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1. Einleitung

1.1 Peroxisomen: Vorkommen und Morphologie

Peroxisomen wurden ersmas von Rhodin (1954) beschrieben. Diese Zelorgandlen snd von
ener enfachen Lipiddoppelschicht umgeben, die von granul& bis tubulér und netzartig
viderle Geddt amnehmen kann. Sie bestzen ene Grole von 100 nm bis 1,5 um, je nach
vorliegendem Zdltyp und Differenzierungszustand (Lazarow und Fujiki, 1985; Gorgas, 1984,
1985, 1987; Kunau, 1998).

Peroxisomen tauchen in den verschiedengen Organismen und unterschiedlichen Geweben
bzw. Organen auf. Besonders grofe bzw. zahlreiche Peroxisomen kommen z.B. in den Zelen
der Leber und der Niere vor, wobel Leberzelen der Ratte in den vorliegenden Experimenten

bevorzugt verwendet wurden, wenn grof3ere Mengen gewonnen werden sollten.

1.2 Funktionen der Per oxisomen

Die vorherschenden metabolischen Vorgdnge in den Peroxisomen vaiieren in den
verschiedenen  Organismen bzw. Organen. Namengebend war das Aduftreten  von
unterschiedlichen  Oxidasen - wie Uratoxidase, D-Aminosiureoxidese u.a - in diessm
Organell (de Duve und Baudhuin, 1966; de Duve C., 1983; Latruffe und Vamecg, 2000).
Diese Oxidasen reduzieren Sauerstoff zu Wassarstoffperoxid und produzieren somit  as
Abfdlprodukt en Zdlgift, das umgehend durch Umsstzung in molekularen Sauerstoff und
Wasser mittdls Katdase entsorgt wird. In der Peroxisomenmatrix herrscht zumelst  en
reduzierendes Milieu vor. Die Katdase repréasentiert das Leitenzym der Peroxisomen, welches
zum Nachweis von Peroxisomen zB. in Prdpaden aus Zedlaufschlissen routinemédldg

herangezogen wird.



Die b-Oxidation langkettiger und verzwegter Fettsuren gddlt  enen weteren
Aufgabenbereich der Peroxisomen, z.B. in Saugerzdlen und Hefe, dar (Lazarow und de
Duve, 1976; Wanders und Tager, 1998; van Roermund & d., 2000). Kurze und unverzweigte
Fettsduren werden in den Mitochondrien metabolisert (Lindmark und Mdller, 1973; Draye et
a., 1987). Die besondere Bedeutung der Peroxisomen im Lipidstoffwechsd manifestiert Sch
an augefdligten in  Erkrankungen wie dem  Zdlweger-Syndrom,  Neonatder
Adrenoleukodystrophie u.a, die auf schwere Peroxisomendefekte, wie den Ausfdl des
Matrixprotein-Imports, zuriickgehen (Singh et d., 1984; Gould und Valle, 2000).

Eine wetere bedeutsame Aufgabe fdlt den Peroxisomen bel der Entgiftung von Sdugerzdlen
im Zusammenhang des Kaabolismus von Polyaminen und Purinen (Tekada & Noguchi,
1986), sowie bel der Oxidation von Alkoholen, Phenolen und Aldehyden zu (Tolbert, 1981,
Soto et d., 1993). Dies geschient vornehmlich in Organen, denen naturgemd? die Entgiftung
des Organismus zukommt, wie z.B. der Niere und der Leber.

In hoheren Pflanzen spiden spezidiserte Peroxisomen beim Glykolat- Abbau, welches bel der
photosynthetischen Sauerdoffixierung anféllt (Heupd und Hedf, 1992) ene Role Am
Abbau von Triglyceriden zu Succinat in den Keimbléttern fettspeichernder Frichte wahrend
der Kemung snd die hier ds Glyoxisomen bezeichneten Peroxisomen mal3geblich beteiligt
(Breidenbach und Beevers, 1967). Diesss higraus erhdtene Succint kan  zur
Glucosesynthese verwendet werden.

Auch im Rech dea Einzdler Snd spezidiserte Peroxisomen présent: zB. in Hagdlaen, wie
egtwa den Trypanosoma, ig die Glykolyse vom Zytoplasma komplett in die dafir
spezididerten Glycosomen verlagert worden (Opperdoes und Borst, 1977).

In Hefen, zB. Saccharomyces cerevisiae, findet der gesamte Prozef3 der b-Oxidation der
Lipide in den Peroxisomen statt (van Roermund et d., 2000).

Auch die Synthese von wichtigen Produkten ha ihren Anfang in den Peroxisomen von

Sugearzdlen, zB. die erden Schritte der Synthese der Plasmalogene (Etherlipide) und Telle



der Cholesterinsynthese (Hajra et d., 1979; Krisans, 1992), wobel die Aufrechterhadtung der
Etherlipidsynthese in engem Zusammenhang mit den oben ewdhnten Erkrankungen dsteht

(Thai et d., 2001).

1.3 Per oxisomenbiogenese

Fur die Biogenese der Peroxisomen werden zur Zeit zwel Hypothesen diskutiert. Ergstens die
Neubildung von Peroxisomen aus berets vorhandenem peroxisomdem Materid (Lazarow
und Fujiki, 1985, Purdue und Lazarow, 2001) und zweitens die Entstehung aus dem
Endomembransystem, vor dlem aus dem ER (Novikoff und Shin, 1964; Novikoff und
Novikoff, 1982; Kunau und Erdmann 1998; Titorenko und Rachubinski, 1998; Titorenko et

al., 2000).

1.4 Peroxisomale Proteine: Targeting, Regulation und Aufgaben

Peroxisomde Proteine werden an freen Polyribosomen im Zytoplasma und nicht am rauhen
ER synthetisert. Der Import in die peoxisomde Marix oder Membran efolgt
posttrandationd (Lazarow & Fujiki, 1985; McNew & Goodman, 1996; Jones et a., 2001,
Purdue und Lazarow, 2001).

Pograndationde Modifikationen in Form ener Glykosylieung snd bidang nicht beegt. Es
scheint bel Pex14 und Pex15 jedoch Phosphorylierungen und be Pex19 eine Farnesylierung
zu geben (Purdue und Lazarow, 2001).

Die fur die Aufrechterhatung des peroxisomaden Kompartimentes zustdndigen Proteine, die
sogenannten  Peroxine  (Pex-Proteine) snd zumeis an dem Import von I6dichen
peroxisomden Enzymen in die peroxisomde Matrix betaligt, welcher Uber einen verzwegten
Pathway bewerksteligt wird (Purdue und Lazarow, 1994). Bidang dnd 23 Mitglieder der

Pex-Familie beschrieben.



Zum Aufbau und zur Aufrechterhdtung der peroxisomden Membran snd nach heutigem
Wissensstand mindestens drel Peroxine (Pex3, Pex16, Pex19) und evt. auch noch Pex17 von
zentrder Bedeutung. Diese Masthingie ig¢  unabhéngig vom  Matrixprotein-Import
(Sacksteder et d., 2000; Purdue und Lazarow, 2001), welches sich auch in der Symptomatik
des Zdlweger-Syndroms zeigt, be dem nur der Matrixprotein-Import unterbunden ist (Santos

et d., 1988a und 1988b).

1.4.1 Peroxisomaler Matrixprotein-lmport mittels PTS

Der Matrixprotein-lmport ist vidfach beschrigben und efolgt mittds dre  verschiedener
Importwege, von denen bidang zwe zuverléssg eforscht sind, wadhrend beim dritten noch
Forschungsbedarf besteht, da die Signalsequenz sich ds sehr heterogen dargtdlt. Fir die
verschiedenen Importwege (Purdue und Lazarow, 2001) snd dre unterschiedliche PTS-
Typen (peroxisomde Targeting Signde) vorhanden, wobei die Trandokations-Maschinerie
zwelen davon, dh. PTSL und PTS2, gemeinsam zu sain scheint. Das PTS3 ig bidang nur
unzureichend charakterisert und scheint eher heterogener Natur zu sein (Smal et a. 1988).
Es kommt zB. in der peroxisomaden Acyl-CoA-Oxidase von S. cerevisiae vor, die keines der
beiden anderen PTS besitzt (Skoneczny und Lazarow, 1998).

Fur die beden anderen PTS sind lédiche cytosolische Rezeptoren bekannt: Pex5 fur das
PTS1 (Dodt et d., 1995; Dodt & Gould, 1996; Jardim et a., 2000) und Pex7 fur das PTS2
(Zhang & Lazarow 1996; Braverman et d., 1997; Elgersmaet d., 1998).

An der Peroxisomenmembran docken diese Rezeptoren Uber Pex13, Pex14 und Pex17 an,
gefolgt von enem bisher nicht vollséndig verstandenen Trandokationsmechanismus, an dem
Pex2, Pex8, Pex10 und Pex12 beteiligt sind (Gould et a., 1996; Rehling et d., 1996; Huhse et

a., 1998; Girzalsky et d., 1999; Urquhart et d., 2000; Purdue und Lazarow, 2001).



Bidang wird davon ausgegangen, dad zumindest Pex5 - nach Abliferung des
neusynthetiserten Cargo-Proteins beim Peroxisom - wieder zum Cytosol recycet wird
(Dammai und Subramani, 2001). Fur Pex7 gibt es bisher keine dahingehenden Erkenntnisse.

Die meden peoxisomden Marixproteine besitzen en PTSL, weches am &ulersen C-
Terminus lokdiset i und aus ene Sequenz besteht, die im Laufe der Evolution auf das
Tripeptid SKL eingeengt wurde (Gould et d., 1989; Miura et d., 1992; Sacksteder et 4d.,
1999; zur Ubersicht siehe McNew und Goodman, 1996).

Das PTS2 gdlt im Gegensatiz hierzu eine bretgeféchete Konsensus-Sequenz dar, die aus
einem Nonapeptid [-(R/K)-(L/V/)-(XXXXX)-(H/Q)-(L/A/F)-] besteht und am &ulRersten N-
Terminus oder nahe daran lokdisert ist (Swinkds et al., 1991). Das PTS2 ist zB. in der
Maadehydrogenase von enigen Pflanzen und in der Thiolase von Ratten enthdten, wobel
die Thiolase inofern ene Besonderheit darstdlt, ds hier das PTS2 nach dem Import
abgespdten wird, was songt dlgemein nicht der Fdl ist (Miura et d., 1984; Swinkels et d.,
1991; Chudzik et d., 2000). Der Verbleib ener Targeting-Sequenz am Protein - die egentlich
nach dem Import des betreffenden Proteins ihre Aufgabe eflllt hat - Sdlt eine Ausnahme
dar. Beém Import von Proteinen in andere Zdlorgandlen, wie z.B. Mitochondrien, das ER
usw., findet abschlielfend Ublicherweise eine Abspdtung von Signasequenzen datt (Just und

Soto, 1992; Danpure 1996).

1.4.2 Per oxisomaler Membranprotein-lmport

Fir enige wenige peroxisomae Membranproteine wurden mPTS  (membrane-PTS)
vorgeschlagen, deren Sequenzen jedoch so heterogen sind, dal3 nicht von enem Konsensus-
Motiv gesprochen werden kann. Hierbel ist zu beachten, dal3 Targeting und Insertion des
Proteins in die peroxisomde Membran getrennte Schritte darstellen (Diestelkotter und Judt,
1993). Das ese mPTS wurde im Pmp47 von Candida boidinii - spder auch in

Saccharomyces cerevisiae — identifiziert (McCammon et d., 1994; Dyer et a., 1996), wobe



das entsprechende Signd im luminden Loop zwischen der 4. und der 5. Transmembran
doméne des Pmp47 lokdigert is (Dyer e d. 1996). Die Lokdiserung dieses Signds im
bereits integrierten Protein scheint fast immer auf der Matrixsaite der Peroxisomen zu liegen,
wie dch anhand von Pex3 aus Hansenula polymorpha sowie Pex15 und Pex22 aus
Saccharomyces cerevisiae demondtrieren lief3 (Baerends et d., 1996+2000; Elgersma et 4d.,
1997; Koller et d., 1999). Eine Ausnahme gdelt das mPTS von Pmp22 aus Ratten dar,
welches innerhdb der esen 37, cytosolisch gelagerten, Aminosduren des in  die
Peroxisomenmembran integrierten Proteins liegt (Pause et d., 2000). Eine Gemeinsamkeit
dler bisher vorgeschlagenen mPTS-Sequenzen snd postiv - geadene  Setengruppen, die
innerhdb enes hydrophilen Proteins mit enem hydrophoben Bereich verbunden snd, zB.

Transmembrandoménen (Purdue und Lazarow, 2001).

1.4.3 Regulation der Peroxine

Die Regulation der Expresson vider Protene der Peroxisomen efolgt ua  Uber
Transkriptionsfaktoren, de zur PPAR-Familie  (Peroxisomen Proliferator-aktivierter
Rezeptor) gehdren. Hierbel wird der Rezeptor-gebundene Aktivator (Ligand) in den Kern
trangportiert, wo ene Induktion der Transkription Uber Anbindung an geeignete Promotoren
efolgt. Dies fihrt letztendlich zu einer Regulation der peroxisomaen Proliferation Uber die
PPARs (Issemann und Green, 1990; Dreyer et a., 1992; Lee et d., 1995). Natirliche
Aktivatoren der PPARs scheinen mehrfach ungesdtigte Fettsduren zu sein (Rugtan et A,
1992). Zu den synthetischen Peroxisomenproliferatoren gehdren z.B. Pharmaka wie Clofibrat,
die den Lipidspiegel senken und die PPARs aktivieren (Hess et d., 1965; Lazarow und de
Duve, 1976; Dreyer et d., 1992). Dieser Effekt wird bei der Gewinnung von peroxisomalen
Praparaten genutzt, indem z.B. Raten mit Clofibrat-versetztem Futter erndhrt werden, um die

Peroxisomenausbeute zu maximieren.



1.5 Die Pex11-Homologe induzieren per oxisomale Proliferation

Die Pex11 (ehemas Pmp26 bzw. Pmp27)-Homologe Pex11-1 und Pex11-2, auch ds Pexlla
und Pex1lb bezeichnet, schliefdich snd auf der Ebene der Peroxine fir die peroxisomae
Proliferation in Sdugerzellen verantwortlich (Marshal e d., 1995; Abe und Fujiki, 1998;
Schrader et d., 1998). Die Polypeptid-Sequenzen von Pex11-1 (246 Aminosiuren) und
Pex11-2 (259 Aminosduren) sind in der Maus (Mus musculus forma domestica) zu 41%
identisch und zu 70% einander dhnlich (Abb. 1).

Das Pex11-1 induziet mit ener Verdoppelung der Ursprungszahl eine madge Proliferation
der Peroxisomen (Passreiter et a., 1998), wahrend die Uberexpression von Pex11-2 eine
darke peroxisomae Proliferation erzeugt. Hier wird die urspringliche Anzahl auf das 8- bis
10-fache erhoht (Schrader et a., 1998). Nach Pex11-2-Uberexpression entstehen deutlich
kleinere Peroxisomen.

In Ratten wurde beobachtet, dald Pex11-2 fir die konditutive peroxisomade Proliferation
verantwortlich zu sein scheint, da es in den verschiedenen Geweben in etwa enheitlich stark
exprimiert wird. Im Gegensatiz hierzu schwankt das Pex11-1-Level erheblich und igt durch
Gabe von extrazdluldren Stimuli, z.B. Clofibrat, stark induzierbar. Das mRNA-Niveau von
Pex11-1 geigt nach Stimulation bis auf das 10fache (Schrader et d. 1998), was auf ene

bedarfsorientierte Funktion schlief3en |&(%.

1.5.1 Vorkommen von Pex11-Proteinen in niederen Organismen

In Hefen exidiert nur ein Pex11-Protein, das as peripherisches Protein auf der Matrixseite der
peroxisomden Membran lokdidert zu sein scheint (Marshdl et d., 1996). Hefe-Mutanten,
die kein Pex11 exprimieren, weisen im Gegensatz zu den normaen Zelen nur wenige aber

sehr grofe Peroxisomen auf, die nicht auf Tochterzellen Ubertragen werden konnen und somit



deren Wachstum unterbinden (Erdmann und Blobel, 1995; Marshall et da., 1995; Seka e 4d.,
1995).

Auch in Hagdlaten, zB. den Trypanosomen, exidiet nur en Pex11-Protein, dessen
Uberexpression zu verénderten Phanotypen fiihrt (Lorenz et d., 1998). Die Funktionsfahigkeit
des trypanosomden Pex1l ig aber nicht von einem intakten C-Terminus bzw. Dilysnmotiv

abhéngig (Maier et a., 2000).

1.5.2 Topologie und wichtige Domanen der Pex11-Homologe

Den beiden Pex11-Homologen is ene auffdlige Topologie gemeinsam. Sie besitzen, zB. in
der Maus, laut Hydrophobizitdtsandyse zwe putative Transmembrandoméanen. Der N- und
der C-Terminus weisen beide in das Cytosol und ene grole luminde Schlefe ig in das
Innere des Peroxisoms gelagert (Abb. 21; Abb. 22; Passrdter et d., 1998). Die im Vergleich
zu Pex11-1 zusitzlich vorhandenen 13 Aminosiuren des Pex11-2 befinden sch in dieser
luminglen Schlafe.

Zudem befindet sch im N-Terminus ein PTS2 (Aminosdure 16-24), das bel Pex11-1 vdllig
mit dem beschricbenen Konsensusmotiv  Ubereingimmt (Osumi et d., 1991; Subramani,
1993). In der Pex11-2-Sequenz igt die 8.Podtion des PTS2-Nonagpeptids ein Tyrosin, welches
nicht im bekannten Konsensusmotiv vertreten is. Es ist jedoch maglich, dal3 die PTS2-
Konsensus-Sequenz  bisher zu redriktiv definiert wurde, wie Untersuchungen in Sdugern,
Hefen und Pflanzen vermuten lassen (Tsukamoto et d., 1994; Glover et d., 1994; Fynn et d.,
1998), und dal3 die PTS2- Sequenz in Pex11-2 eher einer erweiterten Definition entspricht.

Am C-Terminus des Pex11-1 befindet gch en Dilyanmativ (hier: -KLKAR; Jackson et d.,
1990; Pasyeter et d., 1998), das ds Retentionssgnd fir ER-resdente Membranproteine
bekannt ist (Nilsson et a., 1989). Uber die Bindung von Coatomer und somit den Aufbau des
Coats am Veskd, wird die Veskulierung und damit der veskuldae Trangport zwischen ER

und Golgigpparat, sowie der intra-Golgi- Transport, ermdglicht (Cosson und Letourneur, 1994



und 1997; Letourneur et a., 1994; Cosson et d., 1996; Nickd et a., 1998). Die kleine
GTPase ARF1 ig zusammen mit dem Dilysnmotiv an der COPI-Coat-Anbindung beteiligt
und emdglicht so die Veskulierung der Golgi-Membran (Harter et d., 1996; Zhao et 4d.,
1997).

Auch das Dilysnmativ in Pex11-1 igt in der Lage, ARF und COP | zu binden und so evt. ene
peroxisomale Veskulierung zu vermitteln (Passreiter et d., 1998; Anton et a., 2000).

Waéhrend das Dilysnmotiv in Pex11-1 dem Konsensusmotiv (-KXKXX) voll entspricht, ist in
Pex11-2 mit (-RLKP) en Moativ vorhanden, das im Vergleich zum Pex11l-1 um ene
Aminosaure verkirzt ist und sttt dem erden Lysin ein Argnin besitzt (Abb. 1). Zwar snd an
diesr Sele mit Arginin und Lysn nach wie vor zwe postive Ladungen présent, jedoch ist
die Sequenz im Vergleich zu Pex11- 1 deutlich verandert.

Aulerdem befindet dch innerhdb der luminden Loop-Region der Pex11-Homologe ene
Sequenz (Position 156-170 in Maus und Ratte), die mit ihren podtiv geladenen Aminosduren

einem mPTS ahndt (Passreiter et d., 1998; Anton et ., 2000).

1.6 Zielsetzung

Es liegt nahe, dad die cytosolisch orientieten Termini ene Kontaktaufnahme zu moglichen
Interaktionspartnern  im  Cytosol  ermdglichen.  Experimentell  bietet sich  daher  ene
Funktionsandyse der Pex11-Proteine Uber eine genauere Untersuchung diesr Termini an. Da
Pex11-2 offendgchtlich den doéakeren Peroxisomenproliferierenden Effekt der beiden
Homologe aufwelst (Schrader et d., 1998) konzentrierten sich die Untersuchungen vor dlem
auf dieses Protein. Insbesondere der Pex11-2-N-Terminus <olite sch im Laufe der
Experimente as interessanter Kandidat zur funktionellen Charakteriserung erweisen.

Grundsétzlich gdlt dch die Frage, ob die beiden Homologe - auf mehr oder weniger direkte

Weise - interagieren oder isoliert arbeiten und welche spezifische Rolle die einzelnen Proteine
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bzw. deen funktiondle Doménen bel der peroxisomden Veskulierung und der
Aufrechterhatung der Peroxisomen-Morphologie spieen.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung sollten verschiedene cDNA-(Ddetions- und Fusions-)
-Kongrukte hergesdlt und enzen oder kombiniert in Saugerzelen exprimiet und die
resultierenden  Phanotypen andyset werden (Abb. 3 und Abb. 4). Fir de
Transfektionsanséize wurden in den vorliegenden Experimenten CHO-Zdlen (Zelen aus dem
Ova des chinesschen Hamsters / Cricetulus griseus) und AT3-Zdlen (Hepatomzellen einer
transgenen Maus / Mus musculus forma domestica) verwendet, da diese Zdlen gut
identifizierbare peroxisomale Strukturen und einen nicht zu grol3en Zelkern besitzen.

Ergénzend sollten Interaktions-Experimente der Homologe untereinander oder mit anderen

maodichen, z.B. cytosolischen, Bindungspartnern durchgefiihrt werden.



2.M aterialien

2.1 Verwendete M aterialien und Ger ate

2.1.1 Spezielle Chemikalien

Acrylamid, Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)

Agarose NEEO, Ultra-Qualitét, Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
AMCA blue-(Sulfo-NHS), Pierce

Ammoniumperoxodisulfat (APS), Merck AG (Darmstadit)
Ampicillin, Boehringer Mannheim

Apyrase, Sigma

ATP, Sigma (Deisenhofen)

Bacto-Agar, DIFCO Laboratories (Detroit, MI, USA)
Bacto-Tryptone, DIFCO Laboratories (Detroit, Ml, USA)
Bisacrylamid (N, N"-Methylenbisacrylamid), Serva (Heidelberg)
BMH (Bismaemidohexan), Pierce (Rockford, IL ,USA)

Bromphenolblau, Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA, USA)

BSA (Rinderserumalbumin) FraktionV, Biomol Feinchemikalien (Hamburg)

Cdl labdling Mix, Amersham Buchler (Braunschweig)
Coomassie Brilliant Blau R250, Serva (Heidelberg)

CTP, Sigma (Deisenhofen)

Cytochalasin B, Sigma (Deisenhofen)

Dexamethason, Serva (Heidelberg)

DM SO (Dimethylsulfoxid), Sigma Aldrich (Deisenhofen)
DNA-Leiter (1kb), GIBCO BRL (Eggenstein)

DTT (Dithiothreitol), Biomol Feinchemikalien (Hamburg)
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EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure), Merck AG (Darmstadt)

Essigsaure, Merck AG (Darmstadt)

Ethanol absolut, Riedel-de-Haén (Hannover)

Ethidiumbromid, Boehringer Mannheim

Fuos Sigma

(G418-Sulfat, Sigma (Deisenhofen)

GTP, Sigma (Deisenhofen)

Hefeextrakt, DIFCO Laboratories (Detroit, M1, USA)

HEPES (N-(2-Hydroxylethyl)Piperazin-N’-(2-Ethansulfonsdure) ), Sigma (Deisenhofen)
Insulin, Hoechst (Frankfurt)

Lyso-Tracker (rot) DND-99, Molecular Probes (Leiden, NL)
[3-Mercaptoethanol, Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA, USA)
Mito-Tracker (grin) M-7514, Molecular Probes (Leiden, NL)

Mito-Tracker (rot) M-7513, Molecular Probes (Leiden, NL)

Mowiol, Polyscience Inc. (Warrington, PA, USA)

Nocodazol [Methyl-(5-(2-Thienylcarbonyl)-1 H-Benzimidazol-2-yl)carbamat], (M 1404),
Sigma (Deisenhofen)

dNTP-Mix fur PCR, Pharmacia (Freiburg)

Nycodenz, Immuno (Heidelberg)

Oligonukleotide, Eurogentec (Seraing, Belgien)

PM SF (Phenylmethylsulfonylfluorid), Boehringer Mannheim

2-Propanol, Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)

Rontgenfilm-Entwickler, Kodak LX24, Eastman Kodak (Rochester, NY, USA)
Rontgenfilm-Fixierbad, Kodak AL4, Eastman Kodak (Rochester, NY, USA)

SDS (Natrium-Dodecylsulfat), Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA, USA)
Qlfo-SMCC (Sulfosuccinimidyl 4-(N-maeamidomethyl)cycdohexan 1-carboxylat), Pierce

(Rockford, IL ,USA)

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin), Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA, USA)
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TCA (Trichloressigsdure), Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)

Thiopropylsepharose 6B (TPS), Pharmacia (Freiburg)

Triiodothyronin, Sigma (Del senhofen)

Triton X-100, Boehringer Mannheim

Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan), Merck AG (Darmstadit)

Tween 20, Serva (Heidelberg)

UTP, Sigma (Deisenhofen)

Zeocin, CAYLA (Toulouse, F)

Alle weiteren verwendeten Chemikalien wurden in p.a-Qudité von den Firmen Merck AG

(Darmstadt), Riedel-de-Haen AG (Hannover) und Roth GmbH & Co. (Karlsruhe) bezogen.
Das verwendete Wasser (bidest-Qualitét) entssammte einer Milli-Q-Anlage der Firma Millipore.

2.1.2. Vorgefertigte Materialien

Filterpapiere (190g bzw. 330g/ m ) Whatman
Membranfilter (& 0,45 pum) Millipore
Fluorotrans PV DF-Blot-Membran, Pall (Portsmouth, GB)

Roéntgenfilme fir: - **S, Hyperfilm™-pmax, Amersham Buchler (Braunschweig)

- Western Blot, Kodak X-omat XARS5, Eastman Kodak (Rochester, NY, USA)

2.1.3. Enzyme und Inhibitoren

Antipain, Bachem (Heidelberg)

L eupeptin, Bachem (Heidelberg)

Restriktionsendonukleasen und zugehdrige Puffer, New England Biolabs (Schwalbach)
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) und Puffer, USB (Cleveland, OH, USA)
Tag-PWO-Polymerase und Puffer, Hybaid (Heidelberg)

T4-DNA-Ligase und Puffer, Fermentas (Vilnius, Litauen)
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2.1.4 Antiseren

-Erstantikor per:

In der Immunfluoreszenz bzw. im Western Blot wurden benutzt:

- anti-Acyl-CoA -Oxidase, polyklonales Antiserum aus Kaninchen gegen das Gesamtprotein, im Labor
(1:200)

- anti-Cdlreticulin, polyklonaes Antiserum aus Kaninchen gegen das Gesamtprotein, bezogen von
affinity bioreagents (Uber Alexis Deutschland GmbH (Grinberg) )

- anti-Katdase (K1), polyklonales Antiserum aus Kaninchen gegen das Gesamtprotein (1:200in IF
verwendet, im Labor vorhanden).

Entsprechende Antiseren gegen Katalase aus Schaf und Maus (1:50 verwendet) wurden wahlweise
benutzt.

- anti-myc (9E10), monoklonaer Antikorper aus Maus myc-Epitop-spezifisch, Gabe von Nicole
Jenne BZH Heidelberg (als 1:4 Verdinnung in IF verwendet)

- anti PMP26p (Pex11-1p), polyklonaes Antiserum aus Kaninchen gegen das Gesamtprotein, im
Labor (1:100)

- anti-PMP69p (Pep3, 96) polyklonales Antiserum aus Kaninchen gegen das synthetische C-terminde
Peptid des Pmp69p, im Labor (a's 1:300-1:500 Verdinnung in IF verwendet)

- anti-PMP69p (Pep3, 96) polyklonales Antiserum aus Maus gegen das synthetische C-terminae
Peptid des Pmp69p, im Labor (1:25 in IF verwendet).

- anti-a-Tubulin (1:70 in IF verwendet) monoklonales Antiserum aus Maus (Amersham Buchler,
Art.Nr. N 356)

-Zweitantikor per:

In der Immunfluoreszenz wurden verwendet:

Sekundére Antikorper aus Ziege anti-Maus bzw. anti-Kaninchen 1gG-Gesamtantikorper (H+L)
AffiniPure wurden jewells als Konjugate mit Fluorescein(FITC) oder Rhodamin(TRITC) von der
Firma Dianova-immunotech (Hamburg) bezogen (1:80 bis 1:100 verdiinnt benutzt).

Beim Western Blot wurden benutzt:

Peroxidase-konjugierter AffiniPure Ziege anti-Maus bzw. anti-Kaninchen 1gG-Gesamtantikorper
(H+L), dianova-immunotech (Hamburg) (1:10.000 verdiinnt verwendet).



15

2.1.5 Grossenmarker fur Elektrophorese

2.1.5.1 Agar osegelelektrophor ese

- 1kB-DNA-Leiter (GIBCOBRL):

Ein synthetisches Vielfaches eines 1014bp-grossen Fragmentes kombiniert mit Fragmenten
aus dem Plasmid pBR322 (alle Fragmente, die weniger als 1000bp besitzen).

Die Grdssen der Einzelfragmente (in bp) sind:
12216,11190,10180,9126,8144,7126,6108,5090,4072,3054,2036,1636,1016,506/517,
396,344,298,220,201,154,134

Es wurde jewells eine Konzentration von 50ng/m verwendet.

2.1.5.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

- Laborstandard:

Zusammensetzung aus 6 verschiedenen Proteinen:
Phosphorylase b (97kD), BSA (67kD), Ovabumin (45kD), Carboanhydrase (29kD),
Trypsininhibitor (21kD), Lysozym (14kD)

- vorgefarbter Standard, sogenannter prestain (Sigma):
Zusammengesetzt aus 7 Proteinen:
a-Makroglobulin (190kD) b-Galactosidase (125kD), Fructose-6-Phosphatkinase (88kD),
Pyruvatkinase (65kD), Fumarase (56kD), L actatdehydrogenase (38kD),
Triosephosphatisomerase (33,5kD)

- Radioaktiv-Standard (Amersham):
Bestehend aus 6 verschiedenen **C-markierten Proteinen:
Myosin (200kD), Phosphorylase b (92,5kD), BSA (69 kD), Ovabumin (46kD),
Carboanhydrase (30kD), Lysozym (14,3kD)

2.1.6 Reagentiensatze

QIAfilter Plasmid Maxi/Midi Kit, QIAGEN GmbH (Hilden)
QIAprep Spin Plasmid Kit (Miniprep), QIAGEN GmbH (Hilden)
Qiaquick Gel Extraction Kit, QILAGEN GmbH (Hilden)

Wahlweise wurden entsprechende Produkte von Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diren)
bezogen.

2.1.7. Bakteriensdmme

E. coli XL1-blue: Stratagene (La Jolla, CA, USA) zur Amplifikation von verwendeten Plasmiden
[Genotyp: supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac

F (proAB™lacl lacZDM 15 Tn10(tef?) ) | Blau-Weiss-Selektion wird durch das

F -Plasmid bei einem geeigneten Vektor auf X-Gal-versetzten Agarplatten moglich.
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E. coli BL21(DE3)pLysS Novagen (Darmstadt, D) als kompetente Zellen geliefert, zur
Uberexpression von Proteinen, tragt ein Plasmid zur Lyse der Zellen (bei Gefrieren) [Genotyp: F
ompT hsdS; (re- Me-) gal dem (DE3) pLysS (can?)]. Zur rekombinanten Gewinnung von reinen
Proteinpraparaten.

2.1.8. Zdlinien

mhAT3F: Adhérent wachsende L eberzellen aus dem Hepatom einer transgenen Maus (Mus musculus
forma domestica). Das T-Antigen wird unter der Kontrolle von Antithrombin I
(regulatorische Region) exprimiert. Gabe von B. Antoine, Ingtitut Cochin, Paris (F).

CHO-K1, ATCC CCL 61: Adharent wachsende Zellen aus dem Ovar des chinesischen Hamsters
(chinese hamster ovary/ Cricetulus griseus). Es handelt sich um pseudohaploide Zellen.

2.1.9Klonierungsvektoren

pBluescript KS (+/-) von Stratagene (La Jolla, CA, USA):

Dieser Vektor tragt ein Ampicillin-Resistenzgen, erméglicht eine Blau-Wel ss-Selektion von
transformierten Bakterien (die multiple cloning site unterbricht das Lac Z Gen) und besitzt einen
T7-Promotor von dem aus eine in vitro- Transkription mdglich ist.

pcDNA 3.(1) Invitrogen BV (Leek, NL):

Hierbei handelt es sich um einen Sdugerexpressionsvektor, der tber einen CMV -Promotor
(Cytomegaovirus) fir eine hohe kongtitutive Expression des einklonierten Gens sorgt.

Die Vorwértssalektion erfolgt mittels einer G418-Resistenz (pcDNA 3) bzw. mit einer Zeocin-
Resistenz. (pcDNA 3.1) wodurch Saugerzellen-Klone gewonnen werden kénnen. Auch hier wird
durch eine Ampicillin-Resistenz eine Amplifikation des Plasmidsin E. coli ermdglicht.

Einein vitro- Transkription ist auch hier per T7-Promotor ausfuhrbar.

pPEGFP-C(1,2,3), (Clontech, Heidel berg):

Dieser eukaryontische Expressionsvektor enthdt hinter einem CMV -Promotor die cDNA der
stabileren Form des griin fluoreszierenden Proteins (EGFP) und ermdglicht die Klonierung eines
Proteins an den C-Terminus des EGFP. Die Ziffern in der Klammer stehen fur drei mogliche
Leseraster (verwendet wurde C1). Die cDNA-Sequenz wurde an die in der Saugerzelle am haufigsten
auftretenden Codons angepal? und ermdglicht so eine verstérkte Expression.

pPEGFP-N(1,2,3), (Clontech, Heidel berg):

Die Eigenschaften dieses Vektors entsprechen im Wesentlichen denen des oben beschriebenen
PEGFP-C(1,2,3). Hier erfolgt aber eine Fusion des einklonierten Proteins an den C-Terminus des
EGFP (Vgl. s.0.). Verwendet wurde das Raster von N2.

