinuierlichen Saccharosegradienten geschichtet (60 ul 1.4 M
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Saccharose in MSs;;so-Puffer und 55 pl MSs.so-Puffer). Die Trennung von ungebundener
und gebundener rRNA/Ribosomen durch Flotation erfolgte fiir 60 min bei 100000 rpm (4 °C,
TLA-100-Rotor). Die Proben wurden in eine obere (100 pl) und eine untere Fraktion (115 pl)

geteilt. Die Menge an flotierter rRNA/Ribosomen wurde photometrisch bestimmt.

2.2.15 Ribosomen-Komplex-Bindung in Detergenzlosung

Zur Untersuchung der Bindungsfahigkeit von Ribosomen mit heterotrimeren Komplexen in
Losung wurde der Bindungsassay nach Prinz ef al. (2000) angewendet. Die Ribosomen (70S,
E.coliy wurden in 3-fachem Uberschuss mit gereinigtem Sec61 bzw. SecYEG in
digitoninhaltigem Puffer gemischt (50 mM Hepes-KOH pH 7.6; 125 mM KAc; 5 mM
Mg(Ac),; 250 mM Saccharose; 1.25 mM DTT; 0.625% Digitonin) und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Die Ansétze wurden fiir 30 s bei 14000 rpm (Eppendorf Zentrifuge 5417R, 4 °C)
zentrifugiert, um Aggregate zu pelletieren. Der Uberstand wurde auf ein 100 ul-Kissen
(50mM Hepes-KOH pH 7.6; 100mM KAc, 5SmM Mg(Ac),; 500mM Saccharose; ImM DTT;
0.625% Digitonin) geschichtet und fiir 6 min bei 75000 rpm im TLA-100-Rotor bei 4 °C
zentrifugiert. Die Ansdtze wurden in 2 Fraktionen (obere = 65 pl; untere = 70 pl) separiert

und photometrisch sowie mittels SDS-PAGE und Immunoblot analysiert.

2.2.16 rRNA-Footprinting

Das  Prinzip des rRNA-Footprinting  besteht darin, rRNA mit einem
Interaktionspartner/Liganden zu binden und diesen RNA-Ligand-Komplex einer chemischen
Modifikation zu unterziehen. Spezifische Chemikalien greifen die Nukleotide der rRNA an.
Ziel ist es, Bereiche der RNA zu identifizieren, welche durch die Interaktion mit dem
Liganden (hier: heterotrimerer SecYEG/Sec61-Komplex) vor diesen Modifikationen
geschiitzt wurden. Im Anschluss an die Modifizierung erfolgte die Identifizierung der
Modifikationsstellen durch Primerverlingerung mittels Reverser Transkriptase, da
modifizierte Nukleotide zu einem Abbruch der Reaktion fiihren. Die dadurch entstehenden
neuen cDNA-Fragmente wurden mit Hilfe von Sequenzgelen unter Verwendung des
automatischen Sequenzierapparates 'LI-COR DNA Sequencer Long ReadIR 4200 detektiert.
Die verwendeten DNA-Oligonukleotidprimer waren am 5'-Ende mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert, so dass im Falle eines neuen cDNA-Fragmentes dieses durch

das Entstehen einer neuen Bande erkennbar wurde (Abb. 2.1).
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Footprint-Methode

Durch die Bindung eines Liganden an die rRNA wird wahrend der anschlieenden Modifizierung durch nukleotid-
spezifische Chemikalien die rRNA vor Modifizierungen geschiitzt. Die Modifizierungen bzw. geschitzten Nukleo-
tide werden durch die reverse Transkription der rRNA mit anschlielender Auftrennung der Proben im Sequenzgel
sichtbar gemacht. Zur Bestimmung der Nukleotidposition der modifizierten Basen erfolgt ein paralleler Auftrag der
dideoxy-Sequenzierung der rRNA (Bahnen A, C, G und T). Weitere Erlduterungen siehe Text.

2.2.16.1 Bindung

Die Bindung von isolierter rRNA, ribosomalen Untereinheiten und Ribosomen mit
heterotrimeren SecYEG- bzw. Sec61-Komplexen (rekonstituiert oder in Lésung) und mit
Lipid (als Vesikel oder in Losung [200 pg]) erfolgte in MSs,1200SOD-Puffer wie unter 2.2.14
angegeben. Bei der Verwendung von Lipidvesikeln wurden Volumina entsprechend der
eingesetzten Menge an SecYEG- bzw. Sec6l-enthaltenden Proteoliposomen eingesetzt.
Erfolgte die Bindung von Proteinen oder Lipiden in Losung, wurde dem Ansatz 1%
Detergenz zugesetzt. Nach der Inkubation auf Eis und bei 30 °C erfolgte die Modifizierung
mit Dimethylsulfat (DMS).

2.2.16.2 Chemische Modifizierung ribosomaler RNA, ribosomaler Untereinheiten und
kompletter Ribosomen

Die Modifizierung mit DMS erfolgte modifiziert nach Merryman und Noller (1998) und sollte
im statistischen Mittel in jedem rRNA-Molekiil maximal eine Modifizierung hervorrufen. Nach
der Bindungsreaktion wurden die Ansdtze mit 1.2 pl einer auf 880 mM frisch angesetzten
DMS-Losung (in Ethanol, Stocklosung 10.6 M) versetzt, fiir 10 min bei 37 °C modifiziert und
die Reaktion anschlieend durch Zugabe von 15 pl Stopp-Puffer beendet. Folgend wurden je
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174 ul Extraktionspuffer hinzugefiigt und sofort dreimal mit Phenol und zweimal mit Chloro-
form extrahiert, wobei die Phasen durch dreiminiitiges Zentrifugieren bei 14000 rpm (RT)
getrennt wurden. Durch die Zugabe von 3 Vol. Ethanol (96%ig) und einer Inkubation fiir
50 min bei -80 °C wurde die rRNA prézipitiert und anschlieBend sedimentiert (10 min,
13200 rpm, RT, Eppendorf Zentrifuge 5415D). Die rRNA wurde in 8 pl 0.1% DEPC-Wasser

resuspendiert, 1:100 in 1% SDS verdiinnt und die Konzentration photometrisch bestimmt.

2.2.16.3 Sequenzierung
Um die Position von geschiitzten bzw. modifizierten Basen zu identifizieren, wurde eine direkte
Sequenzierung der behandelten rRNA, ribosomalen Untereinheiten oder kompletter Ribosomen
nach dem Prinzip der Kettenabbruchmethode von Sanger ef al. (1977) durchgefiihrt. Es wurde
die Moloney Murine Leukemia Virus-Reverse Transkriptase (MMLV-RT, Promega) verwendet.
Fir die Sequenzierung der rRNA wurden 4 pmol isolierte rRNA, ribosomalen
Untereinheiten oder 70S Ribosomen mit 8 pmol des IRD-800 markierten Primers in einem
Volumen von 17 pl mit 10 mM Hepes-KOH (pH 7.6) und 30 mM KCI denaturiert und
hybridisiert und folgend auf 4 x 4 ul aufgeteilt. Fiir jedes Nukleotid wurde bei der Sequen-
zierung ein eigener Enzym-ddNTP/ANTP-Mix angesetzt, der neben den vier dNTPs jeweils
eines der vier ddNTPs enthielt (,,A%, ,,C*, ,,G* oder ,,T*“-Ansatz). Pro 4 pl-Ansatz wurden 1 pl
MMLV-RT, 1 pl 5-fach MMLV-RT-Puffer und 0,5 ul ddNTP/dNTP-Mix eingesetzt.

Fiir die Analyse der modifizierten Proben wurden 1 pmol aufgereinigte rRNA mit 2 pmol
Primer in einem Volumen von 4.25 ul (10 mM Hepes-KOH pH 7.6; 30 mM KCl) denaturiert
und hybridisiert. Da bei den modifizierten Proben der Abbruch der Reversen Transkriptase
durch die modifizierten Basen erfolgte, wird nach der Denaturierung und Hybridisierung ein
Enzym-dNTP-Mix zugesetzt, der lediglich alle 4 dNTPs enthielt.

Die Denaturierung und Hybridisierung erfolgte fiir 5 min bei 70 °C mit nachfolgender
Inkubation auf Eis (5 min). Nach der Zugabe des jeweiligen Enzym-Mixes erfolgte die Primer-
Verldangerung fir 60 min bei 42 °C. AnschlieBend wurden die Proben mit einem ‘2 Vol.
Formamid-Stopp/Lade-Puffer (Epicentre) versehen und bis zur weiteren Analyse mittels
Sequenziergel bei -20 °C gelagert. Zur Auftrennung der Proben wurden 6%ige Acrylamid Gele
(41 cm Lénge, Spacer-Dicke 0.2 mm) verwendet. Es wurden 21 g Urea, 7.5 ml RapidGel-XL,
5 ml 10 x TBE-Puffer und 500 pl DMSO in einem Gesamtvolumen von 50 ml A. bidest bei RT
gelost und flir 10 min entgast. AnschlieBend wurde die Gellosung mit 30 pl TEMED und 350 ul
10%ige APS-Losung versetzt und mit Hilfe einer Spritze durch einen 0.45 pm Millipore-Filter

zwischen die Glasplatten gegossen. Die Polymerisation erfolgte in horizontaler Lage fiir 1 /2 - 2 h.
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Nach einer Vorelektrophorese (30 min, ohne Laser) wurden je 1,1 pl der zuvor fiir 2 min bei
95 °C denaturierten Proben aufgetragen. Als Laufpuffer diente 0.8 x TBE-Puffer. Sowohl der
Vorlauf als auch der Hauptlauf erfolgte bei 1500 V, 35 mA, 40 W und 45 °C.

2.2.17 Proteinanalytische Methoden

2.2.17.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Unter denaturierenden Bedingungen konnen Proteine mittels Sodium-Dodecyl-Sulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrem Molekulargewicht getrennt werden.
Zur Denaturierung wurde die Proteinprobe mit 2 x PP/DTT versehen und fiir 5 - 10 min bei
60 °C bzw. 80 °C (Translations/Translokation-Proben) denaturiert. Die Elektro-phorese wurde

nach Laemmli (1970) durchgefiihrt.

2.2.17.2 Westernblot und Antikorperinkubation

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe von peptidspezifischen
Antikorpern (AK) quantitativ nachgewiesen. Dafiir erfolgte der Transfer aus dem Gel auf
synthetische Membranen (Immunblot™ PVDF Membrane, 0.45 uM, Bio-Rad) im Nasszellen-
Transfer-Verfahren nach den Angaben des Herstellers (Criterion Kammer, Bio-Rad). Der
Transfer erfolgte fiir 45 min in 1 x CAPS-Puffer (10 mM CAPS, pH 11 (NaOH); 20%
Methanol) bei konstant 100 V. AnschlieBend wurde die Membran bei RT fiir 1 h entsprechend
dem primdren AK mit 3% BSA (fiir SecE) oder 10% Magermilchpulver geblockt (je in
1 x TBT). Die Inkubation des primédren AK erfolgte ii.N. Die Verwendung der sekundéren und
tertidren AK erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die Detektion der Proteine erfolgte mit
dem ECL-System von PerkinElmer. Die Entwicklung der Immunoblots erfolgte in einer

FujiFilm Intelligent Dark Box mittels einer FujiFilm LAS-1000 Kamera.

2.2.17.3 Prdzipitation von Proteinen mit Trichloressigsiiure

Die Probe wurde mit einer 40%igen Trichloressigsaure (TCA)-Losung auf eine
Endkonzentration von 15% eingestellt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Befanden sich
Detergenzien in der zu prézipitierenden Losung, wurde zuvor Triton X-100 in einer
Endkonzentration von 2% zugegeben und fiir 15 min (RT) inkubiert. Die Proteine wurden
sedimentiert (60 min, 14000 rpm, 4 °C, Eppendorf Zentrifuge 5417R), das Pellet mit 80%igem
kaltem Aceton gewaschen und erneut pelletiert (30 min, 14000 rpm, 4 °C, Eppendorf Zentrifuge
5417R). Das Pellet wurde in 2 x PP/DTT resuspendiert.
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2.2.17.4 Coomassiefirbung

Nach beendetem Gellauf wurde das Gel 10 min in 15% Essigsdure fixiert und in Coomassie-
Férbelosung bei RT inkubiert, bis das Gel tietblau gefarbt war. Mittels Entfarber wurde das
Gel bis zur gewiinschten Intensitit wieder entfirbt, wobei die letzten Entfarbeschritte mit
heiBem A. bidest erfolgten. Lag die Proteinmenge unterhalb der Nachweisgrenze fiir
Coomassie (200 -400 pg), wurden die Gele vollstindig entfdrbt und anschlieBend eine
Silberfarbung durchgefiihrt.

2.2.17.5 Silberfirbung

Die Silberfiarbung erfolgte modifiziert nach Blum et al. (1987). Nach Coomassieentfarbung
wurde das Gel in 30% Ethanol (3 x 20 min) gewaschen. Folgend wurde 1 min in Thiosulfat-
Losung inkubiert und 3 x 20 s mit A. bidest gewaschen. Die anschliefende Inkubation mit der
Silbernitrat-Losung erfolgte fiir 20 min. Nach erneutem Waschen mit A. bidest (3 x 20 s)
wurde mit dem Entwickler bis zur gewiinschten Farbung entwickelt (ca. 3 - 5 min), wobei die
Entwicklung durch zweimaliges Waschen mit A. bidest a 30 s unterbrochen und durch
5 miniitiges Schwenken in der Stopp-Losung beendet wurde. Wurde das Gel zuvor nicht
Coomassie gefiarbt/entfarbt, erfolgte eine Fixierung des Gels fiir 1 h in 40% Methanol/10%

Essigsaure.

2.2.18 Auswertung/Software

Die Quantifizierung von Banden der Autoradiogramme und Immunoblots erfolgte mit dem
Programm Advanced Image Data Analyzer (AIDA), Version 3.52.046. Die Auswertung der
Sequenzgele erfolgte mit den Programmen Base ImagIR Data Collection und Base ImagIR
Image Analysis.

Die Darstellung und Bearbeitung von Ribosomen-Strukturen erfolgte mit Hilfe des
Computerprogrammes Pymol (http//:pymolsourceforge.net). Die Strukturen wurden von der

RCSB-Daten-Bank (RCSB Protein Data Bank; http//:www.rcsb.org) bezogen.
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3. ERGEBNISSE

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit zwei Ribosomen-assoziierten Membranproteinen bzw.
homologen bakteriellen Bestandteilen gearbeitet. Ziel war es, die Interaktion zwischen
Ribosomen und dem heterotrimeren SecYEG/Sec61-Komplex auf rRNA-Ebene mit Hilfe der
Footprint-Methode ndher zu charakterisieren. Des Weiteren wurde die Rolle des Ribosomen-

assoziierten Membranproteins RAMP4 wéhrend der cotranslationalen Translokation untersucht.

3.1 Untersuchung der Interaktion zwischen dem heterotrimeren

SecYEG/Sec61-Komplex und Ribosomen mit Hilfe von RNA-Footprinting
Der kanalbildende heterotrimere SecYEG/Sec61-Komplex ist Interaktionspartner der Ribosomen
wéhrend der cotranslationalen Translokation (Kalies et al, 1994). Bindungs- und
Kompetitionsanalysen zeigten weiterhin, dass isolierte ribosomale RNA (rRNA) spezifisch an
den Kanal binden kann (Prinz et al., 2000). Aufgrund dieser Tatsache ergab sich die
Fragestellung, ob die Charakterisierung der Proteinbindungsstellen der rRNA wéhrend der
Ribosom-Kanal-Interaktion mit Hilfe der Footprint-Methode moglich ist. Diese Fragestellung
stellt einen zentralen Aspekt der vorliegenden Arbeit dar. Die Footprint-Methode erlaubt eine
direkte Beprobung der 23S rRNA wihrend der Interaktion mit dem proteinleitenden Kanal und
sollte zur Identifizierung von Nukleotiden fiihren, die durch die Bindung mit dem SecYEG-
Komplex vor chemischen Modifizierungen geschiitzt werden. Erste Versuche erfolgten zunéchst
mit isolierter 23S rRNA aus 50S Untereinheiten von Escherichia coli (E. coli). Weiterhin wurden
die Untersuchungen mit 70S Ribosomen (E. coli) durchgefiihrt, so dass ein eventueller Einfluss
ribosomaler Proteine auf das Bindungsverhalten der rRNA analysiert werden konnte. Ferner
wurde mittels Footprint-Assay der Einfluss von Lipiden auf die Interaktion zwischen trimerem
Komplex und Ribosomen untersucht, indem die Inkubation von Ribosomen mit Protein-
komplexen in Abwesenheit von Lipiden sowie in Anwesenheit unterschiedlicher Lipide erfolgte.
Um dies zu erreichen, wurden isolierte 23S rRNA bzw. 70S Ribosomen an den trimeren
Komplex gebunden und sowohl die Bindungsansitze als auch ungebundene 23S rRNA bzw.
70S Ribosomen der Footprint-Analyse unterzogen. Das verwendete Modifizierungsreagenz DMS
(Dimethylsulfat) fithrt zur Methylierung der Basen Adenin, Cytosin und Guanin und erwies sich
im Vergleich zu anderen Modifizierungschemikalien am geeignetsten. Um die Modifizierungen

sichtbar machen zu konnen, wurden die rRNAs anschlielend direkt revers transkribiert, wobei
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modifizierte Basen zum vorzeitigen Abbruch der Transkriptionsreaktion und damit zu verkiirzten
cDNA-Fragmenten fiihrten. Durch den FEinsatz fluoreszenzfarbstoffmarkierter Primer und die
Auftrennung der Proben in hochauflosenden Sequenzgelen nach ihrer GroBe, wurden die
verkiirzten cDNA-Fragmente, und damit die Modifizierungsstellen, durch das Entstehen einer
neuen Bande erkennbar. Im Gegensatz dazu wies eine durch die Inkubation mit dem
heterotrimeren Komplex geschiitzte Base im direkten Vergleich zu ungebundener, modifizierter
rRNA an derselben Position keine neue Bande auf. Eine solche in ihrer Intensitdt abgeschwéchte
Base entspricht dem so genannten Footprint (siche auch Abb. 2.1).

Die ausfiihrliche Beprobung der gebundenen rRNA erforderte groBe Mengen des gereinigten
Komplexes. Infolgedessen wurden die intensiven Untersuchungen im eubakteriellen System durch-

gefiihrt, da die Praparation von SecYEG-Komplexen aus E. coli in groBem Mal3stab moglich war.

3.1.1 Direkte Sequenzierung ribosomaler RNA und Stabilitit der Methode

Die Basis fiir die Durchfiihrung der Footprint-Analysen war die Sequenzierbarkeit der rRNA.
Daher wurde in Vorversuchen zunéchst die direkte Sequenzierung der aus ribosomalen 50S Unter-
einheiten (E. coli) isolierten 23S rRNA nach dem Prinzip des Kettenabbruchverfahrens nach
Sanger (1977) getestet. Die optimale Menge an Template, Primer und Nukleotiden wurde bestimmt
sowie die reverse Transkription durch die Verwendung verschiedener Reverser Transkriptasen
optimiert (Daten nicht gezeigt). Somit ergaben sich fiir die reverse Transkription der isolierten 23S
rRNA die in Abschnitt 2.2.16 angegebenen Mengen und Reaktionszeiten.

Die fiir die Footprint-Analyse verwendeten DNA-Oligonukleotid-Primer wurden komplemen-
tar zu Bereichen innerhalb der ersten drei Sekundérstrukturdoménen gestaltet, da von Behrens
(2003) gezeigt wurde, dass dieser Bereich der 23S rRNA ausreichend fiir eine hochaffine Bindung
an den proteinleitenden Kanal ist. Sie enthalten demnach wahrscheinlich die SecYEG/Sec61-
Bindungsstellen (Behrens, 2003). Ferner kommen evolutionir konservierte Bereiche innerhalb der
Doménen als Bindungsstellen fiir den trimeren Sec-Komplex in Frage (Prinz et al., 2000).
Abbildung 3.1 zeigt die Sekundérstruktur der 23S rRNA von E. coli mit den fiir die Interaktion
postulierten Bereichen (H = Helices, griin unterlegt) und die Lage der Sequenzierprimer (Sp, rosa
unterlegt). Die Lage der Primer wurde so gewdhlt, dass sie bei der reversen Transkription der
23S rRNA in 5'-Richtung die fiir die Interaktion moglichen Interaktionsstellen erfassten. Durch die
Verwendung der angegebenen acht Primer war es zudem mdglich, fast den gesamten Bereich der

drei Sekundérstrukturdominen (Nukleotide (nt) 1 - 1646) zu sequenzieren.
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Abb. 3.1: Darstellung verwendeter Sequenzier- -
primer sowie ribosomaler Helices, die als
essentielle Strukturelemente fiir die Interaktion
zwischen Ribosom und proteinleitendem Kanal
postuliert wurden
Dargestellt ist die Sekundarstruktur der 5°-Halfte
der 23S rRNA von E. coli. In rosa hervorgehoben
sind die komplementéaren Nukleotide der Sequen-
zierprimer (Sp), die fur die Footprint-Analyse
verwendet wurden. Rosa Pfeile markieren ihre Syn-
theserichtung. Griin unterlegt sind die ribosomalen
Helices (H), fir welche eine Rolle bei der Bindung
mit dem proteinleitenden Kanal postuliert wurde.
Die Lage der Primer wurde so gewahlt, dass die
Helices bei der reversen Transkription erfasst
wurden. (Quelle: http.//www.rna.icmb.utexas.edu; E.

coli, J01695)
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GGTTAAGCGA
TTAAGCGA
AAGCGA

101
ATAACCGGCG
ATAACCGGCG
ATAACCGGCG
G

201
CTAAGTACCC

10

CTAAGCGTAC
CTAAGCGTAC
CTAAGCGTAC

110

ATTTCCGAAT
ATTTCCGAAT
ATTTCCGAAT
ATTTCCGAAT

210
CGAGGAAAAG

CTAA —=SE— GAGGAAAAG

CTAAGTACCC
CTAAGTACCC

301

GCGTCTGGAA
GCGTCTGGAA
GCGTCTGGAA

401
AATATGGGGG
AATATGGGGG

501
AAAAAGAACC
AAAANGAACC

601
CAAGGTTAAC

701
GTTGAAGGTT

801

GATAGCTGGT
GATAGCTGGT
GATAGCTGGT

901

CCCGATGCAA
CCCGATGCAA
CCCGATGCAA
CCCGATGCAA

1001
AGGTCCCAAA
AGGTCCCAAA
AGGTCCCAAA
AGGTCCCAAA

1101
TCACTGGTCG
TCACTGGTC
TCACTGGTCG
TCACTGGTCG
TCACTGGTCG

1201
TGTAAGCCTG
TGTAAGCCTG
TGTAAGCCTG
TGTAAGCCTG

1301

AAGACCAAGG
AAGACCAAGG
AAGACCAAGG

1401
GTACTTGGTG
GTACTTGGTN

1501
GAAAATCAAG

CGAGGAAAAG
CGAGGAAAAG

310

AGGCGCGCGA
AGGCGCGCGA
AGGCGCGCGA

410
GACCATCCTC
GACCATCCTC

510
TGAAACCGTG
TGAAACCGTG

610
CGAATAGGGG

710
GGGTAACACT

810

TCTCCCCGAA
TCTCCCCGAA
TCTCCCCGAA

910

ACTGCGAATA
ACTGCGAATA
ACTGCGAATA
ACTGCGAATA

1010
GTCATGGTTA
GTCATGGTTA
GTCATGGTTA
GTCATGGTTA

A

1110
AGTCGGCCTG

20

ACGGTGGATG
ACGGTGGATG
ACGGTGGATG
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GGGGAAACCC
GGGGAAACCC
GGGGAAACCC
GGGGAAACCC

220
AAATCAACCG
AAATCAACCG
AAATCAACCG
AAATCAACCG
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TACAGGGTGA
TACAGGGTGA
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CAAGGCTAAA
CAAGGCTAAA
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TACGTACAAG
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AGCCGAAGGG
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AACTGGAGGA
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AGCTATTTAG
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AGCTATTTAG
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CCGGAGAATG
CCGGAGAATG
CCGGAGAATG
CCGGAGAATG

1020
AGTGGGAAAC

30

CCCTGGCAGT
CCCTGGCAGT
CCCTGGCAGT

130

AGTGTGTTTC
AGTGTGTTTC
AGTGTGTTTC
AGTGTGTTTC

230
AGATTCCCCC
AG
AGATTCCCCC
AGATTCCCCC

330
CAGCCCCGTA
CAGCCC
CAGCCCCGTA

430
TACTCCTGAC
TACTCCTGAC

530
CAGTGGGAGC
CAGTGGGAGC

630
AAACCGAGTC

730
CCGAACCGAC

830

GTAGCGCCTC
GTAGCGCCTC
GTAGCGCCTC

930

TTATCACGGG
TTATCACGGG
TTATCACGGG
TTATCACGGG

1030
GATGTGGGAA

AGT AAC
AGTGGGAAAC
AGTGGGAAAC

GAT
GATGTGGGNN
GATGTGGGNN

AGT AAc

1120
CGCGGAAGAT

GA!

