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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Membrantransport in der eukaryontischen Zelle

Lebende Organismen konnen in die drei Doméanen der Archaea, der Bacteria sowie der
Eucarya unterteilt werden, wobei die Archaeen und die Eubakterien aufgrund ihres
ahnlichen Zellaufbaus traditionell als Prokaryonten zusammengefalt werden. Die
sogenannte Protocyte der Prokaryonten weist entweder keine Untergliederung, oder nur
eine rudimentare Kompartimentierung auf. Alle notwendigen Membranfunktionen
werden von der Plasmamembran erfullt, die spezialisierte Bereiche mit Einstulpungen
und sogar Abschnirungen aufweisen kann. Die Eucyte, die in Folge ihrer GroRe ein
deutlich geringeres Verhaltnis zwischen Zelloberflache und Zellvolumen als die
Protocyte besitzt, ist dagegen in zahlreiche, durch interne Membranen umhillte
Organellen unterteilt. Das Innere dieser intrazellularen Kompartimente entspricht
dabei (mit Ausnahme des Zellkerns) topologisch dem extrazellularen Raum. Die
Organellen sind sowohl funktionell, als auch strukturell spezialisiert und weisen eine
jeweils fur sie charakteristische Ausstattung von Proteinen und anderen Makro-
molekilen auf. Die wichtigsten Organellen der Eucyte sind der Zellkern, das Endo-
plasmatische Retikulum (ER), der Golgi-Apparat, die Mitochondrien und Chloroplasten
(Letztere nur bei Pflanzen), die Lysosomen (bzw. die Vakuole bei Pflanzen und Pilzen),
die Endosomen sowie die Peroxisomen.

Eine Vielzahl unterschiedlicher Molekiile, von einatomigen lonen bis zu komplexen
Proteinen, wird von der eukaryontischen Zelle zu jeder Zeit selektiv tber ihre Oberflache
aufgenommen, intrazellular zwischen den Organellen transportiert oder ins extra-
zellulare Medium abgegeben. Der Transport von Lipiden und Proteinen wird dabei
hauptsachlich von kleinen Membranblaschen (& 50 — 100 nm), den sogenannten
Vesikeln, vermittelt, welche sich von einem Organell ablésen und mit einem anderen
verschmelzen (Palade, 1975). Die zu transportierenden Frachtmolekile werden hierflr
entweder in die Lipiddoppelschicht des Vesikels integriert, oder befinden sich léslich im
Inneren. Zwischen der Abkopplung eines Vesikels von der Donormembran und seiner
Fusion mit der Akzeptormembran vergehen oft nur wenige Sekunden. Ein Fibroblast im
Ruhestadium ist unter optimalen Né&hrstoffbedingungen in der Lage, innerhalb einer
Stunde eine Membranflache in der GréRenordnung seiner eigenen Zelloberflache zu
internalisieren  (Kirchhausen, 2000). Der Vesikeltransport innerhalb einer

eukaryontischen Zelle ist jedoch nicht nur rasch und umfangreich, sondern insbesondere
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selektiv. Trotz der bestdndigen Transportvorgange bleibt die spezifische Struktur und
Funktion der einzelnen Zellkompartimente innerhalb der Interphase jederzeit erhalten.
Eine Homogenisierung der Membrankomponenten wird durch eine selektive
Inkorporation der Frachtmolektle sowie durch eine zielgerichtete Fusion des Vesikels
mit der Akzeptormembran vermieden. Letztere ist abhangig von spezifischen
Sortierungssignalen innerhalb der Frachtproteine. Nahezu samtliche Faktoren, welche
fur die Direktionalitat des vesikularen Transportes verantwortlich sind, sind evolutionéar
hoch konserviert (Bennet und Scheller, 1993; Ferro-Novick und Jahn; 1994).

Alle Organellen des biosynthetischen und endozytotischen Weges stehen direkt oder
indirekt miteinander in Verbindung. Abbildung 1.1 zeigt eine schematische Darstellung

der bekannten intrazellularen Transportprozesse in der Eucyte.

Plasmamembran

M

/ Bt Spéates Endosom

Endosom / © \
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@

Abbildung 1.1: Vereinfachte Darstellung des intrazellularen Vesikeltransportes innerhalb der
eukaryontischen Zelle (aus dem Lehrbuch ,Genes V* von B. Lewin; Oxford University Press).

Bei der Endocytose werden die Proteine zunachst uber die Plasmamembran aus dem

extrazellularen Medium aufgenommen und den frihen Endosomen zugefihrt. Von
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diesen Zellkérpern aus erfolgt dann entweder ein Transport Uber die spaten Endosomen
zu den Lysosomen (bzw. zur Vakuole), oder eine Ruckfihrung der Frachtmolekile zur
Plasmamembran. Der sekretorische oder anterograde (= vorwartsgerichtete) Transport-
weg verlauft dagegen vom ER Uber den Golgi-Komplex (inklusive Trans-Golgi-Netzwerk)
bis zur Plasmamembran bzw. alternativ bis zum Lysosom. Der entgegengesetzte Weg
vom Golgi zurick zum ER wird als retrograder (= ruckwartsgerichteter) Transport
bezeichnet. Alle Prozesse innerhalb einer eukaryontischen Zelle stehen in einem
dynamischen Gleichgewicht miteinander, so daf3 es durch den Membrantransport nicht
zwingend zu einer Nettozunahme bzw. -abnahme der Zelloberflache kommen mul.
Nach heutigen Erkenntnissen existieren jedoch auch Ausnahmen zum Kklassischen
Modell des vesikularen Transportes. Fir den Intra-Golgi-Transport wurde ein
sogenanntes Reifungsmodell postuliert, welches in seinem Resultat einem vesikuldren
Transportvorgang ahnelt, aber die Beteiligung von Vesikeln nur indirekt erfordert
(Pelham, 1998). Nach dieser Theorie stellen die einzelnen Golgi-Zisternen keine
statischen Organelle dar, sondern sind durch die sukzessive Ruckfihrung der
spezifischen Komponenten des jeweils vorhergehenden Golgi-Kompartimentes einer
bestandigen Modifikation und Reifung von cis nach trans unterworfen. Das Trans-Golgi-
Netzwerk (TGN) geht auf diese Weise kontinuierlich aus dem cis-Golgi-Kompartiment
hervor, welches selbst wiederum durch die Fusion von Vesikeln entsteht, die vom ER
abstammen. Transportvesikel sind demnach ausschlie8lich zur Ruckfihrung von Golgi-
Enzymen, nicht aber fur den anterograden Transport innerhalb der Zisternen
erforderlich. Das Reifungsmodell wird durch die Beobachtung gestitzt, dall auch
Proteinaggregate, welche fur eine Inkorporation in Vesikel zu grof3 sind, den Golgi zu
durchwandern vermogen (Becker und Melkonian, 1996; Bonfanti, 1998). Es kann jedoch
nicht hinreichend erklaren, weshalb verschiedene Proteine den Golgi-Komplex
unterschiedlich schnell passieren (Bonfanti et al., 1999). Ein Modell von Pelham &
Rothman (2000) vertritt die Ansicht, dall der interne Golgi-Transport nebem einem
Reifungsprozel? auch einen Vesikeltransport beinhaltet, welcher zugleich in antero-

grader und retrograder Richtung verlauft.

1.2 Die Vesikelbildung
Die Abschnurung eines Transportvesikels von seiner Donormembran ist eine energetisch
unglnstige Reaktion, die nicht spontan ablauft. Sie wird erst durch die Anlagerung

eines heterooligomeren Komplexes von Hiullproteinen (englisch: ,coat proteins®)
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ermoglicht, welche eine Krimmung der Membran und somit eine Senkung der zu
Uberwindenden Energiebarriere bewirkt. Die Aggregation der Hullproteine wird dabei
durch eine kleine, membrangebundene GTPase in ihrer GTP-gebundenen Form
initialisiert. Drei Hauptklassen von Hullproteinkomplexen, auf die in den Abschnitten
1.3 bis 1.5 ndher eingegangen wird, sind bisher bekannt: Clathrin, COPIlI und COPI
(Cosson und Letourneur, 1997; Pishvaee und Payne, 1998; Schmid, 1997). Welcher
Hullkomplex bei einer bestimmten Vesikelbildung Verwendung findet, ist dabei vom
jeweiligen intrazellularen TransportprozeR abhéngig.

Fur die Ausbildung eines funktionellen Vesikels ist aber nicht nur die Rekrutierung der
richtigen Proteinhtlle von Bedeutung: Die jeweiligen Frachtproteine muissen ebenso
erkannt und innerhalb der knospenden Membranregion angereichert werden, wie
spezifische SNARE-Proteine, welche eine Selektivitat bei der spateren Vesikelfusion mit
der Akzeptormembran erlauben (siehe hierzu auch Abschnitt 1.7). Aktuellen Modellen
zufolge wird dies durch eine Kopplung der Frachtanreicherung mit dem Aufbau der
Proteinhille ermdglicht. Exemplarisch ist das Schema eines solchen Modells (Springer
et al., 1999) in Abbildung 1.2 dargestellt. Der erste Schritt der Vesikelbildung besteht
diesem Modell zufolge in der Anlagerung einer GTPase an die Donormembran, wobei die
GTPase vom GDP-gebundenen in den GTP-gebundenen Zustand Ubergeht. Diese
Reaktion wird von einem GEF-Protein (,Guanin nucleotide exchange factor”) katalysiert,
welches fur die jeweils beteiligte GTPase spezifisch ist (Abbildung 1.2.A). Losliche
Hullproteine erkennen zugleich die membrangebundene GTPase sowie ein spezielles
Membranprotein (z.B. ein v-SNARE), daf als Nukleationspunkt (,Primer*) zu fungieren
vermag. Daraufhin kommt es zur Ausbildung eines sogenannten Primerkomplexes
(Abbildung 1.2.B). Im weiteren Verlauf der Vesikelbildung aggregieren mehrere dieser
Komplexe, so dal sich eine Proteinhtlle zu formen und die Donormembram infolge
dessen zu krummen beginnt. Frachtmolektle werden dabei durch eine direkte Bindung
an die gebundenen Hullproteine innerhalb der knospenden Membranregion angereichert
(Abbildung 1.2.C). Die Hydrolyse des GTP-Molekiilles der zum Primerkomplex
gehdrenden GTPase induziert schliel3lich die Ablosung der Proteinhulle. Letztere ist
unbedingte Voraussetzung fur die Vesikelfusion und kann zumindest partiell bereits
wahrend der Bildung des Vesikels erfolgen. Die Katalyse der GTP-Spaltung erfolgt
hierbei entweder durch ein l6sliches GAP (,GTPase aktivierendes Protein“) oder durch
eine intrinsische GAP-Aktivitat der Vesikelhille, wie in Abbildung 1.2 gezeigt. Der

exakte Mechanismus der Vesikelbildung ist zum gegenwartigen Zeitpunkt noch nicht
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eindeutig geklart. So wird zum Beispiel die Moglichkeit diskutiert, dal3 die am Prozel3
beteiligte GTPase im Verlaufe der Vesikelformierung mehrere Zyklen von GDP-
Phosphorylierung und GTP-Hydrolyse durchlauft. Auf diese Weise wére ein einziges
GTPase-Molekdul in der Lage, zahlreiche Frachtproteine an den Hullkomplex zu binden
(Barlowe, 2000).

GTP
GDP
GTPase
GEF > . GTPase

?

Hullprotein Primerkomplex

Abbildung 1.2: Modell fir den Mechanismus der Vesikelbildung nach Springer et al. (1999).
Eine Erlauterung der Abbildung findet sich im Text. P = Primer, F = Frachtprotein, GAP =
GTPase-aktivierendes Protein, GEF = Guanin-Austauschfaktor.
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1.3 Clathrin

Von den drei bekannten Hauptklassen der Vesikelproteinhillen ist die Clathrin-Hiulle
am besten untersucht. Von Clathrin umgebende Vesikel vermitteln einen Grof3teil der
Endocytose, fur welche allerdings auch alternative Mechanismen existieren (Nichols und
Lippincott-Schwartz, 2001), sowie in htéheren Eukaryonten den Transport zwischen dem
TGN und den Endosomen (Anderson et al., 1977; Robinson, 1987). Im Jahre 1964 durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen erstmals entdeckt, wurde Clathrin 1975 durch B.
Pears als Bestandteil der Ummantelung von sogenannten ,Stachelsaum"-Vesikeln
(englisch: ,Coated vesicles”) isoliert (B. Pears 1975, 1976). Die circa 20 nm
durchmessende Clathrinhille ist in eine &uRere und eine innere Hulle unterteilt (Vigers
et al., 1986) und besteht von innen nach auBen aus einer GTPase (ARF1 bei Saugern,
Arfl/2p bei der Backerhefe), einem heterotetrameren Adaptorkomplex sowie den
namensgebenden Clathrin-Polypeptiden. Zusatzlich sind Uber flunfundzwanzig
assoziierte Proteine unterschiedlicher Funktion bekannt (Kirchhausen, 2000). Beispiele
hierfur sind AP180 (Regulation der GrofRe neuronaler Vesikel), Synaptotagmin (Ca?*-
Sensor) oder Dynamin (Abtrennung des Vesikels von der Donormembran). Tabelle 1.1
fal3t die strukturgebenden Komponenten der Clathrin-Vesikelhtlle zusammen.

