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1. Einleitung

Peroxisomen sind Zellorganellen, die von einer einfachen Membran begrenzt
werden. Bis auf wenige Ausnahmen sind sie in fast allen eukaryotischen Zellen
anzutreffen (Smith und Aitchison 2013). Erstmals beschrieben wurden sie in
Nieren von Mausen (Rhodin 1954). Sie wurden zunachst als Microbodies be-
zeichnet, zwolf Jahre spater wurde von De Duve der Begriff Peroxisom gepragt.
Von ihm wurde das Peroxisom als ein Organell definiert, das zumindest eine
Oxidase und eine Katalase besitzt, die den Auf- und Abbau von Wasserstoff-
peroxid koordinieren (De Duve und Baudhuin 1966). Die Aufgaben der Per-
oxisomen sind sehr vielféltig: Einige ihrer Funktionen im menschlichen Orga-
nismus sind die B-Oxidation von sehr langkettigen Fettsauren (VLCFA) oder die
a-Oxidation von Phytansaure. Im Peroxisom finden auBerdem Teile der Ether-
Phospholipidsynthese (Synthese von Plasmologenvorstufen), Synthese von
Gallensaurevorlaufern sowie der Abbau von radikalen Sauerstoffspezies und
Wasserstoffperoxid statt (Wanders und Waterham 2006, Wanders 2013, Smith
und Aitchison 2013).

Die Entstehung eines Peroxisoms ist ein komplexer Vorgang, fir den spezifi-
sche Biogenesefaktoren, die PEX-Proteine (auch Peroxine genannt) bendtigt
werden. Peroxine sind an mehreren Prozessen beteiligt: Sie werden fiir die Bil-
dung der peroxisomalen Membran gebraucht -durch sie wird die Membran fa-
hig, Matrixproteine zu importieren. Wahrend der Zellteilung regulieren sie einen
Teil der peroxisomale Vererbung (Smith und Aitchison 2013). Damit die per-
oxisomale Membran importkompetent wird, missen die peroxisomalen Memb-
ran-proteine (PMP) in die Membran integriert werden. Die PMPs werden im Zy-
tosol an freien Polyribosomen translatiert (Kim und Hettema 2015). Nach der
Translation erreichen diese Proteine das Peroxisom entweder tber das endop-
lasmatische Retikulum (ER) oder werden direkt von dem farnesylierten Bioge-
nesefaktor PEX19 (PEX19-abhangiger Klasse-I-Weg) zur peroxisomalen
Membran gebracht. Neben PEX19 werden flur die Membranbiogenese noch
PEX3 und PEX16 bendtigt (Jones et al. 2004, Fujiki et al. 2014, Rucktéaschel et
al. 2009). PEX19 agiert als l6slicher Rezeptor und Transportprotein (Chaperon).
Es erkennt seine Fracht (Cargo) nach dessen Translation anhand eines per-

oxisomalen Membran-Zielsteuerungssignals (mPTS) und transportiert sie zur



peroxisomalen Membran. Dort interagiert eine PEX19-Doméane mit dem zytoso-
lischen Anteil des Membranproteins PEX3, und es kommt zur Insertion des
Cargos (Fang et al. 2004, Ma et al. 2011, Hattula et al. 2014). Aber nicht alle
PMPs bendétigen PEX19, um zur peroxisomalen Membran zu gelangen: In hu-
manen Zellen sind bisher drei Proteine bekannt, die zunachst das ER passie-
ren, bevor sie unabhangig von PEX19 zum Peroxisom gelangen: PEX3, PEX16
und PMP34 (Kim et al. 2006, Kim und Mullen 2013). Eine neuere Arbeit be-
schreibt, dass PEX16 in der Lage ist, verschiedene PMPs wie PEX11p3, FIS1
und PMP70 zur ER-Membran zu rekrutieren (Hua et al. 2015). In Backerhefe
durchqueren neben Pex3 auch PMPs, die den Import der Matrixproteine dirigie-
ren, das ER (van der Zand et al. 2010, Thoms et al. 2012). Wenn PEXS3, PEX19
oder PEX16 in ihrer Funktion beeintrachtigt sind, ist die peroxisomale Memb-
rangenese unterbunden — Daher sind in betroffenen Zellen dann keine Per-
oxisomen vorhanden (Fujiki et al. 2014).

FlOr den Prozess der Peroxisomenbiogenese in Saccharomyces cerevi-
siae (S. cerevisiae) gibt es verschiedene, z.T. konkurrierende Modelle:

(1) Peroxisomen entstehen durch Wachstum und Teilung oder

(2) durch die Fusion von praperoxisomalen Vesikeln, die am ER entste-
hen (Hoepfner et al. 2005, Motley und Hettema 2007, van der Zand et al. 2012).

Das erste Modell beschreibt, dass reife Peroxisomen zunachst wachsen
und dann durch das Zusammenspiel von verschiedenen Teilungsfaktoren (auch
Fissionsfaktoren) geteilt werden. Diese Fissionsfaktoren sind auch an der Tei-
lung von Mitochondrien beteiligt. Dieser Prozess der Fission |auft in mehreren
Schritten ab: Zuerst initiert PEX11 die Elongation des bestehenden Per-
oxisoms. AnschlieBend wird der Teilungsfaktor Fis1 rekrutiert. Dieser und weite-
re Kofaktoren wiederum versammeln Proteine, die die Einschnlirung und Tei-
lung des elongierten Peroxisomtubulus mdéglich machen (Kuravi et al. 2006,
Motley und Hettema 2007, Hettema und Motley 2009, Schrader et al. 2012).

Das zweite Modell beruht auf folgender Beobachtung: in Apex3- oder
Apex19- Backerhefestdmmen gibt es keine Peroxisomen. Wird in diesen
Stammen jedoch wieder Pex3 oder Pex19 exprimiert, so entstehen Peroxiso-
men de-novo vom ER (Hoepfner et al. 2005).

Eine Voraussetzung fir die Ausbildung eines reifen Peroxisoms ist, dass
dieses mithilfe des peroxisomalen Transportproteins PEX5 Matrixproteine im-



portieren kann. Dieser Import geschieht durch das peroxisomale Translokon,
welches den Transport der Matrixproteine Uber die peroxisomale Membran er-
moglicht. Das Translokon wird erst durch die Interaktion von zwei Komplexen
gebildet: dem RING-Komplex (bestehend aus Pex2, Pex10 und Pex12) und
dem docking-Komplex (bestehend aus Pex13 und Pex14) (Smith und Aitchison
2013, Tabak et al. 2013).

Das zweite Peroxisombiogenesemodell stitzt diese Beobachtung: viele
PMPs in Hefe passieren das ER, bevor sie das Peroxisom erreichen (van der
Zand et al. 2010, Thoms et al. 2012). Zu den PMPs, die das ER durchqueren,
zahlen auch die PEX-Proteine, die zur Bildung des peroxisomalen Translokons
bendtigt werden. Wenn die PMPs das ER verlassen, werden sie in zwei ver-
schiedene Gruppen von praperoxisomalen Vesikeln sortiert. Eine Vesikel-
Population enthélt die Komponenten des RING-Komplexes, wéhrend die ande-
re den docking-Komplex beherbergt. Das PMP Pex15 rekrutiert die AAA-Typ
ATPasen Pex1 und Pex6. Unter dem Zusammenspiel von Pex1 und Pex6
kommt es zur Fusion der beiden praperoxisomalen Vesikel-Populationen. Das
Translokon entsteht und der Import von peroxisomalen Matrixproteinen kann
beginnen (van der Zand et al. 2012, Tabak et al. 2013).

Erst ein reifes Peroxisom kann Matrixproteine importieren. Voraussetzung fur
ihren Import ist in der Regel ein peroxisomales Zielsteuerungssignal (PTS).
Aber auch Proteine ohne ein PTS kdnnen in das peroxisomale Lumen gelangen
—vorausgesetzt sie oligomerisieren mit einem Protein, das ein PTS1 tragt. Diese
Proteine erreichen sozusagen nach dem ,Huckepackprinzip“ das peroxisomle
Lumen (Hasan et al. 2013, Thoms 2015). Je nach Erkennung der Matrixprotei-
ne durch PEX5 oder PEX7, unterscheidet man zwischen PTS1 oder PTS2. Nur
ein kleiner Teil der Proteine tragt das Amino- (N-) Terminus gelegene PTS2.
Dieses ist ein neun Aminosauren langes Signal, das innerhalb der ersten 20
Aminosauren des N-Terminus der PTS2-tragenden Matrixproteine lokalisiert ist.
Der GroBteil der peroxisomalen Matrixproteine besitzt jedoch am Carboxy- (C-)
Terminus befindlich das PTS1. Dieses Motiv ist circa zehn Aminosauren lang
und dient PEXS5 als Erkennungssignal. Die letzten drei Aminosauren des Motivs
sind im Wesentlichen ausschlaggebend fur die Erkennung des Matrixproteins.
Die Aminosauren, die ihnen vorausgehen, kénnen die endglltige Zielsteuerung



des Proteins modulieren. Definierend fir das PTS1 ist dessen haufigste Tripep-
tidsequenz Serin-Lysin-Leucin (SKL) am C-Terminus des Matrixproteins. Es
gibt verschiedene Varianten dieser Tripeptidsequenz, deren Motiv sich wie folgt
zusammensetzen kann: (S/A/C)-(K/R/H)-(L/A) (Hasan et al. 2013). Das per-
oxisomale Matrixprotein wird anhand des PTS1 erkannt und von seinem [6sli-
chen Rezeptor PEX5 gebunden. Daraufhin erfolgt der Transport zum peroxiso-
malen Translokon. Von ihm wird PEX5 mit seiner Fracht in das Peroxisom
transloziert. Dort entlasst PEX5 das Matrixprotein. In einem nachsten Schritt
wird PEX5 mit einem einzelnen Ubiquitin markiert. Fir die an Pex15 (oder des-
sen humanes Analog PEX26) gebundenen AAA-Typ ATPasen PEX1 und PEX6
ist dies das Signal, PEX5 wieder ins Zytosol zu transportieren (Dodt und Gould
1996, Dammai und Subramani 2001, Ma et al. 2011, Fuijiki et al. 2012b).

16 PEX Gene koordinieren im Menschen die Peroxisomenbiogenese. Bei 14
dieser Gene sind pathologische Mutationen bekannt, deren klinisches Korrelat
die Peroxisomenbiogenesedefekte (PBD) sind. Diese werden in zwei gro3e Un-
tergruppen unterteilt: in Erkrankungen des Zellweger-Spektrums (ZSS) und in
den Rhizomelia chondrodysplasia punctata Typ | (RCDP). Zu dem ZSS geh6é-
ren drei Krankheiten, die sich im Schweregrad der Auspragung ihres klinischen
Phanotyps unterscheiden. Menschen mit Refsum-Syndrom (RS) kdnnen das
Erwachsenenalter und von neonataler Adrenleukodystrophie (NALD) betroffene
das Schulkindalter erreichen. Neugeborene, die am Zellweger-Syndrom (ZS)
leiden, versterben jedoch schon im Kleinkindalter (Waterham und Ebberink
2012, Braverman et al. 2013). Typische Symptome des ZS sind faziale Dys-
morphien, eine schwere, muskulare Hypotonie, eine psychomotorische Retar-
dierung, eine Hepatomegalie, die von einer Leberdysfunktion begleitet wird,
Beeintrachtigungen der Niere und eine VergréBerung der Liquorventrikel. Cha-
rakteristisch fUr die neurologischen Lasionen sind eine fehlerhafte Migration und
Differenzierung von Neuronen sowie Defekte in der Bildung der weiBen Sub-
stanz. Spater kommt es zu einer Neurodegeneration des Gehirns. Die Sympto-
me der NALD sind weniger schwerwiegend und treten wahrend des spéaten
Kleinkindalters auf. Es stehen vor allem epileptische Anfélle und eine psycho-
motorische Regression im Vordergrund. Morphologisches Korrelat sind eine
Demyelinisierung und eine progressive kortikale Atrophie. Von diesen beiden



Formen unterscheidet sich das RS, deren Patienten durch eine leichten
psychomotorische Retardierung, einen Hérverlust und eine Degeneration der
Retina gekennzeichnet sind (Shimozawa 2007, Shimozawa 2011, Waterham
und Ebberink 2012, Braverman et al. 2013).

Insgesamt sind PBD durch eine genetische Heterogenitat gekennzeich-
net. Auf Genotyp-Ebene teilt man die PBD in 13 Komplementationsgruppen
(CG) ein. Mehr als 50% der Betroffenen des ZSS sind der CG 1 (Mutation im
Gen PEXT) zuzuordnen. Morphologisch lassen sich zwei Typen von CG unter-
scheiden: Ein Teil besitzt noch peroxisomale Reststrukiuren. Diese werden
auch als ,ghosts bezeichnet. Die Membran der ,ghosts® enthalt zwar PMPs,
aber im Organelllumen sind keine oder kaum Matrixproteine anzufinden. Wenn
PEX16 (CG9), PEX19 (CG12) oder PEX3 (CG14) mutiert sind, sind in den Pati-
entenzellen gar keine peroxisomalen Strukturen zu finden (Fujiki et al. 2012a).
Um diese Krankheiten und ihre Pathophysiologie besser zu verstehen, muss
das bestehende Wissen Uber die Peroxisomenbiogenese und die Interaktion

ihrer verschiedenen Biogenesefaktoren erweitert werden.

In dieser Arbeit wurden zwei Peroxine untersucht: das humane PEX26 und
Pex15, welches in S. cerevisiae zu finden ist. Beide PMPs Uben in ihrem jewei-
ligen Organismus die gleiche Funktion aus —sie binden die ATPasen PEX1 und
PEX6 an die peroxisomale Membran. Pex15 und PEX26 gehéren zu der Klasse
der Proteine mit tail anchor (TA) (Matsumoto et al. 2003, Birschmann et al.
2003). Diese TA-Proteine bilden eine Untergruppe der integralen Membranpro-
teine. Sie sind durch den Besitz einer C-terminalen, von geladenen Aminosau-
ren flankierten Transmembrandoméane (TMD) gekennzeichnet. Dieser folgt ein
kurzer C-terminale Abschnitt mit einer L&nge von bis zu 30 Aminosauren. Die
TMD und die ihr folgenden Aminosduren werden gemeinsam auch als C-
Segment bezeichnet. Die Proteintopologie der TA-Proteine ist wie folgt: die
funktionelle Doméne der TA-Proteine befindet sich im Zytosol, wahrend ihr C-
terminale Ende nach luminal ausgerichtet ist. Da die TMD der TA-Proteine am
C-Terminus lokalisiert ist und sie keine N-terminale Signal-Sequenz besitzen,
findet inre gesamte Translation an freien Ribosomen im Zytosol statt. Erst da-
nach werden die TA-Proteine zu ihrer Zielmembran transportiert (Kutay et al.
1993, Borgese et al. 2003, Borgese et al. 2007). Es gibt verschiedene Mecha-
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nismen, die eine Differenzierung zwischen den verschiedenen Zielmembranen
der TA-Proteine erlauben. Nach der Translation wird im Zytosol zun&chst ent-
schieden, ob das TA-Protein zum Peroxisom, zur au3eren Membran des Mito-
chondriums (MOM) oder zum ER gebracht wird.

Die Unterscheidung zwischen mitochondrialen, peroxisomalen sowie TA-
Proteinen des ERs ist komplex. Die Eigenschaften der TMD und die ihr folgen-
den C-terminalen Aminosauren beeinflussen die Zielsteuerung der Proteine.
Mitochondriale TA-Proteine haben eine eher kirzere TMD mit einer geringeren
Hydrophobizitat als TA-Proteine, flr das ER bestimmt sind. Im tail anchor der
mitochondrialen TA-Proteine sind netto mehr positiv geladene Aminosauren zu
finden als im tail anchor der TA-Proteine des ERs. Diese sind weniger positiv
oder sogar negativ geladen (Kuroda et al. 1998, Beilharz et al. 2003, Borgese et
al. 2003, Kalbfleisch et al. 2007). Wie genau mitochondriale TA-Proteine zur
MOM gelangen und dort integriert werden, ist noch nicht bekannt. Der Prozess
ist jedoch unabhangig von dem Translokationssystem der aufBeren mitochon-
drialen Membran (TOM) (Setoguchi et al. 2006). Von peroxisomale TA-Proteine
wissen wir bisher nur, dass diese von PEX19 zur peroxisomalen Membran ge-
steuert werden (Yagita et al. 2013). Mehr hingegen ist Uber die Zielsteuerung
der TA-Proteine des ERs bekannt. Einige Proteine mit niedriger Hydrophobizitat
der TMD kdnnen spontan in die ER-Membran integrieren. Proteine, deren Hyd-
rophobizitat der TMD héher ist, bendtigen Transportproteine, die eine Aggrega-
tion der Proteine im Zytosol verhindern (Borgese et al. 2007). Aufgrund ihrer
Topologie werden TA-Proteine vollstdndig im Zytosol translatiert. Hier kdnnen
sie von verschiedenen Chaperonen erkannt werden: Die Proteine Hsp40/HSc70
transportieren ihr Fracht ATP-abhangig zum ER, wo die TA-Proteine sich wahr-
scheinlich unassistiert in die Membran integrieren (Abell et al. 2007). Andere
TA-Proteine nutzen die Hilfe eines Translokon-Komplexes. Einige von ihnen
sind Substrate des Signal-Recognition-Particles (SRP). Dieses ist in der Lage,
post-translational hydrophobe Abschnitte der TA-Proteine zu erkennen und zu
binden (Abell et al. 2004). Das SRP rekrutiert das TA-Protein zum SEC61-
Translokon. Dieses ist (in S. cerevisae) in Assoziation mit den Faktoren Sec62,
Sec63, Sec71 und Sec72 in der Lage, die TA-Proteine in die ER-Membran ein-
zufligen. Eine Sonderstellung nehmen Sec62 und Sec63 ein. Sie erkennen
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selbststéandig kurze TA-Proteine unabhangig vom SRP (Johnson et al. 2013a,
Johnson et al. 2013Db).

