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1. Einleitung

Charakteristisch fiir eukaryotische Zellen ist die Unterteilung des Zytoplasmas in
membranumschlossene Kompartimente, die Organellen. Dadurch werden funktions-
spezifische, wissrige Rdume sowie ein ausgedehntes Membransystem, worin spezielle
Prozesse rdumlich getrennt voneinander ablaufen konnen, geschaffen. Jedes Kompar-
timent zeichnet sich durch eine eigene Proteinzusammensetzung aus, welche von
komplexen Zielsteuerungs- und Sortierungsmechanismen aufrechterhalten wird. Um
die Organellenidentitit garantieren zu konnen, miissen die Komponenten dieser Sortie-

rungsmaschinerie sich ihrerseits an den richtigen Stellen zusammenfinden.

Im Fokus dieser Arbeit stehen die vakuoldren Proteintransportwege in der Bickerhefe
Saccharomyces cerevisiae (Abb. 1). Die meisten Proteine entstehen an den Ribosomen
im Zytoplasma und verbleiben auch dort, sofern in ihrer Aminoséduresequenz kein Sor-
tiersignal enthalten ist. Viele Proteine besitzen jedoch spezifische Sortiersignale, die
ithnen den Weg vom Zytoplasma in den Kern, zum Endoplasmatischen Retikulum
(ER), zu den Mitochondrien, den Peroxisomen oder zur Vakuole weisen. Membran-
proteine werden wéhrend ihrer Synthese am ER in die ER-Membran eingefddelt und
erfahren teilweise eine Modifizierung durch Zuckerketten. Wenn die Proteine ordent-
lich gefaltet und zusammengesetzt sind, verlassen sie das ER mit Hilfe des vesikuldren
Transports in Richtung des Golgi-Apparats, wo weitere Modifizierungen stattfinden.
Hier wird die Entscheidung getroffen, ob ein Protein auf sekretorischem Wege zur
Plasmamembran transportiert oder aber in den endosomalen Weg geleitet wird. Bei in-
tegralen Membranproteinen scheint die Art der Transmembrandoméne dariiber zu ent-
scheiden, ob das Protein zur Plasmamembran oder in den vakuoldren Weg dirigiert
wird (Wilcox et al., 1992, Rayner und Pelham, 1997). Diese Sortierung hingt mit der
unterschiedlichen Lipidzusammensetzung von Plasma- und Vakuolenmembran zu-
sammen. Zusitzliche Signale sorgen dafiir, dass die Proteine in Zielkompartimenten
zuriickgehalten werden.

Losliche Proteine mit Sortierungssignalen, wie beispielsweise die vakuoldre Hydrolase
CPY (Carboxypeptidase Y) werden von ihren Transportrezeptoren im Trans-Golgi-
Netzwerk aufgegriffen und zum Zielort, der Vakuole, geleitet (Marcusson et al,
1994). Ohne Bindung an den Transportrezeptor wiirden diese Proteine automatisch se-
kretiert.
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Wie das Lysosom der Séduger, so ist die Vakuole der Pilze ebenfalls ein saures, mit
Hydrolasen angereichertes Organell, das dem Abbau von Makromolekiilen dient. Dar-
iber hinaus ist sie ein Speicher fiir Metabolite wie Aminosduren und Polyphosphate
und spielt eine wichtige Rolle bei der Osmoregulation und pH-Homdostase. Die Va-
kuole bekommt Material zur Erhaltung der eigenen Funktion vom Golgi-Apparat
(CPY- und ALP-Weg) und aus dem Zytoplasma (CVT-Weg). Abgebaut werden Pro-
teine, welche durch ubiquitin-vermittelte Endozytose von der Plasmamembran aufge-
nommen werden, sowie zytoplasmatische Proteine bei Hungerbedingungen (Autopha-

gozytose).

Abb. 1: Transportwege zur Vakuole in der Knospenhefe Saccharomyces cerevisiae.

Der CPY-Weg fiihrt vom spéten Golgi iiber ein pravakuoldres Kompartiment zur Vakuole. Durch En-
docytose aufgenommene Plasmamembranproteine folgen der endosomalen Transportroute. Der ALP-
Weg umgeht alternativ das PVC. Der CVT-Weg umfasst die direkte Aufnahme von Proteinen aus dem
Zytoplasma. ER: Endoplasmatisches Retikulum; TGN: Trans-Golgi-Netzwerk; PVC: Prevacuolar
Compartment; MVB: Multivesikular Body; CVT: Cytoplasm-to-Vacuole-Transport; CPY: Carboxy-
peptidase Y; ALP: Alkaline Phosphatase. Pink markiert den CPY-Weg, Blau die ALP-Route.

Die Biogenese der Vakuole der Hefe (oder dquivalent des Lysosoms der Sdugerzellen)
hat sich zu einem Modellsystem fiir die Zusammensetzung von Organellen entwickelt.

Da viele der vakuolédren Funktionen fiir das vegetative Wachstum nicht essentiell sind,



Einleitung Seite 6

war es moglich, eine Vielzahl von Mutanten mit Defekten in der Vakuolenzusammen-
setzung zu isolieren, die so genannten vps Mutanten (defekt in der Vakuolaren Prote-
insortierung). Diese wurden nach morphologischen Gesichtspunkten in 6 Gruppen
(Klasse A-F) unterteilt (Raymond et al., 1992) und betreffen unterschiedliche Statio-
nen des vakuoldren Transportweges. Beispielsweise zeichnen sich Klasse D vps Mut-
anten unter anderem durch das Vorhandensein einer einzigen groflen Vakuole aus,
wahrend es in Klasse E vps Mutanten zur Ausbildung einer extrem vergroferten spit-
endosomalen Struktur kommt, welche als Klasse E Kompartiment bezeichnet wird. In

Klasse C-Mutanten ist die Vakuole als solche nicht mehr erkennbar.

1.1 Der CPY-Weg

Zwei endosomale Strukturen, die frithen und die spidten Endosomen kénnen morpho-
logisch (Hicke ef al., 1997, Prescianotto-Baschong und Riezman, 2002) und bioche-
misch (Singer und Riezman, 1990) unterschieden werden. Beobachtungen aus Sauger-
zellen haben zu der Vorstellung gefiihrt, dass das friihe Endosom eine Art Sortierungs-
station darstellt, an welcher fiir das Lysosom bestimmte Proteine von denjenigen ge-
trennt werden, die zwischen Endosom und Plasmamembran pendeln (Recycling)
(Gruenberg, 2001, Maxfield und McGraw, 2004). Das friihe Endosom bildet Ausstiil-
pungen aus, von denen Vesikel zur Plasmamembran abgeschniirt werden. Die fiir den
Abbau bestimmten Komponenten hingegen werden aktiv in Doménen fern der Aus-
stiilpungen konzentriert und damit dem degradativen Weg zugefiihrt.

Im spiten Endosom (Pre-Vacuolar Compartment, PVC) findet durch die Bildung in-
terner Vesikel eine Trennung von Proteinen, welche fiir das Vakuolenlumen bestimmt
sind, von denen, die in der begrenzenden Membran verbleiben statt. Das Endosom
entwickelt sich unter der Einwirkung der ESCRT-Proteinkomplexe 1-3 zum so ge-
nannten MVB (Multivesicular Body).

Der Transport vakuoldrer Proteine kann anhand der sehr gut untersuchten 16slichen
vakuoldren Carboxypeptidase Y (CPY) veranschaulicht werden. CPY verld3t das ER
als ein kernglykosyliertes Proenzym (p1-Form), das wihrend seiner Passage durch den
Golgi-Komplex eine weitere Glykosylierung zur p2-Form erfdhrt. Im Trans-Golgi-
Netzwerk (TGN) wird CPY mit Hilfe einer Sortierungssequenz von seinem Rezeptor
(Vps10) in den vakuoldren Weg geleitet. Wéahrend der CPY-Rezeptor aufgrund seines
Zytoplasmatischen Retentionssignals zum Golgi zuriickgebracht wird, um fiir weitere

Transportrunden zur Verfligung zu stehen, gelangt CPY durch Fusion des MVBs mit
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der Vakuole ins Vakuolenlumen und wird dort zur reifen Form prozessiert. Durch das
Auftreten der drei deutlich unterschiedlich grolen CPY-Formen in vps Mutanten kon-
nen Riickschliisse auf Defekte im endozytischen Transportweg gezogen werden. So
betreffen Mutationen von Klasse D-Mutanten Fusionsprozesse mit dem PVC, die
Klasse E-Mutanten die Entwicklung des MVBs und Klasse C-Mutanten die Fusion mit
der Vakuole.

1.2 Der ALP-Weg

Ein anderes vakuoldres Enzym, Alkalische Phosphatase (ALP), wird als ein integrales
Precursor-Membranprotein synthetisiert und ebenfalls nach der Ankunft in der Vakuo-
le zur reifen Enzymform prozessiert. Die Sortierung zur Vakuole ist abhéngig von In-
formationen, welche innerhalb des cytosolischen N-Terminus und der Transmembran-
doméne liegen (Klionsky und Emr, 1990, Cowles et al., 1997b, Piper et al., 1997).
Analysen der Biosynthese von ALP haben gezeigt, dass der vakuoldre Transport des
Proteins unabhéngig von den meisten Komponenten des CPY-Weges erfolgt und da-
mit die Endosomen umgeht. Genetische Screens haben eine Beteiligung von Unterein-
heiten des AP-3 Komplexes an der ALP Sortierung erwiesen (Cowles et al., 1997a).
Der AP-3 Komplex gehort zu den Adapterkomplexen, welche an Signalsequenzen von
Frachtproteinen binden und diese mit Hiillenproteinen wie Clathrin zusammenfiihren,
so dass hiillenbedeckte Vesikel sich abschniiren konnen. AP-3 funktioniert allerdings
unabhingig von Clathrin und assoziiert mdglicherweise mit anderen Proteinen, um ei-
ne neuartige Vesikelhiille zu bilden (Vowels und Payne, 1998). Ein interessanter Kan-
didat hierfiir ware Vps41, das essentiell fiir den ALP Transport ist und sowohl mit
ALP als auch mit AP-3 interagiert (Darsow et al., 2001). Seine Fahigkeit zur Oligome-
risierung weist eine Analogie zu Clathrin auf. Interessanterweise beteiligt sich Vps41
am Klasse C-Komplex, welcher fiir die Vakuolenfusion unentbehrlich ist. Auch wird
das vakuoldre t-SNARE Vam3, ebenfalls ein Fusionsprotein, auf dem ALP und nicht
dem CPY-Weg transportiert. (Piper et al., 1997b).

1.3 Der CVT-Weg

Der Transport vom Zytoplasma zur Vakuole (Cytoplasm-to-vacuole targeting) stellt

einen gesonderten biosynthetischen Weg dar, der unabhéngig vom sekretorischen Weg
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stattfindet und Komponenten der Autophagozytose nutzt. Das vakuoldre Enzym Ami-
nopeptidase 1 (API) wird an zytoplasmatischen Ribosomen synthetisiert und auf dem
CVT-Wege zur Vakuole transportiert (Klionsky et al., 1992, Scott et al., 1997). Nach
Oligomerisation assoziiert es mit Membranen und wird Bestandteil der von zwei
Membranen umgebenen CVT-Vesikel. Bei der Fusion mit der Vakuole wird das CVT-
Vesikel, was nun von einer Membran umgeben ist, ins Vakuolenlumen entlassen.
Nach Lyse der CVT-Vesikel wird API freigesetzt und prozessiert.

1.4 Mechanismen der Vesikelfusion

Transportvesikel schniiren sich in der Regel an von Hiillenproteinen bedeckten Mem-
branbereichen ab. Diese Proteinnetzwerke entstehen auf der dem Zytoplasma zuge-
wandten Seite und fiihren die Abschniirung des Vesikels herbei. Bevor ein Transport-
vesikel mit seiner Zielmembran verschmelzen kann, muss diese Beschichtung abge-
worfen werden, um eine direkte Wechselwirkung beider Membranen zu ermoglichen.
Die Hiillenkomplexe sind hauptsdchlich aus Adapterproteinen, welche fiir die Selekti-
on der zu transportierenden Proteine verantwortlich sind, und geriistbildenden Protei-
nen wie Clathrin zusammengesetzt. Fiir den Vesikeltransport vom Golgi-Apparat zu
frithen und spédten Endosomen werden unterschiedliche Adapterkomplexe beansprucht
(Black und Pelham., 2000). Wéhrend der AP1-Adapterkomplex sowie Clathrin am
Transport zu frithen Endosomen beteiligt zu sein scheinen (Deloche et al., 2001), wer-
den fiir spate Endosomen bestimmte Proteine in clathrinbedeckte Vesikel verpackt, die
so genannte GGAs (Golgi-localized, y-ear-containing, ARF-binding)-Adaptoren ent-
halten (Boman et al., 2000; Dell’ Angelica et al., 2000; Hirst et al., 2000; Poussu et al.,
2000; Takatsu et al., 2000). Wihrend der Endozytose entstehen ebenfalls clathrinbe-
deckte Vesikel unter Mitwirkung des AP-2 Adapterkomplexes. Im Gegensatz hierzu
funktioniert der AP-3 Adapter im ALP Transportweg unabhéngig von Clathrin (s.o.).
Reguliert wird die Zusammensetzung der Hiillenkomplexe durch die monomere
GTPase ARF (Ubersicht Nie et al., 2003).

Die Fusionsmaschinerie besteht wie die Abschniirungsmaschinerie ebenfalls groften-
teils aus peripheren Membranproteinen, die bei Bedarf aus dem Zytoplasma rekrutiert
werden. Wenn der Fusionsprozess beendet ist, zerfallen diese Strukturen, und konnen

schnell und einfach wiederverwendet werden.
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Zunichst einmal muss die Anheftungsstelle in der Zielmembran fiir das ankommende
Vesikel markiert werden. Die Organisation der Anheftungsstelle durch das Heranbrin-
gen von Effektorproteinen wird von den kleinen Rab-GTPasen (Ypts in Hefe) bewerk-
stelligt (Ubersicht Pfeffer, 2003). Diese wechseln zwischen der 18slichen, GDP-
gebundenen und der aktiven, GTP-gebundenen Membranform. Das GDP-gebundene
Ypt liegt im Komplex mit dem GDI (GDP dissociation inhibitor) vor, welcher den Ge-
ranylgeranyl-Membrananker am Ypt maskiert und damit dessen Bindung an Membra-
nen verhindert. Endosomale Membranen besitzen hochstwahrscheinlich Membranpro-
teine, GDFs (GDI-displacement factor), welche Ypt/GDI-Komplexe erkennen und die-
se auflosen konnen (Svejstrup et al., 1997). Spezitische GDFs leiten die GDP-Ypts zu
den entsprechenden Kompartimenten und préasentieren sie dort Guaninukleotid Aus-
tauschfaktoren (GEFs), welche dann die Ypts durch den Austausch von GDP zu GTP
aktivieren. Das aktive, membrangebundene Ypt rekrutiert nun Effektoren, die sich zu
groflen Komplexen zusammensetzen und die Fusion einleiten. Nach der Fusion wird
GTP durch die Wirkung eines GAPs (GTPase activating protein) gespalten; das jetzt

GDP-gebundene Ypt wird sodann vom GDI erkannt und aus der Membran entfernt.

Die Fusion von Vesikeln mit ihrer Zielmembran wird von SNARESs, zytoplasmatisch
orientierten Membranproteinen, vermittelt (Sollner et al., 1993, Rothman, 1994). Die
zytoplasmatischen Doménen eines Vesikel-SNAREs (v-SNAREs) und drei Zielmem-
bran-SNAREs (t-SNARE) schlieBen sich zu einem Parallelbiindel zusammen, welches
die beiden Membranen iiberbriickt (trans-SNARE Komplex). Diese Formation iiber-
windet die Energiebarriere, welche Membranen von der Fusion abhilt. Die Hefe be-
sitzt acht t-SNAREs (auch Syntaxine genannt), die teilweise an gleichen Orten wirken.
Am TGN sowie frithen Endosomen sind SNARE-Komplexe mit Tlg1/Tlg2 zu finden,
am spidten Endosom mit Pep12 und an der Vakuole mit Vam3.

Die Zusammensetzung von SNARE-Komplexen sowie die Verteilung der SNAREs in
der Membran sind jedoch zu variabel, um allein die Spezifitit von Fusionsprozessen in
der Zelle zu garantieren (Pelham, 2001). Dieser Beitrag wird von so genannten Anhef-
tungsfaktoren geleistet, einer Gruppe von langen coiled-coil Proteinen sowie mehreren
grofen Proteinkomplexen (Ubersicht Whyte und Munro, 2002). Bevor SNARESs mit-
einander in Wechselwirkung treten, werden die zu fusionierenden Membranen oft liber
groBere Distanzen hinweg durch Anheftungsfaktoren miteinander verkniipft. Fiir Fusi-
onsprozesse mit der Vakuole ist der Klasse C-Komplex, auch als HOPS-Komplex be-

zeichnet (Homotypic vacuole fusion and vacuole protein sorting) von grof3er Bedeu-
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tung. Urspriinglich wurden vier Komponenten aus der Gruppe der Klasse C vps Mu-
tanten als Untereinheiten dieses groflen Komplexes identifiziert: Pep3, PepS, Vpsl6
und Vps33 (Rieder und Emr, 1997). Auf der vakuoldren Oberfliche treten zwei weite-
re Untereinheiten hinzu, Vps41 sowie Vps39. Das letztere ist ein GEF fiir das vakuola-
re Rab Ypt7; gleichzeitig agiert der gesamte Komplex als Effektor fiir Ypt7 und bindet
das vakuoldre SNARE Vam3 (Seals et al., 2000). Diese Bindung geschieht wahr-
scheinlich durch Vps33, ein Mitglied der so genannten SM-Familie (Secl/Munc18)
SNARE-bindender Protein (Sato 2000, Jahn ef al., 2003). Es wird angenommen, dass
SM Proteine Anheftungsfaktoren mit SNAREs verkniipfen und damit zur Initiation der
Fusionsreaktion beitragen. In der Modellvorstellung rekrutiert Vps39 den HOPS-
Komplex zur Vakuole und zum ankommenden Vesikel. Vps39 aktiviert Ypt7, welches
seinerseits durch Einwirkung auf den Proteinkomplex die Verkniipfung beider Mem-
branen herbeifiihrt. Die nachfolgende Aktivierung von Vam3 erlaubt die Ausbildung
des SNARE Komplexes und damit die Fusion.

Vam3 gelangt auf dem ALP-Wege direkt vom Golgi zur Vakuolenmembran, anstatt
iiber den endosomalen CPY-Weg transportiert zu werden. Moglicherweise wird so die
Funktion von Vam3 als vakuoldres SNARE gewihrleistet, denn es wird ein vorzeitiger
Kontakt mit den entsprechenden Partner-SNAREs verhindert.

Interessanterweise scheint die Funktion der Klasse C Proteine Pep3 und Pep5 nicht nur
auf die Vakuolenmembran beschrinkt zu sein; auch beim Transport vom Golgi zu spi-
ten Endosomen sowie dem retrograden Transport sind beide Komponenten wahr-
scheinlich von Bedeutung (Srivastava et al., 2000). Des Weiteren konnte eine Bindung
des Vps33/SM-Proteins an das spatendosomale t-SNARE Pep12 nachgewiesen werden
(Subramanian et al., 2004).

Nachdem die Membranfusion abgeschlossen ist, wird das SNARE-Biindel (nun cis-
SNARE-Komplex) durch die Wirkung der ATPase NSF (N-ethylmaleimid sensitive
factor) und diverser Kofaktoren (SNAPs: soluble NSF-attachment proteins) aufgelost
(Sollner et al., 1993).

1.5 Ste6: ein ABC-Transporter als Modellprotein fiir Endozytose

Mittels Endozytose nehmen Zellen extrazelluldre und Plasmamembranproteine auf und
verpacken diese in Vesikel, welche nachfolgend mit Endosomen fusionieren. Auf die-
se Weise werden fiir den Abbau bestimmte Proteine zur Vakuole geleitet. Die Auf-

nahme fliissiger Substanzen kann in Hefe mit Farbstoffen wie Lucifer Yellow (Riez-
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man, 1985) demonstriert werden. Mittels des lipophilen Farbstoffes FM4-64, welcher
in die Membran interkaliert, kann der Membranentransport verfolgt werden (Vida und
Emr, 1995). Der Umsatz von Zelloberflachenrezeptoren, wie der rasche Abbau nach
Ligandenbindung, wurde an den Paarungspheromonrezeptoren der Hefe Ste2 (o-
Faktor-Rezeptor) sowie Ste3 (a-Faktor Rezeptor) analysiert. Fiir Ste3 konnte sowohl
eine liganden-induzierte als auch eine ligandenunabhingige Endozytose beobachtet
werden (Davies ef al.1993).

Die Knospenhefe S. cerevisiae tritt in zwei haploiden Formen mit den Paarungstypen
MATa und MATa auf. Diese beiden Zelltypen treten iiber entsprechende Peptidphero-
mone miteinander in Kontakt. Wéhrend das a-Pheromon von a-Zellen auf sekretori-
schem Wege im Medium verbreitet wird, nutzen a-Zellen fiir den a-Faktor die alterna-
tive Sekretion iiber den ABC-Transporter Ste6 (Kuchler et al., 1989; McGarth und
Varshavsky, 1989).

Ste6 gehort zu einer groBen Familie von Transportern, welche die Energie aus ATP-
Hydrolyse zum Durchschleusen von Substraten nutzen, eine Eigenschaft, nach der die-
se Proteingruppe auch benannt worden ist (ABC = ATP-binding cassette). Die ABC-
Proteine konnen spezifisch fiir einzelne Substrate sein, wie die Aminosdurepermease
in Bakterien oder der Ste6-Pheromontransporter in S. cerevisiae. Sie konnen aber auch
ein breites Substratspektrum aufweisen wie das MDR (Multidrug resistance)-Protein
der Sdugerzellen. Ein typisches ABC-Protein besitzt zwei homologe Membrandoma-
nen, welche jede sechs mal die Membran durchspannen, sowie zwei ATP-
Bindungsdominen, welche dem Zytoplasma zugewandt sind. Die beiden homologen
Hilften sind durch die so genannte ,,Linker*“-Region miteinander verbunden.

Trotz seiner Funktion an der Plasmamembran hélt sich Ste6 nur voriibergehend dort
auf und wird schnell durch Endozytose zur Vakuole transportiert und dort abgebaut
(Berkower et al., 1994; Kolling und Hollenberg, 1994). Deswegen wird Ste6 in Immu-
nofluoreszenzexperimenten in internen Strukturen anstatt an der Zelloberfldche beo-
bachtet. Fiir die Regulation des vakuolidren Abbaus von Ste6 (Kolling und Hollenberg,
1994) wie auch von Zelloberflaichenrezeptoren (Hicke und Riezman, 1996) hat sich die
Modifizierung durch Ubiquitin als unbedingt erforderlich erwiesen. Das kleine (76
AS), hochkonservierte Polypeptid wird kovalent {iber eine Isopeptidbindung an interne
Lysinreste im Substratprotein gekniipft. Bei Ste6 liegt die Ubiquitinierungstelle inner-
halb der ,,Linker*-Region, in der so genannten A-Box. Gut verstanden ist der Abbau
ubiquitinierter Proteine im Zytoplasma durch das 26S Proteasom, einen grof3en, ATP-

abhédngigen, proteolytischen Komplex (Ciechanover, 1994; Hochstrasser, 1996); ein
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Abbauweg, iiber den viele wichtige zelluldre Prozesse gesteuert werden. Ubiquitinierte
Membranproteine werden jedoch in der Vakuole abgebaut.

Wie kann die Zelle nun unterscheiden, welche der ubiquitinierten Proteine in der Va-
kuole und welche vom Proteasom abgebaut werden sollen? Die Proteasom-Erkennung
wird durch die Konjugation von Polyubiquitinketten vermittelt. Im Gegensatz dazu
scheint der Vakuolentransport lediglich Monoubiuitinierung oder héchstens das Hin-
zufligen kurzer Ubiquitinketten zu erfordern.

Der intrazelluldare Transport von Ste6 beriihrt Fragestellungen wie die Regulation des
vakuoldren Abbaus, die Sortierung in frithen Endosomen und die Aufrechterhaltung

der polaren Lokalisation von Zelloberflichenproteinen durch dynamische Prozesse.

1.6 Transportmechanismen am frithen Endosom

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Organisation von Komponenten der
Transportmechanismen im frithen vakuoldren Weg der Knospenhefe. Vps8, eine Klas-
se D vps Funktion, sollte genauer untersucht werden. Die meisten der vps Funktionen,
welche in Klasse D Mutanten betroffen sind, werden fiir den Vesikeltransport vakuola-
rer Proteine vom Golgi-Apparat zu spiten Endosomen (PVC) benoétigt. Das spite En-
dosom stellt den Schnittpunkt des Transportweges fiir vakuoldre Hydrolasen (CPY-
Weg) mit dem endozytischen Weg dar. Phanotypisch zeichnet sich ein Avps8 Stamm
hauptsichlich durch eine einzige grofle Vakuole, Defekte in der Sortierung der 16sli-
chen vakuolédren Hydrolasen CPY und Proteinase A (Pep4) sowie Temperatursensitivi-
tat bet 37°C aus. Fiir den ALP-Weg direkt vom Golgi zur Vakuole wird Vps8 nicht
bendtigt (Chen und Stevens, 1996). Die Blockierung des CPY-Transportes wird da-
durch erklart, dass Vps10, der CPY-Rezeptor, nicht von den Endosomen zum Trans-
Golgi zuriickgebracht wird und damit fiir den CPY-Precursor nicht zur Verfligung
steht. Uberdies ergaben sich Hinweise auf einen funktionellen Zusammenhang zwi-
schen Vps8 und der endosomalen Rab-GTPase Vps21 (Horazdovsky et al., 1996).
Vps8 konnte daher sowohl fiir den anterograden als auch den retrograden Transport
zwischen Golgi und den Endosomen benétigt werden. Kiirzlich publizierte mas-
senspektrometrische Daten (Subramanian et al., 2004) zeigten eine direkte Interaktion
von Vps8 mit Komponenten des HOPS-Anheftungskomplexes auf. Im folgenden sol-
len diese Wechselwirkungen ndher beleuchtet und die Rolle von Vps8 bei den endo-

somalen Transportprozessen charakterisiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Stimme und Medien

2.1.1 Bakterienstimme

Tab. 1: Escherichia coli (E. coli)

Stamm Genotyp Referenz
DHS5aF" F(® 80 (AlacZ) M15) A(lacZYA-argF) U169 recAl en- Gibco BRL,
dAl hsdR17 rimy supE44 thi-1 gyrA relAl Gaithersburg MD, USA
(Woodcock et al., 1989)
XL1-Blue F'::Tnl0 proA B" laclg A(lacZ)MI15/recAl endAl gy- (Bullock et al., 1987)

rA96 (Nalr) thi hsdR17 rym;" supE44 relAl lac

2.1.2 Medien und Kultivierung von Escherichia coli (E.coli)

LB-Medium: 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl, (bei festen Ndhrmedien zu-
satzlich 2% Agar)
Zur Selektion plasmidhaltiger Stimme wurden dem Medium nach dem Autoklavieren

50 png/ml Ampicillin zugesetzt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C.

2.1.3 Hefestamme

Tab. 2: Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)

Stamm Genotyp Referenz / Quelle

#28 MATa hisl R. Kélling, Diisseldorf
#29 MATa hisl R. Kélling, Diisseldorf
JD52 MATa ura3-52 his3-A4200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 Jirgen Dohmen, Kéln
JD53 MATa wura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl1-A63 lys2-801  Jirgen Dohmen, Kdln
NYYO0-1 MATa ura3 his3 leu2 trpl lys2 ade2::[ARF1 ADE2] Aki Nakano (Yahara et al.,

arfl::HIS3 arf2::HIS 2001)
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NYY13-1

NYY16-1

NYY18-1

PJ69-4a

RKY668
RKY959

RKY1510

RKY1577

RKY1792

RKY1843

RKY1876

RKY2088

RKY2089

RKY1990

MATa ura3 his3 leu2 trpl lys2 ade?2::[arfl-13 ADE2]
arfl::HIS3 arf2::HIS3

MATa ura3 his3 leu2 trpl lys2 ade?2::[arfl-16 ADE2]
arfl::HIS3 arf2::HIS3

MATa ura3 his3 leu2 trpl lys2 ade2::[arfl-18 ADE2]
arfl::HIS3 arf2::HIS3

MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3, 112 trp1-901 gal4A
gal80A LYS2::GALI-HIS GAL2-ADE?2 met2::GAL7-lacZ
MATa ura3-52 his4 und/oder his6 leu2-3,112 trpl chcl ts
MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-463 lys2-801
Aste6::LEU2

MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl1-A63 lys2-801
snf7::HIS3

MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-463 sec18-1 ts
MATa ura3 his3-Al leu2-Ametl5A pep5/endl A : :kanMX4
MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl-463 lys2-801
vps8::HIS3

MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801
Avps27::-kanMX6

MATa ura3-52 his3-A200 leu2-Al trpl-Al lys2-801a
ade2-101 och pikl-63::TRPI

MATa ura3-52 his3-A200 leu2-Al trpl-Al lys2-801a
ade2-101 och pikl-83::TRP1

MATa ura3 his3-Al leu2-Ametl15A Avps23 (ycl008c) ::
kanMX6

Aki Nakano (Yahara et al.,
2001)

Aki Nakano (Yahara et al.,
2001)

Aki Nakano (Yahara et al.,
2001)

(James et al.,1996)

Greg Payne
(Losko et al., 2001)

Ralf Koélling, Diisseldorf

Ralf Kélling, Diisseldorf
EUROSCARF
Ralf Kélling, Diisseldorf

Ralf Kélling, Diisseldorf

Thorner Lab Strain Collec-
tion (JBC, 1999)

Thorner Lab Strain Collec-
tion (JBC, 1999)
EUROSCARF

Tab. 3: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Hefestimme

Stamm Genotyp

RKY1920 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 Avps21::LEU?2

RKY 1921 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 Apepi2::kanMX6

RKY1922 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 Abrol::kanMX6

RKY1926 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl1-A63 lys2-801 Avps8::HIS3 Avps21::LEU?2
RKY1927 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl1-A63 lys2-801 AvpsS8::HIS3 Asnf7.::HIS3
RKY 1928 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 Avps8::HIS3 Abrol::kanMX6
RKY1930 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl1-A63 lys2-801 Avps8::HIS3
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Apep12::kanMX6

RKY 1962 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 VPS9-13myc::kanMX6

RKY 1963 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 VPS9-13myc::kanMX6
Avps8::HIS3

RKY 2038 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl1-A63 lys2-801 Aypt53::kanMX6

RKY2040 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl-A63 lys2-801 vps45ts-3

RKY2046 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 Avps8::HIS3 PEPS-
3HA: kanMX6

RKY2050 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl1-A63 lys2-801 Apepl2::kanMX6 VPS9-
13myc::HIS3

RKY2051 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl1-A63 lys2-801 Avps21::LEU2 VPS9-
13myc ::kanMX6

RKY2053 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl1-A63 lys2-801 Avps34.::HIS3

RKY2069 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 Aypt52::HIS3
Aypt53::kanMX6

RKY2071 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl1-A63 lys2-801 Aypt52::kanMX6

RKY2093 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl1-A63 lys2-801 Avps8::HIS3 Avps27::kanMX6

RKY2123 MAT o ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl1-A63 lys2-801 Avps21::LEU?2

RKY2124 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trpl1-A63 lys2-801 Avps21::LEU2 Aypt52::HIS3
Aypt53::kanMX6

2.1.4 Medien und Kultivierung von Hefestammen

Vollmedium (YEPD) 1% Hefeextrakt, 2% Pepton, 2% Kohlenstoffquelle

Synthetisches Minimalme-
dium ( SD) 0,67% yeast nitrogen base w/o aminoacids,
2% Kohlenstoffquelle
Aminoséduren und Basen wurde wie folgt zugegeben:
1% Casein-Hydrolysat
30 pg/ml  Uracil, Adenin, Histidin, Tryptophan,

Methionin, Lysin, Leucin
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Als Kohlenstoffquelle wurden 2% Glukose, Galaktose, Raffinose oder 2% Glyce-
rin/Ethanol verwendet. Feste Nahrmedien enthielten zusétzlich 2% Agar.