Das stark konservierte Clathrinprotein setzt sich aus einer schweren und einer
regulatorisch wirkenden leichten Kette zusammen. Jeweils drei dieser Clathrin-
molektle formieren sich dabei zu einer dreiarmigen Triskelion-Struktur, welche
ihrerseits auf der Vesikeloberflache zu einem wabenartiges Korbgeflecht mit Funf- oder
Sechsecken polymerisiert (Ungewickell und Branton, 1981). Die Adaptorkomplexe, von
denen bei hoheren Eukaryonten vier Arten existieren (AP-1 bis AP-4), bilden unterhalb
des Clathrinkorbes (bzw. unterhalb eines Clathrin-analogen Proteinkomplexes) die
innere Proteinhlle aus (Hirst und Robinson, 1998; Rehling et al., 1999). lhre Funktion
besteht einerseits in einer Verbindung der Clathrinmolektle zur Lipidmembran, sowie
andererseits in der rezeptorabhangigen Rekrutierung von Frachtproteinen (Robinson,
2001). Alle vier Adaptorkomplexe bestehen jeweils aus zwei gro3en (y und B1 bei AP-1; o
und B2 bei AP-2), einer mittleren (ul bei AP-1; u2bei AP-2) sowie einer kleinen
Untereinheit (ol bei AP-1 bzw. 62 bei AP-2). Wéahrend AP-1 bei ,Coated Pits“ auftritt,
die sich vom TGN abschniren, liegt AP-2 in Vesikeln vor, welche von der Plasma-
membran abstammen (Clathrin-vermittelte Endocytose). AP-3 ist vermutlich in den
Transport bestimmter Proteine Richtung Lysosom involviert (Cowles et al., 1997),

wohingegen die Funktion von AP-4 zur Zeit noch unbekannt ist (Robinson, 2001).
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Mammalia: Saccharomyces
cerevisiae:
AuRere Hiullproteine:
Clathrin (schwere Kette) HC (192) Chclp (187)
Clathrin (leichte Kette) LCa (23) Clclp (26)
LCb (27)
Innere Hullproteine:
AP-1 Y(91) Apl4p (115)
B1 (105) Apl2p (93)
ul (47) Apm1lp (53)
ol (19) Apslp (18)
AP-2 o a/c (108/104) Apl4p (115)
B2 (106) Apllp (80)
u2 (50) Apm4p (55)
62 (17) Aps2p (17)
AP-3  (160) -
B3 (120) -
u3 (47) -
63 (25) -
AP-4 € (140) -
B4 (83) -
u4 (50) -
o4 (17) -
GTPase
| ARF1 (21) | Arfl/2 (21)

Tabelle 1.1: Ubersicht utber die Proteinkomponenten der Clathrin-Vesikelhiille nach
Kirchhausen (2000) sowie nach Robinson & Bonifacino (2001). Die Zahlen in Klammern geben die
jeweiligen Molekulargewichte der Proteine in kDa an.

1.4 Die ,Nicht-Clathrin“-Hullen COPI und COPII

Vom COPI-Komplex, welcher auch als ,Coatomer” bezeichnet wird, umhillte Vesikel
vermitteln den Transport vom Golgi-Apparat zum ER sowie den Intra-Golgi-Transport.
COPII-Vesikel sind dagegen fiur den anterograden Transport (ER — Golgi)
verantwortlich und knospen ausschlieBlich von spezialisierten Bereichen des rauhen ER,
den sogenannten ,Privileged sites“ oder ,Transitional elements, ab (Hobman et al.,
1998; Klumperman, 2000). Im Gegensatz zur Clathrinhlle liegt bei den COPI- bzw.
COPII-HUllkomplexen vermutlich keine Unterteilung in eine auflere und eine innere
Hulle vor. Ihre Dicke liegt bei circa 10 nm, was ungeféahr der Halfte des gemessenen
Durchmessers der Clathrin-Hulle entspricht, und ihr struktureller Aufbau erscheint
unter dem Elektronenmikroskop weniger regelmafig (Orci et al., 1986; Barlowe et al.,
1994). Tabelle 1.2 gibt einen Uberblick Uber die Proteinkomponenten von COPI und

COPII, deren nahere Beschreibung den Abschnitten 1.4.1 bzw. 1.4.3 entnommen werden
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kann. Bestimmte Proteinbestandteile der beiden Vesikelhillen (B-, y-, 8- und {-COP bei
COPI, Sec24p und Sec23p bei COPII) weisen eine signifikante Homologie zu Unter-
einheiten der Adaptorkomplexe auf, was auf eine ahnliche Funktion hindeutet (Duden et
al., 1991; Cosson et al., 1996).

Saccharomyces Mammalia: GroRe in | Homologie zum
cerevisiae: kDa: AP1- bzw. AP2-
Komplex:
COPII
Secl3-Komplex Secl3p HSec13p 34
Sec31p HSec31p 150
Sec23-Komplex Sec23p HSec23p 85 AP47/AP19 (AP1)
AP50/AP17 (AP2)
Sec24p HSec24p 105 B -,yv-Adaptin (AP1)
B-, o-Adaptin (AP2)
GTPase: Sarlp Sarl 21
COPI
Coatomer: Retlp o-COP 140
Sec26p B-COP 107 B-Adaptin (AP1)
B-Adaptin (AP2)
Sec27p B’-COP 102
Sec21p v-COP 97 v-Adaptin (AP1)
o-Adaptin (AP2)
Ret2p 6-COP 57 APA47 (AP1)
AP50 (AP2)
Sec28p e-COP 35
Ret3p {-COP 20 AP19(AP1)
AP17(AP2)
GTPase: Arflp/Arf2p ARF 20

Tabelle 1.2: Zusammenfassung der Proteinkomponenten der Vesikelhullkomplexe COPI und
COPII.

1.4.1 COPII

Die temperatursensitiven sec-Mutanten der Backerhefe (,sec* fur ,secretion“) weisen
Defekte in verschiedenen Schritten des intrazelluldaren Vesikeltransportes auf, in deren
Folge es bei restriktiver Temperatur zu einem Block der Proteinsekretion kommt. Die
Charakterisierung dieser sec-Mutanten (Novick et al., 1980; Kaiser & Schekman, 1990)
sowie die Durchfuhrung zellfreier Rekonstitutionsexperimente zur Quantifizierung des
Proteintransportes zwischen ER und Golgi (Baker et al., 1988) fuhrte zur Identifikation
der l6slichen COPII-Komponenten Sarlp, Secl3p, Sec23p, Sec24p sowie Sec31p.
Zusammen mit aufgereinigten ER-Membranen reichen diese funf Proteine aus, um
funktionelle COPII-Vesikel in vitro zu erzeugen (Salama et al, 1993). Wahrend Sec23p
und Sec24p einen Heterodimer ausbilden, formen Sec13p und Sec31p, die beide WDA40-
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Sequenzmotive zur Protein-Protein-Interaktion aufweisen (Neer et al., 1994), einen
Heterotetramer. Die Sec24/23-Dimere und die Sec31/13-Tetramere lagern sich zur
eigentlichen COPII-Vesikelhille zusammen (Pryer et al.,, 1993; Salama et al., 1993;
Salama et al., 1997). Sarlp schlielilich ist eine kleine GTPase mit Sequenzhomologie zur
Familie der Ras-GTPasen bei Saugern (Barlowe et al., 1993).

Die Generierung eines COPIlI-umhullten Vesikels folgt dem in Abschnitt 1.2
beschriebenen Grundprinzip und beginnt mit der Bindung von Sarlp-GTP an die ER-
Membran. Dieser Anlagerungprozeld wird durch das integrale Membranprotein Sec12p
katalysiert, welches als GEF von Sarlp fungiert und die kleine GTPase von ihrer
zytosolischen, GDP-gebundenen Form in die membrangebundene GTP-Form Uberfuhrt.
Der nachste Schritt der Vesikelbildung besteht in der Rekrutierung des Sec23/24p-
Heterodimers durch Sarlp-GTP sowie in einer damit verbundenen Anreicherung von
Frachtproteinen in die Membranregion des entstehenden Vesikels (Kuehn et al., 1998;
Springer & Schekman, 1998). Die Beobachtung, da3 sowohl Sarlp, als auch Sec23/24p
fur ihre Bindung an das ER eine jeweils spezifische Lipidzusammensetzung bendtigen
(neutrale Phospholipide fur Sarlp, saure Phospholipide flr Sec23/24p), impliziert eine
mogliche Erklarung fur die Existenz der ,Transitional elements” (Gorelick & Shugrue,
1999; Matsuoka et al., 1998). Ist die Sec23/24p-Rekrutierung erst einmal erfolgt, lagert
sich anschlielend der Sec31/13p-Tetramer an, was eine Krimmung der ER-Membran
bedingt und letztendlich in einer bisher nicht verstandenen Weise zur Abschnirung des
Vesikels fuhrt. Das Protein Secl6p, welches sowohl mit Lipiden, als auch mit allen
loslichen COPII-Komponenten interagiert, stabilisiert vermutlich als eine Art Stitzwerk
(englisch: ,Scaffold“) den COPII-Hullaufbau (Shaywitz et al., 1997; Lederkremer et al.,
2001). Nach dem Abschniiren des Vesikels wird der Hullkomplex durch die Spaltung des
an Sarlp gebundenen GTP-Moleklls wieder abgeldst. Die Hydrolyse wird dabei durch
das Sec23-Protein, selbst Komponente der COPII-Hulle, stimuliert. Um eine vorzeitige
Ablésung des Hullkomplexes zu verhindern, dient vermutlich das Secl2p-homologe
Protein Sed4p wahrend der Vesikelbildung als Inhibitor der GAP-Aktivitat von Sec23p
(Nakano & Nakano, 2000).

Das sogenannte ,Bulk flow“-Modell (Pfeffer & Rothman, 1987), demzufolge Proteine
ausschlieBlich nach dem Zufallsprinzip in Vesikel inkorporiert werden, gilt
wahrscheinlich nur fur wenige, in groRen Mengen sezernierte Proteine (Warren &
Mellman, 1999). Die Inkorporation der meisten Frachtmolekiile wird dagegen durch

einen aktiven Sortierungsprozel? reguliert, in dessen Folge Proteine im Bereich des
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entstehenden Vesikels eine bis zu zehnfach erhéhte Konzentration aufweisen konnen
(Balch et al., 1994). Umgekehrt werden stabil im ER lokalisierte Proteine (wie z.B. das
Chaperone BiP) offenbar gezielt aus diesen Membranregionen ausgeschlossen (Aridor et
al., 2001). Der Prozef3 der Konzentrierung und Sortierung wird vermutlich hauptséchlich
durch Wechselwirkungen mit Frachtrezeptoren bzw. mit der COPII-Hille selbst
vermittelt, wohingegen molekulare Siebe wie Shr3p (Kuehn et al., 1996) nur eine
untergeordnete Rolle spielen. Fur Iésliche Frachtmolekile konnte die Existenz
spezifischer Rezeptoren wie Erv29p (Belden & Barlowe, 2001) oder auch ERGIC-53
(Kappeler et al., 1997) gezeigt werden, wéhrend die Anreicherung integraler Membran-
proteine Uber eine direkte Interaktion mit dem Sec23/24p-Dimer erfolgt (Mossessova et
al., 2003; Miller et al., 2003).

Drei unterschiedliche Sequenzmotive innerhalb des Carboxyterminus von integralen
Frachtproteinen sind in Saugerzellen als Sortierungssignale flr den anterograden
Vesikeltransport bekannt: D/EXD/E (mit X als beliebige Aminosaure), FF sowie LV. Das
D/EXD/E-Motiv wurde urspringlich im viralen VSV-G-Protein identifiziert (Nishimura
et al., 1997) und konnte spater in zahlreichen Saugerproteinen wie z.B. PRAL1 (Abdul-
Ghani et al., 2001) sowie in Proteinen der Hefe S.cerevisiae (Votsmeier & Gallwitz, 2001)
nachgewiesen werden. Nach Nishimura et al. (1999) spielt dieses Signalmotiv eine
groRere Rolle bei der Proteinkonzentrierung, als bei der eigentlichen Sortierung. Das di-
Phenylalanin-Motiv (FF) ist fur den Golgi-Transport des Lektins und Frachtprotein-
Rezeptors ERGIC-53 essentiell, aber nicht ausreichend (Fiedler et al., 1994; Kappeler et
al., 1997; Dominguez et al., 1998). Mdglichweise bindet dieses Motiv an den
Sec13/Sec31p-Heterotetramer und nicht an den Sec23/24p-Dimer (Belden & Barlowe,
2001). Die LV-Sequenz wurde schlieSlich im Hefeprotein Emp24p identifiziert
(Nakamura et al, 1998).

Die Beobachtung, daB in S.cerevisiae Isoformen von Sec24p (Sfb2p und Sfb3p) existieren,
deutet auf die Existenz von Subpopulationen von COPII-Vesikeln hin, welche wahr-
scheinlich unterschiedliche Frachtmolekiile transportieren (Robert et al., 1999; Peng et
al., 2000; Higasho et al., 2000; Kurihara et al.; 2000). So fuhrt z.B. eine Deletion des
SFB3-Gens zu einer Fehllokalisation der Plasmamembran-ATPase Pmalp, wéahrend
andere Proteine der Plasmamembran ihren Bestimmungsort ungehindert erreichen
(Robert et al., 1999).
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1.4.2 COPI

Im Gegensatz zu den COPII-Vesikeln, welche ausschlieBlich auf den anterograden
Transport zwischen ER und Golgi-Apparat spezialisiert sind, vermitteln COPI-umhllte
Vesikel anscheinend gleich mehrere intrazellulare Transportschritte. Neben ihrer
Beteiligung am retrograden Golgi-ER-Transport, wird fur die COPI-Vesikel eine
Funktion beim Intra-Golgi-Transport (sowohl in anterograder, als auch retrograder
Richtung), beim anterograden ER-Golgi-Transport sowie bei der strukturellen Aufrecht-
erhaltung von Golgi und Endosomen postuliert (Whitney et al., 1995; Cosson &
Letourneur, 1997). Eine biochemische Charakterisierung der COPI-Hiille (Ostermann et
al., 1993; Serafini et al., 1991) machte deutlich, daf sich die Vielfaltigkeit der Aufgaben-
bereiche in einer im Vergleich zu COPIlI héheren Komplexitat wiederspiegelt. Neben
einer zytosolischen GTPase (ARF1) besteht die COPI-Hulle aus einem heteroheptameren
Proteinkomplex namens ,Coatomer* mit sieben Untereinheiten im stéchiometrischen
Verhaltnis (a-, B-, B’-, v-, 6-, e- und {-COP in Saugerzellen). Dabei weisen die o- und die
B -Untereinheiten des Coatomer-Komplexes ebenso wie die COPII-Komponenten Sec13p
und Sec31p eine WD40-Domé&ne auf (Letourneur et al., 1994).