Es gibt noch ein anderes System, das TA-Proteine erkennt: der Guided
Entry of Tail-anchor- (GET-) Transportweg. Wahrend der Translation eines TA-
Proteins sind die Ribosomen in der Lage, einen Transmembrane Recognition
Complex (TRC) zu rekrutieren. Dieser besteht aus verschiedenen Komponen-
ten. Eine, Sgt2 in S. cerevisiae, erkennt die C-terminale TMD des TA-Proteins.
Ein weiterer Teil des Komplexes wird von Get4 und Get5 (bzw. die Homologe
TRC35 oder Ubl4A im Menschen) gebildet. Sie rekrutieren erst das Transport-
protein Get3 (bzw. das humane Homolog TRC40). Dann vermitteln sie die In-
teraktion von Get3 mit Sgt2: das TA-Protein wird von Sgt2 auf Get3 Ubertragen
(Stefanovic und Hegde 2007, Jonikas et al. 2009, Mariappan et al. 2010, Wang
et al. 2010).

Get3 bildet Dimere und kommt in zwei Konformationen vor, in einer ge-
Offneten und einer geschlossenen. Der Wechsel zwischen gedffnet und ge-
schlossen wird durch ATP-Hydrolyse ermdglicht. Im geschlossenen Zustand
bilden die beiden Get3 Moleklle des Dimers mit ihren a-helikalen Doméanen
eine Bindestelle fur die TA-Proteine. Nach der Bindung transportiert der Get3-
Dimer sein Substrat zum ER. Dort sitzt der Get1-Get2-Rezeptorkomplex. Get2
bindet Get3, wodurch Get3 in die Nahe von Get1 gelangt. Durch die Interaktion
mit Get1 wechselt Get3 von seiner geschlossenen zur offenen Konformation.
Das TA-Protein ist jetzt nicht mehr an Get3 gebunden und wird in die ER-
Membran eingefiigt. In einem letzten Schritt bindet Get3 ATP, was zu einer L6-
sung der Get1-Get3-Interaktion fihrt. Get3 ist wieder frei im Zytosol verfligbar
und kann erneut als Chaperon fungieren (Schuldiner et al. 2008, Mariappan et
al. 2010, Vilardi et al. 2011, Chartron et al. 2012, Denic et al. 2013, Vilardi et al.
2014). In humanen Zellen interagiert der TRC40-Substratkomplex zunachst mit
CAML (welches in humanen Zellen die Funktion von Get2 ausibt). In einem
zweiten Schritt stellen CAML und dessen Interaktionspartner WRB (humanes
Get1 Homolog) synergistisch sicher, dass das Substrat in die ER-Membran
integriert wird (Vilardi et al. 2011, Yamamoto und Sakisaka 2012, Vilardi et al.
2014).
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Auf den ersten Blick scheinen PEX26 und Pex15 sich zu &hneln: Sie sind beide
peroxisomale TA-Proteine, sie haben die gleiche Funktion und interagieren mit
PEX19 (Matsumoto et al. 2003, Birschmann et al. 2003, Halbach et al. 2006).
Erstaunlicherweise haben die Proteine jedoch nur einen geringen Anteil an
identischer Aminosauresequenz von 15% (paarweise Alignierung, EMBOSS
Needle, Standardeinstellung). Auch auf Ebene des Transports zum Peroxisom
scheinen sich PEX26 und Pex15 zu unterscheiden. Von PEX26 wird ange-
nommen, dass es im Zytosol von PEX19 erkannt und direkt zum Peroxisom
gebracht wird (Halbach et al. 2006, Yagita et al. 2013). Pex15 passiert zunachst
das ER, bevor es in Peroxisomen gelangt. Anders als PEX26 ist es Substrat
des GET-Transportweges. Pex15 wird von Get3 erkannt und Uber Get1 und
Get2 ins ER integriert. Von dort wird es Pex19-abhangig in Vesikeln zum Per-
oxisom transportiert (Elgersma et al. 1997, Schuldiner et al. 2008, Lam et al.
2010). Wie auch die Peroxisomenbiogenese wird die Zielsteuerung der PMPs
kontrovers diskutiert. Viele PMPs in S. cerevisiae passieren das ER, bevor sie
zum Peroxisom transportiert werden (van der Zand et al. 2010). Neuere Arbei-
ten sprechen auch fur eine mdgliche ER-Passage von humanen PMPs (Kim
und Mullen 2013, Hua et al. 2015). In dieser Arbeit sollen daher diese Fragen
naher untersucht werden:

Folgt PEX26 ebenfalls diesem Verhalten und integriert sich in das ER?
Wenn dies zutrifft, gibt es Parallelen zwischen dem Zielsteuerungsverhalten von
PEX26 und Pex15?

2. Material und Methoden

2.1. Erstellung der DNA-Konstrukte

Zur Klonierung der Plasmide wurden konventionelle Klonierungstechniken, das
Gateway-Klonieren und die Site-directed-Mutagenese verwendet. Die fur diese
Arbeit klonierten Konstrukte sind unter der Originalpublikation (Buentzel et al.
2015) und in Tabelle 1 gelistet.

Far die Expression von PEX26 in Hefe wurde ein fir die Expression in S.
cerevisiae Codon optimiertes PEX26 (PEX26°) verwendet. Die Plasmide
pRS416GAL1-PEX26°°-EcoRl-opsin (pJB3) und pRS416GAL1-EcoRI-Fis-opsin
(pJB5) wurden in zwei Schritten kloniert: die fir den Opsin-Marker kodierenden
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Oligonukleotide OST921/ 922 wurden annealt (Annealing) und Uber die Restrik-
tionsstellen EcoRI und Xhol in den Vektor pRS416GAL1 kloniert. In den neu
entstandenen Vektor pRSGAL1-EcoRl-opsin (pJB2) wurden PEX26°° und Fis1
tber Xbal und EcoRl, bzw. BamHI und EcoRI eingefigt. Zuvor waren beide
Gene mit den Oligonukleotiden OST957/ 958 bzw. 927/928 durch die Poly-
merasekettenreaktion (PCR) von den Templates pENTR-PEX26%° (PST1193)
und pDONR zeo-Fis1-STOP (PST1257) amplifiziert worden. pRS416GAL1-
PEX26% —opsin wurde generiert, indem PEX26°° mit OST957 und OST1088
von PST1193 amplifiziert und in den mit Xbal und Xhol gebffneten Vektor
pRS416GAL1 eingefligt wurde.

pJB8 wurde als Template genommen, um durch Site-directed-
Mutagenese die Konstrukte pRS416GAL1- PEX26°°-AAR-opsin (pJB21),
pRS416GAL1-PEX26%°-ARR-opsin (pJB22), pRS416GAL1-PEX26°°-RAA-opsin
(pdB23), und pRS416GAL1-PEX26%°-AAA-opsin (pJB24) PEX26° zu klonieren.
Zunachst wurde pRS416GAL1- PEX26°°-opsin mit den Primern OST1194/1195
bzw. OST1196/1197 zu pRS416GAL1- PEX26°-ARR-opsin und pRS416GAL1-
PEX26°°-RAA-opsin mutiert. In einem zweiten Schritt gingen aus diesen Kon-
strukten pRS416GAL1- PEX26°°-AAA-opsin und pRS416GAL1- PEX26°°-AAR-
opsin hervor. Nach jeder Mutagenese-PCR wurde der Templatevektor mit Dpnl
verdaut.

pRS416GAL1-EGFP-PEX26 (pJB27) wurde ebenfalls in zwei Schritten
kloniert: zunachst wurde das enhanced green fluorescent protein (EGFP) mit
den Oligonukleotiden OST526/1272 mittels PCR amplifziert (Template pAG416-
GPD-EGFP-PEX26) und Uber die Restriktionsstellen Xbal und EcoRI in den
Vektor pRS416GAL1 eingefligt. PEX26% und die PEX26-Mutanten PEX26-
ARR, PEX26%°-AAR, PEX26%°-RAA und PEX26°°-AAA wurden mit den Primern
OST1273/1274, von pdB8, pdB22, pdB23 und pJB24 amplifziert und mithilfe der
Restriktionsenzyme EcoRl und Xhol in den Vektor pRS416GAL1-EGFP
(pdB26) eingeflugt. Die resultierenden Plasmide wurden wie folgt bezeichnet:
pRS416GAL1-EGFP-PEX26°-0opsin (pJB27), pRS416GAL1-EGFP-PEX26%-
ARR-opsin (pJB28), pRS416GAL1-EGFP-PEX26°°-RAA-opsin (pJB29), und
pRS416GAL1-EGFP-PEX26°°-AAA-opsin (pJB30).

pAG416-GPD-EGFP-PEX26%° (PST1310) und pAG416-EGFP-PEX26
wurden mithilfe der Gateway-Klonierungstechnik erstellt. Hierfir wurden die
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Entry-Vektoren pENTR221 PEX26%° (PST1193) und pENTR221 PEX26
(PST1147) in einer LR-Reaktion mit dem Destinationsvektor pAG416-GPD-
EGFP-ccdB (PST1117) rekombiniert. Die Rekombination des Destinationsvek-
tors pAG416-GAL1-EGFP-ccdB (PST1341) mit pENTR221 PEX26%° (PST1193)
ergab pAG416-GAL1-EGFP-PEX26% (PST1486).

Um das Konstrukt p416 TEF-PEX15ATMD-PEX26 zu klonieren, wurden
in einer ersten PCR die N-terminale, |I6sliche Doméane von Pex15 und das C-
Segment von PEX26 (PEX26-C) mit den Oligonukleotiden OST 1101/1102 und
OST1103/958 von pAG418-GPD-Pex15 und PST1310 amplifiziert. Die resultie-
renden Produkte wurden wiederum als Template fir eine zweite PCR verwen-
det, die mit den Primern OST1101 und OST958 durchgefihrt wurde. Das Fusi-
onsprotein wurde anschlieBend Uber die Schnittstellen Xbal und EcoRl in den
Vektor pTEF416 kloniert. Da bei der Sequenzierung ein Frameshift in der Fusi-
onsregion auffiel, wurde dieser durch eine Site-directed-Mutagenese mit den
Primern OST1275/1276 korrigiert. Ein STOP-Codon wurde auf gleiche Weise
mit den Primern OST1176/1177 eingefligt, so dass p416TEF-Pex15ATMD-
PEX26%°-STOP (PST1565) entstand.

pRS416TEF-EGFP wurde durch die Amplifikation EGFPs mittels PCR
(verwendete Oligonukleotide: OST562 und OST1272) und dessen anschlie-
Benden Insertion in den Vektor pRS416TEF hergestellt. Fir die Klonierung
wurden die Restriktionsenzyme Xbal und EcoRIl verwendet. pRS416TEF-
EGFP-PEX26%%2°% wurde kloniert, indem zundchst PEX26°°%%% mithilfe der
Oligonukleotide OST1301 und OST1303 durch PCR amplifiziert wurde. Als
Template diente das Konstrukt pJB8. Das PCR-Produkt wurde Gber die Restrik-
tionsstellen EcoRI und Xhol in den Vektor pRS416TEF-EGFP kloniert.

Tabelle 1 Klonierte Konstrukte, die nicht in der Originalpublikation (Buentzel et al.
2015) gelistet werden

pJB5 pRS416GAL1-Pex15-opsin

pJB21 pRS416GAL1-PEX26%-AAR-opsin

pJB22 pRS416GAL1-PEX26%-ARR-opsin

pJB23 pRS416GAL1-PEX26%-RAA-opsin

pJB24 pRS416GAL1-PEX26%-AAA-opsin

pJB28 pRS416GAL1-EGFP- PEX26°°-ARR-opsin

pJB29 pRS416GAL1-EGFP- PEX26°-RAA-opsin

pJB30 pRS416GAL1-EGFP- PEX26°°-AAA-opsin
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Tabelle 2 Oligonukleotide, die nicht in der Originalpublikation (Buentzel et al.
2015) gelistet werden

0OST927 GCGCGGATCCATGACCAAAGTAGATTTTTGG

0ST928 GCGCGAATTCCCTTCTCTTGTTTCTTAAGAA

OST1194 GGAAGGCTGCATTTTCTGCCCTCTACCAGCTCCGAATCCG

OST1195 CGGATGCGGAGCTGGTAGAGGGCAGAAAATGCAGCCTTCC

OST1196 CTCGCCTCTACCAGCTCGCCATCGCTGACGGTCCTAACTTCTACG

OST1197 CGTAGAAGTTAGGACCGTCAGCGATGGCGAGCTGGTAGAGGCGAG

2.2. Umgang mit Hefen und Hefekulturen

Die Hefestdmme, die fiir diese Arbeit verwendet wurden, sind in der Original-
publikation (Buentzel et al. 2015) zu finden. Es wurden ausschlieBliche Backer-
hefestamme (S. cerevisiae) verwendet. Zur Anzucht der Hefen wurden folgende
Medien verwendet: synthetic defined- (SD) Medium (0,67% Hefe-Stickstoffbasis
ohne Aminosauren (Difco), 0,75% Kaliumchlorid, 0,5% Ammoniumsulfat,
0,083% Aminosauremix, Kohlenstoffquelle abhangig vom Versuch), Ols&ure-
medium (0,15% Olsaure, 0,9% Aminosdurenmix, 0,1% Hefeextrakt, 0,17% Hefe
Stickstoff Basis ohne Aminosduren (Difco), 0,4% Tween40 und 2% Agar) und
YP-Medium (1% Hefeextrakt, 2% Pepton). Der Aminosauremix wurde wie folgt
zusammengemischt: 5,2% Adeninhemisulfat, 5,2% Arginin-HCI, 5,2% Histidin-
HCI, 15,7% Homoserin, 5,2% lIsoleucin, 5,2% Leucin, 5,2% Lysin-HCI, 5,2%
Methionin, 7,9% Phenylalanin, 7,9% Tryptophan, 5,2% Tyrosin, 3,1% Uracil und
23,6% Valin. Wenn Aminosauren als Selektionsmarker verwendet wurden, fehl-
te die entsprechende Aminosaure im Aminosduremix. Gegossenen Platten
wurden 20 g/l Agar hinzugefugt.

Alle Hefestdmme wurden bei 28°C herangezogen, Flussigkulturen wur-
den zusétzlich mit 300 rpm geschiittelt. Nicht transformierte Stamme wurden
auf YP-Medium, das mit 2% Glukose versetzt war, aufgezogen.

Fir die Galaktose-Puls-Experimente wurden die Hefestimme zunachst
10 h in einem flissigen SD-Medium mit 2% Glukose angezogen. Danach wur-
den die Zellen auf eine ODgpo von 0,1 verdinnt und wuchsen tber Nacht auf
einem SD-Medium mit 4% Raffinose bis zu einer ODgyp von 3-5. Die Zellen
wurden bei 2500 rpm herunter zentrifugiert und in 2%igem Galaktose-SD-
Medium aufgenommen. Fir die Pulse-Chase-Experimente verblieben die Hefen
bis zu 2,5 h auf dem Galaktose-SD-Medium. Danach wurden sie abzentrifugiert
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und dreimal mit sterilem Wasser gewaschen, bevor sie in einem 2% Glukose-
SD-Medium aufgenommen und der Chase-Schritt initiiert wurde.

Fur den Olséureversuch wurden die Hefezellen zunéchst fiir 10 h auf 2%
Glukose-SD-Medium hochgezogen. Danach folgten zwei Hungerschritte. Hier-
fir wurden die Zellen auf eine ODgyo von 0,1 verdinnt und 10 h lang in einem
0,3% Glukose-SD-Medium kultiviert. Fir den zweiten Hungerschritt wurden die
Hefen erneut auf eine ODggo von 0,1 verdinnt und Uber Nacht wieder in einem
0,3% Glukose-SD-Medium bis zu einer ODggo von 2 angezogen. Die Hefen
wurden am nachsten Tag abzentrifugiert und dreimal mit sterilem Wasser ge-
waschen. Die Hefen wurden in 5 ml Wasser aufgenommen. Danach wurde eine
Verdinnungsreihe von 1:1 bis 1:1,000 angefertigt. 2 pl der Hefesuspension
wurden auf die Ols&ureplatte getiipfelt. Diese inkubierte 7 Tage bei 28°C, bevor
die Platten fotodokumentiert wurden.

Fir die extrachromosomale Expression von DNA wurden die Hefestam-
me mit Plasmiden transformiert: Dazu wurden 10 pl kompetente Hefen mit 2 pl
des Plasmids versetzt. Es wurde das sechsfache Volumen an PEG-comp-
Puffer (100 mM Lithiumacetat, 10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA/NaOH (pH
8), 40% PEG3350 (Sigma)) hinzugeflgt. Der Transformationsansatz wurde
gemischt und inkubierte fir 30 min bei Raumtemperatur, bevor er mit 9% Dime-
thylsulfoxid versetzt wurde. Es folgte ein 15-min0tiger Hitzeschock. Danach
wurden die Hefen abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Hefepellet in
sterilem Wasser aufgenommen und auf Platten mit den entsprechenden Selek-

tionsmarkern ausgestrichen.