Zur Selektion auf genetische Marker wurde die entsprechende Aminosdure / Base
weggelassen; oder aber es wurden Chemikalien / Antibiotika, gegen die eine Resistenz
vorlag hinzugefiigt. Zur Selektion auf Kanamycin-Resistenz wurde G418 (Geneticin,
Konz. 200 mg/1) eingesetzt.

Die Kultivierung der Hefen erfolgte bei 30°C. Temperatursensitive Stimme wurden in
der Regel bei 25°C angezogen und dann kurzeitig (fiir bis zu 1h) bei nichtpermissiver

Temperatur (meistens 37°C) inkubiert.

2.2 Plasmide

Tab. 4: Verwendete Plasmide

Plasmid Quelle / Referenz Beschreibung

pFA6a-HisMX6 Longtine et al., 1998 PCR-Template zur Gendeletion,

S. pombe his5" -Marker
pFA6a-kanMX6

Longtine et al., 1998 PCR-Template zur Gendeletion,

kanMX6-Marker

pFA6a-3HA-kanMX6 Longtine et al., 1998 PCR-Template fiir C-terminales
Tagging mit 3HA, kanMX6-
Marker
pFA6a-13myc-kanMX6 Longtine et al., 1998 PCR-Template fiir C-terminales
Tagging mit 13myc, kanMX6-

Marker

p414 Mumberg et al., 1994 CEN/ARS-Plasmid mit 7RPI-
Marker, GALIp
pACT2 Ralf K6lling, Diisseldorf GAL4-aktivierende Doméne fiir
2-Hybrid Fusion, LEU2-Plasmid
pRCP56 Tom Stevens (Piper et al., Integrationsplasmid mit vps45-
1994) ts-3 Allel, URA3-Marker
pRK69 Ralf Ko6lling, Diisseldorf 6,2 kb chromosomales STEG

Fragment Bgl/l1/Sall in den 21~
Vektor YEp429 kloniert( Ma et
al., 1987), TRP1
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pRK274 Ralf Ko6lling, Diisseldorf Integrationsplasmid fiir VPS21-
Disruption, LEU2-Marker

pRK327 Ralf K6lling, Diisseldorf Integrationsplasmid fiir VPS27-
Disruption, kan®

pRK329 Ralf Ko6lling, Diisseldorf GAL4-Bindedoméne fiir 2-
Hybrid Fusion, TRP[-Plasmid

pRK717 Ralf Kolling, Diisseldorf CEN-Vektor (YCplac33) mit
13myc-Tag, URA3-Marker

pRK722 Ralf Kélling, Diisseldorf 2u-Vektor (YEplac195) mit
13myc-Tag, URA3-Marker

pRK736 Ralf Kélling, Diisseldorf S.c. 4,6 kb STE6-3HA Fusion,
2u-Vektor, URA3-Marker

YCplac33 Gietz and Sugino, 1988 CEN/ARS-Plasmid mit URA3-
Marker

YEpl12 Hochstrasser et al., 1991 CUPIp-HA-Ub in 2p-Plasmid
mit TRP-Marker

YEplacl12 Gietz and Sugino, 1988 2p-Plasmid mit TRP[-Marker

YEplac195 Gietz and Sugino, 1988 2u-Plasmid mit URA3-Marker

pYKS2 Kuchler et al., 1993 2u-URA3 Plasmid mit STE6-c-

myc. Das Tag befindet sich in-

tern (Spel, erster externer Loop)

Tab.5: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide

Plasmid Beschreibung

pRKS827 S.c. 4,4 kb VPS8 PCR-Fragment Sacl/BamH1in pRK717, sequen-
ziert; Vps813myc, CEN

pRKS828 S.c. 4,4 kb VPS8 PCR-Fragment Sacl/BamH1in 722, sequenziert;
Vps813myc, 2u

pRKS863 Vps8 A916-1067-13myc; S.c. 1,3 kb VPS8-PCR-Fragment
Xbal/Asp718 in pRK827

pRK864 Vps8 A520-668-13myc, A916-1067; S.c. 762 VPSS8-PCR-Fragment

Xbal/Asp718 in pRK827

pRK868 Vps8 A520-668-13myc; S.c. 1,8 kb VPS8-PCR-Fragment
Xbal/BamH]1 in pRKS827
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pRK902

pRK906

pRK933

pRK934

pRK935

pRK936

pRK972

pRK973

pRK978

pRK979

pRK990

pRK992

pRK995

pRK999

pRK 1000

pRK1002

Vps8A100-168-13myc; S.c. 2297 bp VPS8 AWD40 Assembly-PCR
Fragment Xbal/Sacl in pRK827

S.c. 4,6 bp STE6-3HA-Fragment aus pRK736 Sacl/Sallin YE-
plac112

VPS21 S21N Mutagenese (Primer #987/ 988), CEN/ARS-Plasmid
mit TRP-Marker, sequenziert

VPS21 S21N-Mutagenese (Primer #987/ 988), 2u-Plasmid mit
TRP-Marker, sequenziert

VPS21 Q66L-Mutagenese (Primer #989/ 990), CEN/ARS-Plasmid

mit TRP-Marker, sequenziert

VPS21 Q66L-Mutagenese (Primer #989/990), 2u-Plasmid mit
TRP-Marker, sequenziert

S.c. 1,7 kb VPS21 PCR-Fragment (Primer#985/ 986), Xbal/Pst1 in
YCplac22

S.c. 1,7 kb VPS21 PCR-Fragment (Primer#985/ 986), Xbal/Pst1 in
YEplacl12

GAL-BD-VPSS Fusion fiir 2-Hybrid; S.c. 4,2 kb VPS8-PCR-
Fragment BamH1/Sall in pRK329

GAL-AD-VPS8-Fusion fiir 2-Hybrid; S.c. 4,2 kb VPS8-PCR-
Fragment BamH1/Xho1l in pACT2

Verkiirzte Vps8-Form: 1-253 AS; S.c. 1389 bp VPS8-PCR-
Fragment, Sac1/Scal in pRK717, Scal in BamH1

Verkiirzte Vps8-Form: 1-393 AS; S.c. 1809 bp VPSS-PCR-
Fragment Sac1/Scal in pRK717, Scal in BamH1

S.c. 1872 bp SACI PCR-Fragment, Sa/l/Spel in p414-GALI-
Vektor

Vps8A 69-162-13myc-Variante; 2-Wege-Ligation von 1: S.c. 841
bp VPS8-PCR-Fragment und 2: 3354-VPS8-PCR-Fragment
Sacl/BamH]1 in pRK717

Verkiirzte Vps8-Form: 1-68 AS; S.c. 841 VPS8-PCR-Fragment
Sacl/Scal in pRK717 (Scal in BamH1)

VPS21-GAL4BD fiir 2-Hybrid. S.c. 781 bp VPS21 PCR-Fragment
(Primer #1109, 1110), BamH1/Sall in pRK329
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pRK1003

pRK1015

pRK 1024

pRK 1030

pRK1031

pRK 1032

pRK1033

pRK1034

pRK 1035

pRK 1038

pRK 1045

pRK 1047

pRK 1051

YPT53-GAL4BD fiir 2-Hybrid. S.c. 819 bp YPT53-PCR-Fragment
(Primer #1113, 1114), BamH1/Sall in pRK329

Vps8 ,,VHS“-Domine: 164-339 AS. S.c. VPS8 Assembly PCR: 1:
624 bp (Primer #797, 1129), 2 : 558 bp (Primer #1130, 1131 ),
Fragment 1+2, 1,2 kb ( Sacl/BamH1 in pRK717)

YPT52-GAL4-BD Fusion fiir 2-Hybrid. 967 bp YPT52 PCR-
Fragment (Primer #1112, 1128), BamH]1, Sall in pRK329

Vps8ARING-Gal4AD Fusion fiir 2-Hybrid. S.c. 3,6 kb VPS8-PCR
Fragment (Primer #1077, 1141, template pRK858), BamH1/Xho1 in
pACT2

Vps8AWD40-Gal4AD Fusion fiir 2-Hybrid. S.c. 3,7 kb VPS8 PCR-
Fragment (Primer # 1077, 1142, Template pRK902 ), BamH1/Xho1
in pACT2

Vps8ACHCR1+2-Gal4AD Fusion fiir 2-Hybrid. S.c. 2,8 kb VPS8
PCR-Fragment (Primer # 1077, 1142, Template pRK864),
BamH1/Xhol in pACT2

Vps8APX-Gal4AD Fusion fiir 2-Hybrid. S.c. 3,5 kb VPS8 PCR-
Fragment (Primer # 1077, 1142, Template 1006), BamH1/Xho1 in
pACT2

Vps8APXA -Gal4AD Fusion fiir 2-Hybrid. S.c. 3,3 kb VPS8 PCR-
Fragment (Primer # 1077, 1142, Template 1007), BamH1/Xhol in
pACT2

Vps8AEFF-Gal4AD Fusion fiir 2-Hybrid. S.c. 3,7 kb VPS8 PCR-
Fragment (Primer # 1077, 1142, Template 1008), BamH1/Xho1 in
pACT2

Vps8-AVHS-Variante. 2-Wege Ligation 1: S.c. 1,1 kb VPS§-PCR
Fragment (Primer # 797, 1143), Sac1/Sall und 2: 2,8 kb VPS§-PCR
Fragment (Primer #798, 1144) Sall, BamH]1. Sacl/BamH]1 in
pRK717

Vps8-ACHCR2-Gal4AD fiir 2-Hybrid. S.c. 3,3 kb VPS8-Fragment
(Primer # 1077, 1142, Template pRK863) BamH1/Xhol in pACT2
Vps8-A69-162-Gal4AD fiir 2-Hybrid. S.c. 3,5 kb VPS8-Fragment
(Primer # 1077, 1142, Template pRK863) BamH1/Xhol in pACT2
Vps8-ACHCR1-Gal4AD fiir 2-Hybrid. S.c. 3,3 kb VPS8-Fragment
(Primer # 1077, 1142, Template pRK863) BamH1/Xhol in pACT2
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2.3 Synthetische Oligonukleotide

Tab. 6: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Oligo Sequenz 5" — 3° Beschreibung

#7197 CCCGAGCTCAAGCATTGAAGAAGACGA VPS8  upstream mit Sacl-
Schnittstelle

#798 CCCGGATCCCTACTATTTTTGGGTTAGA SV’TDg‘;BamHI downstream vor

#844 CTGGGTGCTTATGGAGGGCC VPS8 Sequenzierprimer 1

#845 GAGGCTTTTGGCAGTTGGTG VPS8 Sequenzierprimer 2

#846 GCACCCCCAACATGACTTCA VPS8 Sequenzierprimer 3

#847 TGAAGGACAACGCGGTATAT VPS8 Sequenzierprimer 4

#848 TGGCCGTCGAACAGCAATCA VPS8 Sequenzierprimer 5

#849 TCTGGAGTCGCTTTTACCCT VPS8 Sequenzierprimer 6

#850 CAAGAGCAAAAGGGAAATGA VPS8 Sequenzierprimer 7

#3851 TGAGCACCAAGACGTTATTT VPS8 Sequenzierprimer 8

w2 ASTSCACCATICTAGGTICATIACTCACTGCT 1 i o)

453 PAMMAAAAGCTACAATAMARTIAAGAAATAA i pcion RO

#854 CCTTATGCCTTCCCTTTT Abrol Verifikation upstream

#855 GATGACGATTGGGAGACA Abrol Verifikation reverse

nso  ASMCINTIMCSTMATTACTIOMIMTIC: ) i

w5 ATATSTATATGATATITGACGAGCTGTCTIS: ) pionpi

#858 TTGAGTGCGAAGGGAATA Apep12 Verifikation forward

#859 TCTCTTTGCGGCTGGTTA Apep 12 Verifikation reverse

423 TATTGGGCCCTGTGTTGATGCTCTACTTTCTCT- VPS9tag F2

GTCAGAACGGATCCCCGGGTTAATTAA
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#3884

#885

#3886

#911

#912

#913

#914

#985

#986

#987

#988

#989

#990

#1041

#1042

#1045

#1046

#1047

#1048

#1049

#1069

#1070

TATTGCTAGGCTACTCTATACATGAAATATGTG-
CATGAGAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

AAGATGGTTTGCGTTTTG

GTTTGCGTTGGTGCTGAA

TTTAGGTAGAGGTGCCATCAGTTATTCTGACAT
CACTATTCGGATCCCCGGGTTAATTAA

CATTTGTGACGCGGCGGCGACAATAGATCGTTA
TGATCCAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

GAGGGGGAAAGAATGCCA

TTGCTCAGGCTCTCCACT

CCCCTGCAGGTATCGGCATTGGTAAGT

CCCTCTAGAAGATGATGCTGGTGAAGA

GCAGCAGTTGGTAAAAACTCAATAGTACTAAG-
GTTTGTATCTAAT

ATTAGATACAAACCTTAGTACTATTGAGTTTT-
TACCAACTGCTGC

ATATGGGACACTGCCGGCCTGGAGAGATTTG-
CATCTTTA

TAAAGATGCAAATCTCTCCAGGCCGG-
CAGTGTCCCATAT

GGTTTAACTTATTTGGAGTAAACGTATATAT-
TATTAACAGCGGATCCCCGGGTTAATTAA

ACTTCTGTTGTTTTTCCTCTAAAACACAAATCA-
TAGGATAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

AATTATTTATTACATTTTTTCAGCATCGAAGT-
TAAGTAGACGGATCCCCGGGTTAATTAA

ACGCTGAATATGCCGCGTTTGCTGTTGTTTTGC
TTGCAGTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

CCAACCATACCCTAAAAT

TTGCGGCTAATGGAAGTG

AAGCAAGATCGTCGACTT

CATCTCCGTGAAGCATTGAGGGAAGGGTTTAAC
TCCAACACGGATCCCCGGGTTAATTAA

GTGACGAAATTTAAATTTTGAAGCACCAATTAT-
CAACCAAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

VPS9tag R1

VPS9tag Verifikation forward

VPS9tag Verifikation reverse

PEP5tag F2

PEP5tag R1

PEP5tag Verifikation forward

PEP5tag Verifikation reverse

VPS21 Pstl-forward

VPS21 Xbal-reverse

VPS21 S21N forward mit Scal
Schnittstelle

VPS21 S21N reverse mit Scal
Schnittstelle

VPS21 Q66L forward mit
NaelSchnittstelle

VPS21 Q66L reverse mit
NaelSchnittstelle

F1 YPT52 Deletion

R1 YPT52 Deletion

F1 YPT53 Deletion

R1 YPT53 Deletion

Aypt53 Verifikation forward

Aypt53 Verifikation reverse

VPS21 seql

F1 VPS34 Deletion

R1 VPS34 Deletion
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#1071

#1072

#1073

#1074

#1077

#1078

#1079

#1088

#1089

#1090

#1091

#1092

#1109

#1110

#1112

#1113

#1114

#1117

#1118

#1119

#1120

#1121

ATACGGACTGGCGAATAC

TACGATGCTGCCGACTTG

TGAGACCAAACGGCAACT

TTGGTGAGTTTGCTGACA

CCCGGATCCCGATGGAGCAAAATGGCCTT

CCCCTCGAGTCTCGTTTATGGGTGAA

CCCGTCGACTCTCGTTTATGGGTGAA

CCCACTAGTATGACAGGTCCAATAGTG

CCCGTCGACTTAATCTCTTTTTAAAGG

CCCAGTACTTACGGATTCGGAGCCTTG

CCCAGTACTGTAGGGTATAGAGTGAAA

CCCAGTACTTGACCTTATTAATTTCTC

CCCGGATCCCGAAAATGAACACATCAGTC

CCCGTCGACAGAAAAACAACGATTACG

CCCGTCGACAATAGGGTGAACGAAAAA

CCCGGATCCCGATGGATAAACATACAGCA

CCCGTCGACGGCTAATGGAAGTGAAAC

CCCGTCGACCATCAAATCGTGAATCAG

CCCGTCGACTCCCGTATCTTTCATAGC

CCCGTCGACAATGCCGACTACAATAGG

CCCGTCGACCAGCAAAAGTATTTGGAT

CCCGTCGACTCGCAAGATCTTGTTCAA

Avps34 Verifikation forward

Avps34 Verifikation reverse

Aypt52 Verifikation forward

Aypt52 Verifikation reverse

VPS8 forward BamH1 2-Hybrid

VPS8 reverse Xhol 2-Hybrid

VPS8 reverse Sall 2-Hybrid

SACI pGALI Spelforward

SACI pGALI Sallreverse

VPS8 Fragment fiir pPRK999,
Scal reverse

VPS8 Fragment fiir pRK999,
Scal forward

VPS8 Fragment fiir pPRK990,
Scal reverse

VPS21 2-Hybrid-BD
BamH1forward

VPS21 2-Hybrid-BD Sallreverse

YPT52 2-Hybrid-BD Sallreverse

YPT53 2-Hybrid-BD
BamH1forward

YPT53 2-Hybrid-BD Sa/lreverse

VPS8 Px-Deletion Sall reverse

VPS8 PxA-Deletion Sall reverse

VPS8 Px-Deletion Sall forward

VPS8 PxA-Deletion Sal/l forward

VPS8 Effektor-Deletion Sall
forward
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#1128 CCCGGATCCCGCAGATGTTGCAATTTAAACTA  YPTS2 2-Hybrid-BD BamH] for
#1129 CATTCTAGGTGTAATGAGTA VHS-Doméne reverseSTART
#1130 ngTACACCTAGAATGGTAGGGTATAGAGT- VHS.Domine forward START
#1131 CCCGGATCCCGGACTGAACATTGAAGTC Xé{;ﬁ?oméne reverse ENDE
#1141 CCCCTCGAGTTATTCGCAGTCGTCGGTGTG 1?; iigelRING reverse Xhol 2-
#1142 CCCCTCGAGTTATACTATTTTTGGGTT IZ[; iic?eletionen reverse Xhol-2-
#1143 CCCGTCGACGTTCAAGTTCCAAATGCA VHS Deletion reverse Sall
#1144 CCCGTCGACGCTAGCCATTCTCCTGAA VHS Deletion forward Sall
#1150 CCCGTCGACTACGGATTCGGAGCCTTG Vps8 1-67 AS reverse Sall

2.4 Chemikalien und Enzyme

Hersteller

Acros

Amersham
Axis-Shield
Bio-Rad
Braun-Melsungen
Caesar & Loretz
Calbiochem
Difco

Fermentas
Fluka

Fuji

Gibco BRL
ICN

J.T. Baker
Kodak

Produkt

Lysin, Natriumthiosulfat, Natriucarbonat, Glycin

Amplify, ProteinA-Sepharose

Optiprep™

Bio-Rad protein assay reagens (Bradford-Assay)

Glasperlen 0,45 pm @

Glukose

G418 (Geniticin)

Bacto Agar, Casaminoacids, Pepton, Trypton, Yeast Extract, Yeast Nitro-
gen Base

A-Phagen DNA

Formaldehyd, Histidin

X-Ray Filme

Agarose, Restriktionsenzyme, T4-DNA-Ligase, T4-Ligase-Puffer
Tran®S-Label™, NBT

CaCl,, NaCl, NaOH, PEG4000, Kaliumacetat

X-Ray Filme
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Life Technologies
Merck

New England Biolabs
PCR Inc.Florida

Qiagen

Ridel-de-Haen
Roche

Roth

Schleicher & Schuell
Seikagaku Kogyo
Co.Ltd

Serva

Sigma

Thermo Hybaid
Whatman

2.5 Antikorper

Monoklonale Antikorper (Maus)

G418/ Geneticin

APS, EDTA, TEMED, DMF, HEPES, Leucin, Adenin,, Methionin
Restriktionsenzyme, BSA

5-FOA

QIAprep” Spin Miniprep/ Midiprep Kit (250), QIAquick” Gel Extraction
Kit (250), QIAquick”® PCR Purification Kit (250)

Essigsédure, Harnstoff, Natriumazid

Alkaline Phosphatase, Restriktionsendonukleasen, BCIP, Expand Long
PCR System, Lumi-Light Western Blotting Substrat, Hering Sperm DNA
DTT, Gel 30 Acrylamid, DMSO, Glycin, Lysin, Tryptophan
Nitrocellulosemembran, Membranfilter 45pum

Zymolyase

Glycerin, SDS, Ethidiumbromid, Triton X-100, Tween 20, Coomassie
Ampicillin, Lithiumacetat, Ponceau S, Prestained Molecular Weight Stan-
dard, Saccharose, BSA (IgG-frei), TRIS-Base, Sorbitol, Uracil
Synthetische Oligonukleotide

3 MM Papier

anti-ALP
anti-c-myc (9E10)
anti-Dpml

anti-Hédmagglutinin (HA)

anti-Ubiquitin
anti-Pep12
anti-Gal4-AD

Polyklonale Antikorper (Kaninchen)

anti-CPY
anti-Pmal
anti-Ste6
anti-Emp47
anti-Vps27

Verdiinnung Quelle

1:200 Molecular Probes

1:1000 BADBCO (Berkley Antibodies Co.)
1:500 Molecular Probes

1:500 BAbBCO (Berkley Antibodies Co.)
1:200 Covance

1:1000 Molecular Probes

1:1000 BD Biosciences

1:1000 D. Wollff, Stuttgart

1:1000 R. Kélling, Diisseldorf

1:200 R. Kolling, Diisseldorf

1:5000 S. Schroder-Kohne

1:500 S. Losko, Diisseldorf
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anti-PFK 1:5000 J. Heinisch, Osnabriick
anti-PGK 1:5000 Molecular Probes
Sekundéirantikérper

anti-Maus, Phosphatase-konjugiert 1:5000 Dianova
anti-Kaninchen, Phosphatase-konjugiert 1:5000 Dianova

anti-Maus, Peroxidase-konjugiert 1:5000 Dianova
anti-Kaninchen, Peroxidase-konjugiert 1:5000 Dianova

anti-Maus, FITC konjugiert 1:5000 Dianova

2.6 Transformation

2.6.1 Tranformation von Escherichia coli

Die Transformation RbCl,-kompetenter E. coli-Zellen wurde nach Hanahan, 1985
durchgefiihrt.

2.6.2 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Die Transformation von Hefezellen wurde nach der Lithiumacetat-Methode durchge-
fiihrt (Ito et al., 1983). 5 ml einer Kultur mit ODg(yy von 0,5-1,0 wurden abzentrifugiert,
mit 0,1 M LiOAc-Lsg. gewaschen und in 100 pl 0,1 M LiOAc resuspendiert. Darauf-
hin wurden 300 pul 50%igen PEG4000 und 40 pl 1 M LiOAc-Lsg. zugegeben. Die Zu-
gabe von Plasmid-DNA (etwa 1 ug) erfolgte zusammen mit Carrier-DNA (Hering-
sperma DNA, 10 mg/ml). Die Ansédtze wurden fiir 30 min bei 30°C inkubiert, dann
einmal mit H,O, gewaschen, in 200 ul H,O, aufgenommen und auf Selektivmedium
ausgestrichen.

Bei Transformationen fiir Genomintegration (meist PCR-Fragmente) wurde den Zellen
nach der Inkubation ein 20 min Hitzeschock (42°C) gegeben.

Zellen, die eine Kanamycin-Resistenz erwerben sollten, wurden vor dem Ausplattieren

im Vollmedium aufgenommen und fiir weitere 2 h bei 30°C inkubiert.
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2.7 Praparation von DNA

2.7.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Plasmidisolierung erfolgte nach der Methode der alkalischen Lyse (Maniatis et al.,
1982, modifiziert).

Fiir die Restriktionsanalyse wurden 200 ng der isolierten Plasmid-DNA in einem Ge-
samtvolumen von 20 ul geschnitten (37°C, 4 h bis UN).

Hochreine Plasmid-DNA fiir Klonierungen und Sequenzierungen wurde mit dem
QIAprep” Spin Miniprep Kit (250) nach Angaben des Herstellers isoliert.

2.7.2 Isolierung von chromosomaler DNA aus S. cerevisiae fiir Test-PCR

Eine mittelgroBe Hefekolonie wurde gepickt und in 25 pl einer 20 mM NaOH re-
suspendiert. Der AufschluBl erfolgte durch 1 min Erhitzen in der Mikrowelle und an-
schlieBendes kriftiges Schiitteln (vibrax). Nachdem sich die Zellreste abgesetzt haben,

konnte der Uberstand (meist 1 ul davon) fiir die PCR-Reaktion eingesetzt werden.

2.8 Enzymatische Modifikation von DNA

2.8.1 DNA Restriktion

Das Schneiden von DNA erfolgte mit 1 U Enzym pro pg DNA. Der Ansatz wurde 4 h
oder UN bei 37°C (wenn vom Hersteller nicht anders empfohlen) inkubiert. Die bend-

tigten Restriktionspuffer stammen ausschlieBlich von der Firma New England Biolabs.
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2.8.2 Entfernen von iiberstehenden 3 -Enden

3'- Uberhiinge wurden nach der von Maniatis et al. (1982) beschriebenen Methode mit
T4-DNA Polymerase (2,5 U pro ug DNA) entfernt. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei
16°C in T4 Polymerasepuffer mit 0,1 mM dNTPs inkubiert.

2.8.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit alkalischer Phosphatase
aus Kélberdarm (CIP). Hierzu wurde nach erfolgter Restriktion 1 U CIP zugegeben
und fiir 1h bei 37°C inkubiert. Meist folgte darauf eine Aufreinigung iiber ein Agaro-

segel (2.10); andernfalls wurde der Ansatz bei -20°C eingefroren.

2.8.4 DNA Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit 100 ng dephosphorylierter Vektor-
DNA und der zweifachen molaren Menge Insert-DNA in einem Gesamtvolumen von
20 pl. Fir die Ligation wurde Ligasepuffer der Firma Gibco BRL sowie 1 U T4-
Ligase verwendet. Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 16°C inkubiert.

Fiir 2-Wege-Ligationen wurden dquimolare Mengen des Vektors und der zu klonie-

renden Insertfragmenten eingesetzt.

2.9 PCR-Amplifizierung

Fiir die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde das ,,Expand High Fidelity* System
der Firma Roche sowie der ,,Primus 25/96 Thermocycler* der Firma MWG Biotech
verwendet. Die Reaktionen wurden in einem Endvolumen von 25-50 ul durchgefiihrt.
Die Amplifikation von Genen fiir Klonierungen erfolgte durch die PfuUltra DNA-

Polymerase von Stratagene, welche eine besonders hohe Genauigkeit verspricht.
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2.9.1 Spezifische Amplifizierung von Plasmid-DNA

Jeder Reaktionsansatz enthielt 1/10 10x Puffer 2 (1,5 mM MgCl,), je 1 uM der ent-
sprechenden Oligonukleotide, 200 uM dNTP-Mix, 1 ng Plasmid-DNA und 1 U En-
zym.

Es wurde folgender Temperaturzyklus verwendet:

1. Denaturieren der DNA 4 min 94°C

2. 25-35x Denaturieren der DNA 30 sec 94°C
Bindung der Primer (Annealing) I min 55°C
DNA-Synthese (Elongation) X min 68°C

3. DNA-Synthese (Elongation) 10 min 68°C

Die Annealing-Temperatur, die Elongationszeit sowie die Anzahl der Syntheseschritte
wurde an die spezifischen Schmelztemperaturen der Primer und an die GroBe des er-
warteten PCR Produktes angepalt (1 min/kb).