Der prinzipielle Mechanismus des COPI-Hullaufbaus wurde durch die schrittweise in
vitro-Generierung von COPI-Vesikeln mit gewaschenen Golgi-Membranen und auf-
gereinigten Proteinkomponenten aufgeklart (Ostermann et al., 1993), lediglich die genau
Funktion der einzelnen Coatomer-Untereinheiten innerhalb des Aufbauprozesses ist
noch nicht bekannt. Die COPI-Vesikelbildung verlauft in ihren Grundziigen analog zur
COPII-Bildung (siehe hierzu die Abschnitte 1.2 sowie 1.4.1) und ist in Abbildung 1.3
schematisch dargestellt. Die am AufbauprozelR beteiligte GTPase ARF1 liegt in ihrem
GDP-gebundenen Zustand léslich im Zytosol vor, der myristoylierte N-Terminus des
Proteins wird innerhalb einer hydrophoben Tasche vom umgebenden Medium
abgeschirmt. Eine Uberfihrung der GTPase in ihre aktive, GTP-gebundene Form
bedingt eine Konformationsédnderung von ARF1, wodurch der N-Terminus an die
Proteinoberflache gelangt und sich Uber seinen Myristinsaure-Anhang in die Donor-
membran zu inserieren vermag (Abbildung 1.3.A). Im Gegensatz zu Secl2p handelt es
sich bei den bekannten Nukleotid-Austauschfaktoren von ARF1 (ARF-GEFs) wie z.B.
ARNO3 bei Saugern bzw. Geal/2p in der Hefe S.cerevisiae um zytosolische Proteine
(Chardin & McCormick, 1999).
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Abbildung 1.3: Schema der Bildung von COPI-umhullten Vesikeln nach Kirchhausen (2000).
Die Erlauterung zu den Abbildungen A bis D findet sich im Text. F = Frachtprotein. o, , ', v, 9,
g, {: Coatomer-Untereinheiten. ARF-GEF = Nukleotid-Austauschfaktor fur ARF1. ARF-GAP=
GTPase-aktivierendes Protein fur ARF1. Pi = Orthophosphat.
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Die ARF1-GTP-Verankerung an die Membran erlaubt die Rekrutierung von
Frachtmolekillen sowie die Anlagerung des Coatomer-Komplexes (Abbildung 1.3.B).
Letztere geschieht schrittweise, indem zwei bereits vorab formierte Subkomplexe (aus
den Untereinheiten B, v, o, { bzw. o, B, €) sukzessive gebunden werden (Orci et al., 1993;
Faulstich et al., 1996). Dabei bindet ARF1-GTP direkt an B-COP und y-COP (Zhao et al.,
1997; Zhao et al., 1999). Zu den Frachtmolekiilen gehéren auch Proteine der p24-
Familie, welche mit der y-COP-Untereinheit interagieren und vermutlich so die
Coatomer-Anlagerung begtinstigen (Harter et al., 1996). Die Spaltung des GTP-Molekduls
von ARF1-GTP beginnt bereits wahrend des COPI-Hullaufbaus und wird sowohl durch
die Anwesenheit der Coatomer-Untereinheiten (Goldberg, 1999), als auch durch ein
losliches GTPase-aktivierendes Protein (Glo3p bzw. Geslp; Poon et al., 1999) stimuliert
(Abbildung 1.3.C). Die wiederholte GTP-Hydrolyse von ARF1-GTP ist fur die Fracht-
ansammlung unbedingt notwendig (Lanoix et al., 1999) und ihre Geschwindigkeit hangt
von der Art des gebundenen Frachtmolekuls ab, was fur eine kinetische Kontrolle des
Akkumulationsprozesses spricht (Goldberg, 2000). Erst nach erfolgter Abspaltung des
COPI-Vesikels wird schlieBlich der Coatomer-Komplex abgeworfen (Abbildung 1.3.D).

Fir den retrograden, COPIl-abhéngigen Vesikeltransport zwischen dem Golgi-Apparat
und dem ER sind insgesamt vier verschiedene Transportsignale nachgewiesen worden.
Das di-Lysin- bzw. K(X)KXX-Signal besteht aus zwei Lysinen an den Positionen -5/-3
oder -4/-3 (gerechnet vom C-Terminus) und vermittelt die Ruckfiuhrung von ER-
Membranproteinen des Typs | (Jackson et al., 1990). Das KDEL-Motiv (bzw. HDEL-
Motiv in der Hefe S.cerevisiae) wurde dagegen hauptséchlich bei Iéslichen luminalen
Proteinen gefunden, eine Ausnahme bilden lediglich die Hefeproteine Sed4p und Sec20p.
FiUr den Rerlp-abhdngigen Transport des Nukleotid-Austauschfaktors Secl2p (Sarlp-
GEF) konnte die Existenz eines Signals innerhalb der Transmembrandoméne gezeigt
werden (Boehm et al., 1994; Sato et al., 1996). Ein aminoterminales di-Arginin-Motiv
kommt schlieBlich bei Typll-Membranproteinen wie zum Beispiel dem humanen CD74-
Protein vor (Teasdale & Jackson, 1996). Die Mechanismen des signalvermittelten
Rucktransportes zum ER sind im Falle des Sec12p- sowie des di-Arginin-Motivs zur Zeit
noch nicht naher bekannt. Der retrograde Vesikeltransport von di-Lysin-tragenden
Proteinen verlauft Uber eine direkte Interaktion der K(X)KXX-Sequenz mit COPI
(Cosson & Letourneur, 1994). Dementsprechend zeigen bestimmte COPI-Mutanten von
S.cerevisiae Defekte in der ER-Retention von di-Lysin-Proteinen (Letourneur et al.,

1994; Schroder et al., 1995; Lewis & Pelham, 1996). Im Gegensatz zu den di-Lysin-
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Proteinen werden die léslichen H/KDEL-markierte Proteine durch einen spezifischen
Transmembran-Rezeptor gebunden (Pelham, 1990). Erd2p, der HDEL-Rezeptor der
Hefe, zykliert zwischen Golgi und ER, liegt im FlieRgleichgewicht aber tUberwiegend im
Golgi-Komplex vor (Lewis & Pelham, 1990). Mit steigendem Expressionsniveau HDEL-
markierter Proteine verschiebt sich die Erd2p-Lokalisation jedoch in Richtung ER
(Lewis & Pelham, 1992), was fir die Uberlegung spricht, daR erst die Bindung eines
HDEL-Proteins Erd2p die Inkorporation in COPI-Vesikel ermoglicht. GemaR aktueller
Modelle (Lewis & Pelham, 1996) verlauft der retrograde Transport HDEL-markierter
Proteine in vier Schritten ab: 1. Bindung der HDEL-Proteine durch Erd2p im Golgi-
Apparat. 2. Inkorporation des Ligand-Rezeptor-Komplexes in COPI-Vesikel und
Transport zum ER. 3. Auflésung der Bindung zwischen Erd2p und dem HDEL-Protein
unter den physiologischen Bedingungen des ER. 4. Anterograder Transport des Erd2-
Proteins zum Golgi, wo der Rezeptor schliellich erneut aktiv werden kann. Vermutlich
spielt in dem Transportproze3 zudem eine Oligomerisierung des Erd2p-Rezeptors eine

Rolle (Majoul et al., 2001).

1.5 Die BAP31-Homologen Yetlp und Yet2p

Das integrale ER-Membranprotein BAP31 sowie das zu 47% identische BAP29 gehodren
einer hochkonservierten Proteinfamilie in Saugern an, fur die eine Sortierungsfunktion
innerhalb des anterograden Vesikeltransportes vermutet wird. Die BAP-Proteinfamilie
wurde urspringlich als Bindungspartner bestimmter Antigenrezeptoren (mlgD im Falle
von BAP31/29) in murinen B-Lymphozyten identifiziert (Kim et al., 1994). Die
Bezeichnung der Proteine als BAPs (BCR-associated proteins) ruhrt von dieser
Wechselwirkung mit Antigenrezeptoren (B-cell antigen receptor = BCR) her. Zusammen
mit BAP29 bildet BAP31 einen Heterodimer aus, wobei die Protein-Protein-Interaktion
vermutlich Uber eine Leucin-Zipper-&hnliche Sequenz sowie Uber C-terminale “Coiled
Coil”-Strukturen verlauft (Adachi et al., 1996). Sowohl BAP31, als auch BAP29 weisen
einen hydrophoben N-Terminus, drei putative Transmembrandomanen und einen o-
helikalen C-Terminus mit einem di-Lysin-Signal auf. Der Carboxyterminus der Proteine
ist dem Zytosol zugewandt, wahrend sich der Aminoterminus im Lumen des ER befindet
(Li et al., 1995). Neben der Bindung an den mlgD-Antigenrezeptor in B-Lymphozyten
konnte eine Interaktion des BAP31/29-Heterodimers mit dem MHC Klassel-Protein
(Spiliotis et al, 2000) sowie mit dem neuronalen v-SNARE Cellubrevin gezeigt werden

(Annaert et al., 1997). Fur die korrekte intrazelluldre Lokalisation aller drei Proteine
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erwies sich das BAP31/29-Dimer als notwendig. Zudem konnte BAP31 zu einem
geringen Prozentsatz auch im cis-Golgi- bzw. im intermediaren Kompartiment
nachgewiesen werden (Annaert et al., 1997). Die Art der mit BAP31l-assoziierten
Proteine fuhrte Manley und Lennon (2001) zu der Annahme, dal der BAP31/29-
Heterodimer hauptséachlich in Lymphozyten, Neuronen und endokrinen Zellen fungiert,
obwohl die mRNA des BAP31-Gens bisher in allen getesteten Gewebetypen nach-

gewiesen werden konnte (Mosser et al., 1994).

Abbildung 1.7: Orientierung von BAP31
ER-Lumen in der ER-Membran nach Manley und
Lennon (2001). BAP31 weist drei putative
Transmembrandoménen, eine o-helikale
,Coiled coil“-Doméane (177-233) sowie ein
terminales Di-Lysin-Signal auf.

N = Aminoterminus, KKEE = Di-Lysin-
Signal am Carboxyterminus, 1 bis 246:
Aminosaureposition.

— (_—KKEE
Zytosol 246

In der Béackerhefe existieren zwei Homologe von BAP31: Yetlp sowie Yet2p (gleich
YMRO040W). Beide Proteine sind integrale Typlll-Membranproteine mit jeweils drei
putativen Transmembrandomanen, wobei Yetlp mit circa 25 kd (206 Aminosauren) ein
etwas grolReres Molekulargewicht als Yet2p (19 kd; 160 Aminosauren) aufweist. Um die
Frage zu klaren, ob Yetlp und Yet2p analog zum BAP31/29-Dimer eine Sortierungs-
funktion im sekretorischen Vesikeltransport austiben, bestand ein Nebenprojekt meiner
Arbeit in einer Charakterisierung dieser beiden Proteine. Zu Beginn der Unter-
suchungen war lediglich die Primarstruktur von Yetlp und Yet2p bekannt. Im Anschluf}
an die Herstellung einer yetl vyet2-Doppelmutante sollte deshalb zunachst das
Wachstumsverhalten der mutanten Stamme unter verschiedenen Umweltbedingungen
beobachtet werden. Weiterhin beinhaltete die geplante Charakterisierung von Yetlp
und Yet2p eine Fusion der beiden Proteine mit GFP, um mittels Lebendfarbung deren
intrazellulare Lokalisation zu bestimmen. Ein Vergleich der intrazelluldren

Lokalisierung von bereits bekannten Faktoren des ER-Golgi- bzw. Golgi-ER-Vesikel-
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transportes in Wildtyp-Hefe und in den yet-Mutanten sollte schlie3lich einen Einblick in

die Funktion von Yetlp und Yet2p geben.

1.6 Emp47p, ein COPIl-abhangig transportiertes Hefehomolog von
ERGIC-53

ERGIC-53 wurde in Saugerzellen urspringlich als Markerprotein flir das sogenannte
ERGIC-Kompartiment (,ER-Golgi intermediate compartment”) identifiziert (Schweizer
et al., 1990; Fiedler & Simons, 1995). Das Typl-Transmembranprotein weist &hnlich wie
das Lektin VIP36 (Fullekrug et al., 1999) eine Sequenzhomologie zu leguminosen
Lektinen aus Pflanzen auf (Fiedler & Simons, 1995). In Folge eines di-Phenylalanin-
sowie eines di-Lysin-Signalmotivs am C-Terminus (Schindler et al., 1999) zirkuliert
ERGIC-53 zwischen dem ER und dem cis-Golgi (Schweizer et al., 1988, 1990; Schindler
et al., 1993; Kappeler et al., 1997). Die genaue Funktion von ERGIC-53 ist bisher noch
unbekannt, jedoch wird aufgrund der Bindungen des Proteins zu Mannose (Itin et al.,
1996) sowie zu bestimmten Glykoproteinen (Santamaria et al., 1998; Appenzeller et al,
1999) eine mdogliche Funktion als Glykoprotein-Rezeptor im ER-Golgi-Transport
postuliert (Hauri et al., 2000). In der Hefe S.cerevisiae weisen Emp47p sowie das zu 45%
identische Emp46p eine Homologie zu ERGIC-53 auf. Aufgrund seiner besonderen intra-
zellularen Transporteigenschaften spielt Emp47p eine zentrale Rolle in dieser Arbeit
und soll deshalb naher betrachtet werden.

Emp47p ist ein nichtessentielles Typl-Membranprotein von 417 Aminosaduren Lange
(bzw. 445 vor Abspaltung des Signalpeptides) mit einem di-Lysin-Signal am Carboxy-
terminus. Abbildung 1.4 zeigt ein Schema der Primarstruktur sowie der Membran-
topologie des Proteins. Emp47p zirkuliert zwischen ER und dem Golgi, liegt im
Gegensatz zur Uberwiegenden Mehrzahl di-Lysin-markierter Proteine im Fliel3gleich-
gewicht aber nahezu ausschliefilich innerhalb des Golgi-Apparates vor (Schroder et al.,
1995). Diese beiden Eigenschaften, Lokalisation am Startpunkt des retrograden Vesikel-
transportes sowie Zirkulation zwischen ER und Golgi, machen das Emp47-Protein zu

einem idealen Marker fur den retrograden Vesikeltransport.
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Abbildung 1.4: Primarstruktur und Membrantopologie von Emp47p. N = Aminoterminus, C =
Carboxyterminus, SP = Signalpeptid, CC = Potentielle ,,Coiled coil“-Doméane, CRD = Lektin-
ahnliche Domane, potentielle CRD (,Carbohydrate recognition domain“), TM = Transmembran-
domane, KTKLL = di-Lysin-Signal, 1 bzw. 417: Aminosaurenposition im reifen Protein.