2.3. Zelllyse und Western Blot

Die Zellen wuchsen bis zu einer ODgg von 2-5. Es wurden Proben genommen,
die einer ODggp von 1,5 entsprachen. Die Hefen wurden bei 13,000 x g abzentri-
fugiert und mit TE-Puffer (10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA) gewaschen. An-
schlieBend wurde das Pellet in 500 pl Wasser aufgenommen und mit 75 pl Ly-
sepuffer versetzt (1% beta-Mercaptoethanol, 0,5 M EDTA, 5 M
Natriumhydroxyd, 100 mM PMSF). Die Proben wurden 10 min bei 4°C gevor-
text. AnschlieBend wurden die Proteine 5 min lang mit 23% Trichloressigsaure
prazipitiert. Es folgte ein 15 min Zentrifugationsschritt (13,000 x g, 4°C). Der
Uberstand wurde verworfen. Das Proteinpellet wurde zweimal mit 100% Azeton
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(-20°C) gewaschen und anschlieBend in 20 pl Wasser gelést. Den Proben wur-
den 10 pl Ladepuffer (4x Roti-Load1-Puffer (Roth)) hinzugefligt. Kontrollen wur-
den mit den deglykosylierenden Proteinen EndoH oder PNGase F behandelt.
Vor der Gelelektrophorese wurden sie flir 5 min bei 95°C denaturiert.

Die Proteinproben wurden mittels Western Blot analysiert. Hierfir wurde
eine SDS-Page-Gelelektrophorese durchgefihrt. Zur Separation wurde ein 12%
Polyacrylamidgel verwendet. Die Proteine wurden anschlieBend durch halbtro-
ckenes Blotten (1,5 mA je cm?) auf eine Nitrozellulosemembran Gbertragen.
Unspezifische Bindungen wurden mit 5% Blockpuffer (5% Milchpulver gelést in
PBS (10% NaCl, 0,25% KClI, 1,8% Na;HPO4 x 2 H>0O, 0,3% KH,PO4) geséttigt.
Der Opsin-Antikérper wurde zunachst 1:1,000, spéater als Antikérpertberstand
1:100, der Phosphoglycerokinase-Antikérper 1:10,000, in PBS mit 1% Milchpul-
ver verdinnt. Die Membran und der Antikérper inkubierten tber Nacht bei 4°C
auf einer Wippe. Vor dem Hinzufliigen des sekundaren Antikérpers wurde die
Membran dreimal 5 min mit PBS-Puffer gewaschen. Der sekundare Antikérper
Esel-Anti-Maus-1gG-HRP (konjugiert) wurde in einer 1:10,000 Verdinnung ge-
nutzt. Die Membran wurde mit Lumi-Light oder Lumi-Light plus Western Blot
Substrat (Roche) behandelt, um Chemilumineszenz zu erzeugen. AnschlieBend
wurden die Proteine mit dem Luminescent Image Analyzer LAS 4000 (Fuiji) de-

tektiert und fotografiert.

2.4. Mikroskopie

Vor dem Mikroskopieren wurden Proben der in Fllssigkultur gezogenen Hefe-
zellen abzentrifugiert. Das Uberstehende Medium wurde verworfen. Das Pellet
wurde mit 0,1% Formaldehyd versetzt, um die Hefen zu fixieren. Die lebenden
Zellen wurden in Low-melting-Agarose gebettet. Die Zellen wurden unter 100-
facher VergréBerung unter einem Olimmersionsobjektiv (NA 1.3) mit einem
Zeiss Imager M1 Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Fir Immunfluoreszenz
fixierte HeLa-Zellen wurden unter 40-facher und 100-facher VergréBerung beo-
bachtet. Die Praparate lagen schon vor und wurden flir diese Arbeit analysiert.
Fir die Aufnahmen wurde eine HRm Kamera und die Axiovision 4.8 acquisition

Software verwendet.
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2.5. In-silico-Analyse von TMD-Lange und -hydrophobizitat
Die Transmembrandomanen von Pex15 und PEX26 wurde mithilfe von TMPred
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html, (Hoffmann und Stoffel
1993)) vorhergesagt. Die Hydrophobizitaten wurden mittels des Hydrophobizi-
tatsscores nach Kyte und Doolittle (1982) bestimmt. Die FenstergréBe zur Be-
rechnung der Hydrophobizitat betrug 7 (Kyte und Doolittle 1982).

3. Ergebnisse und Diskussion
3.1. PEX26 und Pex15 weisen konservierte Zielsteuerungsinformationen
auf.

Um auf Parallelen zwischen der Zielsteuerung PEX26 und Pex15 zu testen,
exprimierten wir das humane PEX26 in S. cerevisiae. Aufgrund einer zu niedri-
gen Expressionsrate des urspringlichen PEX26, wurde eine PEX26-Version,
die fir die Expression in Hefe optimiert war, verwendet. PEX26 wurde an sei-
nem N-terminalen Ende mit einem EGFP markiert und in Hefe exprimiert. Dort
lokalisierte es in grinen Punkten, die mit dem peroxisomalen Marker HcRed-
SKL kolokalisierten (Buentzel et al. (2015): Figures 1b-e). Aus dieser Beobach-
tung lieBen sich mehrere Schlisse ziehen: (1) S. cerevisiae scheint ein geeig-
neter Modellorganismus zu sein, die Zielsteuerung des humanen PEX26 weiter
zu untersuchen. (2) Trotz der geringen Sequenzlbereinstimmung der Proteine
wird PEX26 in Backerhefe (S. cerevisiae) erkannt und zum korrekten Organell
gebracht, was ein erster Hinweis auf eine Gemeinsamkeit in der Zielsteuerung
von PEX26 und Pex15 ist. Die peroxisomale Lokalisation von PEX26 in Ba-
ckerhefe war der Anlass, zum Vergleich in HeLa-Zellen Pex15 zu exprimieren.
Pex15 wurde mit dem fluoreszierenden Protein Venus markiert. Erstaunlicher-
weise zeigte sich auch hier eine Koinzidenz von Venus-Pex15 und dem per-
oxisomalen Marker PEX14. Als PMP ist PEX14 ein Marker der peroxisomalen
Membran. Jedoch gibt es keinen Aufschluss darlUber, ob Pex15 in die gleiche
Peroxisomenpopulation wie PEX26 sortiert wurde. Aus diesem Grund wurden
PEX26 und Pex15 gemeinsam exprimiert. Beide Proteine zeigten eine Kolokali-
sation (Blntzel et al. (2015): Figure 1i). Dies kénnte ein Indiz dafur sein, dass
Pex15 durch das Chaperon erkannt wurde, das auch PEX26 zum Peroxisom
bringt. Es lasst sich hieraus schlussfolgern, dass das Zielsteuerungssignal
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Pex15 ausreichend konserviert ist, um das Protein auch in humanen Zellen in
funktionelle, reife Peroxisomen sortieren zu kénnen.

Ein méglicher Kandidat fir den Transport zum Peroxisom in S. cerevisiae
und HelLa-Zellen ist PEX19. Pex15 besitzt wie PEX26 zwei PEX19-Bindestellen
im Bereich seines C-Segmentes (Halbach et al. 2006). Fir diese Annahme
spricht, dass in HelLa-Zellen exprimiertes Pex15, dessen C-Segment deletiert
wurde (Pex15ATMD), nur im Zytosol zu beobachten war. Aquivalent hierzu
zeigte auch PEX26Aex5, eine Splicing-Variante von PEX26, der die TMD fehlt,
in Hefe eine zytosolische Lokalisation (Figures 1e, h) (Buentzel et al. 2015,
Weller et al. 2005).

Lasst sich aus diesen Beobachtungen postulieren, dass PEX26 auch die
Funktion von Pex15 Ubernehmen kann? Hefezellen, denen das Peroxin Pex15
fehlt, kbnnen keine funktionellen Peroxisomen ausbilden (Elgersma et al. 1997).
Daher wurden Apex15-Hefezellen mit PEX26 transformiert, um zu testen, ob
PEX26 die Funktion von Pex15 lbernehmen kann. AnschlieBend wurden die
mit PEX26 transformierten Apex15-Hefezellen auf Olsaureplatten getipfelt.
Wenn Hefestdmme, die keine reifen, funktionellen Peroxisome besitzen, auf
Olsaure kultiviert werden, zeigen diese kein Wachstum- sie benétigen Per-
oxisomen, um auf diesem Medium zu Uberleben (Lockshon et al. 2007). In dem
hier beschriebenen Versuch konnte kein Wachstum der mit PEX26 transfomier-
ten Apex15-Hefezellen auf Olsdure festgestellt werden. In einem zweiten Test
wurde dieses Ergebnis bestatigt: Fiir die Detektion von Peroxisomen in S. cere-
visiae durch Mikroskopie kann man ein fluoreszierendes Protein, HcRed-SKL,
als peroxisomalen Marker verwenden. HcRed-SKL ist ein Fluorophor, das mit
einem PTS-1 versehen ist. Dementsprechend verhalt sich HcRed-SKL wie ein
peroxisomales Matrixprotein und wird mithilfe des Transportproteins Pex5 ins
Peroxisom importiert- vorausgesetzt, es liegt ein reifes, importkompetentes Per-
oxisom vor. Fir den zweiten Versuch wurde HcRed-SKL zusammen mit PEX26
in Apex15-Zellen exprimiert. Falls reife Peroxisomen vorliegen, wird HcRed-
SKL in Punkten lokalisieren, die den Peroxisomen der Hefezelle entsprechen.
In diesem Versuch war HcRed-SKL jedoch im Zytosol anzutreffen. Die Ergeb-
nisse der hier beschriebenen zwei Experimente zeigen, dass es dem Apex15-
Stamm nicht mdglich war, funktionierende Peroxisomen zu bilden. PEX26 kann

also nicht die Funktion von Pex15 Ubernehmen. Auch wenn nur die funktionelle
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N-terminale Domane von Pex15 (Aminosauren 1-331) in Apex15 exprimiert
wurde, war der Olsduretest negativ und HcRed-SKL verblieb im Zytosol
(Buentzel et al. (2015): Figures 1f, g). Das C-Segment von Pex15 (Aminosau-
ren 332-383) ist also Voraussetzung dafir, dass das PMP zur peroxisomalen
Membran gelangt und seine Funktion erflllen kann. PEX26 kann zwar nicht die
Funktion von Pex15 ersetzen, aber das Signal des PEX26-C-Segmentes (Ami-
nosauren 252-305) ist in der Lage, die peroxisomale Membran in Hefe zu errei-
chen: Wenn das C-Segment von PEX26 (PEX26-C) mit einem N-terminalen
EGFP markiert und anschlieBend in S. cerevisiae exprimiert wird, so erscheint
PEX26-C in Punkten, die mit HcRed-SKL kolokalisieren (Buentzel et al. (2015):
Supplementary Figure S3).

In einem weiteren Versuch wurde PEX26-C mit der funktionellen, N-
terminalen Domane von Pex15 fusioniert. In einem nachsten Schritt wurde ge-
pruft, ob dieses Hybridprotein in der Lage ist, in Apex15-Hefezellen die Per-
oxisomenbiogenese zu induzieren. Hierzu wurden Apex15-Hefezellen mit dem
Pex15-PEX26-C-Fusionsprotein transformiert und auf einem Olsduremedium
getestet. Interessanterweise waren diese Hefen, die das Pex15-PEX26-C-
Fusionsprotein besaBen, in der Lage, auf Olsduremedium zu lberleben. Au-
Berdem wurde HcRed-SKL zusammen mit Pex15-PEX26-C in Apex15 expri-
miert. Anders als bei der Koexpression von HcRed-SKL mit PEX26 zeigte sich
hier eine peroxisomale Lokalisation von HcRed-SKL (Buentzel et al. (2015):
Figures 1f, g). Daraus l&sst sich schlieBen, dass die in PEX26 enthaltene Ziel-
steuerungsinformation ausreichend ist, um genigend Molekuile des Fusionspro-
teins zur peroxisomalen Membran zu rekrutieren. So wird Genese von funktio-

nellen Peroxisomen in Apex15 méglich.

3.2. PEX26 wird in die ER-Membran integriert.

Die Zielsteuerungsinformation von Pex15 und PEX26 ist so konserviert, dass
PEX26 in Hefe und Pex15 in HelLa-Zellen in die peroxisomale Membran inte-
griert werden. In S. cerevisiae passiert Pex15 das ER, bevor es die Peroxiso-
men erreicht (Elgersma et al. 1997, van der Zand et al. 2010). Um zu analysie-
ren, ob ein ER-Eintritt eine weitere Gemeinsamkeit von PEX26 und Pex15 ist,
wurde PEX26 mit einem C-terminalen Opsin-Marker gekennzeichnet. Dieses
leitet sich von dem bovinen Rhodopsin ab (Adamus et al. 1991) und besitzt ein
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Asparagin-Lysin-Threonin- (NKT-) Motiv, welches glykosyliert werden kann.
Proteine, die dem Lumen des ERs exponiert sind und ein Glykosylierungsmotiv
besitzen, werden in der Regel N-glykosyliert. Die im Glykosylierungsmotiv be-
findliche Aminosdure Asparagin wird bei ER-Eintritt mit einem Glukoses-
Mannoseg-N-acetylglucosamin vernetzt (Zielinska et al. 2010, Shrimal et al.
2015). Der Opsin-Marker ist daher als ein Marker fur ER-Integration zu verste-
hen. Durch die Glykosylierung kann das molekulare Gewicht eines Proteins pro
Glykosylierungsmotiv um bis zu 3 kDa gesteigert werden (Helenius und Aebi
2004), deshalb laufen glykosylierte Proteine im Western Blot langsamer als
nicht glykosylierte.

Neben PEX26 wurde noch Fis1, ein TA-Protein, das Teil der MOM oder
der peroxisomalen Membran ist (Mozdy et al. 2000, Koch et al. 2005), mit ei-
nem Opsin-Marker versehen. PEX26 wurde in HelLa-Zellen und Hefe, Fis1 nur
in S. cerevisiae exprimiert. Als Kontrolle diente eine Probe, die mit den deglyko-
sylierenden Proteinen EndoH oder PNGase F behandelt wurde. Der Western
Blot wurde mit einem Opsin-Antikérper (Adamus et al. 1991) behandelt, um die
Proteine detektieren zu kénnen.

PEX26 und Fis1 erschienen im Western Blot als Doppelbande (Buentzel
et al. (2015): Figure 2c sowie Abbildung 1 der Dissertation). Die Kontrolle stellte
sich als eine Bande dar. Die untere Bande der Doppelbande korrespondierte
mit der Kontrolle. Die obere Bande entsprach dem glykosylierten Protein. In den
Vorexperimenten zu dieser Arbeit wurden PEX26 und Fis1 beide zu stark tber-
exprimiert. Um auszuschlieBen, dass die Integration ins ER nur aufgrund einer
falschen Zielsteuerung bei Uberexpression geschieht, wurden PEX26-ops(in)
und Fis1-ops(in) in den hier gezeigten Versuchen mittels Pulsexperiment ex-
primiert. Beide Proteine wurden von dem Galaktose-induzierbaren Promoter
des GAL1-Gens kontrolliert. Dieses Verfahren erlaubte, das Glykosylierungs-
verhalten der Proteine zu bestimmten Zeitpunkten (15 min und 150 min) nach
Expressionsbeginn zu betrachten. Nach 15 min Gberwog der Anteil an glykosy-
liertem PEX26, wahrend der GrofBteil an Fis1 nicht glykosyliert war. Nach 150
min zeigte Fis1 einen Phanotyp, bei dem zwar etwas von der Proteinprobe gly-
kosyliert war, der GroBteil von Fis1 jedoch wurde weiterhin nicht glykosyliert.
Wahrend PEX26 bevorzugt ins ER geht, gelangt Fis1 nur dorthin, wenn es
Uberexprimiert wird: Nach 15 min Expression ist keine Glykosylierung von Fis1
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erkennbar. Erst nach 150 min liegt ein Teil von Fis1 glykosyliert vor, wahrend
der GroBteil weiterhin nicht glykosyliert wird. Der Anteil an Fis1, der in das ER
gelangt, bendtigt keine Hilfe durch den GET-Transportweg -bei Expression in
get-defizienten Stammen zeigt Fis1 keinen Phanotyp.

Fis1 kann entweder Pex19-abhéngig ins Peroxisom gelangen (Halbach
et al. 2006) oder es integriert sich spontan in die MOM. Die Lipidzusammenset-
zung der MOM unterscheidet sich von der des ERs. Kinetisch ist es fir Fis1
leichter, sich in die Ergosterol-arme MOM einzufligen (Kemper et al. 2008). Da-
her ist anzunehmen, dass, erst wenn dieser Weg gesattigt ist, Fis1 in die ER-
Membran integriert wird. Das kdnnte die Erklarung fur die nach 150 min beo-
bachtete Glykosylierung sein. Wahrend das ER nicht das Priméarziel von Fis1
ist, ist die frihzeitige Glykosylierung PEX26 Indiz dafiir, dass die ER-
Lokalisation PEX26 nicht nur einen Saturationseffekt darstellt. Deshalb wurde in
den folgenden Experimenten das Zielsteuerungsverhalten von PEX26 und
Pex15 weiter untersucht.

Wildiyp Agellibget?  Agetd 4a Egggt%ﬂi’

Zeitin min 130 13 150 13 150 15 150 15 150

BndH o+ - - - - - = ==

25 kJ—

n— — —— A

Abbildung 1

Fis1 wurde in S. cerevisiae- Wildtyp und get-defizienten Stdmmen- untersucht. Erst nach
150 min war eine Glykosylierung zu beobachten. Wurde Fis1 fiir einen kirzeren Zeit-
raum exprimiert, so war keine Glykosylierung zu detektieren. Expression von Fis1 in get-
defizienten Stdmmen hat keinen Einfluss auf das Glykosylierungsmuster des Proteins.