2.9.2 Amplifizierung chromosomaler/Plasmid DNA mit Pfu-Ultra-Polymerase

Jeder Reaktionsansatz enthielt 1/10 10x Pfu-Ultra-Puffer, 4 mM MgCl,, je 2 uM der
entsprechenden Oligonukleotide, 200 uM dNTP-Mix, 1 ng chromosomale DNA und 1
U Enzym.

Es wurde folgender Temperaturzyklus verwendet:

I. Denaturieren der DNA 4 min 94°C
2. 20-30x  Denaturieren der DNA 1 min 94°C
Bindung der Primer (Annealing) 1 min 55°C
DNA-Synthese (Elongation) X min 72°C

3. DNA-Synthese (Elongation) 10 min 72°C
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Auch bei diesem Protokoll wurden die Bedingungen reaktionsspezifisch angepal3t. Fiir

die Elongationszeit gilt: 2 min/kb)

2.9.3 Test-PCR (Amplifizierung chromosomaler DNA)

Die PCR-Reaktionen wurden mit Puffer 2, unter Zugabe von 4 mM MgCl,, je 2 uM
der entsprechenden Oligonukleotide, 200 uM dNTP-Mix, 1 ng chromosomale DNA
und 1 U Enzym durchgefiihrt. Als Template diente der Uberstand der ,,NaOH“-Zellen
(2.7.2). Das Programm entsprach dem aus (2.9.1), die Elongationszeit und die Annea-

ling-Temperatur wurden reaktionsspezifisch angepal3t.

2.9.4 PCR-Mutagenese

VPS21-Plasmid mit markierter Mutagenesestelle (Kreuz)

PCR mit Mutagenese-Primern (Punkt=Mutation),
wodurch zirkuldre, offene Doppelstrange geschaffen
werden

Q-Q

Verdau der methylierten, nicht mutierten

O parentalen DNA mit Dpnl

¢ Transformation in E. coli , wo die offene, zirkuldire DNA

geschlossen wird

Abb. 2: Schematische Darstellung der QuickChange™-Punktmutagenese.

Das QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit wird fiir die Erzeugung von

Punktmutationen, Aminosiure-Austauschen und die Deletion oder Insertion einzelner
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Aminosduren eingesetzt. In einer PCR-Reaktion wird das doppelstringige Plasmid mit
entsprechendem Insert amplifiziert. Dabei werden Oligonukleotide verwendet, welche
die gewiinschte Mutation besitzen. Als Produkte entstehen Plasmide mit der entspre-
chenden Mutation. Durch Restriktion mit Dprnl, welches nur methylierte DNA schnei-
det, wird die parentale, nicht mutagenisierte DNA entfernt. Die durch die PCR-
Amplifikation entstandenen Liicken der mutagenisierten Plasmide werden nach einer
Transformation in E. coli repariert. Durch eine zusitzlich eingefiigte Schnittstelle an

der Mutagenese-Stelle konnen schlieSlich korrekte Plasmide identifiziert werden.

2.9.5 Gen-Tagging und —Deletionen mit Hilfe von PCR-Kassetten

Die Deletion bzw. das Tagging von Genen erfolgte durch die von Longtine et al.
(2002) beschriebene Methode. Dazu wurden 60mere Oligonukleotide konstruiert, de-
ren 3’-Enden die Amplifikation eines Selektionsmarkers erlaubten, der auf einem
Plasmid vorliegt. Die 5’-Enden wurden so gewéhlt, dass sie genspezifisch waren und
eine homologe Rekombination des synthetisierten PCR-Fragments in Hefe erlaubten.
Die PCR-Reaktion wurde laut Angaben durchgefiihrt (Longtine et al., 2002). Zur Re-

kombination wurden die PCR-Produkte direkt in Hefe transformiert.

2.9.6 Assembly-PCR

Um zwei getrennt liegende Sequenzbereiche zu einem Konstrukt zusammenzufiihren
wird die Assembly-PCR verwendet. In einer Primér-PCR werden die beiden Fragmen-
te amplifiziert, so dass eines der Fragmente ein zum anderen Fragment komplementa-
res Ende erhilt. Auf diese Weise ist es moglich, dass in der darauffolgenden Sekun-
déir-PCR ein Fragment als Primer fiir das andere dient und somit ein Hybrid aus beiden
Fragmenten amplifiziert wird. Beispielhaft ist die Konstruktion der ,,VHS“-myc Vari-
ante von Vps8 dargestellt (Abb. 3).
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#797 \ #1130
—» ATG

— || ORF -
<+ D
#1129 #1131

Abb. 3: Konstruktion der VHS-myc-Variante von Vps8. Mit Hilfe einer ,,Assembly PCR* wurden
einzeln amplifizierte DNA-Fragmente verkniipft, indem durch Primer #1130 ein homolger Bereich am
VHS-Fragment angebracht wurde. Die eigentliche Verkniipfungs-PCR fand mit den Primern #797 und
#1131 statt.

Hier wurde fiir die Primér-PCR eines der Fragmente ein Primer mit zusétzlichen 18
Nukleotiden verwendet, welche mit der Sequenz des anderen Fragmentes iiberlappen.
Fiir die Sekundér-PCR ist zu beachten, dass der Reaktionsmix 10% Glycerin enthilt
und die Primer erst nach 10 Zyklen zugegeben werden (damit sich das Hybrid aus den

beiden Fragmenten ausbilden kann).

2.10 DNA-Elektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 1%igen Agaro-
segelen. Als Gel- und Laufpuffer diente 0,5 x TAE-Puffer (20 mM Tris; 10 mM NaO-
Ac; pH 8,0). Zum Nachweis der DNA wurden sowohl dem Gel als auch dem Laufpuf-
fer 0,5 pg/ml EtBr zugesetzt. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/10
Blaumarker (0,2% Bromphenolblau in 25% Glycerol) versetzt. Die Auftrennung er-
folgte bei maximal 250 V. Als GroBBen- und Konzentrationsstandard diente 1 pg mit
EcoRI/HindllI geschnittene Lambda-DNA.

2.11 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die DNA-Isolierung aus Agarose-Gelen wurde mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit
(250) der Firma Quiagen nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.
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2.12 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration einer Probe wurde durch Vergleiche der Bandenstirke mit

dem A-GroBenstandard in einem Agarose-Gel bestimmt.

2.13 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA-Proben erfolgte durch die Firma Seq-Lab oder GATC.

2.14 Herstellung von Proteinextrakten fiir die Western-Analyse

Zur Herstellung von Proteinextrakten fiir die Western-Blot-Analyse wurden 5 ml einer
logarithmischen Hefekultur bei 4000 rpm abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 0.01
M Natriumazid gewaschen und in 150 pl Lysispuffer (0,3 M Sorbitol; 50 mM HEPES;
10 mM NaNj;; pH 7,5) mit Proteaseinhibitoren (0,5 pg/ml von Aprotinin, Antipain,
Chymostain, Leupeptin, Pepstatin A; 1,6 pg/ml Benzamidin; 1 pg/ml Phenanthroline;
170 pg/ml Phenylmethylsulfonylfluorid) aufgenommen. Nach Zugabe von Glasperlen
(9 0,45 mm) wurden die Zellen 5 min auf einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-
VXR) aufgeschlossen. Die Zellsuspension wurde mit 200 pl Probenpuffer (4% SDS;
20% Glycerin; 125 mM Tris-Cl, pH 6,8; 0,2% Bromphenolblau; 40 mM DTT) ver-
setzt. AnschlieBend wurden die Proben zur Solubilisierung der Proteine 30 min bei
50°C inkubiert. Unlosliche Zellbestandteile wurden im Anschluss kurz (<1 min) bei
13.000 rpm abzentrifugiert. Die Proben wurden bei —20°C gelagert und vor dem Auf-
tragen auf ein SDS-Polyacrylamidgel (2.16) erneut solubilisiert. Aufgetragen wurden

jeweils 0,2 ODggo-Einheiten der frisch denaturierten Extrakte.

2.15 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte nach der
Methode von Laemmli (1970) in diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen. Es wurde
ein 5%iges Sammelgel (5% Acrylamid; 125 mM Tris-Cl, pH 6,8; 0,1% SDS; 0,025%
APS; 0,1% TEMED) und je nach Groe der untersuchten Proteine ein 7,5 - 10%iges
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Trenngel (7,5 - 10% Acrylamid; 375 mM Tris-Cl, pH 8,8; 0,1% SDS; 0,025% APS;
0,1% TEMED) verwendet. Der Laufpuffer enthielt 25 mM Tris, 0,192 M Glycin und
0,1% SDS (pH 8,3). Der Gellauf erfolgte bei maximal 250 V und einer maximalen

Stromstédrke von 35 mA pro Gel.

2.16 Coomassie—Blaufirbung von Proteinbanden im SDS-Gel

Das nach Neuhoff ef al. (1985) verdnderte Protokoll gewdhrleistet eine hohe Far-
bungssensitivitidt. Als Farbelosung wurde angesetzt: 0,1% w/v Coomassie Brilliant
Blue G-250 (Serva), 2% w/v Phosphorsdure, 5% w/v Al,(SO,)3, 20% Methanol. Wich-
tig hierbei ist, zundchst das Aluminiumsulfat in der Sdure aufzulosen und den Farb-
stoff in Methanol, da sich Coomassie sonst schlecht 16st. Ein Entfarben ist nicht not-

wendig.

2.17 Immunologischer Proteinnachweis durch Western Analyse

Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteine auf eine Nitrozel-
lulosemembran transferiert. Die Ubertragung erfolgte in Transferpuffer (25 mM Tris;
192 mM Glycin; 20% Methanol) fiir 3 h bei 60 V oder iiber Nacht bei 40 V. Der Prote-
intransfer wurde durch reversibles Anfarben der Proteinbanden mit Ponceau S (0,2%
Ponceau S, 3% TCA) kontrolliert.

Unspezifische Bindestellen wurden durch Inkubation der Membran fiir 30 min in
PBS/TWEEN (10 mM Natriumphosphat pH 7,2; 150 mM NaCl; 0,05% TWEEN20)
mit 1% Magermilchpulver blockiert. Die Reaktion mit dem Primérantikorper erfolgte
bei einer fiir den Antikorper spezifischen Verdiinnung in PBS/TWEEN mit 1% Ma-
germilchpulver fiir 90 min bei Raumtemperatur. Danach wurde die Membran dreimal
mit PBS/TWEEN gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekundirantikdrper in
PBS/TWEEN (anti-Maus-IgG bzw. anti-Kaninchen-IgG, gekoppelt mit alkalischer
Phosphatase oder Peroxidase) erfolgte iiber 60 min bei Raumtemperatur. AnschlieBend
wurde die Membran zweimal in PBS/TWEEN gewaschen. Der Nachweis der gebun-
den Antikorper erfolgte entweder iiber die alkalische Phosphatase oder die Peroxidase.
Fiir den Nachweis iiber alkalische Phosphatase wurde die Membran einmal in Sub-
stratpuffer (0,1 M Tris-Cl, pH 8,8; 0,1 M NaCl; 2 mM MgCl,) gewaschen. Der Anti-
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korpernachweis erfolgte durch die Farbreaktion des Enzyms in Substratpuffer bei An-
wesenheit von 0,1 mg/ml BCIP und 1 mg/ml NBT. Die Farbreaktion wurde in Wasser
gestoppt.

Der Nachweis der Peroxidase-gekoppelten Antikorper erfolgte durch das Lumi Light
Kit der Firma Roche nach Herstellerangaben. Zum Nachweis wurde das Gerdt LAS-
1000 der Fima Fuji Film mit zugehoriger Sofware eingesetzt.

Eine densitometrische Quantifizierung der Bandenintensitit erfolgte mit dem Pro-

gramm ,,NIH Image*.

2.18 Zellfraktionierung

2.18.1 Differentielle Zentrifugation

Fiir die differentielle Zentrifugation wurden 10 ODgy-Einheiten einer exponentiellen
Hefekultur (ODggo < 0,8) abzentrifugiert, einmal mit Wasser gewaschen und in 250 pl
Lysispuffer (0,3 M Sorbitol; 50 mM HEPES, pH 7,5; 10 mM NaN;) mit Proteaseinhi-
bitoren (s. 2.15) resuspendiert. Nach Zugabe von Glasperlen (& 0,45 mm) wurden die
Zellen 5 min auf einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) aufgeschlossen und
anschliefend weitere 400 pl Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren zugegeben. Nach
kurzem Mischen wurde der Uberstand 5 min bei 500 g zentrifugiert, um nicht aufge-
schlossene Zellen und Zelltriimmer zu pelletieren. Als Kontrolle fiir den Western Blot
wurden 100 pl des Zellextraktes abgenommen und mit dem gleichen Volumen 2x Pro-
benpuffer (2.14) versetzt. Fiir die folgenden Zentrifugationsschritte wurden zwei Ali-
quots a 150 pl verwendet, von denen eine zum Test auf Detergenz-Loslichkeit mit 1%
Triton X-100 versetzt wurde. Nach einer 30-miniitigen Inkubation auf Eis wurden die
Proben 10 min bei 13.000 g zentrifugiert, woraus die P13 Pellet-Fraktion und der S13-
Uberstand resultierte. Der S13-Uberstand wurde erneut 1 h bei 100.000 g zentrifugiert
und dadurch in die P100 Pellet-Fraktion und den S100-Uberstand getrennt. Die Pellet-
Fraktionen wurde in je 150 pl Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren resuspendiert, um
ein gleiches Volumen aller Proben zu erhalten. Anschlieend wurden die Proben mit
dem gleichen Volumen 2x Probenpuffer versetzt und 30 min bei 50°C inkubiert. Von
jeder Fraktion wurde ein 0,2 ODggo-Einheiten entsprechendes Probenvolumen durch
SDS-PAGE (2.16) aufgetrennt und im Western Blot (2.17) analysiert.
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2.18.2 Differentielle Zentrifugation unter unterschiedlichen Salzbedingungen

100 ml logarithmisch wachsender Hefekultur (ODg, < 0,8) wurden iiber einen Nitro-
zellulosefilter (PorengréBe: 0,45 pm) mit Hilfe einer Vakuumpumpe abgesaugt und
die Zellen in 2,5 ml Lysis-Puffer (2.14) gewaschen. Die Lyse erfolgte in 250 pul Lysis-
Puffer durch kriftiges Schiitteln (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) mit einem Zellvolu-
men Glassperlen (J 0,45 mm). Hiernach wurde der Ansatz mit 1,5 ml Lysispuffer
aufgefiillt und gemischt. Der Rohextrakt wurde gereinigt (5 min, 500 g) und ein 50 pl
Aliquot fiir weitere Analyse aufgehoben. Fiir die folgenden Ansédtze wurden jeweils
250 pl Zellextrakt und 250 pl Lysis-Puffer mit Zusédtzen verwendet: 1) 0,25% Triton
X-100, 2,5% B-D-Maltosid; 2) 1 M NacCl; 3) 0,1 M Na,COs;. Um die Proteine zu ex-
trahieren wurden die Ansitze 30 min auf Eis inkubiert. Darauthin folgte 1 h Zentrifu-
gation bei 100.000 g (Beckmann Ultrazentrifuge, Rotor TLA45, 42.000 rpm). Die Pel-

lets wurden in je 500 pl Lysis-Puffer aufgenommen und 30 min bei 50 °C solubilisiert.

2.18.3 Flotation

10 ODggo-Einheiten einer exponentiellen Hefekultur (ODgg < 0,8) wurden abzentrifu-
giert, einmal mit Wasser gewaschen und in 100 pul TNE-Puffer (50 mM Tris, pH 7.4;
150 mM NaCl; 5 mM EDTA) mit Proteaseinhibitoren (2.14) resuspendiert. Nach Zu-
gabe von Glasperlen (& 0,45 mm) wurden die Zellen 5 min bei 4°C auf einem Vibrax
(Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) aufgeschlossen und anschlieBend weitere 150 ul
TNE-Puffer mit Proteaseinhibitoren zugegeben. Um nicht aufgeschlossene Zellen und
Zelltriimmer zu pelletieren, wurde der Uberstand nach kurzem Mischen 5 min bei 500
g zentrifugiert. 125 ul Uberstand wurden abgenommen. Hiernach wurden die Proben
mit 250 pl 60%iger Optiprep-Losung vermischt, in ein 11x34 mm Polycarbonat-
Zentrifugengefall (Beckman) gegeben und vorsichtig mit 600 pl 30% Optiprep-Losung
in TNE tiberschichtet. Zuletzt wurde mit 100 ul TNE iiberschichtet. Nach einer Zentri-
fugationszeit von 2 h bei 260.000 g im TLA100-Rotor (Beckmann) wurden 6 Fraktio-
nen a 180 pl abgenommen und mit dem gleichen Volumen 2x Probenpuffer (2.14) +
40 mM DTT versetzt. Jeweils 50 ul der Proben wurden durch SDS-PAGE (2.16) auf-
getrennt und im Western Blot (2.15) analysiert.
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Sollte Detergenzldslichkeit getestet werden, so wurde die Zell- sowie die Puffermenge
verdoppelt. Nach dem AufschluB wurde der Ansatz geteilt, eine Probe mit
1% Tx-100 versetzt und alles 30 min auf Eis inkubiert. Im Falle der Triton behandel-
ten Probe wurde fiir den Optiprep-Gradienten TxNE (TNE + 0,1% Tx-100) verwendet.

2.18.4 Sucrose-Gradienten

100 ml einer exponentiellen Hefekultur (OD600 < 0,8) wurden iiber einen Nitrozellu-
losefilter (Porengréfe: 0,45 pm) mit Hilfe einer Vakuumpumpe abgesaugt und in
250yl eiskaltem 10% STE-Puffer (10% Sucrose; 10 mM Tris-Cl, pH 7,6; 10 mM ED-
TA) mit Proteaseinhibitoren (2.14) resuspendiert. Nach Zugabe von Glasperlen (O
0,45 mm) wurden die Zellen fiir 5 min auf einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-
VXR) aufgeschlossen. Der Uberstand wurde 5 min bei 500 g zentrifugiert, um nicht
aufgeschlossene Zellen und Zelltriimmer zu pelletieren. Danach wurde der klare Zell-
iberstand auf einen Sucrose-Gradienten gegeben.

Zur Herstellung der Sucrose-Gradienten wurden STE-Puffer verschiedener Sucrose-
Konzentrationen sorgfiltig in einem SW40-Zentrifugationsgefdss (Beckman) tiberein-
andergeschichtet. Fiir einen 53%igen Gradienten wurden STE-Puffer mit 53% (4 ml),
35% (4 ml) und 20% (~ 5 ml, bis zum GefdBrand) Sucrose libereinandergeschichtet.
Um einen anndhernd kontinuierlichen Gradienten zu erhalten, wurde das Gefal3 mit
Parafilm verschlossen und fiir 3 - 4 h bei 4°C in horizontaler Lage gelagert, was eine
groBere Diffusionsfliache bietet. Vor Zugabe des Zellextrakts wurde der Gradient auf-
gerichtet und 1,5 ml von oben abgenommen. Nach einer Zentrifugationszeit von 14 h
im Beckmann SW40-Rotor bei 114.000 g wurden 18 Fraktionen zu je 700 pl vom
Gradienten abgenommen. 250 pl Aliquots wurden mit dem gleichen Volumen 2 x
Probenpuffer (2.14) versetzt und 30 min bei 50°C inkubiert. Jeweils 50 pl wurden
durch SDS-PAGE (2.15) aufgetrennt und im Western Blot (2.17) analysiert.

2.19 Pulse-chase Experimente

Zur Bestimmung der Halbwertszeit von Proteinen wurden Hefezellen iiber Nacht im

synthetischen Minimalmedium mit den bendtigten Aminosduren/Basen, aber ohne
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Methionin angezogen. 10 ODgg logarithmisch wachsender Zellen wurden geerntet und
in 2,5 ml frischem Medium (4 ODgg / ml) resuspendiert. Nach 15 min Inkubation bei
30°C erfolgte die radioaktive Markierung durch Zugabe von 100-200 pCi Tran>S-
label (,,Pulse®). Nach 15 min wurde 1/50 Volumen konzentrierter Chase-Losung (0,3%
Cystein, 0,4% Methionin) beigemischt, wodurch der ,,Chase* initiiert wird. Die Pro-
bennahme (je 500 pl, 2 ODgyo) fand nach 0, 20, 40 und 60 min statt. Die Zellen wur-
den einmal mit eiskaltem 10 mM NaNj; gewaschen und in 120 pl Lysispuffer mit Pro-
teaseinhibitoren (2.14) mit 400 mg (+/- 5 mg) Glasperlen ( @ 0,45 mm) durch dreimi-
niitiges Schiitteln auf dem Vibrax aufgeschlossen. Nach Zugabe von 100 pl 2x Pro-
benpuffer (2.14) wurden die Proteine iiber 30 mjn bei 50°C denaturiert. Anschlieend

wurde eine Immunoprézipitation (2.22) durchgefiihrt.

2.20 CPY-Sorting

Logarithmische Hefekulturen (ODgyy < 0,8) wurden auf eine ODgy, von 0,5/ml in fri-
schem Medium mit 1 mg/ml BSA (Fillungshilfe) resuspendiert. Nach 30 min Inkuba-
tion (schiitteln) erfolgte die radioaktive Markierung (50-80 uCi Tran>>S-label, 5 min).
Der ,,Chase* wurde mit der Zugabe von 1/50 Volumen konzentrierter Chase-Losung
(2.20) gestartet und dauerte 40 min. Danach wurden den Zellen ein gleiches Volumen
S-Puffer (2,4 M Sorbitol, 0,1 M Tris/HCI pH 7,6 2 mM MgCl, 40 mM DTT, 10 mM
NaN;/NaF und Proteaseinhibitoren (2.14)) zugefiigt und der Ansatz fiir 5 min auf Eis
gestellt. Nach Sphéroplastierung (20 pg Zymolyase, 25 min, 30°C) wurde zweimal
jeweils 5 min/ 13000 g zentrifugiert, um die extrazellulire Fraktion (Uberstand) zu er-
halten. Die Sphéroplasten wurden in 100 pl 1 M Tris/HCI pH 6,8 aufgenommen und
im 2x-Probenpuffer (2.14) denaturiert (5 min 95°C).

Um Proteine aus der extrazelluldren Fraktion zu fillen, wurden 100 pl 50%iger (w/v)
TCA zugegeben und der Ansatz bis 1 h auf Eis stehen gelassen. Es folgten 30 min
Zentrifugation (13000 g). Die Pellets wurden in 100 ul 1 M Tris/HCI pH 6,8 aufgelost
und im 2x-Probenpuffer denaturiert. Hiernach schlo sich die Immunprézipitation an
(2.22).



Material und Methoden Seite 38

2.21 Immunoprazipitation

Zellextrakte wurden mit 4 Volumen IP-Dilutionspuffer (1,25% Triton X-100, 6 mM
EDTA, 60 mM Tris/HCI pH 7,6) verdiinnt. Unldsliches Zellmaterial wurde durch eine
5-miniitige Zentrifugation (13000 rpm) abgetrennt. Die Inkubation mit Antikorpern
fand tiber Nacht bei 4°C statt. Zugegeben wurden: 9E10 anti-myc 3 pl; anti Ste6 5 pl;
anti-HA 3 pl, anti-CPY 10 pl. Die Protein/Antikdrper-Komplexe wurden an ProteinA-
Sepharose immobilisiert (50-100 pl einer 20%igen Losung, Inkubation 3-6 h bei 4°C).
Die ProteinA-Beads wurden dreimal mit IP-Puffer (1% Triton X-100, 0,2% SDS,
150 mM NacCl, 50 mM Tris/HCI pH 7,6, 5 mM EDTA) gewaschen, um unspezifische
Wechselwirkungen zu entfernen und schliefSlich in 50 pl IP-Puffer und 50 pl 2x-
Probenpuffer mit 100 mM DTT (2.14) aufgenommen. Durch Denaturieren bei 50°C /
95°C (bei CPY) wurden die Proteine von den Beads entfernt.

Fiir Ubiquitinierungsnachweise wurden 10-50 pl der IPs auf ein SDS-Gel geladen und
mittels Western-Blots (2.15, 2.17) untersucht.

Bei radioaktiv markierten IPs wurden 50 pl geladen. Die SDS-Gele wurden in 20%
Methanol/7% Essigsdure fixiert (30 min) und anschlieBend mit Amplify behandelt
(mindestens 30 min), um die Signale zu verstirken. Die Gele wurden dann fiir 2 h bei
80°C getrocknet. Der Proteinnachweis erfolgte mittels Autoradiographie (Kodak/Fuji-
Rontgenfilme)

Autoradiogramme und Blots wurden fiir Quantifizierungen aufgenommen (DUOS-
CAN f40-Scanner, AGFA). Die Quantifizierung erfolgte densitometrisch mit dem

Programm ,,NIH-Image*‘.

2.22 Koimmunoprizipitation

Ziel ist es, durch eine Immunoprézipitation unter nicht denaturierenden Bedingungen
das Protein von Interesse zusammen mit seinen Bindungspartnern zu fallen. 10 ODgq
logarithmisch wachsender Hefekultur (ODgg < 0,8) wurden geerntet und mit 10 mM
kaltem NaN; gewaschen. Die Zellpellets wurden in 100 pl Lysis-Puffer (PBS pH 7.0,
10 mM EDTA, Proteaseinhibitoren (2.14)) resuspendiert und mit einem Zellvolumen
Glasperlen (@ 0,45 mm) 5 min bei 4°C auf einem Vibrax (2.14) kréftig geschiittelt
(Lyse). Dem Aufschlu8 wurden hiernach noch 150 pl Lysis-Puffer und 2 mg/ml B-D-

Maltosid zugemischt. Die Proteinextraktion erfolgte 30 min auf Eis. Die Extrakte wur-
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den von groben Zellresten gereinigt (5 min, 500 g) und ein 20 pl Aliquot fiir weitere
Analyse entnommen. Das Lysat wurde verdiinnt (+ 500 pl Lysis-Puffer) und 5 ul anti-
myc Antikorper zugegeben. Nach einstiindiger Inkubation auf einem Schiittler/ 4°C
wurde ProteinA-Sepharose (100 pl einer 20%igen Losung) zugegeben. Es folgte eine
weitere Stunde Schiitteln bei 4°C. Die ProteinA-Beads wurden durch zweimal Zentri-
fugieren mit Lysis-Puffer bei 100 g/ 4°C von unspezifischen Wechselwirkungen ge-
reinigt. Die Elution fand in 50 pl Lysis-Puffer und 2x-Probenpuffer/100 mM DTT
(2.14) durch 5 min kochen bei 95°C statt.

2.23 Immunofluoreszenz-Mikroskopie

Hefezellen einer logarithmisch wachsenden Kultur wurden durch Zugabe von 5%
Formaldehyd zum Kulturmedium fiir 4 h fixiert. Das Sphiroplastieren der Zellen so-
wie die nachfolgende Antikérperbehandlung wurden wie bei Pringle et al. (1989)
durchgefiihrt. Die Spharoplasten wurden flir 5 min mit 0,1% TX-100 inkubiert und an-
schliefend auf einen mit 0,1% Polylysin behandelten Multiwell-Objekttrager gebracht.
Der Erstantikorper (anti-myc oder anti HA) wurde in einer Verdiinnung von 1:100 in
PBS + 1 mg/ml BSA eingesetzt. Nach 90 min Inkubationszeit wurde 4 mal mit PBS
gewaschen. Als Sekundérantikorper wurde ein FITC-gekoppelter anti-Maus Antikor-
per verwendet (1:300 Verdiinnung in PBS/BSA). Um DNA anzufirben wurde der
DNA-bindende Farbstoff DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindol) benutzt (I mg/ml in
PBS). Die Zellen wurden mit einem Zeiss Axioskop Mikroskop untersucht (FITC Fil-
terset) und die Aufnahmen mit der CCD (charge-coupled device) Kamera (Axiocam,

Zeiss) gemacht.

2.24 Wachstumsuntersuchungen mittels serieller Verdiinnungstropftests

Um Unterschiede im Wachstumsverhalten ndher untersuchen zu kénnen, wurden seri-

elle 10fach Verdiinnungen von stationdr gewachsenen Zellen auf selektive Agarplatten

getropft. Die Inkubationszeit betrug in der Regel 2-3 Tage.
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2.25 Kreuzung von Hefestimmen und Tetradenanalyse

Die haploiden Kreuzungspartner wurden auf einer YPD-Platte miteinander gemischt
und 5-7h bei 25°C inkubiert. Danach wurden die Zygoten mit einem Mikromanipula-
tor auf einer YPD-Platte vereinzelt und fiir 3 Tage bei 25°C inkubiert. Diploide Kolo-
nien wurden liber Nacht in YPD-Medium angezogen, zweimal in sterilem H,O gewa-
schen und in 2% Kaliumacetat mit essentiellen Aminosduren resuspendiert. Nach drei
Tagen Sporulation wurden die Zellen pelletiert, einmal mit H,O gewaschen und in
I ml H,O resuspendiert. Zur Entfernung der Ascuswand wurden 25 pl der Suspension
mit 2 ul Zymolyase (2,5 mg/ml) fiir 7 min/37°C behandelt. Anschliefend wurden die

Sporen mit einem Mikromanipulator auf einer YPD-Platte zum Auskeimen abgelegt.

2.26 Gendeletionen/-modifikationen in S. cerevisiae

Gendeletionen oder Modifikationen mit einem Epitop (Tag) wurden nach der von
Longtine et al. (1998) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Hierbei wird eine mittels
PCR hergestellte, genspezifische Deletions/Modifikationskassete durch homologe Re-
kombination in die Zielregion eingebaut, so dass entweder das Zielgen gegen die Kas-
sette ausgetauscht wird (Deletion) oder nur der zu verdndernde Bereich (Modifikati-
on). Der Erfolg der Genmanipulationen wurde mittels PCR (meist flankierende und in-

terne Primer verwendet) verifiziert.