Fur die korrekte Golgi-Lokalisation von Emp47p erwies sich der Sec20p/Tip20p-Komplex
(Cosson et al., 1997) sowie das t-SNARE Ufelp (Lewis & Pelham, 1996) als notwendig.
Die Zirkulierung des Proteins zwischen Golgi-Komplex und ER konnte Uber eine
Blockierung des anterograden Vesikeltransportes nachgewiesen werden, welcher eine
guantitative Umlagerung der Emp47p-Population in das ER zur Folge hatte (Schroder et
al., 1995). Mutationen, welche die Struktur bzw. die Position des di-Lysin-Motivs
innerhalb von Emp47p veradndern, bewirken eine Fehllokalisation des Proteins zur
Vakuole, wo eine rasche Degradation erfolgt. Entsprechend liegt die Halbwertszeit des
Wildtyp-Emp47-Proteins (t%2 = 5 h bei 30 °C) rund sechsmal héher als im Falle einer
verklrzten Mutante ohne di-Lysin-Signal (t%2 = 0,8 h bei 30 °C) (Schréder-Kéhne et al.,
1998). Das gleiche Phanomen kann in fast allen COPI-Mutanten beobachtet werden,
eine Ausnahme bilden dabei lediglich Mutanten von o-COP wie z.B. retl-1 (Schroder et
al., 1995; Schroder-Kohne et al., 1998).

Neben dem di-Lysin-Motiv weist Emp47p mdglicherweise noch weitere Sortierungs-
signale auf, da eine Chiméare aus dem o-Pheromon-Rezeptor Ste2p und dem di-Lysin-
markierten C-Terminus von Emp47p im ER lokalisiert ist. Die Existenz einer Lektin-
ahnlichen Domé&ne mit einer potentiellen CRD (Carbohydrate receptor domain) in
Emp47p lakt wie bei ERGIC-53 die Vermutung auf eine Funktion bei der
Konzentrierung und Sortierung von Glykoproteinen zu. Bisher konnte jedoch weder eine

Zuckerbindung, noch eine Sortierung von Glykoproteinen nachgewiesen werden.
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1.7 Vesikelfusion

Die Verschmelzung eines Vesikel mit der Akzeptormembran wird durch spezielle
integrale Rezeptorproteine, SNAREs (,SNAP-receptor“) genannt (Sollner et al., 1993),
vermittelt. Diese Rezeptoren kommen sowohl innerhalb der Vesikelmembran, als auch
innerhalb der jeweiligen Zielmembran vor. Nach Auflésung der Vesikelhille
interagieren die vesikuldren SNARE-Proteine (v-SNARES) dabei mit ihrem jeweiligen
Bindungspartner auf der Zielmembran (t-SNAREs), wobei sie zusammen mit SNAP-
Proteinen (,Soluble NSF attachment protein“) und temporar auch NSF (,NEM-sensitive
factor*) einen Komplex ausbilden. Der gebildete Komplex wird als SNARE-Komplex
bezeichnet und die bei seiner Formierung freiwerdende Energie ist vermutlich die
treibende Kraft bei der Vesikelfusion. Die Orientierung der Proteine im SNARE-
Komplex (Hanson et al., 1997) ist mittlerweile ebenso bekannt wie dessen Kristall-
struktur in Neuronen (Sutton et al., 1998). SNARE-Proteine kénnen in die drei Protein-
familien der Synaptobrevine (auch VAMP genannt), der Syntaxine (ebenso wie die
Synaptobrevine Typll-Membranproteine) sowie der SNAP-25-Homologen, welche Uber
einen Acylrest an die Membran verankert sind (Weimbs et al., 1998), unterteilt werden.
Charakteristisches Merkmal aller im Komplex befindlichen SNARE-Proteine sind
»Coiled Coil“-Domanen aus zusammengelagerten o-helikalen Sekundarstrukturen, die
stabile Protein-Protein-Interaktion eingehen. Am Beispiel der Exocytose in der Hefe
stellt Abbildung 1.5 den Mechanismus der Vesikelfusion (Hanson et al., 1997; Otto et al.,
1997; Fiebiget et al., 1999) schematisch dar. Neben einem Syntaxin (Ss01/2p) und einem
SNAP-25-Homolog (Sec9p) innerhalb der Zielmembran ist in der Hefe ein vesikulares
Synaptobrevin (Sncl/2p) am ProzeR der exocytotischen Vesikelfusion beteiligt. Zu
Beginn sind alle SNARE-Proteine noch ungebunden. Das Syntaxin liegt in seiner
~geschlossenen Form“ vor, d.h. sein aus drei a-Helices bestehender N-Terminus bindet
an die eigene C-terminale Helix (Abbildung 1.5.A). Im ersten Schritt der Vesikelfusion
losen sich zunéchst die internen Wechselwirkungen im Syntaxin und das Protein geht
einen bindren Komplex mit dem SNAP-25-Homolog ein. An diesen bindaren Komplex
lagert sich dann das vesikulare Synaptobrevin an, wobei es eine o-helikale Struktur
annimmt (Abbildung 1.5.B). Der zentrale Bereich des nun ternaren Komplexes besteht
aus vier Helices, wobei zwei vom SNAP-25-Protein beigesteuert werden. Abhangig von
der jeweiligen Aminosaure, welche sich strukturell in die Mitte des 4-Helix-Bereichs
ausrichtet, werden SNARE-Proteine auch in Q- und R-SNARESs unterteilt (Fasshauer et
al., 1998).
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Abbildung 1.5: Modell fur die SNARE-vermittelte Vesikelfusion mit der Akzeptormembran. Als
Beispiel ist der SNARE-Komplex dargestellt, welcher sich bei der Exocytose an der Plasma-

membran ausbildet. Eine Erlauterung zu den Schemata A, B und C findet sich im Text. (Mit
freundlicher Genehmigung von Dr H. D. Schmitt.)

% = Synaptobrevin M = SNAP-25-Homolog = Syntaxin
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Die Ausbildung des ternaren Komplexes erzeugt nach dem Modell die notwendige
Energie, um eine Verschmelzung der raumlich sehr nahen Membranen zu initiieren
(Abbildung 1.3.C). Im letzten Schritt der Fusion binden schliel3lich SNAP (Sec17p) und
die ATPase NSF (Sec18p) an den ternaren Komplex, was zu dessen ATP-abhangigen
Auflésung fuhrt (Clary et al., 1990; Wilson et al., 1992).

Wie zu Beginn der Einleitung bereits erwdhnt, ist die Spezifitdt der Vesikelfusion
essentiell zur Aufrechterhaltung der Integritdt der Zellorganellen. GemaR der
sogenannten SNARE-Hypothese (Séllner et al., 1993; Sggaard et al., 1994) ist jeweils
eine bestimmte t-SNARE/V-SNARE-Kombination spezifisch fur einen bestimmten
Transportschritt. Tatsachlich sind jedoch SNARE-Proteine bekannt, welche an gleich
mehreren Fusionsprozessen beteiligt sind. Nach heutigen Erkenntnissen vermitteln
nicht nur SNARE-Proteine, sondern auch eine Reihe weiterer Faktoren die
Direktionalitat der Vesikelfusion, darunter Proteine der Secl-Familie, Ypt/Rab-GTPasen
und die sogenannten ,Tethering“-Faktoren. Secl-Proteine binden an Syntaxine und
halten diesen vermutlich in ihrer geschlossenen Konformation (Lupashin & Waters,
1997; Yang et al., 2000), d.h. sie wirken inhibitorisch auf die Vesikelfusion. Vertreter der
Ypt/Rab-Proteinfamilie sind spezifisch fur einen bestimmten Transportschritt und
wechseln zwischen einer inaktiven, zytosolischen GDP-Form und einer aktiven,
membrangebundenen GTP-Form (Lazar et al., 1997) ab. lhre Funktion liegt wahr-
scheinlich innerhalb des ,Docking“-Prozesses des Vesikels (Mayer & Wickner, 1997) bzw.
in der Abldésung der Secl-Proteine vom Syntaxin (Lian et al., 1994; Lupashin & Waters,
1997). Die sogenannten , Tethering-Faktoren* initialisieren schlielilich die Ankopplung
des Vesikels an die Zielmembran, so dafl die an der eigentlichen Fusion beteiligten
SNARE-Proteine in ausreichender Nahe zueinander gelangen kénnen (Pfeffer, 1999). So
fungieren z.B. das homodimere Usolp (Cao et al.,, 1998), der Sec34/35p-Komplex
(VanRheenen et al.,, 1998 & 1999) sowie der multimere, Uber 800 kDa grolie
Proteinkomplex TRAPP (,Transport protein particle”; Sacher et al., 1998) im ER-Golgi-

Transport.

1.8 Konzeption der Arbeit

Die grundlegende Zielsetzung unserer Arbeitsgruppe bestand in der Untersuchung des
membranvermittelten Proteintransportes zwischen dem Golgi-Komplex und dem ER in
der Hefe S.cerevisiae. Hierdurch sollte insbesondere ein Einblick in die molekularen

Mechanismen der COPI-Direktionalitat, der Inkorporation von di-Lysin-Proteinen in
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COPI-umhillte Vesikel sowie der Wechselwirkungen von Coatomer-Untereinheiten
untereinander gewonnen werden. Ein weiterer Schwerpunkt unserer Zielsetzung lag
zudem in der Identifizierung neuer Proteinfaktoren des COPIl-abhangigen Vesikel-
transportes und in deren funktionalen Analyse. Die deutliche numerische Diskrepanz
zwischen den zu Beginn dieser Arbeit bekannten Proteinfaktoren des anterograden und
des retrograden Transportes lie@ die Vermutung zu, dal noch weitere, bisher

unbekannte Proteine mit einer Funktion im retrograden Vesikeltransport existieren.

Einen Uberblick tiber den derzeitigen Forschungsstand gibt die Tabelle 1.3.

Proteinfaktoren im anterograden Proteinfaktoren im retrograden
Vesikeltransport ER — Golgi Vesikeltransport Golgi -» ER
Bezeichnung: Funktion: Bezeichnung: Funktion:
Emp24p Frachtprotein-Rezeptor
Sarlp GTPase Arflp GTPase
Secl2p GEF von Sarlp Gealp, Gea2p, GEF von Arflp
Sec7p, Sytlp
Sec23/Sec24p COPII-Hulle, GAP von Sarlp | Coatomer COPI-Hulle
Secl3/31p COPII-Hulle Glo3p, Geslp GAP von Arflp
Secl6p COPII-Hullaufbau
Sed4p COPII-Hullaufbau
Secl18p (NSF) ATPase, Vesikelfusion
LMA1-Komplex | Vesikelfusion
Betlp v-SNARE
Boslp v-SNARE
Sec22p v-SNARE Sec22p v-SNARE
Ykt6p v-SNARE
Sed5p t-SNARE Ufelp t-SNARE
Usolp . Tethering“-Faktor Tip20p “Tethering”-Faktor
TRAPP-Komplex | , Tethering“-Faktor Sec20p “Tethering”-Faktor
Sec34/35p »Iethering“-Faktor
Slylp Seclp-Protein
Yptlp GTPase
Sec19p GDI

Tabelle 1.3: Bekannte Faktoren des anterograden und des retrograden Vesikeltransportes
zwischen dem ER und dem Golgi-Komplex in der Hefe S.cerevisiae.

Um eine ldentifikation sowie eine Funktionsanalyse neuer Proteinfaktoren des Golgi-
ER-Vesikeltransportes zu ermdglichen, bestand das Thema meiner Arbeit in der
Entwicklung eines System zur In vitro-Rekonstitution dieses speziellen intrazellularen
Transportschrittes. Als methodische Basis dienten dabei bereits existente In vitro-
Systeme fur den sekretorischen ER-Golgi-Transport. Insbesondere der sogenannte
-Enriched ER assay“ nach Baker et al. (1988), dessen Aufbau und Funktionsprinzip in

Abbildung 1.6 schematisch dargestellt ist, war hierbei von Bedeutung.
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MM [S85]-markierter
a-Faktor-Vorlaufer

SR OAS

+ Golgi—Memb%A

+ Zytosol,

+ ATP, 20 °C bis 30 °C .
Golgi

Abbildung 1.6: Funktionsprinzip des In vitro-Transportsystems ,Enriched ER assay“ (Baker et
al.,1988) nach Wuestehube und Schekman (1992). Eine Inkubation von [35S]-markiertem o-
Faktor-Vorlaufer mit aufgereinigten ER-Membranen sowie mit einem ATP-Regenerationssystem
fuhrt zu einer posttranslationalen Translokation der Proteinmolekile ins ER. Im ER-Organell
werden ManoGIcNAcz-Oligosaccharide an spezifische Aspartat-Reste der o-Faktor-Vorlaufer-
proteine angefugt (ER- bzw. ,Core“-Glykosylierung). Der zweite Schritt des Assays beinhaltet
eine Inkubation der ER-Membranen, welche nun die ,Core“-glykosyliertem Reportermolekiile
enthalten, mit aufgereinigten Golgi-Membranen, Zytosol und einem ATP-Regenerationssystem
bei 20 °C bis 30 °C. Erreicht der S35-markierte o-Faktor-Vorlaufer im Verlaufe dieser zweiten
Inkubation mittels COPII-Vesikeltransport den Golgi-Komplex, erfolgt dort eine weitere Reifung
der Kohlenhydratketten durch Golgi-spezifische Enzyme. Als Resultat ergibt sich die Transport-
effizienz des ,Enriched ER assay“ direkt aus dem Mengenverhéaltnis zwischen der ER- und der
Golgi-glykosylierten Form des S35-o-Faktor-Vorlaufers.