1130
GTAACGGGGC

~-E— GCGGAAGATG TAACGGGGC

AGTCGGCCTG
AGTCGGCCTG
AGTCGGCCTG

1210
CGAAGGTGTG
TGAAGGTGTA
TGAAGGTGTA
TGAAGGTGTA

1310

GTTCCTGTCC
GTTCCTGTCC
GTTCCTGTCC

1410
TTACTGCGAA
NTACTGC

1510
GCTGAGGCGT

CGCGGAAGAT
CGCGGAAGAT
CGCGGAAGAT

1220
CTGTGAGGCA
CTGTGAGGTA
CTGTGAGGTA
CTGTGAGGTA

1320

AACGTTAATC
AACGTTAATC
AACGTTAATC

1420
GGGGGGACGG

GTAACGGNNN
GTAACGGNNN
GTAACGGNNN

1230
TGCTGGAGGT
TGCTGGAGGT
TGCTGGAGGT
TGCTGGAGGT

1330

GGGGCAGGGT
GGGGCAGGGT
GGGGCAGGGT

1430
AGAAGGCTAT

~-fE— GAAGGCTAT

1520
GATGACGAGG

1530
CACTACGGTG

40

CAGAGGCGAT
CAGAGGCGAT
CAGAGGCGAT

140

GACACACTAT
GACACACTAT
GACACACTAT
GACACACTAT

240
AGTAGCGGCG

AGTAGCGGCG
AGTAGCGGCG

340
CACAAAAATG
——c

CACAAAAATG

440
TGACCGATAG
TGACCGATAG

540
ACGCTTAGGC
ATGCTTAGGC

640
TTAACTGGGC

740
TAATGTTGAA

A

840

GTGAATTCAT
GTGAATTCAT
GTGAATTCAT

940

AGACACACGG
AGACNCACGG
AGACNCACGG
AGACNCACGG

1040
GGCCCAGACA
GGCCCAGACA
GGCCCAGACA
GGCCCAGACA
GGCCCAGACA

1140
TAAACCATGC
TA
TAAACCATGC
TAAACCATGC
TAAACCATGC

1240
ATCAGAAGTG
ATCAGAAGTG
ATCAGAAGTG
ATCAGAAGTG

1340

GAGTCGACCC
GAGTCGACCC
GAGTCGACCC

1440
GTTGGCCGGG
GTTGGCCGGG

1540
CTGAAGCAAC

50

GAAGGACGTG
GAAGGACGTG
GAAGGACGTG

150
CATTAACTGA
—~E—cA
CATTAACTGA
CATTAACTGA

250
AGCGAACGGG

AGCGAACGGG
AGCGAACGGG

350

CACATGCTGT
CACATGCTGT
CACATGCTGT

450
TGAACCAGTA
TGAACCAGTA

550
GTGTGACTGC
GTGTG

650
GTTAAGTTGC

750

AAATTAGCGG
AGCGG

AAATTAGCGG

850

CTCCGGGGGT
CTCCGGGGGT
CTCCGGGGGT

950

CGGGTGCTAA
CGGGTGCTAA
CGGGTGCTAA
CGGGTGCTAA

1050
GCCAGGATGT
GCCAGGATGT
GCCAGGATGT
GCCAGGATGT
GCCAGGATGT

1150
ACCGAAGCTG

ACCGAANNTG
ACCGAANNTG
ACCGAANNTG

1250
CGAATGCTGA
CGA —aE— GA
CGAATGCTGA
CGAATGCTGA

1350
CTAAGGCGAG
CTAAGGCGA
CTAAGGCGAG

1450
CGACGGTTGT
CGA

1550
AAATGCCCTG

Die direkte Sequenzierung der 23S rRNA ist moéglich
Die isolierte 23S rRNA aus 50S Untereinheiten von E. coli wurde unter Verwendung der angegebenen Primer
(Sp1a, Sp1b, Sp2, Sp4 - 8) und Reverser Transkriptase direkt sequenziert. Die Lage der Primer (rosa) wurde
dabei so gewahlt, dass sie die fiir die Interaktion zwischen rRNA und proteinleitenden Kanal postulierten Bereiche
(grin markiert) bei der Synthese der cDNA (rosa Pfeile) erfassten. Die jeweils erhaltene Nukleotidsequenz jedes
Primers wurde mit einer 23S rRNA-Sequenz (23S rRNA) aus einer Datenbank abgeglichen, um die Qualitat der
Sequenzierung zu uberprifen. Unspezifische Strangabbriiche der Reversen Transkriptase sind rot dargestellt.
Basen, die nicht mit der Sequenz aus der Datenbank Ubereinstimmen, wurden blau markiert.

60

CTAATCTGCG
CTAATCTGCG
CTAATCTGCG

160

ATCCATAGGT
ATCCATAGGT
ATCCATAGGT
ATCCATAGGT

260
GAGCAGCCCA

GAGGAGCCCA
GAGGAGCCCA

360

GAGCTCGATG
GAGCTCGATG
GAGCTCGATG

460
CCGTGAGGGA
CCGTGAGGGA

560
GTACCTTTTG
G

660
AGGGTATAGA

760

ATGACTTGTG
ATGACTTGTG
ATGACTTGTG

860

AGAGCACTGT
AGAGCACTGT
AGAGCACTGT

960

CGTCCGTCGT
CGTCCGTCGT
CGTCCGTCGT
CGTCCGTCGT

1060
TGGCTTAGAA
TGGCTTAGAA
TGGCTTAGAA
TGGCTTAGAA
TGGCTTAGAA

1160
CGGCAGCGAC

CGGCNNCGAC
CGGNNNCGNC
CGGNNNCGNC

1260
CATAAGTAAC
CATAAGTAAC
CATAAGTAAC
CATAAGTAAC

1360
GCCGAAAGGC
—~—— C

GCCGAAAGGC
1460
CCCGGTTTAA

1560
CTTCCAGGAA

70

ATAAGCGTCG
ATAAGCGTCG
ATAAGCGTCG

170
TAATGAGGCG
TAATGAGGC
TAATGAGGCG
TAATGAGGCG

270
GAGCCTGAAT

GAGCCTGAAT
GAGCCTGAAT

370
AGTAGGGCGG

AGTAGGGCGG

470
AAGGCGARAA
AAGGCGAAAA

570
TATAATGGGT
TATAATGGGT

670
CCCGAAACCC

770

GCTGGGGGTG
GCTGGGGGNG
GCTGGGGNNN

870

TTCGGCAAGG
TTCGGCAAGG
TTCGGCAAGG

970

GAAGAGGGAA
GAAGAGGGNA
GAAGAGGGNA
GAAGAGGGNA

1070
GCAGCCATCA
GCAGCCATCA
GCAGCCATCA
GCAGCCATCA
GCAGCCATCA

1170
GCTTATGCGT

NNNNNTGTGT
NNNNNNNTGT
NNNNNNNTGT

1270
GATAAAGCGG
GATAAAGCGG
GATAAAGCGG
GATAAAGCGG

1370

GTAGTCGATG
GTAGTCGATG
GTAGTCGANG

1470
GCGTGTAGGC

1570
AAGCCTCTAA

80

GTAAGGTGAT
GTAAGGTGAT
GTAAGGTGAT

180
AACCGGGGGA

AACCGGGGGA
AACCGGGGGA

280
CAGTGTGTGT

CAGTGTGTGT
CAGTGTGTGT

380
GACACGTGGT

GNCACGTGGT

480
GAACCCCGGC
GAACCCCGGC

580
CAGCGACTTA
CAGCGACTTA

680
GGTGATCTAG

780

AAAGGCCAAT
AAAGGCCAAT
AAAGGCCAAT

880

GGGTCATCCC
GGGTCATCCC
GGGTCATCCC

980

ACAACCCAGA
ACAACCCAGA
ACAACCCAGA
ACAACCCAGA

1080
TTTAAAGAAA
TTNAAAGAAA
TTTAAAGAAA
TTTAAAGAAA
TTTAAAGAAA

1180

90

ATGAACCGTT
ATGAACCGTT
ATGAACCGTT

190
ACTGAAACAT

ACTGAAACAT
ACTGAAACAT
CAT

290
GTTAGTGGAA

GTTAGTGGAA
GTTAGTGGAA

390
ATCCTGTCTG

ATCCTGTCTG

490
GAGGGGAGTG
GAGGGGAGTG

590
TATTCTGTAG

690
CCATGGGCAG

790

CAAACCGGGA
CAAACCGGGN
CAAACCGGGN

890
GACTTACCAA
GACTTACCAA
GACTTACCAA
CCAA

990

CCGCCAGCTA
CCGCCAGCTA
CCGCCAGCTA
CCGCCAGCTA

1090
GCGTAATAGC
GCGTAATAGC
GCGTAATAGC
GCGTAATAGC
GCGTAATAGC

1190

TGT

TGTTGGGTAG
TGTTGGGTAG
TGTTGGGTAG

1280
GTGAAAAGCC

GTGAAAAGCC
GTGAAAAGCC

1380

GGAAACAGGT
GGAAACAGGT
GGAAACAGGT

1480
TGGTTTTCCA

1580
GCATCAGGTA

GGGAGCGTTC
GGNNNCGTTC
GGNNNCGTTC
GGNNNCTTTC

1290
CGCTCGCCGG

CGCTCGCCGG
CGCTCGCCGG

1390
TAATATTCCT

TAATATTCCT

1490

GGCAAATCCG

1590
ACA. ..
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Es konnten cDNA-Strdange mit einer Lange von bis zu 500 Nukleotiden synthetisiert werden,
die in Abbildung 3.2 im Vergleich zu einer 23S rRNA von E. coli aus einer Datenbank dargestellt
sind. Rot dargestellte Basen kennzeichnen nicht lesbare Bereiche, die zum Abbruch der Reaktion
der Reversen Transkriptase fiihrten. Blau dargestellte Basen zeigen Positionen, die keine
Ubereinstimmung mit der Sequenz der Datenbank aufweisen. Die Sequenzierungen erfolgten mit
Ubereinstimmungen von 93 - 100 %. Lediglich die Stammschleifenstruktur im Bereich 1150 -
1180 fiihrte verstirkt zu unspezifischen Abbriichen der Reversen Transkriptase.

Bevor die Footprint-Analysen durchgefiihrt wurden, wurde vorab die Sensibilitit und
Stabilitdit der Methode getestet. Zunédchst wurde das Modifizierungsverhalten von DMS
gegeniiber unterschiedlichen TRNA Mengen bei konstanten Versuchsbedingungen untersucht.
Dazu wurden 10 pmol, 25 pmol und 50 pmol isolierter 23S rRNA in je 30 pul Endvolumen mit
DMS in einer Endkonzentration von 33.8 mM modifiziert. Dariiber hinaus wurde analysiert, ob
unterschiedliche Temperaturen einen Einfluss auf das Modifizierungspattern haben. Konstante
Mengen isolierter 23S rRNA (50 pmol) wurden in einem Endvolumen von 30 ul parallel bei
8 °C, 23 °C und 37 °C mit DMS (33.8 mM) modifiziert. Die reverse Transkription erfolgte fiir
beide Versuchsansitze mit dem Primer Spla nach den zuvor getesteten Bedingungen fiir die
direkte Sequenzierung der rRNA. Die reverse Transkriptionsreaktion modifizierter rRNA
unterliegt wie die direkte Sequenzierung dem Prinzip des Kettenabbruchverfahrens. Die
Abbriiche der Reversen Transkriptase entstehen hier allerdings durch die chemischen
Modifizierungen der rRNA durch das DMS und nicht durch Zugabe von ddNTP (siehe 2.2.16).

Die Analyse mit dem Primer Spla und die Auftrennung der Proben im Sequenzgel sind
teilweise in Abbildung 3.3 dargestellt. Sowohl unterschiedliche Mengen an eingesetzter rRNA
(Abb. 3.3 A) als auch Modifikationen bei unterschiedlichen Temperaturen (Abb. 3.3 B) fiihrten
qualitativ zu dem gleichen Modifizierungsmuster. Hingegen stieg die Intensitdt einer Bande von
modifizierten Basen an derselben Position leicht an, wenn groflere Mengen an rRNA eingesetzt
wurden (vergleich 3.3 A, Bahn 1-3). Ahnlich verhielt es sich bei der Erhdhung der
Modifizierungstemperatur (Abb. 3.3 B, Bahn 2 - 4). Um Banden, die durch die Modifizierungen
der rRNA produziert wurden von denen unterscheiden zu konnen, die durch spontane Abbriiche
der Reversen Transkriptase entstanden, wurde unmodifizierte rRNA unter gleichen Bedingungen
wie die modifizierte rRNA revers transkribiert und analysiert (Abb. 3.3. A Bahn 4, Abb. 3.3 B
Bahn 1). Griinde fiir spontane, nicht durch Modifizierungen hervorgerufene Abbriiche der

reversen Transkription kdnnen beispielsweise ausgepréigte Sekundarstrukturen der rRNA sein.
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Ein paralleler Auftrag der dideoxy-Sequenzierung der rRNA (Bahnen A, C, G und T) ermdoglichte
durch horizontalen Vergleich der Banden die Bestimmung der Nukleotidposition der modifi-
zierten Basen. Dabei ist zu beachten, dass die modifizierte Base aufgrund ihrer Modifizierung
nicht mehr transkribiert werden konnte und die Reaktion ein Nukleotid in 3’-Richtung vor der
modifizierten Base abbricht. Die im Pattern mittels starken Signals detektierte Base ist

demzufolge die Position vor der Modifizierungsstelle (siche Abb. 3.3, rote Pfeile und Zahlen).

A Isolierte 23S rRNA aus 50S-UE
eingesetzte Menge
10 25 50 50 an rRNA [pmol]
A Cc G T[ * r - DMS
== 8=
= ==
S — ¢ 3 = "
40 _ - 7 — —3 _
e S A S
1 2 3 4
B Isolierte 23S rRNA aus 50S-UE
Temperatur zum
&7 37 23 8 modifizieren [°C]
A C G T - + + + DMS
= = = =
== = — =
20— = = r = @ —
30— ———— = W —— — 28
40— T == =
a— — — —_— —
—_— —— —
1 2 3 4

Abb. 3.3: Keine Veradnderungen im DMS-Modifizierungspattern durch unterschiedliche Modifizierungs-
temperaturen und rRNA-Mengen

(A) Modifizierung unterschiedlicher Mengen 23S rRNA. Unterschiedliche Mengen isolierter 23S rRNA wurden mit je
gleichen Mengen an DMS modifiziert, gereinigt, revers transkribiert (Primer Sp1a) und im Sequenzgel analysiert (Bahn
1 - 3). Um Spontanabbriiche der Reversen Transkriptase von Abbriichen aufgrund von Modifizierungen unterschei-
den zu kdénnen, wurde unbehandelte rRNA unter gleichen Bedingungen wie modifizierte rRNA revers transkribiert
(Bahn 4). Fir die Zuordnung der Positionen der modifizierten Basen erfolgte ein paralleler Auftrag einer dideoxy-Sequen-
zierung der 23S rRNA (Bahnen A, C, G und T). Die Zahlen links neben der Sequenz entsprechen der Nukleotid-
position von E. coli 23S rRNA.

(B) Modifizierung bei unterschiedlichen Temperaturen. Konstante Mengen isolierter 23S rRNA (50 pmol) wurden bei
unterschiedlichen Temperaturen mit jeweils gleichen Mengen DMS maodifiziert, gereinigt und mit dem Primer Sp1a
revers transkribiert (Bahn 2 - 4). Bahn 1 entspricht der Kontrolle zur Bestimmung von Spontanabbriichen, links ist
die Sequenz mit den entsprechenden Nukleotidpositionen angegeben. Jeweils rechts neben den Sequenzgelen ist
die Position fiir die durch den roten Pfeil markierte modifizierte Base angegeben.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die direkte Sequenzierung der rRNA moglich ist und qualitativ
gute Ergebnisse liefert. Fiir die qualitative Auswertung der anschlieenden Footprint-Analysen
dienten meist die Bereiche der ersten 200 - 300 Nukleotide eines Sequenzdurchlaufes. Die
beobachteten Verstirkungen durch Erhdhung der Modifizierungstemperatur oder durch groBere
Mengen an rRNA befanden sich in einem tolerierbaren Bereich, wenn man beriicksichtigt, dass
die diesem Effekt zu Grunde liegenden Variationsbreiten der Parameter deutlich iiber den
Schwankungsbreiten eines typischen Experimentes lagen. Der Einsatz gleicher rRNA-Mengen
fiir die einzelnen Reaktionen war dennoch eine Grundvoraussetzung fiir die Analyse (Bindung,
Modifizierung, Sequenzierung) und wurde photometrisch fiir jeden Schritt bestimmt. Die
Modifizierungsreaktion erfolgte zudem immer mit dem gleichen Thermoblock bei gleicher
Temperatureinstellung. Potentielle systematische Fehler konnten somit ausgeschlossen und daher

eine qualitative Auswertung mit guter Reproduzierbarkeit gewahrleistet werden.

3.1.2 Die Inkubation von isolierter 23S rRNA mit SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen
fithrt zu Footprints und Basenverstirkungen

Ziel der Footprint-Analysen war die Untersuchung, ob eine Bindung von rRNA an SecYEG zum
Schutz einzelner rRNA-Bereiche/-Nukleotide vor Modifizierungen mit DMS fiihrt. Um sterische
Behinderung durch ribosomale Proteine fiir die Modifizierungsreaktion sowie durch ribosomale
Proteine hervorgerufene mogliche Variabilititen ausschlieBen zu kdnnen, wurden erste Versuche
mit isolierter rRNA durchgefiihrt. Isolierte 23S rRNA bindet nachweislich an den SecYEG-
Komplex (Prinz et al., 2000; Behrens, 2003).

Fiir die Experimente wurde gereinigtes SecYEG in Proteoliposomen bestehend aus “E. coli
Total Extrakt’-Lipid (Polar-Extrakt) rekonstituiert. Um alle Bindungsstellen in den
Proteoliposomen durch isolierte 23S rRNA abzusittigen, wurden anschlieend jeweils 300 pmol
SecYEG-enthaltende Proteoliposomen mit 15 pmol isolierter 23S rRNA gebunden und mit DMS
modifiziert. Unter gleichen Bedingungen wurde rRNA ohne die vorherige Inkubation mit
SecYEG analysiert. Die Darstellung moglicher Footprints erfolgte wie zuvor beschrieben mittels
Auftrennung der cDNA-Fragmente in einem Sequenzgel. Die Domédnen I - III der 23S rRNA
wurden mit insgesamt acht Primern analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.4 und
Abbildung 3.5 exemplarisch fiir zwei Primer dargestellt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit
wurden hier sowie in allen folgenden Abbildungen nur relevante Teilbereiche der Sequenzgele

und nicht die kompletten Gele dargestellt.
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Die Abbildung 3.4 zeigt die Analyse zweier unabhéingiger Versuche mit dem Primer Spla.
Fiir die Identifizierung von geschiitzten Basen durch die Anwesenheit des SecYEG-Komplexes
muss das Bandenmuster ungebundener, modifizierter rRNA (Bahn 1 bzw. 4) direkt mit dem von
gebundener, modifizierter rRNA (Bahn 2 bzw. 5) verglichen werden. Im Bandenmuster der
modifizierten rRNA zeigten sich an einer Reihe von Positionen abgeschwichte
Bandenintensitdten, wenn die rRNA vor der Modifizierung mit SecYEG-enthaltenden
Proteoliposomen inkubiert wurde (Vergleich Bahn 1 und 2 bzw. 4 und 5; gelbe Pfeile). Dies zeigt
einen durch die Bindung mit den SecYEG-Proteoliposomen bedingten Schutz vor der
Modifizierung mit DMS an. Die geschiitzten Basen waren nur teilweise in ihrer Intensitit
abgeschwicht. Ein komplettes Verschwinden von Banden konnte nicht beobachtet werden. Das
Auftreten dieser Hintergrundbanden bei den geschiitzten Banden ist vermutlich auf ungebundene
rRNA-Molekiile in dem Reaktionsansatz zuriickzufiihren. Dieser Effekt beeinflusst die
Schlussfolgerung nicht, wenn er offensichtlich und reproduzierbar ist. Kontrollproben mit
unmodifizierter, unbehandelter isolierter 23S rRNA wurden mitgefiihrt, um Spontanabbriiche zu
identifizieren (Abb. 3.4, Bahn 3 bzw. 6). Keiner der beobachteten Effekte fiel mit Spontan-
abbriichen zusammen. Somit resultierten die neu entstandenen Fragmente aus Abbriichen der
Reversen Transkriptase aufgrund der spezifischen Basenmodifizierungen.