Alle diese Vektoren sind high-copy-number Plasmide.

pAD-Ga4 (Stratagene, Heidel berg):

Diesist ein Hefeexpressionsvektor, mit dessen Hilfe Fusionsproteine mit der Aktivierungsdomane
des Gd4-Proteins der Hefe exprimiert werden kénnen. Die Selektion erfolgt nach der Klonierung
Uber die Leucinautotrophie. In diesem Fall enthielt dieser Vektor bereits die Genbank (im Labor).

pBD-Gal4 (Stratagene, Heldelberg):

Diesist ein Hefeexpressionsvektor, mit dessen Hilfe Fusionsproteine mit der Bindungsdoméne des
Gd4-Proteins der Hefe exprimiert werden konnen. Die Selektion erfolgt nach der Klonierung tber die
Tryptophanautotrophie.
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PGemT (Promega, Mannheim):

Dieser Vektor wird zur Klonierung von PCR-Produkten genutzt (mit A-Uberhang) und wurde in
diesem Fall benutzt, wenn eine direkte Klonierung in den Zievektor zu umsténdlich war.

pQEGO (QIAGEN):

Diesist ein low-copy-Plasmid zur bakteriellen Expression eines Fusionsproteins mit einem 6xHis-tag
(C-termind) Uber einen T5-Promotor (in vitro- Transkription). Die Selektion erfolgt tber Ampicillin.

2.1.10 Gerate

Brutschrénke, Heraeus
Gelelektrophorese-Apparatur, Bio-Rad
Elektroblot-Apparatur, Bio-Rad

Thermomixer 5436, Eppendorf

2.1.11 Medien und Verbrauchsmaterialien in der Zdlkultur

Dulbecco’s modified eagle medium / Nutritient Mix F12 (1:1) = D-MEM F12 in Pulverform
Dulbecco’s modified eagle medium = D-MEM und die Variante a-MEM in Pulverform
Alle Zdlkultur-Medien wurden von GIBCO BRL (Eggenstein) bezogen.

Weitere Chemikalien und Préparate flr die Kultur von Saugerzellen wurden von der Biochrom KG
(Berlin) und Sigma (Deisenhofen) erworben.

Kunststoff-Petrischalen und weitere Plastikwaren stammten von folgenden Firmen:
Costar (Bodenheim)

Fa con/Becton Dickinson (Heidelberg)

Greiner (Nurtingen)

Nunc (Wiesbaden)
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3.Methoden

3.1 Allgemeine Molekularbiologische M ethoden

3.1.1 Arbeiten mit E. coli
3.1.1.1 Kultur von E. coli Bakterien (XL 1-blue)

- In der Flussigkultur:

Zur Anzucht grésserer Bakterienmengen werden sogenannte Ubernachtkulturen angesetzt,
wobei sich die Bakterien bis zur stationaren Phase ( 2x10° Zellen/ml) vermehren und dann
geerntet werden. Zum Animpfen wird eine einzelne Kolonie von einer Agarplatte per Impfose
in einen zu ca. 25% mit Medium (mit zugesetztem Selektionsantibiotikum) befillten
Erlenmeyerkolben Uberfihrt (oder es werden einige Mikroliter einer vorhergehenden
Flissigkultur verwendet). Inkubiert wird ca. 16h bei 37°C unter stdndiger Rotation

(180 Upm).

Zur Untersuchung einzelner Kolonien auf das transformierte Plasmid hin, wurden 5 ml—

Kulturen in 10 ml-Wassermannréhrchen unter entsprechenden Bedingungen angei mpft

(Minipreps). Diese Kulturen wurden max. 72h bei 4°C gelagert.

LB-Medium: 1% Bacto-Tryptone
0,5% Hefeextrakt
0,5% NaCl
pH 7,5 mit NaOH, autoklavieren, bel RT lagern

Antibiotikum:  Ampicillin-Stocklésung: 100 mg/ml in ddH,O (1000x)
be -20°C lagern
Enkonzentration im Medium: 100 ng/ml

- Auf Agarplatten:

Zum Beispiel nach einer Transformation zur Vereinzelung von Klonen. Hierzu wird dem LB-Medium
(s.0.) 1,5 % Bacto-Agar zugesetzt bevor autoklaviert wird. Ist die Lésung nach der Sterilisation auf ca.
50°C abgekihlt, wird das hitzeempfindliche Ampicillin bzw ein anderes Antibiotikum) beigemischt
und anschliessend die Platten gegossen. Nach dem Erstarren werden die Platten bei 4°C gelagert (bis
zu 6 Wochen; mit Kolonien bewachsen bis zu 4 Wochen).

- Anlegen von Dauer kulturen:

Sollen erfolgreich transformierte Klone oder Bakterienstdmme gelagert werden, werden 500-1000 m
einer Flissigkultur in einem Kryordhrchen mit 15 % (v/v) sterilem Glycerol versetzt. Nach
Schockfrosten in flissigem N, sind diese Kulturen bei —80 °C unbegrenzt haltbar und damit
reaktivierbar. Hierzu wurde mit einer heissen Impftse ein kleines Aliquot abgeschmolzen und zum
Animpfen in eine neue Flissigkultur Uberfuhrt.



3.1.1.2 Herstellung transfor mationskompetenter Zellen

Um Bakterien in die Lage zu versetzten, frei in der Losung vorhandene (Plasmid-)DNA absorbieren
zu koénnen, mussen diese zuvor einer speziellen Prozedur unterzogen werden. Hierbei wird die
bakterielle Plasmamembran mit Ca’*-lonen fiir exogene DNA durchléssig gemacht.

Es wurde die modifizierte Mehode von Cohen et a. (1972) angewandt:

- 100 ml LB-Medium (ohne Antibiotika) werden mit 1% Vol. einer frischen Ubernacht-Kultur
versetzt. Diese Kultur wird bis zum Erreichen der logarithmischen Phase (ODggo = 0,4-0,5) bei 37°C
und 180 Upm geschittelt.

- Diese Suspension wird auf einem Salz-Eishad in bereit vorgekuihlte Zentrifugen-Plastikrohrchen
umgeflllt und verbleibt fir 10 min auf Eis

- Hiernach wird die Suspension bei 3000xg und 4°C fur 10 min zentrifugiert wonach das Sediment in
20 ml auf Eis gekihite Calcium-Glycerol-L6sung resuspendiert wird. Diese Suspension verbleibt
neuerlich fur 30 min im Saz-Eisbad.

- Abermaswird bel 3000xg und 4°C fur 10 min zentrifugiert.

- Das so gewonnene Bakterienpellet wird behutsam in 4 ml eisgekihlte Cacium-Glycerol-
L6sung resuspendiert und in Aliquots zu 100m in vorgekihlte 1,5 ml Eppendorf-Rohrchen gefulllt.

- Schockfrosten in flissigem N, und Lagerung bei -80°C fir maxima 6 Monate.

Verwendete Cal cium-Glycerol-L ésung:
60 mM CaCl,

10 mM PIPES, pH 7,0

15% Glycerol

sterilfitriert und bei RT gelagert

3.1.2 Amplifikation von Plasmiden

3.1.2.1 Mini-Pré&paration durch QIAprep Spin Miniprep Kit

Zum Beispid zur Identifikation von Transformanden, etwa nach einer Ligation, werden nur kleine
Mengen von DNA bendtigt, welche bei dieser M ethode gewonnen werden.

Es werden je 5 ml-Ubernachtkulturen (L B-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum) fiir jeden
zu untersuchenden Klon angesetzt.

- Am néchsten Tag werden je Klon 500m Suspension as Reserve in Plastikrohrchen gefillt, um aus
diesen spéter eventuell Maxi-Pr8parationen anzuimpfen (Lagerung bei 4°C).

- Die restliche Suspension wird bet 6000 Upm und 4°C fir 10 min zentrifugiert.
- Jedes Pellet wird in 250m Puffer P1 resuspendiert.

- Durch Zugabe von je 250m Puffer P2 und anschliessendes behutsames Uberkopf -Mischen erfolgt
eine alkalische Lyse der Bakterienzellen fir maximal 5 min bel RT.
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- Die Lasung wird durch Zugabe von je 500m Puffer N3 und abermaliges Uberkopf-Mischen
neutralisiert.

- Zur Entfernung von bakterieller DNA, SDS-Prézipitat und Zellresten wird bel 13000 Upm und 4°C
fur 10 min zentrifugiert (Haereus Biofuge).

- Zeitgleich werden die Saulchen des Préparations-Kits zum Adsorbieren der Plasmid-DNA auf leere
1,5 mi-Eppendorfrohrchen aufgesetzt.

- Die Ubersténde aus der Zentrifugation werden nun auf je ein Siaulchen gegeben und diese durch
Zentrifugation bel 13000 Upm und 4°C fr 1 min beladen. Der Durchfluss wird verworfen.

- Zum zweimaligen Waschen wird je 650m Puffer PE auf die Saulchen gegeben und bei 13000 Upm
und 4°C fur 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wird wieder verworfen.

- Zum Entfernen des |etzten Restes ethanolischer Pufferl ésung wird nochmals bei 13000 Upm und
4°C fur 1 min zentrifugiert. und der Durchfluss verworfen.

- Zum Eluieren der Plasmid-DNA werden die Saulchen auf frische 1,5 ml-Eppendorfréhrchen
aufgesetzt. Dann werden je 50m ddH20/Tris zentral auf die Sdulenmeatrix pipettiert und das Ganze
nach 1 min (zum Einziehen der L6sung) bel 13000 Upm und 4°C fir 1 min zentrifugiert.

Die DNA wurde anschliessend zum analytischen Restriktionsverdau benutzt, um eventuell
erfolgreiche Ligationen nachzuweisen.

3.1.2.2 Ql Afilter Plasmid Maxi/MidiPrep

Wurde ein DNA-Konstrukt erfolgreich ligiert oder wurde von einem bereits vorhandenen Plasmid
eine gréssere Menge bendtigt um z.B. Zellen zu transfizieren oder ein Konstrukt zur néheren Anayse
ZU sequenzieren, wurden Midi- bzw. Maxipréparationen (Ergebnis= ca. 100ng bzw. 500ng DNA)
ausgefuhrt. Das Standardprotokoll wurde nach Herstellerangaben (QIAGEN bzw. Macherey-

Nagel) durchgefihrt.

3.1.3 Agar osegelelektrophorese

Je nach Ladungsverhdtnissen , Grésse/Masse und réumlicher Anordnung eines Molekils weist dieses
ein unterschiedliches Wanderungsverhalten in einem elektrischen Spannungsfeld auf.

Da Nukleinsauren in basischen Losungen as mehrfach negativ geladene Molekiile mit homogener

L adungsdichte vorliegen, eignen sie sich zur Separation Uber ihre Masse und réumliche Struktur.
Aufgetrennt werden z.B. Plasmide oder Nukleinsdurefragmente, etwa nach einem analytischen
Restriktionsverdau oder zur Aufreinigung vor einer Umklonierunsprozedur.

Die Auftrennung geschieht in einer Gelmatrix aus aufgekochter und anschliessend gelierter Agarose
(ein Heteropolysaccharid), wobel Uber Agarosekonzentration (= Porengréfie) festgelegt wird in
welchem Groélenbereich. Grosse DNA-Molekiile (bis 20.000 bp) werden hierbei bel geringen
Agarosekonzentrationen (bis 0,5%) und kleine DNA-Fragmente (bis etwa 150 bp) in hdher
konzentrierten Gelen (bis 3%) aufgetrennt, wobei 3 ng pro Bande die unterste Grenze fur den
optischen Nachweis per Ethidiumbromid-Farbung darstellt. Ublicherweise wurden
Agarosekonzentrationen von 1-2% fir analytische und préparative Gele eingesetzt.
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- Umein Gd zu giessen wurde die bendtigte Menge Agarosepulver abgewogen und in 250 ml
(IX) TAE-Puffer gegeben, worin dieses im Mikrowellenofen geldst wurde. Nach dem
Abkuhlen auf etwa 50°C wurde Ethidiumbromid-Stockl Gsung hinzugegeben (ca. 0,5 ng/ml
Endkonzentration), gut gemischt und die Losung zum Ergtarren in eine Flachbettgel-
Vorrichtung aus Plexiglas gegossen (im Abzug!). Probentaschen werden hierbel durch einen
speziell dafir angefertigten Kamm freigehalten. Lagerung bei 4°C unter Kiichenfolie fir ca. 1
Woche.

- Die s0 hergestellten Flachbettgel e werden zu einer horizontalen Autrennung von DNA
eingesetzt. Dies geschieht in einem Gel, dass hierzu dinn mit (1x) TAE-Puffer Gberschichtet
wird (ca. 5mm). Die Proben werden 1.6 mit (6x)-Beadungspuffer vermischt und in die
Probentaschen geflillt. Die Elektrophorese findet bel einer Feldstérke von 3-7 V/cm statt, was
bei den eingesetzten Gelen und Apparaturen etwa 100-220V Spannungsbegrenzung
entsprach). Die Grosse der aufgetrennten DNA wurde Uber einen paralel mitaufgetrennten
Grossenstandard bestimmt.

- Der Lauf wurde Ublicherwe se gestoppt, wenn das Bromphenolblau des Beladungspuffers
etwadie Héfte der Gellange durchquert hatte. Die Einzelbanden wurden Uber ihre
Ethidiumbromidfluoreszenz auf einem UV-Translluminator (| =312nm) andysiert und mittels
Videokamera und angeschlossenem Thermodrucker dokumentiert.

Verwendete L 6sungen:

(50x)-TAE-Puffer:
2 M Tris/Acetat, pH 8,5

50 mM EDTA

(121,23 g Trisin 350 ml ddH,O l6sen, 28,5 ml Eisessig und 9,31 g EDTA
hinzugeben, 16sen und titrieren. Nach Einstellung des pH-Wertes ad 500 ml
mit ddH,O erganzen) Lagerung: RT

Ethidiumbromid-Stockl 6sung:
10 mg/ml Ethidiumbromid in daH,O

Lagerung: 4°C

(6x)- Beladungspuffer:
40% (w/v) Saccharose

0,1% Bromphenolblau
gel6gt in ddH,O

Grossenstandard: 1 kb-DNA-Leiter (GIBCO), 50ng/m

3.1.4 Quantifizierung, Verdau und Extraktion von Nukleinsuren

3.1.4.1 Ermittlung Gber die optische Dichte

Die effizienteste Methode zur Ermittlung der Konzentration einer Nukleinsdure-Losung ist die
photometrische Bestimmung der optischen Dichte bel einer Wellenlénge von 260 nm, da hier die
aromatischen Ringsysteme der Nukleinsduren ein Absorptionsmaximum aufweisen. Die Vermessung
erfolgt in einer Quarzkivette, um dem kurzwelligen Licht ein Durchdringen des Materials zu
ermdglichen. Die urspringliche Losung wurde meist 1:100 verdinnt.

Die gemessene optische Dichte wird hiernach mit verschiedenen Multiplikations-Faktoren auf die



aktuelle Konzentration in der vermessenen Ldsung umgerechnet:
OD,60=1,0 entspricht 50 ng/ml Doppelstrang-DNA

OD,=1,0 entspricht 40 ng/ml Einzelstrang-DNA oder RNA
OD260=1,0 entspricht 33 ng/ml Oligonukleotide (Primer)

Hierbei ist zu berticksichtigen, dal3 die DNA-L 6sungen mehr oder weniger stark mit RNA oder
Proteinen aus den Prgparationen verunreinigt sein kdnnen. Dies 183 sich durch die Bestimmung des
Quotienten OD,go/ OD g, Uberprifen. Ist dieser Wert um 1,80 , handelt es sich um reine DNA; ist
der Wert kleiner liegt eine Verunreinigung mit Proteinen vor; ist der Wert grof3er ssammt die
Verunreinigung von RNA in der Losung.

3.1.4.2 Ermittlung Uber die Bandenstérkein der Gelmatrix

Hierbei handelt es sich um eine Abschétzung der Bandenintensitét bel UV -Fuoreszenz nachdem eine
Agarosegel el ektrophorese durchgefiihrt wurde. Hierzu wird die Bandenintensitét der zu ermittelnden
Proben mit der Bandenintensitét eines DNA-Standards verglichen, bel dem die 1600 bp-Bande 1/10
der aufgetragenen Gesamt-DNA-Menge darstellt. Da eine Konzentration von 50 ng/m aufgetragen
wurde, sind bei einem Auftrag von 10 id Volumen 50ng DNA in der entsprechenden Bande présent.
Be dieser Methode wird gleichzeitig die Grof3e der DNA ersichtlich und, insbesondere nach
analytischen Restriktionsverdauen, ab ein Konstrukt die gewiinschte Zusammensetzung aufweist, d.h.
ob ein zu klonierendes Fragment korrekt inseriert wurde.

3.1.5 Restriktionsver daue von DNA

Restriktionsendonukleasen erkennen bestimmte Basensequenzen und schneiden DNA an diesen
definierten Stellen. Sie werden kommerziell aus Bakterien gewonnen. Beim Klonieren werden
vorzugsweise die Enzyme verwendet, die Uberhéngende (sticky) Enden erzeugen, da dies die
erfolgreiche Ligation erleichtert. Doppel verdaue von zwei Enzymen gleichzeitig sind nur méglich,
wenn ein moglichst optimaler gemeinsamer Reaktionspuffer gefunden werden kann und eine
einheitliche Inkubationstemperatur vorliegt. Sonst muld sequentiell verdaut werden.

- Anaytische Verdaue:
Nach der Transformation eines Ligationsansatzes wurde die aus den Einzelklonen gewonnene DNA

(Miniprep) einem anaytischen Verdau unterzogen; z.B. 20 m DNA-LAsung in enem Endvolumen
von 40 m. Die Anzahl eingesetzter Enzymeinheiten (10-20 U) und die Inkubationstemperatur
(25-37°C) héngen dabel von der Art des benutzten Enzyms ab.

- Préparative Verdaue:

Bel dieser Art des Verdaues wurden grofere Mengen von DNA (max. 40 ng, meist 20ng) in enem
Ansatz verdaut, z.B. um DNA fur Klonierungen oder Transfektionen (Linearisierung) vorzubereiten.
Hierbel gat es den Verdau in einem méglichst kleinen Fissigkeitsvolumen (max. 80 m, meist

20-40 m) durchzufuihren, da naturgemald ein moglichst kompletter Verdau der eingesetzten DNA

in einer so hoch wie moglich konzentrierten DNA/Enzym-L 6sung angestrebt wird (das Ergebnis
wurde routinemaldig im Agarosegel Uberprft).

Um dies zu erreichen kann entweder |énger verdaut werden oder es werden mehr Enzymeinheiten
benutzt, wobei Letzteres nicht bei besonders aggressiven Enzymen (z.B. EcoRI) zu empfehlenist.
Im algemeinen wurden 80-120 U Enzym pro 40 ng DNA eingesetzt und dieses fir 2 Stunden

inkubiert. Da das Glycerin der Enzymlésungen (50% Vol.) beim Verdau stért, sollte der Anteil der



Enzymldsung am Endvolumen jedes Ansatzes unter 10% liegen. War ein Verdau erfolgreich wurde
die DNA mittels QIAquick-Saulchen gereinigt.

Bel Lineariserungen erfolgte dies— nach Hitzeinaktivierung des Enzyms - direkt aus dem Verdau
heraus (hierzu wird zuvor mit einem Bindungspuffer gemischt / siehe Herstellerangaben), beim
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Herausschneiden eines Fragmentes aus einem Vektor heraus wurde e ne e ektrophoretische Trennung

auf dem Agarosegel vorgeschaltet.

V erwendete Restriktionsendonukleasen und Puffer:

Enzym (I0x)-Puftter Besonderes

Apal NEB4 verdaut bet 25°C
Bam HI NEB2 (Eco RI-Puffer)

Bgl Il NEB3 fur Linearisierungen
Bsp El NEB3

Eco RI Eco RI-Puffer (NEB3)

Hind I11 NEB2

Kpn NEB2 Temp.-empfindlich
Not | NEB2

Smal NEB4 verdaut bei 25°C
Xhol NEB2

Eswurde algemein BSA zum Ansatz zugesetzt.
NEB=New England Biolabs-Buffer
(X)= Puffer fir Doppelverdaue, aus Tabelle nach Herstellerangaben ermittelt

Apal und Smal dienten zu analytischen Verdauen, wenn es galt den Einbau von Fragmenten in
sense-Richtung zu verifizieren, sobald mit nur einer Schnittstelle umkloniert wurde.

3.1.6 Extraktion von DNA aus einem Agar osegel mit QI Aquick-Saulchen

Die Isolierung von DNA aus einem Agarosegd erfolgte nach dem QIAquick Gelextraktions-Kit
Protokoll, wobei die Variante fir die Benutzung einer Zentrifuge verwendet wurde.

- Nach einer elektrophoretischen Auftrennung der Produkte eines Restriktionsverdaues werden die
Banden mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, wobei die Gelstiicke so klein wie mdglich
gehaten werden sollen. Diese Stiicke werden in vorher gewogenen Plastikrohrchen abgewogen.

- Nach Abzug des Rohrchen-Eigengewichtes entsprechen 100 mg Agrosegel 100 mh Volumen
(maxima 400mg Ge bzw. 10ng DNA pro QI Aquick-Saulchen).

Zu dem Gel wird das Dreifache des Eigenvolumens an Puffer QG (z.B. 300 mi QG be 100m Gel)
hinzugefiigt

- Gel und Puffer QG werden 10 min bei 50°C erhitzt und ale 2-3 min gevortext, bis sich die Agarose

komplett aufgel 6t hat. Die gelbe Farbung des Puffers zeigt den gewtinschten pH von etwa 7,5 an.
Sollte dies nicht der Fall sein (orange/violette Farbe), so muld mit 3 M NaAc nachgesduert werden.

- Daraufhin wird die Lésung mit einem urspringlichen Gelvolumen (z.B. 100 mi, s.0.) Isopropanol
erganzt und gemischt (nur nétig bei DNA >4 kb oder <500bp).
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- Diese L6sung wird nun auf QI Aquick-Saulchen gegeben, die zuvor auf 2 ml- Plastikrohrchen
gesetzt wurden, und 1 min bei >10.000 x g (13.000 Upm) zentrifugiert, wobel die Saulchen mit
hochstens 800 mi Lsung pro Zentrifugationsschritt beladen werden kénnen. Bei diesem Schritt
bindet die DNA aus der Losung an das Saulenmaterial.

- Dann wird die Saule 2x mit 750 m Puffer PE gewaschen (ethanolisch) und jeweils 1 min bel
>10.000 x g (13.000 Upm) zentrifugiert. Der Durchflufd wird immer verworfen.

- Abschliessend wird nochmals 1 min bei >10.000 x g (13.000 Upm) zentrifugiert, um den letzten
Rest an ethanolischer Losungvon der Séaule zu entfernen (stort bei der Elution).

- Die Saulchen werden zur Elution der DNA auf frische 1,5 ml Plastikrohrchen gesetzt, woraufhin je
50 m (bzw. 30 m) Elutionspuffer EB (= Tris-Cl/H,O pH 8,5) zentral auf die Sdulenmembran
aufgetragen werden. Abermals wird 1 min bel >10.000 x g (13.000 Upm) zentrifugiert.

Die erhaltene DNA-L6sung wird bei -20°C gelagert, nachdem ihre Konzentration bestimmt wurde.

3.2 Klonierung von Pex11-1- und Pex11-2-Konstrukten

Soll ein bestimmtes DNA-Fragment, welches ein zu analysierendes Gen trégt, in einen Vektor
eingefligt werden, so muf3 dieser verschiedene Eigenschaften besitzen:

-die Moglichkeit zur Amplifikation des neu rekombinierten (bakteriellen) Plasmids in Bakterien
-die Fahigkeit zur Expression des Gens, z.B. in Sugerzellen mit evt. anschliel3ender (Antibiotika-)
Selektion von Klonen, die einen bestimmten Phanotyp aufweisen

Die Insertion des Fragmentsin den Vektor geschieht mittels einer multiple cloning site, d.h. tber
einen Bereich im Vektor, an dem mehrere Schnittstellen fir Restriktionsendonukleasen konzentriert
sind. Vektor und Fragment miissen zueinander passende Schnittstellen besitzen, um eine Ligation zu
ermdglichen. Vorzugsweise sollten zwel verschiedene Schnittstellen vorhanden sein, da dies den
spezifischen Einbau des Fragmentsin einer (sense) Richtung festgelegt. Manchmal zwingt dies zu
mehrstufigen Ligationsstrategien.

Oft ist aber nur eine gemeinsame Schnittstelle auffindbar, was nach erfolgter Ligation einen
analytischen Verdau zur Feststellung der Einbaurichtung des Fragments notwendig macht. Auch
sollte der Vektor in diesem Fal vor der Ligation dephosphoryliert werden, um eine Religation des
Vektors zu vermeiden. Dies geschieht mittels einer alkalischen Phosphatase (SAP), gewonnen aus

aener arktischen Garndenart.

Weiterhin sollten die gewahlten Enzyme nicht an weiteren Stellen im Klonierungsvektor oder im
Fragment (Insert) schneiden und auch keine Veranderung im Leseraster erzeugen.

Nach Transformation und Selektion eines Plasmid-DNA-Klones in Bakterien-Wirtszellen (E. coli) ist
das rekombinante K onstrukt unbegrenzt vermehrbar und kann zur Uberpriifung analytisch verdaut
und sequenziert werden. Dies ist insbesondere deswegen notwendig, weil Bakterien von Zeit zu Zeit
spontane Rekombinationen erzeugen, was z.B. zur Inaktivierung eines Terminations-Codons fihren
kann. War eine Ligation erfdgreich und hat das Konstrukt alle Qualitétskontrollen passiert, kann das
rekombinante Plasmid z.B. in Expressionsexperimenten eingesetzt werden.
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3.2.1 Hergestellte cDNA-Konstrukte

3.2.1.1 Pex11-1-Konstrukte
Das wt-Pex11-1 (ehem. Pmp26, Pex11a) stammt aus der Ratte (Rattus norvegicus), nur codierende

Sequenz.

Konstrukte mit GFP-V arianten:
CFP-Pex11-1
Pex11-1-YFP

Myc-Konstrukte:
Myc-Pex11-1

Pex11-1-Myc

Myc-(N -74)-Pex11-1

(N -74)-Pex11-1-Myc
Myc-Pex11-1-(C -5)
Pex11-1-(C -5)-Myc
Myc-(N -74)-Pex11-1-(C -5)
(N -74)-Pex11-1-(C -5)-Myc

unmarkierte Konstrukte:
Pex11-1 Gesamtprotein
(N -74)-Pex11-1
Pex11-1-(C -5)

(N -74)-Pex11-1-(C -5)

Bei CFP und Y FP handelt es sich um Farbvarianten von GFP. Die Insertion in den Vektor (pcDNA3
bzw. pcDNA3.1) erfagte bei den Myc-Varianten und den unmarkierten Konstrukten tiber Bam HI (5 -
Ende) und Eco RI (3" -Ende). Schnittstellen wurden per PCR in die zu klonierende Sequenz integriert.
Genauere Informationen zu den Verkirzungen befinden sich in Kapitel 4.1.

3.2.1.2 Pex11-2-Konstrukte

Pex11-2 (human oder aus der Maus, codierende Sequenz im Labor vorhanden), a's kongdtitutiv aktivem
Protein, galt das besondere Interesse, da es bereits als unverdndertes Molekil in Saugerzellen und
Hefen zu einer deutlichen Proliferation der Peroxisomen fuhrt.

(E)GFP-K ongtrukte:
GFP-Pex11-2
EGFP-Pex11-2
EGFP-(N -24)-Pex11-2
EGFP-(N -74)-Pex11-2
Pex11-2-(N 1-84)
Pex11-2-(N 1-84)-EGFP

Myc-Konstrukte:
Myc-Pex11-2

Pex11-2-Myc

Myc-(N -74)-Pex11-2

(N -24)-Pex11-2 -Myc
Myc-Pex11-2-(C- 4)
Pex11-2-(C- 4)- Myc
Myc-(N -74)-Pex11-2-(C -4)
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(N -24)- Pex11-2-(C -4)-Myc

unmarkierte Konstrukte:
Pex11-2 Gesamtprotein
(N -24)-Pex11-2
Pex11-2-(C -4)

(N -24)-Pex11-2-(C -4)

Alle (E)GFP-Konstrukte sind humanen Ursprungs, die myc-markierten Varianten wurden mit

Pex11-2 aus der Maus (Mus musculus forma domestica) erstellt.

Die Insertion in den Vektor (pcDNA3 bzw. pcDNA3.1) erfolgte bel den unmarkierten Konstrukten
und den myc-Varianten Uber Bam HI (5" -Ende) und Eco RI (3"-Ende), bei den EGFP-Konstrukten
Uber Bsp El und Eco RI.

Das N-terminale Fragment von Pex11-2 ohne Markerprotein wurde tber Bam HI und Eco RI in
pcDNA3 kloniert. Zur Fusionierung von EGFP an den C-Terminus des Fragments wurde dieses tber
eine EcoRI-Schnittstelle in den Vektor fEGFP-N2 (Neomycin-Resistenz) umkloniert. Schnittstellen
wurden per PCR in die zu klonierende Sequenz integriert. Weitere Informationen zu den cDNA-
Kongtrukten sind in Kapitdl 4.1 zu finden.

3.2.2 Praktische Durchfiihrung der Klonierung

3.2.2.1 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-K ettenreaktion (polymerase chain reaction) nutzt die Faéhigkeit von DNA-
Polymerasen einen DNA-Einzelstrang zu einem Doppelstrang ergénzen zu kénnen.

Um der Polymerase einen Startbereich fir die Synthese zu liefern, werden synthetisch hergestellte
Einzel strang-Oligonukleotide (primer) benétigt, die zu den beiden Enden des gewlinschten DNA-
Fragmentes komplementér sind (sense- und antisense-primer). Die Amplifikation des somit genau
definierten Fragments erfolgt in mehreren aufeinanderfolgenden Zyklen: Denaturierung der DNA,
Hybridisierung der primer an die entsprechenden Einzelstrange und Synthese durch Verléngerung der
Hybride zu kompletten Doppel strangen durch die DNA- Polymerase. Die hierbel verwendete Tag+
PWO-Polymerase mul3 naturgemald sehr hitzeresistent sein, da sie die Denaturierungsphase
unbeschadet Uberstehen soll. Bei ausreichend vorhandenem Ausgangsmaterial (Nukleotide, primer)
erfolgt die Amplifikation durch die Zunahme von kopierbarer DNA exponentiel.

Die PCR wurde in den vorliegenden Experimenten genutzt, um zusétzliche Schnittstellen fir
Restriktionsendonukleasen und/oder Markerproteinsequenzen (z.B. Myc-Epitop) in eine DNA-
Sequenz einzufiihren (z.B.: Neue Schnittstelle-- START-Codon --Pex11-Sequenz -- Myc -- neues
STOP-Codon -- neue Schnittstelle).

Dies machte das Umklonieren von DNA-Fragmenten z. T. Uberhaupt erst moéglich bzw. erleichterte
im Falle von Myc die Identifikation von erfolgreich transfizierten Zellen.

Als Template dienten Vektoren, die die gewtinschten cDNA-Sequenzen (Pex11-1 oder Pex11-2)
bereits enthielten (im Labor vorhanden). Die Primer wurden von Eurogentec (Koln) bezogen.

PCR-Protokoll:

Eswerden 0,5 ml Plastik-Reaktionsgefél3e verwendet, wobei die Einzelkomponenten der Ansétze
auf Eis zusammenpipettiert werden.

Die Oligonukleotide, as Lyophilisat geliefert, werden in ddH,O in einer Konzentration von

400 pmol/m gel6st. Hieraus wird eine 1:20-Stocklésung (20 pmol/ml) fir die PCR-Ansétze



27

hergestellt.

Das Endvolumen der Ansétze betragt jewells 100 ni:
Die nicht variierenden Bestandteile wurden fir ale Ansétze als Master-Mix angesetzt, auf die
Einzelgefale verteilt und um die variierenden Primer-L 6sungen im Reaktionsgefél erganzt.

Kompletter Einzelansatz:
10 m (10x)-Proof complete Buffer (incl MgCl,) / PCR-Fertigpuffer
2 m 5 -Primer-L6sung (20 pmol/m)
2 m 3 -Primer-Lésung (20 pmol/mt)
5 m dNTP-Mix (10 mM Stocklsung)
1 m Template-L6sung (= ca. 100 ng DNA)

-ad 99 m mit ddH,O (optiond: 4,5 min auf 95°C erhitzen)

-je1l m TagPWO-Polymerase (2,5 U/m) zugeben und Probengefél3e in die PCR-Maschine stellen
-Programm starten (s.u.), eine Uberschichtung mit Mineral6l war in diesem Fall unnétig, da eine
Maschine mit beheiztem Deckel benutzt wurde (PCR-Sprint von Hybaid).

(10x)-PCR-Fertigpuffer:
100 mM TrigHCI, pH 83
500 mM KCl

25 mM MgCl,

dNTP-Mix:
20 mM pro dNTP

Programmierung der PCR-Maschine (Abfolge der Zyklen):
0> 95°C - 5min (Hochheizen)

1> 95°C - 30 sec (Denaturieren)

2 > 55°C - 30 sec (Hybridisieren)

3 > 68°C - 2min (Polymerasereaktion)

4 - 68°C - 15 min (Doppe strang-Synthese)

5> 4C>¥ )

(Schritt 5 ist vor allem fur UN-PCR-L&ufe wichtig)

-Schritt 1-3 werden in 35 Zyklen wiederholt.

-5 m aus jedem Ansatz werden zur Analyse auf ein Agarosegel aufgetragen, der Rest wird bei -20°C
aufbewahrt

-Fir die Ligation werden die PCR-Produkte dann mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen
(wie beim Vektor) verdaut (s. Kap. 3.1.5) und tber QlAquick-Saulchen gereinigt.

3.2.2.2 Vektor-Dephosphorylierung durch SAP

Wie bereits erwahnt, ist beim Klonieren mit nur einer Restriktions-Schnittstelle die Gefahr sehr grol3,
dal3 der Vektor mit sich selbst zu einer cDNA religiert, ohne das zu klonierende Fragment zu
integrieren. Dies wird durch Abspaltung der 5 -Phosphatgruppe des Vektors mit SAP (shrimp
alkaline phosphatase) unterbunden. Die Insertion des Fragments ist danach jedoch unveréndert



Uber die 3" -Hydroxylgruppe des Vektors maglich.

Beispie-Ansatz: (70 mi Endvolumen):
40 m Vektor-DNA-L6sung (10 ng) aus Sdulenreinigung nach Verdau
7 nl (10x)-SAP-Puffer (20 mM Trig/HCl, pH 8,0; 10 mM MgCl,)
20 m SAP (1U/n)
3 m ddH,0
Inkubation fur 1 h bel 37°C

-Hitzeinaktivierung 20 min bei 65°C (nur falls nicht direkt weiterverwendet)
-Reinigung Uber QI A-quick-Saulchen (siehe dort).