¥: Golgi-Glykosylierung, Y= ER-Glykosylierung, WV = [S35]-markierter o-Faktor-
Vorlaufer

Das geplante In vitro-System flir den retrograden Vesikeltransport sah in Analogie zum
-Enriched ER assay” eine Inkubation aufgereinigter ER- und Golgi-Membranen
zusammen mit Zytosol sowie mit einem ATP-Regenerationssystem vor. Infolge der
Notwendigkeit eines retrograd transportierten Substrates konnte das von Baker et al.
benutzte o-Faktor-Vorlaufermolekul hierbei jedoch nicht als molekularer Reporter

Verwendung finden. Stattdessen sollte eine subzellulare Umverteilung (Golgi-
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Lokalisation — ER-Lokalisation) des Emp47-Proteins als Indikator flr erfolgten
Vesikeltransport dienen. Um diese Umverteilung auch ohne radioaktive Markierung
sichtbar machen zu kénnen, bestand die Absicht, die fur den Assay bendtigten ER-
Membranen aus einem Emp47p-defizienten Hefestamm zu isolieren. Als Folge der
Verwendung solcher emp474-ER-Membranen wirde nach Ablauf der Inkubationszeit
eine vorhandene ER-Lokalisation des Emp47p-Reporters retrograden Vesikeltransport
direkt belegen.

Zur Bestimmung der subzellularen Lokalisation von Emp47p sollten urspringlich zwei
unterschiedliche Strategien zur Anwendung kommen. Das einfachste Verfahren, welches
die prinzipielle Durchfuhrbarkeit des geplanten In vitro-Assays demonstrieren sollte,
beinhaltete eine differentielle Zentrifugation zur Trennung der ER- und Golgi-
Membranen (Gaynor et al., 1994; Schroder et al., 1995). Die zweite Strategie sah eine
Fusion des Emp47p-Reportermolekils mit einem N-glykosylierten Protein vor, wobei der
Glykosylierungsstatus der resultierenden Chimare (entweder ,Core“- oder Golgi-
Glykosylierung) als Indikator fur deren intrazellulare Lokalisation dienen sollte. In
einem spater konzipierten dritten Verfahren wurde schlielich eine ER-spezifische

Proteolyse des Reportermolekiils zum Nachweis ausgenutzt.
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2. Material

2.1 Hefen- und Bakterienstamme

2.1.1 Saccharomyces cerevisiae

24

Stamm: Merkmal: Quelle:

BY4741 MATa, his3Al, leu2A0, met15A0, ura3A0  Euroscarf, Frankfurt am
Main

BY4742 MATa, his3Al, leu2A0, metl5A0, ura3A0  Euroscarf, Frankfurt am

BY4741 yetl

BY4742 yet2

BY4741 yetl

yet2

RH448

RH732

RH912

RH2825

RH3045

S27P4-9C

SC23-3A

SEL18-10C
SEY6210

MATa, his3A1, leu2A0, metl15A0, ura3A0,
yetl::kanMX4

MAToa, his3A1, leu2A0, lys2A0, ura3A0,
yet2::kan MX4

MAT a, his3A1, leu2A0, lys2A0, ura3A0,
met15A0, yetl::kanMX4, yet2::kan MX4
MAToa, leu2, ura3, lys2, his4, barl

MATa, leu2, ura3, lys2, his4, barl,
pep4.:URAS
MATa, his4, ura3, leu2, trpl, lys2, BAR1

MATa, leu2, ura3, lys2, his4, barl,
pep4.:URAS3, emp47:.LYS2

MATa, leu2, ura3, lys2, his4, barl,
emp47::.LYS2

MATo sec27-1 leu2 ura3 lys2 His*
pep4::HIS3 Trp+*

MATo sec23 leu2 ura3 his3 trpl lys2 ade2
suc2-49

MATo secl8 leu2

MATa, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2,
kex2::TRP1

Main
Euroscarf, Frankfurt am
Main
Euroscarf, Frankfurt am
Main

diese Arbeit

H. Riezman, Basel,
Schweiz
H. Riezman, Basel,
Schweiz
H. Riezman, Basel,
Schweiz
S. Schroder-Kdhne

S. Schroder-Kéhne

H. D. Schmitt

H. D. Schmitt

H. D. Schmitt
S. Emr, San Diego, USA
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Stamm: Merkmal: Quelle:

SSY10071 leu2, ura3, trpl, hisl, his3, ochl::LEUZ2, S. Schroder-Kéhne
glsl-1

SSY10137 MATo, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2, S. Schroder-Kohne
kex2::TRP1, emp47::LYS2

SSY10143 MAToa, mfez:AD2, mfo2:: TRP1, ura3, S. Schroder-Kohne
lys2, ade2, trpl, leu2, barl:lys2::SEC22-
c-myc-o-KanMX4, emp47::LYS2

SSY10144 MATa, his4, ura3, leu2, trpl, lys2, BAR1, S. Schrider-Kéhne
emp47::.LYS2

SSY10150 MATa, leu2, ura3, lys2, his4, barl, S. Schroder-Kohne, diese
pep4::URA3, emp47::LYS2, o Arbeit
EMP47::LEU2

SSY10151 MATa, leu2, ura3, lys2, his4, barl, S. Schroder-Koéhne, diese
pep4::URA3, emp47::LYS2, orLINK- Arbeit
EMPA47::LEU2

SSY10152 MATa, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2, S. Schroder-Koéhne, diese
kex2::TRP1, emp47::LYS2, orLINK- Arbeit
EMP47::LEU2

SSY10153 MATo, mfe::AD2, mfa2::TRP1, ura3, S. Schroder-Kohne, diese
lys2, ade2, trpl, leu2, barl:lys2::SEC22-  Arbeit
c-myc-o-KanMX4, emp47::LYS2, c-myc-o-
EMPA47::LEU2

SSY10154 MATa, his4, ura3, leu2, trpl, lys2, BAR1, S. Schroder-Kdéhne, diese
emp47:LYS2, o-LINK-EMP47::LEU2 Arbeit

SSY10155 MATa, his4, ura3, leu2, trpl, lys2, BAR1, S. Schrioder-Kéhne, diese
emp47:LYS2, o-EMP47::LEU2 Arbeit

SSY10156 MATa, his4, ura3, leu2, trpl, lys2, BAR1, S. Schrioder-Kdhne, diese
emp47::LYS2, c-myc-o-EMP47::LEU2 Arbeit

SSY10157 MAToa, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2, S. Schroder-Koéhne, diese

kex2::TRP1, emp47:LYS2, o-
EMP47::LEU2

Arbeit
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Stamm: Merkmal: Quelle:

SSY10224 MATa, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2, S. Schroder-Koéhne, diese
kex2::TRP1, emp47::LYS2, o~c-myc- Arbeit
EMP47::LEU2

SSY 10225 MATo, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2, diese Arbeit
kex2::TRP1, emp47::LYS2, BAR1-CNE1

SSY10226 MATa, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2, diese Arbeit
kex2::TRP1, emp47::LYS2, BAR1-CUE1

SSY10227 MATa, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2, diese Arbeit
kex2::TRP1, emp47::LYS2, BAR1-SEC66

SSY10228 MATa, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2, diese Arbeit
kex2::TRP1, emp47::LYS2, BAR1-WBP1

SSY 10229 MATa, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2, diese Arbeit
kex2:TRP1, emp47:LYS2, c-myc-o-
EMP47::LEU2, BAR1-CNE1

SSY 10230 MATa, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2, diese Arbeit
kex2::TRP1, emp47::LYS2, c-myc-o-
EMP47::LEU2, BAR1-CUE1

SSY 10231 MATa, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2, diese Arbeit
kex2::TRP1, emp47::LYS2, c-myc-o-
EMP47::LEU2, BAR1-SEC66

SSY 10232 MATa, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2, diese Arbeit
kex2::TRP1, emp47::LYS2, c-myc-o-
EMP47::LEU2, BAR1-WBP1

SSY10233 MATaq, leu2, ura3, lys2, his4, barl, SPC3- diese Arbeit
EMP47

SSY10234 MATa, leu2, ura3, lys2, his4, barl, pCPY- diese Arbeit
EMP47

SSY10235 MATa, leu2, ura3, lys2, his4, barl, diese Arbeit
CNE1-EMP47

SSY10236 leu2, ura3, trpl, hisl, his3, ochl::LEUZ2, diese Arbeit

glsl-1, SPC3-EMP47
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Stamm: Merkmal: Quelle:

SSY10237 leu2, ura3, trpl, hisl, his3, ochl::LEU2, diese Arbeit
gls1-1, pCPY-EMP47

SSY10238 leu2, ura3, trpl, hisl, his3, ochl::LEUZ2, diese Arbeit
gls1-1, CNE1-EMP47

SSY10239 MATa, leu2, ura3, lys2, trpl, his3, suc2, diese Arbeit
kex2::TRP1, emp47::LYS2, BAR1-CNE1-
MYC

SSY10240 MAT a, his3A1, leu2A0, lys2A0, ura3A0, diese Arbeit
metl5A0, YET1-GFP

SSY10241 MAT a, his3A1, leu2A0, lys2A0, ura3A0, diese Arbeit
metl15A0, YET2-GFP

SSY10242 MAT a, his3A1, leu2A0, lys2A0, ura3A0, diese Arbeit
met15A0, yetl::kanMX4, yet2::kan MX4,
YET1-GFP

SSY10243 MAT a, his3A1, leu2A0, lys2A0, ura3A0, diese Arbeit
met15A0, yetl::kanMX4, yet2::kan MX4,
YET2-GFP

TNY26 MATa, mfa.:AD2, mfa2::TRP1, ura3, T. Neumann, H. D.

lys2, ade2, trpl, leu2, barl:lys2::SEC22-
c-myc-o-KanMX4

Schmitt

2.1.2 Escherichia coli

Stamm:

Merkmal:

Quelle:

DHb5a

F-/endA, hsdR17(rk-m*), supE44, thi-1,
recAl, gyrAl(Nalr), relAlA(lacZYA-argF),
U169(m80lacZ4AM15)

Gibco BRL, Eggenstein
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2.2 Plasmide

Plasmid: Beschreibung: Quelle:

pBSAG1 pBSKS(+)-EMP47 diese Arbeit

pBSAG2 pBSKS(+)-EMP47/CNEL1 diese Arbeit

pBSAG3 pYlplacl128-EMP47/CNE1, LEU2 diese Arbeit

pBSAG4 pBSKS(+)-EMP47/PRC1 diese Arbeit

pBSAG5 pYlplacl128-EMP47/PRC1, LEU2 diese Arbeit

pBSAG6 pBSKS(+)-EMP47/SPC3 diese Arbeit

pBSAG7 pYIplac128-EMP47/SPC3, LEU2 diese Arbeit

pBSAP1 pRS316-WBP1, URA3 diese Arbeit

pBSAP2 pRS316-WBP1-BAR1, URA3 diese Arbeit

pBSAP6 pRS306-WBP1-BAR1, URA3 diese Arbeit

pBSAP10 pRS316-SEC66, URAS diese Arbeit

pBSAP11 pRS316-SEC66-BAR1, URA3 diese Arbeit

pBSAP15 pRS306-SEC66-BAR1, URA3 diese Arbeit

pBSAP19 pRS316-CNE1, URA3 diese Arbeit

pBSAP20 pRS316-CNE1-BAR1, URA3 diese Arbeit

pBSAP24 pRS306-CNE1-BAR1, URA3 diese Arbeit

pBSAP28 pRS316-CUEL, URA3 diese Arbeit

pBSAP29 pRS316-CUE1-BAR1, URA3 diese Arbeit

pBSAP33 pRS306-CUE1-BAR1, URA3 diese Arbeit

pBSAP39 pRS306-CNE1-BAR1-c-myc, URA3  diese Arbeit

pBSKS(+) Klonierungsvektor Stratagene, San Diego,

USA

pRS306 Hefevektor zur Integration ins Sikorski & Hieter, 1989
Genom. ampr (E.coli), URAS3 (Hefe)

pRS313 CEN-Hefevektor, ampr (E.coli), Sikrorski & Hieter, 1989

pRS313-Snc2-myc

HIS3 (Hefe)
CEN-Hefevektor, ampr (E.coli),
HIS3, SNC2-MYC

Ossig et al., 2000
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Plasmid:

Beschreibung:

Quelle:

pRS313-Ss02-myc

PRS316

pRS326

pRS426-Sec66

pUG36

pUG36-Yetl

pUG36-Yet2

pUV5-G1S
pW0O24
pYlplacl28

pYlplacl28-
a-Emp47
pYlplacl28-
c-myc-o-Emp47
pYlplacl28-
o-link-Emp47
YEp13-Prcl
YEp352
YEp352-Whpl

CEN-Hefevektor, ampr (E.coli),
HIS3 (Hefe), SSO2-MYC

CEN-Hefevektor, ampr (E.coli),
URA3 (Hefe)

2u-Hefevektor, ampr (E.coli), URA3
(Hefe)

2u-Hefevektor, ampr (E.coli), URA3
(Hefe), SEC66

ampr (E.coli), URA3, CEN6/ARS4,
yEGFP3

ampr (E.coli), URA3, CEN6/ARS4,
yEGFP3-YET1

ampr (E.coli), URA3, CEN6/ARS4,
yEGFP3-YET2

ampr (E.coli), BGL2

YEp13-PRC1

Yeast Integrating plasmid. ampr
(E.coli), LEU2 (Hefe)

ampr (E.coli), LEU2 (Hefe),
a-EMP47

ampr (E.coli), LEU2 (Hefe),
a-c-myc-EMP47

ampr (E.coli), LEU2 (Hefe),
a-LINK-EMP47

2 u-Hefevektor, URA3

2 u-Hefevektor, URA3

2 u-Hefevektor, URA3, WBP1

Ossig et al., 2000

Sikorski & Hieter, 1989

Sikorski & Hieter, 1989

Marinus Pilon, 1997

Niedenthal et al., 1996

diese Arbeit

diese Arbeit

Shen et al., 1991
S. Schroder-Kohne
Gietz und Sugino, 1988

S. Schroder-Koéhne, diese
Arbeit

S. Schroder-Kohne, diese
Arbeit

S. Schroder-Kohne, diese
Arbeit

Hill et al., 1986

Hill et al., 1986

te Heesen, 1992
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2.3 Oligonukleotide