Um das VPS21-Gen zu disrupieren wurde das Integrationsplasmid pRK274 mit
BamH]1/Pst1 linearisiert, in die Hefe transformiert und die Transformanten auf den
LEU-Marker hin selektiert. Die Disruption wurde durch Test-PCR bestétigt.

Fiir die Mutagenese wurde VPS21 zunichst in die Plasmide YCplac22 und YEplac112
kloniert. Mit diesen Plasmiden wurde dann die Quick-Change-PCR durchgefiihrt
(2.9.4). Serin21 wurde hierbei gegen Asparagin (S21N) und Glutamin66 gegen Leucin
(Q66L) ausgetauscht. Die Mutagenese wurde mittels einer neu eingebauten Restrikti-
onsstelle (S21N, Scal; Q66L, Nael) nachgewiesen. Die Richtigkeit der Mutation wur-
de durch Sequenzierung bestitigt. CPY-Sorting-Experimente (Ergebnisse, 3.5) zeig-

ten, dass die mutierten Vps21-Formen exprimiert werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Einordnung der Vps8-Funktion im endozytischen Weg

Im Zuge von Immunofluoreszenz-Untersuchungen zum Ste6-Transport in einer Reihe
von vps Mutanten fiel eine eindrucksvolle Verdnderung der Ste6-Lokalisation in
Avps8-Zellen auf. Im Gegensatz zum Wildtyp (WT) war Ste6 hier nicht in interne
Strukturen verteilt, sondern polar in der Knospenmembran konzentriert (Abb. 4). Die-
se Verteilung dhnelt dem Phénotyp der Ste6-AA-Box-Variante in WT-Zellen (Kolling,
Losko, 1997). Normalerweise wird der a-Faktor-Transporter Ste6 nach dem Transport
zur Zelloberfldche schnell wieder internalisiert und in den Abbauweg zur Vakuole ge-
leitet (Halbwertszeit T ~ 13min). Diese Internalisierung und rascher Abbau werden
durch ein Signal in der Linker-Region von Ste6 vermittelt, welche in der Ste6-AA-
Box-Variante deletiert ist. Diese Variante ist dementsprechend stabil. Die resultierende
polare Akkumulation in der Plasmamembran wird auf kontinuierliches Recycling zu-
rickgefiihrt (Krsmanovic et al., 2005).

In Klasse D vps Mutanten kommt es zur Blockierung der Fusion von Transportvesi-
keln mit spiaten Endosomen (Gerrard et al., 2000). Um zu untersuchen, ob Ste6 in
Avps8 die Vakuole moglicherweise nicht erreicht und stabilisiert wird, wurde ein Pul-
se-Chase Experiment durchgefiihrt (Abb. 5). Nach radioaktiver Markierung von Wild-
typ- und Avps8-Stamm mit Tran[>°S]-Label wurde ein UberschuB an nichtradioakti-
vem Methionin/Cystein zugegeben und Proteinextrakte zu angegebenen Zeitpunkten
hergestellt. Aus den Proteinextrakten wurde Ste6 immunoprazipitiert. Die Quantifizie-
rung der Autoradiogramme ergab flir den Wildtypstamm eine Ste6-Halbwertszeit t =
13 min und t = 69 min fiir die Avps8-Mutante. Damit konnte gezeigt werden, dass Ste6

in Avps8-Zellen stabilisiert wird.

Um festzustellen, ob die polare Ste6-Lokalisation fiir Avps8 spezifisch ist, wurde die
Ste6-Verteilung in verschiedenen Klasse D Mutanten analysiert (Abb. 4). Andere
Klasse D Mutanten (Einfachdeletionen Avps2/, endosomale Rab-GTPase, Apepl?2,
spit endosomales t-SNARE) wiesen die gleiche polare Verteilung wie Avps$ auf. Da-
mit scheint das verstirkte Ste6-Recycling ein generelles Merkmal aller Klasse D vps

Mutanten zu sein.
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Abb. 4: Auswirkung der vps Klasse D-Mutanten auf den Ste6 Transport: Epistasis-Analyse. Einfach-

deletions- (linke Spalte) und Doppeldeletionsmutanten (rechte Spalte) wurden mit pYKS2 (wt Ste6-

myc, 2u) transformiert und die Ste6-Verteilung mittels Immunofluoreszenz mit anti-myc Priméranti-

korpern (9E10) und FITC gekoppelten anti-Maus Sekundirantikorpern untersucht. Es wurden analy-
siert (von oben): RKY1843 (Avps8), RKY 1920 (Avps21)/ RKY1926 (Avps8Avps21), RKY1921
(Apep12)/ RKY1930 (Avps8Apepl2), 1922 (Abrol)/ RKY 1928 (Avps8Abrol), RKY1510 (Asnf7)/
RKY 1927 (Avps8Asnf7), RKY 1876 (Avps27)/ RKY2093 (Avps8Avps27), IF: FITC-Filter, Pk: Phasen-

kontrast.
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A Abb. 5: Ste6-Stabilitdt in Awps8. Die
WI1 Halbwertszeit von Ste6 wurde im WT-(A)
SteB t=13min  und Avps8 (B)-Stamm mittels Pulse-Chase-
. ——— - Experiments bestimmt. Die Zellen wurden
20 40 60 [min] 15 min lang mit Tran[*’S]-Label markiert,
worauf ein Uberschul an Methio-
B Avps8 nin/Cystein zugegeben (t=0) und in ange-
gebenen Zeitabstinden Proben entnommen
Ste6 . R W W _comin wurden. Der spezifische Nachweis von
* | M . —
Ste6 erfolgte durch Immunoprézipitation,
0 20 40 60 [min] SDS-PAGE und Autoradiographie. Die

Halbwertszeit wurde anhand der Abnahme

der Ste6-Signalintensitit berechnet. WT

(JD52), Avps8 (RKY1843).
Nun sollte die Position fiir die Vps8-Funktion im endozytischen Weg mittels einer
Epistasisanalyse genauer erfallit werden. Doppelmutanten von Avps8 mit anderen Klas-
se D-Mutanten (Avps2I, Apepl2) sowie Klasse E-Mutanten (Abrol, Asnf7) und
Avps27 wurden hergestellt und die Ste6-Lokalisation durch Immunofluoreszenz unter-
sucht (Abb. 4). Kombinationen von Avps8 mit Avps2] und Apepl?2 zeigten den glei-
chen Phénotyp wie die Avps8-Einfachmutante. Diese Beobachtung bestdtigt die Klas-
sifizierung von Vps8 als eine Klasse D Funktion. In Klasse E-Mutanten funktioniert
das Sortieren von Proteinen in der spdt endosomalen MVB (Multivesicular Body)
Struktur nicht, was zur Ausbildung eines vergroBerten, spiten, der Vakuole anliegen-
den Endosoms fiihrt. In diesem vergroBBerten Endosom, welches als Klasse E-
Kompartiment bezeichnet wird, akkumulieren die transportierten Proteine (Raymond
et al., 1992). So war auch das Ste6-Signal in gro3en, punktformigen Strukturen an der
Vakuole (Klasse E-Kompartiment) und der vakuoldren Membran zu beobachten (Ein-
fachdeletionen Abrol, Asnf7). Die Avps27-Einfachdeletion zeigte ebenfalls einen
Klasse E-Ste6-Lokalisationsphinotyp. Vps27 ist an der sukzessiven Bindung von
ESCRT-Komplexen beteiligt, indem es den ESCRT-1-Komplex an die friihen Endo-
somen rekrutiert (Bache et al., 2003, Katzman et al., 2003) und damit zur Ausbildung
eines funktionsfahigen MVBs beitrdgt. Wurden die Mutanten Abrol, Asnf7 und
Avps27 mit Avps8 kombiniert, so zeigten die Doppelmutanten die Avps8-Lokalisation
von Ste6. Aus diesen Beobachtungen kann geschlossen werden, dass Vps8 seine Funk-

tion vor Brol, Snf7 und Vps27 ausiibt.
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Ein charakteristischer Phénotyp von Klasse D vps Mutanten ist das beeintriachtigte
Wachstum bei hoheren Temperaturen (37°C). So wiesen Avps8- sowie Apepl2-Zellen
bei 37°C einen starken Wachstumsdefekt auf, Avps2/-Zellen einen etwas schwécheren
(Tab. 7). Bei Kombinationen von Avps8 mit in der Epistasis-Analyse verwendeten
Mutanten (Tab. 7) zeigte sich der ts-Phinotyp dominant. Auch diese Analyse ordnet
die Vps8-Funktion als epistatisch zu Brol, Snf7 und Vps27 ein.

Tab.7 Temperatursensitivitit in der Epistasis-Analyse verwendeter Mutanten

Wachstum bei 37°C : Einfachdeletion Doppeldeletion mit Avps8
Avps8 -
Avps21 +/- -
Apepl2 - -
Abrol + -
Asnf7 +/- -
Avps27 + -

Die Sortierung von Ste6 in den vakuoldren Abbauweg wird durch Ubiquitinierung
reguliert (K6lling und Hollenberg, 1994). Das Ubiquitinierungssignal befindet sich in
der Linker-Region und fehlt in der Ste6-AA-Box-Variante, welche dementsprechend
nicht mehr ubiquitiniert ist (K6lling und Losko, 1997). Offensichtlich kann verstérktes
Ste6-Recycling auf reduzierte Ubiquitinierung zuriickgefiihrt werden (Krsmanovié et
al., 2005). Daher stellt sich die Frage, ob Klasse D-Mutanten iiber die Ubiquitinierung
EinfluB3 auf den Ste6-Transport ausiiben. In Abb. 6 wurde die Ubiquitinierung in Avps§
und Avps2I untersucht. Ste6 und HA-markiertes Ubiquitin wurden zusammen expri-
miert. Aus Zellextrakten immunoprézipitiertes Ste6 wurde im Western Blot auf die
Anwesenheit von kovalent gebundenem HA-Ubiquitin hin analysiert. Aufgrund der
Stabilisierung konnte in Immunoprézipitaten aus Avps8 und Avps2] deutlich mehr
Ste6 nachgewiesen werden (Abb 6A,C). Die Ubiquitinierung von Ste6 erscheint als
ein diffuses Signal von hohem Molekulargewicht (Abb. 6B,C). Nachdem das Ubiqui-
tinsignal auf das Ste6-Signal normiert worden war, konnte keine Reduzierung der
Ubiquitinierung in den Klasse D-Mutanten festgestellt werden. Demnach kontrollieren
die Klasse D-Funktionen den Ste6 Transport auf eine vom Ubiquitinsignal unabhéngi-
ge Art und Weise.
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Abb. 6: Ste6-Ubiquitinierung in vps Klasse D-Mutanten. Ste6 wurde immunoprézipitiert aus Zellex-
trakten von Stimmen, welche ein HA-markiertes Ubiquitin exprimierendes Plasmid (YEp112) trugen
(1) und YEp112 zusammen mit 2u-STE6 (pRK69) (2,3.4). Analysiert wurden (1) Aste6 (RKY959), (2)
WT (JD52), (3) Avps8 (RKY1843), (4) Avps21 (RKY 1920). Die prazipitierten Proteine wurden mittels
Western Blots nachgewiesen, bei (A) mit anti-Ste6 Antikdrpern, bei (B) mit anti HA Antikorpern.
Die Expression von HA-Ubiquitin unter CUPI-Promotor-Kontrolle wurde mit 0,5 mM CuSO, 5 h vor
der Zellextraktherstellung induziert. Die Ubiquitinbanden sind mit einem Pfeil gekennzeichnet. In (C)
sind die Intensititen der Ste6-Signale (links) und der HA-Signale (rechts) dargestellt, wobei die WT-
Signalintensitdt auf 100% gesetzt und die HA-Werte auf die entsprechende Ste6-Menge normiert wur-
den.

3.2 Das C-terminal 13-myc markierte Vps8 Protein ist funktional

Fiir die folgende Charakterisierung von Vps8 wurde der VPS8-ORF mit seiner 600 bp
langen Promotorregion in einen CEN (pRKS827) und einen 2u-Vektor (pRK828) klo-
niert und C-terminal mit 13-myc markiert. Vps8-13myc konnte in Western Blots mit
anti-myc Antikorpern als ein 155 kDa grofles Protein detektiert werden (Abb 10 und
folgende). Die Funktionalitit des CEN- und 2u-plasmidkodierten Vps8-13myc wurde
mit einem Wachstumstest bei 37°C gepriift (Abb. 7). Avps8 Zellen wachsen etwas
langsamer bei 30°C als der Wildtyp und sind temperatursensitiv bei 37°C. Dieser Phé-
notyp ist typisch auch fiir andere Klasse D-Deletionsmutanten wie Avps2/ und
Apepl12. Wihrend der Avps§-Stamm, transformiert mit dem leeren Vektor (pRK717)
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bei 37°C kaum Wachstum zeigte, wurde dieser Phénotyp durch Expression von Vps8§-
13myc vom CEN und vom 2u-Plasmid komplementiert (Abb. 7).

30°C 37°C

Abb. 7: Temperatursensitivitit von Avpss.
Der wildtyp-Stamm (wt) JD52 (+pRK717)
und der Avps8-Stamm RKY1843, trans-
formiert mit den komplementierenden
_ Plasmiden pRKS827 (VPSS8-13myc, CEN),
Z

L — . pRKS828 (VPSS8-13myc, 2u) und pRK717
(Vektor) wurden auf SD/Cas-URA Platten
ausgestrichen und 3 Tage bei 30°C bzw.

wt AvpsE
+Vektor | +Vektor 37°C inkubiert.

Avps8 Avps8
+ VpsEmyct VpsEmyc
-2u

Die AvpsS8-Mutante weist einen Defekt im Transport der 16slichen, vakuoldren Hydro-
lase CPY auf (Chen und Stevens, 1996). CPY verlidfit das ER als ein kernglykosylier-

tes Proenzym (p1-Form), das wahrend seiner Passage durch den Golgi-Komplex wei-

ter zur p2-Form modifiziert wird. Im TGN wird CPY von seinem Rezeptor (Vps10) in
den vakuoldren Weg geleitet. Wihrend der Rezeptor vom spéaten Endosom zum Golgi-
Komplex zuriickgebracht wird, wandert p2-CPY in die Vakuole und wird dort zum ak-
tiven Enzym prozessiert. Die vps8-Deletion scheint das Recycling des CPY-Rezeptors
zu unterbinden. Als Konsequenz wird ProCPY im TGN nicht in den vakuoldren Weg
geleitet sondern sekretiert.

In Abb. 8 ist der CPY-Transport in einem CPY-Sorting Experiment dargestellt. Die
Zellen wurden 5 min lang mit radioaktiven Methionin/Cystein inkubiert, welches da-
bei in neusynthetisierte Proteine eingebaut wurde. Nach einem Chase von 40 Minuten
wurden die Zellen sphéroplastiert und in die interne Fraktion (intrazellulire Proteine)
und externe Fraktion (extrazelluldre Proteine) aufgetrennt. Im Wildtypstamm fand sich
ausschlieBlich die reife CPY-Form in der internen Fraktion (I). Das bedeutet, dass
CPY vollstindig in die Vakuole transportiert worden ist. Der Avps8-Stamm jedoch
zeigte eine Fehlsortierung von CPY, mehr als die Hilfte des Proteins waren als p2-
Form sekretiert worden und nun in der externen (E)-Fraktion zu finden. In Avps§-
Zellen, welche plasmidkodiertes Vps8-13myc trugen (CEN / 2u), verlief die Prozessie-

rung von CPY normal, die reife Form war intrazellulédr zu finden.
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Da die 13-myc-Markierung die Funktion von Vps8 offenbar nicht beeintrichtigt, wur-

de sie in allen folgenden Experimenten zum Nachweis von Vps8 verwendet.

Abb. 8: Nachweis der Funktionalitdt des Vps8myc Proteins im CPY-Sorting Experiment . Zellen ent-
sprechender Stimme wurden 5 min lang (30°C) mit Tran[*’S]-Label markiert und nach 40 min Chase
sphéroplastiert. Die markierten Kulturen wurden in die Pellet- (Spuren 1, 3, 5, 7) und Kulturiiberstand-
(Spuren 2, 4, 6, 8) Fraktionen aufgetrennt. Immunoprézipitiertes CPY wurde mit SDS-PAGE und Au-
toradiographie analysiert. Analysiert wurden Spurl,2: WT (JD52), Spur3,4: Avps8 (RKY1843),
Spur5,6: Avps8 mit Vps8-13myc (RKY1843+pRK827) und Spur7,8: Avps8 mit Vps8-13myc/2u
(RKY1843+pRK827).

3.3 Lokalisation von Vps8 in der Zelle

Um die Funktion von Vps8 im vakuoldren Abbauweg besser zu verstehen, wurden
Immunfluoreszenzexperimente mit anti-myc Antikorpern durchgefiihrt und die intra-

zellulare Lokalisation von Vps8 untersucht (Abb. 9).

A
CEN

.' Abb. 9: Immunofluoreszenz zur Lokalisa-
tion von Vps8-13myc. Der Awps8

0. (RKY1843)-Stamm wurde (A) mit VPSS-

a 13myc/CEN (pRKS827) und (B) mit VPS§-
13myc/2u transformiert und iiber Nacht

2u exponentiell angezogen. Als Priméranti-
korper wurde der anti-c-myc-Antikdrper

o (9E10) verwendet, als Sekundirantikorper
- G dienten = FITC-gekoppelte  anti-Maus-
0 Antikorper. Linke Bilder: Immunofluores-

zenz. rechte Bilder: Phasenkontrast.

anti-myc Phasenkontrast
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Zu beobachten waren punktformige, gleichméBig in der Zelle verteilte Vps8-Signale,
welche erfahrungsgemal als endosomale Signale gedeutet werden konnen. Diese Fér-
bung unterscheidet sich von fein verteilten, zytoplasmatischen Signalen. Uberexpres-
sion scheint keine Auswirkung auf die Verteilung von Vps8 in der Zelle zu haben
(Abb. 9B). Nachdem die Klasse D-Funktion zum Fusionsereignis am spiaten Endosom
zugeordnet wurde (Gerrard et al., 2000), erscheint es plausibel, dass Vps8 an endoso-

malen Strukturen lokalisiert.

Einen anderen Ansatz zur Untersuchung intrazelluldrer Lokalisation von Vps8 stellt
die Fraktionierung mittels differentieller Zentrifugation dar. Avps8-Zellen, welche
Vps8-13myc exprimierten wurden mittels Glasperlen lysiert und die von Zelltriimmern
gereinigten (500 g Zentrifugation) Zellextrakte einer Zentrifugation bei 13 000 g un-
terzogen. Diese resultierte im P13-Pellet und dem S13-Uberstand, welcher nachfol-
gend bei 100 000 g zentrifugiert wurde. Dies ergab ein P100-Pellet und einen S100-
Uberstand. Die Immunoblot-Analyse der P13, P100 und S100 Fraktionen ist in Abb.
10A, die Quantifizierung in Abb. 10B dargestellt. Die P13-Fraktion beinhaltet grof3e
zelluldre Membranen, wie Plasmamembran, ER, Vakuole, aber auch teilweise endo-
somale Strukturen (Marcusson et al., 1994). Im P100 Pellet finden sich endosomale
und Golgi-Membranen sowie Transportvesikel. Die S100-Fraktion enthélt 16sliche
Proteine, wie beispielsweise Phosphoglyceratkinase (PGK), ein glykolytisches Enzym
(Abb. 10A). Das meiste Vps8-Protein war in den Pellet-Fraktionen, P13 (49%) und
P100 (35%) zu finden. Es ist ein erstaunliches Ergebnis, denn das hydrophile Vps8

wird in den Datenbanken (z.B. http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/) als zytoplasmatisch ein-

gestuft. Auch das endosomale t-SNARE Pepl2, ein Membranprotein, fraktionierte in
P13 und P100. Die Alkalische Phosphatase (ALP), ein Bestandteil der Vakuolenmem-
bran, konnte mit den groBlen zelluliren Membranen, im P13-Pellet, abzentrifugiert
werden.

Durch Inkubation der Zellextrakte mit dem Detergenz TX-100 (1%) vor den Zentrifu-
gationsschritten sollten die zelluliren Membranen aufgeldst werden und infolgedessen
membranassoziierte Proteine in Losung gehen. Obwohl weitere 20% von Vps8 aus der
P13-Fraktion auf diese Weise in Losung gebracht werden konnten (Abb. 10B, Spur4
und 7) blieb immer noch ein betriachtlicher Vps8-Anteil pelletierbar (~ 60%).
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Zur weiteren Charakterisierung der subzelluldren Lokalisation von Vps8 wurden Zell-
extrakte aus dem Avps8-Stamm, welcher Vps8-13myc exprimierte im 20-53%igen Su-
crosedichtegradienten untersucht. Wahrend der 14-stlindigen Zentrifugation bewegen
sich die zelluliren Komponenten in den Dichtebereich des Gradienten, der ihrer eige-
nen Dichte entspricht. In Abb. 11 ist das Ergebnis einer Fraktionierung im Sucrose-
dichtegradienten als eine Immunoblot-Analyse dargestellt. Zum Vergleich wurden ne-
ben Vps8 folgende Markerproteine detektiert: Pepl12 (endosomales t-SNARE), Emp47
(Trans-Golgi-Netzwerk), ALP (Alkalische Phosphatase, Vakuolenmembran), Dpm1
(Dolicholphosphattransferase, ER ) und Pmal (Plasmamembran ATPase). Eine Quan-
tifizierung der Signalstdrken gibt das Diagramm in Abb. 12 wieder. Vps8 kolokalisier-
te nicht mit Pmal, ALP und Dpm1. Bemerkenswerterweise war die Vps8-Verteilung
gegeniiber dem Pepl2-Fraktionierungsprofil verschoben. Moglicherweise hilt sich
Vps8 an einer endosomalen Membran dhnlicher, aber nicht derselben Zusammenset-

zung auf wie das Pepl12-Kompartiment. Dies wére in Anbetracht der Vielfalt endoso-
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maler Strukturen denkbar. Des weiteren war eine Kolokalisation des Trans-Golgi-

Markers Emp47 mit dem endosomalen Pepl2 und des ER-Markers Dpml mit dem

Vakuolenmarker ALP zu beobachten. Wenn unterschiedlich zusammengesetzte Kom-

partimente rein zufillig die gleiche Dichte besitzen, so konnen sie ebenfalls zusammen

fraktionieren. Eine Kolokalisation muss demnach nicht zwangsliufig auf dasselbe

Kompartiment hinweisen.
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Abb. 11: Fraktionierung von Vps8 im Su-
Ein durch 500 g-
Zentrifugation gereinigter Zellextrakt aus
Avps8 + Vps8-13myc (RKY1843 +
pRKS827) wurde in einem 20-53%igen Su-
crosegradienten (geringste Dichte in Frak-

crosedichtegradienten.

tion 1) fraktioniert. Markerproteine in den
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und
Western-Blot analysiert. Eingesetzt wurden
spezifische  Antikorper gegen c-myc
(9E10), Pepl2, Emp47, ALP (Alkalische
(Dolicholphosphat-
transferase), Pmal (Plasmamembran AT-
Pase).
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Abb. 12: Fraktionierung von Vps8 im Sucrosedichtegradienten. Fraktionierungsprofile von Vps8myc

sowie der Markerproteine. Die Signalstirken der Western-Blots aus Abb.11 wurden quantifiziert und
das jeweils stdrkste Signal als 100% definiert. Dargestellt sind Vps8 (Kreise), Pep12 (Quadrate), ALP
(Dreiecke), Emp47 (offene Dreiecke), Dpm1 (Sterne), Pmal (Rauten)
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3.4 Ist die Assoziation von Vps8 mit zelluliiren Membranen durch Vps21
bedingt?

Ein wichtiger Aspekt bei der Charakterisierung des Sedimentationsverhaltens von
Vps8 ist die Natur der pelletierbaren Fraktionen. Handelt es sich um Membranassozia-
tion, grofle Proteinkomplexe oder vielleicht um beides? Um diese Fragestellung zu un-
tersuchen wurden differentielle Fraktionierungen durchgefiihrt, wobei Zellextrakte vor
den Zentrifugationsschritten mit Detergenzien oder Salzen behandelt wurden. In Abb.
13A sind die Western Blot-Analyse sowie die zugehorige Quantifizierung einer diffe-
rentiellen Zentrifugation dargestellt. Von groben Zelltriimmern gereinigte Zellextrakte
aus Avps8-Zellen, welche Vps8-13myc exprimierten wurden 30 min lang mit 0,25%
TX-100/ 2,5% B-D-Maltosid inkubiert, um Proteine aus Membranen zu extrahieren,
oder mit 1M NaCl oder Natriumcarbonat, um Proteinwechselwirkungen zu schwéchen
und Proteinkomplexe aufzuldsen. Durch nachfolgende Zentrifugation bei 100 000 g
wurden die P100- (Pellet) und die S100- (Uberstand) Fraktionen erhalten.

Wie zuvor beobachtet, war der Grof3teil von Vps8 unloslich (Abb. 13A, Spur 2). Die
Einwirkung von TX-100/Maltosid 16ste etwa 20% Vps8 auf (Spur 3 vgl. 5), etwa 25%
wurden loslich, wenn durch NaCl oder pH-Erhohung (Natriumcarbonat) Proteinwech-
selwirkungen gestort werden (~ 5% mehr als mit TX100). Diese Beobachtungen legen
den Schluf nahe, dass ein Teil der Vps8-Proteinmolekiile (~ 20%) membranassoziiert
vorliegt und Vps8 dariiber hinaus Bestandteil eines grofleren Proteinkomplexes sein
konnte.

Vps8 wird moglicherweise von anderen Proteinen an die Membran rekrutiert. Als ein
guter Kandidat bietet sich hier die monomere GTPase Vps21 an, ein Rab5-homologes
Protein, das wie Vps8 zur Klasse D der vps Mutanten gehort und eine wichtige Funk-
tion bei der Vesikelfusion am spiten Endosom hat (Horazdovsky et al., 1994, Gerrard
et al., 2000). In bereits publizierten Ergebnissen einer differentiellen Zentrifugation
von Zellextrakten aus Avps21-Zellen wurde Vps8 ausschlieBlich in der S100-Fraktion
beobachtet (Horazdovsky et al., 1996). Dementsprechend scheint die Membranasso-
ziation von Vps8 von Vps21 abhingig zu sein.

Ein analoges Experiment ist in Abb. 13B gezeigt. Zellextrakte aus Avps21-Zellen wur-
den hergestellt und wie in Abb. 13A behandelt. Das Ergebnis dieser differentiellen
Zentrifugation steht im Widerspruch zu den Beobachtungen von Horazdovsky et al.,
(1996). Wie in der WT-Situation (Abb. 13A) sind lediglich ca. 30% des Vps8-Pools
16slich. Auch nach Behandlung der Zellextrakte mit TX-100/Maltosid und Salzen ent
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spricht die Loslichkeit von Vps8 der WT-Loslichkeit. Ein moglicher Grund fiir den
Widerspruch zu den publizierten Daten konnte in den unterschiedlichen experimentel-
len Vorgehensweisen liegen. In der vorliegenden Arbeit wurden Zellen rasch mit Hilfe
von Glasperlen aufgeschlossen und die Zellextrakte kurz behandelt und zentrifugiert.
Die Methode von Horazdovsky et al., (1996) beinhaltet eine Sphéroplastierung der
Zellen gefolgt von radioaktiver Markierung (30 min) und einer ebenso langen Chase-
Zeit. Erst dann findet die Lyse der Sharoplasten und die differentielle Zentrifugation
der Lysate statt.

Nach dem Ergebnis der differentiellen Zentrifugation aus Abb. 13B scheint Vps21

keinen EinfluB} auf die Membranassoziation von Vps8 zu haben.
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Abb. 13: Fraktionierungsprofil von Vps8 in Avps2l. Zur Abtrennung intakter Zellen sowie Zell-
trimmer wurden Zelllysate aus (A) Avps8+Vps8myc (RKY 1843+pRK827) und (B) Avps21+Vps8myc
(RKY1926+pRKS827) fiir 5 min bei 500 g zentrifugiert. Folgende Detergenzien oder Salze wurden
beigemischt: [2,3] keine Zusétze; [4,5] 0,25% TX-100/ 2,5% P-D-Maltosid; [6,7] 1 M NaCl; [8,9]
0,1 M Na,COs, pH11. Nach 1 h Zentrifugation bei 100 000 g wurden dquivalente Anteile des Gesamt-
zellextrakts (ZE), der pelletierten (P100) und Uberstand-(S100)-Fraktionen mittels SDS-PAGE und
Western Blot analysiert. Dargestellt sind Signale von Vps8myc sowie Pep12. Rechts sind die quantifi-
zierten Signalstirken gezeigt, wobei die Signalintensitit des Gesamtzellextraktes als 100% definiert
wurde.
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3.5 Analyse der Lokalisation von Vps8 in vps2/-Mutanten

Um jede Moglichkeit wahrzunehmen, die einen Hinweis darauf geben konnte, ob
Vps21 die Membranassoziation von Vps8 auf irgendeine Weise beeinflusst, wurden
Vps21-Mutanten generiert, welche Aminosdure-Austausche in konservierten Doménen
der GTPase trugen. Mit zielgerichteter Mutagenese wurde das konservierte Serin in
Position 21 im GTP-Bindemotiv I zu Asparagin umgewandelt (S21N). Diese Mutation
stabilisiert die GDP-gebundene Form und verursacht einen dominant-negativen Phino-
typ (Horazdovsky et al., 1994). In der zweiten Mutante wurde das konservierte Gluta-
min an Position 66 im GTP-Bindemotiv II gegen Leucin getauscht. Die Q66L-Mutante
ist in threr GTPase Funktion blockiert und so permanent aktiv. Im CPY-Sorting Expe-
riment (Abb. 14) wurde die Fihigkeit, CPY korrekt zu transportieren im Avps2]
Stamm sowie Avps2I/-Zellen mit komplementierenden Plasmiden pRK972
(VPS21/CEN), pRK973 (VPS21/2u) und den Mutanten Formen pRK933
(Vps21/S2IN/CEN), pRK935 (Vps21/S2IN/2u ) und pRK935 (Vps21/Q66L/CEN)

untersucht.