3.3. PEX26-Integration in das ER ist GET-abhangig.

Die meisten TA-Proteine, die in die ER-Membran eingefligt werden, nutzen das
SEC61-Translokon oder den GET-Transportweg (Denic 2012, Johnson et al.
2013b). Nutzt PEX26-ops einen dieser zwei Wege? Wir exprimierten PEX26-
ops in verschiedenen Backerhefe-Knockout-Stammen sowie in Hefestammen,

die eine verminderte Expression essentieller Gene aufwiesen (DAmMP-Stamme,
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Breslow et al. 2008): es erfolgte eine Expression in DAmP-sec62 und Asec72
sowie in Aget2, Aget3, Ageti/Aget2, Ageti/Aget2/Aget3 und Aget5. Es wurde
erneut Galaktose-abhéangig die Expression von PEX26 induziert und die Proben
nach 120 min abgenommen. Im Western Blot war kein Unterschied zwischen
dem PEX26, das im Wildtypstamm exprimiert wurde, und dem PEX26 aus den
DAmp-sec62- und Asec72- Stdmmen zu beobachten. Der durchschnittliche An-
teil an glykosyliertem PEX26 in Wildtypzellen lag bei 69% (N=7), wahrend der in
DAmMP-sec62 und Asec72 je 73% oder 74% (N=3) betrug. PEX26 nutzt dem-
nach nicht den post-translationalen, SRP-abhangigen Zielsteuerungsmecha-
nismus. Weiterhin scheint es unabhangig vom Sec62/Sec63-abhangigen
Transportweg zu sein, der vor allem die Integration von kurzen TA-Proteinen
koordiniert, die weniger als 80 Aminosauren lang sind (Johnson et al. 2013a).
Wenn PEX26-ops in den verschiedenen get-defizienten Stammen expri-
miert wurde, so wurde hier, anders als im oben beschriebenen Experiment, ein
Phanotyp zu beobachten: im Gegensatz zu dem PEX26 des Wildtypstammes
war hier das Protein kaum glykosyliert. Der Anteil an glykosyliertem Protein lag
bei allen defizienten Stammen zwischen 15% und 20% (N=3). Nach der Kom-
plementation eines get5-Knockout-Stammes mit dem fehlenden Gen zeigte
PEX26 wieder ein Glykosylierungsmuster, das dem der Wildtypkontrolle ent-
sprach. PEX26 gelangt also unabhangig vom SEC61-Translokon mithilfe des
GET-Transportweges ins ER. Der Defekt des Aget5-Stammes liegt zum Beginn
des Transportweges, wahrend Aget3 und Ageti/Aget2 eine Blockade des
Transportes zum ER bzw. ins ER verursachen (Schuldiner et al. 2008, Chartron
et al. 2012). Da im Western Blot kein Unterschied zwischen dem Glykosylie-
rungsmuster von PEX26 in den verschiedenen get-defizienten Stdmmen zu be-
obachten ist, lasst das auf eine Abhangigkeit PEX26 von allen Faktoren des
GET-Transportweges schlieBen (Buentzel et al. (2015): Figures 4a-b). Der Aus-
fall eines Bestandteiles des Transportweges verhindert die ER-Integration von
PEX26. Diese Beobachtung bestatigt sich, wenn EGFP-PEX26 in einem Puls-
Chase-Experiment in Aget3-Zellen exprimiert wird: das Protein lokalisiert 80 min
nach Ende des Expressionsimpulses in grinen Punkten, die Kkeine
Kolokalisation mit dem ER-Marker SEC63-RFP zeigen. Auch eine sehr enge
Assoziation mit dem ER, wie in Apex19-Zellen, ist nicht zu beobachten. Werden
jedoch der Peroxisomenmarker HcRed-SKL und EGFP-PEX26 koexprimiert, ist
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eine Koinzidenz beider Proteine zu sehen, wie sie schon aus Experimenten mit
dem Wildtyp bekannt ist. Daher verhindert ein Ausfall des GET-Transportweges
nicht die peroxisomale Zielsteuerung PEX26. Das TA-Protein erreicht auch in
der Abwesenheit von Get3 das Peroxisom (Buentzel et al. (2015): Figures 2d,
4c).

Es ist bekannt, dass PEX26 in HelLa-Zellen unabhangig von dem Get3-
Homolog TRC40 mithilfe des Chaperons PEX19 das Peroxisom erreicht (Yagita
et al. 2013). Auch Pex26 in Neurospora crassa ist unabhangig von Get3 (Chen
et al. 2014). Wie erklart sich also die GET-Abhéangigkeit in S. cerevisia? Get3
selektiert seine Substrate nach der Hydrophobizitat der TMD. In humanen Zel-
len und in Neurospora crassa ist die Hydrophobizitat der TMD von PEX26 zu
niedrig. In Backerhefe hingegen ist die Hydrophobizitatsschwelle des Chape-
rons geringer (siehe Tabelle 3): das Get3-Substrat Pex15 hat eine niedrigere
TMD Hydrophobizitat als PEX26, daher wird auch PEX26 in S. cerevisiae von
Get3 erkannt (Schuldiner et al. 2008, Johnson et al. 2013b, Chen et al. 2014).

Tabelle 3 Vergleich TMD-Hydrophobizitaten von Pex15 und PEX26 (Kyte und
Doolittle 1982, Hoffmann und Stoffel 1993)

Protein Spezies Beginn | Ende Lange Hydrophobizitat
PEX26 H. sapiens 252 269 18 30,1
Pex15 S. cerevisiae 352 372 20 24,8

3.4. Pex19 hat keinen Einfluss auf den ER-Eintritt von PEX26 und beein-
flusst die PEX26-Zielsteuerung unabhangig von Get3
Bisher wurde angenommen, dass hauptsachlich Pex19 fir die Zielsteuerung
von PEX26 verantwortlich ist (Halbach et al. 2006, Yagita et al. 2013). Wenn
PEX26-ops unter Einfluss des Galaktokinase-1-(GAL1-) Promoters 120 min in
Apex19-Zellen exprimiert wird, dann ist im Western Blot zun&chst ein Unter-
schied zu den Glykosylierungsleveln von PEX26 in der Kontrolle zu erkennen
(Wildtyp). Der durchschnittliche Anteil an glykosyliertem PEX26 betragt 69% im
Wildtyp (N=7) und 91% in Apex19-Zellen (N=5). Fir einen direkten Vergleich
der Expressionslevel von PEX26 in beiden Stammen wurde das Expressionsle-
vel mit der mitgefiihrten Kontrolle Phosphoglycerokinase (PGK) ins Verhaltnis
gesetzt. Der Anteil an nicht-glykosyliertem PEX26 des Wildtyps wurde auf
100% gesetzt und mit dem Anteil in Apex19 verglichen. Letzterer war im Ver-
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gleich zum Wildtyp auf 35% vermindert. Das nicht-glykosylierte PEX26 scheint
also in Apex19-Zellen weniger stabil zu sein als im Wildtyp. Pex19 hat damit
keinen Einfluss auf den ER-Eintritt von PEX26, aber auf die Halbwertszeit der
Proteine, die nicht das ER betreten (Buentzel et al. (2015): Figures 5a, c-d). Da
Apex19-Zellen keine Peroxisomen enthalten (Hettema et al. 2014), ist davon
auszugehen, dass sich dieser Unterschied am ehesten durch einen eine Insta-
bilitat von PEX26-Molekllen im Zytosol erklaren Iasst. Der héhere Anteil an gly-
kosylierten Protein in Apex19-Zellen ist also nicht durch eine effektivere Migra-
tion in das ER, sondern durch einen Abbau des nicht-glykosyliertem PEX26 in
Apex19-Zellen zu erklaren.

Um die zelluldre Lokalisation PEX26 in Apex19-Zellen mikroskopisch be-
obachten zu kénnen, wurde die EGFP-PEX26- Expression fiir 2.5 h mit Galak-
tose induziert und 80 min nach Ende des Impulses betrachtet. Zu dieser Zeit
zeigte PEX26 zwar keine direkte Kolokalisation mit dem ER-Marker SEC63-
RFP, jedoch war es in sehr enger Assoziation mit dem ER zu beobachten.
Wenn man davon ausgeht, dass der ER-Eintritt von PEX26 vor seinem Trans-
port zum Peroxisom geschieht, dann kdnnten diese Strukturen praperoxisomale
Vesikel sein. Von Pex15 ist bekannt, dass es eben in diese praperoxisomalen
Vesikel lokalisiert. Die praperoxisomalen Vesikel bendtigen Pex19, um zum
Peroxisom transportiert zu werden (Lam et al. 2010).

In Aget3-Zellen wurde PEX26 in Peroxisomen beobachtet und in
Apex19-Zellen zeigt PEX26 eine eng mit dem ER assoziierte Lokalisation. Bei-
des deutet daraufhin, dass sowohl Get3 als auch Pex19 als mégliches Chape-
ron fir PEX26 fungieren kénnen. PEX26-ops wurde hierauf Galaktose-
abhéangig in einem Apex19Aget3-Stamm exprimiert. Beim Betrachtung der Pro-
teinexpression im Western Blot fiel Folgendes auf: Im Vergleich zu der Expres-
sion in Wildtypzellen ist die Expression von PEX26 in Apex19Aget3-Zellen stark
reduziert. Das Ausmal3 des glykosylierten PEX26 des Apex19Aget3-Stammes
gleicht dem des Aget3-Stammes. Der Anteil an nicht glykosyliertem Protein ist
in Apex19Aget3-Zellen mit 27% jedoch viel geringer als die 57% in Aget3-
Hefen; dabei wurde der Wildtyp 100% gesetzt, und Anteile wurden ins Verhalt-
nis mit der Kontrolle PGK errechnet. Wenn der Proteasomeninhibitor MG132 zu
Beginn des Galaktose-Pulses zu den Kulturen hinzugefigt wird, erhéht sich der
in Apex19Aget3 detektierte Anteil an PEX26 um einen Faktor von 2,3. Im Pulse-
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Chase-Experiment lokalisiert EGFP-PEX26 in Apex19Aget3-Zellen 80 min nach
Ende des Pulses im Zytosol.

Aus diesen Ergebnissen ergibt sich fir die Zielsteuerung von PEX26 in
S. cerevisiae folgendes Modell: Sowohl Get3 als auch Pex19 konkurrieren um
PEX26. Ein GroBteil PEX26 wird von Get3 erkannt und zum ER gebracht.
Pex19 wird benbtigt, um den Transport der praperoxisomalen Vesikel vom ER
zum Peroxisom zu koordinieren (Lam et al. 2010). In der Abwesenheit von Get3
ist Pex19 in der Lage, PEX26 zu erkennen. Es stabilisiert so den zytosolischen
Pool an PEX26 und bringt das Protein sukzessive zum Peroxisom. Dort intera-
giert Pex19 mit Pex3 und PEX26 wird in die peroxisomale Membran eingeflgt
(Fang et al. 2004, Ma et al. 2011). Wenn weder Get3 noch Pex19 vorhanden
sind, wird ein GroBteil des zytosolischen PEX26-Pools durch das Proteasom
abgebaut.

Die zytosolische Translation der PMPs und ihr anschlieBender PEX19-
abhangiger Transport zum Peroxisom sind eines der starksten Argumente far
das Wachstums-und-Teilungsmodell der Peroxisomen-Proliferation (Lazarow
und Fujiki 1985, Motley und Hettema 2007, Hettema und Motley 2009). Dieses
Modell erklart jedoch nicht die Beobachtung, dass in Backerhefe viele PMPs
das ER passieren, bevor sie zum Peroxisom gelangen. Aus diesem Grund wur-
de ein zweites Modell der Peroxisomenbiogenese entwickelt. Es beriicksichtigt
die ER-Passage der PMPs. Diese werden im ER in praperoxisomale Vesikel
sortiert. Die Vesikel fusionieren und bilden so funktionelle Peroxisomen (van der
Zand et al. 2010, van der Zand et al. 2012). Dieses zweite, jungere Modell er-
klart unter anderem, warum eine de-novo-Peroxisomenbiogenese maoglich ist,
wenn man PEX-defizienten Zellen das fehlende Protein zuflhrt (Hoepfner et al.
2005, Tabak et al. 2013). Mittlerweile wird davon ausgegangen, dass beide
Prozesse —Wachstum und Teilung und de-novo-Biogenese von Peroxisomen-
unabhangig voneinander parallel ablaufen kénnen und dass es je nach Spezies
eine bevorzugte Art der Peroxisomenbiogenese gibt (Kim und Hettema 2015).
So sind im Unterschied zu S. cerevisiae in humanen Zellen wenige PMPs be-
kannt, die das ER passieren: PEX3, PEX16 und PMP34. Neuere Daten spre-
chen ebenfalls fir eine PEX16-abhédngige Rekrutierung von PEX10, PEX11p3
und Fis1 sowie dem C-Segment von PEX26 zum ER (Hua et al. 2015). Dabei
ist der PEX16-abhangige Transport von PEX3 Uber das ER verglichen zu dem
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PEX16-unabhangigen Transport (vom Zytosol direkt zum Peroxisom) der préafe-
rierte Weg. Bei Séttigung dieses ER-Weges wird PEX3 direkt zum Peroxisom
gebracht (Kim et al. 2006, Aranovich et al. 2014). Im Rahmen der Erstellung der
Orginalpublikation (Buentzel et al. 2015) wurde PEX26 auch in HelLa-Zellen
exprimiert, wo ebenfalls eine Glykosylierung des Proteins beobachtet wurde.
Anders als der GET-Transportweg in Hefe ist der ER-Transport von PEX26 un-
abhangig von TRC40 (Yagita et al. 2013), was offen lasst, wie PEX26 in huma-
nen Zellen in die ER-Membran eingeflgt wird. Jedoch ware es mdglich, dass
PEX26 ahnlich wie PEX3 dem PEX16-abhangigen Weg folgt. Hierflr spricht,
dass die TMD PEX26 in der Anwesenheit von PEX16 in der ER-Membran vor-
zufinden ist (Hua et al. 2015). Die Expression in HeLa-Zellen unterlag der Kon-
trolle eines Zytomegalievirus-Promoters. Im Rahmen der Uberexpression kann
es also zu einer Sattigung des PEX16-abhangigen Weges gekommen sein -
dies wirde erklaren, warum glykosyliertes und nicht glykosyliertes PEX26 im
Western Blot detektiert wurden.

Interessanterweise lassen sich zwischen dem Verhalten von PEX26 in S.
cerevisiae und PEX3 in humanen Zellen Parallelen ziehen: PEX26 wird unab-
héngig von Pex19 in die ER-Membran integriert. In Abwesenheit seines Chape-
rons Get3 kann PEX26 immer noch von Pex19 zum Peroxisom gebracht wer-
den, es kann sich also eines zweiten Transportwegs bedienen, um ins Per-

oxisom zu gelangen.

3.5. Die Zielsteuerung PEX26 wird von basischen Aminosauren des C-
Segmentes beeinflusst.
Die Zielsteuerung der TA-Proteine wird unter anderem von der Ladung der
Aminoséauren ihres C-Segmentes beeinflusst. Drei oder mehr positive Amino-
saduren im C-Segment sind ein Indikator fir eine Zielsteuerung zum Mitochond-
rium (Borgese et al. 2003, Kalbfleisch et al. 2007). Im C-Segment von PEX26
finden sich zwei Haufungen von positiv geladenen Aminosauren. Von der ers-
ten ist bekannt, dass sie einen Einfluss auf die peroxisomale Zielsteuerung
PEX26 hat (Yagita et al. 2013). Mdglicherweise liegt sie in der zweiten PEX19-
Bindestelle (Halbach et al. 2006, Yagita et al. 2013). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde untersucht, ob die basischen Aminosauren (Arginine) der zweiten Hau-
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fung von PEX26 einen Einfluss auf dessen Zielsteuerung zum ER haben (Ab-
bildung 2).
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Abbildung 2

Vom Wildtypprotein ausgehend wurden vier verschiedene Pex26-Mutanten generiert
(a), die basische Aminosaure Arginin wurde zur unpolaren Aminosaure Alanin mutiert.
Die Analyse der Mutationen geschah durch Western Blot (b). 30 min nach Beginn der
Expression &hnelt PEX26-AAR dem Wildtyp am meisten. PEX26-RAA und PEX26-
AAA zeigen vor allem Glykosylierung. Nach 120 min Expression &hnelt sich das Glyko-
sylierungsmuster der Proteine. Es wird kaum nicht glykosyliertes PEX26-RAA und
PEX26-AAA detektiert.

Dazu wurden die Arginine in verschiedenen Kombinationen zu der unpo-
laren Aminos&ure Alanin mutiert. Der Wildtyp und die Mutanten PEX26-ARR,
PEX26-RAA, PEX26-AAR und PEX-AAA (siehe Abbildung 2a) wurden C-
terminal mit einem Opsin-Marker gekennzeichnet. AnschlieBend wurden die
Proteine in einem Bé&ckerhefe Wildtypstamm fir 30 min oder 120 min expri-
miert. Die Expression stand unter der Kontrolle des GAL1-Promoters. Die Pro-
ben wurden mittels Western Bot analysiert.

Bei allen Proben war eine Glykosylierung zu beobachten. Nach 30 min
fiel auf, dass PEX26-RAA und PEX26-AAA ausschlieBlich ER-Lokalisation zeig-
ten. Die Expression von PEX26-AAA war nur eine geringe. Nach 120 min ah-
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nelte PEX26-AAR in seinem Glykosylierungsmuster dem Wildtyp PEX26-RRR.
Bei den anderen Mutanten wurde im Vergleich zum PEX26-Wildtyp weniger
Protein detektiert.