Bezeichnung:

Sequenz (5> 3):

Verwendungszweck:

BSBAR1-1

BSBAR1-2

BSBAR1-3

BSBAR1-4

BSBAR1-5

BSBAR1-6

BSBAR1-7

BSBAR1-8

BSCNE1M-1

BSCNE1M-2

BSCPY1

GCGATTATTAACACCATTGGATCCT
TAACAAACGATGGCACTGGTCACTT
AGAATTCC
GCTATAAAGAAATTGTACTCCAGAT
GGATCCATATGTTGGTTTACAGACA
TTTATTAAGAC
GCTTTAACAAACGATGCCATGGGTC
ACTTAGAATTCC

GTACTCCAGATTTCTTAATCCATGG
GTTTACAGACATTTATTAAGAC

CCATTACTGCTTTGACGTCCGATGG
CACTGGTCAC

GGTTTCTGCAATAAGCGAAGAGGA
CGTCGATGATTGAAGAAAAGGCC

GGTCACTTAGAATTCCTTCTAGAAC
ACGAAGAGGAGATG

GGCTGTCGATGATTCTAGAAAAGG
CCTACTCTTGCAGCC

GATCCGAGCAGAAATTGATCAGCG
AGGAAGACTTGGCATGCGCATGCA
GATCTGCATGCGCATGCCAAGTCTT
CCTCGGTCATCAATTTCTGCTCG
GGTCAAGAATGATGCATTTGAAAAC
TATCAGC

Klonierung des BAR1-Gens
fur die CNE1-BAR1-Fusion,
5-Ende

Klonierung des BAR1-Gens
fur die CNE1-BAR1-Fusion,
3"-Ende

Klonierung des BAR1-Gens
fur die CUE1-BAR1-Fusion,
5-Ende

Klonierung des BAR1-Gens
fur die CUE1-BAR1-Fusion,
3"-Ende

Klonierung des BAR1-Gens
fur die SEC66-BAR1-
Fusion, 5-Ende

Klonierung des BAR1-Gens
fur die SEC66-BAR1-
Fusion, 3-Ende

Klonierung des BAR1-Gens
fur die WBP1-BAR1-Fusion,
5-Ende

Klonierung des BAR1-Gens
fur die WBP1-BAR1-Fusion,
3"-Ende

Insertion eines Myc-Epitops
in das CNE1-Gen, 5-Ende
Insertion eines Myc-Epitops
in das CNE1-Gen, 3"-Ende
Klonierung von PRC1,
5-Ende
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Bezeichnung:

Sequenz (5" 3):

Verwendungszweck:

BSCPY2

BSCPY3

BSCPY4

BSCNE1-1

BSCNE1-2

BSE1

BSE2

BSPCNE1-1

BSPCNE1-2

BSPCUE1-1

BSPCUE1-2

BSSEC66-1

BSSEC66-2

BSSEC66-3

BSSECG66-4

GAGTCTTCCATAGCAGAGCATGCAT

CCGAGGGC

AGGATTTGAATGCATCAGCGACCTC

GTCGG
AACCATCTGTTTTGCCC

CGTTGGTGAATGCATCTTCATTGCT

ATCCAACG

CGCAGCAAGCACAAATGCATGAGG

TTGCTCTAA
GTTTTTACCGTCTTAGCG

TAGACTAGCTTGTTCTCC

CTGTGCAGGCAAAAAGTGCTCGAG

AAGGTAATGCTGAAAAGG

GTATTTTTTTAGCAAATATTCATTTC
TAGAGCTCACATTTCCCTTGTCACC
CAGCAATAACAGCAATAACAATACC
GGATCCACCTCCAGCGGGAGAACC

AATGGGAAG

CCTTGTATATACCGTGCGCAGGATC
CGGTAAAGATATCCCTGCACTTG
CTCCAACAACGGGACGTCTTTTGAA

ACGGAAGAGCC

GGCTCTTCCGTTTCAAAAGACGTCC

CGTTGTTGGAG

GTAGTGAGCAAGAAGAAGGG

CCTGTCGGGTTTCGCCACC

Klonierung von PRC1,
5-Ende

Sequenzierung des PRC1-
Gens, 5-Ende
Sequenzierung des PRC1-
Gens, 3 -Ende

Klonierung des EMP47-
CNE1-Fusionsgens, 5 -Ende
Klonierung des EMP47-
CNE1-Fusionsgens, 3" -Ende
Sequenzierung der EMP47-
Fusionsgene, 5 -Ende
Sequenzierung der EMP47-
Fusionsgene, 3"-Ende
Klonierung von CNE1,
5°-Ende

Klonierung von CNE1,
3"-Ende

Klonierung von CUE1,
5°-Ende

Klonierung von CUE1],
3"-Ende

Einfuhrung einer Aatll-
Schnittstelle in SEC66
EinfUhrung einer Aatll-
Schnittstelle in SEC66
Einfihrung einer Aatll-
Schnittstelle in SEC66
EinfUhrung einer Aatll-
Schnittstelle in SEC66
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Bezeichnung: Sequenz (5"— 3'): Verwendungszweck:

BSSPC3-1 CAATTAATCAATGCATACGCGTTCT Klonierung von SPC3,
CAGTACC 5°-Ende

BSSPC3-2 AGCAAAGACTAGTCTATGCATTGTT Kilonierung von SPC3,
TTTATTTTCCAC 3’-Ende

BSY1-1 CCGAGAAGAATAAATAATTCTAGAA Kilonierung von GFP-YET1,
TGAGTTTATACTTTAGCACA 5°- Ende

BSY1-2 ACATTTATACATAAATATATCTCTA  Klonierung von GFP-YET],
GAGTTTCCTTTCTTGGAAGC 3’- Ende

BSY1-3 GGTCGACGGTATCGATAAGC Sequenzierung des YET1-
Gens, 5-Ende
BSY1-4 CCACCGCGGTGGCGGCTC Sequenzierung des YET1-
Gens, 3’ -Ende
BSY2-1 CAAAATTTCAAAGTCGAGTCTAGAA Kilonierung von GFP-YET2,
TGGGTGTTTATTTGGCAGTACTC 5-Ende
BSY2-2 CTTTTCTTCTTTTTTAGTTTTTTCTC Klonierung von GFP-YET2,
TAGAAAATTTCTTCTTCTGCAATTC  3'- Ende
BSY2-3 GGGCTTATCTAGATTGTACTATCTA  Sequenzierung des YET2-
CC Gens, 5 -Ende
BSY2-4 AGGGTTTTCAGATCTAACACAGAAT Sequenzierung des YET2-
GG Gens, 3-Ende
2.4 Enzyme und Kits
Bezeichnunag: Lieferant:

B-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Helix pomatia

Deep Vent-DNA-Polymerase aus Thermococcus

litoralis

DNA-modifizierende Enzyme

ECL-Western blotting detection reagents

QIAquick Gel Extraction Kit

Boehringer, Mannheim

New England Biolabs

New England Biolabs, Boehringer
Mannheim
NEN Life Science Products, Belgien

Quiagen, Dusseldorf
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Bezeichnung:

Lieferant:

Restriktionsendonukleasen

Tag-DNA-Polymerase
Zymolyase 6000 aus Athrobacter luteus

New England Biolabs, Boehringer
Mannheim
Perkin Elmer

Sigma, Deisenhofen

2.5 Antikorper

Bezeichnunag:

Quelle:

Monoklonaler Anti-c-myc-Antikdérper aus der
Maus (9E10)

Polyklonaler Anti-Betlp-Antikdrper
Polyklonaler Anti-Bos1p-Antikorper
Polyklonaler Anti-c-myc-Antikorper
Polyklonaler Anti-CPY-Antikdrper
Polyklonaler Anti-3-COP-Antikorper
Polyklonaler Anti-Emp47p-Antikérper
Polyklonaler Anti-Hexokinase-Antikorper
Polyklonaler Anti-Kar2p-Antikdrper
Polyklonaler Anti-Kex2p-Antikorper
Polyklonaler Anti-Pep12p-Antikorper
Polyklonaler Anti-Rerlp-Antikérper
Polyklonaler Anti-Sec22p-Antikorper
Polyklonaler Anti-Sed5p-Antikorper
Polyklonaler Anti-Ufelp-Antikorper
Peroxidase-konjugierter Anti-Kaninchen IgG
(sekundarer Antikorper vom Esel)
Peroxidase-konjugierter Anti-Maus IgG

(sekundarer Antikérper vom Schaf)

Cambridge Research Biochemicals
Ltd., Cheshire, GB

H. D. Schmitt

H. D. Schmitt

Santa Cruz Biotechnology, USA
H. D. Schmitt

S. Schroder-Kéhne

S. Schroder-Kéhne

S. Schroder-Kéhne

H. D. Schmitt

H. D. Schmitt

H. D. Schmitt

H. D. Schmitt

R. Ossig & R. Grabowski
H. D. Schmitt

M. Lewis, London

Amersham Buchler, Braunschweig

Amersham Buchler, Braunschweig

2.6 Chemikalien

Fur die Arbeit fanden handelstibliche Chemikalien der Qualitatsstufe p.A. der Firmen J.

T. Baker (Deventer, Niederlande), Serva (Heidelberg), Merk AG (Darmstadt) sowie
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Deisenhofen) Verwendung. Chemikalien anderer

Hersteller sind in der unten stehenden Tabelle aufgefihrt:

Chemikalen:

Lieferant:

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-galactopyranosid
(X-Gal)

Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPS)
Glutathion Sepharose 4B
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)

Boehringer Mannheim

Eurogentec, Belgien
Pharmacia Biotech

Biomol, Ilvesheim

ProteingréRenstandard fur Acrylamidgele GibcoBRL
14 mCi/ml Trans?33S-labeling Mix ICN

2.7 Medienzusatze

Medienzusatz: Lieferant:

Adeninsulfat und Uracil
Aminosauren

Ampicillin Natriumsalz

Bacto-Agar, Bacto-Pepton, Bacto-Trypton, Bacto-
Yeast-Extract, Bacto-Yeast Nitrogen Base w/o
Amino Acids

Geneticin

Kanamycin

Oxoid-Agar, Bacteriological Agar No. 1

Merk AG (Darmstadt)

Serva, Heidelberg

Appli Chem, Biolith Diagnostica,
Gottingen

Difco, Detroit, MI, USA

GibcoBRL Life Technologies
Serva, Heidelberg
Oxoid Basingstoke, UK
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2.8 Verbrauchsmaterialien
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Verbrauchsmaterialien:

Lieferant:

Nitrozellulose-Membranfilter BA 85

Qiagen Saulen

Kulturschalen

Polypropylenréhrchen (30 und 15 ml Falcon)
Reaktionsgefale (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)
Whatman 541 Filter

Schleicher & Schiill, Dassel
Qiagen, Dusseldorf

Nunc, Wiesbaden
Becton-Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Whatman, Maidstone, England

2.9 Gerate

Gerat:

Lieferant:

Autoklav ,,SANOclav*

Brutschranke

Elektroporationsgerat ,,Gene Pulser™*
Rontgenfilm-Entwicklermaschine ,Gevamatik 60
~Elektrophoresis Power supply“ Stromquelle
Eppendorf-Thermomixer 5436
Eppendorf-Tischzentrifuge 5415 C
Glaswaren

Inkubationsschuttler ,GYROTORY Shaker*
Inkubationsschuttler ,,Multitron*
~Lumi-lmager™«

Magnetruhrer ,lkamag Reo*

Mikromanipulator

Mikroskop ,,Laborlux D*

Mikroskop ,,Axiophot*

PCR-Gerat ,,PTC-100Tv*

PCR-Gerat ,,RoboCycler 40 Gradient”

Phosphorimager™

Wolf, Geislingen

Heraeus, Hanau

BioRad, Richmond, USA

AGFA Gevaert, Hannover
Renner GmbH, Dannstadt
Eppendorf, Hamburg

Rettberg, Gottingen

Schutt, Gottingen

New Brunswick, Edison, USA
Infors HT, Bottmingen, Schweiz
Boehringer, Mannheim

Janke & Kunkel GmbH, Staufen
Singer Instruments, Watchet,
England

Leitz, Wetzlar

Zeiss, Oberkochen

MJ Research, Watertown, USA
Stratagene

Molecular dynamics, USA
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Gerat:

Lieferant:

Photometer ,,Uvikon 860
Szintillationszahler ,Tri-Carb*
Transilluminatoren (302 nm bzw. 366 nm)
Ultrazentrifugen ,L7-55" und ,,.L8-70M" sowie
dazugehdérende Rotoren

Lvortex Genie 2™*
Wasserbad-Schittelmaschine ,,Aquatron”
Wasserbad-Schuttelmaschine ,,GFL 1086*
Zentrifugen Sorvall ,RC-5B*, ,,RC-3B* sowie

dazugehdérende Rotoren

Kontron Instruments, Eching
Packard, Frankfurt

Bachofer, Reutlingen

Beckman Instruments, Palo Alto,
USA

Bender & Hobein, Zirich, Schweiz
Infors HT, Bottmingen, Schweiz
GFL, Burgwedel

DuPont Instruments, Bad Homburg
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3. Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Sterilisation von Lésungen und Glasgeraten

Alle hitzestabilen Medien und Lésungen wurden bei 120 °C und 1 bis 3 bar Uberdruck
fur mindestens 30 Minuten autoklaviert. Hitzeempfindliche Lésungen wurden steril-
filtriert (0,2 um Membran, FB 030/3, Schleicher & Schiill).

3.1.2 Wachstumskontrolle
Das Wachstum der Bakterien- bzw. Hefekulturen wurde in einem Spektralphotometer
bei einer Wellenldnge von 600 nm verfolgt, wobei die hauptsachlich durch Streuung

verursachte Abnahme der Lichtintensitat gemessen wurde.