3.2.2.3 Ligationen

Be Ligationen werden umkloniertes DNA-Fragment und Klonierungsvektor tber kovaente
Bindungen zu einer einheitlichen cDNA vereint. Die hierfir genutzte T4-DNA-Ligase verknipft die
freie 5 -Phosphatgruppe des Inserts mit der freien 3" -Hydroxylgruppe des Vektors, wobei ATP
verbraucht wird.

Standard-Ligationsprotokall:

Fur Fragment und Vektor wird ein Verhdtnis von etwa 3:1 angestrebt.

Es werden jeweils 100-200ng Vektor-DNA e ngesetzt.

Insert und Vektor sind zueinander passend verdaut.

Ein Kontrollansatz enthélt statt Insert-DNA Wasser und zeigt die Anzahl der Vektor-Religanten.

In enem Endvolumen von je 20 m werden die Einzelansétze bei RT
in einem Reaktionsgefal? gemischt:

Vektor-DNA (restriktionsverdaut, bei Bedarf dephosphoryliert)
Fragment-DNA (evt. aus PCR / restriktionsverdauit)
2 m (10x)-Ligasepuffer
25 m T4-DNA-Ligase (5 U/n)
14 M H,O

Methodik:

-Puffer,Ligase und 7 m H,O wurden auf Eis vorgelegt.

-Der DNA-Mix mit den restlichen 7 m H,O wurde 10 min bel 72°C erhitzt (denaturiert
Tertidrstruktur), kurz bel RT und 13000Upm zentrifugiert und schnell zu dem Ligase-Mix gegeben.
-Nach dem Mischen erfolgt die eigentliche Ligation erst fir 30 min bel RT und dann

bei 4-15°C fiir ca. 18h UN.

Die Ligationsprodukte werden hiernach in Bakterien transformiert (E. coli /XL1 blue).

3.2.2.4 Transfor mation von DNA in Bakterien

Hierzu werden Transformations-kompetente Zellen benétigt, deren Herstellung an anderer Stelle
beschrieben ist (E.coli XL1-blue; siehe Kapitdl 3.1.1.2).

- Die bel -80°C aufbewahrten Zellen werden auf Eis soweit aufgetaut, dal? der grofdte Teil der
Suspension (100 m) verflissigt ist (810 min).



- Zu dieser Suspension werden entweder der komplette Ligationsansatz oder die Halfte davon
pipettiert (100-200ng Gesamt-DNA/ neu rekombinierte Plasmid-DNA)oder zu amplifizierende
Pasmid-DNA von der grof3ere Mengen benttigt werden zugegeben und vorsichtig von Hand
gemischt (nicht gevortext!).

- Diese Mischung verbleibt fir 30 min auf Eis.

- Anschlief3end wird fir 90 sec bei 42°C ein Hitzeschock ausgelibt (Porenweitung bei den Bakterien;
erleichtert die DNA-Aufnahme).

- Die Losung wird danach fur weitere 2 min auf Eis gehalten.

- Das bereits im Reaktionsgefal? befindliche F lissigkeitsvolumen wird mit LB-Medium
ad 1 ml Endvolumen ergénzt.

- Der Ansatz wird nun bei 37°C im Heizblock inkubiert (mittel starke Rotation) um die Bakterien zu
vermehren. Die Luftzufuhr wird durch perforierte Gefél3deckel ermoglicht.

- Hierauf wird die Suspension in zwel Aliquots aufgeteilt (200 und 800 m) und
auf Agarplatten (mit geeignetem Selektionsantibiotikum versetzt) ausgebracht.
Das 800 m-Aliquot wird durch Zentrifugation und Entfernung von 600 m Volumen aus dem
Uberstand auf 200 m reduziert (besser ausplattierbar).

- Die Kolonien der erfolgreich transformierten Klone wachsen UN (16 h) bei 37°C. Der Vergleich
von Kolonienzahl nach Redligation im Kontrollansatz zu den eigentlichen Ligationsansétzen zeigt,
wieviele Klone potentiell ein Fragment im Vektor integriert haben.

- Die Klone werden am néchsten Tag steril von der Platte gepickt und zum Animpfen von
Minipreps benutzt deren DNA analytisch verdaut wird, um den Ligationserfolg zu tberprifen.
Die Platten mit den restlichen Klonen werden bei 4°C aufbewahrt.

3.3 Zellbiologische M ethoden

Die verwendeten Medien D-MEM, D-MEM F12 (Dulbecco et a. 1959) und a-MEM wurden nach
Herstellerangaben angesetzt und wie folgt erganzt:

- 5% FKS (Fotales Kdberserum, hitzeinaktiviert, v/v) / Aliquots bel -20°C

- 1% Penicillin/Streptomycin (w/v) / (100x) - Stockl6sung bei -20°C

- 1% L-Glutamin (w/v) / (100x)-Stockldsung bei -20°C

und des weiteren nur im Falle von D-MEM F12:
- 001 nM Insulin (33 m Stammldsung auf 500 ml Medium) / 400 1.E./10 ml bei 4°C
- 1 nM Dexamethason (5 mh Stammldsung auf 500 ml Medium) / 32,9 mg/ml DMSO bei -20°C
- 1 nM Triiodothyronin (50 mh Stamml6sung auf 500 ml Medium) / 6,73 mg/ml in 0,1 M NaOH
bei -20°C

Sdllen Klone selektioniert werden, so wird das Medium mit dem geeigneten Antibiotikum erganzt; in
den vorliegenden Falen handelt es sich um G418 (500 ng/ml, gelagert a's (100x)-Stockl6sung) und
Zeocin (100 ng/ml, gelagert d's (100x)-Stockl Gsung)



3.3.1 Passagieren und Lagerung von Zellen

Die Kultur von Sdugerzellen erfolgt allgemein in 6cm-Plastikpetrischalen mit 5 ml Medium diein
einem Brutschrank (Heraeus) bei 37°C, 5% CO2 und 100% L uftfeuchtigkeit gehalten werden.

Um die Zdlen in einem kontinuierlichen Wachstumsprozef3 zu halten, werden diese fortwahrend
abtrypsiniert (von der Unterlage abgedaut) - nachdem eine Platte vollstandig mit Zellen bedeckt (d.h.
zu 100% konfluent) ist - und verdinnt neu ausgesét. Der Verdinnungsfaktor (1:5 bis 1:30) hangt
dabei vom Zelltyp und dessen gegenwaértiger Wachstumsaktivitét ab. Das Verdinnen und neu
Ausséen wird als Umsetzten bezeichnet, die Zeit des Wachstums dazwischen (ca. 4-7Tage) as
Passage. Die Zellen sollten Uber die 40.-50. Passage hinaus nicht mehr fir Experimente genutzt
werden und missen durch eine frisch aufgetaute Charge ersetzt werden.

Umsetzten von Zdllen:

- Die adhérent wachsenden Zellen werden 1-2 ma mit 3 ml PBS-ZK gewaschen, nachdem das
ate Medium entfernt wurde, und mit 500 m TrypsinlGsung je 6cm-Schale von der Unterlage
abgedaui.

- DasTrypsinwirkt fir ca. 5 min ein (teilweise, z.B. bel CHO-Zdlen, wird zusétzlich bei 37°C
statt bei RT trypsiniert).

- Sobad sch die Zdlen zu |6sen beginnen, wird auf 5 ml mit Medium erganzt, die Zdlen
werden resuspendiert und entsprechend verdiinnt neu ausgesét.

Zur dauerhaften Lagerung von Zellen werden diese wie folgt eingefroren:

- Nach dem Trypsinieren (s.0.) werden die Zellen in 3-4 ml Medium resuspendiert.

- Danach werden die Zellen 3 min bei 4°C und 1000 Upm in 15 ml-Zenrifugenréhrchen
sedimentiert (Heraeus-Zentrifuge).

- Der Uberstand wird enfernt und das Zell-Pellet in 1,8 ml FKS oder Medium resuspendiert.

- DieSugpensonwirdin ein 2,5 ml Kryoroéhrchen gegeben, in das zuvor 200 mk DM SO gefillt
wurden.

- InIsolierfolie gewickelt und/oder in einer Styropor-Box verpackt wird die Suspension bei
-80°C langsam eingefroren.

- Nach 1-3 Tagen erfolgt die endgultige Lagerung in flissigem N..

Auftauen von Zdlen / Beginn einer neuen Kultur:

- Die Zellen werden aus dem N, geholt und mdglichst rasch bei37°C aufgetaut.

- Wenn nur noch ein kleiner Rest Eisin der Suspension vorhanden ist, wird sofort in ein
15 ml-Zenrifugenrohrchen Uberfihrt, in dem 10 ml Medium vorgelegt wurden, um das
toxische DM SO aus der Suspension zu entfernen.

- Anschlief3end werden die Zellen 3 min bel 4°C und 1000 Upm sedimentiert (Heraeus-
Zentrifuge).

- Der Uberstand wird verworfen und das Zell-Pdllet in 5 ml Medium resuspendiert neu
ausgesét.

Verwendete L ésungen in der Zellkultur:

PBS-ZK (PBS fiir Zellkultur): ohne Ca’ und Mg?*, isotone Lésung
0,8% NaCl

0,02% KCl

0,115% Na,HPO,

0,02% KH,PO,

TrypsinlGsung:
0,05% Na,-EDTA
0,125% Trypsin

in (25x)-PBS-ZK
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3.3.2 Transfektion und Markierung von Zdllen

Bel der Transfektion von eukaryotischen Zellen wird eine (rekombinante) Plasmid-DNA in eine Zélle
mittel s verschiedener Techniken eingeschleust, um dort exprimiert zu werden. Dies kann mit zwel
Zielsetzungen erfolgen:

Erstens kann diese Transfektion transient erfolgen, d.h. man betrachtet den erzeugten Phanotyp
innerhalb eines relativ kurzen Zeitraumes (wenige Stunden bis Tage) und verwirft diese Zellen dann.
Zweitens kdnnen Zellen stabil transfiziert werden, wobei die exogene DNA in das Genom der Zelle
stabil integriert/rekombiniert wird. Die mittels Antibiotikaselektion erzeugten Klone exprimieren das
integrierte Plasmid stabil Uber einen langen Zeitraum und ermdglichen z.B. auch sequentielle
Mehrfachtransfektionen. Zur Expression in Saugerzellen wurden Varianten des pcDNA3-V ektors mit
verschiedenen Antibiotikaresistenzen bzw. Vektoren mit Farbvarianten von GFP genutzt.

3.3.2.1 Lipofektion von Zellen

Die Lipofektion représentiert eine der Tranfektionstechniken mittels Komplexbildung der Plasmid-
DNA mit amphiphilen Lipiden (DOTAP, Effectene, Fugene 6, Lipofectamin 2000, Superfect, etc. ...).
In den vorliegenden Experimenten hat sich Effectene von QIAGEN als besonders effizient erwiesen.
Der Komplex verbindet sich mit den Phospholipiden der Zellmembran und sorgt so fiir einen Import
der komplexierten DNA in das Cytoplasma.

Im Falle von transienten Transfektionen wird zirkulare DNA verwendet. Bei stabilen Transfektionen
erleichtert zuvor linearisierte DNA die Integration in das Zellgenom, ist aber nicht unerlédich. Zur
Linearisierung wurde mit Bgl 11 ein Restriktionsverdau durchgefiihrt, wodurch das Plasmid kurz vor
den einklonierten Fragmenten getffnet wird.

Das Standardprotokoll wurde im wesentlichen nach Herstellerangaben (QIAGEN) durchgefuhrt:

- Verwendet werden 50-80% konfluente 6¢cm-Zd lkulturschaen — je nach Zdlinie.

- 2ng Pasmid-DNA werden mit EC-Puffer ad 150 m Volumen erganzt und gemischt.

- Hierzu werden 16 nmi Enhancer-L8sung gegeben und gemischt.

- DieMischung wird 5 min bei RT inkubiert.

- Dannwerden 25 mi Effectene hinzugegeben und wieder gemischt.

- Waéhrend der nun folgenden 10 min Inkubation bel RT bilden sich die DNA-Effectene-
Komplexe.

- Zudiesar Losung wird 1 ml geeignetes Zd lkultur-Medium pipettiert und gemischt.

- Die DNA-Komplexe werden nun zu den Zellen gegeben, die zuvor einmal mit PBS-ZK
gewaschen und anschlief3end mit 4 ml Medium tberschichtet wurden. Durch rotierende
Bewegungen wird das Medium mit der DNA-LGsung vermischt.

- Die Zélen werden nun mit dieser Lésung fir 3 - 35 h be 37°C im Brutschrank inkubiert. Die
DNA wird nun ins Cytoplasma und spéter in den Kern importiert.

- Abschlief3end wird 1x mit PBS-ZK gewaschen und frisches Medium hinzugegeben. Nur im
Fdlle stabiler Transfektionen wird das zur Kultur benutzte Medium mit dem geeigneten
Sdlektionsantibiotikum erganzt, um resistente Klone zu erhalten.

- Die Zdlkulturschalen fir transiente Transfektionen wurden vor der Aussaat der Zellen mit runden
Deckglaschen bestiickt, auf denen die transfizierten Zellen dann zur Anayse per Immunfluoreszenz
entnommen werden kénnen.

- Die Sdektion von stabilen Klonen, die das transfizierte DNA-Konstrukt sténdig exprimieren, wird
sofort nach der Transfektion begonnen. Hierzu dient das Resistenzgen auf dem Klonierungsvektor
(Neomycin/Zeocin). Nach ca. 1-2 Tagen beginnt die Absterbephase, wéhrend der Zellen, die nicht
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transfiziert wurden oder die durch zu starke Uberexpression der Plasmid-DNA geschadigt sind,
eingehen. Wahrend dieser Zeit wird das Selektionsmedium ale 1-2 Tage ersetzt. Nach ca. 2 Wochen
werden Kolonien von Klonen sichtbar, die vorsichtig antrypsiniert, von der Platte gepickt, vereinzelt
und weiterkultiviert werden.

3.3.2.2 Mikroinjektion von Sauger zellen

Zur gezielten Transfektion von Einzel zellen mit einem DNA-Konstrukt wurde die Methodik der
Mikroinjektion nach Ansorge und Pepperkok (1988) verwendet, wobel stets zu beachten ist, dald diese
Methode gewisse Schwankungen bei der Reprodution beinhaltet. Dies ergibt sich aus natirlichen und
physikalischen Variationen bei unterschiedlichen Experimenten (Zellgrolie, injiziertes
FlUssigkeitsvolumen im Zusammenhang mit Pipettendruck und Viskositét, u.d.). Diese Parameter
bewegen sich jedoch in einem Rahmen , der eine objektive Reproduzierbarkeit z.B. von einheitlichen
Phanotypen innerha b eines Expressionsexperimentes fir ein bestimmtes Plasmid-Konstrukt zul .
Expressionsvektoren wurden nur von hochreinen Chargen verwendet (Midi-/Maxiprep) und zur
Entfernung von unerwiinschten Partikeln, die die Injektionskanilen verstopfen wirden, kurz vor der
Verwendung fur 10 min bei 100.000 x g und 4°C zentrifugiert. Im Allgemeinen wurde eine DNA -
Konzentration von 10 ng/ml in PBS aus der Zellkultur (autoklaviert) verwendet. Diese Konzentration
wurde in Vorversuchen as optimal ermittelt, da sie eine hohe Expression des Vektors (Uber einenim
Vektor enthaltenen CMV -Promotor gesteuert) aber noch keine wahrnehmbare Schadigung der Zelle
zur Folge hat - welches bel einer Konzentration von 100 ng/ml durchaus oft der Fall war.

Eine gute Mdglichkeit zur Uberpriifung der Expression eines bestimmten Konstruktes ist die
Verwendung verschiedener Marker (tags), wie z.B. das myc-Epitop oder GFP (green fluorescent
protein) mittels indirekter Immunfluoreszenz, oder im Fall von GFP direkt — auch anhand der
lebenden Zellen - im Fuoreszenz-Mikroskop. Géngige ,, Model lorganismen* waren hierbei CHO-
Zdlenund AT3-Zéllen.

3.3.2.3 Butyratstimulation von schwach exprimierenden Zellklonen

Nach ca. 10-20 Passagen wird es notwendig, die Expression der rekombinanten Plasmid-DNA im
Zdlgenom zu stimulieren, da diese naturgemdal3 im Laufe der Zeit stark abnimmt. Dies geschieht via
dem im Vektor enthaltenen CMV -Promotor, der fur die kondtitutive Expression des klonierten Gens
verantwortlich ist.

Hierzu werden die Zdllen fir 24-48 h mit 5 mM Natriumbutyrat im Medium stimuliert.
Die so stimulierten Zdlen werden z.B. zur Immunfluoreszenz weiterverwendet.

Natriumbutyrat- Stockl 6sung:
500 mM Na-Butyrat gel6st in ddH,O
serilfiltriert, Lagerung bei 4°C

3.3.2.4 Markieren von Lysosomen mit Lyso-Tracker

Hierzu werden mit Zellen bewachsene 12 mm- Deckgléser in 3,5 cm - Petrischaen tranferiert.

Der Lysotracker (DND 99 von Molecular Probes) wird in DMSO as 1 mM Stamml6sung angesetzt.
Die Enkonzentration im Medium wahrend der Inkubation mit den Zellen (30-40 min bel 37°Cim
Brutschrank) ist 100-200 nM.

Danach wird 3x mit PBS aus der Zellkultur gewaschen und die Probe fir weitere 10 min in PBS
inkubiert (bei RT und im Dunkeln). Danach kénnen die Zellen PFA - oder Digitonin-fixiert und der
Immunfluoreszenz zur Anférbung weiterer ZdIstrukturen zugefihrt werden.



3.3.2.5 Markieren von Mitochondrien mit Mito-Tracker

Eswird prinzipiell wie beim Lyso-Tracker verfahren, nur dal3 die DM SO-Stammlésung des Mito-
Trackers (M-7513 von Molecular Prabes) in einer Konzentration von 500 mM vorliegt.

3.3.2.6 Luciferasetest

Im Luciferasetest sollte die Herkunft bzw. Entstehungsweise von peroxisomalen Clustern in stabil
transfizierten Zellen geklart werden.

3.3.2.6.1 Markieren von Luciferase mit TRNHS

Um die Luciferase nach dem Import in die Peroxisomen der mikroinjizierten Zellen eindeutig
identifizieren zu konnen, wird diese mit dem Fluoreszenzfarbstoff TRNHS (rot) gekoppelt.

-Gief3en der Sdule:

- Hierzu wird mit Sephadex G-50 fine (Amersham Pharmacia Biotech / Freiburg) —
vorgequollen in Wasser, inkl. 0,02% NaN; zur Konservierung - in einer Pasteurpipette
(vertikal montiert in einen Stander) eine Saule gegossen. Die Spitze der Pipette wird hierzu
mit etwas Glaswolle abgedichtet, um Ldsungen durchzulassen, das Granulat jedoch
zurtickzuhalten. Die Pipette wird bis kurz vor der oberen Verengung befUillt.

- Um das ZdIgift NaN; auszuwaschen und das Sdulenmaterial zu equilibrieren, werden mehrere
Volumina entgaster Mikroinjektionspuffer (15 min Ultraschall) auf die Saule gegeben.

-Ansetzen des Fluoreszenzfarbstoffes in wasserfreiem DM SO:
- Dies geschieht unmittelbar vor Zugabe zur Luciferase in dunklen Glasrohrchen.
- Angesetzt wird TRNHS (5(6) -Carboxytetramethylrhodamin N-hydroxysuccinimidester) in
einer Konzentration von 1,72 mg/ml wasserfreiem DM SO (Sigma/ Kat.Nr. C 4759; MW=
528,5).

-Markieren der Luciferase:
- 200 ny Luciferase werden in ein el skaltes Glasréhrchen eingewogen.
- Eswerden 50 ni eiskalter Mikroinjektionspuffer zugegeben und danach nicht geschiittelt, um
L uftblasen zu vermeiden.
- DieMischung wird zum Lésen des Proteins 10 min auf Eisinkubiert.
- Danach werden 3 i der TRNHS-L6sung hinzugefugt.
- Dieses Gemisch wird fur 20 min bel RT inkubiert (TRNHSKopplung an die Luciferase).

-Trennung der markierten Luciferase vom Uberschiissigen freien Farbstoff:

- Kurz vorher 183 man die Sephadex-Saule leer laufen, um unmittelbar darauf die Losung aus
dem Markierungsansatz aufzutragen. Hierauf wird — nach dem Einziehen der Losung -
vorschtig mit Mikroinjektionspuffer Gberschichtet.

- 150-200 m der 1. Farbfront / Peakfraktion werden in einem dunklen Glasrohrchen
aufgefangen, wobei die Konzentration der Farbstoff-gekoppelten Luciferase etwa 2 mg/mi
betrégt.

Direkt nach der Separation der gekoppelten Luciferase wird diese in die zu untersuchenden Zellen
injiziert (Zeit bis zur Injektion, beginnend mit dem Ldsen der Luciferase, t < 60 min). Nach der
Injektion der Luciferasel6sung wird sofort das Medium gegen frisches ausgetauscht und die Zellen in
den Brutschrank verbracht (Import der Luciferase in die Peroxisomen UN).



Verwendeter Puffer:

Mikr oinjektionspuffer:
14 mM NaH,PO,xH,0
48 mM K,HPO,x3H,0
4,5 mM KH,PO,

3.3.2.6.2 Luciferaseimport und deren Nutzung als,, Herkunftsnachweis"

Nachdem die Luciferase UN in die Peroxisomen der injizierten Zellen importiert wurde ( die
markierten Organellen sind nun mit dem TRITC-Filter sichtbar, was anhand der lebenden Zellen zu
Uberprifen ist) folgt der 2.Schritt dieser Methode.

In diesem Ansatz wurden Zellen benutzt, die stabil das N-termina GFP-markierte humane Pex11-2
exprimieren. Da es sich hier um Zellen einer htheren Passage handelte, waren granul&re Peroxisomen
mit GFP-Markierung vorhanden, jedoch keine peroxisomalen Cluster. Nachdem die Peroxisomen
eniger Zellen mit TRNHS Luciferase markiert worden waren, wurden die Zellen mit 5 mM Butyrat
UN stimuliert, woraufhin die Expression der rekombinanten DNA wieder ansteigt und die zuvor
beobachteten peroxisomalen Cluster wieder auftauchen. Diese beinhalten in den entsprechenden
Zellen nun auch TRNHS L uciferase aus den vorher markierten Einzel-Peroxisomen. Dieses
Experiment diente as Vortest zu den Kinetiken mit Nocodazol bzw. Cytochaasin B.

Zur bildlichen Darstdllung des Clustering wurden die Inhibitor-Experimente (s. Kapitel 4.4.3.2)

mit Verlaufs-Kinetiken der Clusterbildung gewahlt.

3.3.2.7 Farbstoffkopplung an BSA

Ansetzen der Farbstofflosung (z.B. Fluos) nach Herstellerangaben. Kopplung mit 3 mg/ml BSA -
Lésung in 50 mM Na-Borat, 1h bel RT. 500 m wie unter Kap. 3.3.2.6.1 beschrieben auftrennen.

3.3.3 Immunfluor eszenz

Mit dieser Methode werden subzel lulére Strukturen durch Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte
Antikorper mittels spezifischer Antigene detektiert. In diesem Falle geschieht dies auf indirektem
Wege in zwel Schritten, da die Antigene erst mit spezifischen Erstantikorpern (erzeugt in bestimmten
Spezies) markiert werden und diese Antikorper wiederum mit Spezies-spezifischen und
fluoreszenzmarkierten Zweitantikorpern detektiert werden. Da hierbei die Antigene von mehreren
Erstantikdrpern markiert werden, die wiederum mehrfach von Zweitantikdrpern erkannt werden,
kommt es zu einer Potenzierung des Signaleffektes. Zum Teil werden die Strukturen auch

direkt von ,, Zweitantikdrpern® detektiert, z.B. FITC-Phaloidin an das Aktinskelett, wobel der
Verstdrkungseffekt allerdings ausbleibt.

Standard-lmmunfluoreszenz-Protokoll:

Es werden mit Zellen bewachsene 13mm-Deckglaschen verwendet, die zum Prozessieren durch die
verschiedenen Schritte der Prozedur in kleinen Plexiglasgestellen vertika stehend aufbewahrt werden,
wobei je Gestell 7 Deckglaschen aufgenommen werden kénnen, die dadurch gleichzeitig prozessiert
werden konnen. Die verschiedenen Inkubationen mit den Gestellen finden in Costar-6fach-Schalen
(mit 6 Vertiefungen) statt.

- Nach Entnahme der Deckgléschen aus dem Medium werden diese kurz in PBS-ZK gewaschen
und anschlieffend Uber den Deckglasrand auf Zellstoff abgetupft, wobel die Zellen natirlich
nicht berthrt und dadurch beschédigt werden durfen.

- DieFixierung erfolgt fir 20 min in 3% Paraformaldehyd und 1% Pikrinséure in PBS-IF.



- Die Permesblisierung geschieht fur 5 min in 1% Triton X-100 oder fir 10 minin 25 ng/ml
Digitonin in PBS-IF (dieses wird zuvor frisch as 10 ng /ml Stocklésung in DM SO angesetzt).

- Danach wird 2x fur 10 min in PBS-1F gewaschen.

- Ergtantikorper-1nkubation: die Antiseren werden geeignet verdinnt in PBS-IF (incl. 0,5%
BSA) angesetzt, wobel 38 ni Verdunnung je Deckglas verwendet werden. Die Inkubation
erfolgt bei 37°C fiir 40 min oder bei 4°C UN in einer feuchten Kammer.

- Fur Doppdimmunfluoreszenzen , bel denen zwel verschiedene Antigene gleichzeitig
detektiert werden, wird eine Mischung beider Erstantikorper und danach der Zweitantikorper
appliziert. Hierbei sind in verschiedenen Spezies erzeugte Antiseren, die zudem nicht
miteinander kreuzreagieren, zu verwenden.

- Danach wird 2x fur 10 min in PBS-IF gewaschen.

- Zweitantikorper-Inkubation (FITC- oder TRITC-markiert): die Antikorper werden 1:80 bis
1:100 wie gehabt verdinnt und je Deckglas 38 mk Verdiinnung verwendet. Abermals wird fur
diesmd 35 min bei 37°C in der feuchten Kammer inkubiert. Bei diesem Schritt mul3 die
Verwendung der richtigen Spezies-Spezifitét und (bel Doppelinkubationen sich
unterscheidenden) Fluoreszenzfarbe(n) der Zweitantikdrper beachtet werden.

- Hiernach wird 2x fir 10 min in PBS-IF gewaschen.

- Um Sadzkrigdle zu vermeiden werden die Proben kurz in ddH,O gespllt.

- Abschlief3end werden die Deckglaser mit je 6 mk Mowiol-Losung luftblasenfrei eingebettet,
wozu das Mowiol auf einen Objekttréger pipettiert wird auf den dann das Deckglas vorsichtig
aufgelegt wird. Esist darauf zu achten, dal3 die mit Zellen bewachsene Seite zum Objekttréger
weist. Die Aushértung des Mowiols dauert bei 4°C 30 min bis UN, je nachdem wie trocken
die Deckgléser vor dem Einbetten waren (ein Minimum an Feuchtigkeit wird zum Aushérten
jedoch bendétigt!). Diese Einbettung sichert die Zellen mechanisch, schiitzt den
Fluoreszenzfarbstoff und erhéht den optischen Kontrast.

Die Dokumentation erfagte meist am selben oder spédtestens am 2 Tag nach der Immunfluoreszenz
mit einer digitalen Kamera, da die Praparate zunehmend ausbleichen. Gelagert werden die Proben bel
4°C und im Dunkeln. Zur Betrachtung wurde ein Zeiss Axiovert 35 Fluoreszenzmikroskop mit einer
Quecksi|berdampf -Lampe und dazugehérigen FITC- bzw. TRITC-Filtern und digitaler gekuhlter
CCD-Kamera (Axiovision Software) benutzt.

Verwendete Ldsungen in der Immunfluoreszenz:

PBS-ZK:
siehe Kapitd zur Zdlkultur

PBSfir die Immunfluoreszenz (PBS-IF):
100 mM NgHPO,

150 mM NaCl

25mM KCl

pH 7,4 (Vorrat als 5x-L 0sung angesetzt)

Par aformal dehyd-Stockl 6sung:
9% Paraformaldehyd in PBS-IF

Pikrinsaure (2,3,4-Trinitrophenol)-Stockl dsung:
gesdttigte Lésung mit Festphase

Mowiol-Losung:

Mischung aus Mowiol und Paraphenylendiamin (10:1)

Mowiol: 6 g Glyceral, 2,4 g Mowiol, 6 ml ddH,0, 12 ml 0,2 M TrigHCl, pH 8,5
Paraphenylendiamin: 10 mg/ml in 0,1 M TrigHCI, pH 8,8 (frisch angesetzt)



3.4 Biochemische M ethoden

Um die Produkte der chemischen Quervernetzung (Kap. 3.4.6) und der in vitro-Trandation (Kap.
3.4.4.2) zu analysieren, wurden biochemische Techniken verwendet. Die | solation von peroxisomalen
Proteinen aus Rattenleber diente zur Gewinnung von Vergleichsproben im SDSGdl.

3.4.1 Einkonzentrieren und K onzentrationsbestimmung von Proteinen

Gel6ste Proteine aus den Fraktionen der Dichtegradientenzentrifugation oder anderen zu stark
verdinnte Proteinpréparate wurden durch folgende Methoden angereichert :

3.4.1.1 Proteinfallung mit Trichloressigsaure (TCA)

Zur Félung der Proteine werden die jeweiligen Losungen mit 0.1 Volumenanteilen TCA (konz.)
versetzt. Die Prézipitation erfolgt 10 min auf Eisin einer Endkonzentration von 10 % TCA.

Danach wird 20 min bei 13000 x g zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und einmal

mit 500 pl Wasser je Probe (durch vorsichtiges Schwenken der Reaktionsgefal3e) gewaschen.

Dann wird nochmals 5 min bei 13000 x g zentrifugiert und der Uberstand abermal's abgesaugt.
Hierdurch wird stérende TCA entfernt, die bel spdterem Erhitzen der Proben sonst eine Hydrolyse
der Proteine verursachen wirde. Hierauf werden die Proben-Pellets per Vortexer inje 30 pl SDS —
Probenpuffer gelGst. Verférbt sich der pH - Indikator im Puffer gelb, so wird die Lésung mit 1 M
Tris-L6sung (ca.l pl) neutrdisiert, bis die Blauférbung des Puffers stabil bleibt. Bel Bedarf wird tiber
léngere Zeit (30 min bis mehrere Stunden) bei 37°C vor -solubiligert.

Daraufhin werden die Proteine 5 min bei 95°C denaturiert und nach Abkihlen der Lésung entweder
gleich auf Gele aufgetragen oder erst bei -20°C gelagert, nochmals 5min bei 95°C gekocht und dann
aufgetragen.

3.4.1.2 Carbonatextr aktion von Membranen

Organell-Membranen sind mit einer Lésung von 100 mM Natriumcarbonat extrahierbar (Fujiki et al.,
1982). Im carbonatresistenten  Sediment nach der Extraktion verbleiben die integralen
Membranproteine und werden somit von Matrixproteinen und peripheren Proteinen separiert. In den
vorliegenden Experimenten wurde wert auf die Identifizierung a's integrales (peroxisomales)
Membranprotein gelegt.

Verwendetes Standardprotokoll:

- Ein Aliquot einer Nycodenzfraktion (enthét nicht mehr as 1 mg Protein) mul3 erst vom
Nycodenzanteil befreit werden, wozu es mit 4-5 Volumina ddH,O verdiinnt und 20 min in einem
stabilen Polyalomer-Rohrchen (Beckmann) bel 100.000 x g und 4°C zentrifugiert wird (Optima TLX,
Beckmann; Rotor TLA 45) oder 10 min bei 17.000 x g (Biofuge 17 RS, Heraeus) in normalen
Eppendorf-Rohrchen.

- Das Organdll-Sediment wird in 1 ml Na,COs-L6sung (100 mM) mit einem Pigtill resuspendiert und
dann fur 10 min in einem Eisbad mit Ultraschall behandelt.

- Anschlief3end werden die Proben fir weitere 20 min auf Eis geschittelt.
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- Danach wird fir 1 h bei 100.000 x g und 4°C zentrifugiert (Optima TLX, s.0.), wobel die
Matrixproteine und periphere Proteine im Uberstand verbleiben.

- Die Pdlets (Membranen mit integralen Proteinen) werden vorsichtig mit je 0,5 ml ddH,O
gewaschen, um restliches Na,COs zu entfernen.

- Nach dem Entfernen des Wassers wird das Pellet in einer geeigneten Menge SDS-Probenpuffer erst
mehrere min bis h bei 37°C und schlie¥ich fur 5 min bel 95°C solubilisiert (sehe SDSPAGE).

- Diese extrahierten Proben konnen nun in der SDS-PAGE weiterverwendet werden.

3.4.1.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt Uber eine Farbreaktion, die optisch im Photometer vermessen
wird. Hierzu wird mit der modifizierten Methode nach Lowry (1951)gearbeitet, da diese Methode
erheblich unempfindlicher gegen SDS-Anteile in der Probenlsung (aufgrund der Arbeit mit schlecht
|6dlichen Membranproteinen unabdingbar) ist, als z.B. die Methode nach Bradford (M. Bradford,
1976). Im Zusammenspiel mit Proteinen in der eingesetzten Probenlsung bildet das Kupfersulfat mit
der Phenolreagenz (urspriinglich gelb) einen blauen Farbstoffkomplex der bei einer spezifischen
Wellenlénge (620 nm) absorbiert. Durch diese Messung |&3 sich anhand einer vorher mit BSA -
Lésung erstellten Eichkurve (2x O/blank > 2,5 ng > 5ng > 10 ng> 15 ng> 20 ng > 25 ng > 30 ny
BSA pro 1 ml) die Proteinkonzentration in den Proben bestimmen.

-Die Proben werden zuvor grundsétzlich TCA-prézipitiert:
- Hierzuwird die Probe in z.B. 100 m Endvolumen mit TCA (Trichloressigsiure, 10%
Endkonzentration) und DOC (Deoxycholat, 0,01% Endkonzentration) versetzt und 10 min auf
Eis inkubiert; anschlieRend wird 20 min bei 13.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen.

-L owry-Standardprotokoall:

- Das Sediment wird im vorliegenden Fall mit 225 ml Lowry A (inklusive 0.2% SDS zum
besseren Solubilisieren von Membranproteinen) gemischt und 10 min bei 50°C im rotierenden
Heizblock inkubiert.

- Inenem zweiten Heizblock werden die Proben auf RT gekuhlt (ca. 8 min).