Fir diese Beobachtung gibt es zwei Erklarungen: (1) PEX26-AAR und
PEX26-ARR haben eine langsamere Insertionskinetik als die anderen Mutan-
ten, und (2) PEX26-RAA und PEX26-AAA werden sehr schnell abgebaut, soll-
ten sie nicht in die ER-Membran integriert werden. Es Iasst sich folgern, dass
eine Verminderung der positiven Ladungen von PEX26 eine Zielsteuerung zum
ER hin (in Hefe) beginstigt. Weiterhin scheinen die Arginine dem Abbau von
PEX26 im Zytosol entgegenzuwirken. Da alle Proteine unter der Kontrolle des
gleichen Promoters sind, sollte nicht die Expression, sondern die Stabilitat der
Mutanten vermindert sein. Phanotypisch wird dies am auffalligsten bei PEX26-
AAA, das nach 30 min kaum zu detektieren war. Wenn die Phanotypen PEX26-
AAR und PEX26-RAA verglichen werden, féllt auf, dass beide Mutanten in der
Summe die gleiche Reduktion an positiver Ladung erfahren haben. PEX26-AAR
ist jedoch stabiler und ahnelt im Western Blot dem Wildtyp PEX26. Daraus lasst
sich schlieBen, dass nicht nur die Summe der Ladungen, sondern auch deren
Position Einfluss auf das Verhalten PEX26 haben.

4. Zusammenfassung

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Zielsteuerung peroxisomaler TA-Proteine.
Es wurde zun&chst das Verhalten von zwei Peroxinen, das des humanen
PEX26 und das des Hefeproteins Pex15, analysiert. Weiterhin wurde die Ziel-
steuerung des peroxisomalen TA-Proteins Fis1 untersucht. Fis1 und PEX26
wurden mit einem glykosylierbaren Opsin-Marker gekennzeichnet, um einen
potentiellen ER-Eintritt zu erkennen. Beide Proteine zeigten im Western Blot
einen Mobilitatsshift, der auf eine Integration in die ER-Membran schlieB3en lief3.
Wahrend die Mehrheit des exprimierten PEX26 glykosyliert wurde, zeigte ein
GroBteil des exprimierten Fis1 zu frilhen Zeitpunkten der Induktion die Ten-
denz, nicht glykosyliert zu werden. Erst nach langeren Induktionszeiten zeigte
es ein ahnliches Glykosylierungsmuster wie PEX26. Daher ist davon auszuge-
hen, dass die zu Fis1 gemachten Beobachtungen Folge eines Saturationseffek-
tes sind.
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Der Schwerpunkt der weiteren Experimente lag auf PEX26 und dessen
Hefeanalog Pex15. Beide Proteine rekrutieren die ATPasen PEX1 und PEX6 zu
peroxisomalen Membran (Matsumoto et al. 2003, Birschmann et al. 2003), zei-
gen jedoch nur 15% Ubereinstimmung ihrer Aminosaurensequenz. Trotz dieser
Unterschiede &hneln Pex15 und PEX26 sich in zwei Stationen ihrer Zielsteue-
rung:

(1) Pex15 wird von Chaperonen erkannt, die es zum Peroxisom in hu-
manen Zellen transportieren, wahrend PEX26 in der Lage ist, in S. cerevisiae
das Peroxisom zu erreichen. Pex15 wird in die gleiche Peroxisomenpopulation
wie PEX26 in HelLa-Zellen integriert. Dies spricht dafiir, dass Pex15 durch den-
selben Zielsteuerungsmechanismus wie PEX26 erkannt und zum Peroxisom
gebracht wird. Ein mdglicher Kandidat fur diese Funktion ist PEX19. PEX26 und
Pex15 besitzen beide ein PEX19-abhangiges Zielsteuerungssignal an ihrem C-
Terminus (Halbach et al. 2006). Das konservierte Zielsteuerungssignal befindet
sich im C-Segment der Proteine. Wenn das C-Segment von Pex15 oder PEX26
deletiert wird, verbleiben die Mutanten im Zytosol.

(2) Genau wie Pex15 wird PEX26 in die ER-Membran integriert. In S. ce-
revisiae benutzt es hierfir denselben Mechanismus wie Pex15. PEX26 wird von
den Chaperonen des GET-Transportweges erkannt und zu dem Get1/Get2 Re-
zeptorkomplex rekrutiert. Der koordiniert die Insertion des Proteins in die ER-
Membran. Wenn ein Baustein des GET-Transportweges ausfallt, sinkt auch der
Anteil von PEX26, der in die ER-Membran eingefligt werden kann. Wahrend der
ER-Eintritt von PEX26 in Hefe gut nachvollziehbar ist, bleibt offen, welcher Me-
chanismus dies in humanen Zellen ermdglicht. Mehrere Studien schlieBen
Get3-Homolog TRC40 als mdglichen Koordinator der ER-Integration aus (Yagi-
ta et al. 2013, Buentzel et al. 2015).

Der ER-Eintritt von PEX26 ist unabhangig von PEX19. Eine Passage
Uber das ER zum Peroxisom ist nicht notwendig, um die Peroxisomenbiogene-
se sicherzustellen. Von humanen PEXS ist bekannt, dass dessen ER-Passage
nicht notwendig ist, aber die Geschwindigkeit der Peroxisomenbiogenese in
humanen Zellen reguliert (Aranovich et al. 2014). Es gibt weiterhin Hinweise,
dass PEX26 durch den gleichen Mechanismus wie PEX3 zum humanen ER
rekrutiert wird (Hua et al. 2015). Entsprechend kdénnte sein Zielsteuerungsver-
halten dem von PEX3 &hneln.
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In dieser Arbeit wurde anhand des Modellorganismus S. cerevisiae Fol-
gendes demonstriert: Bei einem Ausfall des ER-Weges stellt Pex19 sicher,
dass PEX26 im Zytosol stabilisiert, ein Abbau durch das Proteasom verhindert
und PEX26 sein Zielorganell, das Peroxisom, erreichen wird. Wenn Pex19 und
Get3 beide ausfallen, so wird PEX26 durch das Proteasom detektiert und ab-
gebaut.

Die Zielsteuerung von TA-Proteinen ist zum einen von ihrer TMD, zum
anderen aber auch von den Aminosauren, welche die TMD flankieren, abhangig
(Borgese et al. 2003). Der TMD von PEX26 folgt eine Aminosauresequenz, die
zwei Haufungen von positiv geladenen, basischen Aminosauren aufweist. Wah-
rend die erste Haufung die Zielsteuerung zum Peroxisom beeinflusst (Yagita et
al. 2013), hat die zweite Einfluss auf die Stabilitdt des Proteins. Eine Verminde-
rung der positiven Ladungen fihrt dazu, dass eine Zielsteuerung hin zum ER
beginstigt wird. Erfolgt keine ER-Integration, so werden Mutanten eher abge-
baut als der PEX26-Wildtyp.
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The targeting signals and mechanisms of soluble peroxisomal proteins are well understood, whereas

less is known about the signals and targeting routes of peroxisomal membrane proteins (PMP).
Pex15 and PEX26, tail-anchored proteins in yeast and mammals, respectively, exert a similar
cellular function in the recruitment of AAA peroxins at the peroxisomal membrane. But despite their
common role, Pex15 and PEX26 are neither homologs nor they are known to follow similar targeting
principles. Here we show that Pex15 targets to peroxisomes in mammalian cells, and PEX26 reaches
peroxisomes when expressed in yeast cells. In both proteins C-terminal targeting information is
sufficient for correct sorting to the peroxisomal membrane. In yeast, PEX26 follows the pathway
that also ensures correct targeting of Pex15: PEX26 enters the endoplasmic reticulum (ER) in a
GET-dependent and Pex19-independent manner. Like in yeast, PEX26 enters the ER in mammalian
cells, however, independently of GET/TRC40. These data show that conserved targeting information
is employed in yeast and higher eukaryotes during the biogenesis of peroxisomal tail-anchored
proteins.

Peroxisome biogenesis requires the concerted action of a number of proteins termed PEX proteins or
peroxins. These proteins form the import machinery for peroxisomal matrix proteins, and contribute
to peroxisome membrane formation and to peroxisome inheritance'. The import of most peroxisome
matrix proteins is dependent on PEX5, a soluble receptor that recognizes the peroxisomal targeting
signal type 1 (PTS1). PMPs, on the other hand, can enter the peroxisomal membrane either via passage
through the ER membrane, or post-translationally via a direct PEX19-dependent pathway. The peroxi-
some biogenesis factor PEX19 recognizes PMPs by their membrane PTS (mPTS) and, aided by PEX3,
chaperones its cargo to and/or into the peroxisomal membrane. Cells are virtually devoid of peroxisomes
when one of the peroxins PEX19, PEX3, or PEX16 is not functional?™.

Cellular peroxisome formation is impaired in a number of genetic disorders, collectively termed
peroxisome biogenesis disorders (PBD)". These diseases are characterized by a deficiency of a peroxin
leading to an inability to form mature, functional peroxisomes. PEXI is the most commonly affected
gene in human PBD. PEX1 and PEX6 are ATPases of the AAA family, members of which are often
special chaperones or segregases, controlling the interaction of other proteins and/or membrane fusion
processes’. Two different, but not necessarily exclusive functions have been described for AAA peroxins®.
PEX6 and PEXI1 are involved in recycling of PEX5 from the peroxisomal lumen into the cytosol® and
biogenesis of peroxisomes from precursor membrane structures by fusion of immature peroxisome pre-
cursors'®!!. Import of peroxisomal matrix proteins requires a translocon that cycles PEX5 and its cargo
into the peroxisome. Two components form this import machinery: the docking and the RING complex.
In yeast, these complexes are stored separately in two distinct pre-peroxisomal vesicles. Upon vesicle
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fusion during peroxisome biogenesis both RING and docking complex form the peroxisomal translocon,
thus enabling peroxisome matrix protein import!'"'2,

In yeast, the PMP Pex15 anchors Pex1l and Pex6 to the membrane'®. In mammals PEX26 is the
membrane anchor for PEX1 and PEX6'. Both, Pex15 and PEX26, are tail-anchored (TA) proteins, inte-
gral membrane proteins with a single transmembrane domain (TMD) located at the C-terminus''.
The TMD of TA proteins necessitates post-translational import into its target membrane!®. TA pro-
teins destined for the ER can enter this organelle by several pathways. The signal recognition particle
(SRP) is able to recognize some TA proteins after translation'”. Short secretory proteins use the Sec62/63
channel for translocation into the ER!®. The chaperones Hsp40 and Hsc70 do also stabilize TA proteins
post-translationally and mediate ER targeting'®. But the majority of TA proteins is targeted to the ER
via the GET/TRC40-pathway?. In yeast Get3 recognizes, binds, and targets the TA protein to the ER?L.
Upon interaction with the Getl/Get2-receptor complex Get3 releases its cargo, which inserts into the
ER membrane**~%, TRC40 is the mammalian homologue of Get3?’. Insertion of TA proteins into the
ER is facilitated by the interaction of TRC40 with a membrane receptor complex formed by WRB*28
and CAML».

PEX26 and Pex15 pose an interesting puzzle: while both are tail-anchored and share the same func-
tion, they share no sequence similarity. Pex15 is either a very distant homologue of PEX26 that cannot
be recognized due to extreme sequence divergence (divergent evolution), or it has evolved independently
with a similar function and membrane topology (convergent evolution). Whereas it was shown that
Pex15 enters the ER dependent on the GET-pathway before being targeted to the peroxisome!>??, PEX26
is reported to target PEX19-dependently to the peroxisome directly after its synthesis in the cytosol with-
out involvement of the ER**2 As Pex15 and PEX26 share a common function, we wanted to analyze if
both proteins have common, conserved targeting features. Our results show that PEX26, like Pex15, is
integrated into the ER. Furthermore Pex15 and PEX26 are targeted to peroxisomes if expressed in human
cells and S. cerevisiae respectively, arguing for evolutionarily conserved membrane targeting information
in these proteins.

Results

Conserved peroxisome targeting information in the membrane protein PEX26. Mammalian
PEX26 and yeast Pex15 share a similar function in AAA peroxin binding and membrane recruitment,
and both are TA proteins'*. Yet both proteins show only 15% amino acid identity, indicating that they
might not be homologous (Fig. 1a). In the light of their similar function but their dissimilar primary
structure we wanted to investigate if both proteins also share common features in their targeting itin-
eraries and mechanisms, and if they follow general mechanisms of membrane targeting. We therefore
expressed human PEX26 in yeast fused with an N-terminal enhanced green fluorescent protein (EGFP)-
tag under the control of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene (GPD) promoter. Although
the GPD promoter usually leads to strong overexpression, PEX26 showed very low expression in wild-
type S. cerevisiae (Fig. 1b). We speculated that unfavorable codon usage of the human protein is the
cause for the low expression in yeast. Therefore we mutated the seven uncommon CGG arginine codons
to CGC (nucleotide positions 93, 156, 180, 194) or AGG (nucleotide positions 496, 571, 871), which
are more common codons for arginine in yeast®. The resulting codon-optimized construct PEX26%
expressed at twofold intensity in yeast compared to the original PEX26 construct (Fig. 1b,c). Improved
PEX26 expression from the codon-optimized construct was confirmed by Western blot (Fig. 1d).

Next we studied the intracellular localization of human PEX26 in yeast. When we expressed PEX26
fused to the C-terminus of the EGFP, the protein accumulated in puncta indicative of peroxisomal local-
ization (Fig. 1b,e). Co-expression of EGFP-PEX26 with the peroxisome matrix marker HcRed-SKL led to
co-localization of both fluorescent fusion proteins (Fig. le). We therefore conclude that human PEX26
is targeted to peroxisomes in S. cerevisiae. The natural variant PEX26Aex5 lacks the TMD which is
encoded by exon 5. Expression of PEX26Aex5 fused with an N-terminal EGFP leads to cytosolic
localization (Fig. le) indicating that the TMD is needed for peroxisomal targeting. To test this further,
we cloned and expressed the TMD of PEX26 together with the C-segment as a fusion protein with
N-terminal EGFP. The fusion protein localized to the peroxisome, although it is expressed at a low level
(Supplementary Figure S3).

Given the surprising localization of PEX26 in yeast peroxisomes, we investigated if PEX26 could com-
plement pex15-deficiency in yeast. Yeasts with defective Pex15 lack mature peroxisomes'® and are thus
not able to grow on oleate medium*. Expression of Pex15 allowed growth on oleate, but expression of
PEX15ATMD and PEX26 could not complement the Apex15 strain (Fig. 1f). To test if the C-terminal
TMD and peroxisomal targeting information of PEX26 combined with the cytosolic domain of Pex15
would restore peroxisomal function, we designed a Pex15-PEX26 fusion protein comprising the cytosolic
N-terminal part of Pex15 (amino acids 1 to 331) and the TMD with the C-terminus of PEX26 (amino
acids 252 to 305). This fusion protein was expressed in the Apex15 strain and allowed growth on oleate
(Fig. 1f). Then we co-expressed the constructs used for the oleate assay with HcRed-SKL. Peroxisomal
localization of HcRed-SKL and thus functional peroxisomes were only observed in the Apex15 strains
expressing Pex15 or the Pex15-PEX26 fusion protein (Fig. 1g). These experiments show that the cytosolic
domain of PEX26 cannot replace the cytosolic domain of Pex15, but C-termini of PEX26 and Pex15
share common targeting information that allow peroxisomal targeting and restoration of peroxisome
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Figure 1. Peroxisome targeting information in PEX26 and Pex15 is evolutionarily conserved. (a) Human
PEX26 and yeast Pex15 are functionally similar tail-anchored proteins with only 15% amino acid identity
(pairwise alignment Emboss Needle default settings). Predicted TMDs (Topcons®?) are marked in blue.
TMDs are followed by the luminal amino acids, the so-called C-segment. (b-d) Improved expression of
PEX26 in yeast after codon-optimization. GPD promoter-driven expression of PEX26 and codon-optimized
PEX26 in wild-type yeast cells. PEX26 was labelled at the N-terminus with the green fluorescent protein
EGFP. (b) Direct fluorescence of EGFP-PEX26 and EGFP-PEX26<. Cell contours are shown in blue
(widefield images). Bar=10pum. (c) Quantification of (b). The expression of PEX26% increased by factor
2.3. N=94 and 102. Error bar=s.e.m. P < 0.0001 (unpaired t-test). (d) Western blot of logarithmically
grown cells with an anti-GFP antibody. Full-size blots are presented in Supplementary Figure S1. (e) PEX26
localizes to peroxisomes in yeast. Co-localization with the peroxisome marker HcRed-SKL. PEX26Aex5
lacks the TMD encoded by exon 5 and shows cytosolic localization. Bar = 5pum. (f) The TMD and
C-segment of PEX26 can functionally replace the TMD and C-segment of Pex15 in yeast. PEX26 cannot
restore peroxisome maturation in ApexI5 yeast. Growth assay on oleate plates of ApexI5 cells transformed
with plasmids expressing Pex15, Pex]15ATMD, PEX26, PEX26% or Pex15-PEX26. Halos indicate oleate
consumption. (g) The Pex15-PEX26-fusion protein is able to restore peroxisomal matrix protein import of
HcRed-SKL in Apex15 yeast cells. Pex26 and PEX26 fail to re-establish peroxisomal matrix protein import.
Co-expression of Pex15, Pex15ATMD, PEX26, PEX26% or Pex15-PEX26 with HcRed-SKL. Bar = 5pm.