3.1.3 Kulturen des Bakteriums Escherichia coli

Als Kulturmedium diente eine Luria-Bertani-Néhrlésung (LB-Medium): 10 g Bacto-
Trypton, 5 g Bacto-Hefeextrakt, 10 g NaCl, 5 ml 1M NaOH (+ 20 g Agar fur Agarplatten)
auf 1 | dH20. Zur Selektion plasmidhaltiger Stdmme wurde dem LB-Medium das
entsprechende Antibiotikum zugesetzt (Ampicillin-Endkonzentration: 50 mg / 1). Die
Anzucht erfolgte bei 37 °C, Flussigkulturen wurden bei circa 210 rpm geschittelt. Um
eine Dauerkultur anzulegen, wurden 500 ul einer logarithmisch wachsenden E.coli-
Kultur (ODeo = 0,5) mit einem Volumen Glycerin versetzt und dann in flissigem

Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Dauerkulturen erfolgte bei -80 °C.

3.1.4 Herstellung von transformationskompetenten Escherichia coli-Zellen

Um kompetente E.coli-Zellen fir die DNA-Transformation mittels Elektroporation (siehe
Abschnitt 3.1.5) zu erhalten, wurde ein Liter einer logarithmisch wachsenden Bakterien-
kultur (ODsoo = 0,5 bis 1) zundchst 30 Minuten auf Eis abgekihlt und dann
zentrifugiert (4000 g, 4 °C, 15 Minuten). Das Zellpellet wurde anschlieBend mindestens
dreimal mit ddH20 sowie einmal mit 10% Glycerin gewaschen, um samtliche lonen aus
dem Medium zu entfernen. Das Bakterienpellet wurde schlie8lich in 10% Glycerin
aufgenommen und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der

kompetenten Zellen erfolgte bei -80 °C fur maximal drei Monate.
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3.1.5 Transformation von Escherichia coli-Zellen

Die Transformation kompetenter E.coli-Zellen erfolgte durch Elektroporation unter
Verwendung des BioRad ,GenePulser”. 50 ul einer Suspension kompetenter Escherichia
coli-Zellen (siehe Abschnitt 3.1.4) wurde auf 0 °C erwarmt, mit 10 ul DNA-Ldsung (1 bis
2 ng Plasmid-DNA / ul) vermischt und in eine ,GenePulser“-Kuvette Uberfuhrt. Die
Elektroporation wurde bei C =25 uF, U = 2,5 kV, R = 200 Q sowie t = 4,3 s durchgefuhrt.
AnschlieBend wurden die Bakterienzellen in 1 ml LB-Medium aufgenommen, 1 Stunde
bei 37 °C unter Schutteln (210 rpm) inkubiert und schlie3lich auf eine Agarplatte mit

Selektionsmedium ausplattiert.

3.1.6 Kulturen der Hefe Saccharomyces cerevisiae
Fur die Anzucht von Hefekulturen fanden die Medien YPEG bzw. YPEGal (Vollmedien)
sowie SD (Synthetisches Dextrose-Minimalmedium) Verwendung. Wenn im Text nicht

anders vermerkt, erfolgte die Inkubation bei 30 °C.

YPEG/YPEGal: SD:

Hefeextrakt 10g/1 Yeast Nitrogen Base 1,79/l
Pepton Nr.140 20g/1 Ammoniumsulfat 59/l
Glukose/Galaktose 20g/1 Glukose 20g/1
Adeninsulfat (1 g /1) 5mil/l "Dropout powder" 1,39/l
Uracil (1g/1) 5mi/l 1 M NaOH 5mi/l
Agar (fur Platten) 20g/1 Agar (fur Platten) 20g/1

Beim "Dropout powder" handelt es sich um eine Mischung spezifischer Aminosauren und
Nukleotide nach Sherman et al. (1979). Je nach Bedarf wurden eine oder mehrere
Komponenten dieser Mischung weggelassen, um entsprechend prototrophe Hefestamme

zu selektieren.
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Nahrstoffe im "Dropout powder" Konzentration des Nahrstoffes im Medium
(ug / mi):

Adenin 40
L-Arginin 20
L-Asparaginsaure 100
L-Glutaminsaure 100
L-Histidin 20
L-Leucin 60
L-Lysin 30
L-Methionin 20
L-Phenylalanin 50
L-Serin 375
L-Threonin 200
L-Tryptophan 40
L-Tyrosin 30
L-Valin 150
Uracil 20

Um eine Dauerkultur anzulegen, wurden 500 ul einer logarithmisch wachsenden
Hefekultur (ODeoo = 1) in einem sterilen Plastikgefa® mit einem Volumen sterilen
Glycerin versetzt und dann in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der

Dauerkulturen erfolgte bei -80 °C.

3.1.7 Transformation von Saccharomyces cerevisiae-Zellen

Die Hefetransformation wurde nach der Methode von Ito et al (1983) durchgefuhrt. Eine
logarithmisch wachsende Hefekultur (ODeo = 1) wurde abzentrifugiert und das
Zellpellet mit TE-Puffer sowie mit LiOAc-Puffer gewaschen. Danach wurden die
Hefezellen in 1 ml LiOAc-Puffer resuspendiert und fur eine Stunde bei 30 °C unter
leichtem Schutteln inkubiert. AnschlieBend wurde die zu transformierende DNA
zugegeben (5 bis 10 mg DNA auf 100 ul Zellsuspension), 30 Minuten bei 30 °C inkubiert,
PEG-L6sung (1 ml auf 100 ul Zellsuspension) zugeftigt und fur weitere 30 Minuten bei




Methoden

30 °C inkubiert. Schliel3lich wurden die Zellen einem Hitzeschock (10 Minuten
Inkubation bei 42 °C) ausgesetzt, zweimal mit TE-Puffer gewaschen, in 100 ul YPEG-

Medium aufgenommen und auf Agarplatten mit Selektionsmedium ausplattiert.

TE-Puffer: 10 mM TrisHCI pH 8,0
1 mM EDTA
LiOAc-Puffer: 100 mM LiOAc
1xTE
PEG-Ldsung: 40% ( w/v ) PEG 6000
100 mM LiOAc
1xTE

3.1.8 Kreuzung von Saccharomyces cerevisiae-Zellen

Flussigkulturen eines MATa und eines MATa-Stammes wurden mit Hilfe einer Impfose
auf einer YPEG-Platte ausgestrichen und vermischt. Nach einem Tag Inkubation bei 30
°C bzw. 25 °C wurden die gewachsenen Hefen zur Isolation der diploiden Zellen auf eine
Agarplatte mit Selektionsmedium Uberstempelt. Die diploiden Zellen, welche die
gewlnschten Marker beider Parentalstdmme enthielten, konnten nach einem weiteren

Tag Inkubation als Kolonien identifiziert werden.

3.1.9 Sporulation von Saccharomyces cerevisiae-Zellen

Zur Sporulation von diploiden Hefezellen wurden 5 ml einer Ubernacht-Kultur
abzentrifugiert (2000 rpm, 25 °C, 5 Minuten), das Zellpellet in 5 ml YPEGal-Medium
aufgenommen und die Flussigkultur fur 3 Stunden bei 30 °C bzw. 25 °C geschuttelt.
AnschlieBend wurden die Zellen erneut abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert und
die pelletierten Zellen im restlichen Medium resuspendiert. Die so erhaltene
konzentrierte Zellsuspension wurde auf eine KOAc-Agarplatte (= SD-Agarplatte mit 10
g/l KOACc) getropft. Nach Inkubation fur 3 bis 5 Tage bei 30 °C bzw. 25 °C konnte die

Ausbildung der Asci mit Hilfe eines Lichtmikroskopes kontrolliert werden.

40
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3.1.10 Analyse von Hefetetraden

Sporulierte Zellen (siehe Abschnitt 3.1.9) wurden mit Hilfe einer Impfése von einer
KOAc-Platte in eine B-Glucuronidase/Arylsulfatase-Losung (0,1 U/ml in ddH20) gegeben
und far 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, was einen partiellen Abbau der
Asciwande bewirkte. Nach dieser Behandlung wurde die Zellsuspension auf den Rand
einer YEPG-Agarplatte aufgebracht und die Sporen einer Tetrade mit Hilfe der
Glasspitze eines Mikromanipulators separiert. Zum Auskeimen der isolierten Sporen
wurden die YPEG-Agarplatten fur 2 bis 4 Tage bei 30 °C bzw. 25 °C inkubiert. Die
daraus resultierenden Kolonien wurden anschlieBend auf Agarplatten mit Selektions-
medium ausgestrichen, um die Segregation der jeweiligen Marker bei der meiotischen

Teilung zu kontrollieren.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Bestimmung der Nukleinsaure-Konzentration mittels
Absorptionsspektroskopie
Um die Konzentration einer Nukleinsdure-Lésung zu bestimmen, wurde deren

Absorption bei 260 nm (Aze0) im Photometer gemessen. Dabei gilt folgende Beziehung:

c[ug/ ml]= Ao x V x K ¢ [umol / ml]= A2 XV XK
Mw X L
dsDNA ssDNA Oligonukleotide:
clumol/ml] | AzoxV /13,2 Acso XV /10 x L Aczeo XV /
XL (15xA + 7,1XC + 12xG +8,4xT)

dsDNA = doppelstrangige DNA, ssDNA = einzelstrangige DNA, ¢ = Konzentration der
Nukleinsdure-Lésung, V = Verdunnungsfaktor, k = Konstante (50 fir dsDNA, 40 fuar
RNA, 37 fur ssDNA, 20 fiur einzelstrdngige Oligonukleotide), L = Lange der
Nukleinsdure in kb, Mw = Molekulargewicht je Base (330 g / mol) bzw. pro Basenpaar
(660 g / mol).
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Aromatische Aminosduren absorbieren stark im Bereich von 280 nm. Aus dem
Verhaltnis Azsonm / Azsonm kann deshalb eine Aussage Uber die Proteinkontamination
einer DNA-Ldsung getroffen werden. Nach Sambrook et al. (1989) weisen proteinfreie
Losungen einen Quotienten von 1,8 bis 2 auf. Um reproduzierbare Ergebnisse zu
erhalten, wurden samtliche Messungen in Anwesenheit von 1 mM Natriumphosphat-
Puffer (pH 8,5) durchgefthrt.

3.2.2 Praparation von Plasmid-DNA aus Echerichia coli

Zur lIsolierung analytischer Mengen bakterieller Plasmid-DNA diente die Methode der
JAlkalischen Lyse“ nach Birnboim und Doly (1979). Das Pellet von 2 ml Bakterienkultur
wurde in 250 ul Lésung 1 resuspendiert, mit 250 ul Lésung 2 vermischt und far 4
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde 250 ul Lésung 3
zugegeben, der gesamte Ansatz gemischt und dann zentrifugiert (10000 g, 4 °C, 10
Minuten). Der klare Uberstand wurde in ein neues GefaR Gberfiihrt, mit 1ml Isoproponal
vermischt und die DNA sofort danach durch Zentrifugation (10000 g, 4 °C, 20 Minuten)
gefallt. Das DNA-Pellet wurde mit 70% EtOH gewaschen, getrocknet, in 50 bis 100 pl
ddH20 geldst und bei -20 °C gelagert.

Zur Aufreinigung groRBerer Mengen bakterieller Plasmid-DNA wurden Anionen-
austauschersaulen sowie Losungen der Firma Genomed (JETSTAR) verwendet. Die
Isolierung wurde gemall dem beigefligten Protokoll durchgefuhrt, die Ausbeute lag
zwischen 50 und 500 pug DNA pro 100 ml Bakterienkultur.

Losung 1: 50 mM Glukose
25 mM TrisHCI
10 mM EDTA
600 nug / ml RNAse
Ldsung 2: 200 mM NaOH

1% (wl/v ) SDS
Loésung 3: 3 M KOAc (pH 5,2)
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3.2.3 Praparation chromosomaler DNA aus Saccharomyces cerevisiae

Zur Gewinnung chromosomaler DNA aus Hefe wurden 50 ml einer gesattigten (ODsoo
10) Flussigkultur zentrifugiert (4000 g, 25 °C, 5 Minuten), das resultierende Zellpellet
zweimal mit 1 M Sorbitol gewaschen und in 14 ml Lésung 1 resuspendiert. Nach Zugabe
von 100 ul Zymolyase-haltiger Lésung 2 erfolgte eine eine Stunde Inkubation bei 37 °C,
wobei die Spheroplastierung (Abrundung der Zellen) mit Hilfe eines Lichtmikroskops
kontrolliert wurde. AnschlieRend wurden die Spheroplasten pelletiert (5000 g, 25 °C, 10
Minuten), in 5 ml Puffer 3 resuspendiert und zum Zellaufschluss fur 30 Minuten auf 65
°C erhitzt. Die Fallung der Proteine als unléslicher Kalium-SDS-Komplex erfolgte durch
Zugabe von 1,5 ml 5 M KOAc und eine Stunde Inkubation auf Eis. Das Prazipitat wurde
durch Zentrifugation (10000 g, 15 Minuten, 4 °C) sedimentiert, der Uberstand in ein
neues Gefal Uberfihrt und die darin enthaltene DNA durch Zugabe von einem Volumen
Isopropanol gefallt. Nach einer Zentrifugation (10000 g, 4 °C, 30 Minuten) wurde die
DNA in 3 ml TE-Puffer aufgenommen, durch Zugabe von 150 ul RNAse-Lésung (1
mg/ml) sowie 30 Minuten Inkubation bei 37 °C von RNA-Kontamination befreit, erneut
gefallt (1 Volumen Isopropanol + 30 Minuten Zentrifugation bei 4 °C und 10000 g) und
schlief3lich in 500 ul TE-Puffer resuspendiert. Die Lagerung der so gewonnenen DNA

erfolgte bei -20 °C.

Loésung 1: 12,5 ml 1 M Sorbitol
+ 1,5 ml 500 mM EDTA ( pH 8)
Losung 2: 15 mg/ml Zymolyase
10 mM TrisHCI (pH 8,0)
1 mM EDTA
Losung 3: 50 mM Tris/HCI
20 mM EDTA (pH 8)
1% SDS
TE-Puffer: 10 mM TrisHCI (pH 8,0)
1 mM EDTA
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3.2.4 Enzymatische Modifikation von DNA

3.2.4.1 Fragmentierung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

In dieser Arbeit wurden Restriktionsendonukleasen des Typs Il verwendet, um DNA-
Fragmente flr Klonierungsansatze herzustellen oder plasmiddare DNA anhand ihres
Musters spezifischer Abbauprodukte zu analysieren. Die Endonukleasen wurden nach
den jeweiligen Angaben des Herstellers in den entsprechenden Pufferlésungen bei der
optimalen Temperatur eingesetzt. Die Zahl der verwendeten Enzymunits pro ug DNA
richtete sich dabei nach der Anzahl vorhandener Restriktionsschnittstellen, die

Glycerin-Konzentration im Ansatz lag aber stets unterhalb 5%.