Neben einer Abschwichung der Bandenintensitét fiihrte die Bindung von SecYEG an die
rRNA nach der schon beschriebenen Prozedur im Modifikationsmuster auch zu
Basenverstiarkungen (Abb. 3.4, rote Pfeile). Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die
Bindung des Liganden zu einer Konformationsinderung innerhalb der rRNA fiihrt und die Basen
so fur eine Reaktion mit dem DMS zuginglicher werden. Da es sich hier ebenfalls um durch die
Bindung des SecYEG-Komplexes hervorgerufene Verdnderungen handelt, sind diese Effekte fiir
eine Interpretation des Bindungseffektes ebenfalls von grofer Bedeutung.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse aus den zwei unabhédngigen Versuchen zeigten sich trotz
der in 3.1.1 beschriebenen geringen Anfilligkeit der Methode Schwankungen im Pattern (Abb.
3.4, griine Pfeile). Basen, die in analogen Versuchen in ihrer Reaktivitit gegentiber DMS sowohl
als Footprint als auch als Basenverstirkung detektiert wurden, traten hingegen nicht auf.
Faktoren, die eine unterschiedliche Modifizierungseffizienz hervorrufen konnten, sind z.B. eine
ineffiziente Bindung zwischen den Proteoliposomen und der rRNA oder Verunreinigungen durch
verbliebene ribosomale Proteine. Einige Basen konnten oft erst durch Wiederholungen als

Footprints oder Basenverstirkungen identifiziert werden. Alle weiteren Experimente wurden
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daher in mindestens sieben Wiederholungen pro Primer durchgefiihrt, um eine sichere
Identifikation der Modifikationsstellen zu gewihrleisten. Footprints oder Basenverstdrkungen
wurden als solche gewertet und gelten als signifikant, wenn der Effekt in mindestens 50% der

Falle auftrat.
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Abb. 3.4: Reproduzierbarkeit von Footprints und Basenverstirkungen der 23S rRNA, die durch in
Proteoliposomen rekonstituiertes SecYEG verursacht wurden

Die isolierte 23S rRNA aus 50S Untereinheiten (50S-UE) wurde ohne (Bahn 1 und 4) und mit in Proteolipo-
somen rekonstituiertem SecYEG inkubiert (Bahn 2 und 5) und mit DMS behandelt. Nach der reversen Trans-
kription mit dem Primer Sp1a wurden die Proben durch die Auftrennung im Sequenzgel und dem LI-COR-
Sequenzierautomaten analysiert. Die Bahnen 3 und 6 zeigen die Kontrollen fiir Spontanabbriiche der Reversen
Transkriptase, die nicht aufgrund von DMS-Modifizierungen erfolgten. Footprints wurden durch gelbe Pfeile
markiert, Basenverstarkungen durch rote Pfeile. Basen, die in den zwei unabhangig voneinander durch-
gefihrten Versuchen ein unterschiedliches Modifizierungsverhalten aufwiesen, sind durch griine Pfeile
angezeigt. Die Nummerierung der dideoxy-Sequenzierung (Bahnen A, C, G und T) entspricht den Nukleotid-
positionen bezogen auf die Nummerierung der 23S rRNA von E. coli.

Abbildung 3.5 zeigt die Analyse mit dem Primer Sp5, der zu den Nukleotiden 1390 - 1371 der
23S-rRNA komplementér ist und den Bereich der Helix 50 (1314 - 1338) wiéhrend der reversen
Transkription erfasst. Die Basen 1268, 1269, 1301, 1302 und 1304 weisen einen eindeutigen Schutz
vor der Modifizierung mit DMS auf, wenn SecYEG-enthaltende Lipidvesikel vorhanden sind (gelbe
Pfeile). Bei den Basen 1266 und 1274 hingegen handelt es sich um schwicher ausgeprigte
Unterschiede, die in weiteren Versuchen als Footprints bestdtigt werden konnten. Basenverstér-

kungen sind an mehreren Positionen zu detektieren und durch rote Pfeile markiert. Als zusitzliche
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Kontrolle wurde in diesem Experiment auch mit SecYEG-freien Lipidvesikeln inkubierte rRNA
analysiert (Abb. 3.5, Bahn 4). Erstaunlicherweise zeigte sich hier das gleiche Pattern wie mit
SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen. Alle aufgefiihrten Footprints und Basenverstdrkungen
traten sowohl bei der Inkubation mit SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen als auch bei SecYEG-
freien Liposomen auf. Dies ist insbesondere bemerkenswert, weil frilhere Experimente keinen
Einfluss von Lipidvesikeln auf die Bindung zwischen Ribosomen und proteinleitenden Kanélen
zeigten (Behrens, 2003). Allerdings waren sowohl der Schutz als auch die Verstirkungen von
Basen fiir die Modifizierbarkeit bei Verwendung von SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen

héufig stirker ausgeprégt, als bei proteinfreien Lipidvesikeln (Abb. 3.5, blaue Sterne).

Isolierte 23S rRNA
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Abb. 3.5: Footprints und Basenverstarkungen im Bereich der Helix 50 der 23S rRNA

Isolierte 23S rRNA wurde mit (Bahn 3) und ohne (Bahn 2) SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen inkubiert.
Parallel erfolgte die Inkubation mit proteinfreien Lipidvesikeln (Bahn 4) sowie die analoge Inkubation isolierter 23S
rRNA ohne die Zugabe von Protein und DMS (Bahn 1, mock). Bahn 5 dient zur Bestimmung von
Spontanabbriichen der Reversen Transkriptase durch reverse Transkription unbehandelter rRNA. Die Analyse
erfolgte mit dem Primer Sp5 und Auftrennung der Proben im Sequenzgel. Die Bahnen A, C, G und T entsprechen
der dideoxy-Sequenzierung der rRNA. Gelbe Pfeile entsprechen Footprints, rote Pfeile Basenverstarkungen.
Lipidvesikel fuhrten zu abgeschwachten Effekten im Vergleich zu SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen (Stern).
Gleich stark ausgepragte Bandenintensitdten modifizierter Nukleotide dienten als interne Kontrolle der
Modifizierungseffizienz (Raute; siehe Text).

Fiir die zuverldssige Identifikation von Unterschieden in der Reaktivitit gegeniiber DMS

beim Vergleich von reiner rRNA und an Proteoliposomen gebundene rRNA ist eine
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vergleichbare Effizienz sowohl der cDNA-Synthese als auch der Modifizierungsreaktion in allen
Ansidtzen Grundvoraussetzung. Gleiche Bandenintensititen an Positionen modifizierter
Nukleotide, die nicht durch die Bindung des Liganden beeinflusst wurden, dienten als interne
Kontrolle fiir die Modifizierungseffizienz der rRNAs und deuteten auf eine gleichstarke
Modifizierung der verschiedenen Ansédtze hin (Abb. 3.5, blaue Raute). Die Effizienz der reversen
Transkription wurde durch die Intensitit von Spontanabbriichen der Reversen Transkriptase
bestimmt. Vergleichbare Bandenintensititen in allen revers transkribierten rRNA-Proben
deuteten auf eine vergleichbare Anzahl revers transkribierter Templates hin (nicht gezeigt).

Durch die Verwendung der angegebenen Primer konnte ein Grofteil der 5'-Halfte der 23S
rRNA sequenziert und mit Hilfe der Footprint-Methode analysiert werden. Abbildung 3.6 fasst
die Ergebnisse der Experimente mit isolierter 23S rRNA mit acht Primern zusammen. Dargestellt
sind durch SecYEG-Proteoliposomen bzw. proteinfreie Lipidvesikel hervorgerufene
reproduzierbare und im Sinne der hier gemachten Definition signifikante Footprints (gelb
markiert) und Basenverstiarkungen (rot markiert). Bereiche, die nicht erfasst wurden und iiber die
hier keine Aussage getroffen werden kann, sind grau unterlegt. Im Bereich der womdglich an der
Bindung beteiligten Helices 7 (H7) und 24 (H24) wurden verstirkt Basen durch die Bindung mit
SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen und proteinfreien Lipidvesikeln vor Modifizierungen
geschiitzt. Basenverstarkungen treten mit geringerer Haufigkeit auf. Die Helices 50 und 53
zeigten innerhalb der Bereiche oder in den angrenzenden Nukleotiden eine Beeinflussung. Der
Bereich der Helix 19, die ebenfalls als Interaktionsbereich vorgeschlagen wurde (personliche
Mitteilung Prof. Dr. E. Hartmann), wies keine Basenverdnderungen auf. Auffillig war die starke
Beeinflussung der Nukleotide innerhalb der Positionen 1030 - 1110, die durch die Bindung mit
SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen sowie proteinfreien Lipidvesikeln sowohl Footprints als
auch Basenverstirkungen aufwiesen.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass mit Hilfe der Footprint-Analyse sowohl
Footprints als auch Basenverstirkungen innerhalb der 23S rRNA aufgrund der Inkubation mit
SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen bei Behandlung mit einem basenmodifizierenden Agens
hervorgerufen und diese durch cDNA-Synthese und Analyse im Sequenzgel identifiziert werden
konnten. Die beobachteten Verdnderungen konnten erstaunlicherweise auch bei der Inkubation mit
proteinfreien Lipidvesikeln beobachtet werden, so dass im weiteren Verlauf der Arbeit der Aspekt
der Beeinflussung der Bindung durch Lipide untersucht wurde. Die zuvor ohne Bindungsinku-

bation nachgewiesene Stabilitdt der Methode ist wéihrend der Footprint-Analyse leider nicht in

41



Ergebnisse

A
y G.An'n (I:,ILLIJ :CA fA A??.U. 1500
A ;
| / A
GAUUCGGUUG.*G ‘C.“A. AUCCGGAAAAU@%GCUG %eel 6
¢ o S [Aier 20 oo A
1030 - ¢ CBGCCULUUGG UCGE,  UGCGA,
AG- U ‘ Z vea
8 1 R U=A¢ |
G G- G CCCGGU GAGGCAC UA
N é rnnr- oo-1111 c
A‘cg'g - _gGAAGUCﬁSUGG
_6=¢ 1450 =
g;ig _gm s
g=¢ S 6 A
¢! U H53 2P0 g
Yo | S8 b0 1§=¢
5:ft (2RS = y
A®= 825 E: 1400 aAoc
AN AA& =5 a2 )
G A A=U FRTIOCN
G N~V / e | GA OONTE
G A C UUGGUGUUACU GC  AGGGGG \CU
(] ACTEE T L0 T LIC-ERENT- 11 1i-1ie
G As CCGALEE co.-c-A'AACUACA/‘RUGE gepaucucce A
A ! 1350 8:0‘1600 cu AAAC
. A.U G Y S !
GG:AAA." s )
us & eSS UPGsG
SO B E AVBG C GeoBcs
Py \GU 50 UG'\JG 0Bg Cututeuu B
~ G111 G.* G@=CCh,
Coy-p MO W\ (ot GA
G=¢C U A GG c
G-¢ _¢ G H50 A Ll s
A G G G GUBGHAC
1000°A A uUa Uom A ::G T
&-¢ Y ¢=6 A=U
828 .80 G- U~ 1300,C" C A
2§ oS¢ Axe ARA ﬁA GGUAGA
Cemg- d'N 6 Oe G ® il ¢
o é=¢ cuo &= Ug=C G CCAUpA
C g P 1200-8= 3 -§-¢ AL
G2 ~ U=A - L .
fej GGG otk Sp7 -% &-¢ 3" half
C= G A
Y e ¢ 111
A A, G ©
acld et
poeUgET T ccceuc u A°
GCAC G
WGGGC§ A A U G oL
%0 ¢ AL U 17 A
e ¢ 800 5 4 II
N geo %S AUAGCL\J gcia i
§ ~J A ’.%U’GAG By i S 4
&< T O =pP4
P~g PRV &y
A~ A WO g=¢ \
TNy ol H7
AR X g=R AC
AT Oy 50N 4 U+ G600 u ’AU
ARl R esq fA°T Ca ©
G ¢ gy L A an N G _A
[opayel U=A cYesae GGUU €cGp , U=A
~ L8 C=G- A -I-I0 I-rIr A G, GC'zu;SDD g_g
0°¢ L omileUo §CGA, 5GAY AR N "f‘\c A C‘!mo
AS u=A Sl cod .§AACAU~GAA’ /% A= Ak
G U Gy Eeg Ao G G=¢C Gy UzA
GG A ooE Raae— UGQ&G =6 i 78_§
Us C=c N U=A c=
AT §G=Cp 00 | 550~ éJCAC\ —G=C— na - U m
sy L il 4= g
cs U . o 10 ~ = -
§rgc 20 ccAG  UCAAUCAE G C frinic] U AA  GoA ¥
S U CElicarcit oE A@U u S_a yUsg u
as v R A U o Lu Sxc §3¢ AN g
eS¢ UM USRA A G G~ CATC G-&GU\ AN
&= 6 AR U [N AP A C 180 UINSR
900 c“~ g A A G c U 356 I U, 1A
LeTE 504 f! 500 6 @& Uos % A
Ao A Y A u U e .
Ca A ACBGAAAAAG, A G
N H24 &5 "o e
u. s _— Ggceeea @G- C
£=& ACHABRACRE=C s
*ce:g & u Gc ¢
AGG GG@AGU@AGAG A
St S 1] |(|3|.?|||.?||| 250 A AvA
C
GCG gogu AGUCCUi A5C5 ,,CIGGGGG cy
V] Ly GAA
S A oo % o€ e® Cece I
Abb. 3.6: Footprints und Basenverstiarkungen Ccacif A% A £ %/Sp1b Ay, @A
. . . - . 450~ /%aCU A C é Q
isolierter 23S rRNA durch die Inkubation mit O T T .
PR s G.CAA G~ ~os
SecYEG und Lipid innerhalb der Doménen I-llI 2 GCCCGACGAS:CCC H19 s
. . . . A ~
Footprints (©) und Basenverstarkungen (@) der isolierten v o | Usoa- cT¢
. . . - G=C
23S rRNA, die durch die Bindung von SecYEG-ent- w006 . &,AA 00e=g
. . . . . u h G
haltenden Proteoliposomen sowie proteinfreien Lipid- W O°AA o & c
. . . g \ CC Y GG A GAGC CAGUGUGUGUGUBA GUG GA
vesikel hervorgerufen wurden. Die identifizierten Basen GUAg\\\ch Ug i LS T iy
. g . G A C
wurden durch wiederholte Versuche verifiziert. Sie GUGCACA =" i s M A A
liegen unter anderem in Bereichen postulierter Interak- Sp2 g:gU
. ) ) p o
tionsstellen (H7, H24, H50, H53). Im Bereich der Helix R
|

19 (H19) konnten keine Footprints und Basenverstar-
kungen detektiert werden. Grau unterlegt sind die
Bereiche, welche bei der Analyse nicht erfasst wurden.
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gleicher Weise reproduzierbar. Die Schwankungen konnten auf ineffiziente Bindungen zwischen
rRNA und den Proteoliposomen bzw. Lipidvesikeln oder verbleibende ribosomale Proteine zuriick-
zufilhren sein. Footprints und Basenverstirkungen lassen sich aber durch Wiederholungen
zuverldssig identifizieren. Einige der als Bindungsstellen postulierten Bereiche weisen verstirkt
Footprints und Basenverstirkungen auf, was die Wahrscheinlichkeit fiir ihre Beteiligung an der

Interaktion erhoht.

3.1.3 In vitro transkribierte 23S rRNA weist die gleiche Beeinflussung durch SecYEG-
enthaltende Proteoliposomen auf wie isolierte rRNA

Um zu untersuchen, wie sehr die Footprint-Analyse durch nach der Reinigung noch vorhandene
ribosomale Proteine oder in vivo Modifizierungen der rRNA, wie sie nur bei aus Organismen
gereinigter rRNA vorkommen koénnen, beeinflusst werden, wurden die Untersuchungen mit in
vitro transkribierter 23S rRNA wiederholt.

Zur Synthese von in vitro transkribierter 23S rRNA diente der Vektor pXBwt, der ein Teil des
rrmB Operons von E. coli enthilt. Es handelt sich um das Xbal/BamHI Fragment, welches die
Genregion des 3"-Ende der tRNA“"™? sowie die gesamte Region der 23S rRNA und 5S rRNA mit
den jeweils zwischen den einzelnen Genen liegenden Sequenzen ITS2 und ITS3 (interne
transkribierte Spacer) umfasst. Durch die in vitro Transkription des linearisierten Vektors pXBwt
erhilt man ein rRNA-Fragment, in dem die Sequenz der 23S rRNA in vollstindiger Lange
vorhanden ist. Im 5’-Bereich befindet sich zur Stabilisierung der RNA-Struktur eine Teilsequenz
der tRNA“"? sowie die Zwischensequenz ITS2 und am 3’-Ende ein Teil der ITS3 Region. Die
S5SrRNA Sequenz wurde durch die Linearisierung des Plasmides mit den Restriktions-
endonukleasen abgespalten. In frilheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die in vitro
transkribierte TRNA zur Inkorporation in aktive Ribosomen befdhigt und funktionsfihig ist
(Saarma und Remme, 1992; Lewicki et al., 1993). Zudem verhielt sie sich in Kompetitions-
versuchen genauso wie isolierte 23S rRNA, 50S Untereinheiten und 70S Ribosomen. Sie kann
also spezifisch an den SecYEG-Komplex binden (Dissoziationskonstanten (Kp) isolierter
23S rRNA: 10 - 30 nM; Kp in vitro transkribierter rRNA: 23 - 32 nM; Behrens, 2003). Demnach
ist die rRNA in der Lage, auch ohne faltungsunterstiitzende ribosomale Proteine die fiir die
Bindung notwendige funktionsfahige Struktur auszubilden.

Fiir die vergleichende Untersuchung wurden in vitro transkribierte 23S rRNA und isolierte

23S rRNA in An- und Abwesenheit von SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen sowie Lipid-
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vesikeln modifiziert. Das Ergebnis der Analyse mit dem Primer Splb ist in Abbildung 3.7
dargestellt. Die Inkubation mit SecY EG-enthaltenden Proteoliposomen fiihrte bei beiden rRNAs
zu einem vergleichbaren Fragmentmuster (Bahnen 2 und 6). Basen, die bei den rRNA-Typen
unter-schiedlich reagierten, wurden in erster Linie bei isolierter rRNA detektiert. So wurden im
Bereich des Primers Splb insgesamt 28 Footprints und Basenverstirkungen fiir die isolierte und
die in vitro transkribierte rRNA identifiziert. An 11 Positionen waren Unterschiede zwischen den
beiden RNAs detektierbar, wovon 8 bei der isolierten rRNA auftraten (Abb.3.7, dunkelgriine Pfeile
markieren Positionen einer auftretenden Basenverdnderung, hellgriine Pfeile die gleiche Position
innerhalb des anderen rRNA-Typen ohne Effekt). Die beobachteten Schwankungsbreiten der

Intensititen zwischen den beiden rRNA-Typen sind in etwa so grofl wie die Schwankungsbreiten
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Abb. 3.7: In vitro transkribierte 23S rRNA fiihrt zu einem dhnlichen Footprint-Muster wie isolierte 23S rRNA
Isolierte 23S rRNA aus 50S Untereinheiten von E.coli und in vitro transkribierte 23S rRNA wurden mit (Bahnen 2
und 6) und ohne (Bahnen 1 und 5) SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen inkubiert und modifiziert. Als Kontrolle
dienten Lipidvesikel die kein SecYEG enthielten (Bahnen 3 und 7). Ungebundene, unmodifizierte rRNA diente zur
Bestimmung von Spontanabbriichen der Reversen Transkriptase. Abhangig vom verwendeten Template kam es
zu unterschiedlichen Spontanabbriichen (Bahnen 4 und 8, Sterne). Die Nukleotidpositionen der Sequenzen
(Bahnen A, C, G und T) von isolierter 23S rRNA bzw. in vitro transkribierter rRNA entsprechen der Nummerierung
der 23S rRNA der Datenbank (links angegeben). Unterschiede zwischen isolierter und in vitro transkribierter 23S
rRNA sind durch griine Pfeile gekennzeichnet: dunkelgriine Pfeile markieren die Positionen einer auftretenden
Basenveranderung, hellgriine Pfeile die gleiche Position innerhalb der jeweils anderen rRNA ohne Effekt.
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Von Experimenten mit isolierter 23S rRNA. Bei den Bahnen 4 und 8 handelt es sich um die
Kontrollbahnen zur Bestimmung von Spontanabbriichen der reversen Transkription. Sie zeigten
beim direkten Vergleich der beiden rRNA-Typen unterschiedliche Abbriiche der Reversen
Transkriptase (rote Sterne). Die Inkubation von in vitro transkribierter rRNA mit proteinfreien
Lipidvesikeln zeigte ebenso wie bei isolierter 23S rRNA Footprints und Basenverstirkungen, die
sich mit denen von SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen deckten (Abb.3.7, Vergleich Bahnen 2
und 3, bzw. Bahnen 6 und 7).

Somit zeigte die in vitro transkribierte rRNA keine entscheidenden Unterschiede im
Modifizierungspattern zu dem von isolierter 23S rRNA. Die vorherige Anwesenheit ribosomaler
Proteine ist fiir die Interaktion mit dem SecYEG-Komplex und die dadurch bedingten Footprints
und Basenverstirkungen also nicht erforderlich. Ebenso konnen starke Einfliisse durch
Restverunreinigungen mit ribosomalen Proteinen ausgeschlossen werden, da diese bei der in vitro
transkribierten rRNA nicht vorkommen konnen. Die unterschiedlichen Abbriiche der Reversen
Transkriptase sowie Spontanabbriiche, die verstirkt bei der isolierten rRNA auftraten, konnten auf
Restverunreinigungen mit ribosomalen Proteinen oder in vivo Modifizierungen, wie sie nur bei
isolierter rRNA auftreten konnen, zuriickzufiihren sein. Zudem konnte die transkribierte rRNA,
trotz der Fahigkeit mit dem proteinleitenden Kanal zu binden, in bestimmten Bereichen eine
abweichende Faltung von isolierter rRNA aufweisen, was direkten Einfluss auf die Polymerase
haben konnte. Generell lasst sich aber festhalten, dass sich die in vitro transkribierte rRNA in eine
dhnliche Struktur faltet wie isolierte rRNA, da die Nukleotide bei beiden rRNAs dhnlich zugénglich
sind. Die Beobachtung, dass auch proteinfreie Lipidvesikel zu einem Modifikationsmuster flihrten,
das dem durch Proteoliposomen hervorgerufenen dhnelte, bestdtigte sich durch die Verwendung
von in vitro transkribierter rRNA. Dies ist, wie bereits erwéhnt, ein unerwarteter Befund, der durch

weiterfithrende Analysen eingehender untersucht werden sollte.

3.1.4 Footprint-Analysen mit kompletten Ribosomen und unterschiedlichen Lipiden

Die bisher erhaltenen und statistisch verifizierten Daten iiber Interaktionsbereiche der rRNA mit
dem proteinleitenden Kanal sowie den Lipiden basieren auf Experimenten, in denen isolierte 23S
rRNA als Interaktionspartner diente. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob es sich bei
einigen der detektierten Bereiche um artifizielle Interaktionsbereiche handelt, welche durch die
Abwesenheit ribosomaler Proteine hervorgerufen wurden. Ferner warfen die mit proteinfreien

Lipidvesikeln detektierten Footprints und Basenverstirkungen die Frage auf, ob es sich

45



Ergebnisse

tatsdchlich um einen lipidvermittelten Effekt handelte. Durch das Fehlen der ribosomalen
Proteine konnte es zu unnatiirlich verstarkt auftretenden elektrostatischen Wechselwirkungen der
rRNA mit den geladenen Kopfgruppen der Lipide kommen. Infolgedessen wurde die Analyse mit
70S Ribosomen durchgefiihrt. Gleichzeitig sollte untersucht werden, welchen Einfluss die kleine
ribosomale Untereinheit hat, weswegen die Untersuchungen zudem mit 50S Untereinheit getestet
wurde. Die Bindungsfahigkeit von Ribosomen an in Proteoliposomen rekonstituiertem SecYEG

wurde zunichst im Flotationsassay iiberpriift und bestitigt (2.2.14; Daten nicht gezeigt).

3.1.4.1 Ribosomale Proteine bewirken eine andere Zugiinglichkeit der rRNA, verhindern aber
nicht lipidspezifische Effekte

Die ribosomalen Proteine sind in erster Linie der rRNA angelagert (Ban et al., 2000). Sie konnten
daher zu einem ausgeprigten Schutz vor Modifizierungen fiihren. Daher wurde in einem
Vorversuch zunidchst die Modifizierungseffizienz von 50S Untereinheiten und 70S Ribosomen
untersucht. Dafiir wurden 70S Ribosomen, 50S Untereinheiten und ungebundene isolierte 23S
rRNA mit DMS modifiziert und mit dem Primer Spla analysiert.