- Dann werden je Probe 25 m Lowry B zugesetzt, gemischt und 15 min bei RT im rotierenden
Heizblock inkubiert.

- Schliefdich werden je Probe 750 mt Lowry C (1:10 aus Fertiglsung) hinzugefiigt, gemischt
und abermas 10 min bei 50°C im rotierenden Heizblock inkubiert.

- Wieder werden die Proben auf RT gekuhlt (ca. 8 min, s.0.).

- Die Proben kénnen nun zu je 200 m in Elisgplatten (96-Loch-Mikrotiterplatten) gelesen
werden (Anthos-EL I SA -Reader, Messung gegen die Nullwerte der Eichkurve) oder in
Klvetten zu 1 ml im Photometer vermessen werden (OD bei 620 nm / Referenz 405 nm)

Verwendete L 6sungen:

Lowry A:

2 mg/ml Na,-tartrat
0,1 g/ml N&,COs
z.B.in50 ml 1 N NaOH [6sen und mit ddH,O auf 100 ml auffillen.



Lowry B:

20 mg/ml Na,-tartrat

10 mg/ml CuSO,4 x 5 H,0

z.B. in 90 ml ddH,O I6sen und mit 10 ml 1 N NaOH auffillen.

Lowry C:
Falin-Ciocalteus-Phenolreagenz (as Fertiglésung von Merck bezogen)
wird kurz vor Gebrauch 1:10 verdunnt.

3.4.2 SDS-PAGE und Proteindetektion

3.4.2.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophor ese (SDS-PAGE)

Die Methodik der SDS-PAGE erlaubt es, Proteine im elektrischen Feld, aufgrund ihrer
unterschiedlichen Molekulargewichte und sterischen Orientierung, in einer Polyacrylamid-Matrix
(dikontinuierliches Gelsystem) zu trennen (Laemmli, 1970). Eine homogene Ladungsvertelung

wird durch das eingesetzte SDS erreicht, das sich an die Proteinmol ekiile anlagert, sie denaturiert und
die Eigenladung des jeweiligen Proteins Uberlagert. Die Grof3e bestimmt somit die Ladungsstarke.
Die zu analysierenden Proteinpréparate wurden in SDS-Probenpuffer solubilisiert, 5min bel

95°%C erhitzt und dann entweder erst bei -20°C gelagert und vor Verwendung nochmals fiir Smin bel
95°%C erhitzt, oder sofort in die Probentaschen des Sammelgels aufgetragen. Hierbei war darauf zu
achten, dal3 die Proben einen neutralen pH (Blauférbung) aufweisen; sonst wird mit konzentrierter
Tris-L6sung neutraisiert, damit beim folgenden Erhitzen keine saure Hydrolyse stattfindet.

AulRerdem sollen vergleichbare Proteinmengen in den einzelnen Spuren aufgetragen wurden.

Es wurden durchweg Minigele mit einer Dicke von 0,7 mm verwendet (BIO-RAD-Minigelapparatur).
Die Gesamt-Acrylamidkonzentration (Gemisch aus Acrylamid und Bisacrylamid) im Trenngel
variierte, je nach Proteinpréparat, lag aber meist bei 10-12%, um fir die untersuchten Proteine

(ca. 26-52 kD) eine gute Auftrennung zu erreichen. Die Elektrophorese selbst erfolgte bei ca. 15V/cm
(entsprechend 20 mA pro Minigdl) in einer Elektrophoreseapparatur fir Minigele von BIO-RAD.

Verwendete L 6sungen:

-(4x)-Trenngel puffer:
15M TrigHCI, pH 8,8
0,4% SDS

-Trenngel-Acrylamidstockl dsung:
30% Acrylamid
2,7%Bisacrylamid

-(4x)-Sammel gel puffer:
0,5 M TriHCl, pH 6,8
0,4% SDS

-Sammel gel-Acrylamidstockl 6sung:
4% Acrylamid
15% Bisacrylamid

Die Polymerisation wird durch Zugabe von 0,1% TEMED und 1% Vol. einer 10%igen
Ammoniumperoxodisulfat (APS)-Losung gestartet woraufhin die Losungen sofort in die



Giefdvorrichtung fiur Minigele zum Auspolymerisieren gegossen werden.

Zuerst wird das Trenngel gegossen (Uberschichtet mit ddH,O, um eine ebene Oberflache zu erhalten)
und anschlief3end das Sammelgel, bei dem vor dem Erhérten ein Kamm zum Freihalten der
Probentaschen eingesetzt wird.

-(10x)-Elektrophorese-Laufpuffer:
1% SDS
250 mM Tris-Base

19 M Glyadn

- (4x)-SDS-Probenpuffer :
10 mM TrigHCI, pH 8,0

1 mM EDTA
10% Glycerin
4% SDS

10% b-Mercaptoethanol
0,016 % (w/v) Bromphenolblau (Lagerung bei -20°C)

Alle Ubrigen Lésungen werden bel RT gelagert.

Die Lange der Trennstrecke wurde oft nicht voll - oft nur zu ca. 90 % - ausgenutzt, um ein Audaufen
kleiner Proteinmolekiile zu verhindern, d.h. die Bromphenolblau-Front verblieb im Gdl.
(Mitaufgetrennte Mol ekul argewichtsstandards. s.s.0.)

Nach der Elektrophorese wurden die Gele getrocknet oder fir den Western Blot verwendet.

3.4.2.2 Autor adiographie:

Zur Detektion radioaktiver Proteine werden getrocknete Gele einem Kodak X-Omat/AR-HIm bei
Raumtemperatur exponiert (meist UN oder mehrere Tage). Die Entwicklung der Rontgenfilme wird

mit einer automati schen Entwicklermaschine durchgefihrt.

3.4.2.3 Coomassie-Blau-Farbung

Férbel 6sung Entférbel 6sung
Coomassie Blau R-250 0125 % (wlv) -
Methanol 50 % (v/v) 50 % (v/v)
Essigsaure 10 % (v/Iv) 10 % (v/Iv)

Nach der SDS-PAGE werden die Gele in der Farbeldsung 60 min bis maximal 18 h gefarbt

und fixiert. Danach werden sie ca. 2 h entférbt, bis Proteinbanden klar differenzierbar sind.

Dann werden die Gele bei 70°C fir 1,5-2 h unter Vakuum auf 3mm-Whatman-Papier getrocknet.
Diese Art der Farbung wurde verwendet, wenn das Gel nicht fir einen Western Blot verwendet wurde.



3.4.2.4 Silberfarbung

Mit einer Silberfarbung sind auch noch kleinste Mengen (bis 10 ng pro Bande) an Protein
nachweisbar, z.B. wenn nach einem Western Blot dieim Gel verbliebene Restmenge an Proteinen im
Ged andysiert werden soll.

V erwendetes Standardprotokoll zur Silberférbung:

- Hierzu wird das Gel 1 Stunde fixiert (30% Ethanol, 10% Essigsdure) und anschlief3end 2x fur
15 minin 10% Ethanol bel leichtem Schwenken gewaschen.

- Nach 1 min Inkubation in Natriumthiosulfat-L 6sung wird das Gel (fir ca. 20 sec) mit ddH,O
kurz gesplilt.

- Dannwird das Gdl 15 minin einer Silbernitrat-L dsung geschwenkt.

- Nach abermaligem kurzem Spulen mit Wasser wird das Gel in Natriumcarbonat-L dsung
entwickelt.

- Dieser Entwicklungsprozeld wird durch Zugabe von 7%iger Essigsiure gestoppt.

- Das Gd wird nochmals 10 min in Wasser gewaschen und anschlief3end getrocknet.

Verwendete L 6sungen:

Natriumthiosulfat-L6sung:
10 mg N&S,03x 5 H,O
ad 50 ml mit ddH,O

Slbernitrat-Losung:
100 mg AgNO;

50 m Formdin

ad 50 ml mit ddH,O

Natriumcarbonat-Losung:

8 g NaCO; x 10 H,O

25 m Formdin

1 ml Natriumthiosulfat-L 6sung

3.4.3 Transfer und Detektion von Proteinen auf PVDF-Membranen (, Western
Blotting*)

Nach der SDS PAGE wurden die separierten Proteinbanden aus dem Gdl in einer Elektroblot -
Apparatur im Nal3verfahren auf eine PV DFMembran quantitativ transferiert. Zu diesem Zweck
wird die Membran zunéchst in Methanol benetzbar gemacht und anschlief3end in Boratpuffer
equilibriert. Die so vorbehandelte Membran wird auf eine Lage in Boratpuffer getranktes
Filterpapier (Whatman) gelegt. Auf die Membran kommt das SDS-Gel und hierauf eine weitere
Lage Filterpapier. Bei der Schichtung dese Stapelsist darauf zu achten, dal? keine Luftblasen
enthalten sind, da an diesen Stellen kein Proteintransfer stattfinden kénnte. Um dies sicherzustellen
wurde der Stapel kurz vor dem Einlegen in die Blotapparatur mit einer Glaspipette vorsichtig
ausgerollt. Der Transfer erfolgt in der Nal3-Blotkammer (Bio-Rad Laboratories) unter Eiskiihlung bel
1 mA/cnT (200mA) fiir 3-4 Stunden. Bevor der Blot weiteren analytischen Verfahren unterzogen
wird, trennt man die Spur die den Laborstandard enthét mit einem Skalpell ab und férbt die
Markerproteine ca. 5 min mit einer Amidoschwarz-L 6sung. Amidoschwarz-Entfarberldsung entfernt
Uberschiissigen, unspezifisch angel agerten Farbstoff in einem anschliessenden Schritt. Dieser Streifen
dient spéter zur Abschédtzung der Molekulargewichte der Banden auf dem Blot.

Die Blot-Membran wird nach dem Abtrennen des Proteinmarker-Streifens direkt in eine Schale mit
Blockierungspuffer (Blot-PBS mit 5% (w/v) Milchpulver) Gberfiihrt, um nicht von Proteinen besetzte



M

Stellen auf der PV DF-Membran abzudecken. Die Inkubation wurde bei RT fir mindestens 1 h (meist
jedoch Uber Nacht bei 4°C) auf dem Schitteltisch durchgefihrt. (Die geblotteten Gele werden z.T. mit
Coomeassie Blau geférbt, um verbleibende Proteine nachzuweisen.)

Anschliessend wird die Membran kurz mit Blot-PBS vorgespult und dann 2x fur 10 minin PBS-

TNS gewaschen (auf dem Schiittler).

Der Erstantikorper wird geeignet verdinnt in PBS-TNS (incl. 10% Val. des Blockierungspuffers)
zusammen mit der Membran fir 1 h bel RT auf dem Schiittler inkubiert.
Nach kurzem Vorspilen mit PBS-TNS wird 2x fir 30 min mit PBS-TNS gewaschen.

Die Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper, geeignet verdinnt in PBS-TNS
(incl. 10% Vol. des Blockierungspuffers), erfolgt hierauf fir 1 h bei RT auf dem Schiittler.

Hierauf folgt ein kurzes Vorspulen mit PBS-TNS und anschliessendes Waschen (2x fur 30 min mit
PBS-TNS). Die Detektion der Banden erfolgt schliefdich tber die Chemolumineszenz eines
Substrates, welches durch die an den Zweitantikorper gekoppelte Peroxidase freigesetzt wird (Thorpe
und Kricka, 1986).

Hierzu dient das enhanced chemol uminescence-System (ECL):

Die zuvor in Blot-PBS gelagerte Membran wird feucht auf eine glatte Plastikunterlage gelegt und mit
ca. 600 m ECL-L6sung (1:1 Gemisch aus zwel Fertigldsungen; Amersham Buchler, Braunschweig) je
Blot-Membran betréufelt. Hiertiber wird luftblasenfrel eine Plastikfolie gelegt, um den anschliessend
aufgelegten Rontgenfilm (Kodak X-omat XAR5) zu schiitzen. Die Expositionszeiten variieren dabel

je nach Stérke des Signals.

Verdinnungen der Antikorper:

Die Antikérper wurden in PBS-TNS verdinnt auf die Membranen gegeben :

1. Antikorper rabbit-anti-Pmp69 (bzw. mouse-anti-Pmp69) und andere:
wurden 1:1000 bis 1:3000 verdunnt.

2. Antikorper goat-anti-rabbit (bzw. goat-anti-mouse)-POX :
wurden 1:10.000 verdinnt.

Verwendete L 6sungen:

- Boratpuffer:

50 mM B(OH)s; pH 9,0 (50% NaOH)
5% Methanol

0,05% SDS

- Amidoschwar zl 6sung:
0,1% Amidoschwarz

20% Methanol
5% Eisessg

- Amidoschwar z-Entfar ber| 6sung:
45% Methanol

10% Eisesdg

- (20x)-Blot-PBS:
200 mM NaH,PQO,; pH 7,4
2,8 M NaCl
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- PBS-TNS:
(1x)-Blot-PBS
0,05% Tween 20

3.4.4 1n vitro-Transkription und —Trandation

3.4.4.1 In vitro-Transkription

Die Plasmide pBluescript und pcDNAS3 enthalten einen T7-Promotor, der es ermdglicht, in einem
zdIfreien System mit Hilfe von T7-Polymerase mRNA zu synthetisieren. Um der Gefahr einer
Transkription Uber den gesamten Vektor oder Telle des Vektors vorzubeugen, wurde das Plasmid
zuvor mit einer Restriktionsendonuklease direkt am hinteren Ende der zu transkribierenden Sequenz
geschnitten und damit linearisiert:

DNA-Konstrukt / Plasmid benutztes Restriktionsenzym
Pmp22 (pos. Kontrolle) 7 in pBluescript Bam HI

Myc-Pex11-1 7 pcDNA3 Eco RI

Myc-Pex11-2 7 pcDNA3 EcoRI

Pex11-1-Myc / pcDNAS Eco RI

Pex11-1-(C -5)-Myc / pcDNA3 ECORI

Pex11-2-(C -4)-Myc 7 pcDNA3 ECORI

Transkriptionsansatz:

liglineariserte DNA

511 T7-RNA-Polymerase-Puffer (10x)

111 GpppG (cap-Struktur / 10 mM in ddH,0)
1l NTP-Mix (Nuklectid-Premix)

0,511 RNAsn (40 U/i | von Promega)

2511 T7-Polymerase (20 U/i | von MBI)

ad 50 | mit ddH,O

Die Ansétze werden 30 min bei 37°C im Thermomixer geschittelt, dann werden die Ansdtize um je
11l NTP-Mixund 05 11 cap/GpppG erganzt, um die Transkriptionsrate zu erhdhen. Danach wird fur
weitere 30 min bel 37°C inkubiert. Die Elektrophorese im Agarosegel zeigte nur die eingesetzte
linearisierte cDNA, nicht jedoch die gesuchte mRNA, deren Level zur optischen Erfassung aber
eventuell zu gering war. Daher wurde mit den Ansétzen trotzdem eine in vitro-Trandation
durchgefihrt.

Zusammensetzung des NTP-Mixes.
50 mM ATP

50 mM CTP

50 mM UTP

10mM GTP

in 10 mM HEPES-KOH, pH 7,4




3.4.4.2 Invitro-Trandation in Retikulozytenlysat

Die mRNA aus der in vitro-Transkription sollte nun in Kaninchen-Retikulozytenlysat (Flexi-Lysat)
trandatiert werden (siehe Herstellerprotokoll). Die Bedingungen hierzu waren schon zuvor im Labor
optimiert worden. Zur Inhibierung der im Lysat natirlicherwel se vorkommenden Proteasen wurden
die Proteasainhibitoren Antipain und Leupeptin zum Trand ationsansatz hinzugegeben.

Trandationsansatz:

161l Flexi-Lysat (Promega)

111 AminosaurentMix ohne Methionin (19 A.S/ jeweils ImM)

2il *S Met/Cys-Labding-Mix (14,3 1Ci/ il ; Amersham Buchler)
0,251 | Proteaseinhibitoren-Mix (2 mM Leupeptin/10 mM Antipain)
47511 dodH,O

11l mRNA-L6sung

ergibt je 2511 Volumen

Die Ansétze wurden 90 min bei 30°C im Thermomixer inkubiert und anschlief3end zur Entfernung
von Ribosomen und Proteinaggregaten 60 min bel 4°C und 150.000 x g zentrifugiert (TLA120.2-
Rotor). Je 2 i | der Uberstande wurden zur Uberprifung des Einbaus von Radioaktivitét in die
Proteine in SDSPA-Gelen aufgetrennt und einer anschlief3enden Autoradiographie unterzogen.
Es waren keine radioaktiven Banden zu detektieren.

3.4.5 Uberexpression des Pex11-2-(N 1-84) in Bakterien

Um mit dem rekombinant exprimierten N-Terminus von Pex11-2 eventuelle Bindungs- bzw.
Interaktionspartner zu isolieren, wurde dieses in E. coli transformiert und sollte ,durch IPTG
(Isopropylthiogd actosid) induziert, Uberexprimiert werden, um spéater aus den Bakterien isoliert und
Zu Bindungsassays genutzt zu werden. Hierzu wurde das Pex11-2-(N 1-84) in einen QEG0-V ektor
umkloniert (Uber zwei Bam HI-Schnittstellen, die per PCR-kreiert wurden.), der die Uberexpression
des Peptids in Bakterien ermdglicht und gleichzeitig einen 6xHis-tag an das C-terminae Ende des
Peptids anfligt. Der His-tag erlaubt die Kopplung des Peptids an eine Nickel-Agarose-Saule
(QIAGEN) und sukzessive eine Anbindung von cytosolischen Interaktionspartnern, indem Cytosol auf
die Saule mit den gekoppeleten Pex11-2-Fragmenten gegeben wird. Imidazoll6sung erlaubt das
Entfernen der Proteine von der Saule und deren anschlief3ende Identifikation.

L eider schlug bereits die Uberexpression des Fragments, trotz Variation verschiedener Parameter
(wie z.B. der IPTG-Konzentration [0,5-1 mM] und der Inkubationsdauer [1-5 h]), in E. cali fehl.

3.4.5.1 Uberexpression des N-Terminalen Pex11-2-Fragmentsin E. coli

Der Vektor mit dem einklonierten Pex11-2-(N- 1-84) wurde nach Herstellerangaben in die
BL21(DE3)pLysS-Bakterien transformiert die dann auf Ampicillinplatten UN selektioniert wurden.
Eine 5 ml Vorkultur (LB mit 200 i g¢/ml Ampicillin), die UN bei 37°C und 180 rpm anwuchs, wurde
am néchsten Morgen auf ODgg,=0,2 verdinnt und wuchs bis ODgy,=0,6-0,8 heran. Hier wurden die
uninduzierten Proben entnommen und dann mit der IPTG-Induktion begonnen (z.B. 1 mM Enkonz.).
Nach 1-5 h wurden 500 i I-Proben enthommen, die spater zur Proteinextraktion benutzt wurden.
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3.4.5.2 Aufschluf’ der Bakterien mit dem Uberexprimierten rekombinanten Proteinfragment

Die Sedimente der entnommenen Proben (1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert) wurden in 300 1 |
AufschluRpuffer (s.u.) resuspendiert und in flussigem Stickstoff schockgefroren.

Nach dem Antauen in der Hand wurden kurz vor dem vdlligen Auftauen Proteaseinhibitoren
hinzugefugt:

11 M Leupeptinin PBS
10iM Antipainin PBS
1001 M PMSFin DMSO
(alles Endkonz. in der Lésung)

Nach dem Mischen wurden je 3 i1 Lysozym und 3 11 DNAse | beigemengt (beides 40 mg/ml
StocklGsungen) und das Ganze 30 min bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Nach der Zentrifugation
(5 min bei 4°C und 13.000 rpm) erhdt man ein Sediment aus unlGdichen Proteinen und einen
Uberstand mit den |6dichen Proteinen, wobei an diesem Punkt noch nicht klar ist, wo das
Uberexprimierte Proteinfragment zu finden ist. Beides wird zur Andysein der SDSPAGE in
SDS-Probenpuffer gelést (10 i1 von den Uberstéanden, Pellets komplett).

3.4.5.3 Aufreinigen der His-getaggten Proteinfragmente per Nickel-Agar ose-Sdule

Die Restvolumina der Uberstande (mit den |6slichen Proteinen) werden auf Eis mit Imidazol-L 6sung
(500 mM in AufschluRpuffer) auf 10 mM Imidazol eingestellt. Das Saulenmaterial (Ni-NTA-Agarose
von QIAGEN) hat eine Bindungskapazitét von 5-10 mg Protein pro 1 ml Agarose, weshab hier bei
erwarteten 25 i g Protein pro Probe je 20 i | Agarosesuspension (4facher Uberschul) verwendet
wurden.

Das Saulenmaterial wurde zuvor 2x in 10 mM Imidazoll6sung (immer in Aufschliuf3puffer)
gewaschen.

Die Proteinhaltigen Uberstande werden mit dem gewaschenen Saulenmaterial gemischt und 1 h - UN
bel 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Nach der Zugabe von weiteren 100 11 10 mM Imidazol puffer
wird das Saulenmaterial bei 3000 rpm (Biofuge von Heraeus) sedimentiert. Die Uberstande enthalten
die ungebundenen Proteine.

Die Sedimente werden 2x mit 10 mM Imidazol puffer gewaschen. Hierauf folgt die Elution der
gebundenen Proteine vom Saulenmaterid mittels Inkubation mit Losungen ansteigender
Imidazolkonzentrationen (100, 200, 300, 400, 500 mM Imidazol in Aufschluf3puffer).

Hierzu wurden 15 i | Imidazol puffer auf das Sediment gegeben, gemischt, 5min bel RT inkubiert,

die Agarose sedimentiert, der Uberstand mit den eluierten Proteinen entnommen und dann die Losung
mit der néchsthbheren Konzentration appliziert, usw... (Zentrifugation je fir 5 min bei 13.000 rpm in
der Biofuge). Die Uberstande mit den eluierten Proteinen wurden mit je 5 i1 (4x)-SDS-Probenpuffer
versetzt 5 min bei 95°C erhitzt und spéter auf das SDS-PAG aufgetragen.

Nach der Elution mit 500 mM Imidazoll6sung wurde das verbleibende Sediment mit 10 11 (4x)-SDS
Probenpuffer gemischt und 5 min bei 95°C gekocht, um verbleibende Proteine vom Saulenmateria zu
|6sen. Die Analyse der Proben erfolgte im 15%igen SDS-PAG (Minigdl).

Verwendeter Aufschlul3puffer:

50 mM NaH,PO,

300 mM NaCl , pH 8,0 (mit NaOH)

erganzt mit der bendtigten Konzentration Imidazol

3.4.6 Quervernetzung von Pex11-1 bzw. Pex11-2 mit seinen I nteraktionspartnern

Zur ldentifikation der physiologischen Interaktionspartner von Pex11-1 bzw. Pex11-2 und deren
Herkunft (cytosolisch, in der peroxisomalen Membran, in der peroxisomaen Matrix, am Cytoskelett,



0.4) wurde versucht, Pex11-1 bzw. Pex11-2 mit diesen Partnern Uber bifunktionelle
Quervernetzungssubstanzen (hydrophil oder hydrophob) kovalent zu binden und diese Produkte dann
in der SDS-PAGE und mit anschlief3ender Proteinsequenzierung zu identifizieren und zu
charakterisieren.

- Hierzu wurden je 60 mg Primérhepatocyten in collagenbeschichteten 10 cm-Zellkulturschalen
bei 37°C Uber 3 - 4 h zum Anwachsen gebracht (&MEM mit den Ublichen Zusédtzen und
Insulin sowie Dexamethason, Vgl. AT3-Zellen).

- Nach einem Mediumwechsel (zu DMEM ohne Met/Cys) wurden die Zellen 25 min bei 37°C
»ausgehungert”.

- Dannwurden je Schale 286 iICi **S-Met/Cys , Cell-labdlling-mix*“ zugegeben um den Puls UN
laufen zu lassen (3 ml Vol.).

- Nach zweimaligem Waschen mit 5 ml &MEM (komplett) wurde die Reaktion auf Eis
gestoppt.

- Die Zédlen wurden abgeschabt, homogenisiert und der PNS wurde auf zwel
Nycodenzgradienten zur Isolierung der Peroxisomen aufgetragen (s. Kap. 3.6.2).

- Aus den Nycodenzfraktionen wurde mittels Verdinnung mit Homopuffer das Nycodenz
entfernt. Die resultierenden radioaktiven Peroxisomen wurden fur die Crosdinkansétze
verwendet.

- Die Héfte der Ansdtze wurde mit ARS (s.0.) vorinkubiert (30 min bei 37°C und 30 min auf
Eis). Die anderen Ansétze wurden auf Eis gehalten.

- Die Peroxisomen wurden gleichméldig auf alle Ansétze verteilt und sedimentiert (10 min
15.000 x g). Die Sedimente wurden dann mit Crosdink-Puffer mit dem bendtigten pH-Wert
zum Waschen resuspendiert (fir BMH pH 6,5 fir ssSMCC pH 8,0) und nach der Entfernung
des Uberstandes nochmals resuspendiert.

- Bede Crosdinker (beide von Pierce, Rockford.ll, USA) wurden in verschiedenen
K onzentrationen angewendet (0.4, 1.0 und 2.0 mM). BMH wurde in DM SO (hydrophob) und
s-SMCCinHCI (10 i M / hydrophil) gel6<t. In der Kontrolle wurde kein Crosdlinker
zugesetzt. Folglich wurden je Crosdinker je 4 Ansdtze mit ARS und 4 Ansétze ohne ARS
verwendet.

- Die Ansitze wurden zum Crosslinken 45 min auf Eis inkubiert.

- Durch Zugabe von SDS-Probenpuffer wurde die Reaktion gestoppt.

- Die Proteine wurden 30 min bel 37°C vorgel6ést und dann 5 min bei 95°C gekocht.
- Die Andyse der Produkte erfolgte mittels SDS-PAGE mit anschlielfender Autoradiographie.

Crosdink-Puffer:

50 mM Na|'|2PO4 X Hzo

250 mM Sucrose

pH 6,5 oder pH 8,0 (je nach Crosdinker)

3.5 Hefe-Doppelhybrid-Sytem (Two-Hybrid-System)

Galdp ist ein Hefetranskriptionfaktor, der sich aus zwel Doménen zusammensetzt:

einer DNA-Bindungsdoméne (BD) und einer Transkriptionsaktivierungsdoméne (AD), welche auf
cDNA -Ebene voneinander getrennt werden kénnen, wobel die Funktionen der getrennten Doménen
jewells erhalten bleiben.

Das Koderprotein (in diesem Fall der N-Terminus von Pex11-2), zu dem Interaktionspartner gesucht
werden, wird as Fusionsprotein mit der Bindungsdoméne im Hefestamm Y RG2 exprimiert (dieser
enthélt zwel gut nachweisbare Reportergene hinter seinem Gal-Promotor).
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Zudem wird eine cDNA-Genbank (aus der Leber eines Kaukasiers) as Fusionsprotein mit der AD in
diesem Hefestamm coexprimiert (im hypothetischen Idealfall enthélt jede Hefezelle ein anderes
Genbank-Protein). Solange nur das Kdderprotein mit der BD an den Gal-Promotor bindet, ohne mit
Genbankproteinen zu interagieren, erfolgt keine Transkription der Reportergene, da die AD fehlt.
Sobald aber ein Protein der Genbank mit dem Kéderprotein in Wechsalwirkung tritt, werden BD und
AD raumlich zusammengebracht und eine Transkription erfolgt. Die Reportergene HIS3 und LacZ
ermoglichen eine Selektion der Klone auf Higtidin-freiem Medium und eine anschlief3ende blauwei3-
Selektion Uber die Aktivierung des LacZ-Gens.

3.5.1 Feste und flissige Kulturmedien

Um den Einfluf3 der Erhitzung auf die Glucose zu vermeiden, werden die Medien primér
grundsétzlich ohne Glucose angesetzt und nach der Titration fur 20 min autoklaviert. Die
derilfiltrierte Glucosd 6sung (50%ig) wird zum erkateten Medium in benétigter Menge nachtraglich
hinzugegeben.

Um den Agarplatten die notwendige Festigkeit zu verleihen, wird dem Medium zum Gief3en von
Platten schon vor dem Autoklavieren 1,5% Agarose (Bacto-Agar) zugesetzt. Diese Losung wird zum
Erstarren in 10cm+ bzw. 15cm-Plastikpetrischalen gegossen, nachdem diese zuvor bereits auf ca.
50°C abgekihit wurde. Sollte die Selektion von Klonen Uber Histidinautotrophie erfolgen, so wurde
dem Selektionsmedium noch 15 mM 3-Amino-1,2,4-triazol hinzugefugt, um Synthese-Seitenwege fir
endogenes Higtidin zu blockieren.

Aminosdure-Stockl 6sungen:
Histidin (500x) 109/l

Leucin (333x) 339/
Tryptophan (333x) 6,6 g/l

Aminotriazol-StocklGsung:
Aminotriazol (133x / 2 M) 168 g/l

SD-Medium (Sdlektionsmedium):

Stickstoff-Base ohne Aminosauren (Gibco BRL) 6,7 g/l

D-Sorhit 182,2 g/l

CSM-Aminosduremischung ohne Trp/Lew/His (Dianova) 620 mg/l

Glucose 2% (w/v)

Ergénzt mit Trp-, Leu- und/oder His-Stocklésung bzw. Aminotriazol-Stockldsung, je nach Bedarf.
pH 58

Y PD-Medium (Vollmedium):
Difco®-Pepton 20 g/l
Hefe-Extrakt 10 g/l

Glucose 2% (w/v) pH 5,8

3.5.2 Transformation von Hefen

Von einer YPD-Agarplatte wird eine Y RG2-Kolonie gepickt und UN bei 30°C in 150 ml Vollmedium
bel ca. 180 rpm inkubiert. Aus dieser Vorkultur wird am néchsten Morgen in 1 Liter eine Verdinnung
hergestellt (ODgoo = 0,2), die bei gleicher Temperatur weiterkultiviert wird, bis sie eine ODggo VON

0,5 erreicht hat.

Diese Suspension wird bei RT bel 1000 x g fur 10 min zentrifugiert. Das Sediment wird einmal mit
500 ml ddH,O gewaschen. Nach nochmaliger Zentrifugation wird das Sediment in 8 ml TE/LiOAc-
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Puffer resuspendiert und mit 2 ml gescherter Lachssperm-DNA (10 mg/ml) und 250 ig Genbank -
Plasmid-DNA (aus humaner Leber eines Kaukasiers pADGal4-2.1-Genbank) griindlich gemischt.
Der Ansatz wird mit 60 ml PEG/LiOAc-L6sung vermengt (Vortex) und dann fir 30 min bei 30°C
und 180 rpm inkubiert. Der Hefesuspension werden anschlief3end 7ml DM SO beigemengt, woraufhin
dieses Gemisch 15 min bel 42°C inkubiert wird, wobel der Ansatz immer wieder gut durchmischt
wird (kein Vortex!). Anschlief3end werden die Zellen wieder zentrifugiert (s.0.) und dannin 10 ml
TE-Puffer resuspendiert. Aus dieser Lésung werden 2001l — Aliquots entnommen, die je auf einer
15 cm — Selektionsplatte ausgebracht werden, die bei 30°C bis zu 4 Wochen im Brutschrank inkubiert
werden, um die Klone hochwachsen zu lassen.

Fir die Transformation des Koder proteins [pBDGal4 mit N-termindlem Fragment von Pex11-2(mm)]
und der Kontrollen (Vgl. Protokoll des Herstellers / Stratagene) wurde ein kleinerer Ansatz benutzt:

- Fir alle Ansétze zusammen: 100 ml UN-Kultur verdiinnt in 300 ml; gewaschen in 50 ml
ddH,O; aufgenommen in 1,5 ml TE/LiOAc-L6sung.

- Je Ansatz: 100 ng Plasmid, 100 ig Lachssperm-DNA, 100 il Zellsuspension, dann 600 il
PEG/LiOAc-Losung, 70 il DM SO; Aufnahme nach Hitzeschock in 500 il TE -Puffer. Es
wurden je 100 il Suspension auf einer 10 cm-Sel ektionspl atte ausgestrichen, wobei z.B. fur
das Plasmid mit dem N-terminalen Fragment von Pex11-2 kein Tryptophan im Medium
enthalten war. Klone erscheinen nach ca. 4 Tagen auf den Platten.

Zur Coexpression der beiden Plasmide in einem Hefestamm wurde zuerst das Koderprotein - d.h .
der cytoplasmatisch orientierte N-Terminus von Pex11-2 (Uber EcoRI in pBDGa4 kloniert) in YRG2
transformiert und anschlief3end die menschliche Genbank (in pADGal4-2.1). Diefindle Selektion
erfolgte Uber Histidinautotrophie der gesuchten Klone.

Verwendete L dsungen:

TE-Puffer (10x):
100 mM Tris-HCL, pH 7,5
10 mM EDTA

LiOAc-Puffer :
1M LiOAc, pH 7,5

TE/LiOAc-Puffer (10x) :
1 ml TE-Puffer

1 ml LiOAc-Puffer

PEG/LiOAc-L6sung:
1 ml TE-Puffer

1 ml LiOAc-Puffer
8 ml 50% PEG 4000

Gescherte LachsspermDNA :

Hierzu wird 1g Lachssperm-DNA in 100 ml ddH,O gel6st und geschert, indem die Ldsung mehrfach
durch eine 0,3 mm-Kanule gezogen wird. Die anschlief3ende Erhitzung fir 5 min bel 95°C soll
eventuell vorhandene Sekundérstrukturen entfernen. Die Lésung wird sof ort auf Eis gestellt und
portioniert eingefroren.




3.5.3 Nachweis der Galaktosidase-Aktivitat in selektierten Klonen

Klone, die Uber Histidinautotrophie a's podtiv identifiziert wurden, wuchsen - von mehreren
verschiedenen Platten auf eine frische Selektionsplatte vereinigt - zu neuen Kolonien hoch.

Von diesen wurde mit einem speziellen Nylonfilter (Hybond, Schleicher und Schuell) ein Abklatsch
angefertigt, der 1 min in flissgem N, tiefgefroren wurde. Der aufgetaute Abklatsch wurde mit den
Hefen nach oben auf ein mit Z-Puffer/X-Gal durchtrénktes Whatman-Filterpapier aufgelegt und fur
einige Stunden bel 30°C inkubiert. Nur die echt-positiven Klone sind in der Lage Uber den Umsatz
des X-Ga einen blauen Farbstoff zu bilden (,, blaurwei3-Selektion®).