2 3456 7 8 910112

Abb. 14: EinfluB3 von Vps21-Mutanten auf CPY-Transport. Zellen entsprechender Stdimme wurden 5
min lang (30°C) mit Tran[*’S]-Label markiert und nach 40 min Chase sphiroplastiert. Die markierten
Kulturen wurden in die Pellet-(I, intern) und Kulturiiberstand-(E, extern) Fraktionen aufgetrennt. Im-
munoprézipitiertes CPY wurde mit SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. 1,2 (Avps2i,
RKY1920), 3.4 (RKY1920-pRK972, Vps21-CEN), 5,6 (RKY1920-pRK973, Vps21-2u), 7,8
(RKY1920-pRK933, Vps21 S2IN/CEN), 9,10 (RKY1920-pRK934, Vps21-S21N/2u), 11,12
(RKY1920-pRK935, Vps21-Q66L/CEN), p2 (Golgi-Precursor), m (mature, die reife CPY-Form), *
unspezifisches Signal.

Ein Teil von CPY wurde in der Avps2/-Mutante (Spurl,2) als p2-Form fehlsortiert,
der Rest zur reifen Form prozessiert. Der Fehlsortierungseffekt war hier nicht so stark
wie bei der Avps8 Mutante. Vom CEN-Plasmid exprimiertes VPS21 komplementierte
vollstindig den Effekt der VPS21-Deletion (Spur3,4). Uberexpression (Spur5,6) verur-
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sachte einen dominant-negativen Effekt, welcher damit zusammenhéngt, dass tiber-
schiissiges Vps21 keinen Geranylgeranyl-Anker fiir die Membranbindung besitzt. Nur
die Prenylierung befdhigt Vps21 zur Membranbindung, und nur membrangebunden ist
es funktional fiir den Proteintransport (Horazdovsky et al., 1994). Lag die GDP-
blockierte Vps21-Variante (S21N) in der Zelle vor (Spur7,8,9,10), so kam es zur Se-
kretion von p2-CPY. Der Phinotyp war bemerkenswerterweise ausgeprigter als im
Avps2 1-Stamm. Wurde hyperaktives Vps21 (Q66L) exprimiert (Spurl1,12), hatte dies

keine negative Auswirkung auf den CPY-Transport.

Ob eine der mutierten Vps21-Formen die Membranassoziation von Vps8 beeinflusst,
wurde im Flotation-Experiment untersucht (Abb. 15). Zellextrakte werden hierbei in
einem Optiprep”-Gradienten durch Zentrifugation derart aufgetrennt, dass die Kom-
ponenten kleinster Dichte (Lipidmembranen) sich in den ersten Fraktionen ansam-
meln. Sie ,,schwimmen® im oberen Teil des Gradienten. Auf diese Weise ist es mog-
lich, den membranassoziierten Anteil eines Proteins zu erfassen. In Abb. 15A wurde
ein Zellextrakt aus dem Avps8-Stamm, welcher Vps8-myc exprimierte im Immunoblot
analysiert. Anhand der membrangebundenen Markerproteine ALP, Pepl2 sowie der
16slichen PFK (Phosphofructokinase) und PGK (Phoshoglyceratkinase) konnte der Be-
reich im Gradienten eingegrenzt werden, in welchem Membranproteine sich aufhalten.
Fraktionen 1-3 wurden als ,,Membranbindung® definiert, Fraktionen 4-6 dementspre-
chend als ,,16slich®. Das Diagramm (Abb. 15E) zeigt, dass 57% von Vps8 membranas-
soziiert vorliegen. In einer Reihe von Experimenten wurden fiir die Membranassozia-
tion von Vps8 im Mittel 65% festgestellt. Eine Abweichung von +/- 8% erwies sich als
nicht signifikant. Im Falle der Avps2/-Mutante (Abb. 15B) konnte daher keine Verin-
derung zur WT-Situation festgestellt werden.

Wie bei Horazdovsky ef al., (1994) beschrieben, ist die Prozessierung der membran-
standigen, vakuoldren Phosphatase ALP in Avps2i-Zellen betroffen, denn die groBere
Precursor-Form tritt zusétzlich zur reifen Form auf, (Abb. 15B)). Dieser Phénotyp ist
auch bei der GDP-blockierten, dominant-negativen Vps21-Mutante (Abb. 15C) zu
beobachten. Das Flotation-Ergebnis zeigt, dass inaktives Vps21 ebenfalls keinen Ein-
fluB auf die Membranassoziation von Vps8 hat (Abb. 15E: 64% an der Membran,).
Was passiert, wenn Vps21 immer eingeschaltet ist (Abb. 15D, Q66L)? In diesem Fall
scheint die Membranbindung noch gefestigter. Dennoch handelt es sich hier um keine

signifikante Veranderung.
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Abb. 15: Vergleich der Membranassoziation von Vps8 im WT und vps2/-Mutanten. Dargestellt sind
Western-Blot Ergebnisse aus Flotation Experimenten der Stimme (A) RKY 1843 (Avps8)/pRK827
(Vps8myc), (B) RKY1926 (Avps8Avps21)/pRK827 (Vps8myc), (C) RKY1926 (Avps8Avps2I)/
pRKS827 (Vps8myc); pRK933 (Vps21/S21N), (D) RKY1926 (Avps8Avps21)/pRK827 (Vps8myc);
pRK935 (Vps21/Q66L). Als Kontrollen dienen die Markerproteine ALP (Alkaline Phosphatase),
Pep12, PFK (Phosphofruktokinase) und PGK (Phoshoglyceratkinase). (E) zeigt die quantifizierten
Vps8myc Signalstirken der Experimente aus (A-D) im Vergleich. Als membranassoziiert wurden die
Fraktionen 1-3 gerechnet, Fraktionen 4-5 als 16slich. Die Summe der Signale wurde gleich 100% ge-

setzt.
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3.6. Suche nach Faktoren, die fiir Membranassoziation von Vps8 verant-
wortlich sind

Da die kleine GTPase Vps21 keinen EinfluBl auf die Membranstindigkeit von Vps8
auszuliben scheint, stellte sich die Frage nach anderen moglichen Faktoren. Interessan-
terweise besitzt Vps21 zwei nahe Verwandte, die GTPasen Ypt52 und Ypt53. Alle drei
sind strukturelle Homologe der Siuger-GTPase Rab5; die Sequenz-Ahnlichkeit zwi-
schen Rab5 und Vps21 liegt bei 71%, zwischen Rab5 und Ypt52 bzw. Ypt53 bei 48-
54% (Singer-Kriiger et al., 1994). Synergistische Effekte wurden mit Doppel- und Tri-
pelmutanten der Ypts festgestellt. Es ist daher denkbar, dass Ypt52 und Ypt53 die
Vps21-Funktion im endozytischen Transportweg zumindest teilweise ersetzen konn-
ten. Flotation-Experimente mit Mutanten der drei Ypts wurden durchgefiihrt, jedoch
konnte kein Zusammenhang zur Membranassoziation von Vps8 festgestellt werden

(Ergebnisse in Tab. 8 zusammengefalit).

Eine zentrale Rolle bei der Zusammensetzung von Hiillen, so genannten ,,Coats®, auf
intrazelluldren Membranen, die fiir Abschniirung von Transportvesikeln erforderlich
sind, spielen die ARFs (ADP-ribosylation factors). Es handelt sich dabei um monome-
re GTPasen, welche an mehreren Stellen des intrazelluldren Transports wichtig sind.
So ist ARF1 fiir die Ausbildung des Coatomers (COPI-Coat) beim Retrograden Trans-
port vom Golgi zum ER essentiell, aber auch fiir die Zusammensetzung des Clathrin-
Coats am TGN und der Plasmamembran (Yahara ef al., 2001). Die Coats werden iiber
Adapterproteine befestigt, und ARF1 rekrutiert solche Adapter an spezifische Mem-
branbereiche. Nachdem in Flotation-Experimenten mit der chc/-Mutante Clathrin als
alleiniger Membranassoziationsfaktor fiir Vps8 ausgeschlossen worden war, entstand
die Uberlegung, ARF1 kénnte Vps8 an die Membranen bringen. In Flotation-
Gradienten mit arf-Mutanten und unter Zugabe von Brefeldin A, einer Substanz, wel-
che den GDP-GTP Austausch an ARF1 verhindert, wurde dieser Zusammenhang un-
tersucht. Auch unter diesen Bedingungen blieb Vps8 jedoch membrangebunden
(Tab.8).

Auch Komponenten der SNARE Maschinerie am spiten Endosom, t-SNARE Pep12,
SM (Secl/ Munc18)-Protein Vps45 und NSF/Secl8 wurden als Faktoren fiir Mem-
branassoziation von Vps8 analysiert. SM-Proteine verbinden die Andockungskomple-

xe an Transportvesikeln mit den SNARE-Komponenten.
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Fiir die Analyse wurde eine temperatursensitive Variante des Vps45-Proteins herge-
stellt (Abb. 16A). Die Vps45°-Mutante wurde mit Hilfe des pRCP56-
Integrationsplasmids (Piper et al., 1994), auf dem sich das VPS45-ts-3-Allel und der
URA3-Marker befinden konstruiert (Abb. 16A). Das Plasmid musste zuerst mit EcoRI
linearisiert werden, bevor es transformiert und in der Hefe durch homologe Rekombi-

nation in das VPS45-Gen eingebaut wurde.

Abb. 16: Konstruktion einer Vps45-tst-
Mutante. (A) Integration des Vps45-ts3-
Allels an die Stelle von VPS45 durch ho-

\‘ / \ mologe Rekombination. Die tsf-Mutation
Integration Loop-Out auf 5-FOA ist durch einen Stern gekennzeichnet. (B)

. Nachweis der Auswirkung der Mutation

L I —lumgs—1 %] | i .
—> —> auf CPY-Transport. Das immunoprazipi-
tierte CPY wurde mit SDS-PAGE und Au-
B toradiographie analysiert. WT (JD52),
WT  AupsE yosd5ist Avps8 (RKY1843), VPS45-tsf (RKY2040),
LB 1L ELE I (intern), E (extern), p2 (Golgi-Precursor),
02| = = 8 m (mature, die reife CPY-Form), * unspe-
- ' i 25°C zifisches Signal.
| - -
p2| ®-
m| ! ’ 37°C

1 2 3 4 5 6

Die positiven Kolonien wurden danach auf 5-FOA-Platten getropft und diejenigen,
welche den URA3-Marker durch Riick-Rekombination wieder verloren hatten, als
mogliche Positive auf CPY-Fehlsortierung und ts-Phanotyp hin untersucht. Die Zellen
wurden 40 min bei 25°C oder 37°C vorinkubiert, 5 min lang mit Tran[*’S]-Label mar-
kiert, gefolgt von einem Chase von 40 Minuten. Nach Sphéaroplastierung wurden Kul-
turiiberstand (E, externe Fraktion) und Sphéroplasten (I, intrazelluldre Fraktion) ge-
trennt und CPY immunopréazipitiert. Das Autoradiogramm in Abb. 16B zeigt die Se-
kretion und interne Anwesenheit von p2-CPY bei 37°C bei Expression des vps45-tsf
Allels (Spur 5, 6). Ein kleinerer Effekt war bereits bei 25°C zu beobachten , das Wach-

stum der Zellen war bei dieser Temperatur jedoch nicht beeintrachtigt (nicht gezeigt).
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Im Wildtypstamm fand die Prozessierung von CPY auch bei 37°C statt (Spur 1, 2).
Der fiir Avps8-Zellen typische CPY-Transportdefekt war bei 25°C zu beobachten
(Spur 3, 4); bei 37°C war das Wachstum dieser Mutanten stark beeintrachtigt, daher
das schwache CPY-Signal.

Mittels Flotation-Experimenten mit vps45-tsf- und pepl2-Mutanten konnte gezeigt
werden, dass die Membranassoziation von Vps8 nicht von diesen Komponenten der
SNARE-Maschinerie abhéngig ist (Tab. 8).

Die Membranen selber rekrutieren iiber direkte Bindung an Phosphatidylinositide Ef-
fektorproteine, welche den intrazelluliren Transport regulieren (Ubersichtsartikel Si-
monsen et al., 2001). Das Membranphospholipid Phosphatidylinositol (PtdIns) tritt in
einfach und mehrfach phosphorylierter Form auf. So wird beispielsweise das Vps27-
Protein uber seine FYVE-Domaéne an PtdIns-3-P, das in endosomalen Membranen an-
gereichert ist, gebunden (Burd und Emr, 1998; Stahelin ef al., 2002). Vps34 ist die
PtdIns-3-Kinase, welche den Transport zwischen Golgi und Vakuole reguliert. Denk-
bar wire, dass Vps8 iiber PtdIns-3-P an der Membran befestigt ist. In Flotation-
Experimenten mit dem Avps34-Stamm konnte ein solcher Zusammenhang jedoch

nicht beobachtet werden.

Als Weiteres wurde die Abhédngigkeit der Membranassoziation von Vps8 von PtdIns-
4-P untersucht. Dieses Phosphatidylinositid kommt in Trans-Golgi-Membranen ange-
reichert vor. Weder in pik/-Mutanten (Pik1l, Phosphatidylinositol-4-Kinase) noch bei
Uberexpression von SAC!I (einer PtdIns-Phosphatase), das antagonistisch zu Pikl

wirkt, 16ste sich Vps8 von der Membran.

Es bleibt folglich ungeklart, welche Faktoren fiir die Membranbindung von Vps8 ver-

antwortlich sind (Zusammenfassung Tab. 8).

Tab. 8 Mutationen/ Bedingungen, welche die Membranassoziation von Vps8 nicht beeinflussen

Komponente  Beschreibung Mutante Auswirkung

Vps21 kleine monomere GTPase, Avps21, Blockierung des
Rab5-Homolog, Rekrutierung Vps21/S21N, vakuoléren Trans-
von Effektormolekiilen an die Vps21/Q66L ports am spiten

endosomale Membran Endosom



Ergebnisse

Seite 59

Ypt52

Ypt53

Chcl

ARF1

BFA

Pepl2

Secl8

Vps45

kleine monomere GTPase,
Rab5-Homologes, redundant zu
Vps21 ?

Kleine monomere GTPase,

Rab5-Homologes

Clathrin Heavy Chain

Kleine monomere GTPase, re-
guliert die Zusammensetzung
des COPI-Coats und des Cla-
thrin-Coats am TGN durch Re-
krutierung von Adaptor-
Proteinen

Brefeldin A, makrozyklisches

Lacton

t-SNARE am spiten Endosom

NSF (N-Ethylmaleimid sensiti-
ves Fusionsprotein), eine ATP-

ase, welche bei der Freisetzung

des Fusionsapparates eine Rolle

spielt

SM-Protein, verbindet die An-
dockungsmachinerie (Tethe-
ring-Faktoren) mit SNAREs

Aypt52, Aypt52/53,
Avps21/ypt52/ypt53

Aypt52/53,
Avps21/ypt52/ypt53

chel tsf

arfl-13, arfl-16,
arfl-18

Apepl2, pepl?2 tsf

secl8

vps45 1-3 tst

Blockierung des
vakuoldren Trans-
ports am spaten
Endosom, synergi-
stischer Effekt mit
vps21 Deletion

Beteiligt am va-
kuoldren Trans-
port, synergisti-
scher Effekt mit
vps21 Deletion

kein Clathrin Coat
an Plasmamembran
und TGN

Blockierung des
Golgi — ER und
PM/ Golgi — En-

dosom Transports

verhindert Zusam-
mensetzung der
Coats

Blockierung des
vakuoléren Trans-
ports am spéten

Endosom

Blockierung der

Vesikelfusion

Blockierung des
vakuoléren Trans-
ports am spéten

Endosom
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Vps34 einzige Phosphatidylinositol-3-  Avps34 Blockierung des
Kinase, Bildung von PtdIns-3-P vakuolédren Trans-
in endosomalen Membranen ports am spiten

Endosom

Pik1 Phosphatidylinositol-4-Kinase,  pikl-63, pikl-83 Blockierung des
Bildung von PtdIns-4-P in Gol- sekretorischen/ en-
gi-Membranen dozytischen Weges

Sacl Phosphatidylinositol- SACI Uberexpres-  Blockierung des
Phosphatase, antagonistisch zu  sion sekretorischen/ en-
Pik1 dozytischen Weges

3.7 Eingrenzung der Membranbindedoméne von Vps8

Mit C-terminal verkiirzten Vps8-Varianten (Abb. 17A) wurde nach dem Sequenzbe-
reich gesucht, iiber den Vps8 an der Membran haftet. Die Vps8-Varianten wurden in
Avps8-Zellen exprimiert und die Fraktionierung des Proteins in Flotation-
Experimenten analysiert (Abb. 17B). Tatsédchlich konnte eine Vps8-Form, welche le-
diglich aus den ersten 68 Aminosduren bestand, nicht mehr an die Membran binden
(80% waren 16slich), wihrend die Membranassoziation bei einer 253 Aminosduren-
Variante noch gegeben war. Jedoch verringerte sich die Loslichkeit der letzteren be-
reits auf 57%, und bei der Vps8-393 AS-Variante lag wieder anndhernd die WT-
Situation vor (46%). Dies deutet auf eine potentielle Membranbindestelle im Bereich
von 68-393 Aminosduren hin. Eine Datenbankanalyse von Vps8 auf konservierte Mo-
tive (SMART, www.smart.embl-heidelberg.de, siche auch Abb. 20) gab fiir diesen Be-
reich mit geringer Zuverldssigkeit (siehe Tab. 9) eine VHS-Doméne an (AS 164-339).

Es handelt sich dabei um eine Doméne, die nach den Initialen der Proteine benannt ist,

in denen sie zuerst entdeckt worden war (Vps27/Hrs/STAM). Oft im Zusammenspiel
mit anderen Funktionsbereichen in demselben Protein vermittelt die VHS-Domane als
ein Multifunktionsadapter wahrscheinlich die Membranlokalisation und/oder die Bin-
dung an andere Proteine.

Der Vps8-Bereich von AS 164-339 wurde C-terminal mit einem 13myc-Epitop mar-
kiert (pRK1015) und das Membranassoziationsverhalten untersucht (Abb. 17B). Vps§8-
164-339 bindet genauso gut an die Membran wie die C-terminal verkiirzte Variante
Vps8-393 (46% loslich). Erstaunlicherweise verliert die Vps8-A164-339 Form, deren
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,»VHS“-Doméne fehlt, die Membranhaftung jedoch nicht (31% loslich). Auch die et-
was erweiterte Deletionsvariante Vps8-A69-339 fraktioniert wie das Wildtypprotein.

A B

Vps8-68
- 1w 68

Vps8-253
+ | — 53

Vps8-393

Vps8-164-339

+ 164 — 30
Vps8-A164-339
+ | 1 N\ 1274
164 339

Vps8-A69-339

+ 1-/\ 1274

69 339

Abb. 17: Eingrenzung der Membranbindedo-
mine in Vps8. (A) Schematische Darstellung
der Vps8-Varianten. Links Verhalten im Flota-
tion Gradienten: [+] bedeutet membranassozi-
iert, [-] 16slich. (B) Western-Blot Ergebnisse
aus Flotation-Experimenten mit anti-myc Anti-
korpern entwickelt. Der membrangebundene
(Fraktionen 1-3) sowie der 16sliche (Fraktionen
4-6) Vps8 Anteil in [%] sind liber dem zugehd-
rigen Blot dargestellt. Von oben: Flotation von
Vps8-wt (pRK827), der 68 AS langen Vps8-
Form (pRK1000), der 253 AS (pRK992) und
der 393 AS langen Vps8-Variante (pRK992).
Flotation der moglichen VHS-Doméne (164-
339 AS) von Vps8 (pRK1015), der Deletions-
variante A164-339 (pRK1038) und der A69-339
AS-Vps8-Form (pRK1052).

Membran 16slich
57 43
20 80
43 57
54 46
——— e W
54 46
69 31
71 29

[%]

Vps8-wt

Vps8-68

Vps8-253

Vps8-393

Vps8-164-339

Vps8-A164-339

Vps8-A69-339

In Abb. 18 ist die Natur der Membranbindung von Vps8-164-339 néher beleuchtet.

Das Ergebnis eines Flotation-Experiments ist als Western Blot-Analyse dargestellt.

Zusitzlich zu Normalbedingungen wurden die Zellextrakte vor der Zentrifugation
einmal mit 1% TX-100 und einmal mit 1M NaCl vorbehandelt. Die untere Reihe de-
monstriert das Verhalten von Pepl2 als Kontrolle fiir die Wirkung des Deter-

genz/Salzes. Unter Normalbedingungen sind 46% von Vps8-164-339 16slich. Das Pro-

tein lieB sich durch TX-100 zum groBen Teil aus der Membran extrahieren. Diese Ex-
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traktion ist ebensogut wie im Falle eines integralen Membranproteins (sieche Pepl2).
Durch die Behandlung mit NaCl 16ste sich Vps8-164-339 vollstindig von der Mem-

bran.

+ Tx-100 + NaCl
[%] 54 46 34 66 17 83
Vps8-164-339 = = = = - e -
[%] _100 0 35 65 98 2
Pep12 e ————| -

123456 123456 123456

Abb. 18: Analyse der Membranassoziation der Vps8 VHS-Domaine (164-339 AS, pRK1015) im Flo-
tationgradienten. Western-Blot Ergebnisse aus Flotation-Experimenten mit anti-myc Antikdrpern ent-
wickelt. Der membrangebundene (Fraktionen 1-3) sowie der 16sliche (Fraktionen 4-6) Vps8 Anteil in
[%] sind {iber dem zugehorigen Blot dargestellt; darunter die Pep12-Kontrolle.

Insgesamt betrachtet legen die Ergebnisse aus Abb. 17 und 18 den Schluf} nahe, dass
nicht nur ein Bereich, die ,,VHS*-Domine, die Membranassoziation von Vps8 vermit-

telt, sondern dass es mehrere Anheftungsstellen geben muss.

3.8 Vps8 zeigt homotypische Wechselwirkung

Die Daten aus der differentiellen Zentrifugation (3.4, Abb. 13) deuten auf Vps8 als
Bestandteil eines groferen Proteinkomplexes hin. Dabei wéren neben Interaktionen
mit anderen Komponenten auch Wechselwirkungen der Vps8-Molekiile untereinander
moglich. Um dies zu priifen wurde das 2-Hybrid System eingesetzt.

Beim 2-Hybrid System handelt es sich um ein genetisches System zur Detektion von
Proteinwechselwirkungen in vivo (Fields und Song, 1989). Das System beruht auf dem
modularen Charakter eukaryotischer Transkriptionsfaktoren, wie Gal4. Die Funktion
des Vollangenproteins kann rekonstituiert werden, wenn die Gal4-DNA-Bindedoméne
(BD) und die Gal4-DNA-Aktivierungsdomine (AD) in rdumliche Ndhe gelangen. Da-
zu werden im 2-Hybrid System ein Protein X an die AD und ein Protein Y an die BD

fusioniert. Bei physischer Interaktion von X mit Y werden Aktivierungs- und Binde-
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doméne zusammengebracht, so dass sie als Transkriptionsfaktor fungieren konnen;
dies geschieht nicht, wenn X und Y nicht miteinander interagieren.

Zur Expression solcher Hybridproteine wurden 2u-Vektoren verwendet, welche die
Gal4-AD (pACT2) bzw. BD (pRK329) unter Kontrolle des ADH-Promotors kodie-
ren. Ein Polylinker am 3'-Ende der GAL4-Dominen mit verschiedenen Restriktions-
schnittstellen erlaubt die Integration von Sequenzen, welche fiir zu untersuchende Pro-
teine kodieren. Die Fusionskonstrukte werden in einen speziellen Stamm PJ69-4a
transformiert, der unter anderem auxotroph ist fiir Adenin und Histidin. Im Gegenzug
beinhaltet der Stamm Expressionskassetten mit den Reportergenen HIS3, ADE2 und
lacZ, welche Gal4-abhingig transkribiert werden. Die Expression des HIS3- oder des
ADE?2-Reportergens bewirken Wachstum auf Medium ohne die auxotrophen Marker.
Die Expression der 3-Galactosidase vom lacZ-Gen erlaubt eine Quantifizierung der In-

teraktionsstirke. In der vorliegenden Arbeit wird die letztere nicht beriicksichtigt.

Transformanten wurden zunéchst unter plasmidselektiven Bedingungen herangezogen
und anschlieBend auf Medien mit und ohne Histidin bzw. Adenin getropft (Abb. 19).
Die Kombination VPSS8-AD/VPS8-BD (pRK979/pRK978) neben den Negativkontrol-
len VPSSAD oder VPS8-BD mit pRK329 oder pACT2 oder beide Ausgangsvektoren
alleine wurden untersucht. Als Positivkontrollen dienten Doppeltransformanten mit
den Plasmiden pSE1111 und pSE1112 (Fields und Song, 1989) bzw. pVA3 und pTD1

(Iwabuchi et al., 1993). Abb. 19: Homotypische Wechsel-

wirkung von Vps8 im 2-Hybrid-

Experiment. Gleiche Mengen Zell-

+Ade +His +Ade -His suspension wurden auf selektive
Platten getropft und drei Tage bei
30°C inkubiert. (A) SD+Ade+His
(Wachstum erfordert keine Aktivie-
rung der Reporterkassetten), (B)
SD+Ade, (C) SD-+His, (D) Zuord-

-Ade +His D nung der getropften Doppeltransfor-
| manten von PJ69-4a: VPSS/VPSS
. (pRK979/pRK978), VPS8/329
(pRK979/pRK329), pACT2/VPSS

(pACT2  /pRK978), pACT2/329
(pACT2/pRK329, Vektorkontrolle).

" Positivkontrollen: pVA3/pTD1 (In-
teraktion zwischen T-Antigen und

pS53) sowie pSE1111/pSE1112 (In-
teraktion zwischen Snfl und Snf4).

C
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Eine Interaktion von Vps8-AD mit Vps8-BD aktivierte sowohl die Expression des
HIS3-Gens als auch des ADE2-Gens (Abb. 19, B, C). Auf Medium ohne Histidin
wuchs auch die Kombination pACT2/VPSS8-BD. Anscheinend ist Vps8 alleine bereits
in der Lage, die HIS3-Expression zu aktivieren. Das gilt jedoch nicht fiir die
Transkription des ADE2-Gens; auch kann Vps8-BD nicht selbstindig an die DNA
binden. Demnach scheint es sich um eine verldBliche 2-Hybrid-Wechselwirkung zu
handeln.

3.9 Vps8 interagiert mit Vps21 in vivo

Die vorhergehenden Experimente haben gezeigt, dass die kleine GTPase Vps21 keinen
signifikanten Einflul auf die Membranassoziation von Vps8 besitzt. Aufgrund ihrer
phénotypischen Zuordnung zur Klasse D vps Gruppe wire eine direkte oder indirekte
Wechselwirkung beider Proteine trotzdem sehr gut moglich.

Die Verbindung von Vps8 zu Vps21 sowie zu den anderen Rab5 Homologen, Ypt52
und Ypt53 wurde im 2-Hybrid System analysiert (Abb. 20). Doppeltransformanten
wurden zunichst unter plasmidselektiven Bedingungen herangezogen und anschlie-
end auf Medien mit und ohne Histidin bzw. Adenin getropft. Verwendet wurde das
Vps8-Gal4AD-Fusionsprotein  (pRK979) jeweils in Kombination mit Vps21-BD
(pRK1002), Ypt53-BD (pRK1003) oder Ypt52-BD (pRK1024). Als Negativkontrollen
dienten Kombinationen mit den entsprechenden Ausgangsplasmiden, pACT2 bei
Vps21, Ypt52, Ypt53 und pRK329 bei Vps8 sowie die Kombianation beider Aus-
gangskontrollen. Transformanten mit pSE1111/pSE1112 und pVA3/pTD1 stellten die
Positivkontrollen dar.

Alle drei GTPasen zeigten Interaktion mit Vps8, sowohl auf histidin- als auch auf ade-
ninfreiem Medium. Keine Wechselwirkung hingegen war unter den als Negativkon-

trollen verwendeten Kombinationen zu beobachten.



Ergebnisse Seite 65

A B

Abb. 20: Interaktion zwischen Vps8
+Ade +His +Ade -His

und Vps21, Ypt52 sowie Ypt53 im 2-
Hybrid Experiment. Gleiche Mengen
Zellsuspension wurden auf selektive
Platten getropft und drei Tage bei 30°C
inkubiert. (A) SD+Ade+His (Wach-
stum erfordert keine Aktivierung der
Reporterkassetten), (B) SD+Ade, (C)
SD+His; (D) Zuordnung der getropf-
ten Doppeltransformanten von PJ69-

D
-Ade +His G [ vers 4a: VPS21/VPS8 (pRK1002/ RK979),
. g YPT53/VPS8  (pRK1003/pRK979),
YPT52/VPS8 (1024/pRK979),
VPS21/pACT2  (pRK1002/pACT2),
YPT53/pACT2  (pRK1003/pACT2),
ey : p11 YPT52/pACT2  (pRK1024/pACT2),
329/VPS8 (PRK329/pRK979),
pRK329/pACT2 (Vektorkontrolle).

Positivkontrollen: pSE1111/ pSE1112
und pVA3/pTDI1.