Wie in Abbildung 3.8 zu sehen, fiihrte die Behandlung mit DMS bei 50S Untereinheiten und
70S Ribosomen insgesamt zu weniger modifizierten Basen als bei isolierter 23S rRNA (Vergleich
Bahnen 1 - 3, blaue Pfeile). Diese definierten Footprints konnten auf die Anwesenheit der riboso-
malen Proteine zuriickzufiihren sein und dienen unter anderem als Bestitigung fiir die Methode.
Neben den beobachteten Footprints kommt es bei den ribosomalen Untereinheiten bzw. 70S Ribo-
somen auch zu Basenverstiarkungen. Das heil3t, dass ribosomale Proteine in bestimmten Bereichen
eine bessere Zuginglichkeit fiir das DMS bewirken (griine Pfeile). Zudem verhalten sich 50S
Untereinheiten und 70S Ribosomen im Wesentlichen gleich (Vergleich Bahnen 2 und 3). Die
auftretenden Schwankungen liegen innerhalb der Schwankungsbreite der Methode. Basen, die nur
in den 50S Untereinheiten reagierten (Base 90; roter Stern), konnten auf eine andere Zugénglichkeit
der Basen aufgrund der fehlenden kleinen ribosomalen Untereinheit der in vivo an den Proteinkanal
bindenden 70S Ribosomen zuriickzufiihren sein. Es zeigten sich auch Bereiche, in denen sich alle
drei rRNA-Proben gleichartig modifizieren lieBen (schwarze Pfeile). Basen, die bei isolierter rRNA
und 50S Untereinheiten gleich reagierten (Base 93; roter Stern), konnten auf Restverunreinigungen
mit ribosomalen Proteinen im Fall der isolierten 23Sr RNA zuriickzufiihren sein. Unbehandelte
rRNA, die unter gleichen Bedingungen wie modifizierte rRNA mit dNTP-Mix revers transkribiert

wurde, diente als Kontrolle fiir Spontanabbriiche der Reversen Transkriptase und zeigte keine
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wesentlichen Unterschiede im Modifizierungsmuster (Bahnen 4 - 6). Die unterschiedlichen Inten-
sitdten liegen auch hier innerhalb der Schwankungsbreite der Methode.

Der direkte Vergleich von ungebundener, modifizierter isolierter rRNA, sowie 50S Unter-
einheiten und 70S Ribosomen lésst also einen deutlichen Unterschied im Modifizierungspattern
erkennen. Im Fall der 50S Untereinheiten und der 70S Ribosomen wurden, wie erwartet, deutlich
weniger Basen als bei freier rRNA modifiziert. Einerseits kdnnten ribosomale Proteine einen
direkten sterischen Schutz bieten. Andererseits konnten sie eine andere Faltung der rRNA
bewirken oder dazu fiihren, dass die rRNA in einer bestimmten Position verharrt, wodurch die

Zuginglichkeit verandert wird.
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Abb. 3.8: Die Modifizierung von isolierter 23S rRNA, 50S Untereinheiten und 70S Ribosomen ergibt ein
unterschiedliches Modifizierungspattern

Isolierte 23S rRNA (isol. rRNA), 50S Untereinheiten (50S-UE) und 70S Ribosomen (70S-R) wurden mit DMS
modifiziert und mit dem Primer Sp1a im Sequenzgel analysiert (Bahnen 1 - 3). Unmodifizierte rRNA wurde
revers transkribiert, um Spontanabbriiche in der Synthese zu detektieren (Bahnen 4 - 6). Basen, die nur bei der
isolierten rRNA modifiziert wurden, sind mit blauen Pfeilen markiert. Basen, die bei 50S Untereinheiten und 70S
Ribosomen modifiziert wurden, sind mit griinen Pfeilen markiert. Bereiche, die bei allen drei rRNA-Proben gleich
gut zuganglich waren fur das DMS, wurden mit schwarzen Pfeilen markiert. Rote Sterne markieren Basen, in
denen sich 50S-UE und 70S-R unterscheiden; teilweise stimmen die Intensitidten mit der isolierten rRNA
Uberein, teilweise handelt es sich um Effekte, die nur bei 50S-UE zu finden sind (siehe Text).
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Im Folgenden wurde das Footprint-Pattern von 50S Untereinheiten und 70S Ribosomen im
Zusammenhang mit SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen und proteinfreien Lipidvesikeln
untersucht. Die Analyse wurde analog zu den Footprint-Analysen mit isolierter rRNA
durchgefiihrt. Da der Primer Splb qualitativ gute Sequenzen lieferte, erfolgte mit ihm die
Analyse der chemischen Modifizierung. Ein Vergleich des Modifizierungsmusters von Unter-
einheiten bzw. Ribosomen mit dem von isolierter rRNA zeigte in beiden Fillen weniger
geschiitzte Basen und Basenverstdrkungen (Abb. 3.9, Vergleich Bahnen 1 und 2 (isolierte
rRNA) mit Bahnen 5 und 6 (50S Untereinheit) sowie Bahnen 9 und 10 (70S Ribosomen)). Des
Weiteren wurden in beiden Féllen im Vergleich zu isolierter rRNA neue Modifikationsstellen
detektiert. Das Modifizierungsmuster der 50S Untereinheiten war hingegen mit dem der
70S Ribosomen weitgehend identisch (Abb. 3.9, Bahnen 5 - 12). Zudem gab es Bereiche, in
denen die Zuginglichkeit von DMS fiir alle drei rRNA-Proben gleich war (Basen 163 - 165).
Interessanterweise zeigten proteinfreie Liposomen auch bei Verwendung von 70S Ribosomen
sowie 50S Untereinheiten keinen Unterschied im Bandenmuster verglichen zu SecYEG-
enthaltenden Proteoliposomen (Bahnen 7 und 11). Demnach handelt es sich bei den durch
proteinfreie Lipidvesikel hervorgerufenen Basenverdnderungen nicht wie zundchst vermutet
um Artefakte, die auf der Abwesenheit der ribosomalen Proteine beruhen. An einigen wenigen
Positionen, wie beispielhaft fiir die Position 256 gezeigt, fiihrten proteinfreie Lipidvesikel zu
deutlich weiniger stark ausgeprigten Verdnderungen im Bandenmuster als SecYEG-
enthaltende Proteoliposomen (Abb. 3.9, tiirkise Sterne). Diese konnten demnach auf einen
Einfluss des Proteinkomplexes zuriickzufiihren sein.

Die Sequenzierung von 70S Ribosomen erfolgte unter gleichen Bedingungen wie fiir
isolierte 23S rRNA und lieferte Sequenzen, die qualitativ den Sequenzen der isolierten rRNA
entsprachen (Abb. 3.9, Bahnen A, C, G und T). Dass ribosomale Proteine der 50S Unter-
einheiten und 70S Ribosomen nicht zu verstirkten Abbriichen der Reversen Transkriptase
fiihrten, ist auf die denaturierenden Versuchsbedingungen wéhrend der reversen Transkription

zuruckfiihren.
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Abb. 3.9: 50S Untereinheiten und 70S Ribosomen weisen in Gegenwart von Bindungspartnern andere
Footprints und Basenverstiarkungen auf als isolierte rRNA

Isolierte rRNA, 50S Untereinheiten und 70S Ribosomen wurden ohne (Bahnen 1, 5 und 9) und mit SecYEG-
enthaltenden Proteoliposomen (Bahn 2, 6, 10), sowie dem entsprechenden Volumen an proteinfreien Lipidvesikeln
(Bahnen 3, 7, 11) inkubiert, modifiziert und im Sequenzgel durch den Primer Sp1b analysiert. Zur Bestimmung
unspezifischer Abbriiche der Reversen Transkriptase wurde jede rRNA-Probe unbehandelt revers transkribiert
(Bahn 4, 8, 12). Als weitere Kontrolle erfolgte die Behandlung von 70S Ribosomen wie fiir die gebundenen,
modifizierten rRNA-Proben unter Ausbleiben der Modifizierung (mock, Bahn 13). Die tirkisen Sterne markieren
eine Position, an der der Effekt durch proteinfreie Lipidvesikel deutlich schwacher ist als bei Proteoliposomen.

13

Die ausfiihrliche Analyse erfolgte mit 70S Ribosomen. Die Ergebnisse samtlicher Primer sind
in Abbildung 3.10 zusammengefasst dargestellt. Die reproduzierbaren Effekte, die durch
SecYEG-Proteoliposomen bzw. proteinfreie Lipidvesikel hervorgerufen wurden und zu
mindestens 50% auftraten, wurden beriicksichtigt. Bereiche die nicht erfasst wurden und iiber die
damit keine Aussage getroffen werden konnte sind grau unterlegt. Die Modifizierung
unterschiedlicher Basen sowie die geringere Anzahl an Effekten wird durch den direkten
Vergleich aller detektierten Footprints und Basenverstirkungen von 70S Ribosomen (rot und
gelb) zu isolierter 23S rRNA (grau) erkennbar. Besonders im Bereich der Basen 1030 - 1100

zeigten sich zwischen isolierter 23S rRNA und 70S Ribosomen deutliche Unterschiede. Die in
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diesem Bereich mit isolierter rRNA héufig auftretenden Basenverstirkungen und Footprints
konnten bei der Inkubation mit 70S Ribosomen nicht beobachtet werden. Helix 19 wies bei
70S Ribosomen nach Inkubation mit SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen und proteinfreien
Lipidvesikeln im Gegensatz zu isolierter 23S rRNA einen Schutz vor Modifizierung auf. Einige
Basen wiesen bei SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen deutlich stirker ausgepragte Footprints
und Basenverstirkungen auf, als bei proteinfreien Lipidvesikeln (Abb. 3.10, tiirkise Pfeile). Die
Schwankungen von Experiment zu Experiment waren zudem meist ausgeprigter. Vereinzelt
konnten Basen in wiederholten Experimenten als Footprint sowie als Basenverstiarkung detektiert
werden (siche Abb. 3.10, Basen 130, 167, 279, 280).

Es zeigte sich, dass ribosomale Proteine zu einer Anderung des Modifizierungsmusters
gegeniiber freier rRNA fiihren, wobei sowohl Footprints als auch Basenverstirkungen zu
beobachten waren. Die urspriingliche Annahme, dass die Entfernung der ribosomalen Proteine
eine bessere Analyse der Bindung von rRNA und kanalbildendem Proteinkomplex zur Folge hat,
kann verworfen werden. Moglicherweise gibt es, anders als bisher angenommen, einen
Unterschied in der Ausbildung der dreidimensionalen Struktur der rRNA und/oder eine andere
Flexibilitdt und Stabilitdt der rRNA, so dass mit isolierter rRNA moglicherweise falsch positive
Footprints detektiert werden. Aufgrund der Tatsache, dass auch mit dem komplexeren System,
den 70S Ribosomen, die Footprint-Analysen erfolgreich durchgefiihrt werden konnten, erfolgten
weiterfilhrende Analysen mit 70S Ribosomen statt mit isolierter rRNA. Dadurch wurden im
Folgenden die in vivo Bedingungsverhiltnisse so gut wie moglich simuliert. Erstaunlicherweise
konnten die durch proteinfreie Lipidvesikel hervorgerufenen Effekte auch in den Untersuchungen
mit 50S Untereinheiten und 70S Ribosomen beobachtet werden, so dass dieser Punkt im
Folgenden einer weitergehenden Analyse bedarf. Unterschiede zwischen SecYEG-enthaltenden

Proteoliposomen und proteinfreien Lipidvesikeln wurden nur an wenigen Positionen beobachtet.
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3.1.4.2 Footprint-Analyse mit lipidfreien SecYEG-Komplexen in Losung

Die mit proteinfreien Lipidvesikeln erhaltenen Footprints und Basenverstirkungen lassen
vermuten, dass die verwendeten Lipide einen Einfluss auf die Interaktion mit der rRNA haben.
Um dies zu untersuchen, wurde die Bindung und Modifizierung von 70S Ribosomen mit Protein-
Komplexen in Losung ohne Lipid analysiert. Ferner sollte untersucht werden, ob Lipide in
Losung, die nicht als Vesikel vorliegen, einen anderen Einfluss auf das Bindungsverhalten haben,
als Lipide, die durch Detergenzentzug Vesikel bilden.

Durch einen Vorversuch konnte gezeigt werden, dass SecYEG-Komplexe in Losung mit
gleicher Effizienz an Ribosomen binden wie in Proteoliposomen rekonstituiertes SecYEG (siche
2.2.15; Daten nicht gezeigt). Anschlieend wurden 70S Ribosomen mit SecYEG-Komplex in
Losung (mit und ohne Lipid [200 pg]) sowie mit Proteoliposomen, Lipidvesikeln oder Lipid in
Losung (je "E. coli Total Extrakt”) inkubiert und modifiziert. Parallel erfolgte als Kontrolle die
Modifizierung von Ribosomen in Anwesenheit von Detergenz. Die Abbildung 3.11 zeigt
Teilbereiche der Analysen mit unterschiedlichen Primern aus jeweils drei unabhingig
voneinander durchgefiihrten Versuchen. Fiir die Interpretation von Footprints und
Basenverstirkungen durch in Losung vorliegende SecYEG-Komplexe, SecYEG-Komplex mit
Lipid in Losung sowie Lipide allein in Losung (Bahnen 6, 7 und 8), musste das Bandenmuster
mit dem von detergenzversetzten, modifizierten Ribosomen verglichen werden (Bahn 3). Die
Interpretation der in Abbildung 3.11 dargestellten Ergebnisse war schwierig, da eine starke
Variabilitit zu beobachten war. So wies beispielsweise die Base 130 durch die Inkubation mit
SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen und SecYEG in Losung in Versuch I einen Schutz vor
der Modifizierung mit DMS auf (Bahn 4). In den Versuchen II und III hingegen war die
Abschwichung der Bande nicht zu erkennen. An anderen Positionen jedoch waren die Effekte
eindeutiger und konnten statistisch belegt werden. So war beispielsweise die Basenverstiarkung
der Base 64 in allen Versuchen mit rekonstituiertem Proteinkomplex am stidrksten ausgeprigt.
Lipidvesikel zeigten leicht geringer ausgeprigte Effekte als Proteoliposomen. SecYEG in
Losung, Lipid in Losung und SecYEG mit Lipid in Losung zeigten tendenziell die gleichen
Effekte, allerdings in deutlich abgeschwiéchter Form. Bei Betrachtung der drei letztgenannten
Modifizierungsansitze war der Effekt bei SecYEG in Losung am schwichsten (Bahn 6) und bei
SecYEG mit Lipid meist am stdrksten ausgeprdgt (Bahn 7). Letzterer erreichte aber nicht die

Auspriagung von SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen.
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Abb. 3.11: Footprints und Basenverstarkungen durch Proteinkomplexe sowie Lipid in Lésung

In Proteoliposomen rekonstituierter SecYEG-Komplex (Bahn 4), SecYEG in Lésung mit (Bahn 7) und ohne Lipid
(Bahn 6) sowie Lipide in Vesikeln (Bahn 5) und in Lésung (Bahn 8) wurden mit 70 S Ribosomen inkubiert und
modifiziert. Exemplarisch sind die Analysen fur drei Bereiche dargestellt. Starke Schwankungen der
Bandenintensitaten konnten in drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Versuchen (I, Il und Ill) beobachtet
werden. Da die Ansatze mit Proteinkomplex oder Lipid in Lésung Detergenz enthielten, musste fir die
Interpretation der Bandenintensitaten die jeweilige Bahn mit der von detergenzversetzten Ribosomen verglichen
werden (Bahn 3). Die Bahn 2 entspricht ungebundenen, modifizierten Ribosomen und diente zur Interpretation
von Basenveranderungen der Bahnen 4 und 5. Als Kontrollen wurden die Bahnen 1 (mock) und 9
(Spontanabbriiche der Reversen Transkriptase) mitgefiihrt.
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Aufgrund der hohen Variabilititen der hier durchgefiihrten Versuche lieBen sich nur wenige
Effekte statistisch belegen. Dennoch war es moglich, Tendenzen innerhalb der Versuche zu
erkennen:

1. An einigen Positionen hat das SecYEG in Losung ohne die Zugabe von Lipid ebenfalls
einen Einfluss auf das Modifizierungspattern. Der Schutz oder die Verstirkung ist aber
deutlich schwécher ausgeprégt als bei rekonstituiertem SecYEG.

2. Auch Lipid in Losung verursacht an einigen Positionen Effekte, welche verstirkt werden,
wenn die Lipide als Vesikel vorliegen.

3. Die Effekte durch das Lipid werden meist verstirkt, wenn der Proteinkomplex ebenfalls in
den Ansitzen enthalten ist. Dies gilt sowohl fiir Lipide die in Vesikel vorliegen als auch fiir
Lipide in Losung.

Es sei darauf hingewiesen, dass die meisten der Effekte durch Liposomen hervorgerufen wurden
und dass der Effekt durch die Anwesenheit des SecYEG in den Vesikeln groBtenteils, wie bereits
unter 3.1.4.1 erwéhnt, nur marginal war. Effekte, die ausschlieBlich durch SecYEG in Losung
hervorgerufen wurden und weder durch rekonstituiertes Protein (Proteoliposomen), Lipidvesikel,
SecYEG mit Lipid in Lésung noch durch Lipid in Losung hervorgerufen wurden, konnten fiir die
Basen 317, 318, 1049, 1069, 1070, 1074 in Form von Footprints und bei Base 1036 als
Basenverstarkung detektiert werden. Statistisch signifikant sind sie aufgrund der hohen
Variabilitdit und der geringen Anzahl an Versuchen nicht. Effekte, die nur durch Lipid
hervorgerufen wurden, konnten nicht detektiert werden. (Tabelle 2 im Anhang zeigt alle in den
drei Versuchen detektierten Footprints und Basenverstarkungen).

In vitro Bindungsstudien von SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen und proteinfreien
Liposomen (2.2.14) mit 70S Ribosomen zeigten, dass nach der Separation im Saccharose-
gradienten nahezu 100% der rRNA an die Proteoliposomen gebunden war. Im Gegensatz dazu
erfolgte die Bindung an proteinfreie Liposomen nur mit einer Effizienz von 50% (Daten nicht
gezeigt). Dies deckt sich insofern mit den erhaltenen Footprint-Analysen, als dass die weniger
stark ausgeprédgten Effekte bei proteinfreien Lipidvesikeln auf vermehrt ungebunden vorliegende
70S Ribosomen zuriickzufiihren sein konnten.

Demnach koénnen die bisher detektierten Footprints und Basenverstirkungen mit
70S Ribosomen und Proteoliposomen nicht allein auf Lipidinteraktionen zuriickgefiihrt werden.
Der Proteinkomplex allein kann mit der rRNA interagieren. Diese proteinabhéngigen, ohne

Lipideinfluss beobachteten Footprints und Basenverstirkungen wurden deutlich verstérkt, wenn
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Lipid anwesend war. Dabei spielte die Art der Prédsentation des Proteinkomplexes eine
entscheidende Rolle: Im Vergleich zu SecYEG mit Lipid in Detergenz-Losung begiinstigte die
Formation zu Vesikeln deutlich das Auftreten des Footprint-Pattern und zeigte die
ausgepragtesten Effekte. Das Lipid alleine hatte ebenfalls einen Einfluss und konnte zum Schutz
vor Modifizierungen oder Basenverstiarkungen fiihren. Die gleichen Tendenzen konnten auch bei
der Verwendung von isolierter rRNA und SecYEG bzw. Lipid in Losung beobachtet werden
(Daten nicht gezeigt).

3.1.4.3 Anionische Lipide sind notwendig fiir das Auftreten des Footprint-Pattern

Der beobachtete Einfluss der Lipide auf das Footprint-Pattern flihrte zu der Fragestellung, ob die
Effekte abhidngig von der Art des verwendeten Lipides sind, da frithere Ergebnisse unter
Verwendung anderer Lipidzusammensetzung zu keinem Hinweis auf Interaktionen zwischen
Lipid und Ribosom fiihrten (Prinz et al., 2000; Behrens, 2003). Daher wurde die anschlieBende
Footprint-Analyse mit verschiedenen Lipiden durchgefiihrt.

Dafiir wurden Lipidvesikel unterschiedlicher Zusammensetzung mit 70S Ribosomen
inkubiert und modifiziert. Lipidvesikel folgender Zusammensetzung wurden verwendet: Phos-
phatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE) (Verhiltnis 80% : 20%), PC/PE/Phos-
phatidylserin  (PS) (Verhiltnis 60% : 20% : 20%;) und PC/PE/PS/Phosphatidylinositol (PI)
(Verhéltnis 60% : 20% : 5% : 15%). Letztere stellen in ihrer Zusammensetzung ungefdhr die
Lipidkomposition einer ER-Membran dar (Kleinig und Sitte, 4. Auflage). Die Zusammensetzung
wurde leicht abgedndert, um die in vitro Bildung von Vesikeln zu erleichtern. Ferner wurden
reine PC-, PE-, PI- und PS-Vesikel hergestellt, um den Einfluss einzelner Lipide zu untersuchen.
Der fiir die bisher durchgefiihrten Footprint-Analysen verwendete "E. coli Total Extrakt” enthélt
die Lipide PE, (67%), Phosphatidylglycerol (PG) (~23%) und Cardiolipin (CL) (~10%). Das
Volumen der Pellets nach der Bildung der Lipidvesikel war in allen Ansédtzen optisch
vergleichbar.