(h) Yeast Pex15 is imported into peroxisomes in HeLa cells. The peroxisomal targeting information of Pex15
is situated in the TMD and the C-segment. Pex15ATMD remains cytosolic. Immunofluorescence of Venus-
Pex15 and Venus-Pex15ATMD with antibodies directed against the peroxisomal membrane protein PEX14.
Bar=10pum. (i) PEX26 and Pex15 co-localize in the same population of peroxisomes in HeLa cells upon
co-expression. Co-transfection with Venus-Pex15 and Myc-PEX26 and immunofluorescence with anti-Myc
antibody directed against Myc-PEX26. Bar = 10 pm.
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Figure 2. The C-terminus of PEX26 becomes exposed to the endoplasmic reticulum. (a) PEX26-ops
enters the ER in HeLa cells. Glycosylation is used as marker for ER integration. Western blot. Samples

were taken 48 hours after transfection with PEX26-ops. The slower migrating band indicates glycosylation.
Controls: lysates were treated with the deglycosylating enzymes PNGase F and EndoH. (b) ER entry of
PEX26-ops within 30 min. Autoradiograph. HeLa cells expressing PEX26-ops were labelled for 30 min with
[3°S]-methionine and [*S]-cysteine. Cells were lysed and PEX26-ops was immunoprecipitated with anti-
opsin antibody. (c¢) PEX26-ops glycosylation indicates that the luminal domain is exposed to the ER in
yeast. GAL1 promoter-driven expression of PEX26-ops in yeast is induced for 15 or 150 min. After 150 min,
the majority of the PEX26-ops is glycosylated. (d) EGFP-PEX26 localizes to the ER in the absence of
peroxisomes. Expression of EGFP-PEX26 in Apex19 yeast. Close association of EGFP-PEX26 with the ER
marker Sec63-RFP. Bar = 5pm. Full-size blots and autoradiograph are presented in Supplementary Figure S1.

maturation in the Apex15 strain. The peroxisomal localization of EGFP-PEX26 in S. cerevisiae suggests
a conserved targeting signal for this peroxisomal protein between mammalian cells and yeast. In all
subsequent experiments with PEX26 in yeast, we used this codon-optimized form, and we will refer to
PEX26% as PEX26.

To further investigate this conserved targeting process, we conversely expressed Venus-Pex15 in
HeLa cells and analyzed its localization by direct fluorescence and immunofluorescence. The majority of
Venus-Pex15 localized in puncta that co-labelled with the peroxisomal marker PEX14 (Fig. 1h). These
results show that, like PEX26 in S. cerevisiae, Pex15 localizes to peroxisomes in HeLa cells.

We then asked if Pex15 and PEX26 localized into the same or different populations of human peroxi-
somes. Myc-PEX26 and Venus-Pex15 were co-expressed in HeLa cells and analyzed by combined immu-
nofluorescence and direct fluorescence. Both, PEX26 and Pex15 localized into puncta that coincided with
each other showing that Pex15 and PEX26 are targeted into the same population of peroxisomes (Fig. 1i).

PMPs are thought to share a—yet poorly defined —targeting signal found near the TMD, called
membrane PTS (mPTS)*. We therefore think that the conserved targeting information, that allowed
the peroxisomal targeting of Pex15 in HeLa cells and PEX26 in yeast, is localized near the C-terminus,
comprising the TMD and the luminal segment. This is supported by the complementation of the fusion
protein Pex15-PEX26 in Apex15 yeast. When we expressed Pex15 without the TMD and the luminal
segment (Venus-Pex15ATMD) in HeLa-cells, the protein localized to the cytosol and could not enter the
peroxisome which further supports this hypothesis (Fig. 1h). Gray-scale representations of single channel
images of Fig. 1h,i are in Supplementary Figure S2.

Like PEX26 in S. cerevisiae, yeast Pex15 localizes to peroxisomes in HeLa cells. The protein is targeted
to the same sub-population of peroxisomes like human PEX26. As HeLa cells comprise functional perox-
isomes that require PEX26, this observation indicates that Pex15 was inserted into mature peroxisomes.
Pex15 and PEX26 share a targeting signal, which is conserved amongst species.

The C-terminus of PEX26 gets exposed to the endoplasmic reticulum lumen. Pexl15 traffics
to the peroxisome via the ER in a GET-dependent manner?, whereas the targeting of PEX26 was shown
to be independent of Get3-homologue TRC40°!. Given the similar peroxisome-targeting properties of
Pex15 and PEX26, we wanted to study the earlier steps of PEX26 targeting in mammalian and in yeast
cells and asked if PEX26 enters the ER. PEX26 was tagged with a short opsin-tag that can be glycosylated
in the ER lumen to monitor ER-passage®”. Samples were taken 48 hours after transfection of HeLa cells
with PEX26-ops. Controls were treated with the deglycosylating enzymes EndoH and PNGase F. The
control samples showed a single band on Western blot, whereas in untreated samples two bands were
detected (Fig. 2a). The lower band migrated at the same level as the deglycosylated sample, thus repre-
senting the non-glycosylated protein. The upper band showed a lower mobility due to glycosylation. We
conclude that PEX26 entered the ER.
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Figure 3. Human PBD fibroblasts with a mutation in PEX26. (a) PEX26 deficiency leads to impaired
peroxisome maturation. Fibroblasts from a control and from a patient with PEX26%*"W mutation were
probed with antibodies directed against the peroxisomal matrix protein catalase and the peroxisomal
membrane protein PEX14. No catalase import in patient fibroblasts. Apparent peroxisome size is increased
in the patient fibroblasts, but peroxisomes are less abundant. Bar=10pm. (b) Expression of Myc-PEX26 in
PEX26™W fibroblasts partially restores peroxisome maturation and import of catalase. Catalase is largely
localized to the peroxisome, but peroxisome number is still reduced. Bar = 10 um. Gray-scale representations
of single channel images of this figure are in Supplementary Figure S2.

To confirm these results we designed a radio-pulse label experiment. HeLa cells were transfected
with PEX26-ops. Twenty-four hours after transfection, cells were labelled with [**S]-methionine and
[**S]-cysteine for only 30min and PEX26-ops was immunoprecipitated with an anti-opsin antibody.
PEX26-ops appeared as a double band on the autoradiograph (Fig. 2b). A control with EndoH showed
that the lower band corresponded to the deglycosylated form, whereas the upper band in the gel is the gly-
cosylated protein (Fig. 2b). The short pulse was thus sufficient to monitor PEX26 glycosylation in the ER.

To investigate PEX26 trafficking in yeast, the C-terminus of PEX26 was tagged with a short opsin-tag
codon-optimized for expression in yeast that would allow glycosylation if PEX26 passed the ER in
S. cerevisiae. PEX26-ops was expressed under the control of the galactokinase (GAL1) promoter in
wild-type cells for up to 150 min. A control was treated with PNGase. PEX26 migrated as double band,
the lower coincided with the deglycosylated form, and the upper was only detected in the untreated
sample (Fig. 2c). The mobility shift must thus be due to glycosylation, indicating that PEX26 targets to
the ER in yeast also in the pulse-experiment.

Next we co-expressed GAL1-driven EGFP-PEX26 with the ER-marker Sec63-RFP in Apex19 cells to
assess the localization of PEX26 in the absence of peroxisomes in a pulse-chase experiment. One hour
after the pulse, EGFP-PEX26 was found in close association with the ER-marker (Fig. 2d) indicating
that PEX26 accumulates in an ER-proximate compartment. These results also suggest that Pex19 is not
required for targeting PEX26 to the ER. Similar to Pex15, PEX26 is inserted into the ER in S. cerevisiae'>*®.
Furthermore we could show that the luminal part of the protein gets exposed to the ER lumen in
HeLa cells.

Human PBD fibroblasts with mutations in PEX26. PEX26 contributes to peroxisome biogene-
sis by anchoring PEX6 and PEXI1 to the membrane of the peroxisome. The development of a mature
import-competent peroxisome is not possible in the absence of PEX263°. To assess the cellular pheno-
type of PEX26 deficiency we stained skin fibroblasts from a patient with a homozygous PEX26 C292>T
(R98W) mutation for the peroxisomal matrix protein catalase. As expected, the protein showed cyto-
solic localization (Fig. 3a). When we stained for the PMP PEX14 round plump puncta were observed.
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They were larger in size and smaller in number than peroxisomes found in the control and clustered
mainly in the cell center and close to the nucleus. These immature peroxisomes were not able to import
catalase (Fig. 3a). In control fibroblasts, catalase was localized to defined puncta that were more evenly
distributed within the cell (Fig. 3a). We tested if our PEX26 construct was able to restore peroxisome
maturation upon introduction in PEX26~/~-deficient fibroblasts. We transfected PEX26-deficient patient
fibroblast cells with Myc-PEX26. Catalase was used as a marker for peroxisome biogenesis. In the trans-
fected cell, catalase is largely localized to the peroxisome, but peroxisome number remains reduced. The
construct thus partially restored catalase import in the deficient cell line (Fig. 3b).

PEX26 targeting to the ER is dependent on the GET machinery. Next we wanted to analyze if
the GET-pathway which is responsible for inserting Pex15 into the ER¥, is also used by PEX26. As TA
proteins employ a broad range of mechanisms that lead to their targeting to the ER*** we also tested for
a possible dependency on post-translational targeting factors.

PEX26-ops was expressed in different get-deficient strains, and in DAmP-sec62 and Asec72 yeasts.
Protein expression under the control of the GAL1 promoter was induced by shifting de-repressed cells
to galactose. PEX26-ops, when expressed in the wild-type control strain, appeared as a double band in
the Western blot (Fig. 4a, lane 2). Double bands representing both glycosylated and non-glycosylated
protein were also present in sec62- and sec72-deficient strains. There was no change of glycosylation
levels observed between the PEX26-ops expressed in DAmP-sec62 or Asec72 and the control (Fig. 4a,
lanes 3 and 4, see also Supplementary Table S1). In all get-deficient strains, however, the majority
of PEX26 migrated in the fraction of the lower band corresponding to the non-glycosylated PEX26
(Fig. 4a). Less than 20% of PEX26 became glycosylated in all strains lacking one or several components
of the GET-pathway acting at different stages of TA protein biogenesis (Fig. 4a, lanes 5 to 9). When we
transformed the get5-deficient strain with a GET5-expressing plasmid, the pathway was rescued and
PEX26 glycosylation was restored (Fig. 4b). We conclude that ER-targeting of PEX26 is dependent on
the GET-pathway. When EGFP-PEX26 was pulse-expressed in a Aget3 strain, the protein localized into
green puncta that did not coincide with the ER, but with the peroxisomal marker HcRed-SKL indicating
that PEX26 can reach peroxisomes in the absence of GET3 (Fig. 4c).

Taken together, the data indicate a GET-dependent but non-essential ER targeting of PEX26. PEX26
can eventually reach peroxisomes even if the GET-pathway is impaired. ER integration of PEX26 also
appears to be independent of the post-translational Sec62 and Sec72 translocon subunits.

In the light of the GET-dependency of PEX26 in S. cerevisiae we wanted to investigate if ER inte-
gration in HeLa cells was dependent on the mammalian Get3 homologue TRC40. HeLa cells were
co-transfected with PEX26-ops and TRC40 or dominant negative mutants of TRC40 previously reported
to impair TA protein targeting in HeLa cells®*. PEX26-ops was detected by Western blot. Glycosylation
was not altered between the control and samples overexpressing TRC40 or TRC40 mutants (Fig. 4d).
To be able to identify smaller changes in PEX26 glycosylation, we performed a radio-pulse experiment
co-expressing the dominant TRC40 mutant SW1 that impedes ER entry of the TA protein Ramp4-ops
(Fig. 4e). PEX26-ops was precipitated through the opsin-tag from radio-labelled cells co-transfected
with PEX26-ops and TRC40. Similar to Western blot analysis, the autoradiograph indicated that PEX26
glycosylation is not influenced by co-expression of TRC40 or dominant TRC40 mutants (Fig. 4f). These
findings confirm previous microscopy studies showing that the ER targeting of PEX26 in mammalian
cells is independent of the TRC40-pathway?..

In yeast PEX26 glycosylation occurs before Pex19-dependent peroxisome formation. PEX19
plays a crucial role in targeting of PMPs to the peroxisome®***! and has been shown to support the traf-
ficking of PEX26 to peroxisomes®*2. We now find that PEX26 enters the ER. Therefore we wanted to
investigate if PEX19 is involved in the integration of PEX26 into the ER or at later steps of peroxisome
formation. We expressed PEX26 in pex19-deficient yeast cells. Again, the protein was controlled by the
GAL1 promoter and induced in a pulse experiment. In the wild-type, 32% of the PEX26 remained
without glycosylation. In Apex19, only 14% were not glycosylated (Fig. 5a). The expression of PEX26
dropped by 20% relative to the control protein PGK. This reduction in the total amount of PEX26 can
be attributed to the reduction of the not-glycosylated PEX26, because the amount of glycosylated PEX26
remains unchanged (Fig. 5a). This observation is in agreement with a role of Pex19 stabilizing PMPs in
the cytosol?.

PEX26 was then expressed in HeLa cells treated with siRNA targeting PEX19. The knock-down reduced
PEX19 protein by 81% (Fig. 5b). Cells were analyzed in a radio-pulse experiment with [**S]-methionine
and [*S]-cysteine. PEX26-ops glycosylation level was not altered between cells treated with siRNA or
without (Fig. 5b). These data indicate the ER entry of PEX26 is independent of PEX19.

Our data in yeast show that PEX26 targeting to the ER is dependent on Get3, but not on Pex19.
However, Get3 and Pex19 are chaperones affecting the targeting of PEX26. Therefore we wanted to inves-
tigate the functional relationship of these proteins in PEX26 targeting. We expressed PEX26 in Aget3
and in Apex19 strains and compared the glycosylation pattern in these mutants with a Apex19Aget3
knock-out. Expression in Aget3 confirmed that the majority of PEX26 remained non-glycosylated,
whereas glycosylation was observed again when expressing PEX26 in Apex19-cells (Fig. 5¢). The dou-
ble knock-out showed a reduction of total PEX26 compared to the wild-type and the single knock-out
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Figure 4. PEX26 targeting to the ER is dependent on the GET machinery. (a-c) GAL1 promoter-
driven pulse expression of PEX26-ops in yeast. Opsin glycosylation reports entry into the ER. (a) GET-
dependent but SEC62/SEC72-independent entry of PEX26-ops into the ER in yeast. Strains defective in
post-translational ER targeting (DAmP-sec62, Asec72)® or the GET pathway were transformed with PEX26-
ops and expression was induced for 120 min. Western blot with anti-opsin antibodies. Both halves of each
panel were cropped from the same blot. Quantifications of band intensities can be found in Supplementary
Table S1 (n>3). (b) Extrachromosomal GET5-expression restores ER entry of PEX26-ops in Aget5-yeasts.
Induction for 120 min. Western blot with anti-opsin antibodies. (¢) EGFP-PEX26 does not integrate into
the ER if the GET-pathway is impaired, but co-localizes with the peroxisomal marker HcRed-SKL. Co-
expression of EGFP-PEX26 with Sec63-RFP ER marker or peroxisomal marker HcRed-SKL in a Aget3
strain. Bar=5pum. (d-f) Integration of PEX26-ops into the ER is TRC40-independent. Co-transfection of
PEX26-ops with TRC40"T, TRC405W!, TRC40%® or mock plasmid. (d) TRC40 and TRC40 mutants do not
influence ER targeting of PEX26-ops. Western blot. HeLa cells were co-transfected for 15hours with
PEX26-ops and mock, TRC40 or TRC40 mutant. All parts of each panel were cropped from the same blot.
(e,f) TRC40-independent ER targeting of PEX26. Overexpression of the dominant TRC40 mutant SW1
impairs ER entry of Ramp4-ops but not of PEX26. HeLa cells co-expressing (e) Ramp4-ops or (f) PEX26
and TRC40 variants were labelled for 15min with [**S]-methionine and [**S]-cysteine. (¢) Ramp4-ops and
(f) PEX26 were immunoprecipitated with anti-opsin antibodies and analyzed by autoradiography. Band
intensities were quantified. Full-size blots and autoradiograph are presented in Supplementary Figure SI.

strains (Fig. 5¢). The level of glycosylated PEX26 in the double knock-out was similar to Aget3 (Fig. 5¢).
These results suggest that the absence of PEX19 does not interfere with the Get3-dependent targeting of
PEX26, but that Pex19 is able to stabilize the cytosolic PEX26 that accumulates in the absence of Get3.

In order to investigate if the reduction of total PEX26 in Apex19Aget3 cells was due to protein
degradation we repeated the pulse-experiment and added 30 uM of the proteasome inhibitor MG132 to
yeast cultures during induction of PEX26-ops expression. We observed an increase of PEX26-ops, both
glycosylated and non-glycosylated, in all samples treated with the proteasome inhibitor. For example,
the non-glycosylated form in Apex19 cells increased by a factor of 2.4 (Fig. 5d). We conclude that both,
Pex19 and Get3, stabilize PEX26-opsin after translation in yeast.
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Figure 5. The Pex19-dependent steps occur after or independently of ER entry of PEX26. (a,b) ER
integration of PEX26-ops is independent of PEX19, both, in HeLa and in yeast cells. (a) Knock-out

of PEX19 does not affect the ER entry of PEX26-ops but affects the level of non-glycosylated PEX26.
Expression of PEX26-ops in Apex19 cells for 120 min. To compare protein expression in wild-type and
Apex19 PEX26-ops expression is stated in relation to PGK levels. ‘%PEX26 expression’ is the total amount
of PEX26 relative to PGK. ‘%PEX26, glycos. expr. and ‘%PEX26 non-g. expr. are the levels of glycosylated
and non-glycosylated forms relative to PGK. WT was set to 100%. Quantifications show that only the
non-glycosylated PEX26-ops is reduced to 35% in Apex19 cells. (b) PEX19 does not influence ER entry

of PEX26-ops in mammalian cells. HeLa cells expressing PEX26-ops were treated for 60 hours with siRNA
directed against PEX19 or with non-targeting siRNA. For radiolabelling, cells were grown for 15min

with [**S]-cysteine and [**S]-methionine before immunoprecipitation of PEX26-ops. Western blot (left):
Knockdown of PEX19. The asterisk marks a nonspecific band as a loading control. Autoradiograph of radio-
pulse experiment (right): Pex26-ops glycosylation is not reduced. (c) Pex19 stabilizes cytosolic PEX26-ops
in the absence of Get3. The additional Apex19 knockout in Aget3 reduces the non-glycosylated form of
PEX26-ops from 59% to 27%. ‘%PEX26 non-g. (WT, PGK)’ is relative to wild-type, normalized by PGK
protein expression. Both parts of each panel were cropped from the same blot. (d) Pex19 and Get3 stabilize
cytosolic PEX26-ops. Non-stabilized PEX26-ops is degraded by the proteasome. Cells treated with 30 pM
MG132 show a 2.1- to 4-fold increase of non-glycosylated, cytosolic PEX26-ops in wild-type, ApexI9,
Aget3, and Apex19Aget3 strains. (e) Pex19 and Get3 are required for organelle targeting of PEX26.
Localization of EGFP-PEX26 in ApexI9Aget3 yeast. GALI promoter-driven expression was recorded 80 min
after chase. EGFP-PEX26 does not co-localize with the ER marker Sec63-RFP. Bar = 5pm. Full-size blots and
autoradiograph are presented in Supplementary Figure S1.