3.10 Deletionsanalyse von Vps8

Im folgenden sollten Bereiche im Vps8-Protein spezifiziert werden, welche Trager der
Vps8-Funktionen, wie CPY und Ste6 Sortierung, Vps21-Bindung oder Membranasso-
ziation sind. Eine Deletionsanalyse wurde durchgefiihrt, die sich an Abschnitten im
Vps8-Protein orientierte, denen mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit konservierte
funktionale Doméinen zugeordnet werden konnten. Die Abb. 21A stellt schematisch
die gefundenen Proteinmotive dar, in Tab.9 sind diese erldutert und mit einem Wahr-
scheinlichkeitswert (e-value) beurteilt. Vps8 wurde mit der SMART und der EMBL-
EBI-Proteindatenbank verglichen. Je besser die Vps8-Sequenz zu den konservierten
Motiven palit, desto weniger zufillige Datenbanksequenzen werden sich finden, die
eine ebenso hohe Motividhnlichkeit besitzen und desto kleiner ist der e-value. Die Da-
tenbanken benutzen unterschiedliche Algorithmen fiir die Berechnung, daher treten
verschiedene Zahlenwerte auf (vgl. Tab. 9 Bsp. WD40).

Mit hochster Zuverldssigkeit ist ein RING-H2-Motiv am C-Terminus zu finden. Es
handelt sich hierbei um eine cysteinreiche Region, welche sich zu einer RING-Finger
Zn*"-Bindedomine faltet. In der RING-H2-Variante sind das Cys, und Cyss durch Hi-

stidin-Reste ersetzt. Die RING-Doméne ist mdglicherweise an Protein-Protein Wech-
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selwirkungen beteiligt und tritt charakteristisch in E3-Ubiquitin-Ligasen auf, wo sie
deren Bindung an Ubiquitin-konjugierende Enzyme (E2, Ubc’s) vermittelt. Fiir die
Deletionsanalyse wurde der Bereich von AS 1199-1274 (Abb. 21B) entfernt.

WD40 CHCR1 CHCR2  RING
1] V] 1274 As
EE e
222222 J]eFF
woaot ="\ ] A69-162
WD40 " 1 A100-169
PX | Y\ ] A303-489
CHCR1 | r/\. ] A520-668
PXA [ /\1 1 A773-950
CHCR2 | /\ 1 A916-1067
EFF [ /\: A773-1175
RING [ 1 A1199-1274
CHCR 142 [ /\1 ,/\. | A520-668
A916-1067

Abb. 21: Deletionsanalyse von Vps8. (A) Vps8-Protein mit moglichen konservierten Doménen aus
der SMART-Datenbank (www.smart.embl-heidelberg.de): RING-H2-Variante [AS 1198-1265],
WD40-repeat-1 [122-161], WD40-repeat-2 [181-224]; EFFektor: schlieft dhnliche iiberlappende Do-
ménen ein, FH2 [786-1166], RasGEFN [1046-1172], RhoGEF [854-1067], RhoGAP [1027-1176],
ARF-GAP [883-968], Sec7 [948-1138]; PXA [759-949], PX [395-488] und VHS [164-339]. EMBL-
EBI-Datenbank (www.ebi.ac.uk/cgi-bin/iprscan): Clathrin Heavy Chain Repeat (CHCR)-1 [507-638]
und CHCR-2 [915-1037], vgl. Tab. 9 (B) C-terminal 13myc markierte Deletionsvarianten von Vps8,
von oben: WD40™ [pRK999], WD40 [pRK902]; PX [pRK1006], CHCR-1 [pRK868], PXA
[pPRK1007], CHCR-2 [pRK863], EFF [pRK1008], RING [pRK858], CHCR1+2 [pRK864].

Ferner wurden 2 so genannte WD40-Repeats gefunden. Sie bestehen aus 40 AS, wel-
che oft mit einem Trp-Asp (W-D)-Dipeptid enden. Mehrere WD40-Repeats setzen
sich zu einer B-Propeller Struktur zusammen, einem Geriist fiir Proteinwechselwirkun-
gen. Entsprechende Proteine tragen zwischen 4-16 Repeats. Zwei Vps8-Deletionen be-
treffen das erste WD40-Repeat: WD40 und WD40", die letztere umfasst noch einen
Teil des N-Terminus.

Im C-terminalen Abschnitt von Vps8 liegen iiberlappende GTPase-Effektor-Motive
(FH2, RasGEFN, RhoGEF, RhoGAP, ARF-GAP, Sec7). Diese sind in der grof8en EF-
Fektor Deletion nicht mehr vorhanden (AS 773-1175).
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In der Mitte des Proteins befinden sich die so genannten Vps9-, PX- und die PXA-
Motive. Das Vps9-Motiv entstammt einem konservierten Bereich in Vps9, dem Gua-
ninnukleotide Exchange Factor von Vps21. Die PX (Phox Homology) bzw. die PXA
Doménen spielen eine Rolle bei der Bindung an Phosphoinositide. In der PX-
Deletionsvariante (AS 393-489) fehlt das PX-Motiv vollstandig sowie ein grofler Teil
des Vps9-Motivs. Die PXA-Deletion umfasst AS 773-950.

Die EMBL-EBI-Datenbank gibt zwei mogliche Clathrin Heavy Chain Homologie
Doménen fiir Vps8 an. Die Deletionsvariante CHCR1 deckt den Bereich von AS 520-
668 ab; das zweite Motiv ist in der CHCR2-Variante (AS 916-1067) deletiert. In der
CHCR1+2 Vps8-Variante fehlen beide Motive. In Clathrin sind je sieben CHCR-
Doménen essentiell fiir die Zusammensetzung der schweren Ketten zur Triskelion
Struktur. CHCR-Motive konnten zur Oligomerisierung diverser Proteine beitragen. So
konnte Vps8, das an sich selbst bindet (s.0.) liber diese Repeats multimerisieren oder
mit anderen Proteinen wechselwirken.

Alle Deletionsvarianten wurden C-terminal mit einem 13-myc Epitop markiert und

vom CEN-Plasmid aus exprimiert.

Tab. 9 Proteinmotive in Vps8'.

Motiv aus SMART-Datenbank Beschreibung e-value
RING-H2-Variante [1198-1265 AS] E3 Ubiquitin-Protein Ligase Aktivitat 1,57 e-02
WDA40-Repeatl [122-161 AS] mehrere Repeats fungieren als beta- 2,31 e-01
Propeller Struktur, Plattform fiir
Proteininteraktionen
WD40-Repeat2 [181-224 AS] 8,52 et+01
Vps9 [356-466] Effektor-Motiv im Vps9 Protein 1,78 et2
EFF : [786-1176]
FH2 [786-1166] 3,4 e+02
RasGEFN [1046-1172] 4,04 e+02
RhoGEF [854-1067] Interaktion mit GTPasen 4,36 ¢+02
RhoGAP [1027-1176] 5,71 e+02
ARF-GAP [883-968] 6,46 e+02
Sec7 [948-1138] 7,15 e+02
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PXA [759-949] kommt in Assoziation mit PX-Motiven 8,74 e+02
vor

PX [395-488] Phosphoinositid-bindendes Modul, Mem- 1,01 e+03
branassoziation

VHS [164-339] Vielzweck-Adapter, der Proteine an 2,84 e+03

Membranen lokalisiert

Motive aus EMBL-EBI-Datenbank

CHCR 1+2 Clathrin Heavy Chain Repeat, Zusam- 14,763
mensetzung der Triskelion Struktur
Zum Vergleich: WD40 11,350

" In Vps8 gefundene mogliche Motive, die Position im Protein (AS) sowie deren Beurteilung (e-
values). Je kleiner der e-value, desto sicherer das Motiv. Fiir die EMBL-EBI-Datenbank gilt ein ande-
rer Algorithmus, daher nicht direkt mit SMART vergleichbar.

3.11 CPY Transport in Vps8-Deletionsmutanten

Der Transport der vakuoldren Hydrolase CPY in den Vps8 Deletionsmutanten wurde
untersucht (Abb. 22).

N 1%
P R 3 3
R A A S
N LR t;$ \9‘\ NERSEENERS
1 2 34 56 789 10 11 121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24

p2 —| = ot

m;.ingo,oo.gl
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Abb. 22: CPY-Transport in vps§8-Deletionsmutanten. Immunoprézipitiertes CPY Protein wurde mit
SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Untersucht wurden von links: (1,2) WT (JD52), (3,4)
Avps8 (RKY1843) sowie (5,6) Avps8 (RKY1843) mit: Vps8-13myc (pRK827), (7,8) Vps8A69-162
(pPRK999), (9,10) Vps8A100-169 (pRK902), (11,12) Vps8A393-489 (pRK1006), (13,14) Vps8A520-
668 (pRK868), (15,16) Vps8A773-950 (pRK1007), (17,18) Vps8A916-1067 (pRK863), (19,20)
Vps8A773-1175 (pRK1008), (21,22) Vps8A1199-1274 (pRK858), (23,24) Vps8A520-686A916-1067
(pRK864). p2 (Golgi-Precursor), m (mature, die reife CPY-Form), * unspezifisches Signal.

WT- und Avps§-, sowie mit den Vps8-Varianten transformierte Avps§-Zellen wurden

5 Minuten lang mit Tran[>’S]-Label markiert und nach 40 Minuten Chase sphiropla-
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stiert. CPY-Proteine wurden aus den getrennten extrazelluldren (E) und intrazelluldren
(I) Fraktionen immunoprézipitiert und mittels SDS-PAGE und Autoradiographie ana-
lysiert. Wihrend in Avps§-Zellen der Grofiteil von CPY als p2-Proenzym sekretiert
worden war, konnte im WT- und Avps8-Stamm, mit komplementierendem VPSE8wt
Plasmid CPY zur Vakuole gelangen und dort zur reifen (m) Form prozessiert werden.
Von den untersuchten Transformanten zeigten Vps8-AEFF (A773-1175) und Vps8-
ACHCR1+2 (A520-668/ A916-1067) eine starke, dem Avps8 Phénotyp vergleichbare
CPY-Fehlsortierung. Im WD40"-(A69-162) und PX-(A393-489) Deletionstimmen war

ein sehr kleiner Fehlsortierungseffekt zu beobachten.

3.12 Lokalisation von Ste6 in Vps8 Deletionsmutanten

Ste6 akkumuliert polar in der Knospenmembran von Avps8 Zellen, wohingegen es im
Wildtyp in interne Strukturen verteilt beobachtet wird (Abschn. 3.1). Auch verursachte
die Deletion von VPS8 eine Stabilisierung des Proteins. Die Auswirkung der VpsS8-
Deletionsmutanten auf den Transport von Ste6 sollte nun mittels Immunofluoreszenz
und Pulse-Chase-Experimenten analysiert werden. Diesmal wurde als Epitopmarkie-
rung fiir Ste6 das Influenzavirus Hamagglutinin (HA) gewéhlt. Die Ste6-Verteilung in
Avps8-Doppeltransformanten, welche 2u Ste6-HA neben der jeweiligen Vps8-
Variante exprimierten, zeigt die Abb. 23A und C. Zur Messung des Ste6-Abbaus wur-
den die Zellen 15 Minuten lang mit Tran[>°S]-Label markiert (Pulse) und dann durch
Zugabe eines Uberschusses an unmarkiertem Methionin/Cystein der Chase eingeleitet.
Die Probennahme erfolgte alle 20 Minuten; das immunoprézipitierte Ste6 wurde mit-
tels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert (Abb. 23B, D).

Eine eindrucksvolle Stabilisierung von Ste6, verbunden mit der polaren Knospenloka-
lisation, konnte in der EFF (A773-1175) sowie der CHCR1+2 (A520-668A916-1067)
Deletionsmutante festgestellt werden. Die Ste6-Halbwertszeit t betrug hier 96 bzw. 69
Minuten. Eine polare Ste6-Verteilung wurde ebenfalls als Auswirkung der WD40"
(A69-162) und PXA (A773-950)-Variante beobachtet; in diesen Mutanten war Ste6
etwa um das doppelte stabiler, T = 23 min. In der PX (A393-489)-Mutante wurde der
Abbau von Ste6 etwas verzogert (t = 17 min) und Ste6 ebenfalls in der Knospe beo-
bachtet. Doch korrelierte dieser Einflufl auf Ste6 Stabilitdt nicht immer unbedingt mit
einer polaren Verteilung in der Zelle (CHCR1: A520-668, t = 17 min). Hierbei scheint
es sich um Grenzsituationen zu handeln. Im Falle der CHCR2 (A916-1067)-
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Deletionsmutante zeigte Ste6 eine Tendenz zur polaren Lokalisation ohne dass eine

Stabilisierung vorlag.

A E B
0 20 40 60 [min]
Vps8myc  Steb - T =13 min
psdmyc 200 - -
AWD40* .| e T =23 min
AWD40 . - T =13 min

APX ... .| T=17 min

ACHCRA1 . - T=17 min

Abb. 23: Auswirkung der vps8-Deletionsmutanten auf den Ste6-Transport. (A, C) Avps§-Stdmme mit
entsprechenden Vps8-Deletionsvarianten wurden mit pRK906 (2u wt Ste6-HA) transformiert und die
Ste6-Verteilung mittels Immunofluoreszenz mit anti-HA Primédrantikérpern und FITC gekoppelten an-
ti-Maus Sekundarantikorpern untersucht. Es wurden analysiert (A, von oben): Vps8 (wt), Vps8A69-
162 (pRK999), Vps8A100-169 (pRK902), Vps8A393-489 (pRK1006), Vps8AS520-668 (pRK868); C:
Vps8A773-950 (pRK1007), Vps8A916-1067 (pRK863), Vps8A773-1175 (pRK1008), Vps8A1199-
1274 (pRKS858), Vps8AS520-686A916-1067 (pRK864). IF: FITC-Filter, Pk: Phasenkontrast. (B, D)
Stabilitdt von Ste6-HA in vps8-Mutanten, Stimme in gleicher Reihenfolge wie (A, C). Die Zellen
wurden 15 min lang mit Tran[>’S]-Label markiert, worauf ein Uberschul an Methionin/Cystein zuge-
geben (t=0) und in angegebenen Zeitabstdnden Proben entnommen wurden. Der spezifische Nachweis
von Ste6 erfolgte durch Immunoprézipitation mit anti HA-Antikorpern, SDS-PAGE und Autoradio-
graphie. Die Halbwertszeit (t) wurde anhand der Abnahme der Ste6-Signalintensitét berechnet.
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Abb. 23: Fortsetzung

3.13 Das Sedimentationsverhalten von Vps8 ist von bestimmten Bereichen
abhingig

Im Abschnitt 3.4 (Abb. 13) wurde die ungewohnlich starke Sedimentationsneigung
von Vps8 analysiert. Die folgenden Experimente greifen diese Fragestellung noch
einmal auf; hier sollte die Ursache fiir das Sedimentationsverhalten im Protein unter-
sucht werden.

Differentielle Fraktionierungen wurden durchgefiihrt, wobei Zellextrakte aus AvpsS§-
Hefen, welche die jeweilige Vps8-Deletionsvariante exprimieren, vor den Zentrifuga-

tionsschritten mit Detergenzien oder Salz behandelt wurden. Von groben Zelltriim-
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mern gereinigte Zellextrakte wurden 30 min lang mit 0,25% TX-100/ 2,5% B-D-
Maltosid inkubiert, um Proteine aus Membranen zu extrahieren oder mit 1M NaCl, um
Proteinwechselwirkungen zu schwichen. Durch nachfolgende Zentrifugation bei
100 000 g wurden die P100 (Pellet) und die S100 (Uberstand) erhalten.

Tx-100 NaCl Tx-100 NaCl

| e B o | | e B —

o o o o o o o o o o o O

w2228 2 w2228

N O OO o w N O 0 OO 0 O w

VDSEMYC | S e o e 9 e APXA | 190 o e g o o o

AWDAQ™ | = T e e ACHCRZ | s 4 = w0 B ' o
AWDAO |y ot 1 ¢ ot 9 1 gy AEFF | guy g

APX |18 e o v e e s ARING | o pos Py

ACHCRT |y ot - ot - 1 aCHCR1+2+'1. e

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

Abb. 24: Untersuchung der Loslichkeit von Vps8-Deletionsvarianten. Aquivalente Anteile des Ge-
samtzellextrakts (ZE), der pelletierten (P100) und Uberstand-Fraktionen (S100) wurden mittels SDS-
PAGE und Western Blot analysiert. Spurl: Zellextrakt; Spur2,3: Normalbedingungen; Spur 4,5:
0,25% TX-100/ 2,5% B-D-Maltosid; Spur 6,7: 1 M NaCl;. Dargestellt sind von oben: Vps8myc-WT
(pRK827), Vps8A69-162 (pRK999), Vps8A100-169 (pRK902), Vps8A393-489 (pRK1006),
Vps8A520-668 (pRK868), Vps8A773-950 (pRK1007), Vps8A916-1067 (pRK863), Vps8AT73-1175
(pRK1008), Vps8A1199-1274 (pRKS858), Vps8A520-686A916-1067 (pRK864).

In Abb. 24 ist die Western Blot-Analyse einer differentiellen Zentrifugation beispiel-
haft dargestellt, in Abb. 25 die zugehorige Quantifizierung von jeweils 3 Experimen-
ten pro Stamm. Es sind die Mittelwerte der 16slichen S100 Fraktionen als Prozentanteil
des Gesamtextraktes aufgetragen. Die Werte des WD40" und PXA-Stammes sind das
Ergebnis von einem Experiment. Erfahrungsgemal sind nur Verdanderungen iiber 10%
als signifikant anzusehen.

Wie in vorhergehenden Experimenten bereits beobachtet, lagen 30% wt-Vps8 von
vornherein geldst vor; der sedimentierbare Anteil (70%) enthielt 20% detergenzlosli-
ches, wahrscheinlich peripher membrangebundenes Protein und 30% NaCl 16sliche
Aggregate. Offensichtlich befinden sich demzufolge ca. 10% von Vps8 in NaCl-

l6slichen Proteinkomplexen, die nicht detergenz-solubilisierbar sind. 40% von Vps8
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lieBen sich auch durch die Einwirkung von 1M NaCl nicht in Lésung bringen und stel-

len moglicherweise unphysiologische Aggregate dar.
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Signalintensitat der l6slichen Fraktion [%]

Tx-100 NaCl ATx-100 ANaCl

WT 31 53 61 22 30
WD40* (A69-162) 32 52 62 20 30
WD40 (A100-169) 15 47 64 32 49
PX (A393-489) 52 67 69 15 17
CHCR1 (A520-668) 26 45 55 19 29
PXA (A773-950) 47 58 64 1 17
CHCR2 (A916-1067) 40 54 52 14 12
EFF (A773-1175) 50 72 62 22 12
RING (A1199-1274) 29 71 65 42 36
CHCR1+2 (A520-668 41 64 53 23 12
A916-1067)

Abb. 25: Analyse der Loslichkeit von Vps8-Deletionsvarianten. (A) Dargestellt sind quantifizierte Si-
gnale der Uberstandsfraktion mit WT Vps8myc, WD40" Vps8A69-162, WD40 Vps8A100-169, PX
Vps8A393-489, CHCR1 Vps8A520-668, PXA Vps8A773-950, CHCR2 Vps8A916-1067, EFF
Vps8A773-1175, RING Vps8A1199-1274, CHCR 1+2 Vps8A520-686A916-1067. (B) Tabelle mit re-
lativen Werten des Vps8 Anteils in der loslichen Fraktion, die Signalstirke des Gesamtzellextraktes
wurde gleich 100% gesetzt.

Mit einem Blick auf die Ergebnisse unter Normalbedingungen (kein TX-100/Maltosid,

kein NaCl) in Abb. 25 fallen drei Deletionsvarianten auf, welche von vornherein um
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20% loslicher waren als das wt-Vps8-Protein: PX (A393-489), PXA (A773-950) und
EFF (A773-1175). Anscheinend tragen diese Bereiche mafigeblich zur Fahigkeit des
Proteins bei, sich mit anderen Proteinen zu einem Komplex zusammenzulagern. Unter
Einwirkung von Detergenzien gingen zusitzlich 10-20% der drei Deletionsvarianten
(der membrangebundene Pool) in Losung. Die Zugabe von NaCl hob die Unterschiede
zwischen wt-Vps8 und den Deletionsmutanten auf. Bei wt-Vps8 wurden hier Protein-
aggregate aufgelost, die bei den Deletionsvarianten offenbar gar nicht erst entstanden
waren.

Ahnliche, jedoch nicht so stark ausgeprigte Unterschiede lagen bei den VpsS8-
Deletionen CHCR2 (A916-1067) sowie CHCR 1+2 (A520-686A916-1067) vor. Der
losliche Anteil betrug hier unter Normalbedingungen 40%, 10-20% bildeten den
Membranpool. Beide Deletionen befinden sich innerhalb der EFF-Doméne, betreffen
also, weniger stark vielleicht, dieselbe Funktion.

Auffallig war das Sedimentationsverhalten der RING (A1199-1274)-Deletionsvariante.
Unter Normalbedingungen waren 30% des Proteins in Losung, wie bei wt-Vps8. Wur-
de TX-100/Maltosid zugegeben, losten sich plotzlich statt 20%, wie bei allen anderen
Varianten, sogar 40% des Proteins von der Membran. Salzbehandlung bewirkte keine
groBere Loslichkeit. Diese Beobachtung kann moglicherweise folgendermallen erklért
werden: Vps8 liegt tatsdchlich immer zu mindestens 40% membrangebunden vor. Je-
doch bleiben nach Ablosung von der Membran durch Behandlung mit Detergenzien
etwa 20% Vps8 in Form von NaCl-loslichen Aggregaten pelletierbar. Fehlt die RING-
Doméne, so sinkt die Neigung des Proteins zur Aggregation, und der komplette Mem-
brananteil geht direkt in Losung. Dies stiinde im Einklang mit Flotation-Ergebnissen,

wo etwa 60% von Vps8 membranassoziiert waren.

3.14 Eingrenzung der Vps21-Bindestelle im Vps8-Protein

Das 2-Hybrid-Experiment im Abschnitt 3.9 ergab eine in vivo Interaktion von Vps8
mit Vps21. Durch ein gleichartiges Experiment sollte nun die Position der Vps21-
Bindestelle im Vps8-Protein bestimmt werden. PJ69-4a Doppeltransformanten wurden
zunédchst unter plasmidselektiven Bedingungen herangezogen und anschlieBend auf
Medien mit und ohne Histidin bzw. Adenin getropft. Verwendet wurde das Vps21-
Gal4BD-Fusionsprotein (pRK1002) in Kombination mit wt-Vps8-Gal4AD (pRK979)

oder den entsprechenden Deletionsklonen.
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Abb. 26: 2-Hybrid Interaktionen zwischen Vps21 und Vps8-Deletionsvarianten. Gleiche Mengen
Zellsuspension wurden auf selektive Platten getropft und drei Tage bei 30°C inkubiert. (A)
SD+Ade+His, (B) SD+Ade, (C) SD+His; (D) Zuordnung der getropften Doppeltransformanten von
PJ69-4a: VPS21/VPS8 (pRK1002/pRK979); VPS21 mit Gal4AD-Vps8§WD40" (pRK1047); Gal4AD-
Vps8WD40 (pRK1031); Gal4AD-Vps8PX (pRK1033); Gal4AD-Vps8CHCR1 (pRK1051); Gal4AD-
Vps8PXA (pRK1034); Gal4AD-Vps8CHCR2 (pRK1045); Gal4AD-Vps8EFF (pRK1035); Gal4AD-
Vps8RING (pRK1030); GaldAD-Vps8CHCRI1+2 (pRK1032); 329/VPS8 (pRK329/pRK979),
VPS21/pACT2 (pRK1002/pACT2). (E) Gal4AD-Vps8 Detektion im Western-Blot mit anti-Gal4-AD
Antikorpern. Zellextrakte aus entsprechenden Transformaten: (1) WT (pRK979), (2) - (pACT2), (3-
11) vgl. oben. Gal4AD-Vps8*: Vps8-Fusionsvarianten, M: Gréf3enstandard.

Wie in Abb. 26 dargestellt, interagierten neben wt-Vps8 auch die WD40, CHCR2 und
die RING-Deletionsvariante mit Vps21. Die Wechselwirkung aktivierte sowohl die
Expression des HIS3-Gens als auch des ADE2-Gens (B, C). Bei allen anderen Deleti-
onsmutanten von Vps8 war die Bindung an Vps21 betroffen. Die Kombinationen von
wt-Vps8AD mit dem BD-Ausgangsvektor (pRK329) sowie Vps2l mit AD-

Ausgangsvektor (pACT2) wuchsen weder auf histidin- noch auf adeninfreiem Medi-
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um. In (E) belegt ein anti-Gal4AD Western Blot, dass die verwendeten Transforman-

ten die jeweilige Vps8-Variante auch wirklich exprimierten.

Um etwaige unspezifische Wechselwirkungen auszuschlieBen, wurde ein 2-Hybrid-
Experiment mit dem BD-Ausgangsvektor (pRK329) in Kombination mit der jeweili-
gen Vps8-Deletionsvariante durchgefiihrt (Abb. 27). Als Positivkontrollen fungierten
Transformanten von pSE1111/pSE1112 und pVA3/pTD1. Aufler den Positivkontrollen
wuchs keine der getropften Transformanten auf histidin- oder adeninfreiem Medium.
Der in (E) dargestellte anti-Gal4AD-Immunoblot bekréftigt die Korrektheit der Trans-

formanten.
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Abb. 27: Negativkontrollen zum 2-Hybrid Experiment von Vps8-Deletionsvarianten mit Vps21, (A-
C) analog zur Abb.26. (D) Zuordnung der getropften Doppeltransformanten von PJ69-4a: VPS8/329
(pPRK979/pRK329), pRK329 mit Gal4AD-Vps8§WD40" (pRK 1047); Gal4AD-Vps8§WD40 (pRK1031);
Gal4AD-Vps8PX (pRK1033); Gal4AD-Vps8CHCRI1 (pRK1051); Gal4AD-Vps8PXA (pRK1034);
Gal4AD-Vps8CHCR2 (pRK1045); Gal4AD-Vps8EFF (pRK1035); Gal4AD-Vps8RING (pRK1030);
Gal4AD-Vps8CHCRI1+2 (pRK1032); 329/VPS8 (pRK329/pRK979), VPS21/pACT2 (pRK1002/
pACT2). (E) Gal4AD-Vps8 Detektion im Western-Blot. Zellextrakte aus entsprechenden Transfor-
maten: (1) WT (pRK979), (2-10) vgl. mit oben. Gal4AD-Vps8*: Vps8-Fusionsvarianten, M: Gréfen-
standard.
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3.15 Charakterisierung der Bindung von Vps8 an Pep5

Subramanian et al. (2004) konnten mittels Koimmunoprizipitation und Massenspek-
tromerie zeigen, dass Vps8 in einem Proteinkomplex zusammen mit Pep3, Pep5,
Vps16 und Vps33 vorliegt. Es handelt sich hierbei um Komponenten des so genannten
HOPS-Komplexes, welcher die Andockung und Fusion von Transportvesikeln mit
Vakuolen und von Vakuolen untereinander vermittelt (HOPS = homotypic vacuole fu-
sion and vacuole protein sorting, Seals et al., 2000).

Nun sollte die Bindung von Vps8 an Pep5 ndher charakterisiert werden. Hierzu wur-
den Koimmunoprizipitationsexperimente unter Verwendung der plasmidkodierten
Vps8-Deletionsvarianten durchgefiihrt. Eingesetzt wurde der Hefestamm RKY2046,
eine Avps8 Mutante, welche das genomisch C-terminal 3HA-markierte PepS expri-
mierte. Als Negativkontrollen dienten zum einen der Stamm RKY2046 mit leerem
Vektor zum anderen RKY 1843 (Avps8) mit pRK827 (wt-Vps8-13myc).

Unter nicht denaturierenden Bedingungen wurden Vps8-13myc Varianten mit anti-
myc Antikérpern immunoprézipitiert. Das Ergebnis zeigt die Immunoblotanalyse in
Abb. 28. Die Blots in (A) und (B) sind mit anti-myc-Antikorpern entwickelt, diejeni-
gen in (C) und (D) mit anti-HA Antikorpern. Unter den gegebenen experimentellen
Bedingungen war es moglich, 20% des Vps8-Proteins im Zellextrakt zu prazipitieren,
5% von PepSHA wurde dabei ko-immunoprézipitiert.

Lag kein Vps8-13myc in der Zelle vor, so konnte PepSHA nicht prézipitiert werden,
(Abb28D, Spurl). Vps8-myc alleine konnte kein Signal im PepSHA Blot produzieren
(D, Spur2), daher sind alle PepSHA Signale als spezifisch anzusehen.

Infolge der Deletionen in den Vps8-Varianten EFF (A773-1175) und CHCR 1+2
(A520-686A916-1067) war die Bindung an Pep5 nicht mehr gegeben (D, Spuren 9 und
11). Bei Abwesenheit der RING-Doméne (A1199-1274) konnten beide Proteine zwar

noch zusammen prézipitiert werden, jedoch war diese Assoziation geschwécht.
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Abb. 28: Interaktion von Vps8-Deletionsvarianten mit Pep5. Vps8myc wurde unter nicht denaturie-
renden Bedingungen mit anti-myc Antikdrpern aus Zellextrakten immunoprézipitiert. Verwendet wur-
de der Stamm RKY2046 (Avps8PEP5-3HA) mit der jeweiligen plasmidkodierten Vps8-
Deletionsvariante. Das Prézipitat wurde mit SDS-PAGE und Western-Analyse auf das Vorhandensein
von Pep5-HA hin untersucht. ZE (Gesamtzellextrakt), IP (Immunopréizipitation), * (unspezifisches Si-
gnal). (A,B) Vps8myc Detektion. (C,D) Pep5-HA Detektion. 1) Negativkontrolle
(RKY2046+YCplac33/Vektor), 2) Avps8 Stamm ohne Pep5-HA (RKY1843+pRK827), 3) RKY2046
(Avps8PEPS5-3HA) transformiert mit Vps8-wt (pRKS827), 4) Vps8WD40 (pRK999), 5) Vps8PX
(pRK1006), 6) Vps8CHCRI1 (pRKS868), 7) Vps8PXA (pRK1007), 8) Vps8CHCR2 (pRKS863), 9)
Vps8EFF (pRK1008), 10) Vps8RING (pRK858), 11) VpsS8CHCR1+2 (pRK864).