Die Analyse der rRNA in Anwesenheit unterschiedlicher Lipidvesikel ist in Abbildung 3.12
dargestellt. Die Inkubation mit den einfach negativ geladenen Lipiden PI und PS fiihrte zu
Effekten dhnlich denen des "E. coli Total Extrakt” und damit rekonstituiertem SecYEG (Bahnen
3,4, 5, 7und 8). Dabei zeigten PI-Vesikel meist abgeschwichte Effekte gegeniiber PS-Vesikeln.
Die Bahnen 4 und 5 unterscheiden sich in der Menge der eingesetzten Lipidvesikel. Bahn 4

orientiert sich an der Menge an SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen, Bahn 5 entspricht den
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Lipidmengen aus den Bahnen 6 - 10 (200 pg). Der "E. coli Total Extrakt” enthélt mit PG und CL
ebenfalls Lipide mit einer einfachen negativen Nettoladung. Die Lipide PC und PE hingegen sind
Zwitterionen und weisen keine Nettoladung auf. PC/PE-Vesikel fiihrten zu keinen ausgepréigten
Verdnderungen im Modifizierungsmuster (Bahn 6). Wurden Vesikel verwendet, die neben PC
und PE eines der beiden negativ geladenen Lipide PS oder PI enthielten, fiihrte dies zu einer
abgeschwichten Form des Footprint oder der Basenverstirkung, wie er bei rekonstituiertem
SecYEG oder 'E. coli Total Extrakt” beobachtet wurde (Bahnen 9 und 10). Vesikel, die beide
negativ geladene Lipide enthielten, verstirkten meist den Effekt, erreichten aber selten die
Ausprigung von rekonstituiertem SecYEG oder "E.coli Total Extrakt’-Vesikeln (PC/PE/PS/PI-
Vesikel, Bahn 10, siche Base 453). Ribosomen, die mit PC/PE-Vesikeln inkubiert wurden,
verhielten sich wie ungebundene Ribosomen und riefen demnach keinen Effekt im

Modifizierungsverhalten hervor (Vergleich Bahn 2 mit Bahn 6).
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- - - - - + - - + + - | PC el
wen-
R 5 = = - + - - + + - | PE detes
- - - - - - + - + + - | PS Lipid
- - - - - - - + - + - | PI
ACGT - + + + + + + + + + - | DMS
—_— : = = = ——
35— b~ ‘ : = . = $ =4
- - s = i .ss -
__”—
50— B I B =
—— e — —— -— =
= -— = — — o s
*— — e — ——— - = 3
- i = -
130— - -
v - - - . .
- - 2 — .
o i A o : ! = E =
340— - Ssaa o.asaas
455— :J~ - - - . - 8 - -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Abb. 3.12: Anionische Lipide beeinflussen das Footprint-Pattern

70S Ribosomen wurden ohne Interaktionspartner (Bahn 2) und mit Lipidvesikeln unterschiedlicher Komposition
(Bahnen 4 - 10) inkubiert, modifiziert und im Sequenzgel analysiert. Lipide mit negativen Ladungen, einzeln
(Bahnen 7 und 8) oder im Mix mit anderen Lipiden (Bahnen 9 und 10), waren ausschlaggebend fiir das typische
Footprint-Pattern. " E.coli Total Extrakt” (Bahnen 4 und 5), welches flr die Rekonstitution des SecYEG-Komplexes
genutzt wurde (Bahn 3), wurde in zwei verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. Fiir den Ansatz der Bahn 4
wurde Lipid entsprechend der Proteoliposomen-Menge eingesetzt, Bahn 5 entspricht mit 200 ug der eingesetzten
Menge an Lipiden in den Bahnen 6 - 10. Bahnen 1 und 11 wurden zur Bestimmung von Spontanabbriichen der
Reversen Transkriptase und als Negativkontrolle mitgefihrt.
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Die Ergebnisse legen nahe, dass fiir das Auftreten des bisher beobachteten typischen
lipidabhéngigen Footprint-Patterns das Vorhandensein von anionischen Lipiden wichtig ist.
PC/PE-Vesikel, die aus Lipiden mit einer Nettoladung von null bestehen, haben keinen Einfluss
auf dass Footprint-Pattern. Footprint-Analysen, die mit isolierter 23S rRNA und Lipidvesikeln
unterschiedlicher Zusammensetzung durchgefiihrt wurden, zeigten die gleiche Abhingigkeit

gegeniiber anionischen Lipiden wie bei 70S Ribosomen beobachtet (Daten nicht gezeigt).

3.1.4.4 In PC/PE-Vesikel rekonstituiertes SecYEG verhdlt sich anders als mit "E.coli Total
Extrakt’ rekonstituiertes SecYEG

Die Beobachtung, dass PC/PE-Lipidvesikel keinen Einfluss auf das Footprint-Pattern hatten, fiihrte
zu der Uberlegung den Lipideinfluss auf das Modifizierungspattern durch Rekonstitution in PC/PE-
Vesikel zu minimieren. Wenn Unterschiede im Bandenmuster zwischen SecYEG-enthaltenden
PC/PE-Vesikeln und proteinfreien PC/PE-Vesikeln detektierbar wiéren, konnten diese auf das
Protein zuriickgefiihrt werden. Die Bindungsfahigkeit der Ribosomen an SecYEG-enthaltenden
PC/PE-Vesikeln wurde im Ribosomen-Bindungsassay nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Um die Modifizierungsmuster von rekonstituiertem SecYEG in PC/PE-Vesikeln mit "E. coli
Total Extrakt’-Proteoliposomen zu vergleichen, wurden 70S Ribosomen mit den entsprechenden
SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen sowie proteinfreien Lipidvesikel inkubiert und
analysiert. Die Abbildung 3.13 zeigt das spezifische Footprint-Pattern bei 70S Ribosomen, die
mit "E. coli Total Extrakt” enthaltenden Proteoliposomen inkubiert wurden (Bahn 3 und 4). Die
Verwendung von PC/PE-Lipid-Mix fiihrte zu deutlich weniger Footprints und
Basenverstarkungen. Lediglich an den Nukleotidpositionen 1271, 1329 und 1335 konnten
Basenverstiarkungen detektiert werden, die sowohl mit Proteoliposomen als auch mit
proteinfreien PC/PE-Vesikeln auftraten. An den gleichen Position fiihrten auch Vesikel aus
‘E.coli Total Extrakt” zu Effekten (Abb. 3.13, Sterne). Fiir die hier detektierte Base 1271 konnte
in den Versuchen mit Bindungspartnern in Losung (3.1.4.2) eine Beeinflussung durch SecYEG
und/oder Lipiden in Lésung beobachtet werden.

Mit dem Einsatz der kiinstlichen, nicht der E. coli Membran entsprechenden Lipide, kann kein
deutlicher Schutz der rRNA durch SecYEG wihrend der Footprint-Analyse nachgewiesen werden.
Die PC/PE-Proteoliposomen sowie -Lipidvesikel fiihrten zu deutlich reduzierten Basenverdanderun-
gen. Es zeigten sich nur dann Effekte mit Proteoliposomen, wo auch mit reinen Lipidvesikeln

Verdnderungen hervorgerufen wurden. Somit konnten keine lipidunabhidngigen Basenverin-
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derungen beobachtet werden. Da in 3.1.4.2 gezeigt wurde, dass SecYEG durchaus Footprints und
Basenverstiarkungen hervorrufen kann, kann mit den hier gemachten Beobachtungen keine weitere
Aussage getroffen werden. Scheinbar ist die Zugénglichkeit fiir das DMS durch PC und PE, beides
Lipide die keine Nettoladung aufweisen, entscheidend herabgesetzt. Dies unterstiitzt die zuvor

gemachte Beobachtung, dass anionische Lipide das Auftreten der Basenverdnderungen beglinstigen.
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E. coli PC/PE-
Total Mix
Extrakt (4+1)
mock - + - + - = SecYEG
N - + + - Lipidvesikel
A C G T = + + + + + - DMS
A - - == — — —
_ = = = =
50 e = B * = = =
o b i T a g :'—_-.’;
—— .
80— - = -
e — —— et -— -
- | E=— —~— P -
—— — —— < e— - < = ﬂ
—— * — — ﬂ
— | — —— p— .
DG —— w— — — — C— : ﬁt:
| —
1270— - -_ * -
— — _ -
p— m— - s ——
—— —— S
1335— g‘ — - — —
- L — e
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 3.13: In PC/PE-Lipid-Vesikel rekonstituierter SecYEG-Komplex zeigt ein anderes Footprint-Verhalten
70S Ribosomen wurden mit SecYEG-Komplex, welcher in "E. coli Total Extrakt” (Bahn 3) und PC/PE-Lipid-Mix
(Bahn 5) rekonstituiert wurde, inkubiert, modifiziert und analysiert. Entsprechend wurden proteinfreie Lipidvesikel
mit Ribosomen inkubiert und analysiert (Bahn 4 bzw. 6). Als Negativkontrolle erfolgte die analoge Behandlung
von 70S Ribosomen in Abwesenheit von Proteoliposomen, Lipidvesikeln und DMS (Bahn 1, mock). Zur
Identifikation von Footprints und Basenverstarkungen wurden 70S Ribosomen in Abwesenheit von
Proteoliposomen oder Lipidvesikeln modifiziert (Bahn 2). Bahn 7 dient zur Bestimmung der Spontanabbriiche. Die
Analyse der revers transkribierten rRNA-Proben erfolgte im Sequenzgel. Veranderungen im Modifizierungspattern
durch die Anwesenheit von Proteoliposomen oder Lipidvesikeln sind durch Sterne angezeigt; rote Sterne
markieren Basenverstarkungen, gelbe Footprints.
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3.1.5 Fiihrt der Austausch der Interaktionspartner auf rRNA- und Protein-Ebene zu
gleichen Lipideffekten?

In den durchgefiihrten Analysen konnte ein Einfluss von Lipiden auf das Footprint-Pattern
beobachtet werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Lipide einen Einfluss auf die
Interaktion mit dem proteinleitenden Kanal haben. Um zu untersuchen, ob die Situation bei
eukaryontischen Komponenten eine andere ist, so dass die Lipideffekte keine Rolle mehr spielen,
wurden die Interaktionspartner variiert. Dafiir wurde zum einem die Modifizierungseffizienz von
80S Ribosomen und zum anderen der Einfluss des eukaryontischen heterotrimeren Sec61-

Komplex analysiert.

3.1.5.1 Auch die 28S rRNA aus 80S Ribosomen wird durch die Inkubation mit proteinfreien
Lipidvesikeln vor Modifizierungen geschiitgt

Es wurde untersucht, ob die 28S rRNA der 80S Ribosomen durch Lipide genauso beeinflusst
wird wie die 23S rRNA der 70S Ribosomen. Zu diesem Zweck wurden 80S Ribosomen durch
Puromycin-Hochsalz (PK)-Behandlung von rauen Hundemembranen (hRM) abgewaschen und
mit SecYEG enthaltenen Proteoliposomen und proteinfreien Lipidvesikeln analog zu den
Footprint-Analysen mit 70S Ribosomen analysiert.

Da die 5.8S rRNA und 28S rRNA der groBlen ribosomalen Untereinheit von 80S Ribosomen
in ihrer Sekundérstruktur dhnliche Stammschleifenstrukturen ausbilden wie die 23S rRNA von
70S Ribosomen, wurde analog zur 23S rRNA die 5’-Hilfte der 28S rRNA untersucht. Aufgrund
dessen wurden fiinf Primer komplementir zu Bereichen der 28S rRNA von M. musculus
entworfen und zunéchst die Sequenzierung der 28S rRNA getestet. Eine Sekundérstruktur fiir die
28S rRNA von C. lupus familiaris war nicht verfiigbar. Es zeigte sich, dass die Sequenzierung
der 80S Ribosomen nicht mit gleicher Qualitit erfolgte wie die der 70S Ribosomen. Die
Abbildung 3.14 zeigt exemplarisch Teile der Sequenz sowie der Footprint-Analysen fiir die
Primer PM-Mus 3b und PM-Mus TP2. Viele unspezifische Strangabbriiche erschwerten die
Auswertung und machten diese fiir viele Bereiche unmoglich. Dennoch konnte fiir einige Basen
ein durch die Inkubation mit SecYEG bedingter Schutz vor Modifizierungen oder
Basenverstiarkungen identifiziert werden (Abb. 3.14, gelbe und rote Pfeile). Es wird deutlich, dass
alle detektierten Effekte, die durch SecYEG-enthaltende Proteoliposomen hervorgerufen wurden,

auch mit proteinfreien Lipidvesikeln auftraten.
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Abb. 3.14: Auch 80S Ribosomen erfahren durch proteinfreie Lipidvesikel einen Schutz vor Modifizierungen
bzw. Basenverstiarkungen

80S Ribosomen wurden mit in Proteoliposomen rekonstituiertem SecYEG-Komplex (Bahn 2) und proteinfreien
Lipidvesikeln (Bahn 3) inkubiert und modifiziert und zur Identifikation von Effekten mit ungebundenen, modifizierten
80S Ribosomen verglichen (Bahn 1). Die Bahn 4 diente zur Bestimmung von Spontanabbriichen der Reversen
Transkriptase. Die Analyse erfolgte mit Primern, die komplementar zu Bereichen der 28S rRNA von M. musculus
waren. Die angegebenen Nukleotidpositionen links neben der Sequenz (Bahnen A, C, G und T), entsprechen der
Nummerierung der 28S rRNA von M. musculus aus einer Datenbank. Im Bereich der Nukleotide 270 war eine
exakte Zuordnung aufgrund verstarkt auftretender Abbriche innerhalb der Sequenzen nicht mdglich.
Basenverstarkungen sind rot, geschitzte Basen gelb markiert.

In Abbildung 3.15 sind die statistisch belegbaren Ergebnisse aller Experimente dargestellt.
Sie zeigt die 2D-Struktur der 28S rRNA von M. musculus und die mit den unterschiedlichen
Primern in 80S Ribosomen von C. lupus familiaris detektierten und zuordnungsbaren Footprints
und Basenverstiarkungen. Neben der Beobachtung, dass auch 80S Ribosomen einen Lipideffekt
erkennen lassen, zeigte sich, dass die detektierten Basen im Vergleich mit der Sequenz der 23S
rRNA von E. coli an dhnlichen Positionen auftraten. So befindet sich die geschiitzte Base 205
strukturell betrachtet innerhalb der zu E. coli homologen Helix 19, die Basenverstiarkungen 185,
186, 216 und 217 sowie die Footprints an den Positionen Position 192 und 227 in den
angrenzenden Bereichen. Die Basenverstiarkung 373 liegt in unmittelbarer Ndhe zu der in E. coli

homologen Helix 24 und deckt sich mit der in 70S Ribosomen hervorgerufenen Basenverstér-
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Abb. 3.15: Die 28S rRNA eukaryontischer Ribosomen weist durch die Inkubation mit SecYEG-Komplex
analoge Footprints und Basenverstarkungen wie die 23S rRNA auf

Durch die Inkubation von 80S Ribosomen (C. lupus familiaris) mit rekonstituiertem SecYEG-Komplex
hervorgerufene Footprints (gelb) und Basenverstarkungen (rot). Dargestellt ist die 28S rRNA und 5.8S rRNA von
M. musculus. Die Positionen entsprechen der Nummerierung der 28S rRNA von M. musculus. Mehrere Basen
sind identisch zu Positionen innerhalb der 23S rRNA von E. coli (siehe Text). Grau unterlegt sind die Bereiche,
welche bei der Analyse nicht erfasst wurden. (Quelle: http.//www.rna.icmb.utexas.edu; M. musculus, X00686)
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kung 470 (siche Abb. 3.6). Die Helix 24 der 80S Ribosomen konnte leider nicht erfolgreich
beprobt werden. Die Bereiche der Basen 272, 295/96, 351, 1569 und 1761 liegen nicht innerhalb
der fiir die Interaktion vorgeschlagenen Helices, aber fiir diese Basen wurden fast nukleotidgenau
innerhalb der 23S rRNA entsprechende Effekte detektiert (Vergleich Abb. 3.10, Base 362, 391,
477, 896 und 1046). Fiir die Basenveranderungen 140, 148, 285/286, 304, 309 und 323 konnten
weder analoge Basen innerhalb der 23S rRNA bestimmt werden noch befinden sie sich im
Bereich von vorgeschlagenen Helices.

Fiir einige Footprints und Basenverstirkungen war die Zuordnung aufgrund schlechter
Sequenzqualitidten nicht moglich. Besonders in Untersuchungen mit dem Primer PM-Mus6
konnte durch verstirkt auftretende Strangabbriiche dieser Bereich nicht analysiert werden. Der
Primer PM-Musla hingegen lieferte qualitativ sehr gute Sequenzen der 5.8S rRNA. Die 5.8S
rRNA ist homolog zu dem 5’-Ende der bakteriellen 23S rRNA, wahrend die 28S rRNA homolog
zu dem Rest der 23S rRNA ist (Nazar, 1980). Somit ist die 5.8S rRNA unter anderem zu den
Helices 7 - 10 von E. coli homolog, in denen zuvor durch die Inkubation mit Protein deutlich
Footprints und Basenverstirkungen detektiert werden konnten (siche Abb. 3.10). Innerhalb der
5.8S rRNA konnten allerdings nur sehr wenige Modifizierungen beobachtet werden. Durch die
Inkubation mit SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen wurden unter den hier verwendeten
Bedingungen weder Basen geschiitzt noch kam es zu SecYEG-bedingten Basenverstirkungen
(Daten nicht gezeigt). Die Vermutung, dass auch bei den 80S Ribosomen in diesem Bereich
Basen durch die Bindung des SecYEG-Komplexes vor Modifizierungen geschiitzt bzw. starker
préasentiert werden, konnte nicht bestétigt werden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass auch bei 80S Ribosomen in Gegenwart von
proteinfreien Lipidvesikeln ein Modifizierungspattern zu beobachten ist. Somit ist der Effekt

nicht spezifisch fiir 70S Ribosomen.

3.1.5.2 In 'E. coli Total Extrakt’ rekonstituierte heterotrimere Sec6l-Komplexe fiihrten zu
gleichen Modifikationsmustern wie Sec YEG-Komplexe

Der heterotrimere bakterielle SecYEG-Komplex und der eukaryontische Sec61-Komplex sind
insbesondere im cytoplasmatischen Bereich homolog, wodurch die Bindung der heterologen
Interaktionspartner moglich war (Prinz et al., 2000). Um 70S Ribosomen mit dem eukaryontischen
heterotrimeren Sec61-Komplex im Footprint-Assay zu analysieren, wurde der heterotrimere

Proteinkomplex aus Membranen von Hundepankreas aufgereinigt und anschlieBend in
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Proteoliposomen (‘E. coli Total Extrakt’) rekonstituiert. Bindungsstellen, die normalerweise mit
Lipiden interagieren, konnten durch den groferen heterotrimeren Sec61-Komplex besetzt werden.
Die Ribosomenbindungsfahigkeit des gereinigten heterotrimeren Sec61-Komplexes wurde zuvor
im Ribosomenbindungsassay tiberpriift (siche 2.2.15, Daten nicht gezeigt).

Um zu iiberpriifen, ob der Einfluss des heterotrimeren Sec61-Komplex bei 70S Ribosomen
dem von SecYEG-Komplexen entspricht, wurden 300 pmol rekonstituierter heterotrimerer
Sec61-Komplex (E. coli Total Extrakt”) und 15 pmol Ribosomen inkubiert. Um 300 pmol
rekonstituierte Sec61-Komplexe einsetzen zu konnen, musste das Volumen der Bindungsreaktion
auf 60 pul hochgesetzt werden. Fiir die Modifizierungsreaktion wurden alle Volumina
entsprechend verdoppelt, die Sequenzreaktion und Analyse erfolgte nach Protokoll.

Das Footprint-Pattern des heterologen Bindungspartners Sec61 ist vergleichbar mit dem
durch SecYEG hervorgerufenen Pattern. Unterschiede durch die verschiedenen rekonstituierten
Komplexe waren nur an der Nukleotidposition 1195 zu beobachten. Die Base 1195 zeigte in
Anwesenheit des rekonstituierten SecYEG-Komplexes eine bessere Zugénglichkeit gegeniiber
dem DMS. Diese Basenverstirkung war weder mit Sec61-enthaltenden Proteoliposomen zu
beobachten noch mit proteinfreien Lipidvesikeln (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der Austausch der Interaktionspartner
sowohl auf ribosomaler Ebene als auch auf Proteinebene keine Verdnderungen bei den durch die
proteinfreien Lipidvesikel hervorgerufenen Effekten zeigte. Eine Maskierung des groferen

Sec61-Komplexes konnte nicht beobachtet werden.
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3.2 Untersuchungen des Ribosomen-assoziierten Membranproteins RAMP4

wihrend der cotranslationalen Translokation

Wie der Sec61-Komplex ist auch RAMP4 Ribosomen assoziiert. Es wurde bei der Reinigung von
heterotrimeren Sec61-Komplexen aus Hundemembranen co-aufgereinigt und ist nur fiir
Eukaryonten beschrieben. Die Rolle von RAMP4 wihrend der Translokation von Proteinen {iber
die ER-Membran ist, im Gegensatz zu der des heterotrimeren Sec61/SecYEG-Komplexes,

weitgehend unbekannt.

3.2.1 Die Translokation ist in Abwesenheit von RAMP4 nicht beeintrichtigt

Um die Funktion von RAMP4 beim Proteintransport durch die ER-Membran zu untersuchen,
wurde im in vitro Translations/Translokations-Assay die Translokationseffizienz von
ER-Membranen aus homozygoten RAMP4-Knock-out-Méausen untersucht. Das Knock-out-
Modell bietet den Vorteil, neben dem direkten Effekt von RAMP4 auf die Translokation auch
mogliche physiologische Auswirkungen auf den Gesamtorganismus wie beispielsweise die
Membranbiogenese zu untersuchen. RAMP4 Knock-out-Miuse (RAMP4 -/-), in denen das
RAMP4-Gen durch homologe Rekombination homozygot ausgeschaltet wurde, sind bis auf ein
leicht reduziertes Korpergewicht prénatal phénotypisch unauffillig. Im Laufe der postnatalen
Entwicklung kommt es aber zu Wachstumshemmungen und einer erhdhten Sterblichkeit (Hori
et al., 2006). Die Konzentration an Wachstumshormon (growth hormone, GH) im Blut zeigte bei
RAMP4 -/- Méusen nach der Stimulierung mit Insulin eine deutliche Reduktion gegeniiber der
von Wildtyp-Mausen. Daher wurde postuliert, dass das RAMP4 eine Rolle bei der Bereitstellung
von Polypeptidhormonen spielen kdnnte (Hori ef al., 2006).

Um dies zu untersuchen, wurde im Rahmen dieser Arbeit die mRNA des Wachstumshormons
der Ratte (rat growth hormone-mRNA, rGH-mRNA) in Anwesenheit von hochsalzbehandelten
Pankreasmembranen (mK-RM) von RAMP4 -/-Méusen und RAMP4-Wildtyp-Mausen (RAMP4
+/+) translatiert. Die Translation erfolgte im Kaninchen-Retikulozyten-Lysat, in Anwesenheit der
radioaktiv markierten Aminosdure Methionin. Das Vorhandensein von Membranen fiihrt zur
Translokation des Pro-Proteins (Pro-rGH), und es kommt infolgedessen zur Reifung des
sekretorischen Proteins durch die Abspaltung der Signalsequenz. Der Gehalt an transloziertem
Protein wurde durch SDS-PAGE und Autoradiographie bestimmt.

Nach 30 miniitiger Translation war der Gehalt an transloziertem Protein in Anwesenheit von

RAMP4 -/- bzw. RAMP4 +/+ mK-RM vergleichbar. Der Gehalt an Pro-Protein (Pro-rGH)
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hingegen war bei RAMP4 -/- mK-RM reduziert (Daten nicht gezeigt). Da beobachtet werden
konnte, dass neben einer verminderten rGH-Sekretion der rGH-Gehalt im Blut nach Insulingabe
bei RAMP4 -/- Méiusen zeitverzogert einsetzte (Hori et al., 2006), wurde die Kinetik der
Synthesegeschwindigkeit sowie der Translokation von rGH bestimmt. Dafiir wurden aus einem
Mehrfachansatz zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Synthesebeginn Aliquots entnommen, die

Reaktion abgestoppt und durch SDS-PAGE und Autoradiogramm analysiert.

A hRM RAMP4 +/+ mK-RM RAMP4 -/- mK-RM Membranen
Translation
20 3 4 45 5556 65 7758 853 4455556657 758 85 [min]

<= Pro-rGH
<= GH

24 25 28 25 26 24 22 21 20 23 19 20 18 22 25 Transport [%]

hRM RAMP4 +/+ mK-RM RAMP4 -/- mK-RM Membranen
Translation
20 9 95 10105 11 11,5 12 15 20 9 95 10105 11 11,5 12 15 20 [min]
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Abb. 3.16: RAMP4 hat keinen Einfluss auf die Translokation von rGH

(A) rGH-mRNA wurde in Anwesenheit von hochsalzbehandelten Mauspankreasmembranen (mK-RM) von
RAMP4 +/+ und RAMP4 -/- Mausen (sowie rauen Hundemembranen (hRM) als Kontrolle) im Kaninchen-
Retikulozyten-System translatiert. Aus einem Mehrfachansatz wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (3 - 20
Minuten) Aliquots entnommen und denaturiert. Die Analyse der radioaktiv markierten Produkte erfolgte durch SDS-
PAGE und Autoradiographie. Der prozentuale Anteil an transloziertem rGH (Transport [%]) berechnete sich aus
dem Gehalt an Radioaktivitat des translozierten rGH (rGH) geteilt durch die Gesamtradioaktivitat (rGH + ProrGH)
mal 100. Es wurde jeweils die bahnenspezifische Hintergrundschwarzung (Background, Bkg) abgezogen.