V erwendete L 6sungen:

Z-Puffer:
60 mM Na,HPO,
40 mM NaH,PO,
10 mM KClI

1 mM MgSO,

X-Gal-Stockl 6sung:
2% 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-&-D-galactopyranosid in DMF

Z-Puffer/X-Gal:
100 ml Z-Puffer
0,27 ml &M ercaptoethanol
1,67 ml X-Gal-Stocklésung

3.6 Spezielle M ethoden

3.6.1 Isolierung von Primérhepatocyten

Hierzu wurde die ver&nderte Methode nach Berry und Friend (1969) angewendet. Die Ratten wurden
mit 70 il Nembutd je 100 g K Orpergewicht betdubt und erhielten eine Heparininjektion (100 I.E. je
100 g Korpergewicht / Liquemin N 10.000) zur Unterbindung der Blutgerinnung. Abdomen und
Thorax werden gedffnet, um Uber Kantlen (die in Pfortader (= Zulauf) und vena cava eingefuhrt
werden) die Leber mit verschiedenen Ldsungen zu durchspilen. Zuerst wird Carbogen-geséttigtes
Medium 111 10 min bei 37°C in die Leber gdetet, dann Carbogen-geséttigtes DMEM (incl. 0,05%
Collagenase aber ohne Met/Cys) bei gleicher Temperatur fur dieselbe Dauer, um das Bindegewebe
anzudauen und hierdurch zu lockern. Die Leber wird anschliel3end enthommen und grob zerkleinert.
Der Zelverband der Leberstiicke wird dann unter Schiitteln in einem CO,-begasten Glaskolben
weiter desintegriert. Daraufhin wird die Zelsupension durch Nylonfilter mit abnehmender
Maschenweite (250, 100, 60 im) filtriert. Die Zellen werden, mit eiskaltem DMEM (ohne Met/Cys)
erganzt, in zwel Schraubzenrifugationsréhrchen (zu zwei gleichen Aliquots aufgeteilt) gefllt und
5-10 min auf Eis gekuhit. Die Zdllen werden bei 10 x g 3min bel 4°C sedimentiert und dann in einem
Rohrchen vereinigt. Der Waschschritt wird insgesamt dreimal durchgefiihrt. Letztlich werden die
Zdlen in 10 ml DMEM (ohne Met/Cys) aufgenommen (1 - 1,5 x 10" Zdlen/m).

Die Vitaditatsprifung wurde mit 0,5%iger Trypanblau-L6sung anhand eines kleinen Suspensions-
Aliquots im Lichtmikroskop durchgefiihrt (Mischung der Lésungen 1:2). Tote Zellen zeigen geférbte
Kerne. Die Suspension wurde verwendet, wenn mindestens 85% der Zellen |ebten.
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Medium Il (Ca*-frei):

136 mM NaCl

5mM KCl

0,8 MM MgSO, x 7 H,O

0,8 mM NaH,PO, x H,O

12,5 mM HEPES, pH 7,4 (mit NaOH)
12 mM NaHCO;

7.5 MM Glucose

serilfiltriert, Lagerung bei -20°C

3.6.2 I solierung von Per oxisomen aus Hepatocyten

Es wurde nach der modifizierten Methode von Hartl et al. (1985) gearbeitet, wobei ein Zellhomogenat
einer differentiellen und isopyknischen Zentrifugation unterzogen wird.

Die Zellen werden bei 10 x g sedimentiert (s.0.) und je Pellet mit 400 il Homopuffer und 100 il
Dextran T 10 (30%) versetzt. Die Homogenisierung erfolgt auf Eis mit 10-20 langsamen Hiben bei
850 rpm im Glas-Teflon-Potter-Elvehjem-Homogenisator. War im Lichtmikroskop zu sehen, dal? 95%
der Zellen aufgeschlossen waren, wurde der Vorgang beendet.

In 1,5 ml Reaktionsréhrchen wurde das Homogenat 3 min bei 3000 rpm zentrifugiert (Biofuge,
Heraeus, Rotor 1379) und der resultierende PNS (post nuclear supernatant) auf Nycodenzgradienten
aufgetragen, um die Peroxisomen aufzureinigen. Der Gradient verlauft von 45% bis 14% Nycodenz
(s.u.) und wird in einem TV865-Vertikarotor fir 1 h bei 30.000 rpm zentrifugiert (langsame
Beschleunigung und Verzogerung). Es werden 10 Fraktionen zu je 500 il geerntet, wobei sich die
aufgereinigten Peroxisomen in den Fraktionen 2-3 befinden.

Verwendete L 6sungen:

Homopuffer:
250 mM Saccharose

10 mM Glycylglycin
1 mM EDTA
0,1% Ethanol , pH 7,4 (NaOH)

Nycodenzgradient:
Der Gradient setzt sich aus 9 Fraktionen absteigender Dichte (45,41,37,33,29.5,26,22,18 und 14%

Nycodenz) zusammen. Die Osmolaritét wird durch einen gegenl&ufigen Saccharosegradienten
ausgeglichen. Gegossen wird der Gradient in 6 ml-Ultracrimp-Zentrifugenréhrchen (DuPont, Sorvall):
die unterste Schicht besteht aus einem 70%-Nycodenz-Kissen (350 il), auf das die folgenden
Fraktionen (je 500 il) geschichtet werden.

- Losungen des Gradienten: 70% Nycodenz in ddH,O
14% Nycodenz in Glycylglycin-Puffer (10 mM) ergénzt mit 4,76%
Saccharose

45% Nycodenz in Glycylglycin-Puffer (10 mM)

- Die Fraktionen werden durch Mischung der 14%igen und der 45%igen Ldsungen hergestellt.



3.6.3 Katalasetest

Mittels dieses enzymatischen Tests wird die Katal aseaktivitét in einer gegebenen Proteinl dsung
bestimmt. Da Katalase das Markerenzym der Peroxisomen ist, wo es Wasserstoffperoxid in Wasser
und Sauerstoff umsetzt, kann mit dieser Methode die relative Menge von Peroxisomen, z.B. in
Fraktionen einer Dichtegradientenzentrifugation, nachgewiesen werden.

Standard-Protokoll nach Hartl et al. (1985), verandert:
Die Lésungen werden in einer 24-Loch-Platte auf Eis und auf einem Schttler gemischt.

- Je Probe werden 10-25 mi L6sung direkt entnommen; as Kontrolle werden zwei Blindproben
(ohne Proteinlésung) mitbehandelt.

- Diese Losungen werden zu bereits vorgel egten 460 m Tritonreagenz je Probe/LLoch gegeben
und geschittelt (mittlere Stérke, etwa 250 Upm).

- Der Reaktionsstart erfolgt durch Zugabe von 200 m Substratl Gsung, die zligig hacheinander zu
den Proben pipettiert wird.

- 5min nach dem Start der ersten Probe wird die Reaktion durch Zugabe von je 340 m
Titanoxysulfat-L 6sung nacheinander beendet. Das Titanoxysulfat komplexiert das nicht
umgesetzte H,O, aus der Substratldsung zu einem gelben Farbstoff, der spéter photometrisch
quantifiziert wird.

- Die Proben werden fir weitere 5 min bei RT geschiittelt.

- Die Ansédtze werden in 1 ml-Kunststoffkivetten bei 405 nm auf ihre Absorption hin analysiert
(Photometer von Pharmacia).

Die Katalaseaktivitéat berechnet sich nach folgender Formel:

Katalaseaktivitat (U/ml) = ( [l0g105,64 - log (105,64 - (Eo - Ep) X16)] : Testzeit inmin) x Vf
wobei: E, = Extinktion der Blindprobe (d.h. ohne Katalase)
Er = Extinktion des Ansatzes mit Katalase / Proteinlésung

Vf = Verdinnungsfaktor der Probe im Reaktionsvolumen (1000 m)
d.h. Vf = 1000 : eingesetztes Probenvolumen

Verwendete L 6sungen:

Tritonreagenz
1% Triton X-100

2% NaCl
0,33% BSA
0,1% Ethanol

Substratldsung :

33 mM Imidazol, pH 7,0 (HCI)

6 mM H,0, (Zugabe unmittelbar vor Versuchsstart)

Zusammen mit Titanoxysulfat und Tritonreagenz sollte diese Lésung im Vortest
eine OD o5 von 0,8-1,0 besitzen.

Titanoxysulfat-Losung :
geséttigte Ldsung von TiOSO, in 2N H,S0,, anschlieliend 1:3 in 2N H,SO, verdinnt.
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3.6.4 Kopplung von Peptiden an Thiopropylsepharose (TPS)

Zur Anayse der Fahigkeit, Coatomer zu binden, wurden die C-Termini von Pex11-1 und von Pex11-2
an TPS gekoppelt und spédter mit Cytosol inkubiert (Abb. 24).

Kopplung der Peptide:

- Je Ansatz wurden 125 mg TPS verwendet, 15 min vorgeguollen in Kopplungspuffer.

- Ix 2min be 3500 rpm sedimentieren, resuspendieren, Transfer in 2ml Resktionsgefal.

- 500 m Kopplungspuffer inkl. 4 M Urea zum waschen. Abermals sedimentieren und Uberstand
entfernen.

- Kopplung der Peptide an die TPS: 1,5 mM Peptidl6sung in Kopplungspuffer inkl. 4 M Urea.
Hiervon 500 m bei RT ber Nacht auf dem Uberkopf -Schiittler mit der TPS inkubieren.

- Suspension 5 min bei 13.000 rpm sedimentieren. Uberstand getrennt aufbewahren. Enthalt
Uberschissiges Peptid und 2-Thiopyridose.

- TPSin2x 900 m in 10 ml Rorchen Uberfuhren und 1x in 5 ml Kopplungspuffer inkl. 4M Urea
resuspendieren / waschen.

- 2min bel 3500 rpm sedimentieren, in reinem Kopplungspuffer ohne Urea resuspendieren, ad
10 ml.

- 5 min Uberkopfmischer, 2 min bei 3500 rpm sedimentieren, Uberstand entfernen.

- Resuspendieren in 10 ml Blockierungspuffer und vortexen.

- 5 min Uberkopfmischer, 2 min bei 3500 rpm sedimentieren, Uberstand entfernen.

- Insgesamt 4x auf diese Weise mit Blockierungspuffer waschen.

- Exakt 10 minin 10 ml Blockierungspuffer inkl. 20 mM b-Merkaptoethanol auf
Uberkopfmischer inkubieren.

- 2min bei 3500 rpm sedimentieren, Uberstand entfernen.

- Ix grob mit 10 ml Blockierungspuffer waschen, dann nochmals, aber diesma 2 min auf
Uberkopfmischer inkubieren. Wie gehabt sedimentieren und Uberstand entfernen.

- 2xmit 10 ml Kopplungspuffer waschen. Anschlief3end pH auf 7,5 eingtellen.

- 2 min ba 3500 rpm sedimentieren, Uberstand entfernen.

- TPSin gewogene 10 mi-Rohrchen GberfUhren und hierin 1x mit 10 ml Kopplungspuffer
waschen. TPS-Gewicht ermitteln. In 500 m PBS inkl. 0,02 Na-Azid lagern.

K opplungseffizienz und Standardisierung der Ansétze:

- Extinktion der aufbewahrten Uberstande bei 343 nm (Thiopyridon-Maximum) ermitteln.

- Nullabgleich mit 2M Urea.

- c=Fexd,dh c=E 8,08 x nM. Diese Thiopyridon-Konz. entspricht der TPS-gekoppelten
Peptid-Menge. Hieraus 183 sich die Menge Peptid pro Gewicht an TPS ermitteln. Damit &3t
sich bei der Inkubation mit Cytosol die eingesetzte Menge TPS-Peptid auf 3,3 nmol pro 100
ntAnsatz normieren.

- A= Peptidkonz. aus Extinktionsmessung

- B=3.300 pmol/A=mg Peptid

- C= gewogenes TPS Gewicht pro Ansatz

- D= C/B (dimensiond oses Mengenverhdtnis)

- Essollen pro Ansatz 100 mh mit 3,3 nmol gekoppeltem Peptid pipettiert werden.

- Daher Eingtellen der Peptid-Konz. auf diesen Standard.

- Enl=Dx 100 m (Endval. Uber Faktor D je Ansatz), in E m befinden sich D mal B mg TPS
beads mit 3,3 nmol gekoppeltem Peptid in 100 m Val.

- F=vorhandens Vol. (1 mg TPS entspricht 1 m Vol.) pro Ansatz, aus C ermitteln.

- G=E-F = noch zu ergdnzendes Vol. pro Ansatz, um die Standard-Konz. einzustellen.

Nachdem dle Ansétze normiert sind, kann die Inkubation mit Cytosol bzw. Coatomer erfolgen.

Verwendete L dsungen:




Kopplungspuffer:
100 mM Tris

500 mM NaCl
1mM EDTA, pH74

Blockierungspuffer:
100 mM NaAc

500 mM NaCl, pH 4,5

Verwendete synthetische Peptide:

Pex11-2: CPWLRLKP (MW: 1012)

Pex11-1: CY PQLKLKAR (MW: 1218)5)

Pex11-1 Doppelmutante: CPQL SLSAR (negativ-Kontrolle, MW: 975))

3.6.5 Coatomer-Bindungsassay

Hierzu werden die im obigen Kapitel erléuterten standardisierten TPS Peptid-Ansétze verwendet.

Je Ansatz: 100 mk TPS-Suspension, entsprechend 3,3 nmol C-terminaem Peptid.
3 Ansétze: Pex11-1, Pex11-2, Negativkontrolle.

Na-Azid entfernen.

TPSin je 1,5 ml-Reaktionsgefald transferieren, in denen 1ml Hochsal zpuffer (HP) vorgelegt
wurde. Auf Eis halten.

2 min bei 13.000 rpm sedimentieren, Uberstand entfernen.

3x mit HP waschen.

Je 150 m Cytosol zugeben und mind. 2h bei 4°C im Uberkopfmischer inkubieren.
2 min bei 13.000 rpm sedimentieren, Uberstand entfernen.

4x mit je 1 ml HP waschen.

Ix mit 25 mM TrisHCI (pH 7,4) waschen.

TPS mit 100 mk SDS-Probenpuffer (4x) versetzen und 5 min bei 95°C erhitzen.

Die so erhaltenen Proteine, die von den C-Termini / Peptiden gebunden wurden, wurden dann in
der SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot gegen die Coatomer-Untereinheit b"-COP
(1:1000, aus Kaninchen) entwickelt.

Hochsal zpuffer:

50 mM Hepes/KOH (pH 7,4)

90 mM KCl

300 mM NaCl

1 mM EDTA

0,5 % NP40 (Nonidet P 40= Detergenz von ICN)
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4.Ergebnisse

4.1 Pex11-cDNA-Konstrukte

In Sdugetieren exisieren zwel homologe Pex11-Proteine Pex11-1 und Pex11-2. lhre
Polypeptidsequenzen snd in der Maus zu 40% identisch und zu 70% &hnlich. Die beiden
Homologe unterscheiden sich in enigen Mekmaen: Pex11-2 i um 13 Aminosiuren langer
as Pex11-1 und bedtzt an C-Terminus eine Sequenz (—RXKX), die nach Letourneur et d.
(1994) ken funktioneles Dilysnmotiv darsdlt. Pex11-1 endet am C-Teminus mit der
Sequenz (-KXKXX), einem Konsensus-Dilysnmativ. Im N-terminden Bereich von Pex11-1
— Aminosdure 16-24 — is eine Sequenz enthdten, die dem PTS2-Konsensusmotiv (R/K)-
(LV)-(XXXXX)-(H/Q)-(L/A/F) entspricht. Pex11-2 enthdlt an gleicher Stelle ene Variante,
die an der 8.Position ein Tyrosin andatt des beschriebenen Higtidins oder Glutamins enthalt.

Um Informationen Uber die Funktionen von Pex11-1 und Pex11-2 zu erhdten, wurden -
ausgehend vom Gesamtprotein (Abb. 1, Abb. 21 und Abb. 2-2) - verschiedene Verkirzungen
und verschiedene Fusionsproteine hergestelt (Abb. 3 und Abb. 4). Nach der Expresson der
cDNA-Kongrukte wurden der Import der rekombinanten Proteine in die Peroxisomen und die
beobachteten  phénotypischen Verdnderungen routinemddg mit ener  Anfabung des

peroxisomaen Markerproteins Pmp69 Uberpriift.



Polypeptidsequenz- Homologie
zwischen Pex11-1 und Pex11-2
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Abb. 1: Die Sequenzhomologien zwischen Pex11-1 und Pex11-2 aus der Maus

(Mus musculus forma domestica) betragen 41% (Alignment mit DNA-Star-Software).
Eingezeichnet sind das PTS2, ein vermutliches mPTS, das Dilysinmotiv - in Pex11-1
voll dem Konsensusmotiv entsprechend, in Pex11-2 um die letzte Position verkiirzt,
aber immer noch mit zwei positiven Seitenketten (R=Arg und K=Lys) - und die beiden

Transmembrandoméanen (TMD1 und TMD?2).

Die 13 Aminosauren, die Pex11-2 im Vergleich zu Pex11-1 zusétzlich besitzt, sind in
der zweiten Halfte des luminalen Loops (Abb.2-1) lokalisiert. Identische Aminosauren
sind umrahmt. Diese starke Homologie 13t eine sehr ahnliche Topologie bei beiden

Pex11-Proteinen vermuten (Abb. 2-1 und Abb. 2-2).




Die Membrantopologie des Pex11-2

1
PTS2-dhnliche
Sequenz C
16-24 2591 -RXKX
Cytoplasma
85 252
104 232
Peroxisomales
Lumen
mPTS??
Loop

Abb. 2-1: Die Pex11-2-Membrantopologie

Dargestelltist die rAumliche Orientierung aller Doméanen: der N-Terminus mit der PTS2-&hnlichen
Sequenz (s. Abb.1), das vermutete mPTS im luminalen Loop, der C-Terminus mit der an ein Dilysin-

Motiv erinnernden Sequenz -RXKX und die beiden Transmembrandoménen des Pex11-2-Molekuls
aus der Maus.
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4.1.1 Pex11-1-Konstrukte

Abb. 3 zeigt die angefertigten Pex11-1-cDNA-K onstrukte:

Konstrukte mit GFP-V arianten (Ratte):
CFP-Pex11-1
Pex11-1-YFP

Myc-Kongrukte (Ratte):
Myc-Pex11-1

Pex11-1-Myc

Myc-(N -74)-Pex11-1

(N -74)-Pex11-1-Myc
Myc-Pex11-1-(C -5)
Pex11-1-(C -5)-Myc

Myc-(N -74)-Pex11-1-(C -5)
(N -74)-Pex11-1-(C -5)-Myc

unmarkierte Kongrukte (Ratte):
wt-Pex11-1

(N -74)-Pex11-1

Pex11-1-(C -5)

(N -74)-Pex11-1-(C -5)

Zur Terminologie der Konstrukte:

Seht ein Marker am Anfang der Kurzbeschreibung, so handelt es sch um einen N-terminden
Anhang an das Pex1l-1-Molekil; steht er am Ende dersdben, so wurde er C-termind
angefigt Die Abkirzung (N —74) steht fur eine N-terminde Verkirzung um 74 Aminosauren.
(C -b) deht entsprechend fur eine C-terminde Verkirzung um 5 Aminosduren. Be der C-
terminden Vekirzung von Pex11-1 wurde das hier vollséndig vorliegende Dilysnmotiv
entfernt. Die Expresson von C-termina verkirzten Kondrukten mit oder ohne Myc-Tag ist

bisher nicht gelungen. Hierzu bedarf es noch weiterer Experimente.



'Pexll-l-Konstrukte:

wt-Pex11-1: N-Terminus TMD1 TMD2 C-Term.
[ ] I ] I ]
1 (16-24=PTS2) 85 105 218 239 246
CFP-Pex11-1:
[crp T ] | ] 1 |
1 85 105 218 239 246
Pex11-1-YFP:
[ ] I ] | [ YFP
1 85 105 218 239 246
Myc-Pex11-1:
[Myc] ] I ] | ]
1 85 105 218 239 246
Pex11-1-Myc:
[ ] I ] | [ Myc]
1 85 105 218 239 246
(N -74)-Pex11-1: I | I [ |
75 85 105 218 239 246
Myc-(N -74)-Pex11-1: I I ] | |
75 85 105 218 239 246
(N -74)-Pex11-1-Myc: I I I I [ Myc]
75 85 105 218 239 246
Pex11-1-(C -5):
[ | | | | C(-5)
1 85 105 218 239 241
Myc-Pex11-1-(C -5):
[ Myc| | | ] | |
1 85 105 218 239 241
Pex11-1-(C -5)-Myc:
[ | | | | | Myc]
1 85 105 218 239 241
(N -74)-Pex11-1-(C -5): N(-74) [ | I 1 c(-5)
75 85 105 218 239 241
Myc-(N -74)-Pex11-1-(C -5): [Mye]__] [ I ]
85 105 218 239 241
(N -74)-Pex11-1-(C -5)-Myc: I | I [T wyc]
85 105 218 239 241

Abb. 3: Ubersicht tiber die angefertigten Pex11-1-cDNA-Konstrukte

Das Pex11-1-Gesamtprotein (ganz oben) wurde am N- Terminus und/oder am C-Terminus verkdirzt.
Die zu Anfang ohne angefligten Marker transfizierten Konstrukte waren in den betreffenden Zellen nur unzureichend
identifizierbar. Zur Identifikation von erfolgreich transfizierten Zellen wurden daher verschiedene Fusionsproteine

hergestellt:

1) An den N-Terminus des Gesamtproteins wurde CFP fusioniert, an den C-Terminus wurde bei einem anderen

Konstrukt YFP angefugt.
2) Am N- oder C-Terminus wurde ein Myc-tag angeflgt.

Angegeben sind die Positionen der jeweils ersten Aminoséaure in den aufeinanderfolgenden Abschnitten der

Peptidsequenz von Pex11-1.
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Be CFP und YFP handdt es sch um Farbvarianten von GFP. Se snd in den nachtréglich
veranderten Vektoren pECFP-C1 bzw. pEYFP-N1 der Firma Clontech enthdten (Simpson et
a., 2000). Die Insertion der Kongtrukte in die Vektoren pcDNA3 bzw. pcDNA3.1 efolgte bel
den Myc-Varianten und den unmarkierten Konstrukten Uber Bam HI (5-Ende) und Eco RI
(3-Ende). Schnittstdlen wurden grundséizlich per PCR in die zu klonierende Sequenz
integriert. Das verwendete wt-Pex11-1 stammte aus der Ratte (Passreiter et d., 1998). Die

molekularbiologischen Arbeitsschritte sind in Kapitel 3.2 erlautert.

4.1.2 Pex11-2-Konstrukte

Pex11-2 (human oder aus der Maus, codierende Sequenz im Labor vorhanden), as konditutiv
aktivem Protein, gat das besondere Interesse. Die Expresson des unveranderten Molekils
(Wt-Pex11-2) bewirkt in Saugerzellen und Hefen eine darke Proliferation der Peroxisomen
(Schrader et al., 1998; van Roermund et a., 2000), was eine wichtige Rolle des Molekils bel
der Biogenese dieses Organells nahelegt.

Eswurden folgende Konstrukte erstellt (Abb.4):

(E)GFP-Kondgrukte (human):
GFP-Pex11-2
EGFP-Pex11-2

EGFP-(N -24 )-Pex11-2
EGFP-(N -74)-Pex11-2
Pex11-2-(N 1-84)
Pex11-2-(N 1-84)-EGFP

Myc-Kongtrukte (Maus):
Myc-Pex11-2

Pex11-2-Myc

Myc-(N -74)-Pex11-2

(N -24)-Pex11-2 -Myc
Myc-Pex11-2-(C- 4)
Pex11-2-(C- 4)- Myc
Myc-(N -74)-Pex11-2-(C -4)
(N -24)- Pex11-2-(C -4)-Myc




'Pex11-2-Konstrukte:

wt-Pex11-2: N-Terminus TMD1 Loop TMD2 C-Term.
[ | 1 | ] |
1 (16-24 PTS2-ahnl) 85 105 232 253 259
(E)GFP-Pex11-2:
[CEGFP 1] ] I | ] |
1 85 105 232 253 259
Myc-Pex11-2:
[(Myc | ] 1 1 | |
1 85 105 232 253 259
Pex11-2-Myc:
[ ] | 1 | | Myc]
1 85 105 232 253 259
EGFP-(N -74)-Pex11-2:
N(-74) CEcEE T — |
75 85 105 232 253 259
Myc-(N -74)-Pex11-2: Myc T 1T I | | |
75 85 105 232 253 259
(N -24)-Pex11-2:
N(-24) | | | I | |
25 85 105 232 253 259
EGFP-(N -24)-Pex11-2:
[EGFP__ 1 | | I | |
25 85 105 232 253 259
(N -24)-Pex11-2-Myc: | ] | ] | | Myc|
25 85 105 232 253 259

N-terminales Fragment

Pex11-2-(N 1-84): |

[EY

(16-24 PTS2-4hnl.)

84

Pex11-2-(N 1-84)-EGFP:

EGFP




Pex11-2-(C -4):

| | [ | [ C(-4)
1 85 105 232 253 255
Myc-Pex11-2-(C -4):
[ Myc | | | | [ |
1 85 105 232 253 255
Pex11-2-(C -4)-Myc:
I | | | [ [ Myc]
1 85 105 232 253 255
Myc-(N -74)-Pex11-2-(C -4):
N(-74) [MyeT ]| [ [ [ 1 c(4)
75 85 105 232 253 255
(N -24)-Pex11-2-(C -4):
N(-24) | [ | | [ 1 C(-9)
25 85 105 232 253 255
(N -24)-Pex11-2-(C -4)-Myc:
I I | | [ 1 Myc]
25 85 105 232 253 255

Abb. 4: Ubersicht tiber die Pex11-2-cDNA-Konstrukte

Das Pex11-2-Gesamtprotein (ganz oben) wurde am N- Terminus und/oder am C-Terminus verkurzt.

Die zu Anfang ohne angefiigten Marker transfizierten Konstrukte waren in den betreffenden Zellen nur teilweise
nachweisbar. Zur Identifikation von erfolgreich transfizierten Zellen (CHO oder AT3) wurden daher verschiedene

Fusionsproteine hergestellt:

1) An den N-Terminus des Gesamtproteins und der nur N-terminal verkirzten Varianten wurde (E)GFP fusioniert
2) Am N- oder C-Terminus wurde ein Myc-tag angefiigt
3) An den funktionell wahrscheinlich bedeutsamen N-Terminus von Pex11-2 wurde EGFP C-terminal angefligt

Angegeben sind die Positionen der jeweils ersten Aminoséaure der aufeinanderfolgenden Protein-Doméanen

von Pex11-2.



unmarkierte Konstrukte (Maus):
wit-Pex11-2

(N -24)-Pex11-2

Pex11-2-(C -4)

(N -24)-Pex11-2-(C -4)

Die Benennung der Kongrukte erfolgte in gleicher Weise, wie de fur die Terminologie der
Pex11-1-Konstrukte verwendet wurde

Steht ein Marker am Anfang der Kurzbeschrelbung, so handelt es sch um enen N-terminden
Anhang an das Pex11-2-Molekil; steht er am Ende dersdben, so wurde er C-termind
angefigt Die Abkirzungen (N —24) bzw. (N —74) stehen fur eine N-terminde Verklrzung um
24 bzw. 74 Aminosduren. (C —4) geht fir eine C-terminde Verkirzung um 4 Aminosduren.
Die Expresson der C-termind verkirzten cDNA-Kondrukte war in den vorliegenden
Ansizen bisher nicht erfolgreich. Gleiches gilt fir die verkirzten Kongrukte mit C-termind
angefigtem Myc-Epitop. Das unverkiirzte Pex11-2-Myc erzeugte den gleichen Phdnotyp wie
Myc-Pex11-2. Wegen der problematischen Expresson des verkirzten Pex11-2 mit C-
temindem Myc-tag dehen wetere Untersuchungen diessr Kongtrukte noch aus. Die
Experimente mit Myc-tag wurden daher mit den Konstrukten durchgefuihrt, die diesen Marker
am N-Terminus tragen.

Die N-termind Myc-getaggten Kongrukte Myc-(N -74)-Pex11-2 und Myc-(N -74)-Pex11-2-
(C -4) dnd N-termind bis kngpp vor die peroxisomae Membran verkirzt. Die C-termind
Myc-getaggten und die unmarkierten Kongrukte sind N-termind um 24  Aminosduren
verkirzt (Abb. 4). Es wurden zwe verschieden grofe N-terminde Verkirzungen ersdlt (N —
24 und N —74), um en eventudl im N-Terminus von Pex11-2 enthdtenes Targeting-Sgnd
auf saine Funktion hin zu untersuchen. Be der (N —74)-Vaiante wurde der Myc-tag an den

N-Terminus angeflgt, da hier kein Signal mehr maskiert werden konnte.
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Alle (E)GFP-Konstrukte baseren auf der Sequenz des humanen Pex11-2, die Myc-markierten
und unmarkierten Varianten wurden ausgehend vom Pex11-2 der Maus erstdlt. Die Insertion
in die Vektoren pcDNA3 (G418-Resigtenz) bzw. pcDNA3.1 (Zeocin-Ressenz) efolgte bel
den unmarkierten Kongrukten und den myc-Varianten tUber Bam HI (5-Ende) und Eco RI
(3'-Ende), bei den EGFP-Konstrukten Uber Bsp El und Eco RI. Das unmarkierte N-terminde
Fragment von Pex11-2 wurde Uber Bam HI und Eco RI in pcDNA3 Kkloniert. Zur
Fusonierung von EGFP an den C-Terminus des Fragments wurde dieses Uber eine EcoRI-
Schnittgtelle in den Vektor pEGFP-N2 (Neomycin-Resistenz) umkloniert.

Alle verwendeten Vektoren snd eukaryontische Expressonsvektoren und bestzen enen
CMV-Promotor, der fir eine hohe Expresson der einklonierten cDNA sorgt.

Schnittstellen wurden dlgemein par PCR in die zu klonierende Sequenz integriert, lediglich
beim GFP-Pex11-2 wurde das GFP durch mehrere Umklonierungsschritte Uber vorhandene
Schnittstellen an das Pex11-2 angefiigt. Die GFP-Pex11-2-cDNA wurde schliefldich Uber Kpn
I (N-termind) und Not | (C-termina) in den pcDNA3.1-Vektor eingefligt. Genaueres lber die

molekularbiologischen Arbeten findet Sch in Kapitel 3.2,

4.2 Beschreibung der verwendeten Zellsysteme

Die Expression der hergestdlten cDNA-Konstrukte - sowohl die auf Pex11-1, wie die auf
Pex11-2 baserenden - efolgte wahlwase in CHO-Zdlen und in AT3-Zellen. B den CHO-
Zdlen handdt es sch um pseudohaploide, adh@ent wachsende Zdlen aus dem Ovar des
chinesschen Hamgers (Cricetulus griseus) mit enem durchschnittlichen Durchmesser von
ca 50 mm. Die Peroxisomen in CHO-Zdlen snd ca 200 nm grol3, von rundiicher bis
kommaformiger Geddt und befinden sch gehduft in der N&he des Nukleus Diese
peroxisomae Morphologie ewies dch be der Andyse eniger cDNA-Kongrukte as
vortalheft. Die AT3-Zdlen dnd adh&ent wachsende Zdlen aus dem Hepatom ener

transgenen Maus, in denen das T-Antigen unter der Kontrolle des Antithrombin 11l
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(regulatorische  Region) exprimiert wird (Antoine et d., 1992). AT3-Peroxisomen snd
ausgeprégt tubuldr und vor adlem nahe am Kern vorzufinden. AT3-Zdlen snd flach und von

polygoner Gestalt und besitzen einen Durchmesser von ca. 60 nm.

4.3 Expression der Pex11-1-Konstrukte

4.3.1 Expression von wt-Pex11-1

Wird die cDNA von wt-Pex11-1 (Abb. 1 und Abb. 3) in das pcDNA3- Plasmid enkloniert
und in CHO-Zdlen 14-48h Uberexprimiet, so fuhrt dies zu ene Proliferation des
peroxisomalen Kompartimentes (Abb. 5). In CHO-Zdlen snd Peroxisomen von Natur aus
von rundlicher bis Komma-férmiger Gestat, bei einem Durchmesser von ca 200 nm. Nach
der Expresson ig¢ dne vegeachsvese geinge Proliferaion des peroxisomaen
Kompartimentes zu beobachten. Die Anzahl der Peroxisomen wird etwa verdoppelt
(Pessreiter et d., 1998). Die peroxisomde Morphologie zeigt jedoch keine auffallende

Veranderung.

4.3.2 Expression verkirzter, unmarkierter Pex11-1-Konstrukte

Um ewaige Funktionen derjenigen Abschnitte von Pex11-1, die in das Cytoplasma ragen, zu
andyderen, wurden N- und C-termind verklrzte Kongrukte hergestdlt. Um den eventuel
sorenden Einflu? eines Proteintags auszuschlief¥en, wurde zundchst auf die EinfUhrung ener
Makersequenz  verzichtet. Dieser Vezicht bedingt, dad im Fale ener  auffalenden
Vednderung der Zele oder des peroxisomaen Kompartimentes durch nachfolgende
Immunfluoreszenz  (IF) ene zwefddrae Differenzierung der mikroinjizieten (trandfizierten)
Zdle von den nicht trandizierten Zdlen efolgen kann. Um dieses Differenzierungsproblem

zu vermindern, wurden die Zellen auf Deckglésern mit eingedtzten Rasteraredlen augplattiert.



Abb.5: Pex11-1 verdoppelt die peroxisomale Proliferation von CHO-Zellen

Nach Mikroinjektion der Pex11-1-cDNA in CHO-Zellen st nach 14h Expression etwa eine
Verdoppelung der Peroxisomenzahlin den betreffenden Zellen zu beobachten (Pfeilkdpfe).
Die nicht transfizierten Zellen daneben zeigen eine geringere Anzahlan Peroxisomen.Die
Peroxisomen wurden zur Visualisierung tiber Pmp69 indirekt mit TRITC angefarbt.
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Folgende Varianten des verkirzen und unmarkierten Pex11-1 wurden trandfiziert und 16-48h
exprimiert; (N —74)-Pex11-1, Pex11-1-(C —5) und (N —74)-Pex11-1-(C -5). Firr keines dieser
Kongrukte wurde eine erkennbare Verdnderung des peroxisomaen Phanotyps beobachtet.
Die cDNA-Konstrukte wurden daher, zur besseren ldentifizierung der mikroinjizierten Zdlen,
mit BSA coinjiziert, an welches die Huoreszenzfarbstoffe AMCA-blue, Fluos oder TRITC
gekoppelt waren. Alle diese Farbgtoffe fihrten im Fuoreszenzmikroskop zu raschem
Ausblechen und waren damit nur von bedingtem Nutzen. Ein direkter Nachwes der
Expresson und die Anayse moglicher phanotypischer Veranderungen, ausgelést durch diese

Konstrukte, stehen noch aus.