3.16 Reguliert die RING-Doméine die Funktionen von Vps8 durch Ubiquiti-
nierung?

Da Ubiquitinierung an der Steuerung vieler Prozesse beteiligt ist, stellte sich die Frage,
ob die Funktionen von Vps8 nicht durch ebensolche Modifizierung reguliert sein
konnten. In Abb. 29 wurde die Ubiquitinierung von Vps8 untersucht. Plasmidkodiertes
(CEN) Vps8-13myc und HA-markiertes Ubiquitin wurden zusammen exprimiert. Aus
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Zellextrakten immunoprazipitiertes Vps8 wurde im Western Blot auf die Anwesenheit
von kovalent gebundenem HA-Ubiquitin hin analysiert. Ein distinktes HA-Signal war
tiber der Vps8-Bande feststellbar, das nicht vorkam, wenn der Avps§-Stamm Vps8-
13myc nicht exprimierte (Abb. 29A, B, Spurl,2). Demnach scheint Vps8 monoubiqui-

tiniert zu sein.
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Abb. 29: Ubiquitinierung von Vps8. Der AvpsS8-Stamm (RKY1843), welcher HA-Ubiquitin expri-
mierte (YEp112) (1), wurde zusétzlich mit pRK827 (Vps8-13myc) (2) und pRKS858 (Vps8ARING-
13myc) (3) transformiert. Die prézipitierten Vps8-Varianten wurden mittels Western Blots analysiert,
bei (A) mit anti-myc Antikorpern, bei (B) mit anti HA Antikérpern. Die Expression von HA-
Ubiquitin unter CUPI-Promotor-Kontrolle wurde mit 0,5 mM CuSO, 5 h vor der Zellextraktherstel-
lung induziert. Die Ubiquitinbanden sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Vps8*: Vps8-Varianten, Ub:
Ubiquitin, *: unspezifisches Signal.

Drei Enzyme sind an der Konjugation von Ubiquitin (Ub) mit Proteinen beteiligt. Die
ATP-vermittelte Aktivierung von Ubiquitin wird durch das E1-Enzym katalysiert. Von
diesem wird Ubiquitin an Ub-konjugierende Enzyme (E2) weitergereicht. Schluend-
lich vermitteln Ubiquitin-Proteinligasen (E3) die spezifische Ubertragung von Ubiqui-
tin auf Substrate oder auf Ubiquitin, das bereits mit Substraten verkniipft ist (Polyubi-
quitinierung). Neben den HECT-Doménen Ub-Ligasen stellen RING-Finger Ub-
Ligasen die zweite groBe Gruppe der E3s dar. Eine interessante Vorstellung wire,
wenn die Modifikation von Vps8 auf eine E3-Ligase-Aktivitidt der eigenen RING-
Doméne zuriickgefiihrt werden konnte. Aus Abb. 29, Spur 3 folgt, dass die Ubiquiti-
nierung nicht reduziert ist, wenn das RING-Motiv fehlt. Die Ubiquitinierung von VpsS8

scheint demnach nicht durch die RING-Doméne vermittelt zu werden.
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3.17 Zusammenfassung der Deletionsanalyse

In Tabelle 11 sind alle beobachteten Phianotypen der Vps8-Deletionsvarianten aufge-
listet. Betrachtet wurden die Aspekte: Wachstum auf 37°C, CPY-Transport, Ste6-HA
Lokalisation und Stabilitit, Interaktion mit Pep5 (HOPS) und Vps21.

Es scheint eine Uberlappung der funktionellen Bereiche im Vps8-Protein zu geben. So
sind die Bereiche WD40", PX und EFF fiir den Transport von CPY und Ste6 verant-
wortlich. Eine Fehllokalisation beider Proteine korreliert mit Wachstumsschwierigkei-
ten bei 37°C. Die Bindestelle(n) fiir Vps21 liegen N-terminal (WD40" Bereich vor
WD40-Deletion) und mittig (PX, CHCR1, PXA). Eindeutiger konnte hingegen der
Bindungsbereich fiir Pep5 festgelegt werden (EFF). Aus den Koimmunoprézipitation-

sexperimenten folgt, dass die RING-Doméne die Pep5-Assoziation positiv beeinflusst.

Tab. 11 Zusammenfassung der Ergebnisse aus der Deletionsanalyse

Inter- Inter-
CPY  Ste6-HA  Ste6-HA |nter- [Inter

]lfslzlegich- Deletion ;Tl?;l;itgm Trans- Ijokalisa- .Stab?litéit ?I:(i?on ?;:ion
port tion In min Pep5  Vps2l
WT - + + intern 13 + +
- Avps8 - - Knospe 69 n.b. n.b.
WD40" 69-162 - +/- Knospe 23 + -
WD40 100-169 + + intern 13 + +
PX 393-489 + +/- Knospe/ 17 + -
intern
CHCRI1 520-668 + + intern 17 + -
PXA 773-950 + + Knospe 23 + -
CHCR2 916-1067 + + Knospe/ 13 + +
intern
EFF 773-1175 - - Knospe 96 - -
RING 1199- + + intern 13 + +
1274
CHCR 1+2  520-668 - - Knospe 69 - -

916-1067
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3.18 In Klasse D Mutanten ist die Modifizierung von Vps9 verstarkt

Vps9 ist ein Guaninnukleotidaustausch-Faktor ,welcher die Aktivitit der Vps21-
GTPase reguliert (Hama et al., 1999a). Es wird sowohl flir den endozytischen als auch
den biosynthetischen Proteintransport zur Vakuole benétigt. Es konnte gezeigt werden,
dass Vps9 tber die interne CUE-Doméne monoubiquitiniert wird und dass diese Mo-
difikation von der E3-Ubiquitinligase Rsp5 abhingig ist (Shih ez al., 2003, Davies et
al., 2003). Die Rolle dieser Ubiquitinierung fiir die Funktion von Vps9 ist jedoch noch
nicht geklart.

Verschiedene vps Mutanten wurden auf eine Verdnderung der Vps9 Modifizierung hin
untersucht. Bemerkenswerterweise trat diese in den Klasse D vps Mutanten AvpsS,
Avps21, Apepl?2 verstirkt auf (Abb. 30A, Spur 3-5). Gezeigt ist die Western Blot-
Analyse von Zellextrakten aus Stimmen, welche neben der entsprechenden Klasse D-
Mutation genomisch 13-myc Epitop-markiertes Vps9 exprimierten. Neben der Haupt-
bande von Vps9-13myc konnte eine um 8 kDa langsamer laufende Bande detektiert
werden, vermutlich die ubiquitinierte Form. Zusitzlich zu dieser Bande war eine etwa
bei 130 kDa laufende Doppelbande detektierbar, welche nicht in WT-Zellen auftrat. In
Abb. 30B ist dargestellt, dass die verstiarkte Modifizierung besonders hervortrat, wenn
die GDP-blockierte, inaktive Vps21 Variante iiberexprimiert wurde (VPS21-S21N-2u,
Spur 3). In Anwesenheit des hyperaktiven, GTPase blockierten Vps21 verschwand
diese Modifikation (Spur 4).

A
RN 9951\ bqe“’ﬂ
Vpsmycr — Abb. 30: Verstirkte Modifikation von Vps9 in
Klasse-D vps Mutanten. (A) Zellextrakte wurden
VpsomyctP — aus folgenden Stimmen hergestellt: (1) WT
Vpsdmyc — .-.8 (JD52), (2) VPS9-13myc (RKY1962), (3) Avps8
VPS9-13myc (RKY1963), (4) Avps2] VPS9-13myc
12 4 4 3 (RKY2051), (5) Apepl2 VPS9-13myc (RKY2050).
B W \‘\\1\‘ o Gleiche Proteinmengen wurden aufgetragen und
,\Eﬂ' ,\,‘?3’ ,\,06 Vps9myc mit anti-myc Antikdrpern nachgewiesen.
$ \\?6% \1?51 \1?51 Vps9myc*: unbekannte Modifikation; Vps9myc"®:
' ubiquitinierte  Form. (B) (1) WT-VPS9-13myc
Vps9mye* — = (RKY1962), Avps21 VPS9-13myc (RKY2051) mit
vosomyelb_ & (2) Vps21-S2IN (pRK933), (3) Vps21-S2IN-2u
Vosomys _ D G G (PRK934), (4) Vps21-Q66L (pRK935).

1 2 3 4
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Zur Aufklarung der Beschaffenheit dieser unbekannten modifizierten Vps9 Form wur-
de Vps9-13myc aus 500 ODgo Hefekultur mittels anti-myc Antikdrpern immunopré-
zipitiert. Die Zellen exprimierten einen UberschuB an inaktivem Vps21, um die Vps9-
Modifikation besonders deutlich hervortreten zu lassen. Das gesamte Eluat wurde im
SDS-PAGE aufgetrennt und Proteinbanden mit Coomassie Brilliant Blue detektiert
(Abb. 31). In Spur 1 befand sich die eigentliche Probe, in Spur 2 die Negativkontrolle,
bestehend aus dem Prizipitat aus zu 1) dquivalenten Zellen, in welchen Vps9 jedoch
nicht Epitop-markiert war. Die Hauptbande von Vps9 (~ 90 kDa) sowie die modifi-
zierten Formen (Bandel und Bande2) waren deutlich zu erkennen. Bande 1 und 2
wurden ausgeschnitten und massenspektrometrisch untersucht (BMFZ). Das Resultat

der Messungen ist in Tabelle 12 zusammengefaft.

M 1 2 kDa o .
Abb. 31: Identifizierung der Vps9 Modifika-
e tion. Immunoprézipitation von Vps9-13myc
aus, mit dem Vps21-S2IN-2u Plasmid
¥pes-Banaea— - * 112 (pRK934) transformierten, logarithmischen
Vps9-Bande1 — - Kulturen von 1) Awps21VPS9-13myc
- RKY2051) un vps , Ne-
Vps9myc > 2051) und 2) Avps2] (RKY1920), N
- 86

gativkontrolle. Coomassie-Blau-Férbung des
SDS-Gels. M: Proteinstandard.

‘e

Beide Banden enthielten nur 4 Proteinspezies: das S.c. Vps9-Protein mitsamt dem 13-

myc-Epitop, Ubiquitin sowie Immunglobulin aus der Maus (anti-myc Antikorper).
Damit ist geklart, dass es sich bei beiden Vps9-Modifikationen um Ubiquitinierung
handelt. Die langsamer laufende Doppelbande stellt dabei moglicherweise eine mehr-
fach Modifizierung dar (z.B. 3-4 Ubiquitin-Molekiile).
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Tab. 12 Ergebnis der massenspektrometrischen Untersuchung von Vps9-Bandel und Bande2

Molekulargewicht .
Masse Ladung [M+H'] Sequenz Protein
Bande 1
685,44 2+ 1369.88 YLVSNVNYIER Vps9
966,08 2+ 193116 FISPIMLDIPDTMPNAR Vps9.
882,54 2+ 176408 TITLEVESSDTIDNVK Ubiquitin
622,36 2+ 1243,72 VNSAAFPAPIEK Immunglobulin
(Maus)
837.5 2+ 1674,0 LISEEyDLNGLDGEQK ~ C-terminales 13-
myc Tag
694,89 2+ 138878 LISEE\.DLNGEQK 13myc
687.9 2+ 1374.,8 LISEEDLNGEQK 13myc
Bande 2
609,41 2+ 1217,12 LLWTVSEEIK Vps9
633,88 2+ 126676 QLQTPGADPLVK Vps9
638,84 2+ 1276.68 DLTNDDTLLEK Vps9
Vps9
656,65 3+ 1967.95 SLTIDDHEDFEEAYQR
685,39 2+ 1369,78 YLVSNVNYIER Vps9
Vps9
661,33 3+ 1981,99 SLTIEDHEDFEEAYQR
966,02 2+ 1931,04 Vps9
644,36 T 193108 FISPIMLDIPDTMPNAR
541,3 2+ 1081,60 TLSDYNIQK Ubiquitin
882,47 2+ 1763,94 TITLEVESSDTIDNVK Ubiquitin.
550,80 2+ 1100,60 DVLTITLTPK Immunglobulin
(Maus)
622,36 2+ 1243,72 VNSAAFPAPIEK Immunglobulin
(Maus).
837,49 2+ 1673,98 LISEEyDLNGLDGEQK ~ C-terminales 13-
myc Tag
830,47 2+ 1659,94 LISEEDLNGLDGEQK 13myc
694,93 2+ 1388.86 LISEEy.DLNGEQK 13myc

687,89 2+ 1374,78 LISEEDLNGEQK 13myc
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3.19 Vps27 ist ubiquitiniert in Avps8-Zellen

Vps27 und seinem Sauger Homologen Hrs wird eine entscheidende Rolle beim endo-
somalen Proteintransport zugeschrieben (Bilodeau ef al., 2002, Katzmann et al., 2003).
Vps27 ist an der sukzessiven Rekrutierung von ESCRT-Komplexen beteiligt, indem es
den ESCRT-1 Komplex an die friilhen Endosomen heranbringt. Uber die interne
FYVE-Domine haftet es an Phosphatidylinositol-3-Phosphat in endosomalen Mem-
branen. Es bindet ubiquitinierte Frachtproteine iiber die UIM-Domaéne (ubiquitin inte-
racting motif), was zur Umleitung dieser Proteine in den vakuoldren Abbauweg fiihrt.
Fiir Hrs konnte gezeigt werden, dass es iiber ein Clathrin-Bindemotiv mit dem Clathrin
Coat auf Endosomen assoziiert (Raiborg et al., 2002).

Der Einflufl der Vps8-Funktion auf Vps27 wurde untersucht. Eine direkte Assoziation
beider Proteine konnte mit Koimmunoprizipitationsexperimenten nicht nachgewiesen
werden. Auch spricht das Ergebnis der Epistasis-Analyse (3.1) eher dafiir, dass Vps27
seine Funktion nach Vps8 ausiibt. Dennoch: im Ubiquitinierungsexperiment konnte
eine Modifizierung von Vps27 in der Avps8-Mutante beobachtet werden (Abb. 32B,
Spur4). Endogenes Vps27 wurde hier aus Zellextrakten von Stimmen immunoprazipi-
tiert, welche HA-markiertes Ubiquitin vom 2u-Plasmid exprimieren (Spuren 2-4). In
Spur 1 befindet sich die WT-Negativkontrolle, in Spur 2 das Immunoprézipitat aus
dem Avps27-Stamm. Das Ubiquitinierungssignal fiir Vps27 konnte im WT-Stamm

nicht beobachtet werden (Abb. 32B, Spur 3).
Abb. 32: Vps27 Ubiquitinierung.
A B Vps27 wurde immunoprézipitiert aus
anti-Vps27 anti-HA ein HA-markiertes Ubiquitin expri-
mierendes Plasmid (YEp112) trugen

Zellextrakten von Stdmmen, welche

(2-4) sowie aus dem Kontrollstamm
Ub-HA Ub-HA (1). Analysiert wurden (1) WT
rﬁ ® ,il 9 (JD52), (2) Avps27 (RKY1876), (3)

& S S 5 )
& b"Q N 519 N 1{9 N S‘Q WT (JD52), (4) Avps8 (RKY1843).
. | : Die préazipitierten Proteine wurden
Ubp mittels Western Blots nachgewiesen,

Vps27—»| - - : ! ‘ «  bei (A) mit anti-Vps27 Antikérpern,

bei (B) mit anti HA Antikdrpern. Die
Expression von HA-Ubiquitin unter

CUPI1-Promotor-Kontrolle wurde mit
0,5 mM CuSO4 3 h vor der Zellex-
traktherstellung induziert. Die Ubi-
quitinbanden sind mit ,,Ub“ gekenn-

zeichnet, * unspezifisches Signal.
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3.20 Funktion von Klasse D Komponenten bei Entfernung von Proteinag-
gregaten?

Ein Grund fiir die Wachstumsschwierigkeiten der Klasse D vps Mutanten konnte darin
liegen, dass in diesen Zellen die Beseitigung durch den Hitzeschock entstandener Pro-
teinaggregate nicht gut funktioniert. Mit Hilfe des Arginin-Homologen Canavanin
sollte nun die Proteinaggregation induziert werden. Zellen nehmen Canavanin aus dem
Néahrmedium auf und bauen es in neusynthetisierte Proteine ein, was zur Deformation
ithrer Struktur fiihrt. In Abb. 33 wurde das Wachstum diverser vps Mutanten auf Cana-
vanin-haltigem Medium untersucht. Gleiche Zellmengen wurden in 10fachen Verdiin-
nungsschritten auf entsprechende Platten getropft und 3 Tage bei 30°C inkubiert.

Die grofite Wirkung hatte das Reagenz auf den Klasse D Apep5-Stamm, gefolgt von
Apep12; bei Avps8-Zellen war erst bei einer hoheren Canavaninkonzentration (SmM)
ein Wachstumsdefekt sichtbar. Uberraschenderweise waren die Avps2/-Zellen durch
Canavanin in ihrem Wachstum nicht betroffen, obwohl die Mutante phidnotypisch zur
Klasse D zugeordnet wird. Unbeeinflusst durch das Reagenz blieben der WT-Stamm
sowie die Klasse E Mutanten Avps27, Avps23 und Abrol.

Canavanin

Apep5[m_[__

Abb. 33: Wachstum von vps Mutanten auf Canavanin-Platten. Serielle 10fach Verdiinnungen wurden
auf YPD-Platten mit unterschiedlicher Canavanin-Konzentration (0 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM) ge-
tropft und die Platten 3 d bei 30°C inkubiert. Analysiert wurden: WT (JD52), Avps8 (RKY1843),
Avps21 (RKY1920), Apepl2 (RKY1921), Avps27 (RKY1876), Avps23 (RKY1990), Abrol
(RKY'1922), Apep5 (RKY 1792).
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4. Diskussion

Die vakuoldren Transportwege in der Hefe Saccharomyces cerevisiae eignen sich her-
vorragend fiir die Untersuchung von Sortierungsmechanismen. Um ein besseres Ver-
standnis der Zusammensetzung von Transportfaktoren fiir Fusionsprozesse mit spaten
Endosomen zu erlangen, wurde eine funktionelle Charakterisierung von Vps8, eines

Klasse D vps Proteins, unternommen.

4.1 Transportdefekte in der Avps8-Mutante

In vps8-Deletionmutanten findet eine Fehlsortierung von CPY statt: die Hydrolase
wird nicht in die Vakuole transportiert, sondern als Proenzym sekretiert. Dieser Phino-
typ wird auf ineffizientes Recycling des CPY-Rezeptors Vps10 zuriickgefiihrt, was auf
einen Defekt im endozytischen Transport hindeutet.

Bemerkenswerterweise konnte zudem eine Stabilisierung des a-Pheromon Transpor-
ters Ste6 festgestellt werden. Wenn die Hefezellen nicht a-Pheromon ausgesetzt sind,
verbleibt Ste6 normalerweise nur kurz an der Membran und erfahrt eine rasche Inter-
nalisierung und den Abbau in der Vakuole (Halbwertszeit ~ 13 min). In Avps§- Zellen
kann es nicht dem Abbau zugefiihrt werden, es akkumuliert statt dessen in der Plas-
mamembran der Knospe und zeigt somit eine polare Lokalisation. Dieser Phanotyp
wurde ebenfalls in Avps21 und Apep12 Zellen beobachtet und erwies sich demnach als
Klasse D-spezifisch. Mittels einer Epistsisanalyse mit Ste6 als Markerprotein fiir De-
fekte im endozytischen System konnte der Funktionsort von Vps8 im endosomalen
Weg néher bestimmt werden. Wurden Deletionsmutanten von vps8 mit Klasse E Funk-
tionen wie ESCRT-Komponenten snf7 und brol sowie vps27, welche die Entwicklung
der Endosomen zum MVB betreffen, kombiniert, so erwies sich der vps8-Phanotyp als
dominant. Ebenso verhielt es sich mit der Temperatursensitivitidt der Doppelmutanten.
Das bedeutet, dass Vps8 vor Klasse E-Funktionen gebraucht wird und gemeinsam mit
den Klasse D-Funktionen Vps21 und Pep12 agiert.

Ste6 wird in Avps8 Zellen (und den anderen untersuchten Klasse D-Mutanten) offen-
sichtlich kurz nach der Endozytose wieder zur Zelloberfliche umgeleitet. Ahnliche
Ergebnisse wurden fiir andere Hefe-Zelloberflachenproteine beschrieben. So konnte
gezeigt werden, dass der a-Pheromon Rezeptor Ste3 im vps§-Deletionsstamm stabili-

siert wird, was ebenfalls mit einer Plasmamembranlokalisation einherging. Es ist je-
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doch unklar, ob die Lokalisation von Ste3 wie bei Ste6 polarisiert ist. Aulerdem wur-
de fiir eine mutierte Form der Plasmamembran ATPase (Pmal) eine Akkumulation an
der Zelloberflache beobachtet, obwohl diese Pmal-Mutante normalerweise in der Va-
kuole abgebaut wird (Luo und Chang, 2000). Diese Proteine hdufen sich nach der
Aufnahme von der Zelloberfldche im friilhen Endosom an und werden schlieBlich zur
Zelloberflache zuriicktransportiert.

Die Vermutung, dass der Riicktransport zur Zelloberfldche iiber frithe Endosomen
stattfindet, wird durch Experimente zur Aufnahme des membranbindenden Farbstoffes
FM4-64 gestiitzt (Wiederkehr et al., 2000). Dort konnte ein Riickfluss endozytierter
Membranen hauptsédchlich durch das frithe Endosom demonstriert werden.
Ste6-Mutanten, welche nicht oder nur schwach ubiquitiniert sind, folgen ebenfalls die-
sem Recycling-Weg tiiber das friilhe Endosom zur Knospenmembran (Krsmanovi¢ et
al., 2005). Basierend auf einem Modell des Sortierungsmechanismus an frithen Endo-
somen aus Saugerzellen (Maxfield und McGraw, 2004) wurde fiir Ste6 eine Regulati-
on des Riicktransports durch Erkennung von Ubiquitinsignalen postuliert. Demnach
wird ubiquitiniertes Ste6 von Sortierungskomponenten erkannt und zum Abbau in die
Vakuole geleitet. Die unzureichend ubiquitinierten Ste6-Mutanten hingegen gelangen
zuriick zur Oberflédche.

WT-Ste6, welches in Klasse D-Mutanten in der Knospenmembran akkumulierte, wies
jedoch keine Reduzierung der Ubiquitinierung auf. Recycling von Ste6 fand also statt,
obwohl ein Abbausignal vorhanden war. Dies deutet auf einen unselektiven Riick-
transport hin. Es wére moglich, dass Vps8 und andere Klasse D-Komponenten an der
Sortierung von ubiquitinierten Proteinen am frithen Endosom beteiligt sind. Fehlten
diese Komponenten, dann wiirde Ste6, unabhéngig vom Ubiquitinierungszustand, au-
tomatisch zurilick zur Zelloberflaiche wandern. Es wire moglich, dass Vps8 und die an-
deren Klasse D-Funktionen sowohl an Sortierungs- als auch an Fusionsmechanismen
beteiligt sind.

Der Ste6-Transportweg vom frithen Endosom zur Plasmamembran fiihrt wahrschein-
lich liber das Trans-Golgi-Kompartiment. Von dort aus wird Ste6 iiber den polar ge-
richteten, sekretorischen Weg zur Knospenmembran gebracht. Dieses Modell erklart

die polarisierte Akkumulation von Ste6 in der Knospenmembran.
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4.2 Lokalisierung von Vps8

In Immunofluoreszenzexperimenten lokalisierte Vps8 an punktformigen, gleichméBig
in der Zelle verteilten Strukturen, welche als Endosomen gedeutet werden konnen.
Dieses Verteilungsmuster dhnelt stark dem fiir Vps21 beobachteten Muster (Gerrard et
al., 2000). Dort konnte eine Kolokalisation von Vps21 mit dem spit endosomalen
Marker Pepl12 gezeigt werden. In der vorliegenden Arbeit war es nun mdoglich, liber
das 2-Hybrid-System eine direkte Interaktion von Vps8 mit Vps21 nachzuweisen. Zu-
dem zeigte Vps8 ebenfalls Wechselwirkungen mit Ypt52 und Ypt53, zwei mit Vps21
verwandten Rab-GTPasen, deren Funktionen teilweise mit der Funktion von Vps21
redundant sind. Es ist daher naheliegend zu vermuten, dass Vps8 und Vps21 am glei-
chen Ort wirken.

Uber die Lokalisation von Vps21 gibt es kontroverse Meinungen. Einerseits wurde es
in Pep12-markierten spiten endosomalen Strukturen beobachtet. Auf der anderen Seite
zeigten Experimente in Sdugerzellen, in denen Vps21 heterolog exprimiert wurde, dass
es an friithe Endosomen binden und dariiber hinaus sogar die Funktionen des homolo-
gen frith endosomalen Markers Rab5 libernehmen kann (Singer-Kriiger ef al., 1995).
Wihrend Vps21 also moglicherweise an frithen und spdten Endosomen lokalisiert ist,
fraktionierte Vps8 im Sucrosedichtegradienten in einem Kompartiment etwas anderer
Dichte als Pep12. Es wire daher moglich, dass Vps8 sich ausschlieBlich an frith endo-
somalen Strukturen aufhilt. Die Vps8-Fraktion war dabei klar getrennt von ER- (Mar-
ker Dpm1), Vakuolen (ALP) und Plasmamembran (Pmal)-Kompartimenten.

Vps8 ist ein grofles (~140 kDa) hydrophiles Protein, welches eine erstaunliche Mem-
branaffinitit aufweist, obwohl es keine hydrophoben Bereiche besitzt, die Transmem-
brandoménen ausbilden konnten. So lagen in Flotation Experimenten 60-70% von
Vps8 membrangebunden vor. Nach differentieller Zentrifugation fraktionierte unge-
fahr ein gleicher Anteil von Vps8 mit groflen (P13-Pellet) und mit kleinen subzelluli-
ren Strukturen (P100-Pellet). Dies konnte auf die Lokalisation von Vps8 an groflen
endosomalen Strukturen wie auch an kleinen wie Transportvesikeln hindeuten.

Mittels Detergenzien, wie TX-100 oder Maltosid kénnen Membranen und die darin
enthaltenen Proteine mitsamt ihrer Bindungspartner aufgelost werden. Eine Ausnahme
bilden als ,,rafts* bezeichnete Membranbereiche, welche TX-100 resistent sind. Durch
Behandlung von Zellextrakten mit Detergenzien und Salzen vor der differentiellen
Fraktionierung konnte die Natur des sedimentierbaren Vps8 Anteils ansatzweise auf-

geklart werden. Von den 70% des sedimentierbaren Vps8 konnten 20% unter Einwir-
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kung von Detergenzien und 30% unter Einwirkung von Salzen wie NaCl oder Na,CO;
in Losung gebracht werden. Die letzteren storen Proteinwechselwirkungen und ermog-
lichen die Abtrennung von Vps8 von potentiellen Bindungspartnern, iiber welche
Vps8 an die Membran gebracht werden konnte. Insofern kann Vps8 auf diese Weise
nicht nur von der Membran, sondern auch aus méglichen groBeren Proteinkomplexen
herausgeldst werden. Die restlichen 40% von Vps8, welche in Ubereinstimmung mit
Flotation Experimenten auch membranassoziiert sein miissten, verblieben in der Pel-
letfraktion. Dies kann durch eine Assoziation von Vps8 mit detergenz-resistenten
Membranbereichen bedingt sein. Denkbar wire auch, dass Vps8 nach Extraktion von
der Membran biochemisch unldsliche Proteinaggregate bildet. Bei diesen Aggregaten
konnte es sich um unphysiologische Strukturen handeln. Moglich ist jedoch auch, dass
die Aggregation eine physiologische, Vps8-inhdrente Tendenz zur Selbstaggregation
wiederspiegelt. Dies stiinde im Einklang mit einer Funktion von Vps8 als Gertistprote-

n.

4.3 Die periphere Membranbindung von Vps8

Bei der Rekrutierung peripherer Proteine an Membranen spielen Rab-GTPasen, wie
Vps21, eine herausragende Rolle. Aktivierte GTP-Rabs werden iiber ihren Geranylge-
ranylrest in Membranen verankert. Die Interaktion von Vps8 mit Vps21 impliziert,
dass Vps8 als ein Effektor der GTPase fungieren und dass seine Membranassoziation
von Vps21 abhingen konnte. Die Fraktionierungsexperimente zeigten jedoch, dass die
Membranassoziation von Vps8 im Avps2/-Stamm erhalten bleibt. Folglich ist die
Membranbindung von Vps8 nicht von Vps21 abhédngig. Die Membranbindung von
Vps8 blieb bei Expression von konstitutiv inaktivem Vps21 (S21N-Mutation) eben-
falls unverdndert. Auch im GTP-gebundenem Zustand blockiertes Vps21 (Q66L-
Mutation) fiihrte nicht zu einer Verdnderung des membranassoziierten Anteils von
Vps8. Die Behandlung des Zellextraktes mit Salzen vor der differentiellen Zentrifuga-
tion fiithrte nicht zu einer groBeren Loslichkeit von Vps8, wodurch die Beteiligung von
Vps21 bei der Aggregation von Vps8 zu grofleren Proteinkomplexen unwahrscheinlich
wird.

Diese Befunde stehen im Widerspruch zu publizierten Daten, wonach Vps21 fiir die
Membranassoziation von Vps8 verantwortlich sein soll (Horazdovsky et al., 1996).
Diese Diskrepanz 148t sich moglicherweise auf experimentelle Unterschiede zuriick-

filhren. In der publizierten Arbeit wurde die Membranassoziation von radioaktiv mar-
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kiertem Vps8 nach einer lingeren Chase-Periode untersucht, wéihrend in der vorlie-
genden Arbeit die Analyse der Membranassoziation unmittelbar nach einer raschen
Zellyse stattfand. Es ist denkbar, dass die Membranassoziation die langwierigere Pro-
zedur nicht libersteht.