(B) Die Gesamtproteinmenge jeder Bahn wurde nach Abzug der bahnenspezifischen Hintergrundschwarzung (Bkg)
durch Addition der Radioaktivitat beider Produkte ermittelt [(ProrGH - Bkg) + (rGH - Bkg)].
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Die Abbildung 3.16 zeigt, dass die Biosynthese von rGH bei Membranen von Wildtyp- und
Knock-out-Méusen deutlich jeweils ab der fiinften Minute einsetzt. Das Maximum der
Pro-rGH-Synthese war bei RAMP4 -/- mK-RM nach ca. 12-15 Minuten erreicht, bei
RAMP4 +/+ mK-RM nach ca. 15 Minuten. Die Transporteffizienz des Pro-Proteins zeigt bei
beiden Membran-Typen keinen deutlichen Unterschied, die hochste Transporteftizienz wird bei
den RAMP4 +/+ Membranen allerdings friiher erreicht, als bei RAMP4 -/- Membranen (nach
7 min bei RAMP4 +/+ bzw. nach 8 min 30 s bei RAMP4 -/- Membranen). Ein signifikanter
Unterschied war hingegen beim Gehalt an Pro-Protein sowie transportiertem Protein in
Anwesenheit von RAMP4 -/- Membranen zu beobachten, er war bei RAMP4 -/- mK-RM
eindeutig reduziert (Abb. 3.16 B). Zur Uberpriifung der Translations- und Translokationseffizienz
von rtGH-mRNA wurde rGH in Anwesenheit von rauen Hundemembranen (hRM) synthetisiert.
Die Synthese fand unter denselben Bedingungen statt und wurde nach 20 min beendet
(Abb. 3.16, erste Bahn von links). Die Translation in Anwesenheit von hRM diente zur
Kontrolle, um spezifische Effekte durch die mK-RM ausschlieBen zu konnen. Es zeigte sich, dass
hRM generell eine weniger stark ausgepragte Hemmung der Translation aufwiesen als mK-RM
(Abb. 3.16 B, griines Dreieck). Der Transport hingegen zeigte ebenfalls keinen Unterschied.

Um zu testen, ob es sich um einen flir rGH spezifischen Effekt handelt, wurde die Translation
in Anwesenheit der Mausmembranen mit weiteren Proteinen getestet. In Abbildung 3.17 ist die
Analyse am Beispiel des cytosolischen Proteins Luziferase gezeigt. Cytosolische Proteine
besitzen keine Signalsequenz fiir die Translokation in das ER-Lumen. Daher kommt es zu keiner
Verkiirzung der Luziferase Ketten aufgrund Signalsequenzabspaltung durch die Signalpeptidase
wihrend der cotranslationalen Translokation in Anwesenheit von Membranen. Die Inkubation
von Luziferase-mRNA mit RAMP4 -/- mK-RM fiihrte zu einem dhnlichen Effekt beziiglich des
Proteingehaltes wie sie fiir rGH beobachtet werden konnte (Abb. 3.17 A). Wiederum konnte eine
deutlich verminderte Gesamtproteinmenge festgestellt werden (Abb. 3.1.7 B). Die Translation in
Anwesenheit von rauen Hundemembranen (hRM) diente als Kontrolle, um spezifische Effekte
durch die mK-RM ausschlieBen zu konnen. Die herabgesetzte Translation des rGH ist somit nicht
auf die Biosynthese von sekretorischen Proteinen beschrankt, sondern kann auch fiir cytosolische
Proteine beobachtet werden.

Die Versuche wurden zur Uberpriifung der erhaltenen Ergebnisse mit zwei unabhingig
voneinander gewonnenen Membranpriparationen durchgefiihrt. Sowohl der beobachtete

Hemmeffekt als auch der Verlauf der Kinetiken sowie das leicht zeitversetzte Einsetzten der
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Translation/Translokation bei RAMP4 -/- mK-RM war signifikant. Somit kann ein préparations-
bedingtes Artefakt der Membranen ausgeschlossen werden. Eine wesentliche Beeinflussung
durch das Fehlen von RAMP4 fiir die Translokation sekretorischer Proteine konnte nicht
beobachtet werde. Hingegen zeigte sich durch die Abwesenheit von RAMP4 ein Einfluss auf die

Biosynthese, sowohl bei sekretorischen als auch bei cytosolischen Proteinen.
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Abb. 3.17: Die Translation des cytosolischen Proteins Luziferase ist in Anwesenheit von RAMP4 -/-
Membranen reduziert

(A) Luziferase-mRNA wurde in Anwesenheit von mK-RM von RAMP4 +/+ und RAMP4 -/- Mausen sowie hRM im
Kaninchen-Retikulozyten-System translatiert. Aus einem Mehrfachansatz wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten (3 -20 Minuten) Aliquots entnommen, denaturiert und anschlieRend mittels SDS-PAGE und
Autoradiographie analysiert.

(B) Die Gesamtproteinmenge jeder Bahn wurde nach Abzug des bahnenspezifischen Hintergrundes (Bkg)
bestimmt.
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4. DISKUSSION

Fiir den Transport von Proteinen iiber die ER-Membran der Sduger wurde eine Gruppe von
Proteinen definiert, die aufgrund ihrer Affinitit zu cotranslational translozierenden
Ribosomen als Ribosomen-assoziierte Membranproteine, RAMPs, bezeichnet wurden. Ein
Teil dieser Proteine wurde spéter als Ribosomenrezeptor identifiziert, wozu der heterotrimere
Sec61-Komplex gehort. Fiir andere RAMPs konnte keine Ribosomenrezeptorfunktion
nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde mit je einem Vertreter dieser

RAMPs bzw. seinen homologen bakteriellen Komponenten gearbeitet.

4.1 Untersuchung der Interaktion zwischen proteinleitenden Kanélen und

rRNA/Ribosomen

Cotranslational translozierende Ribosomen interagieren mit dem in die Membran
eingebetteten heterotrimeren SecYEG/Sec61-Komplex, welcher den proteinleitenden Kanal
bildet. Durch Bindungsstudien konnte die rRNA der groBen ribosomalen Untereinheit als ein
Interaktionpartner fiir den proteinleitenden Kanal bestimmt werden (Prinz et al., 2000;
Behrens, 2003), die exakten Proteinbindungsstellen der rRNA sind jedoch bisher unbekannt.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch die Footprint-Methode die Interaktion von rRNA und
proteinleitenden Kanélen mit einem alternativen experimentellen Ansatz untersucht, in dem
die Modifizierbarkeit der rRNA in Anwesenheit des SecYEG-Komplexes direkt untersucht
wurde. Ein {berraschender Befund war, dass Lipide, die fiir die Rekonstitution von
Proteinkomplexen eingesetzt wurden, allein zu Footprints und Basenverstirkungen fiihrten,
die den mit SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen erhaltenen Effekten entsprachen. In den
meisten Féllen wurde der Lipideinfluss durch die Anwesenheit des SecYEG-Komplexes
verstirkt, aber nur an wenigen Positionen wurden Effekte allein durch SecYEG-Komplexe
verursacht. Es zeigte sich, dass anionische Lipide entscheidend fiir das Auftreten der
beobachteten Anderungen im Modifizierungsmuster waren. Weiterhin zeigte die rRNA durch
die Anwesenheit ribosomaler Proteine eine andere Stabilitit und Flexibilitdt als bei isolierter,
proteinfreier rRNA. Entgegen den Erwartungen war es jedoch nicht moglich, exakte
Footprints zu bestimmen, wie sie mit dieser Methode bereits fiir andere RNA-Protein-

Interaktionen nachgewiesen wurden.
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4.1.1 Mehrere Bereiche der 23S rRNA werden durch die Bindung mit SecYEG-
enthaltenden Proteoliposomen und Lipidvesikeln in ihrer Zuginglichkeit beeinflusst
Zundchst wurde die Footprint-Analyse mit isolierter 23S rRNA und in Proteoliposomen
rekonstituierten SecYEG-Komplexen sowie mit proteinfreien Lipidvesikeln durchgefiihrt.
Isolierte rRNA stellt ein moglichst einfaches und wenig storanfélliges System dar. Mit ihr war
es moglich Footprints und Basenverstirkungen reproduzierbar und statistisch abgesichert zu
identifizieren. Im weiteren Verlauf wurden die Footprint-Analysen auch mit 70S Ribosomen
erfolgreich durchgefiihrt. Somit war die urspriingliche Annahme, dass die Entfernung der
ribosomalen Proteine eine bessere Footprint-Analyse der Bindung von rRNA und kanal-
bildenden Proteinkomplex ermdglicht, inkorrekt. Ob hervorgerufene Footprints auf der
direkten Interaktion der rRNA mit den SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen bzw. protein-
freien Lipidvesikeln oder auf einer schlechteren Zuginglichkeit der Nukleotide durch
bindungsbedingte Strukturverdnderungen der rRNA beruhen, kann hier allerdings nicht
beantwortet werden. Strukturverdnderungen und eine dadurch bedingte bessere Zuging-
lichkeit der Nukleotide fiir das Modifizierungsreagenz DMS konnen auch fiir das Auftreten
der Basenverstiarkungen verantwortlich gemacht werden. In fritheren Untersuchungen wurden
Strukturverdnderungen innerhalb der rRNA durch Interaktionspartner unter anderem durch
die Bindung des P-Komplexes sowie durch die Bindung der Aminoacyl-tRNA beobachtet
(Uchiumi und Kominami, 1997; Valle et al., 2003).

Der Fokus der Footprint-Analyse lag auf Regionen innerhalb der ersten drei Doméanen der
23S rRNA, fiir welche eine Bindung mit dem Ribosom postuliert wurde (Prinz et al., 2000;
Beckmann et al., 2001; Behrens, 2003). In diesen in der Ndhe des Exit-Tunnels gelegenen
Regionen traten sowohl mit isolierter rRNA als auch mit 70S Ribosomen verstéirkt Footprints
und Basenverstirkungen auf. Uberraschenderweise gab es mit isolierter rRNA auch Effekte in
weit entfernten Regionen, welche fiir eine Interaktion mit dem Kanal nicht in Frage kommen
konnen. Unter der Annahme, dass die erhaltenen Ergebnisse mit isolierter rRNA auf einer
direkten Interaktion mit dem proteinleitenden Kanal beruhen, handelte es sich somit
vermutlich um Artefakte, hervorgerufen durch das Fehlen der ribosomalen Proteine. Die
Tatsache, dass sich dieser Bereich auf der dem Exiz-Tunnel entgegen gesetzten Seite befindet,
verdeutlicht den artifiziellen Charakter isolierter rRNA. Dies bestitigte sich durch die
Verwendung von 70S Ribosomen, die in diesen Bereichen keine Beeinflussung zeigten. Sehr
deutlich konnte dies unter anderem fiir die Bereiche der Helices 39 - 44 (Nukleotid (nt) 946 -

1144), besonders in dem Bereich der Nukleotide 1030 — 1110, beobachtet werden (Position

der Nukleotide bezogen auf die Nummerierung in E. coli; Nummerierung der Helices gemal3
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Leffers et al., 1987; siche auch Abb. 3.6). Isolierte rRNA wies im Gegensatz zu 70S Ribo-
somen in diesen Bereichen verstirkt Footprints und Basenverstirkungen auf. Der Bereich
entspricht der L7/L12-Ausstiilpung des Ribosoms, welche das GTPase-Zentrum umfasst (nt
~1055 - 1080 der 23S rRNA) (Schnare et al., 1996; Ban et al., 1999) und in aktiven
Ribosomen als Bindungsbereich fiir die Elongationsfaktoren EF-G und EF-Tu sowie fiir den
Initiationsfaktor IF-2 und den Release Faktor RF-3 beschrieben wurden. Da isolierter rRNA
die in diesem Bereich lokalisierten ribosomalen Proteine L6, L11, L14 und L7/L12 (Moore,
1998) vermutlich fehlen, konnten Effekte verstirkt hervorgerufen werden; bei 70S
Ribosomen konnte im Bereich des GTPase-Zentrums lediglich ein Footprint (nt 1046)
detektiert werden (Abb. 3. 10). Ahnliche artifizielle Effekte wurden durch Mitra et al. (2005)
mittels Strukturen von Ribosom-SecYEG-Komplexen detektiert, bei denen ein zweites,
inaktives SecYEG im oberen Bereich des Ribosoms auf der Seite der L1-Ausstiilpung lag,
also gegeniiber dem hier detektierten Bereich (Abb. 4.1). Auch wenn die Frage der physio-
logischen Relevanz einer solchen SecYEG-Bindung offen bleibt, kann sie nicht fiir die hier
detektierten Effekte verantwortlich gemacht werden. Ferner kann die starke Beeinflussung der
Helix 12 (nt 224 -231) nicht auf einem fiir die Ribosomen-Kanal-Interaktion relevanten
Bereich beruhen, da die Helix zum einen nicht in der Nidhe der Austrittsstelle der
naszierenden Kette lokalisiert ist und zum anderen in einer konkaven Einstiilpung der Ober-
fliche abgewandt liegt. Durch die Verwendung von 70S Ribosomen konnte auch dieser
Bereich als nicht relevant identifiziert werden. Somit maskieren ribosomale Proteine die
rRNA und stellen einen direkten sterischen Schutz dar, welcher die Zugénglichkeit fiir das
DMS herabsetzt. Dies war zu erwarten, da die Proteine im Allgemeinen an der Oberflache der
Ribosomen angelagert sind (Ban ef al., 2000). Neben einem direkten Schutz kénnten sie so
zudem unspezifische Interaktionspunkte fiir das SecYEG abdecken, was folglich ebenfalls zu
verminderten Effekten fiihrt. Da es neben Footprints auch zu einer besseren Zuganglichkeit
von Basen innerhalb dieser Regionen kam, scheint die Anwesenheit ribosomaler Proteine
auch zu einer verdnderten Flexibilitdt der rRNA zu fithren. Somit wurden durch die Erhebung
der Footprint-Daten mit isolierter rRNA die Modifizierungsmoglichkeiten anscheinend auf
zwei Arten artifiziell erhoht bzw. verdndert. Die Relevanz dieser Ergebnisse wird durch die
mit 70S Ribosomen erhaltenen Daten sowie durch die Hypothese der Beteiligung von
ribosomalen Proteinen an der Interaktion (Beckmann ef al., 2001) gestiitzt. Dass die isolierte
rRNA sich in eine fiir die Bindung relevante Struktur zuriickfaltet und keine artifizielle
Struktur annimmt, bestitigte sich durch vergleichbare Dissoziationskonstanten von isolierter

rRNA und 70S Ribosomen mit dem proteinleitenden Kanal (Kp ~10 nM; Kalies et al., 1994;
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Prinz et al., 2000; Behrens, 2003). Das beschriecbene hohe Riickfaltungspotential isolierter
rRNA (Leffers et al., 1988) kann auch fiir in vitro transkribierte 23S rRNA angenommen
werden. Die vergleichbaren Ergebnisse von in vitro transkribierter und isolierter rRNA
zeigten zudem, dass ein Einfluss von in vivo Modifizierungen der 23S rRNA auf die Bindung
zwischen TRNA und den Proteoliposomen ebenso ausgeschlossen werden kann, wie ein
entscheidender Einfluss von ribosomalen Proteinen, da beide Bestandteile bei in vitro
transkribierter rRNA nicht vorkommen kdnnen. Dennoch koénnten unabhingig davon, dass in
Ab- und Anwesenheit der ribosomalen Proteine eine dhnliche und zur Bindung mit dem
proteinleitenden Kanal befdhigte dreidimensionale Struktur ausgebildet wird, Details in der
Ausbildung der Struktur der rRNA, die fiir eine effiziente Bindung irrelevant sind,
unterschiedlich sein.

Die Helices 7, 8-10 (nt 121 — 176), 23 (nt 445 - 473), 24, 46 (nt 1195 - 1250), 47 (nt 1276 -
1294) und 50-53 (nt 1310 - 1402) zeigten sowohl mit isolierter rRNA als auch mit 70S
Ribosomen in den hier durchgefiihrten Analysen verstirkt Footprints und Basenverstirkungen.
Die detektierten Helices stehen in guter Ubereinstimmung mit den beschriebenen Modellen und
Untersuchungen tiiber Interaktionsbereiche von rRNA mit dem proteinleitenden Kanal: Die
Helices 5- 7, 46, 50, 52, 53 und 101 der 23S rRNA wurden aufgrund ihrer evolutioniren
Konservierung sowie ihrer unmittelbaren Ndhe zum Exit-Tunnel auf der Oberfliche des
Ribosoms nach Einpassen der 23S rRNA in Kristallstrukturen der 50S Untereinheit als
mogliche Interaktionspartner beschrieben (Prinz et al., 2000; Behrens, 2003). Des Weiteren
wurde durch die in silico Modellierung der 23S rRNA-Struktur in kryoelektronenmikroskopisch
erhaltene Ribosom-Sec61-Komplex-Strukturen, welche drei bis sieben stelzenartige
Verbindungen zwischen der groB3en, ribosomalen Untereinheit und dem proteinleitenden Kanal
offenbarten, den Helices 7, 24, 50, 53 und 59 eine Beteiligung an der Bindung zugeschrieben
(Beckmann et al., 2001; Ménétret et al., 2005, 2007). Die Helix 19 wurde ebenfalls als
Interaktionsbereich diskutiert (personliche Mitteilung Prof. Dr. E. Hartmann). Obwohl gleiche
Bereiche mit isolierter rRNA und 70S Ribosomen detektiert werden konnten, war das
Modifizierungsmuster von 70S Ribosomen deutlich divergent zu dem von isolierter rRNA. Bis
auf wenige Ausnahmen wurden nicht die gleichen Nukleotidpositionen beeinflusst. Zudem
waren Footprints und/oder Basenverstirkungen der Helices 7, 24, 47, 50 und 51 bei 70S
Ribosomen im Vergleich zu isolierter rRNA deutlich reduziert. Die Helices 46, 52 (nt 1350 -
1380) und 53 (nt 1385 -1402) hingegen wiesen verstirkt Footprints und/oder Basenverstir-
kungen auf. Bei der Verwendung nativer Ribosomen konnten aulerdem innerhalb der Helices

13 (nt 255 -262), 19 (nt 301 - 317) mit angrenzenden Bereichen und 45 (1164 - 1185) Basen-
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verdnderungen beobachtet werden (Abb. 3.10). Neben den von anderen Arbeitsgruppen durch
Strukturanalysen ermittelten und aufgrund phylogenetischer Konservierung vorgeschlagenen
rRNA-Bereiche fiir die Kanal-Ribosomen-Interaktion konnten somit zusétzlich die Helices 8 -
10, 13, 23, 45 und die Region der Helix 47 durch die hier durchgefiihrten Footprint-Analysen
identifiziert werden. Wihrend die Helices 8 - 10 und die Region der Helix 47 bei Betrachtung
der Ribosomen-Struktur in unmittelbarer Ndhe des Exi-Tunnels liegen und daher als weitere
Interaktionsbereiche diskutiert werden konnen, ist die Helix 23 nicht direkt in der Nahe der

Austrittsstelle der naszierenden Kette lokalisiert (Abb. 4.1). Die Helices 13 und 45 hingegen
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» . . — o )
B f}/ ¢ Blickwinkel Untereinheit Y ‘%

. : fﬁ'
5 mRNAexit | p,m' Y

Translocating PCC

Abb. 4.1: Position von Helices mit verstarkt auftretenden Footprints und Basenverstirkungen in
Relation zum Exit-Tunnel

Dargestellt ist die groRe, ribosomale Untereinheit von E. coli (PDB-Zugriffsnummer: 1C2W) mit den drei
charakteristischen ribosomalen Ausstllpungen central protuberance (CP), L1 und L7/L12. Der Blick auf die
abgeflachte Halbkugel, an der die kleine Untereinheit normalerweise interagiert, mit nach oben gerichteter CP
wird als ,Crown view* bezeichnet (Moore und Steitz, 2003). In (A) wurde die Crown view um 180° gedreht, mit
Blick auf das riickwartige Ribosom. In (B) wurde die Ansicht von (A) um 90° nach vorne gekippt, um den Blick
auf den Exit-Tunnel zu erhalten. Zur Orientierung der Blickrichtung sind Kryo-EM-Strukturen von Ribosom-
Kanal-Komplexen dargestellt (Beckmann et al., 2001), die den ungefahren Blickwinkel fir die jeweilige
Darstellung zeigen. Helices (H), in denen mittels Footprint-Analyse verstarkt Effekten detektiert werden
konnten, sind griin dargestellt (siehe Text). Zur besseren Orientierung wurden unterschiedliche Grinténe
verwendet (C) Krvo-EM-Struktur von Ribosom-Kanal-Komplexen von E. coli nach Mitra et al.. 2005.
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konnen aufgrund ihrer Lage fiir eine direkte Beeinflussung ausgeschlossen werden (Abb. 4.1).
Uber die Helix 59 konnte aufgrund stark ausgepriigter Sekundirstrukturen und dadurch
bedingte Abbriiche der reversen Transkription hier keine Aussage getroffen werden.

Die beobachtete Variabilitit detektierter Footprints und Basenverstirkungen bei der
Verwendung von 70S Ribosomen konnte ebenfalls auf die Anwesenheit der ribosomalen
Proteine zuriickgefiihrt werden. In der Literatur ist die Verlagerung ribosomaler Proteine
bedingt durch die Bindung von Interaktionspartnern wéihrend des cotranslationalen 7Targetings
beschrieben (Pool et al., 2002). Durch eine Beweglichkeit der Proteine kdnnten betroffene
Bereiche nur einen phasenweisen Schutz gegeniiber DMS erfahren. Dies wiirde bei der
Footprint-Analyse zu deutlich ausgeprigten Hintergrundbanden fiihren. Konformations-
anderungen der Proteine konnten folglich sekundéir zu Strukturverdnderungen der rRNA
fiihren. Somit erfihrt die rRNA in Anwesenheit der ribosomalen Proteine neben einer
verdnderten Flexibilitidt auch eine andere Stabilitit. Die in Vorversuchen gezeigte Stabilitét
der Methode zeigt, dass kleine Anderungen, wie z.B. experimentelle Ungenauigkeiten von
Versuch zu Versuch, die beobachteten unterschiedlichen Basenintensitidten nicht bewirken
kdnnen.

Die mit 70S Ribosomen erhaltenen Daten implizieren, dass die ribosomalen Proteine
wiéhrend der Bindung der Ribosomen an die Membran wéhrend der cotranslationalen
Proteintranslokation bzw. —insertion eine Rolle spielen konnten. Isolierte rRNA ist
demzufolge fiir eine aussagekriftige Footprint-Analyse nicht einsetzbar und fiihrt zu falsch
positiven Footprints. Ob ribosomale Proteine direkt an der Bindung beteiligt sind und
Protein-Protein-Interaktionen mit dem proteinleitenden Kanal eingehen, kann hier jedoch
aufgrund der verwendeten Analysemethodik, die nur Interaktionen mit Nukleotidbeteiligung
detektiert, nicht beantwortet werden. Die kryoelektronenmikroskopischen Aufnahmen des
Ribosom-Sec61-Komplexes beschreiben neben den rRNA-Helices auch vier ribosomale
Proteine (L19, L23, L24 und L29), welche aufgrund ihrer rdumlichen Né&he zu den
stelzenartigen Verbindungen zwischen dem Translokon und den translozierenden Ribosomen
Bestandteile der Interaktionsstellen sein konnten (sieche Abb. 1.2; Morgan et al., 2002;
Meénétret et al., 2005). Fiir die konservierten ribosomalen Proteine L23 und L35 von E. coli
(L23 und L29 bei Archaea, L25 und L35 bei Hefe) wurde zudem eine Beteiligung bei der
Interaktion des SRP mit dem Ribosom wihrend des funktionellen cotranslationalen Transport
von Proteinen beschrieben (Pool et al., 2002, Grallath et al., 2006, Dalley et al., 2008).
Demnach liefert erst die Untersuchung mit nativen Ribosomen Footprint-Daten, die den in

vivo Bedingungen entsprechen.