4.3.3 Expression von Pex11-1-Fusionsproteinen

Um die Vorgénge be der Proliferation in vivo andyseren zu konnen, wurden cDNA-
Konstrukte von Pex11-1 hergestdlt, be denen an den N-Terminus bzw. an den C-Terminus
die cDNA-Sequenz, codierend fir die fluorezierenden Proteine CFP bzw. YFP, fusoniert
wurde (Abb. 3). Diese Fusonsprotene emdglichten ene endeutige ldentifizierung der
Expresson des exogenen, rekombinanten Genprodukts und eine Betrachtung phanotypischer
Verdnderungen in der lebenden Zelle. Bea diesen Konstrukten wurde das Markerprotein an
jewells einen der beden cytosolisch orientieten Termini fusoniet. Sollte ene mogliche
Funktion des jeweligen Terminus durch den Marker gerisch inhibiert werden, so sollte dies
im verénderten Phanotyp schtbar werden.

Um mit enem deutlich kleineren Marker-Molekil am N-Terminus des Pex11-1 moglichst
geingflgig die Funktion dieser Protendoméne zu inhibieren bzw. hier ren derisch zu
interferieren,  wurden  Fudonskongrukte mit dem  Myc-Epitop (10  Aminosiuren:

EQKLISEEDL) hergestelt.



4.3.3.1 Expression von CFP-Pex11-1

In CHO-Zdlen fihrte CFP-Pex11-1 20-48h nach Trandfektion zu ener Ausbildung tubulérer
Peroxisomen, die eine Lange von mindestens 1 nm, be einem Durchmesser von etwa 50 nm,
bestzen. Diese tubul&en Peroxisomen fillen die Zdle fast vollgéndig aus (Abb. 6-1). Be
enem Durchmesser von ca 200 nm in den wt-CHO-Zdlen bedeutet dies ene mindestens
Sfache Velangerung der CHO-Peroxisomen durch CFP-Pex11-1. Zum Tel wa ene
schwache Tendenz zur peroxisomaen Clugterbildung auszumachen. In etwa der Héafte der
inizierten Zdlen waen, vorwiegend in Kenndhe, kleine peroxisomade Cluser zu sehen
(Abb. 6-1 A). Die Vermehrung der peroxisomaen Strukturen durch CFP-Pex11-1 entspricht
einer Zunahme auf etwa das 10fache Volumen.

In AT3-Zdlen war die phénotypische Verénderung anders geartet. In diesen Zelen liegen von
Natur aus tubulére Peroxisomen vor. Diese werden unter dem Einflu von CFP-Pex11-1
mindesens verdreifacht. Die Tubuli werden durchschnittlich etwa 4md langer und ihr
Durchmesser etwa hdbiert. Die Tendenz zur Cluderbildung i mit der in CHO-Zdlen
vergleichbar. Im Gegensatz hierzu fihrte unmarkiertes wt-Pex11-1 in keiner der verwendeten
Zdlsysteme zu einer Veranderung der peroxisomaen Morphologie.

Die Gegenwart des CFP-tag am N-terminden Ende von Pex11-1 schent folglich die Funktion
dieses Teminus gderisch zu inhibieren, was zu ener Vednderung der  peroxisomaen
Morphologie in den trandfizierten Zdlen fuhrt. Die Inkubation mit den Inhibitoren Nocodazol
oder Cytochdasn B und die somit dissoziierten Mikrotubuli bzw. Aktingrukturen haben auf

die Ausprégung dieses Phanotyps keinen Einfluld (s. Kapitel 4.4.3.2).

4.3.3.2 Expression von Pex11-1-YFP

Zur Uberprifung eines eventuellen Einflusses eines angefiigten Markers auf die Funktion des

C-Terminus von Pex11-1 wurde Y FP verwendet, das genauso grof3 wie CFP ist, da es sich bei



Abb. 6-1: Expression von CFP-Pex11-1 in CHO-Zellen: 20h nach Mikroinjektion von CFP-Pex11-1-cDNA in
CHO-Zellen entstehen tubulére Peroxisomen (Pfeil in B). Peroxisomen in den nicht injizierten Zellen daneben
bleiben granular ( visualisiert durch indirekte Immunfluoreszenz: anti-Pmp69 (aus Kaninchen), danach
anti-Kaninchen-TRITC, Pfeilkbpfe in A+B). In (A) istin der oberen Zelle in Kernnéhe ein kleines peroxisomales
Cluster zu sehen (Pfeil).



Abb. 6-2: Uberexpression von Pex11-1-YFP in CHO-Zellen erzeugt nach 20h bei 33% der
transfizierten Zellen Clusterformation: In etwa zwei Drittel der transfizieten CHO-Zellen bleibt die
peroxisomale Morphologie unverandert (A: Pfeile; Vgl. untransfizierte Zelle: Pfeil in B) und in einem Drittel
der Féalle werden grof3e Cluster ausgebildet (C: Pfeilkopf). Gezeigt werden die YFP-Fluoreszenz der
Uberexprimierenden Zellen (A),die indirekte Gegenfarbung fliir Pmp69 mit TRITC-gekoppeltem Antikdrper (B)

und der Overlay beider Farbkanéle (C). Die Detailansicht zeigt, daf3 die Cluster an aufgelockerten Stellen eine
tubulére Struktur aufweisen (Pfeil).



61

beiden Markern um Varianten von GFP handdt. Das C-terminde Dilysnmotiv in Pex11-1
wird durch diesen Marker maskiert.

Die Fuson von YFP an das C-terminde Ende von Pex1l-1 lifert ein heterogenes
Expressonsmuster in CHO-Zdlen. Etwa en Drittd der Zdlen, die mit diesem Kongrukt
trandfiziet wurden, zeigen nach 20-48h Expresson grof3e, flachige peroxisomde Cluster
(Abb. 6-2), die aus ener kompakten Anhéufung von peroxisomaen Tubuli bestehen. Dies ist
an enigen Selen zu sehen, an denen dieses Geflecht nicht so dicht, sondern eher etwas
aufgel ockert vorliegt (Abb. 6-2 / Detailansicht). Die Clugter liegen bevorzugt in Kernndhe.

Die redlichen zwe Dritted der trandizieten Zdlen importieren zwar das Fusonsprotein in
die Peroxisomen, diese zeigen jedoch keine morphologische Veranderung.

Im Gegensatz zum N-termind  makieten Pex11-1-Kondrukt zeigen hier nicht dle
trandizieten Zdlen enen verandeten peroxisomden Phéanotyp, jedoch snd die
peroxisomaen Cluder in den Zelen die ene Vedanderung aufweisen deutlich grof3er, ds bel
CFP-Pex11-1. Der dominierende Phénotyp in CHO-Zdlen, die CFP-Pex11-1 exprimieren,
sind peroxisomde Tubuli.

Definiet man die Ausformung von peroxisomden Clugern ds en Mald fir die Inhibierung
der Funktion der Termini von Pex11-1 durch Marker, so zeigt sch, da3 das C-terminde
Dilysnmativ in Pex11-1 von zentrder Bedeutung ist. Die durch CFP-Pex11-1 erzeugten
peroxisomaen Tubuli konnten as Vorsufe zur Cluserformation aufgefald werden, da die
Clugter eine tubulére innere Struktur aufweisen und da dieses Konstrukt bereits kleine Cluster
erzeugt. Die Maskierung des N-Terminus bei CFP-Pex11-1 reicht aber offenbar nicht aus, um
grof3e Cluster zu erzeugen.

Die Disoziation der Mikrotubuli durch Nocodazol unterbindet ein Clustern der Peroxisomen
nach 22-48h Expresson von Pex11-1-YFP (Abb.6-3). Die Dissoziation des Aktinskelettes
durch Cytochdasn B hat aber keinen Effekt auf die Ausbildung von peroxisomaen Clusern

(Vdl. s0. und Kapitel 4.4.3.2).



11-1-YFP Pmp69=TRITC

Overlay

Abb. 6-3 : Uberexpression von Pex11-1-YFP in CHO-Zellen erzeugt in Gegenwart von 10 ug/ml
Nocodazol keine Cluster mehr: In einem Drittel der transfizierten Zellen wurden ohne Inhibitor-Einflu groRe
Cluster ausgebildet (Abb. 6-2). Nach 23h Uberexpression des Pex11-1-YFP in Gegenwart von 10 ug/ml Nocodazol
werden nur noch tubulé&re Peroxisomen erzeugt. Offenbar sind intakte Mikrotubuli die Voraussetzung zur Cluster-
bildung. Gezeigt werden die YFP-Fluoreszenz der Uberexprimierenden Zelle, die indirekte Gegenfarbung fir
Pmp69 mit TRITC-gekoppeltem Antikdrper und der Overlay beider Farbkanéle.



Overlay

Myc=FITC

Overlay

Pmp69=TRITC

Abb. 7-1: Expression von Myc-Pex11-1 in CHO-Zellen:
Gezeigt wird ein selektionierter Zell-Klon, der das rekombinante
Protein stabil exprimiert. Die Peroxisomen bleiben unverandert.
Die Organellen wurden durch indirekte Immunfluoreszenz
visualisiert. Anti-Pmp69 (aus Kaninchen), danach anti-
Kaninchen-TRITC und anti-Myc (Maus), danach anti-
Maus-FITC.

Pmp69=TRITC

Abb. 7-2: Expression von Myc(N -74)-Pex11-1 in CHO-Zellen:
Gezeigt wird eine Zelle nach 24h Expression. Die Peroxisomen
bleiben, wie in der dariiber liegenden, nicht transfizierten Zelle,
unverandert. Das Konstrukt wird aber in die Peroxisomen-
Membran inseriert. Die Organellen wurden durch indirekte
Immunfluoreszenz visualisiert. Anti-Pmp69 (aus Kaninchen),
danach anti-Kaninchen-TRITC oder anti-Myc (Maus), im
Anschlufd anti-Maus-FITC.
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4.3.3.3 Expression von Pex11-1-Konstrukten mit angefligtem Myc-Epitop

In den vorliegenden Experimenten war keine Veranderung des peroxisomaen Phanotyps der
vewendeten AT3- oder CHO-Zdlen durch die Transfektion von Pex11-1-Konstrukten mit
angefigtem Myc-Epitop zu beobachten. Es spielte dabel keine Rolle, ob diese verkirzt oder
unverkirzt waren (Abb. 3, Abb. 7-1 und Abb. 7-2). Hierzu wurden folgende Konstrukte
verwendet: Myc-Pex11-1, Pex11-1-Myc, Myc-(N -74)-Pex11-1. Die Expresson der C-
termina verkirzten Kongtrukte und derer mit C-termindem Myc gdang bisher nicht und
steht noch aus.

Auch wenn keine Veranderung des peroxisomaen Phanotyps entsteht, stellt dies ein Resultat
dar: die Vewendung enes kleneren Markers ds CFP oder YFP reicht bel Pex11-1
offengchtlich nicht aus, um die Temini in ihren Funktionen gerisch zu inhibieren. Die durch
CFP-Pex11-1 erzeugten peroxisomaen Tubuli in CHO-Zdlen und die peroxisomaden Cludter,
wie de durch Pex11-1-YFP verursacht werden, sind nach Myc-Pex11-1-Expresson nicht zu
beobachten (Abb. 7-1).

Das N-termind verkirzte Myc-(N -74)-Pex11-1 wird trotz Entfernung des PTS2 in die
Peroxisomenmembran inseriert (Abb. 7-2). Folglich bedtzt diesss PTS2 fur Pex11-1 keine

Targeting- Funktion.

4.4 Expression der Pex11-2-cDNA-K onstrukte

Zur Untersuchung der Funktion von Pex11-2 wurde ganz dhnlich wie bel Pex11-1 verfahren,
Es wurden unmakiete , markiete und verkirzte cDNA-Kongrukte eingesetzt. Als

Zdlsyseme dienten wieder CHO- und AT3-Zdlen.



4.4.1 Expression des wt-Pex11-2

Be der Expresson (22-48h) von Pex11-2, sowohl in CHO- ds auch in AT3-Zdlen, ist der
Peroxisomen-proliferierende Effekt erheblich stérker ds bel Pex11-1 und liegt bel ener ca
10-fachen Vemehrung der Organdlen. Ahnliches wurde auch in anderen  Zdl-Linien
beobachtet (Schrader et al., 1998; Li und Gould, 2002).

Aul}er der Vemehrung von Peroxisomen fihrt die Expresson von Pex11-2 zu ener
morphologischen Veénderung der Organdlen. In CHO-Zdlen werden die Peroxisomen
deutlich kleiner, d.h. e snd ewa en Finfte so grof3 wie zuvor. Aul¥erdem liegen nun keine
Komma-férmigen Peroxisomen mehr vor, sondern nur noch sphérisch geformte (Abb. 8-1).

In AT3-Zdlen werden die natirlicherweise vorkommenden peroxisomden Tubuli in der
Weise verandert, dald3 diese fragmentiert werden, wobel kurze, Komma-artige Strukturen
entsehen, von denen die Uberexprimierenden Zdlen fast vollsdndig ausgefiillt werden (Abb.
8-1).

In beden verwendeten Zdlsytemen wird durch die Transfektion von wt-Pex11-2 eine starke
Proliferation des peroxisomden Kompatimentes induziet. Da in den trandizieten Zelen
etwa das 10fache der urspringlich vorhandenen Peroxisomen erzeugt wird und wit-Pex11-1
die Peroxisomenzahl nur etwa verdoppet, i der Proliferationseffekt von Pex11-2 etwa
funfmal stérker as der von Pex11-1.

Diese Experimente bilden den Ausgangspunkt fir die folgenden Versuche. Se demondrieren
die urspringliche Stuation bel der Expresson von unmarkiertem, unverkirztem und damit
vollgéndig funktionsfdhigem Pex11-2. Zur Untersuchung der Funktion von Pex11-2 wurden

zunéchgt Verkiirzungen vorgenommen.

4.4.2 Expression von unmarkierten, verkirzten Pex11-2-K onstrukten

Da dem cytosolisch orientieten N- und C-Terminus von Pex11-2 durchaus ene funktionelle

Bedeutung zukommen konnte, bot sich eine Untersuchung jener Kongrukte an, die um eben



CHO-Zellen AT3-Zellen

Abb.8-1: Pex11-2 induziert peroxisomale Proliferation in CHO- und AT3-Zellen: Zu sehen ist das peroxisomale Markerprotein
Pmp69 nach der indirekten Anfarbung mittels Immunfluoreszenz (Kaninchen-ant-Pmp69, Ziege-anti-Kaninchen-FITC). Deutlich

ist die Zunahme peroxisomaler Strukturen zu sehen, nachdem das unveranderte Wildtypmolekl in einzelne Zellen mikroinjiziert
und in der Folge 22h Uiberexprimiert wurde. Neben den transfizierten Zellen (Pfeile) liegen unveranderte Wildtypzellen

(Pfeilkdpfe) mit natiirlichem peroxisomalem Phénotyp.

BSA-AMCA-blue Pmp69=FITC

Abb 8-2: (N -24)-Pex11-2induziert keine peroxisomale Proliferation in AT3-Zellen: Nach Verkiirzung des Pex11-2 um die
ersten 24 Aminosauren wird 23h nach Expression der cDNA keine peroxisomale Proliferation induziert. Die Peroxisomen wurden
wiein Abb. 8-1 Giber Pmp69 visualisiert. Zur Identifizierung transfizierter Zellen wurde AMCA-blue-gekoppeltes BSA coinjiziert.

Die Uberlagerung beider Farbkanéle istim linken Bild zu sehen.

CHO-H1 AT3

Abb. 9: GFP-Pex11-2induziert peroxisomale Aggregation (Clustering) in Saugerzellen: Die linke Abbildung zeigt einen
stabil exprimierenden selektionierten CHO-Zellklon, in der rechten Abbildung ist eine mikroinjiziete AT3-Zelle zu sehen

(16h Expression). Es handelt sich hier um die GFP-Fluoreszenz lebender Zellen. Die stark leuchtenden Cluster legenin
Kemnahe, im Hintergrund sind noch verbleibende singulére Peroxisomen vorhanden. Je Zelle existiert ein gro3es Cluster.
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diese Temini verkirzt wurden. Die folgenden cDNA-Konstrukte wurden durch
Mikroinjektion in CHO- und AT3-Zdlen engebracht: (N -24)-Pex11-2, Pex11-2(C —4) und
(N —24)-Pex11-2-(C —4).

Wurden N- und / oder Gtermind verkirzte Varianten von Pex11-2 trandfiziert, S0 ergab sch
abermds das Problem der Identifizierung der mikroinjizieten Zdlen. Es wurden daher wieder
mit dphanumerischen Ragern  versshene Deckgldsr fir  die  Kultivierung  und
Immunfluoreszenz-Anadlyse der Zdlen benutzt, und jene Arede notiet, die fir die
Mikroinjektion herangezogen wurden. Doch nach  Auswertung durch  Immunfluoreszenz
konnte in diesen Areden nach 14h-48h Expresson fir keines der verwendeten cDNA-
Kongrukte phénotypische Veranderungen festgestdlt werden. Wiederum wurde die
Differenzierung der injizieten Zdlen von nichtinjizieten Zdlen durch die Coinjektion von
BSA, an das en Huoreszenzfarbstoff (AMCA-blue (FPierce), Fluos oder TRITC (beide von
Sgma)) angekoppelt wurde, versucht. Als lichtstabilste Farbstoffe erwiesen sich das blau
fluoreszierende AMCA-blue und das griin fluoreszierende Fluos. Aber sdbst diese Farbstoffe
bleichten bel der Betrachtung immer noch zu rasch aus.

Anhand eniger identifizieter Zdlen (Abb. 8-2) kann aber gesagt werden, dal3 die Entfernung
sowohl des N-terminden, wie auch des C-terminden Endes die Induktion der Proliferation
von Peroxisomen verhindert, da in diesen Ansiizen jeglicher Einfluld durch einen an das
Origindmolekll angefligten Maker entfdlt. Folglich enthdten entweder beide Termini von
Pex11-2 ene funktiondl wichtige Doméne, oder durch die Entfernung von jewels enem
Terminus wird die raumliche Sruktur des Molekills derart verandert, dald es nicht langer seine
urspringlichen  Funktionen erfillen kann. Mdglicheewease fuhrt die Verklrzung dazu, dal3
keine Expresson der Kongrukte dattfindet, weshdb auch kein Einfluld durch en
rekombinantes Produkt erzeugt wird. Eine Zdl-ldentifiziierung Uber enen moglichewese

besser geaigneten Huoreszenzfarbstoff steht noch aus.
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Da dgch die Vewendung von fluoreszenzmarkieten BSA zur  Zdl-ldentifizierung  ds
umgténdlich und nicht sehr zuverldssg erwies, wurden, um ene endeutige ldentifizierung der
rekombinanten Kongrukte in der Zdle zu ermdglichen, Fusonsproteine hergestelt. Sowohl

die Expression ds auch die Lokaisation dieser Kongtrukte sind so leicht nachweisbar.

4.4.3 Expression von (E)GFP-Pex11-2-Fusionsproteinen

Um die Vorgange bel der Proliferation in vivo andyseren zu konnen, wurden cDNA-
Konstrukte erstelt, bel denen an den N- bzw. den G Terminus fir GFP oder EGFP codierende
cDNA fusioniert wurde (Abb. 4). Dies eemdglicht eine rasche Identifizierung jener Zdlen, die
das exogene, rekombinante Genprodukt exprimieren und erlaubt die Charakteriserung
phénotypischer und indoesondere kinetischer und morphologischer Veranderungen in der
lebenden Zdle. Die Verwendung von GFP- oder EGFP ds Fusionspartner resultierte in ganz
ahnlichen Effekten auf das peroxisomde Sysem. Die EGFP-Expressonsprodukte zeichneten

sich jedoch durch eine hohere Fluoreszenzatabilitét aus.

4.4.3.1 Expression von (E)GFP-Pex11-2 und die Bildung peroxisomaler
Cluster

GFP-Pex11-2 induziet sowohl in CHO- ds auch in AT3-Zdlen innerhadb von 6-8 Stunden
ene peaoxisomde Clugebildung. In den trandizieten Zdlen i jewels meas en
dominierendes Cluster in der Ndhe des Nukleus zu sehen. Nicht dle peroxisomaden
Strukturen ener Zele befinden sch in dem Clugter. Aulerhab des Clugters snd in den
trandizieten Zdlen weaterhin @ verdnzdt Peroxisomen mit normade Morphologie
aufzufinden, die neben dem dark leuchtenden Clugter dlerdings oft nur schwer zu erkennen
and (Abb. 9). In der eektronenmikroskopischen Feinauflésung it zu beobachten, dal3 das

Clugter hauptsachlich aus relativ dicht gepackten peroxisomaen Tubuli besteht, und nicht aus



Abb. 10A: Sabiler GFP-Pex11-2-Zellklon: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Schnittes durch eine
CHO-Zelle, die stindig GFP-Pex11-2 exprimiert. In der Mitte unter dem Zellkern (N) ist das peroxisomale
Cluster zu erkennen, welches sich engan den Kern anschmiegt (Pfeil). Oberhalb des Kems sind zahlreiche

Mitochondrien (M) und Golgistrukturen zu sehen (G). Letztere sind deutlich feiner strukturiert als das im Vergleich
dazu relativgrob-tubulére peroxisomale Cluster.

Abb. 10 B: Detailansicht eines peroxisomalen Clusters: Vergrof3erte Ansicht des Clusters aus der
obigen Ubersichtsabbildung. Deutlich ist die tubulére innere Organisation des Clusters zu erkennen.
Untenlinks ist ein in der Nahe liegendes Mitochondrium zu sehen (Pfeil). Der Pfeilkopf kennzeichnet ein
hier sichthares Stlick der Kemmembran. Im Querschnitt sind die Tubuli zu Biindeln mit hexagonaler
Organisationsstruktur zusammengefal3t (wei3e Pfeile). Im Vergleich zu obenwurde das Bild um etwa
45° im Gegenuhrzeigersinn gedreht.



Detailansichten zu verschiedenen Aspekten des Clustering

Abb. 10 D: Heterogene Katalase-
verteilung innerhalb der peroxisomalen
Tubuli:die Pfeile deuten auf Bereiche mit
hoher Katalasekonzentration. Die Katalase
wurde als Reaktionsprodukt mit Diamino-
benzidin visualisiert.

Abb. 10 C: Das peroxisomale Cluster ist von
ER umgeben, inshesondere in Richtung zum
Kern (N, der Pfeil deutet auf einen Abschnitt
der Kernmembran).

Abb. 10 E: Die Tubuli weisen Konstriktionen
auf (Pfeile), die eine Vorstufe auf dem Weg zur

Abschnirung von peroxisomalen Vesikeln darstellen
konnte.

Abb. 10 F: Die Pfeile deuten auf
guergeschnittene Intermediarfilamente,
die durch das peroxisomale Cluster (P)
ziehen. Man beachte die dichte Assoziation
des Tubulus an das Filament.



Detailansichten zur Rolle mikrotubularer Strukturen beim Clusterin

AR
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Abb. 10 G: Die Pfeile markieren den Verlauf eines langsgeschnittenen Mikrotubulus,
der durch das Cluster zieht. Die Querschnitte der Tubuli im Cluster sind langs dieses

Mikrotubulus angeordnet. Der Anschnitt der Kernmembran (N) zeigt die Nahe des
Clusters zum Nukleus.

Abb. 10 H: Haufig liegen Cluster in rAumlicher Nahe zum MTOC (Microtubuli
Organizing Center). Da hier Mikrotubuli gehauft vorliegen, erscheint die Entstehung
des Clusters in Abhangigkeit von diesen Cytoskelett-Strukturen wahrscheinlich.
AulRerdem spricht dies fur einen retrograden Transport der Peroxisomen ins
Zellinnere, zum Minus-Ende der Mikrotubuli.



Abb. 11: Mikrotubuli durchziehen die peroxisomalen Cluster und kleinere
peroxisomale Strukturen sind an sie assoziiert. Es wurde ein CHO-Zellklon
analysiert, der stabil GFP-Pex11-2 exprimiert. Das grof3e peroxisomale Cluster
(Pfeil) liegt nahe am MTOC (Pfeilkopf). Die im Hintergrund sichtbaren kleinen
peroxisomalen Strukturen sind grundsatzlich an Mikrotubuli assoziiert.
Peroxisomale Strukturen zeigen GFP-Fluoreszenz,Mikrotubuli wurden

gegen Tubulin indirekt mit TRITC angefarbt.
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den klenen, sphé&ischen Peroxisomen, wie de in den CHO-Zdlen normdewese
vorkommen. Abb. 10 A zeigt in der Ubersicht die Lage des Clugters nahe am Kern. Bei
héherer Auflésung (Abb. 10 B) ist zu erkennen, dal3 die im Clugter enthaltenen Peroxisomen
kompakt und tubul& dSrukturiert vorliegen. Die Tubuli Snd im Querschnitt zu hexagonden
Bindeln zusammengefdd (Abb. 10 B) Auch snd die Cluger , vor dlem in Richtung zum
Kern, mehr oder weniger vollsténdig von rauhem ER umgeben (Abb. 10 C). Die Katdase,
bzw. deren Resktionsprodukt mit Diaminobenzidin, in den peroxisomaen Tubuli des Clusters
ig heterogen vertelt (Abb. 10 D), weches eine Ausbildung von Microdoméanen darstellen
konnte. Auch enthdten diese Tubuli Kondriktionen (Abb. 10 E) was neben den
Microdoménen auf eine inhibierte Veskulierung hinweisen konnte.

Waeiterhin ist zu beobachten, dald das Cluster sowohl von Mikrotubuli as auch von
Intermediafilamenten (Abb. 10 F) durchzogen is, wobe die Peroxisomen an diee
Strukturen assoziiert erscheinen (Abb. 10 G, Abb. 10 H und Abb. 11). Dieser Umstand weist
auf ene Betdligung des Cytoskdetts be der Clugerformation hin. Um dies zu Uberprifen

wurden Experimente mit gegigneten Inhibitoren durchgeftinrt.

4.4.3.2 Cytoskelettabhangigkeit der peroxisomalen Cluster bildung

Die Tatsache, dal3 mikrotubuldre Strukturen das peroxisomde Clugter durchziehen, legt den
Schiul3 nahe, dald3 Mikrotubuli bel der Ausbildung des Clusters eine Rolle spiden. Auch der
zaitliche Velasf der Clugterbildung - innerhdb von 6-8h nach efolgter Trandfektion von
GFP-Pex11-2 - ig mit ene Beeligung von Mikrotubuli ds bedimmendem Element
verenbar. Aus diesen Grinden wurde zunéchst der zatliche Velauf der Clugterbildung
untersucht und danach die Frage gedtdlt, ob Mikrotubuli an diessr intrazdluldren
Peroxisomenkonzentrierung  beteiligt  snd.  Grundsétzlich denkbar wére auch en  Abbau
bestehender peripherer Peroxisomen — etwa durch Autophagie — und eine Neubildung von

Peroxisomen in enem kernnahen Kompartiment, sowie ene durch das GFP-Pex11-2-
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Abb.14: GFP-Pex11-2 Cluster-Kinetik in CHO-Zellen (2,4,6 und 23h mit 10ug/ml
Cytochalasin B):

Es handelt sich hier um die GFP-Fluoreszenz von lebenden Zellen. 2h nach der Mikroinjektion
des cDNA-Konstruktes ist die Insertion von GFP-Pex11-2 in singulére peroxisomale Strukturen zu
sehen, die sich hier erst nach 23 Stunden - trotz der Zerstorung des Aktinskelettes - zu kieinen,
peroxisomalen Clustem in Kemnéhe zusammenfinden (Pfeil). Es liegt jedoch kein so grofies
Cluster wie in transfizierten Zellen ohne Inhibitorbehandlung vor.
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Kongrukt verhinderte Ausbreitung diesr Organdlen innerhdb der Zdle. In diesem Fdle
sollten gch  jedoch  Anzechen ener vamehrten  Autophagie  in den

elektronenmikroskopischen Aufnahmen finden lassen, was dlerdings nicht der Fall ist.

Berdts 2h nach Mikroinjektion von GFP-Pex11-2 in CHO-Zédlen kann die Insertion des GFP-
Kongruktes in die bis dahin granuldren Peroxisomen beobachtet werden. Im Verlauf von 68
h verdichten dch diese sngul&ren Strukturen nach und nach zu enem peroxisomaen Clugter,
das sich meigt in Kernnéhe ausbildet (Abb. 12).

Dieser Prozel3 scheint sark von der Préasenz  intakter Mikrotubuli - abzuhdngen. Die
Disoziation der Mikrotubuli  durch Inkubation der Zdlen mit Nocodazol (10 pg/ml) —
beginnend 30 Minuten vor Mikroinjektion von GFP-Pex11-2 - fihrt dazu, dad im
vergleichbaren Zeitraum keine Cluser mehr formiet werden. In diesen mit  Nocodazol
vorinkubierten Zdlen wird zwar weiterhin GFP-Pex11-2 in die peroxisomade Membran
inseriert, aber die intrazdlul&e Vertelung und das morphologische Erscheinungsbild der
Organellen unterscheidet sich nicht von dem der unbehandd ten Kontrollen (Abb. 13).

Da neben den Mikrotubuli auch noch andere filamentdse Strukturen der Zele einen Einflul
ausf die Ausbildung der Cluser haben konnten, wurden beispidhaft die Aktinfilamente
untersucht.

Die Disozidion des Aktinskelettes durch Inkubation mit Cytochdasn B (10 pg/ml) kann
dlerdings nicht das Clustern von Peroxisomen verhindern, was wohl den Schluf3 zul&, dal3
dem Aktinskelett keine oder nur eine geringe Bedeutung be diesem Prozeld zukommt (Abb.

14).



4.4.3.3 N-terminale Verklrzung von EGFP-Pex11-2

Auch im Fdle des Pex11-2-Molekils wurde der Frage nachgegangen, ob bestimmten
Mol ekilabschnitten Funktionen zugeordnet werden kénnen.

Diese Frage wurde auch auf die Aushildung der peroxisomaen Cluster durch GFP-Pex11-2
augedehnt. Zu diesem Zweck wurden die folgenden zwel EGFP-Fusionskongtrukte erstellt:
EGFP-(N —24)-Pex11-2 und EGFP-(N —74)-Pex11-2 (s. Abb. 4 ) Nach ihrer Expresson in
CHO-Zdlen |84 die Anadyse der erhdtenen Ergebnisse mehrere Schilisse zu:

Die beiden verkirzten Fusionsproteine werden in die peroxisomade Membran inseriert (Abb.
15 A und 15 B). Daher kann sich kein mPTS in diesem N-terminden Abschnitt (Aminosiuren
1-74) befinden, sondern mul3 weiter hinten in der Sequenz liegen.

Da die N-terminden Verkirzungen auch die PTS2-dhnliche Sequenz einschliefien, hat diese
Sequenz in Pex11-2 keine Funktion ds Targeting-Signd. Dies wird bereits bel ener N-
terminden Verkirzung um nur 24 Aminoséuren erreicht (Abb. 15 A).

Die Clugterbildung bleibt ebenfdls berdts nach ener Vekirzung um 24 Aminosauren aus
und die Morphologie der Peroxisomen verandert sich nach 20-48h Expresson, im Vergleich
zu unbehanddten Kontrollzellen, ba beiden Verkirzungs-Konstrukten nicht (Abb. 15 A und
B).. Folglich befindet dch eine wesentliche Funktion des Pex11-2 in diessm N-terminden
Abschnitt, oder durch die Verkirzung wurde ene Vednderung der Konformation des

Molekills induziert, die ene Ausiibung der urspriinglichen Funktion nicht mehr zuld3.

4.4.3.4 Expression von Pex11-2-(N 1-84) und Pex11-2-(N 1-84)-EGFP

In den vorangegangenen Kapiteln, besonders in Kapitd 4.4.2 und Kapited 4.4.3.3 wurden
bereits Ergebnisse geschildert, die nahdegen, dad dem N-terminden, vor der
1.Tranamembrandoméne liegenden Fragment von Pex11-2 zumindest ene Telfunktion
zukommt. Es konnte demondriert werden, dal3 nach der N-terminden Verkirzung kene

peroxisomde Proliferation mehr durch das nun verkirzte Konsrukt induziert wird (N —24)-



Abb. 15: Expression von EGFP-(N -24)-Pex11-2 bzw. EGFP-(N -74)-Pex11-2: 20h nach Mikroinjektion der
N-terminal verkirzten EGFP-Pex11-2-cDNAs in CHO-Zellen unterbleibt die Ausbildung eines peroxisomalen
Clusters. Um dies zu erreichen, geniigt bereits die Entfernung von 24 Aminosauren (A). Auch das stéarker verkirzte
Konstrukt (-74 Aminoséuren) wird noch in die Peroxisomenmembran inseriert (B). Das exprimierte rekombinante
Genprodukt zeigt eine deutliche EGFP-Fluoreszenz. Um die nicht transfizierten Zellen mit den unveranderten

P eroxisomen darzustellen, wurden diese mittels indirekter Immunfluoreszenz Giber Pmp69 mit TRITC-gekoppelten
Antikdrpern angeférbt. Alle Peroxisomen besitzen sphérische Gestalt, auch die Peroxisomen in den transfizierten

Zellen.



BSA-Fluos Pmp69

Abb. 16: Expression von Pex11-2-(N 1-84) in CHO-Zellen: Zusammen mit dem

cDNA-Konstrukt wurde mit Fluos (einem griinen Fluoreszenzfarbstoff) gekoppeltes BSA (0,6mg/ml)
injiziert, um die betreffenden Zellen identifizieren zu kénnen. Zellen mit deutlichem Fluos-Signal zeigen
eine Tendenz zur peroxisomalen Clusterbildung in Kernnéhe (Pfeil), was in den in der Nahe liegenden,
untransfizierten Zellen nicht der Fall ist. Peroxisomen wurden wieder tiber Pmp69 mit TRITC-gekoppeltem
Zweitantikdrper visualisiert. Die Expression erfolgte tber 24h.

EGFP Pmp69

Abb. 17: Expression von Pex11-2-(N 1-84)-EGFP in CHO-Zellen: Nach 20 h Expression zeigen Zellen
mit zumindest teilweise cytosolischem EGFP-Signal (A) eine Tendenz zur peroxisomalen Clusterildung in Kern-
nahe (Pfeil in B). Die Fragmente sind nicht in Peroxisomen lokalisiert, sondern werden fehllokalisiert (s. Abb. 18).
Peroxisomen wurden wieder Uber Pmp69 visualisiert. Die Zelle rechts oben ist nicht transfiziert und dient als
Kontrolle. Die kleine Zelle auf der linken Seite ist abgestorben.
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Pex11-2), und dal3 keine peroxisomaen Cluster mehr erzeugt werden (EGFP-(N —24)-Pex11-
2 und EGFP-(N —74)-Pex11-2).