Des weiteren muss die Membranassoziation von Vps8 nicht allein von Vps21 abhén-
gig sein. Die Tatsache, dass neben Vps21 zwei nah verwandte Rab-GTPasen mit teil-
weise iiberlappender Funktion im endozytischen Weg existieren (Singer-Kriiger ef al.,
1994), legt nahe, dass moglicherweise alle drei homologen Ypts fiir die Membranbin-
dung von Vps8 von Bedeutung sein konnten. Ein funktioneller Zusammenhang mit
Vps8 ist vor allem aus der 2-Hybrid-Wechselwirkung mit allen drei Ypts gegeben.
Flotation Experimente mit Einfach,- Doppel sowie der Tripel-Deletionsmutante fiir die
drei GTPasen ergaben jedoch, dass diese Proteine nicht fiir die Rekrutierung von Vps8
an die Membran verantwortlich sind.

Welche Funktion(en) wére(n) fir Vps8 im Zusammenhang mit Vps21 und/oder
Ypt52/Ypt53 denkbar? Weil die Vps§8-Membranbindung nicht von Vps21 abhédngt,
konnte Vps8 vor Vps21 an die Membran lokalisieren und als Targeting-Faktor seiner-
seits Vps21 an die Membran rekrutieren. Die Lokalisation solcher Targeting-Faktoren
bestimmt, an welcher Membran Vps21 aktiviert wird. Wie die Rekrutierung von
RabGTPasen genau vonstatten geht ist zur Zeit noch nicht gut verstanden. Es gibt
Hinweise, dass GDFs (GDI-displacement factor) inaktive Rabs erkennen und sie von
den GDIs befreien, um sie an die Zielmembran und zu den spezifischen Guanin-
nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) heranzuholen (Svejstrup et al., 1997). Jedenfalls
ist die Lokalisation einer Rab-GTPase von der Lokalisation seines GEFs abhingig.
Vielleicht kann Vps8 eine doppelte Funktion ausiiben, das heif3t als Rekrutierungsfak-
tor von Vps21 zum Vps21-GEF Vps9 und damit zur Membran sowie als Effektorpro-
tein. Beispielsweise bindet das Vps21-Homologe der Sdugerzellen Rab5 an den Ra-
bex5-Rabaptin5-Komplex, worin Rabex5 das GEF fiir Rab5 ist und Rabaptin5 die Ef-
fektor-Komponente (Lippe ef al., 2001). Ein anderes Beispiel wire die vakuolire
GTPase Ypt7, welche zunidchst von Komponenten des HOPS-Komplexes zur Mem-
bran rekrutiert wird; dann iibt der HOPS-Komplex ebenfalls Effektor-Funktionen aus
(Wurmser et al., 2000).

Vps8 besitzt zwei potentielle Clathrin-Heavy-Chain-Repeats, welche in den schweren
Clathrin-Ketten in siebenfacher Ausfiihrung vorkommen und die Clathrin-Ketten zur
Ausbildung der Triskelion-Struktur, der Grundeinheit fiir Clathrin-Netzwerke, beféhi-
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gen. Aufgrund seiner starken Aggregationsneigung konnte Vps8 als Gerlistprotein an
membranenbedeckenden Hiillenkomplexen beteiligt sein. Die Membranbindung war
jedoch nicht durch die chcl-Mutation beeinflusst und Flotation Experimente mit arf]
Mutanten sowie nach Behandlung mit Brefeldin A zeigten, dass die kleine GTPase
ARF1, welche fiir die Rekrutierung von Adapterproteinen AP1, AP3 und GGAs beno-
tigt wird, fiir Vps8 diese Funktion nicht erfiillt. Wenn Vps8 Bestandteil von Hiillen-
komplexen sein sollte, dann von solchen, fiir deren Zusammensetzung ARF nicht es-

sentiell ist.

Periphere Membranproteine konnen auch iiber die Erkennung von bestimmten Li-
pidspezies, wie unterschiedlich phosphorylierten Phosphatidylinositiden zu ihren Ziel-
orten hingeleitet werden. An den Kompartimenten des sekretorischen und endosoma-
len Weges treten bestimmte PtdIns-P Varianten verstidrkt auf. So ist beispielsweise
PtdIns-3-P auf die Endosomen beschrinkt. Fiir dessen Generierung ist die Lipid-
Kinase Vps34 zustindig, welche in Assoziation mit einer regulatorischen Untereinheit,
Vpsl5, und zwei weiteren Komponenten agiert. Vermutlich kann die PtdIns-3-Kinase
einmal im CPY-Weg und einmal im Autophagozytoseweg wirken, je nachdem mit
welchen Faktoren sie assoziiert ist (Kihara et al., 2001). Die Flotation-Experimente
haben jedoch gezeigt, dass die Vps8-Membranassoziation im Avps34-Stamm unbeein-
flusst ist. Dies wiirde zunédchst darauf hinweisen, dass Vps8 nicht iiber PtdIns-3-P an
Membranen bindet. Andererseits deutet die Sequenz von Vps8 auf das Vorhandensein
einer PX (Phox-homology) und PXA-Doméne hin, denen die Féhigkeit, an PtdIns-3-P
zu binden, zugesprochen wird (Ellson et al., 2002). Ein weiteres PtdIns-3-P Bindemo-
dul ist die FYVE-Doméne, welche zur Zielsteuerung von Vps27 an Endosomen bei-
trdgt (Burd und Emr, 1998; Stahelin et al., 2002). Differentielle Zentrifugationen er-
gaben flir Vps8APX sowie Vps8APXA-Varianten eine um 20% grofBere Loslichkeit als
fiir das WT-Vps8 Protein. Denkbar wire, dass Vps8 an zwei verschiedene PtdIns-P-
Spezies binden kann und daher die Membranbindung nicht vollstindig verliert, wenn
eine Lipidkomponente fehlt. Die Moglichkeit einer Membranrekrutierung von Vps8
iber das PtdIns-4-P wurde ebenfalls mit Flotation-Experimenten in pik/-Mutanten und
bei Uberexpression der PtdIns-4-P Phosphatase Sacl untersucht. Das Expressionsni-
veau dieses Phosphatidylinositides, welches flir das Targeting an Golgi-Membranen
bendtigt wird, ist in Mutanten der Kinase Pik1 stark herabgesetzt (Hama et al., 1999b).
Die Uberexpression von Sacl-Phosphatase verringert ebenfalls den PtdIns-4-P Pool,

wobei gleichzeitig auch der Bestand anderer Phosphoinositide beeintrachtigt wird
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(Hughes et al., 2000). Wie in Avps34-Zellen blieb die Membranassoziation auch in
den pik-Mutanten und bei Uberexpression von Sacl bestehen. Dies bedeutet wieder-
um, dass Vps8 entweder nicht an PtdIns-4-P rekrutiert wird oder dass es relativ unse-
lektiv an unterschiedliche PtdIns bindet. SchlieBlich konnte auch ein sehr niedriger

Restspiegel an PtdIns-4-P noch fiir die Membranbindung von Vps8 ausreichend sein.

Ein weiterer Hinweis auf eine Membranbindungsdomine von Vps8 lieferte die Beob-
achtung, dass C-terminal auf 68 Aminosduren verkiirztes Vps8 nicht mehr membran-
assoziiert ist. Durch weitere, etwas ldngere Vps8-Varianten konnte ein potentieller
Bindungsbereich von AS 69 bis 393 eingegrenzt werden. Interessanterweise fand sich
innerhalb dieses Bereiches eine potentielle Membranbindestelle, das VHS-Motiv (vor-
kommend in Vps27/Hrs/STAM), die sich von AS 164 bis 339 erstreckt. Es wird ver-
mutet, dass die VHS-Domaine mit geringer Effizienz an die Membran bindet und dass
die Membranbindung erst durch die Anwesenheit eines zweiten Bindemotivs stabili-
siert wird (Misra et al., 2000). AuBler einer direkten Wechselwirkung der VHS-
Doméne mit Membranen wére zudem eine indirekte Assoziation iiber andere Proteine
vorstellbar. Die Tatsache, dass Vps8 homooligomerisieren kann, eroffnet die Moglich-
keit, dass die Bindungseffizienz durch Aneinanderlagerung von mehreren Doménen
des Vps8-Proteins gesteigert wird. So wird beispielsweise die Oligomerisierung von
PH (Pleckstrin homology)-Motiven der monomeren GTPase Dynamin (Sdugerzellen)
fiir eine Membranbindung benétigt (Klein ef al., 1998).

Flotation Experimente der isolierten mutmaBlichen VHS-Doméne von Vps8 zeigten,
dass der Bereich alleine zu iiber 50% an Membranen haftet (WT-Vps8: 60-70%).
Durch Behandlung mit Detergens oder Salzen konnte das Vps8-Fragment vollstindig
von Membranen losgelost werden, zeigte also kein Aggregationsverhalten wie von
Vps8 her gewohnt. Vermutlich liegt die Affinitdt zur Aggregation im mittleren bis C-
terminalen Teil von Vps8, denn Deletionsvarianten fiir diesen Bereich wie APX,
APXA und AEFF stachen bei differentiellen Fraktionierungen durch eine erhohte Los-
lichkeit im Vergleich zum WT-Vps8 hervor. Warum bindet dann die Vps8-Form, wel-
che das mutmaBlliche VHS-Motiv nicht mehr enthilt, trotzdem an Membranen? Es ist

denkbar, dass Vps8 mehrere verschiedene Membranbindungsmotive besitzt.
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4.4 Vps8: ein multifunktionelles Adapterprotein?

Der fiir den Transport der Ildslichen vakuoldren Hydrolase CPY und des a-
Pheromonrezeptors Ste6 wichtige Teil von Vps8 liegt hautsdchlich im Bereich der
EFF-Deletion (AS 773-1175). Einer der fehlenden Abschnitte in der ACHCR1+2-
Vps8-Variante, CHCR2 (AS 916-1067) befindet sich innerhalb der EFF-Region. Diese
beiden Vps8-Deletionsvarianten wiesen einen starken CPY-Fehlsortierungsdefekt und
eine prominente Ste6-Knospenlokalisation auf. Die damit einhergehende Ste6-
Stabilisierung war mit der Situation im Avps8-Stamm gleichzusetzen. Ein geringer Ef-
fekt auf CPY-Transport war zudem in den Vps8-Deletionsmutanten AWD40" sowie
APX zu beobachten. In der ersteren fand der Abbau von Ste6 etwas verzogert statt ( t
= 23 min statt 13 min), so dass es an der Knospenmembran akkumulieren konnte, im
Falle der APX-Vps8 Variante trat eine Grenzsituation auf (t = 17 min), die nicht zu ei-
nem eindeutigen Ste6- Fehlsortierungphénotyp fiihrte.

Fiir die Bindung an Vps21 scheint der Grofteil des Vps8-Proteins essentiell zu sein.
Deletionen fast aller analysierten Bereiche in Vps8 eliminierten die Wechselwirkung
beider Proteine. Lediglich die Abschnitte WD40 (AS 100-169), CHCR2 (AS 916-
1067) sowie die RING-Doménenregion (AS 1199-1274) waren nicht wichtig fiir die
Interaktion. Es gibt also eine Uberlappung der, fiir den endosomalen Transport von
CPY und Ste6 wichtigen, Bereiche mit den Vps21-Bindungsstellen. Der etwas mosa-
ikhafte Charakter der Interaktionsbereiche weist moglicherweise darauf hin, dass erst
durch die Faltung des Proteins verschiedene Bindemodule zu einer Interaktionsplatt-
form zusammengefiihrt werden. Dariiber hinaus kénnen durch die Multimerisierung

von Vps8 Bindemotive aneinandergefiigt werden.

Vps8 interagiert mit Komponenten des HOPS-Komplexes, dem eine doppelte Funkti-
on zukommt, d.h. im Golgi zu Endosom Transport als auch bei den spéteren Fusions-
ereignissen mit der Vakuole (Peterson und Emr, 2001; Subramanian et al., 2004). Nun
konnte die Bindungsstelle fiir Pep5, eine der Komponenten von HOPS, im Vps8-
Protein spezifiziert werden. Aufgrund der Koimmunoprézipitationsergebnisse ist sie
der EFF-Region zuzuordnen. Interessanterweise war die Bindung von Vps8 an Pep5
geschwicht, wenn eine Vps8-Variante ohne die RING-Domine eingesetzt wurde. Die-
se Auflockerung der Bindung zum HOPS-Komplex hatte jedoch keine Auswirkung
auf den CPY- oder Ste6-Transport. Vermutlich erscheint die Vps8ARING-Pep5 Inter-
aktion so schwach, weil sich die Reaktionsbedingungen bei der Ko-

Immunoprézipitation destabilisierend auf die Wechselwirkungen der Proteine auswir-
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ken. Damit wird der tatsdchlich vorhandene EinfluBl der RING-Doméne verstérkt. Die
RING-Funktion konnte eine positiv modulierende Wirkung auf die Assoziation von
Vps8 mit PepS (HOPS) ausiiben. Bemerkenswerterweise tragt das Pep5-Protein, wie
auch eine weitere HOPS-Untereinheit Pep3 analog zu Vps8 eine C-terminale RING-
Domine. Zudem besitzen PepS und Pep3 ebenfalls ein CHCR-Motiv. Es ist vorstell-
bar, dass iiber diese Module Interaktionen der drei Proteine untereinander stattfinden,
die zur Ausbildung eines grofBeren Netzwerkes unter Beteiligung der anderen HOPS-
Komponenten fiithren. Die Tatsache, dass Vps8 in Sedimentationsexperimenten 16sli-
cher wurde, wenn der Bereich um das zweite CHCR entfernt worden war (AEFF- und
ACHCR1+2), unterstiitzt diese Annahme. Das Sedimentationsverhalten war auch von
der Bindung an Vps21 beeinflusst (groBBere Loslichkeit der APX und APXA-VpsS8-
Varianten). In Abb. 34 A sind die fiir Wechselwirkungen mit Vps21 und HOPS rele-

vanten Bereiche in Vps8 dargestellt.

Der HOPS-Komplex ist einer von mehreren grolen Anheftungsfaktoren in der Hefe,
welche das Andocken und das Fusionieren von Transportvesikeln mit Akzeptor-
Kompartimenten erleichtern. Beispielsweise erfiillt der so genannte TRAPP-Komplex
ebenso wie HOPS zwei Funktionen im anterograden Transport, als TRAPP I im ER
zum Golgi und als TRAPP II im intra-Golgi-Weg (Sacher et al., 2001). An Stellen po-
larisierter Exozytose wird der Exocyst-Anheftungsfaktor gebraucht ( Guo et al., 1999).
Charakteristisch fiir Anheftungskomplexe ist die Zusammensetzung aus vielen Prote-
inkomponenten, welche in der Regel im Zusammenspiel mit Rab-GTPasen funktionie-
ren. An den aktiven Zonen der neuronalen Synapse der Sauger, wo Neurotransmitter
via Exozytose freigesetzt werden, agiert ein groer Proteinkomplex, welcher bioche-
misch unloslich ist, eine Parallele zum Vps§8-enthaltenden Proteinkomplex (Schoch et
al., 2002). Eine zentrale Rolle bei der Zusammensetzung des FusionsApparats der ak-
tiven Zonen nimmt das multifunktionelle RIM1 ein, ein Effektor der dort fungierenden
GTPase Rab3. Vps8 wire im HOPS-Komplex moglicherweise die Verbindungseinheit
fiir die vier Komponenten: Pep5, Pep3, Vpsl6 und Vps33 mit der Vps21-GTPase,
denn alle vier konnten gemeinsam mit Vps8 isoliert werden (Subramanian et al.,
2004). Als ein multifunktioneller Adapter wiirde Vps8 an der Rekrutierung und/oder
Aktivierung des HOPS-Komplexes speziell fiir Fusionsereignisse am frithen/spéten
Endosom agieren. Im Gegensatz dazu konnten die Kernkomponenten des HOPS-

Komplexes iiber vakuolenspezifische Adapter mit den Vps41/Vps39-Faktoren sowie
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dem vakuoldren Rab-Protein Ypt7 wechselwirken und so fiir vakuoldre Fusionser-
eignisse rekrutiert werden (s. Abb. 34 B).

A Vps8
RING
N C
\
B HOPS
Endosom Vakuole

Vps9 t

Pep5 RING Vps41 Adapter?

Pep3 RING
GEF
™ Vps21
Rab GTPase Vps16 Rab GTPase
\ Vam3
Pep12
VpSSJ5 +-SNARE Vps33 sM t-SNARE

HOPS
allgemeine Funktion

Abb. 34 Modell der Interaktionen von Vps8 mit Vps21 und Pep5 (HOPS) (A) und spezifische Funk-
tion des HOPS-Komplexes am Endosom durch Wechselwirkung mit Vps8 (B).

4.4 Ubiquitinierung von Faktoren der Proteinsortierungsmaschinerie

Die  Substraterkennung bei  Ubiquitinierungsprozessen  wird durch  E3-
Ubiquitin/Protein-Ligasen vermittelt. Es gibt zwei grofle Gruppen von E3-Ligasen:
Die eine zeichnet sich durch die so genannte HECT-Doméne aus; wihrend des
Ubiquitinierungsprozesses bilden HECT-E3s Thiol-Ester-Zwischenstufen = mit
Ubiquitin aus, bevor sie es direkt auf das Substrat libertragen. Zur zweiten Gruppe
gehoren die RING-Finger Ubiquitinligasen,.welche im Zusammenspiel mit Ubiquitin-
konjugierenden Komplexen (E2) den Transfer von Ubiquitin auf das Substrat koordi-
nieren (Ubersicht Pickart, 2001). Es konnte gezeigt werden, dass Vps8 ubiquitiniert

ist. Nun konnte Vps8 aufgrund seiner RING-Finger-Doméne eine E3-Funktion aus-
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iiben, die seinen eigenen Ubiquitinierungsstatus reguliert. Eine solche Autoubiquitinie-
rung findet an der c-Cbl-Ubiquitinligase in Sdugerzellen statt, die am Abbau aktivier-
ter Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie des EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) be-
teiligt ist (Levkowitz ef al., 1998). Ein anderes RING-Finger Protein mit dieser Eigen-
schaft ist die V(D)J Rekombinase RAG1, deren Funktion es ist, die Gensegmente in Ig
und T-Zell-Rezeptor kodierenden Regionen neu zu arrangieren, eine essentieller Pro-
zess fiir die Entwicklung von B- und T-Lymphozyten (Jones und Gellert, 2003). Vps8
wird jedoch nicht iiber die eigene RING-Doméne ubiquitiniert, denn die Modifizie-
rung blieb in der ARING-Variante unverédndert.

Vps9, das GEF fiir Vps21, war besonders stark ubiquitiniert in Klasse D Mutanten
Avps8, Avps21 und Apepl2. AuBBer der sonst iiblichen Monoubiquitinbande trat zudem
eine Vps9-Spezies auf, welche 3-4 Ubiquitinmolekiile tragen konnte. Diese Modifika-
tion zeigte sich spezifisch bei Expression der GDP-blockierten, inaktiven Vps21-S21N
Form, nicht jedoch wenn Vps21 permanent aktiv vorlag (Vps21-Q66L). Demnach
sieht es so aus, als wiirde Vps9 dann stark ubiquitiniert, wenn die Fusionsmaschinerie
sich nicht zusammensetzen kann und der Fusionsprozess mit dem spédten Endosom be-
eintrachtigt ist. Dies deutet auf eine negative Regulation der Vps9-Aktivitat durch
Ubiquitinierung hin. Vps9 besitzt ein Ubiquitin-Bindemotiv, die CUE-Domine und
kann mittels dieses Motivs mit Ubiquitinresten anderer Proteine sowie mit dem eige-
nen assoziieren (Shih et al., 2003; Davies et al., 2003). Auch ist die CUE-Doméne
notwendig, damit die Ubiquitinierung von Vps9 durch die Rsp5-Ubiquitinligase von-
statten gehen kann. Wenn nun die eigene Modifizierung von Vps9 die CUE-Domine
beansprucht, wird verhindert, dass Vps9 vorzeitig, d.h. bevor es seine Zielmembran er-
reicht, mit anderen ubiquitinierten Proteinen wechselwirkt. Durch die Abspaltung von
Ubiquitin am Zielort wire die CUE-Doméne exponiert und die Bindung an monoubi-
quitinierte Faktoren moglich. In den Klasse D Mutanten AvpsS8, Avps21 und Apepl2
kann Vps9 moglicherweise nicht mit Zielortkomponenten interagieren und aktiviert
werden und bleibt modifiziert bzw. wird sogar mehrfach modifiziert.

Die Vps8-Funktion hat ebenfalls einen Einfluss auf den Ubiquitinierungsstatus von
Vps27, denn in Avps8-Zellen war Vps27 ubiquitiniert, moglicherweise sogar mehr-
fach. Von seinem Sduger Homologen Hrs ist schon ldnger bekannt, dass es ubiquiti-
niert wird, nur sind die Art dieser Modifizierung (Poly- oder Monoubiquitinierung)
und die Bedingungen, unter denen sie auftritt (konstitutiv oder regulativ), noch nicht
ganz verstanden (Polo et al., 2002; Katz et al., 2002). Bei Vps27 treten mindestens

zwel Banden auf, es konnte sich also um Polyubiquitinierung handeln. In Analogie zu
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Vps9 ist Vps27 auch mit einem Ubiquitin-Interaktionsmotiv, dem UIM ausgestattet,
und konnte damit beispielsweise an ubiquitinierte Frachtmolekiile binden, aber auch
regulatorische Faktoren zum Zielort rekrutieren.

Insgesamt konnte die Ubiquitinierung von Komponenten der Proteinsortierungsma-
schinerie, von denen einige Ubiquitin-Bindemodule besitzen, zur Ausbildung eines

dynamischen Proteinnetzwerkes beitragen.

4.5 Klasse D-Funktionen und Proteinaggregate

Kasse D vps Mutanten zeichnen sich durch Wachstumdefekte bei 37°C aus. Wenn die
Zellen Temperaturerhohung erfahren, fithrt dies zur Falschfaltung vieler Proteine, die
nachfolgend mit Hilfe der Heat-Shock Komponenten wieder zurechtgefaltet und/oder
auf degradativem Wege beseitigt werden. Da erhdhte Temperaturen fiir Klasse D-
Mutanten schidlich sind, stellte sich die Frage, ob fiir die Beseitigung von akkumulier-
ten, abnormalen Proteinen nicht ebenfalls Klasse D-Funktionen gebraucht werden.
Durch die Behandlung der Zellen mit dem Arginin-Homolog Canavanin wird die De-
formation von Proteinstrukturen induziert, welche mit Proteinaggregation einhergeht.
Es wird angenommen, dass Proteinaggregate die Zelle unter anderem durch eine Blok-
kierung des Proteinabbauweges iiber das Proteasom schidigen, indem Komponenten
des Ubiquitin-vermittelten Abbauweges in die Aggregate einbezogen und so von ih-
rem Wirkort ferngehalten werden (Bence et al., 2001; Hellmuth, 2001).

Bei sublethalen Konzentrationen von Canavanin war das Wachstum von_ Apep3-,
Apepl2- und Avps8-Zellen beeintrachtigt. Moglicherweise héngt der starke Wach-
stumsdefekt der ersten beiden Stimme auch mit dem ohnehin langsamen Wachstum
dieser Mutanten zusammen. Trotzdem konnte der Einflul von Canavanin einen Hin-
weis auf die Beteiligung von Pep5, Pepl12 und Vps8 bei der Reaktion der Zelle auf
Proteinaggregation bedeuten. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die Beobach-
tung, dass in Experimenten mit Polyglutamin-Doménen, welche starke Aggregations-
neigung aufweisen und Zellschidden verursachen, Mutationen von Komponenten des
endozytischen Weges die Defekte in der Zelle noch verstarkten (Meriin et al., 2003).
So fiihrte in jener Studie die Expression von ausgedehnten Polyglutamin-Doménen in
pep5 Mutanten zu synthetischer Lethalitdt. Die Neigung von Vps8 zu Aggregation im-
pliziert, dass Vps8 vielleicht bevorzugt an Proteinaggregate binden konnte. Da
Avps21-Zellen durch Canavanin unbeeinflusst blieben, ist Vps21 fiir die Beseitigung

von Proteinaggregaten wahrscheinlich nicht limitierend. Eine Erklarung hierfiir konnte
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sein, daBl die verwandten GTPasen Ypt52 und/oder Ypt53 in diesem Zusammenhang

von Bedeutung sind.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle von Vps8, eines Klasse D vps Proteins, bei
Transportprozessen im endosomalen Weg der Knospenhetfe Saccharomyces cerevisiae
charakterisiert. Mittels einer Epistasis-Analyse mit dem a-Pheromon-Transporter Ste6
als Markerprotein flir Defekte im endozytischen System konnte der Funktionsort von
Vps8 nidher bestimmt werden. Demnach wird die Vps8-Funktion im Zusammenspiel
mit anderen Klasse D vps Komponenten, der GTPase Vps21 und dem t-SNARE
Pepl2, fiir Fusionsprozesse mit spiten Endosomen bendtigt. Die 2-Hybrid-Interaktion
von Vps8 mit Vps21 sowie den anderen nah verwandten RabGTPasen Ypt52 und
Ypt53 und Immunofluoreszenz-Experimente bekréftigen diesen Befund und weisen
auf die Funktion von Vps8 als Vps2l-Effektor hin. Da Vps8 im Sucrose-
Dichtegradienten neben Pep12 fraktioniert, ist es vermutlich an frithen Endosomen lo-
kalisiert. Ste6 akkumuliert polar in der Knospenmembran von Klasse D-Mutanten und
dieser Phinotyp ist nicht durch eine Reduzierung der Ubiquitinierung von Ste6 be-
dingt. Dies deutet auf einen von Ubiquitinsignalen unabhédngigen Riicktransport von
Ste6 zur Knospenmembran hin und impliziert fiir Vps8 und andere Klasse D-
Komponenten neben ihrer Funktion in Fusionsprozessen eine mogliche Rolle im Sor-
tierungsmechanismus am frithen Endosom. In Klasse D-Mutanten wurde zudem ver-
starkte Ubiquitinierung von Vps27 und Vps9 beobachtet; anscheinend reguliert Ubi-
quitin die Funktionen dieser Proteine. Vps8, ein grofles hydrophiles Protein ohne
Transmembranbereiche, zeichnet sich durch eine erstaunliche Membranaffinitit aus.
Diese periphere Membranbindung ist nicht abhdngig von Vps21, Ypt52, Ypt53 oder
anderen Klasse D-Komponenten. Es konnte gezeigt werden, dass Vps8 eine N-
terminale Membranbindungsstelle besitzt. Eine Deletion dieser Doméne reicht jedoch
fiir die Verdnderung der Vps8-Membranassoziation nicht aus, was ein starkes Indiz fiir
das Vorhandensein mehrerer Membranbindemotive im Vps8 Protein ist. In Flotation
und differentiellen Fraktionierungsexperimenten zeigten sich 70% von Vps8 mem-
brangebunden und nur 30% davon waren biochemisch mit Detergens oder Salzen auf-
losbar. Die Vps8 inhdrente Tendenz zu Homooligomerisierung und Aggregation mit
Vps21 und den Komponenten des HOPS-Komplexes impliziert eine Rolle von Vps8
als Gertistprotein. Mittels einer Deletionsanalyse von Vps8 konnten funktionelle Be-
reiche fiir CPY- und Ste6-Transport sowie die Bindestellen fiir Vps21 und die HOPS-
Untereinheit Pep5 eingegrenzt werden. Vps8 konnte als spezifischer Adapter zusam-

men mit Vps21 den HOPS-Komplex zu den Endosomen rekrutieren.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

Ade
ALP
AS
BCIP
Ci
CPY
CVvT
Cys
d.h.
DMF
DNA
DTT
E. coli
EDTA
ER
5-FOA
GDF
GDI
GEF
HA
His
HOPS
kb
kDa
Konz.
Leu
Lys
MDR
Met
MVB
n.b.
NBT
ODgoo
ORF
PAGE
PCR
PEG

Adenin

Alkalische Phosphatase

Aminosdure
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
Curie

Carboxypeptidase Y
,»Cytoplasm-to-vacuole targeting®
Cystein

das heif3t

Dimethylformamid
Desoxyribonukleinsdure
Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintertaessigsdure-Dinatriumsalz
Endoplasmatisches Retikulum
5-Fluoro-Orotic-Acid
,,GDI-displacement factor*
,,GDP-dissociation inhibitor*
»guanine nucleotide exchange factor*
Hamagglutinin

Histidin

,,homotypic vacuole fusion and vacuolar sorting*

Kilobasen

Kilodalton

Konzentration

Leucin

Lysin

,,multi drug resistance*
Methionin

Multivesikular Body

nicht bestimmt
4-Nitroblautetrazoliumchlorid
Optische Dichte bei 600 nm
,open reading frame*
Polyacrylamidgel-Elektrophorese
,polymerase chain reaction®

Polyethylenglykol
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PFK
PGK
PM
PMAL1
rpm

S.

S. c.
SDS
TEMED
TGN
Tris
Trp

ts

Ura
vgl.
vps
WT

z.B.

Phosphofructokinase
Phosphoglyceratkinase
Plasmamembran
Plasmamembran-ATPase
,Rotations per minute*

siche

Saccharomyces cerevisiae
»Sodium Dodecyl Sulfat™

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
Trans Golgi Netzwerk
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tryptophan

temperatursensitiv

Ubiquitin

Uracil

vergleiche

,»Vacuolar protein sorting™
Wildtyp

,yeast nitrogen base*

zum Beispiel
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