73



Diskussion

4.1.2 Ribosomale Proteine haben einen entscheidenden Einfluss auf das
Modifikationsmuster, nicht aber auf die Lipideffekte

Ein unerwarteter Befund wéhrend der Footprint-Analysen war, dass die meisten der
auftretenden Effekte auch mit proteinfreien Lipidvesikeln zu beobachten waren. Das durch
die proteinfreien Lipidvesikel hervorgerufene Modifizierungsmuster war mit dem der
SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen nahezu deckungsgleich. Die Tatsache, dass das
Modifikationsmuster durch proteinfreie Lipidvesikel nicht nur mit isolierter rRNA und in
vitro transkribierter rRNA zu detektieren war, sondern auch mit 70S Ribosomen, zeigte, dass
es nicht wie zundchst angenommen auf das Fehlen der ribosomalen Proteine und dadurch
verstarkt auftretenden elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen rRNA und geladenen
Kopfgruppen der Lipide zuriickgefiihrt werden kann. Lediglich neun Basenverinderungen
konnten bei der Inkubation von 70S Ribosomen mit SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen
beobachtet werden, welche bei proteinfreien Lipidvesikeln nicht oder nur minimal auftraten
(Abb. 3.9 und 3.10). Nicht alle lagen in fiir die Bindung nach bisherigen Erkenntnissen
relevanten Bereichen (Abb. 4.2). Sowohl die geschiitzten Nukleotide 256, 261, 1111, 1121,
1127, 1204 und 1241 als auch die Basenverstiarkungen 1195 und 1208 sind auf der Oberflache
des Ribosoms lokalisiert (Abb. 4.2). Da bekannt ist, dass der proteinleitende Kanal in der
Nahe des Exit-Tunnels lokalisiert ist, kommen fiir eine direkte Beeinflussung durch den
proteinleitenden Kanal allerdings nur die Basen 1195, 1204, 1208 und 1241 in Frage, welche
alle innerhalb der Helix 46 lokalisiert sind. Folglich fiihrt die Bindung des proteinleitenden
Kanals zu weit reichenden strukturellen Verdanderungen des Ribosoms, so dass auch Bereiche
die nicht in der Ndhe des Exit-Tunnels liegen, eine verdnderte Zuganglichkeit erfahren. Alle
durch SecYEG-enthaltende Proteoliposomen und proteinfreie Lipidvesikel aufgetretenen
Effekte wurden an gleicher Position und in vergleichbarer Ausprigung auch mit dem
eukaryontischen Sec61-Komplex-enthaltenden Proteoliposomen detektiert. Dies gilt bis auf
die Basenverstirkung an Position 1195 auch fiir die beobachteten stirker ausgepréigten
Effekte durch Proteoliposomen gegeniiber proteinfreien Lipidvesikeln an den zuvor
genannten Positionen. Eine mdgliche Maskierung der lipidbeeinflussten Positionen durch den
groBeren heterotrimeren Sec61-Komplex konnte somit nicht beobachtet werden. Die Situation
im ER scheint unter den hier getesteten Bedingungen &hnlich wie in der
Cytoplasmamembran. Es sei aber darauf hingewiesen, dass die Rekonstitution des Sec61-
Komplex ebenfalls in "E. coli Total Extrakt” erfolgte. Zu klédren bleibt, ob die Rekonstitution

in eine fiir den Sec61-Komplex nativere Lipidumgebung die gleichen Effekte hervorruft.
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Tunnel

Abb. 4.2: Effekte, die bei Proteoliposomen im Unterschied zu proteinfreien Lipidvesikeln ausgepréagter sind
und Footprints und Basenverstarkungen der 28S rRNA, die an analogen Positionen der 23S rRNA liegen
Dargestellt sind die rickwartige Ansicht der Crown view (links) und der Blick auf den Exit-Tunnel der 50S
Untereinheit von E. coli (rechts; PDB-Zufgriffsnummer: 1C2W). Die Orientierung entspricht in etwa der in
Abbildung 4.1 dargestellten. Hervorgehoben wurden Footprints (gelb) und Basenverstarkungen (rot), die sowohl
mit SecYEG-Proteoliposomen als auch mit Sec61-Proteoliposomen (mit Ausnahme der Base 1195; siehe Text)
deutlich ausgepragter zu detektieren waren als mit proteinfreien Lipidvesikeln. Der Footprint 1204 liegt unterhalb
des Footprints 1241 direkt an der Innenseite der Mindung des Exit-Tunnels und ist in der Darstellung nicht
erkennbar. Weiterhin wurden Footprints und Basenverstarkungen, die durch die Verwendung von 80S
Ribosomen identifiziert werden konnten und an analogen Nukleotidpositionen der 23S rRNA liegen, in der
Struktur hervorgehoben. Die Basen 323 und 362 sind in der hier dargestellten Ansicht nicht sichtbar.

Neben den deutlichen Unterschieden an den erwéhnten neun Positionen zeigte sich, dass
Footprints sowie Basenverstirkungen von Nukleotiden durch proteinfreie Lipidvesikel im
Vergleich zu SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen meist leicht schwécher ausgeprigt
waren. Die eingesetzte Menge an Proteoliposomen und Lipidvesikeln war anndhernd gleich,
so dass die Effekte nicht auf unterschiedliche Mengen der Vesikel zuriickgefiihrt werden
konnen. Daher wird vermutet, dass Proteoliposomen aufgrund des vorhandenen
Ribosomenrezeptors eine deutlich hohere Bindungsaffinitit zum Ribosom aufweisen als
Lipidvesikel. Die Interaktionen proteinfreier Lipidvesikel sind vermutlich kurzfristiger und
neben gebundenen Ribosomen lagen auch ungebundene vor, so dass die Effekte schwécher
ausfallen als mit Proteoliposomen. Dies bestitigte sich im Ribosomen-Bindungsassay:
Wihrend proteinhaltige Proteoliposomen zu ca. 100% mit Ribosomen assoziiert vorlagen,
war die Bindungseffizienz von proteinfreien Lipidvesikeln um 50% reduziert (Daten nicht
gezeigt). Aufgrund der erhaltenen Daten wére es denkbar, dass nicht nur der proteinleitende
Kanal mit dem Ribosom interagiert, sondern auch die Lipide einen Einfluss auf die
Interaktion haben. Durch die Verwendung von 80S Ribosomen konnte gezeigt werden, dass
es sich bei den Lipideffekten nicht um ein fiir das prokaryontische Ribosom spezifisches

Ergebnis handelt, da die 28S rRNA ebenfalls durch Lipidvesikel beeinflusst wurde. Die
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detektierten Basenverdnderungen der 28S rRNA lagen zudem in strukturell vergleichbaren
Bereichen der 23S rRNA. Die Basen 185/186, 216/217, 227 und 272 der eukaryontischen 28S
rRNA entsprechen ungeféhr den detektierten Basen 294, 316/317, 323 und 362 der 23S rRNA
(Vergleich Abb. 3.15 mit Abb. 3.10). Alle diese Basen liegen im Bereich der Helix 19, welche
erst durch die Verwendung nativer 70S Ribosomen identifiziert wurde. Die Basen 295/296
und 351 konnten den Basen 391 und 446 entsprechen. Die Basen 140 und 148 der 28S rRNA,
die in einer Stammschleifenstruktur liegen, welche in dieser Auspragung nicht in der 23S
rRNA vorhanden ist, konnten dennoch den Basen 256 und 261 entsprechen. Auffillig sind
auch die Basen 1569 sowie 1761 der 28S rRNA, die strukturell betrachtet exakt den Basen
899 und 1046 der 23S rRNA entsprechen. Wéhrend einige dieser Basen direkt durch die
Bindung des Proteinkomplexes beeinflusst sein konnten, kann es sich bei anderen Basen, wie
beispielsweise die Positionen 899 und 1046, nur um eine bereits erwihnte durch die Bindung
des SecYEG-Komplexes hervorgerufene Strukturverdnderung und dadurch bedingte
verdnderte Zugénglichkeit fiir das DMS handeln (Abb. 4.2). Da sich die detektierten
Basenverdnderungen der 28S rRNA im Strukturmodell an vergleichbaren Nukleotid-
positionen befinden wie bei der 23S rRNA, kann eine evolutionire Konservierung somit nicht
nur fir rRNA-Bereiche, sondern auch fiir einzelne Nukleotide vermutet werden. Die
Annahme, dass Footprints und Basenverstirkungen innerhalb der 5.8S rRNA, welche
homolog zu dem 5°-Ende der bakteriellen 23S rRNA ist (Nazar, 1980) und der Region der
Helices 1 - 11 bei der 23S rRNA entspricht (Leffers et al., 1987), eine dhnlich starke Beein-
flussung zeigen, konnte nicht bestdtigt werden. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden,

dass mit einer anderen Modifizierungschemikalie dort Verdnderungen detektierbar wéren.

4.1.3 Lipide haben einen Einfluss auf die Ribosom-Kanal-Interaktion

Zur weiterfiihrenden Analyse des identifizierten Lipideffektes wurde der Einfluss von
SecYEG in Losung unabhingig vom Lipid untersucht. Dies sollte unter anderem Aufschluss
dariiber geben, ob bisher detektierte Effekte rein lipidvermittelter Natur waren.

Sowohl der SecYEG-Komplex als auch die fiir die Rekonstitution genutzten "E. coli Total
Extrakt’- Lipide allein, jeweils in Losung in Anwesenheit von Detergenz, zeigten die
Fahigkeit, Footprints und Basenverstirkungen hervorzurufen. Diese Effekte wurden nicht
durch das Detergenz verursacht. Die Intensititen der detektierten Basenverdnderungen waren
aber gegeniiber den Effekten durch Proteoliposomen und Lipidvesikel stark abgeschwécht.
Lagen SecYEG-Komplexe und Lipid gemeinsam in Ldsung vor, wurde der Effekt meist

stirker, er blieb aber weiterhin deutlich unter der Auspridgung durch Proteoliposomen und
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Lipidvesikel. Die Vermutung, dass SecYEG im Wesentlichen allein zu Footprints und
Basenverstarkungen fiithrt, konnte nicht bestdtigt werden. Die meisten Effekte wurden auch
vom Lipid allein hervorgerufen, wobei anzumerken ist, dass durch das Lipid keine
unterschiedlichen Basen modifiziert wurden und keine Position aussschlieflich durch Lipid
beeinflusst wurde. Da Proteoliposomen sowie Proteinkomplexe in Losung durch
Strukturdaten belegt unter den hier angewendeten Bindungsbedingungen an den Exit-Tunnel
der Ribosomen binden (Breyton et al., 2002; van den Berg et al., 2004), handelt es sich nicht
um artifizielle Effekte, gestiitzt durch die Tatsache, dass die Intensitit der meisten detektierten
Basenveridnderungen zudem in Gegenwart von SecYEG verstarkt wurde. Effekte, die durch
das SecYEG nicht verstarkt wurden, konnten ebenfalls relevant sein, sie konnen hier aber
nicht weiter beurteilt werden.

Einige Basenverdnderungen werden augenscheinlich nicht durch das Lipid verursacht
(3.1.4.2). Die Analyse der durch SecYEG in Detergenz-Losung hervorgerufenen
Verdanderungen in Kombination mit den Strukturdaten lédsst es allerdings unwahrscheinlich
erscheinen, dass sie auf einer direkten Beeinflussung durch den SecYEG-Komplex beruhen,
da sie nicht im Bereich des Exit-Tunnels liegen (Abb. 4.3). Somit kommt es zwar auch ohne
Lipid zu einer Interaktion zwischen SecYEG und dem Ribosom, wie durch Ribosomen-
Bindungsassays bestétigt werden konnte (Daten nicht gezeigt), die Auswirkung ist aber eine
andere. Die drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Experimente wiesen starke

Schwankungen in den beobachteten Effekten auf. Als signifikant im Sinne der hier
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Abb. 4.3: Lage von Footprints und Basenverstarkungen durch SecYEG-Komplexe in Detergenz-
Losung in Relation zum Exit-Tunnel
Dargestellt ist die Crown view der groRen ribosomalen Untereinheit von E. coli (PDB-Zufgriffsnummer:
1C2W). Die Orientierung entspricht in etwa der in Abbildung 4.1 dargestellten. Der Bereich der L7/L12-
Ausstiilpung mit den verstarkt auftretenden Effekten durch SecYEG-Komplexe in Detergenz-Lésung
wurde vergroRert dargestellt.
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verwendeten Definition, d.h. mit einer Inzidenz von mindestens 50%, konnten zudem nur
Effekte identifiziert werden, die durch Proteoliposomen und proteinfreie Lipidvesikel
hervorgerufen wurden. Bis auf wenige Ausnahmen waren in den drei analog durchgefiihrten
Versuchen in den Ansdtzen mit Bindungspartnern in Detergenz-Losung keine
Basenverdanderungen signifikant (siche Tabelle 2, Anhang). Die starken Schwankungen
konnten auf das in den Ansétzen enthaltende Detergenz zuriickzufiihren sein, welches zu einer
Konformationsédnderung der ribosomalen Proteine fiihren konnte.

Lipide, die voraussichtlich aufgrund ihrer der nativen Membran dhnlichen Zusammen-
setzung als Bilayer organisiert waren, verstirkten gegeniiber Interaktionspartners in
Detergenz-Losung die Effekte entscheidend (Abb. 3.11, Bahn 5). Die nochmals verstérkten
Footprints und Basenverstirkungen in Anwesenheit von Proteinkomplexen verdeutlichen
seine bereits erwdhnte Relevanz als Ribosomenrezeptor. Seine Anwesenheit bringt die Lipide
vermutlich in die Néhe des Ribosoms, wodurch sekunddr die Interaktionsmdoglichkeiten fiir
die Lipide erhoht werden. Daten iiber den Einfluss von Lipiden fiir die Interaktion von
Ribosomen mit dem in die Membran eingebetteten proteinleitenden Kanal oder iiber die
Auswirkungen verdnderter Lipidzusammensetzungen fiir eine verdnderte Ribosomen-
assoziation liegen jedoch bisher nicht vor. Die bisher beschriebenen Einfliisse von Lipiden
auf die Funktion von Membranproteinen beruhen auf einer Missfaltung der Proteine aufgrund
artifizieller Druck- und Ladungsverhiltnisse innerhalb der Membran. So zeigte sich fiir die
Funktionalitidt rekonstituierter SecYEG-Komplexe eine Abhingigkeit von anionischen
Lipiden sowie eine verbesserte Translokationsrate in Anwesenheit von nicht-Bilayer-Lipiden
(de Kruijff, 1997; van der Does et al., 2000). Ebenso konnte fiir eine Reihe weiterer
Membranproteine eine Abhédngigkeit von Lipiden fiir ihre korrekte Faltung, Aktivitdt und
Funktion beobachtet werden (Brown et al., 1994; Bogdanov et al., 1999; Curran et al., 1999).
In fritheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der Proteintransport sowohl von
posttranslational als auch von cotranslational transportierten Proteinen mit in Detergenz-
Losung befindlichen Proteinkomplexen erfolgen kann (Matlack et al., 1997, Mothes et al.,
1998). Die Insertion des cotranslational transportierten Proteins Préprolactin wurde zwar in
Anwesenheit von Lipiden beschleunigt, essentiell waren sie jedoch nicht (Mothes et al.,
1998). Ob und in welchem Ausmal} die Bindung der Ribosomen durch die Anwesenheit der

Lipide beeinflusst wird, wurde allerdings nicht bestimmt.
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4.1.4 Die Lipidzusammensetzung wirkt sich auf das Modifizierungsmuster aus

Lipide besitzen aufgrund ihrer Struktur die Fahigkeit, Bilayer-Strukturen oder nicht-Bilayer-
Strukturen auszubilden (siehe Abbildung 4.4 A; van den Brink-van der Laan et al., 2004).
Lipide wie Phosphatidylethanolamin (PE) und Cardiolipin (CL) besitzen in Relation zu den
Fettsdureketten kleine Kopfgruppen, weswegen sie kegelformige Strukturen ausbilden, die zur
Ausbildung negativer (= konkaver) Grenzflachen tendieren (Hy Formation; sieche Abb. 4.4 B).
Positiv  kegelformige Strukturen (H; Formation) sind fiir Phosphatidylinositol (PI) und
Phosphatidylserin (PS) beschrieben. Beiden Formationen gemein ist die Ausbildung von nicht-
Bilayer-Strukturen. Phosphatidylcholin (PC) hingegen lagert sich zu organisierten planaren
Lipiddoppelschichten zusammen. Werden Lipide einer Hy; Formation in eine Bilayer-Struktur
gezwungen, resultiert dies in einem ,,frustrierten Bilayer mit einem hohen inneren Druck, bei
dem die Acyl-Ketten zusammengepresst werden und die Kopfgruppen weiter auseinander
liegen (siche Abb. 4.4 C; van Voorst und de Kruijff, 2000). Dies erhoht den Druck innerhalb

der Membran (,,Kriimmungsstress*), was sich direkt auf enthaltene Membranproteine auswirkt.
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Abb. 4.4: Lipidform und Organisation
(A) Lipide kénnen sich aufgrund ihrer Struktur wie Réhren, Kegel oder invertierte Kegel verhalten, abhéngig

von der relativen GroRe ihrer Kopfgruppe zum Fettsdurerest. Daraus ergibt sich die spezifische molekulare
Organisation zu Bilayern oder nicht-Bilayer-Strukturen (H, und Hy).

(B) Nicht-Bilayer Lipide lagern sich vorzugsweise in eine gekrimmte Monolayer-Struktur, die eine
gleichmaRige Druckverteilung bewirkt. (C) Die Einengung in eine flache Schicht fiihrt zu einer Kompression
der Acyl-Ketten, die dadurch einen starkeren Druck innerhalb der Membran ausiiben (dicke Pfeile). Der
Abstand der Kopfgruppen hingegen vergrofRert sich. ((B) und (C) aus van Voorst und de Kruijff, 2000).

Mit der Uberlegung, dass jedes Membranprotein vermutlich seinen nativen Druck- und
Ladungsverhiltnissen angepasst zu sein scheint (van Voorst und de Kruijff, 2000), kdnnten
die gemachten Beobachtungen mit in PC/PE-Vesikel rekonstituierten SecYEG-Komplexen
auf eine verdnderte Konformation des Komplexes gegeniiber dem in 'E. coli Total Extrakt’
rekonstituierten Komplex zuriickgefiihrt werden (3.1.4.4). Nur vier sehr schwach ausgeprégte

Verdnderungen im Bereich 1270 - 1330 konnten detektiert werden. Wéhrend die Cytoplasma-
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membran von E. coli mit 75% PE und 5% CL zu 80% aus nicht-Bilayer-Lipiden besteht
(Cullis und de Kruijff, 1979), enthielten die verwendeten PC/PE-Vesikel mit 80% PC deutlich
weniger nicht-Bilayer-Lipide. Inwieweit sich die Lipidzusammensetzung wirklich auf die
Konformation auswirkt und ob die Uberlegung auch fiir Proteinkomplexe in Ldsung
angenommen werden kann, in denen ebenfalls keine nativen Druckverhidltnisse ausgeiibt
werden, kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden. Die verdffentlichten Strukturdaten
von Breyton et al. (2002) und van den Berg et al. (2004) zeigen, dass es fiir die Struktur des
Proteinkomplexes keine entscheidende Rolle spielt, ob er in Detergenz-Losung oder in eine
Lipiddoppelschicht eingebettet vorliegt. Die Uberlagerung der 2D-Struktur des SecYEG-
Komplexes in Proteoliposomen mit der 3D-Struktur des SecYER-Komplexes in Losung fiihrt
zwar zu einer anndhernd gleichen Ausrichtungen der Transmembrandoménen (TMD) der
Proteinkomplexe, denkbar wiére aber, dass bindungsrelevante Doménen geringe strukturelle
Unterschiede aufweisen, die mit Hilfe der Footprint-Methode detektierbar sind. Somit konnte
jedes Membranprotein dem lateralen Druck seiner nativen Umgebung angepasst sein.

Bei der weiterfilhrenden Charakterisierung des Lipideinflusses durch unterschiedliche
Lipide zeigte sich eine Korrelation zwischen dem Gehalt an anionischen Lipiden und der
Auspriagung des Modifizierungsmusters. Je hoher der Gehalt an negativer Ladung desto
deutlicher wurden die Effekte. Dies stand in direktem Zusammenhang mit den stark
ausgepragten Effekten des hier verwendeten "E. coli Total Extrakt” im Verglichen zu den
anderen hier analysierten Lipidvesikeln. Neben der bereits beschriebenen unterschiedlichen
Tendenz zur Ausbildung unterschiedlicher Membranstrukturen spielt die Ladung der
Kopfgruppe der Lipide demnach eine entscheidende Rolle. Aufgrund des mit Glycerol
veresterten Phosphorsdurerestes tragen Phospholipide bei neutralem pH-Wert mindestens eine
negative Ladung. Die Kopfgruppen, die iiber die Phosphatgruppe gebunden werden, konnen
weitere Ladungen tragen. So weisen PC und PE eine Nettoladung von null auf, da die Kopf-
gruppen jeweils einfach positiv geladen sind. PS trigt innerhalb der Kopfgruppe neben einer
positiven auch eine negative Ladung, so dass es, ebenso wie PI und PG, welche keine
zusdtzliche Ladung enthalten, insgesamt einfach negativ geladen ist. Da CL aus zwei PG-
Molekiilen kondensiert, ist es zweifach negativ geladen. Demzufolge ist die Ladung bei "E.
coli Total Extrakt’-Vesikeln, welche die Lipide PE, PG und CL enthalten, durch die
Kopfgruppenladung stirker negativ als bei den verwendeten PC/PE/PS bzw. PC/PE/PS/PI-
Vesikeln, welche durch ihre Kopfgruppenladungen unterschiedlich stark negativ geladen sind.
Anionische Kopfgruppen, wie sie bei PS, PI, PG und PA vorkommen, konnen leicht Inter-

aktionen mit positiv geladenen Resten eingehen (Leenhouts ef al., 1995). Somit scheint die
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Beschaffenheit der Kopfgruppe von Lipiden ein wichtiges Charakteristikum fiir direkte
Wechselwirkung mit der rfRNA zu sein. Wie in Abbildung 4.5 zu erkennen, wird die
Oberflache der Ribosomen nicht vollstdndig von ribosomalen Proteinen bedeckt, so dass es zu

Interaktionen zwischen Lipid und rRNA kommen konnte.

Abb. 4.5: Proteine auf der Oberflache der groRen ribosomalen Untereinheit von Haloarcula marismortui
Die rRNA ist in grau dargestellt, die Protein-Ruckgrate in gelb. (A) Crown view der gro3en Untereinheit. (B)
Crown view um 180° gedreht. (C) Blick auf den Exit-Tunnel durch das Kippen der Ansicht (B) (Ban et al., 2000,
modifiziert).