We expressed GALI-driven EGFP-PEX26 in ApexI9Aget3 to visualize the localization of PEX26.
80min after the pulse the majority of EGFP-PEX26 localized in the cytosol (Fig. 5e). ER-localization
or a similar behavior like in Aget3-cells (EGFP-PEX26 in puncta, like in Fig. 4c) was not observed. We
conclude that Pex19 and Get3 are both responsible for targeting PEX26 in yeast.

Taken together, in yeast PEX26 is targeted GET-dependently to the ER. When the GET-pathway is
blocked, the cytosolic pool of PEX26 is further stabilized by the yeast Pex19. The recognition of PEX26
by yeast Pex19 is another conserved feature of the peroxisome biogenesis machinery. When Pex19 is
deficient in addition to Aget3, the expression and stability of PEX26 is further decreased. These data
therefore suggest that the ER-targeting of PEX26 occurs before Pex19-dependent peroxisome formation
(Fig. 6).

Discussion
The challenge of tail-anchored protein targeting to the peroxisome. Our understanding of
TA protein targeting to the secretory pathway or the outer mitochondrial membrane has advanced
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Figure 6. Model of PEX26 targeting. TA proteins are translated in the cytosol and require chaperone
systems for post-translational targeting. The peroxisomal TA protein PEX26 is recognized by Get3 in the
cytosol and directed to the ER. The receptor complex consisting of Getl and Get2 mediates the insertion of
PEX26 into the ER membrane. In the membrane, PEX26 is sorted into pre-peroxisomal vesicles that require
Pex19 for budding from the ER. In the absence of GET3, the majority of cytosolic PEX26 is stabilized by
the PMP chaperone Pex19 and directly targeted to the peroxisome, where an interaction of Pex19 and Pex3
mediates the integration of PEX26 into the peroxisomal membrane. If both, Get3 and Pex19, are inactivated,
PEX26 is degraded by the proteasome.

considerably in recent years*#?>4043, However, how TA proteins are integrated into the peroxisomal mem-
brane is poorly understood. The TA proteins yeast Pex15 and mammalian PEX26 are PMPs involved
in the recruitment of the AAA-type ATPases PEX1 and PEX6 to the maturing peroxisome'>!*. Pex15
and PEX26 are thus functionally very similar despite showing only a low similarity in their amino acid
sequence. The peroxisome targeting of both proteins is dependent on PEX19°%#. However, Pex15 is also
known for its ability to enter the ER as a substrate of the GET-pathway'>??, whereas the targeting PEX26
is independent of the mammalian Get3 homologue TRC403".

In this study we wanted to revisit the targeting of these two proteins. We analyzed PEX26 in mam-
malian cells, and we codon-optimized PEX26 for expression in yeast. Cross-expression of PEX26 in yeast
and Pex15 in HeLa cells showed that both exogenously expressed proteins are targeted to peroxisomes.
This suggests that Pex15 and PEX26 could be targeted by a common, conserved membrane targeting
signal.

Targeting of the peroxisomal membrane protein PEX26 to the ER. PEX19 is thought to rec-
ognize PMPs shortly after their translation in the cytosol and to subsequently target them to the perox-
isomal membrane**>. However this model does not consider that various PMPs including Pex15 are
targeted to the ER before entering the peroxisomal membrane*”*. To study if PEX26 enters the ER we
tagged the protein with an opsin-tag that becomes glycosylated once the C-terminal domain faces the
lumen of the ER. Surprisingly, PEX26 was glycosylated both in S. cerevisiae and HeLa cells, mirroring
the behavior of Pex15. We conclude that passage through the ER is another common feature shared by
Pex15 and PEX26. Generally, ER-targeting of TA proteins is dependent on the GET/TRC40-pathway,
on a post-translational SRP-dependent pathway, or on chaperones of the Hsc70/Hsp40 family*®. We
were able to show that PEX26 can enter the ER in S. cerevisizge independently of the SEC-translocon
subunits Sec62 and Sec72. This seems reasonable as the ER translocon containing Sec62 and Sec63 is
specialized on post-translational transport of short secretory proteins comprising less than 80 amino
acids'®. In S. cerevisiae however PEX26 uses the GET-pathway for targeting to the ER similar to its yeast
analog Pex15?2 Nevertheless, PEX26 can eventually reach peroxisomes even in absence of a functional
GET-pathway in agreement with the postulated redundancy of TA protein biogenetic pathways** and/or
by spontaneous insertion!®. Accordingly, in mammalian cells, dedicated but yet unidentified chaperones
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could shuttle peroxisomal TA proteins to the ER membrane in a TRC40-independent manner as shown
by our experiments that confirmed TRC40-independent targeting of PEX26 in mammalian cells®..
Contrary to other models of PEX26 targeting®!, the finding that PEX26 can enter the ER independent
of the TRC40 pathway shows that GET/TRC40-independence cannot be used as argument against the
involvement of the ER in peroxisome biogenesis routes. One possible reason for TRC40-independence of
PEX26 might be that the TMD hydrophobicity of PEX26 is too low for recognition by TRC40, similarly
to PEX26 from Neurospora crassa*. Human PEX26 has a more hydrophobic TMD than Pex15%, which
is a regular substrate of the GET-pathway. The higher hydrophobicity of human PEX26 might therefore
be the reason why transport and insertion of PEX26 into the ER is GET-dependent in yeast. The effect of
PEX16, a PMP found in mammalian but not in yeast cells, might also contribute to the differences in ER
targeting of PEX26 in yeast and human. Overexpressed PEX16 was recently reported to recruit the TMD
and the C-segment of PEX26 to the ER®. Although the signal recognized by PEX16 is not known, one
could speculate that PEX16 is involved in the targeting of PEX26 in a manner similar to Get3 in yeast.

The role of PEX19 in PMP targeting to the ER and the peroxisome. We tested the hypothesis
that PEX19 is the chaperone that would mediate PEX26 entry into the ER. PEX26 was expressed in a
Apex19 yeast strain and in a [**S]-pulse experiment in HeLa cells treated with siRNA directed against
PEX19. In both cases the levels of PEX26 glycosylation were not altered compared to wild-type. We
conclude that PEX19 does not influence the targeting of PEX26 into the ER membrane. But PEX19 is
known to stabilize PMPs just after their translation in the cytosol>*>. Indeed, we observed that the pool
of non-glycosylated PEX26 was stabilized in the absence of Get3. When expressed in a ApexI9Aget3
strain the amount of non-glycosylated PEX26 decreased compared to the protein detected in the Aget3
strain. Degradation of non-targeted PEX26 is likely proteasome dependent as the addition of a proteas-
ome inhibitor increased the amount of detectable PEX26. These results allow drawing a model whereby
Pex19 is able to stabilize cytosolic PEX26 in the absence of Get3 (Fig. 6). If Pex19 exerts an additional
influence on PEX26 targeting, this is likely to occur after ER integration or in a parallel pathway.

We showed that yeast Pex15 and mammalian PEX26 behave similar despite being expressed in evolu-
tionarily distant organisms. In yeast, mammalian PEX26 appears to follow a similar itinerary like Pex15.
We speculate that PEX26 is included in the same pre-peroxisomal vesicles that require Pex19 to bud from
the ER and to be targeted to peroxisomes®. These vesicles might correspond to the structures closely
associated with the ER that we observed while expressing PEX26 in Apex19 cells.

The role of the ER in peroxisome formation. Most cellular membrane proteins are first targeted to
the ER. Chloroplasts and mitochondria, owing to their endosymbiotic history, are noticeable exceptions.
Peroxisomes are not of endosymbiotic origin and seem to have evolved a more complex set of protein
targeting routes'>**2, Therefore, whether PMPs are first targeted to the ER, is discussed controversially
in the field.

It has often been argued that post-translational import of proteins into peroxisomes and growth
and division of peroxisomes speak for direct import of both, matrix and membrane proteins**>%. On
the other hand, biogenesis of peroxisomes in yeast occurs mainly de-novo™ at the ER from distinct
pre-peroxisomal vesicles that contain partially assembled docking and RING complexes!!. Upon fusion
of these vesicles the transport complex required for peroxisome matrix protein import is established. A
prerequisite for peroxisome maturation is that PMPs travel via the ER towards the budding side of these
pre-peroxisomal vesicles. While nearly all of PMPs in S. cerevisiae enter the ER**%, in human cells, only
PEX3, PMP34, and PEX16 have been shown to pass the ER%-%.

Recent work in a mammalian system provided evidence that PEX3 and PMP34 pass the ER before
entering the peroxisome if PEX16 is present™. It was proposed that PMPs are transported to the per-
oxisome either using a PEX16- and ER-dependent (group I) pathway, or a direct, PEX16-indendent
pathway with direct post-translational PMP insertion into the peroxisomal membrane (group II). Both
pathways are not mutually exclusive — upon saturation of the slower group I pathway PEX3 was directed
to the peroxisome via the other®*”’. Following this model, PEX26 could be targeted PEX16-dependently
via the ER towards the peroxisome®. When PEX26 is overexpressed, the PEX16-dependent pathway
might be saturated and the successive employment of the PEX16-independent path could explain why
we find both glycosylated and non-glycosylated PEX26 on our Western blots and autoradiographs. We
also showed that similar to mammalian PEX3, PEX26 in yeast can travel two possible routes to the
peroxisome. The GET-dependent targeting to the ER is favored. But if this pathway is impaired, a sec-
ond, Pex19-dependent targeting mechanism ensures proper integration into the peroxisomal membrane
(Fig. 6).

Materials and Methods

DNA cloning. All oligonucleotides and plasmids used in this study are listed in Supplementary Table
S2 and Supplementary Table S3, respectively. pPENTR221-PEX26% (PST1193) was derived from pEN-
TR221-PEX26 (PST1147) by using the primers OST751, OST752, OST753, OST754, OST755, OST756,
OST757, OST758, OST789, OST790, OST791, and OST792 for site-directed mutagenesis of pENTR
221-PEX26.
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pAG416-GPD-EGFP-PEX26% (PST1310) was generated from entry vector pENTR 221-PEX26<
(PST1193) and destination vector pAG416-GPD-EGFP-ccdB (PST1117) by using the Gateway sys-
tem. pAG416-GPD-EGFP-PEX26 (PST1311) was obtained similarly by combining pENTR 221-PEX26
(PST1147) with pAG416-GPD-EGFP-ccdB (PST1117). pAG416-GAL1-EGFP-PEX26% (PST1486)
was obtained by recombination of pENTR221-PEX26% (PST1193) and pAG416-GAL1-EGFP-ccdB
(PST1341).

PRS416GAL1-PEX26-EcoRI-opsin (pJB3) was cloned in two steps. First olignonucleotides coding
the opsin-tag (OST921 and OST922) were annealed and cloned into the vector pRS416GAL1 opened
by EcoRI and Xhol, yielding pRS416GAL1-opsin (pJB2). PEX26 was amplified from PST1311 using
oligonucleotides OST957 and OST958 and cloned into Xbal and EcoRI sites of pJB2. For cloning of
pcDNA3.1(-)-PEX26-EcoRI-opsin (PST1362) the Xbal-Xhol fragment containing PEX26-EcoRI-opsin
from pJB3 was introduced into pcDNA3.1(-) using the same restriction sites.

For cloning of pRS416GALI-PEX26%-opsin PEX26° was amplified from PST1310 with the oli-
gonucleotides OST957 and OST1088 and inserted into Xbal and Xhol of pRS416GAL1 (PST904).
pRS416GAL1-EGFP(pJB26) and pRS416TEF-EGFP (pJB31) were derived from pRS416GAL1 and
pRS416TEF (PST814) respectively by insertion of EGFP, amplified from PST1310 using primers OST562
and 1272 into Xbal and EcoRI sites. In order to obtain pRS416GAL1-EGFP-PEX26%-opsin (pJB27)
and pRS416TEF-EGFP-PEX26 252-305, PEX26 and PEX26 252-305 were amplified from pJB8 using
OST1273/0ST1274 and OST1301/OST1303. The resulting PCR products were inserted into EcoRI and
Xhol sites of pJB26 and pJB36.

To obtain p416TEF-PEX15ATMD-PEX26 ASTOP (PST1413) the N-terminal domain of Pex15 and
the TMD and C-terminus of PEX26 were amplified from PST1127 and PST1310 using OST1101 and
1103 and OST1102 and 958, respectively. These PCR products then served as PCR template for the
amplification of the Pex15-PEX26 fusion protein using primers OST1101 and 958. The product was
cloned into the Xbal and EcoRI sites of p416TEF (PST814). Sequencing showed a frame shift in the
Pex15-PEX26 fusion region. The frame shift was corrected by site-directed mutagenesis using the oligo-
nucleotides OST1275 and 1276. OST1176 and 1177 were used for adding a STOP codon by site-directed
mutagenesis. The final product was p416TEF-PEX15ATMD-PEX26-STOP (PST1565). For cloning of
pcDNA3.1(—)-PEX26-opsin (PST1380) PEX26 was amplified from PST1147 using primers OST957 and
1052. The PCR product was cloned into the vector Xbal and Xhol sites of pcDNA3.1(—) (PST994).

PEX15 and PEX15ATMD were amplified from genomic DNA using the primers OST746 and 747
and OST746 and 748, respectively. The amplificates were integrated into pPDONR221 by the BP-reaction.
The resulting constructs were pENTR221-PEX15 (PST1326) and pENTR221-PEX15ATMD (PST1566).
PST1326 and PST1566 were recombined with pAG416-GPD (PST1340) resulting the expression clones
pAG416-GPD-PEX15 (PST1126) and pAG-GPD-PEXI5ATMD (PST1127). pEXP-Venus-PEX15
(PST1133) and pEXP-Venus-PEX15ATMD (PST1134) were obtained by recombining pENTR221-PEX15
(PST1326) or pENTR221-PEX15ATMD and pDEST-N-Venus (PST1183) in an LR-reaction.

For cloning pCR3.1-Myc-Pex15 (PST1137) and pCR3.1-PEXISATMD (PST1138) PEX15 and
PEX15ATMD were amplified with using the primers OST746 and 747 and OST746 and 748. The PCR
product was integrated into pCR3.1-Myc by BP- reaction.

For cloning of pRS425-Sec63-RFP (PST811) SEC63-RFP was excised from pSR1960 (PST802) using
NotI (blunted) and HindIII restriction enzymes, and inserted into pRS425 (PST809) Sacl (blunted) and
HindIII sites.

For cloning of pcDNA3.1-TRC40_GRmyc, the coding sequence of TRC40_GR was amplified from
pQE80-MBP-TRC40_GR using the primers Asnal-F and Asnalmyc-R. The PCR product was cloned
into the pcDNA3.1/V5-His-TOPO vector according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen).

Immunofluorescence and microscopy. Cells expressing PEX26 or PEX15 constructs were analyzed
by direct fluorescence and immunofluorescence experiments. If not indicated otherwise, cells were trans-
fected for 48 hours using Effectene (Qiagen). Fixation, permeabilization, incubation with antibodies, and
mounting was carried out as described®®*. The following antibodies were used: anti-PEX14 (ProteinTech,
rabbit polyclonal, dilution 1:200) and anti-Myc (Cell Signaling, mouse monoclonal, dilution 1:2000),
anti-Catalase (Oxis International, rabbit polyclonal, 1:1000), anti-mouse Alexa488 (MoBiTech, dilution
1:200), and anti-rabbit Cy3 (Jackson ImmunoResearch, dilution 1:200). Yeast cells were mounted in
low-melting agarose for imaging. Samples were analyzed using a 100x oil immersion objective (NA 1.3)
on a Zeiss Imager M1 fluorescence wide field microscope with a HRm Camera and the Axiovision 4.8
acquisition software. For yeast microscopy widefield images were contrast-enhanced and false-colored
in blue to show cell contours.

[3°S] pulse label experiments. Hela cells were transfected as indicated. 24 hours after transfection,
cells were washed once with PBS. Cells were incubated with 2ml RPMI cell medium (Sigma-Aldrich),
10% freshly dialyzed fresh bovine serum and 1% glutamine for 2hours at 37°C. Cells were labelled for
15min or 30min at 37°C using 50uCi/well [**S]-methionine and [**S]-cysteine (Hartmann Analytic,
Braunschweig) and then washed twice with PBS. For lysis, cells were treated with RIPA buffer (20 mM
Tris-HCl, pH 7.4, 150mM sodium chloride, 2mM EDTA, 1% NP40, 1mM dithiothreitol (DTT),
0.1 mM PMSE, 1 x Complete protease inhibitors (Roche)) for 10min on ice. Cell debris was removed by
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centrifugation (10min at 20,000g and 4°C). The supernatant of lysate was supplemented with 20l of
anti-opsin antibody® cell culture supernatant (courtesy of Stephen High) and was incubated for 1 hour at
4°C on a turning wheel. Incubation continued for another 3 hours after addition of 20 pl ProteinG-agarose
(Thermo Scientific). Samples were centrifuged at 5,200 x g at 4°C for 3min. The supernatant was dis-
carded and beads were washed five times with RIPA buffer and once with PBS buffer containing 150 mM
sodium chloride. Beads were eluted in SDS gel loading buffer (40 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 0.12M
DTT, 5% glycerol, 0.025% bromophenol blue). The proteins were separated by SDS-PAGE on a poly-
acrylamide gel. Gels were vacuum dried on Whatman paper. Phosphoimager screens were exposed for
ca. 2-25hours and analyzed by a Fujifilm base 1800 II camera. Intensities of protein bands were quan-
tified using Image] (NIH).