Offendgchtlich sielt dieser N-terminde Abschnitt jedoch keine Rolle fur die fur die Insartion
des Proteins in die peroxisomae Membran. Um diessr Vermutung nachzugehen, wurde der
N-terminde Abschnitt von Pex11-2, dso die ersen 84 ins Cytosol reichenden Aminosiuren,
sowohl mit, ds auch ohne C-termindem EGFP-tag Uberexprimiert. Die Kongtrukte, die dabei
Vewendung fanden waren Pex11-2-(N 1-84) und Pex11-2-(N 1-84)-EGFP (Abb. 4). Die
Expresson (20-48h) des unmarkierten Fragmentes, kloniert in pcDNA 3.1, resultierte in den
meigen injizieten Zelen in ener madgen Ausbildung peroxisomder Cluser (Abb. 16). Das
EGFP-getaggte Fragment zeigte kein peroxisomades Muger. Dies war zu erwarten, denn wie
oben beschrieben (Kapite 4.3.34 und Kapited 4.4.3.3) ist das peroxisomde Targeting flr
Pex11-1 und Pex11-2 nicht von diesem Proteinabschnitt abhéngig und damit offensichtlich an
ene andeen Sele im Restmolekil lokaiset. Etwa 20% der trandfizierten Zdlen zeigten
fur das Pex11-2-(N 1-84)-EGFP nach 20-48h Expresson vor dlem ene cytosolische
Lokdisation und die Peroxisomen in diesen Zdlen wiesen ene Tendenz zur Clusterbildung
auf, dh. Peroxisomen waren gehauft und dicht zusammengdagert in Kernndhe vorzufinden
(Abb. 17).

Trotzdem war daneben immer eine Anférbung von Zdlgrukturen durch das EGFP-getaggte
Fragment zu beobachten. Zwischen ener fast vdlligen cytosolischen Lokdisation und ener
fast ausschlielichen Lokaisation in diesen Strukturen waren dle Ubergangsformen vertreten.
Etwa 70-80% de trandizieten Zdlen zeigten vor dlem ene drukturdle Lokdisation des
Pex11-2-(N 1-84)-EGFP . Durch Kolokaisation mit Mito-Tracker, einem Farbstoff, der der
spezifischen Anférbung von Mitochondrien dient, konnten diese Strukturen ds Mitochondrien
identifiziet werden (Abb. 18). Durch differentidle Permesbiliserung mit Digitonin, das
bevorzugt die Pasmamembran, nicht aber die Organdlmembranen peforiet, wurde

festgestd|t, dal3 das Fragment an der Aul3enseite von Mitochondrien bindet (Abb. 18).
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Eine Proliferation von Peroxisomen war jedoch bel keinem der beiden Fragmente zu
beobachten.  Wurden die  Peroxisomen der  trandfizieten  Zdlen in der
Immunfluoreszenzandyse gegen Pmp69 mit  Huoreszenzfarbstoff-gekoppelten  Antikorpern
angefarbt, so wiesen diese weder in Ihrer Anzahl, noch in lhrer Morphologie Veranderungen
auf. Lediglich ene lechte Tendenz zur Clugerbildung war festzugtdlen. Folglich reichte der
N-Terminus dlen moglichewese nicht aus um ene Proliferation des peroxisomaen
Kompartimentes zu bewirken. Das Zusammenwirken verschiedener Doménen von Pex11-2
konnte fir diese Funktion von entscheidender Bedeutung sein. Um dies zu veifizieren,
wurden, wie m Folgenden beschrieben, die beiden Konstrukte (N —24)-Pex11-2 und Pex11-
2-(N 1-84) bzw. (N —24)-Pex11-2 und Pex11-2-(N 1-84)-EGFP, die fir das N-temind
verkirzte Molekll bzw. fir den N-terminden Abschnitt codieren, gemeinsam zur Expresson

gebracht.

4.4.3.5 Coexpression von (N —24)-Pex11-2 und Pex11-2-(N 1-84) bzw. Pex11-
2-(N 1-84)-EGFP

Aufgrund der vorangegangenen Experimente erhob sch nun die Frage, ob durch
Coexpresson des N-terminden Fragmentes (Pex11-2-(N 1-84) bzw. Pex11-2-(N 1-84)-
EGFP) mit dem N-termina verkirzten Molekil ((N-24)-Pex11-2) die proliferationsfordernde
Aktivitdt von Pex11-2 wiederhergestdlt werden kann. Zu diesem Zweck wurde das N-
terminde Pex11-2-Fragment - mit oder ohne C-termindem EGFP-tag - (Pex11-2-(N 1-84)
bzw. Pex11-2-(N 1-84)-EGFP, Abb. 4) zusammen mit dem unmarkierten, N-termind
verkirzten Pex11-2 (N —24)-Pex11-2, Abb. 4) in AT3-Zdlen coexprimiert. Die erhdtenen
Ergebnisse snd in Abb.19-1 und Abb. 19-2 gezeigt. Wéhrend die Peroxisomen in den nicht-
trandizieten Zdlen natlrlich wie jene in unbehanddten Zdlen eschenen, snd die
Peroxisomen in coexprimierenden Zdlen (16-48h nach Trandfektion) in zahireiche kleine

Fragmente zerlegt (Abb. 19-1 und Abb. 19-2), wie es bereits bei der Uberexpression des



EGFP Pmp69

Detailansicht

Overlay

Abb. 19-1: Proliferations-Restitution durch Coexpression von Pex11-2-(N 1-84)-EGFP und

(N -24)-Pex11-2 Werden das N-terminale Fragment und das N-terminal um 24 Aminosauren deletierte Pex11-2

( cDNA-Mix=1:1) in AT3-Zellen 24h coexprimiert, erhélt man eine peroxisomale Proliferation, deren Ausmal3 der
nach wt-Pex11-2-Expression nahe kommt. Die transfizierten Zellen weisen léngere, diinnere peroxisomale Tubuli
aufund zeigen daneben zahlreiche kirzere Tubulus-Fragmente (Detailansicht). AT3-Zellen besitzen von Natur aus
recht dicke peroxisomale Tubuli (s. Abb. 8-1 und Abb. 8-2).

Es spielt dabei keine Rolle, ob das N-terminale Pex11-2-Fragment einen EGFP-tag besitzt (A-C) oder nicht

(D-F, s.u.). Der einzige Unterschied besteht darin, daR Zellen, in denen das EGFP-getaggte Fragment auch
cytosolisch vorliegt, eine deutlichere Proliferation aufweisen (A-C: Pfeile), als jene, in denen das Fragment
mehrheitlich an Mitochondrien fehllokalisiert vorliegt (A-C: Pfeilkopfe).



Abb.19-2: Coexpression von Pex11-2-(N 1-84) mit (N -24)-Pex11-2
Da die coinjizierten Konstrukte beide keinen Marker tragen, wurde BSA-Fluos in die Injektionslésung gegeben,

um injizierte Zellen identifizieren zu kénnen (D).

Wie bereits oben beschrieben, nimmt das feinstrukturierte peroxisomale Material in den tGberexprimierenden Zellen
(zelle links in E) auf Kosten der dickeren Tubuli zu. Die rechte Zelle wurde nicht mikroinjiziert. Visualisiert wird dies -
wie zuvor - Uber indirekte Farbung des Pmp69 mit TRITC-gekoppeltem Zweitantikdrper (E). Der Overlay beider

Farbkanale wird in (F) gezeigt.
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unmarkierten Pex11-2-Gesamtmolekils zu sehen war (Abb. 8-1). Die Bedeutung des N-
Terminus von Pex11-2 fir die peroxisomade Proliferation wird durch dieses Ergebnis
augenscheinlich bestétigt. Die beiden Pex11-2-Teldlicke scheinen der Zdle die Gegenwart
eines vollstdndigen Pex11-2-Molekils zu suggerieren.

Auch scheint die Funktion von Pex11-2 in Uberexprimierenden AT3-Zdlen eher in ener
Fragmentierung der langlichen peroxisomaen Tubuli zu bestehen, ds in ener gimulierten de
novo-Synthese von Organdlen. Aus dem Experiment wird klar, dald (i) dem N-terminden
Abschnitt Pex11-2-(N 1-84) ene Telfunktion innewohnt, (i) dal3 diese Telfunktion mit der
Vermehrung individueler Peroxisomen zusammenhdngt, und (iii) dal3 die Coexpresson des
N-terminden Abschnittes - gemensam mit dem inaktiven, N-termind verkirzten Molekdl -

in der Lageid, die Proliferationsaktivitét wiederherzustellen.

4.4.4 Expression von Myc-Pex11-2-K onstrukten

Bea Vewendung eines Markermolekils in der Grofe von GFP ( ca 25 kD) blelbt immer die
Undcherheit, dass der Maker Uber seine TagFunktion hinaus egengandige Effekte
hervorruft. Aus diessm Grunde wurden verschiedene Experimente, die mit GFP-getaggten
Konstrukten ausgeftihrt wurden, mit Konstrukten wiederholt, in denen der GFP-tag durch den
kurzen, aus 10 Aminoséuren bestehenden, Myc-tag ersetzt wurde. Technisch wurde dabel das
Myc-Epitop durch entsprechende Gestaltung der PCR-Primer in die Pex11-2-Sequenz
eingefiihrt. Entweder wurde die Sequenz fir das Myc-Epitop hinter das ATG-Codon (el N
terminalem Myc) oder vor dem STOP-Codon (bel C-termindem Myc) plaiziert. Wie bei den
GFP-Kongrukten wurden auch hier N-terminde Deetionen kongtruiert (Abb. 4), besonders

um die funktionelle Bedeutung des N- Terminus von Pex11- 2 zu andyseren.
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4.4.4.1 Expression von unverkurztem Myc-Pex11-2

Die Expresson von N-termind mit Myc getaggtem Pex11-2 verénderte den peroxisomaen
Phanotyp 14-48h nach Trandektion in CHO-Zdlen in anderer Weise, ds das in den
vorherigen Experimenten mit dem GFP-tag der Fdl war. Die Komma-formigen Strukturen,
die in wt-CHO-Zdlen die Regd gnd, veanden dch nach Trandektion zu deutlich
verlangerten Tubuli (Abb. 20-1), deren Lange die urspringliche um mindestens das 5-fache
Ubertrifft. Dieser Phanotyp war auch in dabil  trandfizieten, sdektionieten  Klonen
nachweisbar.

Ein zusiziches interessantes Mekmd in diesen Zdlen ig die telweise unterschiedliche
Lokalisation peroxisomder Membran und Matrixproteine innerhdb en und dessdben
peroxisomalen Kompartimertes (Abb. 20-1 und Abb. 21). Zur Analyse der Segregetion von
peroxisomden Proteinen wurde in der Immunfluoreszenz immer das Myc-Epitop des Myc-
Pex11-2 in einer Farbe dargestellt (FITC bzw. TRITC), und das zweite Protein in der jewells
anderen Farbe. Das hel¥, be dlen untersuchten peroxisomaen Protenen  wurde die
Segregation  vom  markieten Myc-Pex11-2-Molekil dargestelt. Fur die Membranproteine
wurden Pex11-1 und Pmp69 untersucht ( Abb. 20-1 und Abb. 21) und fir die Matrixproteinen
wurde die Lokdisation von Katdase und Acyl-CoA-Oxidase andysert (Abb. 21). Das Myc-
Pex11-2 liegt immer gleichmd3dg Uber die ganze Membran der peroxisomden Tubuli vertellt
vor, wahrend das Pmp69 bevorzugt an den Endkappen der Tubuli konzentriert ist. Bel der
Uberlagerung der Farbaufnahmen diesr Proteinverteilungen erscheinen v.a. langere Tubuli
zebraartig gedreift, wobel sch das Pmp69 vom Myc-Pex11-2 absetzt und nicht colokdisert
(Abb. 20-1).

Die Matrixproteine snd zu unregemdigen Fecken innerhab der Tubuli korzentriert, die in
verschiedenen Bereichen der Tubuli lokaisert snd, wobe auch hier eine zebraatige Optik zu

beobachten ist (Abb. 21).



Abb. 20-1: Expression von Myc-Pex11-2 in CHO-Zellen: In Zellen, die Myc-Pex11-2 standig
exprimieren, werden peroxisomale Tubuli gebildet, die eine Proteinsegregation aufweisen.
Gezeigt werden CHO-Zellen bei denen das Myc-Konstrukt tiber einen FITC-gekoppelten
Zweitantikérper und Pmp69 durch einen TRITC-gekoppelten Zweitantikdrper angefarbt wurden.
Pmp69 ist bevorzugt an den &uRersten Enden der Tubuli lokalisiert (Pfeil), wahrend das
Myc-Pex11-2 Uber die ganze Oberflache derselben verteilt ist (Detailansicht A).

In Zellen, die Myc-Pex11-2 und wt-Pex11-1 coexprimieren, ist der Effekt nach 24h noch verstarkt
(Detailansicht B): die Tubuli sind langer und dunner ausgeformt, was die Segregation der
Proteine optisch noch deutlicher werden |aRt.




Detailansichten:

Overlay Myc=FITC Pmp69=TRITC

Abb. 20-2: Expression von Myc-Pex11-2 in AT3-Zellen: In Zellen, die Myc-Pex11-2 standig
exprimieren, sind peroxisomale Tubuli zu beobachten, die eine Proteinsegregation aufweisen.
Gezeigt wird eine AT3-Zelle bei der das Myc-Konstrukt tiber einen FITC-gekoppelten
Zweitantikérper und Pmp69 durch einen TRITC-gekoppelten Zweitantikérper angefarbt wurden.
Pmp69 ist bevorzugt an den aul3ersten Enden der Tubuli lokalisiert (Pfeile im Overlay), wahrend
das Myc-Pex11-2 uber die ganze Oberflache derselben verteilt ist (Detailansichten).



Pex11-1=FITC Katalase=FITC
Myc=TRITC Myc=TRITC

Bei den Abbildungen 21 A)-C) wurde

das Myc-Pex11-2 mit TRITC-gekoppeltem
Zweitantikorper gefarbt.

Das jeweils andere untersuchte Protein
wurde Uber FITC-gekoppelten Zweitantikdrper
sichtbar gemacht.

Die Pfeile weisen auf markante

Beispiele fir Segregationen.

Acyl-CoA-Oxidase=FITC
Myc=TRITC

Abb. 21: Die Segregation verschiedener Proteine in CHO-Zellen, die Myc-Pex11-2

stabil Uberexprimieren In den peroxisomalen Tubuli, die in CHO-Zellen durch Myc-Pex11-2-
Uberexpression erzeugt werden, ist eine Segregation verschiedener Matrixproteine (Katalase (B)
und Acyl-CoA-Oxidase (C)) und Membranproteine (Pex11-1 (A), Myc-Pex11-2) zu beobachten.
Die Segregation von Pmp69 und Myc-Pex11-2 wird in Abb. 20 gezeigt.

Zur Analyse wurde der stabile Klon N1-13 verwendet.
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Diese phéanotypischen Veranderungen sind nicht nur in CHO-Zdlen zu beobachten, sondern
finden sch auch in AT3-Zdlen nach Transektion mit Myc-Pex11-2. Da Peroxisomen in
unbehandelten AT3-Zelen ene tubuldre Struktur bestzen, bewirkt die Transfektion mit Myc-
Pex11-2 nach 24-48h die Ausbildung verléngerter und dinnerer peroxisomaer Tubuli, die
ebenfdls die oben beschriebene Proteinsgregation aufwe sen (Abb. 20-2)

Bei gleichzaitiger Uberexpression (24-48h) von Myc-Pex11-2 in CHO-Zdlen, die dtabil wt-
Pex11-1 Uberexprimieren, verstérkt sich der beobachtete Effekt. Die peroxisomaen Tubuli in
diesen Zdlen esthenen noch waeter verlanget und haben enen noch geringeren
Durchmesser (Abb. 20-1 B).

Natirlich erhebt dch be  diesen Beobachtungen die Frage, inwigfeen die Effekte
physiologische Bedeutung fur die Funktion von Pex11-1 und Pex11-2 haben. Es wéare auch
denkbar, dal3 se Ausdruck des z.B. generdl erhdhten Turnover von Kulturzellen snd. Eine in
diesem Zusammenhang interessante Beobachtung i die  Bildung von reéativ langen,
perlenkettenartigen Peroxisomen in Hepatozyten von Ratten, die Uber enen Zetraum von 10
Tagen mit dem Schilddrisenhormon Thyroxin bzw.  mit - Thyroxin - und  gleichzetig mit
Clofibrat (einem Peroxisomenproliferator) behandelt wurden. Diese Strukturen erwecken den
Eindruck, as handele es sch be IThnen um Intermediate bei der Neubildung von Peroxisomen

aus peroxisomaen Tubuli.

4.4.4.2 Verkurzung des N-Terminus: Myc-(N —74)-Pex11-2

Der Effekt der N-terminden Deetion von Myc-Pex11-2, hervorgerufen durch die Expression
von Myc-(N —74)-Pex11-2, ist vergleichbar mit dem des entsporechenden GFP-Konstruktes (s.
Kapited 4.4.3.3). Die beobachteten Phanotypen der ungekirzten Fusons-Konstrukte (s.
Kapitd 4.4.3.1 und Kapitd 4.4.4.1) bleben, trotz Gegenwart des Marker-Epitops, aus. In
CHO-Zdlen snd sdbst 48h nach Trandektion von Myc-(N —74)-Pex11-2 weder

peroxisomae Tubuli noch intraperoxisomale Proteinsegregetion zu  beobachten. Die



Abb. 22: Expression des N-terminal verkirzten Myc-(N -74)-Pex11-2 in CHO-Zellen

Wird das Myc-(N -74)-Pex11-2 in CHO-Zellen tberexprimiert, so werden im Gegensatz zur
Uberexpression des Myc-Pex11-2 (ungekirztes Protein) keine peroxisomalen Tubuli mehr erzeugt

und auch die markante Segregation von peroxisomalen Proteinen bleibt aus. Gezeigt wird das mit
TRITC angeféarbte Pmp69 und das mit FITC angefarbte Myc-Epitop (jeweils mittels Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelter Zweitantikdrper), im Overlay beider Farbkanéle. Die Peroxisomen der transfizierten Zellen
(Pfeile) gleichen denen der nicht transfizierten Kontrollzellen direkt daneben. Die Expression erfolgte Uiber
einen Zeitraum von 48h.
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Morphologie der Peroxisomen in den trandizierten Zellen gleicht der von unbehandeten
Wildtypzdllen. Wie bel den entsprechenden GFP-Konstrukten wird das verklrzte Protein nach
wie vor in die peroxisomae Membran inseriert (Abb. 22). Damit scheint die Gegenwart dieser
Doméne, wie in den vorangegangenen Experimenten bereits gezeigt, fur die Insartion des
Proteins in die Peroxisomenmembran nicht notwendig zu sain. Aul¥rdem reicht die blofle
Gegenwart des fudonieten Marker-Epitops zur Erzeugung des veranderten peroxisomaen

Phénotyps nicht aus.

4.4.4.3 Myc-Konstrukte mit verkirztem C-Terminus

Den Untersuchungen von Cosson und Letourneur (1994) entsprechend, stellt die C-terminde
Sequenz —KXKXX von Pex11-1 en funktiondles Dilysnmotiv dar, das fur die Anbindung
des COPI-Komplexes baem veskuld&en Trangport zwischen ER und Golgigoparat ene
entscheidende Rolle spielt. Die C-terminde Sequenz —RXKX, wie de in Pex11-2 vorliegt,
reprasentiert kein solches Motiv. Aus diesem Grund lag die Durchfiihrung von Experimenten
nahe, die auf dem Einsatz von Kongrukten beruhten, in denen diese C-terminde Sequenz
durch Tags maskiet war oder génzlich entfernt wurde. Die verwendeten cDNA-Konstrukte
waren: Pex11-2-Myc, Myc-Pex11-2-(C- 4), Pex11-2-(C- 4)- Myc, Myc-(N -74)-Pex11-2-(C -
4), (N -24)- Pex11-2-(C -4)-Myc (Abb. 4). Be der Expresson von Pex11-2-Myc wurde en
Phanotyp erzeugt, der dem von Myc-Pex11-2 glich (Kapitel 4.4.4.1, Abb. 20-1). Sobald der
C-Terminus fehlte, war jedoch keine Expresson der Kongrukte in den Trandfektanten zu
beobachten. Weder war Fehllokaiserung im Cytosol, noch in einem anderen subzdluldren
Kompartiment festzustellen.

Wiederholte Sequenzierung der cDNAs zeigte, dad die Konsgrukte keine Sequenzfehler
aufwiesen. Darlber hinaus war auch der Einsaiz verschiedener Transfektionsmethoden

(Lipofektionsvarianten,  Elektroporation, Mikroinjektion) nicht efolgreich. Es i zu



Kontrolle Pex11-2 Pex11-1

Abb. 23: Coatomer-Anbindung an den Pex11-2-C-Terminus:

Die Fahigkeit zur Anbindung von cytosolischem Coatomerkomplex wurde zwischen den C-Temini

von Pex11-1 und Pex11-2 verglichen. Hierzu wurden die synthetischen Peptide tber ein zusatzlich

an den N-Terminus der Peptide angefugtes Cystein an Thiopropylsepharose gekoppelt
(Pex11-1=CYPQLKLKAR-COOH; Pex11-2=CPWLRLKP-COOH; als negativ-Kontrolle diente die
Pex11-1-Doppelmutante=CPQLSLSAR-COOH, in deren Dilysinmotiv beide Lysine ausgetauscht waren).
Hierauf wurde frisches Cytosol (aus CHO-Zell-Lysat) gegeben. Die Peptide mit den gebundenen
cytosolischen Proteinen wurden von der Sdule geldst, per SDS-PAGE aufgetrennt und im Western

Blot mit polyklonalem Antikérper gegen die Coatomer-Untereinheit 3"-COP (aus Kaninchen, 1:1000
verdiinnt) entwickelt. Der C-Terminus von Pex11-2, der nur einen Dilysinmotiv-dhnlichen Abschnitt
besitzt, ist offenbar nur noch marginal in der Lage, Coatomer zu binden. In der Kontrolle findet keinerlei
Coat-Anbindung statt.
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vermuten, dald3 die Deetion des C-Terminus von Pex11-2 einen 0 dragischen Eingriff in

seine Struktur darstellt, dal? das Produkt toxisch wird oder sofort der Degradation unterliegt.

4.5 Funktionsanalyse des Pex11-2-C-Terminus

Wie im vorangegangenen Kapitd erwéhnt, sollte nach Cosson und Letourneur (1994) die C-
terminde Sequenz —-RXKX von Pex11-2 kein funktionséhiges Dilysnmotiv dargdlen. Um
diess Annahme zu Uberprifen, wurde das isolierte, synthetisch hergestdlte C-terminde Peptid
an Thiopropylsepharose gekoppet (Uber ein zusdzlich integriertes Cydein am N-Terminus
dieses synthetischen Fragments) auf die dann Cytosol gegeben wurde.

Es ig festzugtellen, dal3 der Pex11-2-C-Teminus - im Verglech zum C-Terminus von Pex11-
1 - nur noch in geringem Umfang in der Lage, cytosolischen COPI-Komplex zu binden. Die
Coatomer-Bindungskepazitéd des C-terminaden Peptids von Pex11-2 (-CPWLRLKP) liegt im
Vergleich zu der von Pex11-1 unter 10% (Abb. 23). Folglich scheint der C-Terminus von

Pex11-2 taisichlich kein funktionsféhiges Dilysnmotiv zu besitzen.

4.6 Coexpression von Pex11-1-Fusionsproteinen mit markiertem Pex11-2

Um en madgliches funktiondles Zusammenspid von Pex11-1 und Pex11-2 zu andyseren,
wurden verschiedene markierte Varianten beider Homologe coexprimiert. Die Expresson der
anzdnen Kongrukte ist in Kapitd 4.3.3.1 (CFP-Pex11-1), Kapited 4.3.3.2 (Pex11-1-YFP),
Kapitel 4.44.1 (Myc-Pex11-2), Kapitel 4.4.4.3 (Pex11-2-Myc) und Kapitel 4.4.1 (wt-Pex11-

2) beschrieben.

4.6.1 Coexpression von CFP-Pex11-1 und Myc-Pex11-2

In diesem experimentdlen Ansaiz wurden die N-Termini beider Pex11-Homologe mit einem

Marker fusoniert. Die Expresson von CFP-Pex11-1 in CHO-Zedlen erzeugte peroxisomde



Myc = TRITC CFP-Fluoreszenz Overlay

Abb. 24: Coexpression von CFP-Pex11-1 und Myc-Pex11-2 verstarkt die Tendenz zur Cluster-
bildung im Vergleich zur solitaren Uberexpression von CFP-Pex11-1 Werden beide Pex11-Homologe
aus der Maus mit einem N-terminal fusionierten Marker in CHO-Zellen coexprimiert, so verstéarkt sich die Tendenz
zur Clusterbildung erheblich. Einzelne sehr gro3e Cluster (Pfeil in C) existieren neben mehreren eher kleinen
Agglomeraten (Pfeilkopfe in C) in der Nahe des Nukleus. Die Expression erfolgte 20h. Myc wurde tber

einen TRITC-gekoppelten ZweitantikOrper visualisiert.

Myc = TRITC YFP-Fluoreszenz Overlay

Abb. 25: Coexpression von Pex11-1-YFP und Pex11-2-Myc verstarkt die Tendenz zur Cluster-
bildung im Vergleich zur solitaren Uberexpression von Pex11-1-YFP Nach Coexpression der
C-terminal getaggten Pex11-Homologe in CHO-Zellen wird ebenfalls die Clusterbildung verstarkt. Auch hier
(Vgl. Abb. 24) werden grofRe Cluster (Pfeil in C) neben eher kleineren Clustern (Pfeilkdpfe in C) in Kernndhe
ausgebildet. Die Zahl transfizierter Zellen, die Cluster bilden, liegt bei 50%. Die Expression erfolgte 20h.

Myc wurde Uber einen TRITC-gekoppelten Zweitantikbrper visualisiert.
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Tubuli und kleine Clugter (s. Kapite 4.3.3.1). Nach der Expresson von Myc-Pex11-2 waren
ausschlieldich peroxisomae Tubuli zu beobachten, die intrgperoxisomade Proteinsegregetion
aufwiesen.

Fur ihre gemeinsame Expresson wurden CFP-Pex11-1 und Myc-Pex11-2 in einem 1:1 DNA-
Mix in CHO-Zdlen mikroinjiziet. 14-48h nach der Mikroinjektion wurden die Zelen
andysert. Gegenlber der Expresson von CFP-Pex11-1 dleine, vergéakte sch die Tendenz
zur Clugterbildung bel der Coexpresson mit Myc-Pex11-2 erheblich (Abb.24). Neben nun
deutlich groRReren Clustern enstehen mehrere kleinere Clugter in jeder trandfizierten Zelle.

Dieser Effekt war nicht zu beobachten, wenn unmarkiertes wt-Pex11-2 mit dem CFP-Pex11-1
coexprimiert wurde. Auch wenn Pex11-2 mit C-temindem Myc-Epitop (Pex11-2-Myc)
zusammen mit dem CFP-Pex11-1 coexprimiert wurde, zeigten die trandfizierten CHO-Zdlen

einen Phanotyp, wie er nach dleniger Expression von CFP-Pex11-1 zu beobachten war.

4.6.2 Coexpression von Pex11-1-YFP und Pex11-2-Myc

Die dleinige Expresson von Pex111-1-YFP liefert, wie in Kapitd 4.3.3.2 beschrieben, in
zwel  Drittedn der trandizieten CHO-Zdlen grofe peroxisomde Clugter. Pex11-2-Myc
ezeugte in  CHO-Zdlen, d&mlich wie Myc-Pex11-2, peoxisomae Tubuli, die

intrgperoxisomale Proteinsegregation aufwiesen.

In diesem Ansatz wurden die C-Termini beider Pex1l-Homologe mit enem Marker
fusoniert. Zur gemeinsamen Expresson in CHO-Zedlen wurden Pex11-1-YFP und Pex11-2-
Myc in enem 1.1 DNA-Mix in CHO-Zdlen mikroinjiziert. 14-48h nach der Mikroinjektion
wurden die Zdlen andysert. Gegenlber der Expresson von Pex11-1-YFP dlene, verstérkte
sch die Tendenz zur Clusterbildung be der Coexpresson mit Pex11-2-Myc (Abb. 25). Neben

groReren Clustern engtehen mehrere kleinere Clugter in jeder trandfizierten Zelle. Aul¥erdem
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deigt die Zahl der duderbildenden trandfizierten Zellen von zuvor enem Drittd auf etwa
50%.

Diesr Effekt war nicht mehr zu beobachten, wenn unmarkiertes wt-Pex11-2 mit dem Pex11-
1-YFP coexprimiert wurde. Auch wenn Pex11-2 mit N-termindem Myc-Epitop (Myc-Pex11-
2) zusammen mit dem Pex11-1-YFP coexprimiert wurde, zeigten die trandfizierten CHO-
Zdlen nur den Phanotyp, wie er nach dleiniger Expresson von Pex11-1-YFP zu beobachten

war.

Eine Vedgakung des Cluderbildungseffektes war folglich nur zu sehen, wenn bede
coexprimieten  Homologe von Pexll jewedls am sdben Teminus mit enem Maker
fusoniert waren. Mdglicherweise waren die beiden Proteine ds Folge an dieser Stelle gterisch
inhibiert.  Eventudl waren auf diese Wese vesthiedene Pahways, die die
Peroxisomenbiogenese beainflussen,  inhibiert.  Dies konnte dann  letztendlich  zur

Clugterbildung geftihrt haben.

4.7 Versuche zur Identifikation von Pex11-2-Interaktionspartnern

Aufgrund der beobachteten phénotypischen Verdnderungen nach Expresson von wt-Pex11-1,
CFP-Pex11-1, wt-Pex11-2, GFP-Pex11-2 und Myc-Pex11-2, kann der Schlu? gezogen
werden, dal3 den ins Cytosol ragenden N-terminden Abschnitten der Pex11-Proteine ene
funktiondle Rolle zukommt. Eine solche Funktion konnte auch Interaktionen dieser
Abschnitte  mit  anderen  Proteinen  enschlieRen.  Um solche  mdglichen  Pex11-
I nteraktiongpartner zu identifizieren, wurden verschiedene M ethoden herangezogen.

Zum Begpid sollte durch in vitro-Transkription und -Trandation des Pex-11-2-N-Terminus

das radioaktiv markierte, N-terminae Peptid gewonnen werden. Hierzu wurde Pex11-2-(N 1-
84) in enen pcDNA3-Vektor kloniert, der durch den T7-Promotor fir die Transkription in

enem zelfreen Sysem geaignet i Mit dem Peptid sollten Interaktionspartner von Pex-11-2
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zB. mittds Quervernetizung mit den Bindunggpatnen im zdlfrden Sydem identifiziert
werden.

Weiterhin sollte das N-terminde Peptid durch |PTG-induzierbare Expresson in E. cali,

gewonnen werden. Das Pex-11-2-(N 1-84) wurde hierzu in enen fir bekteridle, IPTG-
induzierbare Expresson optimierten QE60-Vektor von QIAGEN umkloniet. Es sollten
lodiche, cytosolische Interaktionspartner von Pex11-2 aus einem cytosolischen Préparat
spezifisch extrahiert werden. Hierzu <ollte das Pex-11-2-(N 1-84) Uber einen C-temind
fudonieten 6xHis-tag, der im Vektor enthdten ist, an eine Nickd-Agarose-Saule gebunden
werden.. Uber diese Saule sollte Cytosol gegeben werden, um auf diese Weise cytosolische
| nteraktiongpartner anzubinden und zu isolieren.

Aulerdem wurde versucht, mit dem Two-Hybrid-System Interaktionspartner Uber Anbindung

an den N-Teminus von Pex11-2 zu identifizieren. Nach der Coexpresson von
Bindungsdoméne (in einem Plaamid, das auch die Sequenz des Pex-11-2-(N 1-84) enthdlt)
und Aktivierungsdoméne (in enem Plasmid, welches auch die verwendete Genbank enthélt)
von b-Gdaktosdase im Hefetamm YRG2, sollten nach der ,blau-wei3-Selektion”.auf X-
Ga-Medium die pogtiven Klone identifiziert werden.

Auch durch chemisches Crosdinking wurde versucht mogliche Interaktionspartner der Pex11-

Homologe zu identifizieren. Hierba sollten durch den Einsaiz von hydrophilem (ssSMCC)
oder hydrophobem (BMH) Crosdinker diese Interaktionspartner kovaent gebunden werden,
um Se damit einer Identifikation durch Geleektrophorese und anschliel}ender Sequenzierung
2uganglich zu machen.

BMH (Bismdemidohexan) enthdt zwe Mademid-Gruppen, i homobifunktiondl und
reegiet be enem pH von 6,5 bis 7,5 bevorzugt unter Bildung von Thioether-Bindungen mit
Sulfhydryl- Gruppen, nicht jedoch mit Tyrosn, Hididin oder Methionin. Laut Hersdler;

reagiert es folglich mit Cygen, weches in Pex11-1 und Pex11-2 jeweils mehrfach vorkommt
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Dies zT. an identischen Postionen der Primérsiruktur, zB. in der 1. Transmembrandomane,
sehe Abb. 1).

Das sSMCC (Sulfosuccinimidyl  4-(N-maemidomethyl)cycohexant 1-carboxylat) it
aufgrund seiner Sulfo-Gruppe gut wasserlodich. Dieser Crosdinker besteht aus einem NHS-
Egder, dr ba enem pH von 7-9 mit primaen Aminen reagiert. Raumlich nahe Proteine
(respektive Bindungspartner) der Pex1l-Proteine, wie z.B. cytosolische Faktoren oder
benachbarte peroxisomale Membranproteine, hétten Crosdinkprodukte liefern konnen.

Leider haben diese Vesuche zu kenen brauchbaren Ergebnissen gefthrt, obwohl die

experimentdlen Bedingungen weitgehend variiert wurden.

4.8 Reslimee der Ergebnisse

Zusammenfassend lassen dsich die durch Expresson der verwendeten cDNA-Konstrukte
erzeugten peroxisomalen Phanotypen in verschiedene Gruppen eintellen.

1) Verstarkte Proliferation des peroxisomalen Kompartimentes. Dies wurde durch die
Expresson von wt-Pex11-1 (Kapite 4.3.1) und wt-Pex11-2 (Kapitd 4.4.1) erreicht, wobei
Pex11-1 die Peroxisomenzahl verdoppedt, wahrend Pex11-2 de etwa verzehnfacht. Nach
Coexpression der zwel Pex11-2-Fragmente (N —24)-Pex11-2 (das N-termind verkirzte
Molekil) und Pex11-2-(N 1-84) (das N-teminde Fragment) ist ebenfdls verstérkte
peroxisomale Proliferation zu beobachten (Kapitel 4.4.3.5).