Anionische Lipide, die charakteristische Bestandteile der E.coli Cytoplasmamembran
(~25%) sowie der ER-Membran (15 - 25%) sind (Raetz, 1978; Jothy, 1973, 1975), wurden
sowohl fiir die in vitro- und in vivo-Proteinsekretion als auch fiir die Integration von
Membranproteinen in Bakterien, welche cotranslational an und in die Membran gelangen, als
relevant beschrieben (Lill ez al., 1990; Kusters et al., 1991; van Dalen und de Kruijff, 2004).
Fiir eine Beteiligung der Lipide der Ribosomenbindung an die Membran wire die negative
Ladung der Kopfgruppe ein gut vorstellbares Merkmal. Da E. coli Ribosomen an Siuger-
membranen gebunden werden kdnnen und umgekehrt (Prinz et al., 2000), kann der Effekt
nicht von spezifischen bakteriellen Lipiden abhingen, sondern muss allgemein giiltig sein.
Die negative Ladung ist allen Membranen gemein, wenn auch in den verschiedenen
Organismen durch unterschiedliche Lipide vermittelt. Da in nativen Membranen der Gehalt
an anionischen Lipiden signifikant ist, konnten sie als intermedidrer Interaktionspartner
dienen, um das Ribosom an die Membran zu rekrutieren. Cytoplasmatische Doménen des
SecYEG-Komplexes, die anionisch geladen sind, kompetitieren eventuell mit den negativ
geladenen Lipiden um die Bindung an das Ribosom. Bei verstirkt negativer Ladung der
Lipidvesikel konnte sich das Gleichgewicht zugunsten des Lipides verlagern, wie es
beispielsweise hdufig durch die am deutlichsten ausgeprigten Effekte fiir reine PS-Vesikel
beobachtet werden konnte (Abb. 3.12, Bahn 7). Eine niedrigaffine Interaktion von

anionischen Lipiden und Ribosomen wihrend der cotranslationalen Interaktion mit der
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Membran konnte dem Ribosom auch dann eine Interaktion mit der Membran erlauben, wenn
kein aktives Translokon zur Verfiigung steht. Inwiefern diese Interaktion wichtig flir den
Transport von Proteinen ist, kann hier nicht beantwortet werden. Herskovits et al. (2002)
postulierten, dass es im SRP-abhingigen Weg eine primére Ribosomenbindungsstelle an der
Membran gibt, die weder SRP noch den Komplex erfordert. Vermittelt wurde die Bindung
durch das FtsY, der Bindungspartner innerhalb der Membran ist jedoch unbekannt. Somit
konnten die Lipide auch fiir eine partielle, parallele Bindung des Ribosoms verantwortlich sein.

Da die hier durchgefiihrte Analyse mit gereinigten SecY EG-Komplexen und Ribosomen aus
E. coli durchgefiihrt wurden, wurde flir die Rekonstitution des Proteinkomplexes und die
anschlieBenden Footprint-Analysen ein Total-Extrakt von E.coli verwendet, um die
Rekonstitution so gut wie moglich den in vivo Bedingungen mit entsprechend nativen Druck-
und Ladungsverhiltnissen, anzupassen. Die Verwendung von PC und PE, die hdufig in fritheren
Arbeiten flir die Rekonstitution genutzt wurden (z.B. Panzner et al., 1995; Prinz et al., 2000;
Behrens, 2003), schien unangebracht, zumal PC in der Cytoplasmamembran von E. coli nicht
enthalten ist. Dies konnte erkldren, warum bisher kein Hinweis auf Interaktionen zwischen
Lipiden und Ribosomen zu beobachten war (Prinz et al., 2000; Behrens, 2003).

Wiéhrend bei Bakterien durch den Einsatz lipiddefizienter Stimme mittels Gendeletionen
der Lipideinfluss auf die Translokation untersucht werden konnte und die Notwendigkeit fiir
anionische und nicht-Bilayer-Lipide offenbarte, liegen fiir das eukaryontische System nur
wenige Daten in Bezug auf die Funktion von Lipiden vor. Das Entfernen saurer Phospholipide
wirkte sich fiir die Proteintranslokation im rekonstituierten Saugersystem nicht nachteilig aus
(Gorlich und Rapoport, 1993). Ferner zeigte die lonenleitfahigkeit des proteinleitenden Kanals
keine Verdnderungen durch die Verwendung der Lipide PC, PE und PS, welche in unterschied-

licher Zusammensetzung eingesetzt wurden (Simon und Blobel, 1991).

OD es sich bei den beobachteten Footprints und Basenverstarkungen tatséchlich um einen
direkten Schutz der Nukleotide durch das SecYEG oder Lipid handelt oder einen indirekten
durch Konformationsdnderungen der rRNA infolge der SecYEG- oder Lipid-Bindung
hervorgerufen, kann hier, wie bereits erwédhnt, nicht beantwortet werden. Durch die
Ubereinstimmung der in dieser Arbeit identifizierten Basen mit den durch andere Gruppen fiir
die Interaktion vorgeschlagenen Bereichen ist allerdings die direkte Beeinflussung durch das
SecYEG nicht unmdglich. Die Tatsache, dass mit Hilfe der hochauflésenden kryoelektronen-
mikroskopischen Aufnahmen lediglich drei bis vier stelzenartige Verbindungen zu sehen waren
(Beckmann et al., 2001; Morgan et al., 2002; Ménétret et al., 2005, 2007), 14sst vermuten, dass

nur wenige Nukleotide bzw. Bereiche der rRNA an der Interaktion beteiligt sind.
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4.1.5 Kritische Betrachtung der Methode und Ausblick

Die RNA-Footprint-Methode wurde bisher unter anderem erfolgreich fiir die Lage bzw.
Interaktionsstellen ribosomaler Proteine, der tRNA oder Elongationsfaktoren sowie
Kontaktstellen zwischen groBer und kleiner ribosomaler Untereinheit, eingesetzt (Moazed et
al., 1988; Moazed und Noller, 1989; Uchiumi und Kominami, 1994, 1997; Egebjerg et al.,
1991). Grundannahme fiir die durchgefiihrten Untersuchungen war nicht nur eine effiziente
SecYEG-rRNA-Bindung sowie eine ausreichende Stabilitidt des SecY EG-rRNA-Komplexes,
sondern auch die Analysierbarkeit dieser Bindung durch die Footprint-Analyse. Komplexe,
die diese Voraussetzungen erfiillen, wurden bisher nur mit reinen Proteinen und rRNA
hergestellt. Eine Besonderheit des hier angewendeten Systems ist, dass das Protein in
Detergenz oder Lipid vorliegen muss. Unerwarteterweise stellte sich heraus, dass die Masse
an Footprints und Basenverstirkungen nicht durch das SecYEG sondern durch das
begleitende Lipid hervorgerufen wurde. Offensichtlich sind solche Lipid-rRNA-
Wechselwirkungen weniger stabil und entsprechen damit nicht den erforderten starren
Versuchsbedingungen. Auch wenn sich die Methode unter diesen Voraussetzungen nicht fiir
die feine Determinierung von Bindungsstellen eignete, konnte sie dennoch genutzt werden,
um qualitative Aussagen zu treffen und Tendenzen aufzuzeigen. So war es durch die
Anwendung der Footprint-Analyse moglich, einen direkten Einfluss von Lipiden wahrend der
Ribosom-Kanal-Interaktion zu identifizieren, der durch die Verwendung anderer bisher
angewendeter Methoden nicht detektiert werden konnte. Lediglich ein Kontakt zwischen der
Signalsequenz bzw. Signalankersequenz naszierender Ketten und den Lipiden der Membran
konnte bisher durch Quervernetzungs-Experimente nachgewiesen werden (Martoglio et al.,
1995; Mothes et al., 1998). Mehrere Bereiche der ribosomalen rRNA, welche in der Nihe des
Exit-Tunnels liegen und statistisch belegt sowohl durch Proteoliposomen als auch durch
Lipidvesikel beeinflusst werden, werden zudem als mogliche Bindungstellen fiir den
SecYEG-Komplex unter anderem aufgrund Kryo-EM-Strukturdaten vorhergesagt.

Einer weiteren Analyse der Interaktion von proteinleitenden Kanédlen mit Ribosomen
mittels der Footprint-Methode sollten folgende Uberlegungen zugrunde liegen: Unter der
Annahme, dass Lipide einen Einfluss auf die Bindung haben, muss die Verwendung
rekonstituierter Proteine kritisch betrachtet werden. Die dem Ribosom présentierte Oberflache
der Vesikel weist einen hohen Gehalt an Lipid auf. In nativen Membranen ist der
Lipiddoppelschicht eine gro3e Anzahl an Proteinen eingelagert sowie aufgelagert, so dass der
Bereich zuginglicher Lipide gegeniiber kiinstlichen Proteoliposomen deutlich verringert ist.

Da eine Interaktion zwischen den Kopfgruppen der Lipide und Proteinen aufgrund der
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Ladung und dem pH-Wert innerhalb der Zelle chemisch mdglich ist, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass ein Teil der hier beobachteten Lipideinfliisse auf einen
vergleichsweise hohen Gehalt zugénglichen Lipids zuriickzufiihren ist und es somit, &hnlich
wie bei der Verwendung isolierter rRNA, zu artifiziellen Ergebnissen kommt. Um solche
Lipideffekte aufgrund eines unnatiirlich hohen Gehaltes an Lipid ausschlieBen zu konnen,
konnten Footprint-Analysen mit hochsalzbehandelten Membranen (K-RM) durchgefiihrt
werden. Durch die Hochsalzbehandlung werden nichttranslatierende Ribosomen von der
Membran abgewaschen und nur translatierende Ribosomen, die ab einer bestimmten Linge
der naszierenden Kette hochsalzresistent werden, wiirden so beprobt werden. Somit konnte
parallel ein Einfluss der mRNA, tRNA sowie der naszierende Kette beriicksichtigt werden

und die Untersuchung weiter den in vivo Bindungsverhéltnissen angepasst werden.
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4.2 Untersuchungen des Ribosomen-assoziierten Membranproteins RAMP4

wihrend der cotranslationalen Translokation

Wihrend die Funktion des RAMP Sec61 fiir die Translokation von Proteinen gut verstanden
ist, ist die Rolle von RAMP4 wihrend des Translokationsprozesses weitgehend unklar. Daher
wurde in einem weiteren Teil dieser Arbeit die Translokationskompetenz mit Membranen von

RAMPA4-defizienten Méausen untersucht.

4.2.1 RAMP4-Knock-out-Miuse weisen eine verminderte Translation auf, aber keine
beeintrichtigte Translokation

Um die Funktion von RAMP4 bei der Translokation von Proteinen iiber die Membran zu
identifizieren, wurde in der Anwesenheit von hochsalzbehandelten Membranen (K-RM) aus
RAMP4-Knock-out-Mausen (mK-RM -/-) die in vitro Translation/Translokation untersucht.

Die Untersuchung der Translokationeffizienz des Polypeptidhormones GH (growth
hormone, Wachstumshormon) folgerte aus der Beobachtung heraus, dass RAMP4 Knock-out-
Maiuse (RAMP4 -/-) drei Wochen nach der Geburt eine erhohte Sterblichkeit aufwiesen und
sich postnatale Wachstumsstorungen manifestierten. Direkt nach der Geburt waren die Méuse
bis auf ein leicht reduziertes Korpergewicht zunédchst phianotypisch unauffillig, was darauf
hindeutete, dass RAMP4 fiir die pranatale Phase nicht essentiell ist. Mause, die die ersten vier
Wochen iiberlebten, erreichten nach etwa 12 Wochen 75% des Endgewichtes der Wildtyp-
Maiuse. Die Wachstumshemmung sowie die Beobachtung, dass als Antwort auf die
Stimulation mit Insulin der GH-Gehalt im Blut der RAMP4 +/+ Méiuse schneller anstieg und
ein hoheres Maximum erreichte als bei RAMP4 -/- Miusen, fithrte zu der Annahme, dass
RAMP4 eine Rolle bei der Biosynthese und/oder Sekretion von Hormonen spielt, welche eine
Rolle bei der neonatalen Entwicklung haben, wie z.B. das Wachstumshormon (Hori et al.,
2006). Ein essentieller Bestandteil des Translokationsapparates ist RAMP4 jedoch nicht, wie
in vitro Transportversuche mit rekonstituierten Sec61-Komplexen zeigten (Gorlich und
Rapoport, 1993). Allerdings konnte in S. cerevisiae nachgewiesen werden, dass YSY6, das
Hefehomolog von RAMP4, die Proteinexportdefekte von secY Mutationen unterdriickt
(Sakaguchi et al., 1991), was auf eine Beteiligung am Proteintransport hindeutet.

Die Analyse der Translokationseffizienz des Wachstumshormons zeigte bei
RAMP4 -/-mK-RM und RAMP4 +/+ mK-RM vergleichbare Translokationsraten. Ein
Zusammenhang zwischen der Menge an transloziertem Protein und der An- bzw. Abwesenheit
von RAMP4 konnte nicht beobachtet werden. Allerdings war der Gehalt sowohl an Préiprotein,

als auch von reifem Protein in der Anwesenheit von RAMP4 -/- mK-RM im Vergleich zu
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RAMP4 +/+ mK-RM stark reduziert. Eine verminderte Translation ohne Beeinflussung der
Translokation konnte auch fiir Insulin und Prolaktin (Daten nicht gezeigt) sowie das
cytosolische Protein Luziferase beobachtet werden. Somit zeigte sich, dass die
Proteinbiosynthese in RAMP4 -/- Miusen generell beeintrdchtigt ist und der Effekt nicht
spezifisch fiir sekretorische Proteine ist.

Aus den Daten kann jedoch ein direkter Einfluss von RAMP4 auf die Proteinbiosynthese
nicht abgeleitet werden. Das Wachstumshormon wird in den somatotrophen Zellen des
vorderen Hypophysenlappens gebildet und in das Blut sekretiert. Eine gestorte Entwicklung
dieser Zellen sowie eine Zerstorung des Hypophysenvorderlappens fithren zu einem Mangel
an Wachstumshormon. Einhergehend mit dieser Tatsache wiesen RAMP4 -/- Méuse einen
verkleinerten Hypophysenvorderlappen gegeniiber dem von Wildtyp-Tieren auf. Ebenso
waren andere endokrine Organe oder Zielorgane wie die Nebenniere, Schilddriise, Skelett-
muskulatur und Knochen in RAMP4 -/- Méausen verhéltnisméBig verkleinert. Diese Effekte
konnten jedoch auch unspezifischer Natur sein und ein genereller Effekt der Wachstums-
hemmung sein. Des Weiteren wurden im Hypophysenvorderlappen von RAMP4 -/- Miusen
die stressassoziierten Proteine GRP94, GRP78 oder Herp identifiziert, deren Gehalt im
Vergleich zu dem von Wildtyp-Méausen um das 1.5 - 2-fache erhoht waren. Ferner erfolgte in
RAMP4 -/- Maiusen verstirkt die Phosphorylierung des Translationsfaktors elF2oa. Er
unterdriickt die Proteinbiosynthese als Antwort auf ER-Stress. Der Gehalt von Sec61a und
Sec61p hingegen war im Wildtyp- und im Knock-out-Stamm vergleichbar (Hori et al., 2006).

Somit deuten die mit Membranen von RAMP4 -/- Midusen erhaltenen Ergebnisse auf
einen erhohten ER-Stress und eine verlidngerte Translationsunterdriickung hin, wodurch die
schnelle Produktion von Hormonen unterdriickt wurde. Bestandteil weiterer in vitro

Untersuchungen sollte der Einfluss von RAMP4 auf spezifische Effekte von ER-Stress sein.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Wihrend der post- und cotranslationalen Proteintranslokation binden Ribosomen an den
proteinleitenden Kanal in der Membran. Bei Bakterien ist dies der SecYEG-Komplex der Cyto-
plasmamembran, bei Eukaryonten der Sec61-Komplex in der ER-Membran. Als
Interaktionspartner fiir die Bindung an den Komplex konnte in vorausgehenden Studien die
ribosomale RNA identifiziert werden.

Ziel dieser Arbeit war es, mittels der Footprint-Methode die rRNA wihrend der Interaktion
néher zu charakterisieren. Es zeigte sich, dass durch die Bindung mit dem proteinleitenden Kanal
rRNA-Bereiche in ihrer Zugénglichkeit verdndert wurden. Durch die vergleichende Analyse von
70S Ribosomen mit isolierter, proteinfreier 23S rRNA wurde gezeigt, dass die rRNA in
Anwesenheit ribosomaler Proteine eine verdnderte Stabilitit und Flexibilitit aufweist. Die
deutlich verringerte Zahl von detektierten Effekten bei Verwendung von 70S Ribosomen deutet
zudem auf eine direkte Maskierung der rRNA durch die ribosomalen Proteine hin.

Uberraschend und neu war die Beobachtung, dass auch die Inkubation mit proteinfreien
Lipidvesikeln eine Verdnderung im Footprint-Pattern bewirkte, die dem Pattern weitgehend
dhnelte, das mit SecYEG-enthaltenden Proteoliposomen erhalten wurde. Daten iiber den Einfluss
von Lipiden fiir die Interaktion der Ribosomen an den Kanal liegen bisher nicht vor. Durch
Footprint-Analysen mit Proteinkomplexen sowie Lipiden in Detergenz-Losung wurde gezeigt,
dass beide Komponenten jeweils allein fahig sind, das charakteristische Pattern hervorzurufen.
Die Effekte sind aber deutlich schwicher, als bei Verwendung von SecYEG-enthaltenden
Proteoliposomen oder Lipidvesikeln. Die Art der Prisentation scheint entscheidend fiir den Effekt
zu sein. Ferner konnte gezeigt werden, dass anionische Lipide, welche charakteristische
Bestandteile der Membranen sind, ausschlaggebend fiir das Auftreten des Modifizierungsmusters
sind. Die vorliegende Arbeit legt daher die Vermutung nahe, dass auch Lipide im
Interaktionsprozess der Ribosomen mit der Membran eine Rolle spielen. Die Inkubation von 80S
Ribosomen mit SecYEG-Komplexen sowie 70S Ribosomen mit Sec61-Komplexen zeigte, dass
es sich nicht um einen spezifischen Effekt an der prokaryontischen Cytoplasmamembran handelt.
Die Detektion zur 23S rRNA analoger Nukleotide innerhalb der 28S rRNA bedeutet des Weiteren
eine erneute biochemische Bestitigung der evolutiondren Konservierung der rRNA.

Die mit 70S Ribosomen detektierten Footprints und Basenverstiarkungen liegen grof3tenteils in
Bereichen, die durch Strukturdaten von Ribosom-Kanal-Komplexen sowie phylogenetischer
Konservierung von anderen Gruppen als Interaktionsbereiche beschrieben wurden. Neben diesen
Bereichen konnten durch die Footprint-Analyse auch neue Regionen der rRNA identifiziert
werden, die aufgrund ihrer Lage im Ribosom ebenfalls als Interaktionsbereiche flir den Kanal in
Frage kommen.

In einem zweiten Teil der Arbeit wurde die Rolle des Ribosomen-assoziierten
Membranproteins RAMP4 untersucht. Die Vermutung, dass es sich auf die Translokation von
Proteinen auswirkt, konnte nicht bestitigt werden. Die in vitro Translokation mit ER-Membranen
von RAMP4-kock-out-Miausen wies keine Beeintrachtigung auf. Hingegen war die Translation
sowohl sekretorischer als auch cytoplasmatischer Proteine bei den Knock-out-Mausen stark
reduziert. Dies deutet auf eine beeintrachtigte Proteintranslation als Folge von ER-Stress und der
damit einhergehenden Unfolded Protein Response hin.
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8. ANHANG

Tabelle 2: Alle detektierten Footprints und Basenverstarkungen der drei unabhidngig voneinander
durchgefiihrten Versuche mit 70S Ribosomen und in Proteoliposomen rekonstituiertem SecYEG, SecYEG
in Lésung, Lipidvesikeln sowie Lipid in Losung (siehe 3.1.4.2).
Alle detektierten Footprints und Basenverstarkungen aus den drei Versuchen wurden berlicksichtigt. Nicht
berlicksichtig wurde die Haufigkeit des aufgetretenen Effektes beim Vergleich der drei Versuche. Lediglich die
Intensitat des Schutzes bzw. der Verstarkung innerhalb des Versuches wurde beriicksichtigt. So entspricht ein x
der schwachsten, drei x der starksten Auspragung. Es kann daher nur innerhalb einer Zeile verglichen werden.
Gelegentlich konnte eine Base sowohl als Footprint wie auch als Basenverstarkung identifiziert werden. Effekte
der Ansatze SecYEG in Lésung, SecYEG mit Lipid in Lésung und Lipid in Losung die in allen drei Versuchen mit
gleicher Auspragung (im Vergleich zu Proteoliposomen oder Lipidvesikeln) auftraten und somit signifikant sind,
sind grlin unterlegt. Gelb: Footprint; rot: Basenverstarkung; grin: signifikanter Effekt.

Protiiﬁ;fsi'men Lipidvesikel SecYEG in Losung SeCYEjCS;:r';;pid in Lipid in Losung
Base
11
34 XXX XXX
50 XXX XXX
62 X X X
64 XX XX XXX XXX X
79
86 XXX XXX X XX XXX
87 XX XXX XX x XX
130 XX X X X
134 XXX XXX
137 XXX XXX XXX XXX XX
138 XXX XX XX XX XX
140
145
149
152 XXX XXX XX XX XX
162 XXX XXX XXX XXX XXX
164 X X XXX XXX XX
167 XXX XXX
179 XXX XXX
200 XXX XXX XX X XX
229 XXX XXX XX
256 XXX XXX XX XX
260
261
262
270 XX XXX XXX
276 XXX XXX
278 XXX XXX XXX
279 XXX XXX XXX
204 XXX XXX XXX
314
315
316
317
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319 XXX XX XX XXX XX
322 XXX XX

323 XX XX XXX XXX XXX
340

362 XX XXX XXX
368 XX XX X X XXX
391 XXX XXX XX X
412 XXX X XXX X
453 XXX XXX

460 XXX XXX XX XXX XX
470 XXX XXX XXX XXX XXX
471 XXX XXX XXX XXX XXX
477 XX XX b XXX
482 XX XX XXX XXX XXX
490 XXX XXX XXX XXX XXX
496 XXX XXX XX
523 X XX XX XXX X
541 XXX XXX XXX XXX X
544 XXX X X XXX

896 XXX XXX XXX XXX
996 XX XX XXX XXX
1017 X X XXX b

1026 xxx X

1036 Xxx

1046

1127 Xxx
1131 XXX
1136 XX XX XX XXX

1174 XXX XXX

1175 XXX XXX

1177 XXX XXX X

1178 XXX XXX

1179 XXX XXX

1180 XXX XXX XX XX b
1181 XXX XXX

1193 XXX XXX

1195 xxx

1197 XXX XXX

1204

1205

1208 XXX X XX

1209 XXX XX X XXX XX
1211

1234 XXX X X

1239 XXX X X XXX

1241

1244

1268 XXX XXX XX XX
1269 XXX XXX XX XX
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1270 XXX XXX XX XX XX
1271 XXX XXX

1272 XXX XXX

1284 XXX XXX XXX XXX XXX
1288 XXX XXX XXX XXX XXX
1321 XXX XXX X X XX
1329 XXx X

1348 XXX XXX X b b
1354 XXX XXX X X XXX
1356 XXX XXX XXX XXX XXX
1361 XX XX XX XXX XX
1367 XXX XXX XX X XX
1397 XXX XXX XXX XXX XXX
1398 XXX XX XX XXX XX
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