Yeast stains and yeast cell culture. Yeast strains used in this study are listed in Supplementary
Table S4. To obtain ApexI19Aget3 the PEX19 ORF was deleted in Aget3 by integration of the hphNT1I
marker using OST526, OST527 and pFA6-hphNT1 as described®’.

The following yeast media were used in this study: Synthetic drop out medium (0.67% yeast nitrogen
base without amino acids (Difco), 0.75% potassium chloride, 0.5% ammonium sulfate, 0.083% amino
acids, carbon source as indicated), oleate medium (0.15% oleate, 0.9% amino acids (all amino acids),
0.1% yeast extract, 0.17% yeast nitrogen base, 0.4% Tween40 and 2% agar). The amino acid mixture
contained 5.2% adenine hemisulfate, 5.2% arginine-HCI, 5.2% histidine-HCI, 15.7% homoserine, 5.2%
isoleucine, 5.2% leucine, 5.2% lysine-HCI, 5.2% methionine, 7.9% phenylalanine, 7.9% tryptophan, 5.2%
tyrosine, 3.1% uracil and 23.6% valine. Amino acids used as selection marker were left out in the respec-
tive amino acid mixture. Solid media contained 20 g/l agar.

For galactose induced expression yeasts were first cultured in a liquid synthetic medium containing
2% glucose. Cells were then diluted to an ODgy, of 0.1 and grown in synthetic medium containing 4%
raffinose overnight to an ODyg, of 4. Cells were transferred to synthetic medium containing 2% galactose
for induction of expression. In pulse-chase-experiments, protein expression was induced for 2.5hours,
and chase was initiated by shifting cells to medium containing 2% glucose.

For the oleate growth assays cells were cultured in a synthetic medium containing 2% glucose for
10hours. Yeast cultures were diluted to an ODg, of 0.1, transferred to synthetic medium containing 0.3%
glucose, and incubated for ten hours and grown to an ODg, of three. Samples were diluted to an ODg,
of 0.1 and starved on 0.3% glucose medium overnight under same conditions. Yeasts were spun down,
washed three times with sterile water, and a 10-fold dilution series ranging from an ODgy, of 1 to 1073
was prepared. Yeasts were then spotted onto oleate plates and incubated for one week at 28 °C.

Cell lysis and Western blot analysis. Yeast cells equivalent to 3 OD,, were harvested 15 min,
30min, 120min and 150 min after induction. Cells were washed with TE buffer (10 mM Tris-HCI,
pH 8.0, ImM EDTA), resuspended in 500l water and immediately lysed by addition of 75pl lysis
concentrate (5M sodium hydroxide, 1% beta-mercaptoethanol, 100 mM PMSE, 0.5 M EDTA). Proteins
were precipitated by 23% trichloroacetic acid for 5min one ice. After centrifugation at 13.000 x g for
15min at 4°C the pellets were washed twice with 100% acetone (—20°C). Pellets were resuspended
in 20 ul water, and 10 pl loading buffer (4x Roti-Loadl buffer (Roth)) was added. Samples were dena-
turated for 5min at 95°C.

Mammalian cells were washed twice with PBS. 70l 4x SDS-loading buffer (including 1x complete
protease inhibitors (Roche) and 9mM N-ethylmaleinimid (NEM) without beta-mercaptoethanol) were
added to the cells. After 10min incubation at room temperature 20mM DTT was added. Cells were
removed from the cell culture plates and lysed by ultrasound three times for 60s (Bandelin SonoRex
RK 106 S, 480 W). Samples were incubated for another 30 min at 37°C and for 10 min at 95°C. For the
experiment described in Fig. 2a cells were washed twice with PBS containing 1 mM EDTA. 24 hours
after transfection, cells were removed from culture plates and centrifuged at 20,000g for 10 min at 4°C.
Pellets were resuspended and lysed in RIPA lysis buffer. Cells were incubated for 30 min one ice and were
vortexed several times during this incubation step. Then the samples were centrifuged at maximum speed
for 15min at 4°C. Supernatants were used for Western blot. 4x SDS-loading buffer was added. Control
samples were treated with PNGase (New England Biolabs) or with EndoH (New England Biolabs) for
deglycosylation.

Proteins were separated by SDS-PAGE on a 12% polyacrylamide gel and transferred to a nitrocel-
lulose membrane by semi-dry blotting. The following antibodies were used: mouse anti-opsin® (cour-
tesy of Stephen High), mouse anti-PGK (Life technologies), mouse anti-GFP (BD Biosciences), chicken
anti-Pex19 (Jackson ImmunoResearch) mouse anti-alpha-tubulin (Sigma Aldrich), donkey anti-mouse
IgG HRP-conjugated (Jackson ImmunoResearch). All primary antibodies were diluted 1:1000, except
anti-PGK 1:10000). Secondary antibodies were used at 1:10000 dilution. Chemiluminescence was gen-
erated with Lumi-light and Lumi-light plus Western blotting substrates (Roche) and recorded using the
Luminescent image analyzer LAS 4000 (Fuji). Intensities of protein bands were quantified using Image]
(NIH).
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Supplementary Tables

Fig. Gel lane | Mean (%) | S.e.m. P value
Wild-type 4a 2 69 3.9
DAmP-Sec62 4a 3 73 4.4 0.5100
Asec72 4a 4 74 3.5 0.4700
Aget? 4a 5 15 2.7 <0.0001
Aget3 4a 8 13 1.6 <0.0001
Aget5 4a 6 18 3.4 <0.0001
Aget1/2 4a 7 17 5.2 <0.0001
Aget1/2/3 4a 9 20 7.8 0.0002
Apex19 5a 2 91 3.2 0.0018
Apex19 Aget3 5c 5 44 1.5 0.0039

Table S1. Quantification of glycosylation of PEX26 expressed in yeast strains



Name Sequence (5' to 3%)

0OST526 AAGTATTGACGGAAAGAAGAAATGCCAAACATACAACACGAAGTACGTACGCTGCAGGTCGAC
0ST527 TTACTGTTATCATAAATATATATACCTTATTGTTGTTTGCAACCGATCGATGAATTCGAGCTCG
OST562 GGCCGAATTCCTTGTACAGCTCGTCCATG

OST751 GTCCCGGCCCGCGCGCCGGCCGETG

OST752 CACGGCCGGCGCGCGGGCCGGGAC

OST753 CCTGGACTTCCGCGCGGCGCTGGAG

OST754 CTCCAGCGCCGCGCGGAAGTCCAGG

OST755 GACCTGCGAGCGCGCCTGGCAGAGTC

OST756 GACTCTGCCAGGCGCGCTCGCAGGTC

OST757 GGCAGAAATGGATCGCTGGCAAGAAGTCCTC

OST758 GAGGACTTCTTGCCAGCGATCCATTTCTGCC

OST789 GAATTTCACGTGCAGAGGGTGCTGCTGCCTC

OST790 GTACATCCAGTCGCCTCTCCTCACCAAAGG

OST791 CTCTTCCGCTGGATCAGGAAGGCTGCATTTTC

OST792 GAAAATGCAGCCTTCCTGATCCAGCGGAAGAG

0ST921 AATTCGGTCCAAACTTCTACGTCCCATTCTCCAACAAGACCGGTTAG
0ST922 TCGACTAACCGGTCTTGTTGGAGAATGGGACGTAGAAGTTTGGACCG
0OST957 ACTAGTTCTAGAATGAAGAGCGATTCTTCGACC

OST958 CGCGCGAATTCGTCACGGATGCGGAGCTG

0OST1052 GCGCCTCGAGCTAGCCCGTCTTGTTGGAGAA

0ST1088 CGCGCTCGAGCTAACCGGTCTTGTTGGAGAATGGGACGTAGAAGTTTGGACCCGGACGGATGCGGAG
0ST1101 GCGCTCTAGAAGTGCTGCAAGTGAGATAAT

0ST1102 GCATCATTTCACAAGAAGTCAAAAAGAGTCTCCTGGCTG

0ST1103 GCCAGGAGACTCTTTTTGACTTCTTGTGAAATGATGC

OST1176 CAGCTCCGCATCCGTGACTGAGAATTCGGTCCAAACTTC

OST1177 GAAGTTTGGACCGAATTCTCAGTCACGGATGCGGAGCTG

0ST1194 GGAAGGCTGCATTTTCTGCCCTCTACCAGCTCCGAATCCG
0ST1195 CGGATGCGGAGCTGGTAGAGGGCAGAAAATGCAGCCTTCC
0ST1196 CTCGCCTCTACCAGCTCGCCATCGCTGACGGTCCTAACTTCTACG
0ST1197 CGTAGAAGTTAGGACCGTCAGCGATGGCGAGCTGGTAGAGGCGAG
0ST1272 CGCGTCTAGAATGGTGAGCAAGGGCGAG

0ST1273 CGCGGAATTCATGAAGAGCGATTCTTCGAC

0ST1274 CGCGCTCGAGCTAACCGGTCTTGTTGGA

0ST1275 GAAGCATCATTTCACAAGAAGTAAAAAGAGTCTCCTGGCTGCC
0ST1276 GGCAGCCAGGAGACTCTTTTTACTTCTTGTGAAATGATGCTTC
0ST1301 GCGCGAATTCTTCAAAAAGAGTCTCCTGGCT

0ST1303 CGCGCTCGAGCTAGTCACGGATGCGGAG

Asnal-F GAATTCTCCACCATGGCGGCAGGGGTG

Asnalmyc-R

CTACTACAAGTCCTCTTCAGAAATGAGCTTTTGCTCCTGGGCACTGGGGGGCTT

Table S2. Oligonucleotides used in this study




Number Name Source
pFA6-hphNT1 Janke et al.’’
PST802 pSM1960 Metzger et al.**
PST809 pRS425 Mumberg et al.®®
PST811 pRS425-SEC63-RFP This study
PST814 p416TEF Mumberg et al.®®
PST904 pRS416GAL1 Mumberg et al.®®
PST994 pcDNA3.1(-) Invitrogen
HcRed-SKL E. Hettema*
PST1117 pAG416-GPD-EGFP-ccdB Alberti et al.?®
PST1126 pAG416-GPD-PEX15 This study
PST1127 pAG416-GPD-PEX15ATMD This study
PST1133 pEXPVenusPEX15 This study
PST1134 pEXPVenus-PEX15ATMD This study
PST1135 pCR3.1-Myc-PEX26 This study
PST1137 pCR3.1Myc-PEX15 This study
PST1138 pCR3.1Myc-PEX15ATMD This study
PST1147 pENTR221-PEX26 This study
PST1165 pDONR207 Invitrogen
PST1173 pcDNA3.1-TRC40_WTmyc Horst et al.*®
PST1174 pcDNA3.1-TRC40_SW1myc Horst et al.*®
PST1183 pDEST-N-Venus Alberti et al.?®
PST1193 pENTR221-PEX26%° This study
PST1310 pAG416-GPD-EGFP-PEX26% This study
PST1311 pAG416-GPD-1EGFP-PEX26 This study
PST1326 pENTR221-PEX15 This study
PST1340 pAG416-GPD-ccdB Alberti et al.?®
PST1341 pAG416-GAL1-EGFP-ccdB Alberti et al.?®
PST1362 pcDNAS3.1(-)-PEX26-EcoRI- opsin This study
PST1380 pcDNA3.1 (-)-PEX26-opsin This study
PST1413 p416TEF-PEX15ATMD-PEX26ASTOP This study
PST1414 pcDNA 3.1-TRC40_GR This study
PST1486 pAG416-GAL1-EGFP-PEX26% This study
PST1565 pRS416TEF-PEX15ATMD-PEX26 This study
PST1566 pENTR221 PEX15ATMD This study
pQE80-MBP-TRC40_GR Favaloro et al.®”
pcDNAS3.1/V5-His-TOPO Invitrogen
pDONR221 Invitrogen
pCR3.1-Myc Invitrogen
pJB2 pRS416GAL1-EcoRI-opsin This study
pJB3 pRS416GAL1-PEX26%-EcoRI-opsin This study
pJB8 pRS416GAL1-PEX26%0psin This study




pJB26 PRS416GAL1-EGFP This study
pJB27 pRS416GAL1-EGFP-PEX26%-opsin This study
pJB31 p416TEF-EGFP This study
pJB36 p416TEF-EGFP-PEX26 253-305 This study

Table S3. Plasmids used in this study

Strain Source

Wild-type BY4741 Euroscarf (Frankfurt)

Aget1/ Aget2/ Aget3 Schuldiner et al.?

Aget1/ Aget2 Schuldiner et al.?

Aget3 Schuldiner et al.??

Aget5 Yeast Consortium Deletion Library®
Apex15 Yeast Consortium Deletion Library®®
Apex19 Yeast Consortium Deletion Library®®
Asec72 Yeast Consortium Deletion Library®®
DAmMP-sec62 Schuldiner et al.*®

Apex19Aget3 This study

Table S4. Yeast strains used in this study




Fig. 2 (b)

-

autoradiograph

70 kD
| 55 kD
40 kD
35 kD
25 kD
anti-GFP
70kD %
55kD *
— —
40 kD -
35 kD
anti-PGK
Fig. 2 (a)
[ ]
*® 70 kD
e 55 kD
VRN D (S SIS 10 kD
e R @ 35kD
® 25 kD
e 15 kD
PEX26-opsin
«s 70 kD
* 55kD
—— e [ cn G —— e 20 kD
e 35kD
* 25 kD
«15kD

alpha-tubulin

70 kDe %

55 kD¥
40 kD

35kDe
25 kDx

70 kD
55 kD «

40 kD
35 kD

Fig. 2 (c)
== ——
anti-opsin
-
anti-PGK




Fig. 4 (a) Fig. 4 (d)
F e
70 kD v~ 70 1
55kD » 55 kD
40kDe 40 kD
kDo = =] - 35D | e ] S |
25kD* 25 kD
_ ) 15 kD
anti-opsin . .
anti-opsin
70 kD
70 kD. e
55 kD
55 kDe R RS R [ oy [~
35 kD ¥ 35kDs .
25 kD 25 kD«
15 kD # .
anti-PGK .
anti-PGK
Fig. 4 (b) Fig. 4 (e)
ARRARA_AAARRARARARK
' i
‘ ’.55kD .
e T — " .-- ..t
3 = ® 40kD SRR Y i
w - ] - - - T WY R e
( 35 kD et -
w3 «' 25kD
anti-opsin
* 70kD
55 kD
S—
40 kD
35 kD
25 kD
anti-PGK

autoradiograph




autoradiograph

Fig. 5 (a)
L ]
[ 3
ee 70 kD F
ig. 5 (c
® 55kD g ( )
® 35kD 55 kD ®
e 25kD 40 kD =
35kD » — . —
anti-opsin 25kD *
v anti-opsin
®e70kD 70KD +»
e 55kD
40 kD *fs .
e 35 kD - T —— o |
+ 25kD 35kD -
25 kD
anti-PGK )
anti-PGK
Fig. 5 (e)
70 kD p
L ]
55 kD 70kD *»
40 kD 55KkD
35 kD -
b 40 kD p—— — —
— - © 25 kD 35kD e
—_— o R -
— -
. . 15kD
anti-opsin . .
anti-opsin
-l § * :
S 70 kD ®e
e — - - 55 kD o "
— e — 40 kD # ‘qd-—'-‘--ﬂul—ﬁh‘
' 35kD =
25kD »
...... -'E s s

anti-PGK

Figure S1. Full-size uncropped Western blots and autoradiographs of all figures.
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Figure S2. Gray-scale representations of single channel images of figures 1h, i and 3a, b.

(a) Yeast Pex15 localizes to peroxisomes in HalLa cells. Peroxisome targeting is dependent on TMD
and luminal segment of Pex15. Direct fluorescence of Venus-Pex15 and Venus-Pex15ATMD shows
co-localization with the peroxisome marker PEX14 (immunofluorescence) and cytosolic localization,
respectively. (b) PEX26 and Pex15 are recruited to the same population of peroxisomes. Direct
fluorescence of Venus-Pex15, immunofluorescence of Myc-PEX26, both proteins co-localize. Bar = 10
pum. (c) Deficiency in PEX26 leads to impaired peroxisome maturation. Fibroblasts of a control and a
patient carrying a PEX26"°*" mutation were stained for the peroxisomal matrix protein catalase and
the PMP PEX14. Catalase import is impaired in patient fibroblasts, peroxisomes are less abundant
and larger than in wild-type. Bar = 10 ym. (d) Expression of Myc-PEX26 in PEX26"%®" fibroblasts
partially rescues peroxisome maturation and import of catalase. Bar = 10 um.

EGFP-PEX26-C HcRed-SKL

Figure S3. Targeting of PEX26 TMD and C-segment to the peroxisome in yeast.

(a) Conserved peroxisomal targeting information of PEX26 resides in the TMD and the luminal C-
segment. PEX26-C, a truncated version of PEX26 (amino acids 252 to 305), was fused to N-terminal
EGFP. Constitutive, TEF promoter-driven expression in wild-type yeast. EGFP-PEX26-C puncta
partially co-localize with the peroxisomal marker HcRed-SKL.
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