2) Erzeugung von peroxisomalen Tubuli in transfizierten CHO-Zellen. Durch Expresson von
CFP-Pex11-1 (Kapitd 4.33.1) werden in CHO-Zdlen, die normdewese sphérische
Peroxisomen bedtzen, tubuldre Peroxisomen erzeugt, die aber keine intraperoxisomae
Proteinsegregation  aufweisen. Daneben treten hier auch vereinzedt kleine peroxisomae

Cluster auf.
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3) Erzeugung von peroxisomalen Tubuli mit intraperoxisomaler Proteinsegregation in
transfizierten CHO-Zellen. Nach Expresson von Myc-Pex11-2 (Kapitd 4.44.1) ist ene
intrgperoxisomae  Segregation  von  Matrix-  und  Membranproteinen  zu  beobachten.
Peroxisomae Clusterbildung tritt dabel nicht auf.

4) Cytoskelett-abhangige Bildung peroxisomaler Cluster. Nach Expresson von (E)GFP-
Pex11-2 (Kapitd 4.4.32) werden, in Abhdngigkeit von intakten Mikrotubuli, grof3e
peroxisomde Cluser gebildet. Diesen Effekt der Clugerformation kann man auch durch
Expresson von Pex11-1-YFP (Kapitd 4.3.3.2) ereichen, wenn auch nur in ewa enem
Drittel der trandfizierten Zdlen. Durch Coexpresson von CFP-Pex11-1 mit Myc-Pex11-2
(Kapitd 4.6.1) treten auch in diesen trandfizieten Zdlen, neben mehreren kleinen Clugtern,
nun grof3e Cluster auf.

5) Abhangigkeit der Ausbildung verénderter peroxisomaler Phanotypen von unverkirzten
(Fusions)-Proteinen. Samtliche verénderte peroxisomale Phanotypen lassen sich nur mit der
vollsdndig vorliegenden Pex11-Peptidsequenz erzeugen. Sobad die urspriingliche Sequenz
verkirzt wird, ig kein Einflud mehr auf den peroxisomden Phénotyp der trandfizierten Zelen
festzugtellen. Kongtrukte wie EGFP-(N —24)-Pex11-2, EGFP-(N —74)-Pex11-2 und Myc-(N —
74)-Pex11-2 (Kapitd 4.4.3.3 und Kapitd 4.4.4.2) werden zwar weiterhin in die peroxisomae
Membran inseriert, jedoch bleibt die peroxisomde Morphologie unverdndert. Auch bei den
ungetaggten, verkirzten Pex11-1- und Pex11-2-Vaianten is kene Verstdrkung der

peroxisomden Proliferation mehr festzustellen (Kapitd 4.3.2 und Kapitd 4.4.2).
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5.Diskussion

5.1 Pex11-2 induziert peroxisomale Proliferation

Die Proliferetion des peroxisomaen Kompartimentes kann durch extrazdlulégre Stimuli, wie
zB. das Lipidspiegd-senkende Clofibrat erreicht werden (Hess et d., 1965). Dieses
Medikament wirkt ads Peroxisomenproliferator, indem es enen PPAR aktiviert. Die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors PPARa  und die Anbindung an den gesigneten
Promotor fihrt zur Induzierung der Transkription des peroxisomden Protens Pex11-1
(Issemann und Green, 1990; Dreyer et a., 1992; Lee et d., 1995). Das zweite in Sdugern
vorzufindende Pex11-Homolog, Pex11-2, ig nicht durch extrazdlulae Stimuli induzierbar
(Schrader et al., 1998).

Peroxisomen-Proliferetion kann jedoch auch unabhéngig von der Aktivierung von PPARS
efolgen, zB. durch die Uberexpresson von Pex11-2, einem Mitglied der Familie der
Peroxine. In Sdugerzdlen fihrt dies zu enem ewa zehnfachen Anstieg der Anzahl der
Peroxisomen (Kap. 4.4.1). Wird Pex11-2 N-termind um 24 Aminosduren verkirzt, so
unterbleibt nach Expresson dieses Konsruktes der proliferationsfordernde  Effekt  (Kap.
44.2). Es ig daher anzunehmen, dal3 dem cytosolisch gelagerten Pex11-2-N-Terminus ene

Funktion bel der peroxisomden Proliferation zukommt.

5.2 Segregation peroxisomaler Membran- und Matrixproteine

Peroxisomen verschiedener Zelen snd heterogen geddtet. Se konnen sphérisch, tubulédr
oder netzartig geformt sein und ihre Grole kann zwischen 100 nm und 1,5 nmm variieren.
Auch die Proteinzusammensstzung kann sehr unterschiedlich sain. Peroxisomen in Ratten

Hepatozyten aus unterschiedlichen Regionen der Leber konnen mit hoheren oder geringeren
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Konzentrationen an Kadase, D-Aminosiureoxidase, L-a-Hydroxysdureoxidase oder
Uratoxidase ausgedtattet sein (LeHir und Dubach, 1980; Hartl et a., 1985; Angermller und
Fahimi, 1988; Just et d., 1989).

Bisher wurde jedoch nie Uber eine heterogene Vertelung von peroxisomaen Proteinen
innerhab ein und dessdben Organdls berichtet, wie sie nach der Uberexpresson von Myc-
Pex11-2 zu beobachten war.

Nach Expresson des ungekirzten Myc-Pex11-2 (Kapited 4.4.4.1) wurden in CHO-Zdlen, evt.
durch die séndige Uberexpresson des rekombinanten Proteins, tubulére Peroxisomen
generiert. Diese Tubuli zeigten bemerkenswerterweise eine Segregation der peroxisomaen
Membranproteine Pex11-1 und Pmp69 sowie der peroxisomaen Matrixproteine Katadase und
Acyl-CoA-Oxidase gegentber Myc-Pex11-2. Pnp69 liegt vor dlem an den Enden ds
Kappen-atige Struktur und abschnittsveise auch innerhdb der Tubuli vor. Myc-Pex11-2 ig
hingegen Uber die gesamte peoxisomde  Membran  vertdlt, was  bea
Colokdisationsexperimenten  in - der  Immunfluoreszenz-Andyse  zu  ener  Zebra-atigen
Zonierung der Tubuli fuhrt (Abb. 20-1). Die peroxisomaen Matrixproteine Katdase und
Acyl-CoA-Oxidase liegen innerhdb der Tubuli ebenfdls abschnittsveise konzentriert vor
(Abb. 21).

Die Lokdisaion verschiedener peroxisomder Proteine in Microdoméanen konnte ene
Vordufe auf dem Weg zur Fragmentierung von Peroxisomen dardelen. Durch die
Einfihrung des Myc-tags in Pex11-2 konnte die Funktion des Proteins so beainfluld worden
sein, dad der dynamische Vorgang der Abschnirung von der peroxisomden Membran an
einem kritischen Punkt arretiert wird.

Die gleichzaitige Uberexpresson von Pex11-1 in Myc-Pex11-2-trandfizierten Zellen verstérkt
den Effekt der Tubuliformation, was bedeuten konnte, dal3 das madg proliferationsférdernde
Pex11-1 zwa zur zusdizlichen VegroRerung des peroxisomaen Kompatimentes nicht

jedoch zur darauffolgenden Veskulierung betrégt.
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Aber auch unter mehr physologischen Bedingungen, ohne den Einfluld rekombinanter
Fusongproteine, snd perlschnurartige Kondriktionen an Peroxisomen zu beobachten. Vor
dlem nach Behandlung mit Thyroxin und Clofibrat (Vgl. Kapitd 4.4.4.1). Moglicheweise
ddlen diese Strukturen peroxisomae Intermediate auf dem Wege der Neubildung von
Peroxisomen aus tubuléaren Strukturen dar. Die Konzentration von Pex11-1 is in simulierten
Zdlen deutlich hther ds in ungimulierten Hepatocyten, wahrend der Spiegd von Pex11-2
relativ kongtant bleibt. Dieses Ungleichgewicht in den Konzentrationen der beiden Proteine
legt den Schlul? nahe, dal3 se trotz ihrer hohen Homologie (41% Identitdt in der Maus),
vonenander unabhdngige Funktionen erfillen.

Auch hier hate die Uberexpresson eines N-temind um mindesens 24 Aminosiuren
verkirzten Konstruktes von Pex11-2 (Myc-(N —24)-Pex11-2) zur Folge, dal3 die Effekte, die
mit dem unverkiirzten Myc- Fusionsprotein beobachtet wurden, ausblieben.

Diese Ergebnisse beegen, da? dem N-terminden Abschnitt von Pex11-2 ene wichtige
funktionelle Rolle zukommt, die entweder mit der beobachteten Doménenbildung innerhalb
der peroxisomden Membran - sowie der Matrix - und / oder der Ausbildung der
Organdlkongtriktionen in Zusammenhang stehen konnten.

Diese Ergebnise ergaben aber noch enen weiteren interessanten Befund. Die Verkirzung
des N-terminden Abschnitts des Pex11-2 ha die Entfernung des putativen PTS2-Mativs zur
Folge. Trotzdem wurde die ungehinderte Insertion des Proteins in die peroxisomae Membran
beobachtet (Kap. 4.4.4.2). Das bedeutet, dald3 dieses Motiv fir Pex11-2 kein funktioneles
Tagetingsgnd dargdlt, und dald ein anderer Proteindbschnitt das egentliche mPTS enthdlt.
Eventudl kommt fir diesen Proteinadbschnitt eine andere Funktion ds peroxisomaes
Targeting in Frage.

Auch nach Verkirzung des N-Terminus von Pex11-1 wurden &hnliche Ergebnisse erhaten
(Kap. 4.3.33). Die im N-terminden Bereich vorliegende PTS2-Konsensus-Sequenz it

offengichtlich nicht fir die Membraninsertion des Proteins mal3geblich.



5.3 Ausbhildung peroxisomaler Cluster

Die Fuson von GFP an den N-Terminus von Pex11-2 hatte zur Folge, dal3 sch innerhab von
6-8h nach Trandektion von GFP-Pex11-2 Cluster aul3erordentlich langer, tubulérer,
peroxisomaler Strukturen bildeten (Kapitd 4.4.3.1). Das an der peroxisomaen Proliferation
betelligte Pex11-2 war durch das N-temind fusoniete GFP funktiondl so beanflufd, dald
zwar die Vergroflerung des peroxisomden Kompartimentes im Sinne einer Proliferation noch
funktionierte, die zahlenmdiige Vermehrung der Organdlen aber inhibiert war.

Peroxisomade Clugerbildung, wenn auch nicht im gleichen Ausma? wurde in  den
vorliegenden Experimenten auch nach Expresson von Pex11-1-YFP (Kap. 4.3.3.2), Pex11-2-
(N 184) (Kap. 4.4.3.4) und nach Coexpression beider Pex11-Homologe ds Fusonsproteine

mit jeweils am sdben Terminus angefligten Markern beobachtet (Kap. 4.6.1 und Kap. 4.6.2).

Ba ndhee Berachtung der inneren  Organisaion der  GFP-Pex11-2-induzierten
peroxisomaden Cluger in der eektronenmikroskopischen Fenauflésung zeigte sch, dad es
sch um dicht zusammengdagerte, im Querschnitt hexagond gepackte, peroxisomae Tubuli
handdt. Se weisen neben heterogener Katdasevertellung auch Kongriktionen auf, was auf
ene gewisse Hemmung der peroxisomden Veskulierung hinweisen konnte. Aulferdem war
zu beobachten, dal} diese Cluster von Mikrotubuli durchzogen snd (Abb. 10 G). Als
Fusonsprotein mit GFP wa diesss Protein scheinbar nicht mehr in der Lage, ene
Proliferetion im Sinne ener Vermehrung von enzeln vorliegenden sphérischen Peroxisomen
zu induzieren, wie es bel der Expresson des unverénderten wt-Pex11-2 der Fal ist. Natirlich
legt dies den SchluR nahe, dald der Prozeld der Organelenvermehrung durch das GFP-
verdnderte Protein an einer spezifischen Stdle unterbrochen wird. Wenn diese Vermutung

richtig ist, sollte GFP-Pex11-2 oder der mit GFP fusoniete N-Terminus von Pex11-2 (Kap.
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4.434) mit ener (den) Komponente(n) der Proliferationsmaschinerie interagieren und damit
deren ldentifizierung ermdglichen.

Dal} das fusoniete GFP per se fir die Ausprdgung dieser phanotypischen Veranderungen
verantwortlich i, erscheint unwahrschenlich, da andere peroxisomade Membranproteine mit
angefigtem GFP-tag, z.B. Pmp22 (Pause et d., 2000), diesen Phénotyp in keiner Welse
zeigen. Die Aushildung peroxisomder Cluger schent in diesem Zusammenhang eine Pex11-
pezifische Erscheinung zu sain.

Auch be den GFP-Kongrukten bleibt der urspringlich induzierte Effekt, in diesem Fdle die
Clusterbildung, aus, wenn an Stelle von GFP-Pex11-2 ein Konstrukt Uberexprimiert wird, bel
dem der N-Terminus des Pex11-2 um mindestens 24 Aminosauren verkirzt wurde (GFP-(N —
24)-Pex11-2, Kapitel 4.4.3.3). Die funktionelle Bedeutung des N-Terminus von Pex11-2 wird
hier nochmal's unterstrichen.

Die Verkirzung des N-Terminus um 24 oder 74 Aminosduren konnte auch die Lage und
Konformation des angehdngten GFP-tags so verdndern, dal? die mit dem unverkirzten
Kongrukt ermoglichten Interaktionen ausbleiben. Auf diese Weise sdlen GFP-(N —24)-
Pex11-2 oder GFP-(N —74)-Pex11-2 idede Kontrollproteine bei der Suche nach den Pex11-2-

I nteraktionspartnern dar.

Die Andyse der Kinetik der GFP-Pex11-2-induzierten Cluderbildung erlaubt gewisse
Rickschlisse auf den Mechanismus diesss dynamischen Vorganges. Etwa 2h nach
Trandektion i die Insation des GFP-Pex11-2 in enzdn vorliegende peroxisomae
Strukturen zu beobachten. Im Verlauf von etwa 6h verenigen sch diese s zu kleneren
Aggregaten und schliedich zu groferen Clustern. Diese Cluster sind auch in sdektionierten,
debilen Zdl-Klonen, die das GFP-Pex11-2 déndig exprimieren, zu sehen. Wird durch
Vorinkubation mit Nocodazol das mikrotubuldre System ausgeschdtet, so blebt die

Clugterbildung aus und man beobachtet snguldre Peroxisomen, die das GFP-Konstrukt
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enthdten (Kapitd 4.4.3.2). Die Hemmung der Ausbildung des Aktinskelettes der Zdle durch
den Inhibitor Cytochdasin B zeigte kene deratige Inhibierung der Clusterbildung (Kapite
4432), was bedeutet, da? Mikrofilamente nicht an der Bildung peroxisomaer Cluster
beteiligt Snd.

Die Interaktion von Peroxisomen mit dem mikrotubulé&ren Cytoskdett wurde intendv in der
Arbeitsgruppe untersucht. Diese Interaktion it Grundlage des beobachtbaren mikrotubuléren
Transports von Peroxisomen in der Zelle (Rapp et d., 1996ath; Review: Sheetz 1996). Dieser
Trangport kann von zwel Motorproteinen vermittelt werden. Der zur Zdlperipherie gerichtete
Transport durch Kinesin (Tanaka et a., 1998) und der retrograd gerichtete Transport durch
das cytoplasmatische Dynein (Vaisberg et d., 1996, Burkhard et d., 1997). Ob eines oder
beide dieser Motorproteine an der Clugterbildung von Peroxisomen betelligt sind, it nicht
bekannt. Die beobachteten Effekte, die sch durch das Anknipfen eines GFP-tags an Pex11-2
engdellen, erheben natlrlich die Frage, wie Pex11-2 und peroxisomde Bewegung in
Zusammenhang dehen konnten. Die Frage nach ener Beeligung von Pex11-2 am
intrazdlul&en Trangport von Peroxisomen i zur Zet nicht zu beantworten. Fir die
Clugerbildung dlerdings konnte die Hemmung des Kinesn-abhdngigen Trangports
verantwortlich sein. Wére der zur Zdlperipherie hin gerichtete Transport unterbunden, so
blicbe der zdleinwérts gerichtete Trangport erhdten, was die beobachtete Clusterbildung in
Kernndhe und nehe an MTOC eklaen konnte. Damit lage ene mogliche Funktion des
intrazdlul&en Organdltrangportes im multidirektionden Transport der Peroxisomen, der die
gechmédige Vertelung der Organdlen innerhdb der Zdle gaatiet (Huber e 4.,
1997+1999). Gestiitzt wird diese Vorgtelung von der Beobachtung, dal3 auch Mitochondrien
en ausgepragtes Clugtern in Kernndhe zeigen, wenn der Kinesin-abhdngige Transport ausfédlt
(Tanaka et al., 1998). Ob GFP-Pex11-2 nun direkt, z.B. durch Interaktion mit Kinesin oder

dem Kinesnrezeptor Kinektin, oder indirekt, durch Interaktion mit e@nem Mikrotubuli-
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assoziierten  Protein, die Peroxisomenbewegung beenfluld, 1&% dSch aus den vorliegenden
Ergebnissen nicht erschliel¥en.

Das Aktinskdett scheint in diesem Zusammenhang nur eine untergeordnete Rolle zu spiden.
Die Disoziation des Aktinskelettes durch Cytochdasn B reduziet z.B. die peroxisomde
Moatilitédt nur um etwa 25% (Rapp et d., 1996a). In Saccharomyces cerevisiae jedoch scheint
die Depolymerisation des Aktinskelettes jegliche peroxisomae Bewegung zu unterbinden

(Hoepfner et d., 2001).

5.4 Vergleich der Pex11-Proteine aus Einzellern und Sdugern

In Saugetieren snd mit Pex11-1 und Pex11-2 zwe Pex11l-Homologe vertreten. Es handdt
sch hierbe um integrde Membranproteine mit zwel moglichen Transmembrandoménen. N-
und C-Teminus der Proteine ragen in das Zytoplasma, was Interaktionen mit cytosolischen
Proteinen emdglichen kann (s, Titorenko et d., 1997). Pex1l-1 id¢ en durch
Peroxisomenproliferatoren, wie z.B. Clofibrat, induzierbares Protein. Die Induktion wird
hierbe Uber Aktivierung des Transkriptionsfektor PPARa durch Clofibrat erreicht, welcher
ds Heterodmer mit RXR (Retinoid X Rezeptor) sene Funktion efillt. Das aktiviete
Heterodimer PPARa-RXR hindet PPREs (Peroxisomenproliferatoren responsve Elemente)
im betreffenden Gen und vermittdt dadurch die Aktivierung der Transkription, wobe in
diesem Fal der mRNA-Spiegd von Pex11-1 auf etwa das Zehnfache angeigt. (Issemann und
Green, 1990; Reddy und Chu, 1996; Schrader et a., 1998). Pex11-1 erzeugt nach
Uberexpression in Siugerzelen mit einer Verdoppelung der urspriinglichen Peroxisomen nur
eine médge Proliferation (Passrelter et d., 1998).

Pex11-2 ig hingegen nicht durch extrazdlul&re Stimuli induzierbar. Es erzeugt aber nach
Uberexpresson in  Siugerzellen dake peoxisomde Proliferation, dh. ewa ene

Verzehnfachung der Peroxisomenzahl (Schrader et d., 1998 und Kap. 4.4.1). Die Bedeutung
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von Pex11-2 fir den Sduger-Organismus wird dadurch unterstrichen, dal3 Mause, die kein
funktionsfahiges Pex11-2 exprimieren, einen Tag nach der Geburt sterben (Li et d., 2002).

Offenbar spidden beide Pex11-Homologe eine Rolle in der Peroxisomenproliferation von
Sugezdlen. lhre Unterschiedlichkeit beziglich der funktiondlen Doménen und der
Induzierbarkeit, sowie bel den erhdtenen Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, |83 aber
keine Interektion der beiden Homologe vermuten. Offenbar agieren beide Proteine auf
unterschiedliche Weise.

In der Hefe Saccharomyces cerevisiae ist nur en Pex11-Protein vorhanden. Seine Topologie
it unklar, es wird jedoch ene Lokdisation as peripheres Protein auf der Innenseite der Hefe-
Peroxisomen (Marshdl et d., 1996; van Roermund et a., 2000) vermutet. Hefe-Pex11 bestzt
kein Dilysnmotiv, worin es dem Pex11-2 in Sdugern dhndt. Das Pex11 aus S cerevisiae is
durch Kultur der Hefen in Oleat-hdtigen  Medium  induzierbar  und  wirkt
proliferationsfordernd auf die Hefeperoxisomen, deren Anzahl sich etwa verzehnfacht. Neben
der Funktion be der peroxisomden Proliferation scheint Pex11l in Hefe bei der Oxidation
mittelkettiger Fettsiuren eine Rolle zu spiden, indem es diee Uber die peroxisomde
Membran ins Lumen transportiert. In Hefe-Mutanten, die kein Pex11l exprimieren, ist die
peroxisomae Proliferation und die Oxidation der mittelkettigen Fettsturen inhibiert (van
Roermund et a., 2000). Moglicheweise sind in Hefe beide Funktionen, Fettséuretransport
und peroxisomale Proliferation, miteinander verknUpft.

Im Hagdlaen Trypanosoma brucel i ebenfdls nur ein Pex11-Protein vorzufinden, welches
en C-teemindes Dilysnmativ bedtzt. Dieses Pex11-Protein dhnelt damit dem Pex11-1 aus
Saugern. Es ist nach Mutation des C-Terminus noch funktionsfahig. Dieses mutierte Pex11
erzeugt in Trypanosoma peroxisomae Proliferation, indem durch das Membrarwachstum
nach Uberexpresson tubulZre Glykosomen induziet werden, die sich zu Clustern
zusammenlagern.  Aulrdem  induziet das  mutiete  Trypanosoma-Pex11-Protein  in

trandfizieten Hefezdlen, die kein endogenes Pex1l-Protein  exprimieren, peroxisomde
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Proliferation (Maer et d., 2000). Das Pexll-Protein in Trypanosoma bedtzt zwe
Transmembrandoménen und &hndt damit in seiner Topologie den Pex11-Homologen in
Saugern (Lorenz et a., 1998). Daneben bestzt es en putatives mPTS XX(K/R)-(K/R)-X(3-
7)-(T/S)-XX-(D/E)-X-Mativ, wie es in Pmp47 in Candida boidinii beschrieben wurde (Dyer

et dl., 1996).

5.5 Modell der Peroxisomen-Proliferation in Sdugern

Anhand der Uberexpresson von Myc-Pex11-2 und dessen Insertion in die peroxisomae
Membran in den vorliegenden Trandfektions-Experimenten, sowie der anderen erhatenen
Ergebnisse mit GFP-Pex11-2 und wt-Pex11-2, 1&% dch en Moddl zur Veskulierung von
Peroxisomen herleiten. Nach Uberexpresson von Myc-Pex11-2 kommt es demnach zur
Insertion des rekombinanten Proteins in die Peroxisomenmembran und damit zu deren
gandigem Wachsdum. Dies fuhrt zu einer VergrofRerung des peroxisomaen Kompartimentes
in Form von tubul&ren Peroxisomen (Abb. 26 (1-2)). Diese Tubuli wesen ene
intraperoxisomale  Segregation von Membrart und Matrixproteinen auf, die ene Ausbildung
von Microdoménen darstellen konnte. In Abb. 26 wird dies am Beispid von Pmp69, Kataase
und Myc-Pex11-2 dageselt. Dies konnte die Vorbereitung ener Fragmentierung der
tubuldren  peroxisomaen  Strukturen  dardelen.  Mdoglichewese wird auch  die
Phospholipidzusammensetzung der Peroxisomenmembran beanflul¥, was zu
unterschiedlichen Zonen mit hoher oder geringer Membranfluiditét fUhren konnte. Diese
Huiditétsunterschiede und ene mogliche Beeligung enes Dynamin-dnlichen Proteins
konnten fur die Kondriktionen innerhdb der peroxisomden Tubuli, z.B. in den nach GFP-
Pex11-2-Expresson beobachteten Clugtern, verantwortlich sein (Kap. 4.4.3.1 und Abb. 26
(3)). Die Gegenwat des Myc-tags an N-Teminus von Pex11-2 verhindet aber
maoglicherwelse gerisch eine Fragmentierung der  tubuldren  Strukturen, wie se nach wit-

Pex11-2-Uberexpression in AT3-Zelen zu beobachten ist (Kap. 4.4.1 und Abb. 26 (4)). Die
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Abb. 26: Modell zur Vesikulation von Peroxisomen u.a. anhand der Expression

von Myc-Pex11-2 und den dadurch induzierten Effekten. Die durch Myc-Pex11-2
induzierte Ausformung tubuléarer Peroxisomen in CHO-Zellen und die Segregation

der peroxisomalen Proteine wird am Beispiel von Pmp69 und Katalase veranschaulicht.
Ob die Konstriktionen parallel hierzu (3) oder erst danach ausgebildet werden (2-3) ist
noch unklar. Solche Konstriktionen sind z.B. in peroxisomalen Clustern nach
Expression von GFP-Pex11-2 zu beobachten. Die Fragmentierung der peroxisomalen
Tubuli wird evt. durch Myc-Pex11-2 unterbunden. Als unverandertes wt-Pex11-2
induziert das Protein peroxisomale Proliferation (4).
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beobachteten  perlschnurartigen Strukturen mit Kondriktionen  snd  méglicheweise
Intermediate enes inhibierten bzw. aretieten Proliferations-Prozesses. Ob die Segregation
der Proteine pardld zur Ausbildung der Kongriktionen stattfindet (Abb. 26 (1) und (3)) oder

ob diese Schritte zeitlich aufeinanderfolgen (Abb. 26 (1), (2) und (3)) ist noch unklar.

5.6 Aushblick

Es wird in Zukunft von besonderem Interesse sein, die Funktionen der Pex11-Homologe auf
metabolischer Ebene zu andyseren. Die Funktion von Pex1l konnte - mehr oder weniger
direkt - Uber die Oxidation von Fettsduren, in S cerevisiae insbesondere der mittelkettigen
Fettsauren, kontrolliert sein (van Roermund et d., 2000). Hierbei zeigen Hefezdlen, in denen
die fir Oxidation dieser Fettsauren bendtigten Enzyme durch Mutationen inaktiviert wurden,
densalben Phénotyp, wie Hefezdlen, denen das Pex11 fehlt, ndmlich ene geringe Anzahl sehr
grofl3er Peroxisomen. Es sellt sich daher die Frage ob, und welche Molekiile, evt. Cofaktoren,
madglicherweise von Pex11 in die Peroxisomen trangportiert werden.

Im Gegensatiz zu dieser Hypothese sehen Experimente, die in jingerer Zeit mit Hefen
durchgefiihrt wurden (Li und Gould, 2002), wobel hier Hefen in Fettsaure-freiem Medium
kultiviert wurden und Pex11 in diesen Gdaktose-induziert Uberexprimiert wurde. Die Pex11-
induzierte peroxisomde Proliferation entspricht hier dem Effekt von oleathadtigem Medium.
Dieser Befund steht im Gegensatiz zur Annahme, dal? die Oxidation mittelkettiger Fettsauren
in Hefe mit der Funktion von Pex11 verknipft ist.

Die Beobachtung von, im Vergleich zum Wildtyp, vergrof3erten Peroxisomen in reduzierter
Anzahl 183 sch auch in humanen Patienten-Fibroblasten machen, be denen die Aktivitét von
Enzymen der Fettsdure-Oxidation beentréchtigt it (Chang et d., 1999). Anderersaits zeigen
Zdlweger-Zdlen, in denen humanes Pex11-2 Uberexprimiet  wird, eine deutliche
Proliferation der in diesen Zdlen vorliegenden ,,Peroxisomen-Ghosts’, obwohl bel diesen der

Matrixprotein-Import, aso auch jener der Enzyme fir die Fettsiure-Oxidaion, inhibiert ist
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(Chang et 4d., 1999). Mdoglicheweise ig die peroxisomae Proliferation bem Menschen
unabhangig von der Fettsdure- Oxidation.

Weiterhin  wurde fir S cerevisiae gezeigt, dal die Expresson von Pexll vom
Transkriptionsfaktor Adrl reguliert wird, wobel dieser Faktor evt. direkt am Pex11-Promotor
bindet. Pardld hierzu wird die Expresson von Acyl-CoA-Oxidase, dem limitierenden Enzym
der [-Oxidation, ebenfdls Uber Adrl reguliert (Gurvitz e d., 2001). Dies wirde ene
Regulation von peroxisomaer Proliferation neben der des Fettsduresbbaus auf mRNA-Ebene
bedeuten, was einen indirekten Einfluld von Pex11 auf die 3-Oxidation aber nicht ausschliefd.

In Mausen, die Pex11-2-defizient snd, snd die peroxisomde b-Oxidation langkettiger
Fettsauren und die Etherlipidsynthese beaintréchtigt. AulRerdem sterben diese Tiere kurz nach
der Geburt, sind ohne endogenes Pex11-2 aso nicht Uberlebensfahig (Li et d., 2002).

Die Untersuchung der mdglichen Verknlpfung von peroxisomder Proliferation  und
Fettsdure-Oxidation Uber die Funktion von Pex1l in Hefe, bzw. Pex11-2 in Saugern, Seht

noch aus.

Die Untersuchung des direkten Effektes von Pex1l auf die Peroxisomenproliferation,
insbesondere Uber die Bindung von Interaktionspartnern steht ebenfdls noch aus. Da die
cytosolisch oriertierten Termini der integrden Pex11-Proteine in Sdugern die Interaktion mit
cytosolischen Proteinen ermdglichen, wéare die Identifizierung dieser Interaktionspartner sehr
aufschlul¥eich. Bisher wurde nur die Interaktion mit Pex19 gezeigt. Die Anbindung an Pex19
scheint Uber en PTS zu efolgen und dient wohl der Insetion von Pex11-2 in die

peroxisomale Membran (Sacksteder et a., 2000).
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6. Zusammenfassung

Zid dieser Arbeit war die Analyse der Funktion der Pex11-Homologe Pex11-1 und Pex11-2
aus Saugern. Es handdt sch hierbei um integrae peroxisomade Membranproteine mit zwel
Tranamembrandoménen und in das Zytoplasma ragenden Temini. Die funktiondle
Bedeutung der cytoplasmetischen Termini, insbesondere des Pex11-2-N-Terminus, sollte in
verschiedenen Experimenten untersucht werden. Waeiterhin sollte geklat werden, ob im N-
Terminus von Pex11-2 ein Targeting-Signd enthdten i<,

Um diese Fragen zu klaen wurden cDNA-Kongtrukte erselt. Hierbei wurden verschiedene
Varianten von Vekirzungen der Pexll-Homologe am N-Terminus oder am C-Teminus
hergestdIt. Zum Tel wurde an beiden Termini verkirzt. Weterhin wurden Fusionsproteine
mit Marker-Molekilen wie Myc, GFP, CFP und YFP angefertigt. Dies sowohl fur
unverkiirzte Pex11-Homologe, as auch fir die verkirzten Varianten. Zur Andyse wurden die
verschiedenen  Kongrukte in AT3- und CHO-Zdlen trandfiziet, wedche dann
immuncytochemisch untersucht wurden. Es wurden unterschiedlich veranderte peroxisomale
Phéanotypen durch Expression der verschiedenen Konstrukte erzeugt:

|.) Die Expression von wt-Pex11-2 induziet eine peroxisomde Proliferation, be der die
Peroxisomenzahl etwa verzennfacht wird. Nach Expresson von N-termind verkirztem
(N —24)-Pex11-2 hingegen bleibt dieser proliferationsfordernde Effekt aus.

1) Nach der Expresson von Myc-Pex11-2 werden in CHO-Zdlen tubul&e andatt
sphédrischer  Peroxisomen  erzeugt. Zudem weisen diese  Tubuli  intrgperoxisomae
Proteinsegregation  auf. Nach N-teminder Verkirzung dieses Kongruktes um 24
Aminosuren (Myc-(N  —-24)-Pex11-2) findet wedterhin @ @ne  Insation  in die
Peroxisomenmembran gatt. Eine Verdnderung der Peroxisomen bleibt aber aus.

[11.) AuRerdem erzeugte GFP-Pex11-2 in den trandizieten CHO- oder AT3-Zdlen Cluder
peroxisomaer Tubuli. Durch Inkubation mit dem Inhibitor Nocodazol wurden Mikrotubuli as
ausschlaggebende  Zdldruktur  fir  die  peroxisomde Clugerbildung identifiziet. Nach
Expresson des N-termind um 24 bzw. 74 Aminosduren verkirzten GFP-Fusonsproteins
wurde keine Cluderbildung induziert, obwohl das Proten nach wie vor in de
Peroxisomenmembran inseriert wird.

Die resultierenden verdnderten peroxisomalen Phénotypen in den mit cDNA-Konstrukten
trandizierten Séugerzellen weisen auf ene funktionele Bedeutung, v.a des N-Terminus, von
Pex11-2 hin. Alle durch Expresson rekombinanter Proteine induzieten veranderten
Phanotypen waren nur mit unverkirzten Kongtrukten zu beobachten. N-terminde Verkirzung
un 24 Aminosturen unterband jeglichen Einflul der Kondrukte auf den peroxisomaen
Phanotyp.

Der Pex11-2-N-Terminus konnte folglich verschiedene Funktionen besitzen: (i) Bem
peroxisomden Transport konnte e die Mikrotubuli-Assoziation, evt. Uber Kinesn,
beeinflussen. (i) Be da Peoxisomenbiogenese konnte e insbesondere be  der
Fragmentierung von Bedeutung sein. Die nach Myc-Pex11-2-Expresson erzeugten tubulédren
Strukturen konnten Intermediate auf dem Weg zur peroxisomaen Fragmentierung darstellen.
Die Abtrennung der Fragmente konnte durch das Myc-Pex11- 2 gerisch inhibiert sain.

Weiterhin  zeigen die Ergebnise dieser Arbet, dad der Pex11-2-N-Teminus ken
funktionsfahiges PTS enthdlt. Letzteresist wohl im luminalen Loop des Pex11-2 lokdigert.

Die ldentifikation moglicher cytosolischer Interaktionspartner des Pex11-2-N-Terminus, die
be den Dbexhriebenen Vorgangen von Bedeutung snd, efordet wetergehende
Untersuchungen.

Die Ergebnise der vorliegenden Experimente wesen auf das Vorhandensain  unter-
schiedlicher funktioneller Abschnitte innerhalb des Pex11-2-Molekils hin. Se bilden somit
ene Bass fur die wetere Charakteriserung dieses Proteins, das fur die Peroxisomen
biogenese von grofer Bedeutung ist.