3.2.4.2 Dephosphorylierung linearisierter DNA

Fur die Dephosphorylierung der endstandigen 5-Phosphatgruppe wurden 5 pug
linearisierte DNA mit einer Unit Alkalische Phosphatase (Boehringer Mannheim) im
firmeneigenen Puffersystem 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die DNA wurde
anschlieBend Uber eine praparative Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 3.2.7)

aufgereinigt.

3.2.4.3 Glattung von 3-Uberhangenden DNA-Enden durch die T4-DNA-
Polymerase

Die T4-DNA-Polymerase weist neben ihrer 5" —3"-Polymerase-Aktivitat auch eine 3'—
5"-Exonuklease-Aktivitat auf. Zur Entfernung von 3"-Uberhdngenden DNA-Enden wurde
1 ug DNA mit 0,05 Units T4-DNA-Polymerase (Boehringer Mannheim) im firmeneigenen
Puffersystem inklusive 250 uM dNTPs (Endkonzentration) fur 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Am Ende jeder T4-DNA-Polymerase-Behandlung wurde das Enzym durch 10
Minuten Inkubation bei 75 °C inaktiviert und die behandelte DNA uber ein
praparatives Agarosegel (siehe Abschnitt 3.2.7) aufgereinigt.

3.2.4.4 Auffullen von 5 -Uberhdangenden DNA-Enden durch das Klenow-
Fragment

1 bis 5 ug linearisierte DNA wurde in 40 pl ddH:0, 5 ul 10 x Klenow-Puffer sowie 5 ul 10
X NTP-L6sung aufgenommen, mit 5 Units Klenow-Enzym (Boehringer Mannheim)
versetzt und fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde das Enzym durch

10 Minuten Inkubation bei 75 °C inaktiviert.
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10 x Klenow-Puffer: 0,5 M TrisHCI (pH 7,2)
0,1 M MgCl2
I1mMDTT

10 x dNTP-Lésung: 2,5 mM dATP
2,5 mMdCTP
2,5 mM dGTP
25mMdTTP

3.2.4.5 Ligation von DNA

Der Ligationsansatz enthielt bei einem Gesamtvolumen von 20 ul 50 bis 100 ng
linearisiserte Vektor-DNA, einen 5 bis 10-fachen molaren UberschuR des zu
integrierenden DNA-Fragmentes, 2 ul des vom Hersteller mitgelieferten 10 x Ligase-
Puffers sowie eine Unit T4-DNA-Ligase (Boehringer Mannheim). Die Inkubation erfolgte
fir eine Stunde bei 25 °C (Ligation von DNA-Strdngen mit komplementaren
Uberhéangenden Enden) bzw. fur 20 Stunden bei 15 °C (Ligation glatter DNA-Enden). 1
bis 2 ul des Ansatzes konnten anschlieend direkt zur Transformation von kompetenten

E.coli-Kulturen (siehe dazu Abschnitt 3.14 und 3.1.5) verwendet werden.

3.2.5 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde in dieser Arbeit zur Amplifikation bestimmter
Gene aus chromosomaler Hefe-DNA, zur DurchfiUhrung gerichteter Mutagenesen
(Eliminierung oder Einfuhrung spezifischer Restriktions-schnittstellen) sowie zur
Verifizierung ortsgerichteter Integrationen ins Hefe-Genom verwendet. Die PCR-
Reaktionen erfolgten nach den Versuchsprotokollen im Buch "PCR" von Gassen, Sachse
& Schulte (Gustav Fischer Verlag 1994) bzw. nach dem Protokoll von Saiki et al (1988),
wobei einzelne oder mehrere Reaktionsbedingungen jedoch den spezifischen
Anforderungen der individuellen Amplifikation angepalit wurden. Als DNA-Matrize
diente entweder Plasmid-DNA (20 bis 100 ng pro Reaktionssansatz) oder chromosomale
Hefe-DNA (1 bis 5 ug). Wenn im Text nicht anders vermerkt, fand eine Mixtur aus funf
Teilen Perkin-Elmer Tag-Polymerase (Enzym mit hoher Prozessivitat) und einem Teil

Deep-Vent-DNA-Polymerase (mit Proofreading-Funktion; New England Biolabs)
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Verwendung. Als 10 x Puffer diente 100 mM TrisHCI (pH 8,3), 500 mM KCI, 25 mM
MgCl.. Die Annealingtemperatur (46 — 54 °C) richtete sich nach Art der verwendeten
Oligonukleotide, wéhrend die Zeitdauer der Elongationsreaktion (zumeist 1 — 2
Minuten) von der L&ange des gewiinschten PCR-Produktes abhing. Die Analyse der PCR-
Produkte erfolgte schlieBlich Uber Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 3.2.7).

Reaktionsansatz einer Standard-PCR:

¢ 1 mg genomische DNA oder 100 ng Plasmid-DNA (DNA-Matrize)
e 100 pmol Oligonukleotid 1

¢ 100 pmol Oligonukleotid 2

e 10 ml 10 x PCR-Puffer

e 10 ml dNTP-Mixtur (jeweils 2,5 mM)

e 0,8 Units Perkin-Elmer Tag-Polymerase

¢ 0,2 Units Deep-Vent-Polymerase

Programm einer Standard-PCR:

1 Zyklus: 3 Minuten 94 °C, 30 Sekunden 46 — 54 °C, 1 - 2 Minuten 72 °C
30 Zyklen: 1 Minute 94 °C, 30 Sekunden 46 — 54 °C, 1 - 2 Minuten 72 °C
1 Zyklus: 1 Minute 94 °C, 30 Sekunden 46 — 54 °C, 10 Minuten 72 °C

1 Zyklus: « 4 °C

w0 N B
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3.2.6 Gerichtete DNA-Mutagenese
Zur gezielten Einfuhrung von Punktmutationen diente das Verfahren der sogenannten

"SOE"-PCR ("Splicing by overlap extension") nach Ho et al. (1989).

nichtproduktiv

produktiv

Punktmutation

Abbildung 3.1: Das Prinzip der "SOE"-PCR nach Ho et al
(1989) aus dem Buch "PCR" von Gassen, Sachse & Schulte
(Gustav Fischer Verlag 1994)

Diese Methode (siehe dazu Abbildung 3.1) basiert auf zwei getrennt durchgefiihrten
PCR-Reaktionen mit zwei unterschiedlichen Primerpaaren (I und Il bzw. 11l und 1V),
welche aufgrund ihrer Bindung an diesselbe Matrize zwei Fragmente mit
Uberlappenden, die Mutation tragende Enden liefern. Nach einer Aufreinigung uUber
praparative Agarose-Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 3.2.7 sowie 3.2.8) werden die
priméren PCR-Fragmente denaturiert und durch Hybridisierung rekombiniert, so dafl3
u.a. ein produktiver Doppelstrang entsteht, welcher als Matrize in einer zweiten PCR-
Reaktion aufgeftllt und amplifiziert werden kann. Der nichtproduktive Doppelstrang

kann dagegen nicht als Matrize dienen und erfahrt daher auch keine Vermehrung.

3.2.7 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Zum GielBen von Agarose-Flachbettgelen (108 x 142 mm) wurde 0,5% bis 2% (w/v)
Agarose in TAE-Puffer (Tris-Actetat-EDTA-Puffer) durch Erhitzen in der Mikrowelle
geldst, auf circa 50 °C abgekuhlt, mit Ethidiumbromid (0,1 ug / ml Endkonzentration)

versetzt und schlieBlich in eine vorbereitete Gelkammer inklusive Probenkamm
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gegossen. Die jeweils verwendete Agarosekonzentration richtete sich dabei nach der
Lange der aufzutrennenden DNA. Fur praparative Zwecke wurde zudem ,Low Melting

Point“-Agarose benutzt, welche im Gegensatz zur normalen Agarose bereits bei <50 °C

schmilzt.
Fragmentlange: Agarosekonzentration Bromphenol Xylencyanol
(wiv): komigriert mit: | komigriert mit:

1 bis 30 kb 0,5% 1000 bp 10 kb
0,8 bis 12 kb 0,7% 700 bp 6 kb

0,5 bis 7 kb 1,0% 300 bp 3 kb

0,4 bis 6 kb 1,2% 200 bp 1,5 kb

0,2 bis 3 kb 1,5% 120 bp 1 kb

0,1 bis 2 kb 2% <100 bp 0,8 kb

TAE-Puffer: 40 mM TrisHCI (pH 7,2)
20 mM NaOAc

1 mM EDTA (pH 8)
Probenpuffer: 30% Glycerin

50 mM EDTA (pH 8)

0,25% (w/v) Bromphenolblau

0,25% (w/v) Xylencyanol

Das erstarrte Gel wurde in einer Elektrophoresenkammer mit TAE-Puffer
Uberschichtet, die DNA-Proben mit 1/5-Volumen Probenpuffer versetzt und in die
Taschen pipettiert. Als GroBenmarker diente 1 pug BstEll-geschnittene A-Phagen-DNA.
Die Elektrophorese wurde bei einer Feldstarke von 5 bis 10 V/cm durchgefiihrt. Die
anschlieBende Analyse des DNA-Bandenmusters erfolgte mit Hilfe eines Trans-

illuminators bei 302 nm (analytisch) bzw. 366 nm (préparativ).
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3.2.8 Aufreinigung von DNA aus praparativen Agarosegelen

Zur lsolierung von DNA aus praparativen Agarose-Gelen (,Low Melting Point“-Agarose)
fand das ,,QlAquick“-System der Firma Qiagen Verwendung. Dieses System nutzt kleine
zentrifugierbare Saulen mit DNA-bindendem Silica-Material, wobei das Gel zun&chst bei
50 °C unter Verwendung stark chaotroper Salze verflissigt und die resultierende
Losung dann auf eine Silica-Saule gegeben wird. Alle Préparationen wurden gemalf des

beigefuigten Protokolls mit den firmeneigenen Puffern durchgefuhrt.

3.2.9 DNA-Sequenzierung

Samtliche DNA-Sequenzierungen wurden von Herrn Hans-Peter Geithe mit Hilfe eines
automatischen Sequenzierers der Firma Stretch in der Abteilung fir Molekulare
Genetik durchgefuhrt.

3.3 Proteinbiochemie

3.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration einer L6sung

Zur Messung der Proteinkonzentration einer Lésung wurde der Test nach Bradford
(1976) verwendet, welcher auf den Absorptionseigenschaften des Farbstoffes Coomassie
brilliant blue G-250 basiert. Das Absorptionsmaximum dieses Farbstoffes verschiebt sich
durch die Bindung an Proteine von 465 nm auf 595 nm. Die Zunahme der Absorption bei
595 nm ist daher ein MaR fur die Proteinkonzentration einer Ldsung. Samtliche
Messungen wurden mit einer Farblosung der Firme BioRad (Richmond, USA) gemafR der
beigefliigten Anleitung durchgefihrt. Zur Aufnahme einer Eichkurve wurden definierte
Konzentrationen von Rinderserumalbumin (BSA) hergestellt und parallel zu den

eigentlichen Probenlésungen gemessen.

3.3.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinextrakten

Um Proteinextrakte aufzutrennen, wurden diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese-
systeme nach Lammli (1970) verwendet. Ein Sammelgel (5% Acrylamid) Uberschichtet
dabei ein Trenngel (8 bis maximal 15% Acrylamid). Die benutzte Acrylamid-
konzentration des Trenngels richtete sich dabei nach der GroRe der jeweils zu
trennenden Proteine (10 bis 60 kDa: 15%, 30 bis 120 kDa: 10%, 50 bis 200 kDa: 8%). Das
SDS-Gel wurde zwischen vertikalen Glasplatten (8 x 10 cm) zunachst mit dem Trenngel

und anschlieBend mit dem Sammelgel gegossen. Nach der Polymerisation des Gels
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wurde der Probenkamm entfernt und die Platten mit dem Gel in einer Elektrophorese-
Kammer fixiert. Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit einem Volumen SDS-
Probenpuffer versetzt und fur 5 Minuten bei 95 °C denaturiert. Die Elektrophorese
selbst erfolgte im Elektrophorese-Puffer bei konstanter Stromstarke von 20 oder 30 mA.
Als GroRenstandard diente der ,,Benchmark Prestained Protein Ladder” der Firma Gibco
BRL.

Elektrophorese-Puffer 0,19 M Glycin

25 mM TrisHCI

0,1% (w/v) SDS
SDS-Probenpuffer: 100 mM TrisHCI (pH 8)

2% (wi/v) B-Mercaptoethanol
20% (w/v) Glycerin
0,002% (w/v) Bromphenolblau
Acrylamid-Stammlésung: 29,2% Acrylamid
0,8% Bisacrylamid
5% Sammelgel (je 10 ml): 1,7 ml Acrylamid-Stammlésung
2,5 ml 500 mM TrisHCI (pH 6,8)
100 pl 10% SDS-Lésung
100 ul 10% APS-Lésung
10 ul TEMED
ad 10 ml mit dH20
8 — 15% Trenngel
(je 10 ml): 2,7 bis 5 ml Acrylamid-Stammlésung
2,5ml 1,5 M TrisHCI (pH 8,8)
100 pl 10% SDS-Ldsung
100 ul 10% APS-Lésung
10 ul TEMED
ad 10 ml mit dH20
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3.3.3 Farbung von SDS-Gelen mit Coomassie brilliant blue

Das SDS-Gel wurde nach der Elektrophorese (siehe Abschnitt 3.3.2) von den Glasplatten
abgeldst, 30 Minuten bei 37 °C in Coomassie-Farbelésung geschwenkt und dann ftr 2 bis
3 Stunden in 10% Essigsaure entfarbt. Anschliellend konnte es unter Vakuum bei 60 °C
getrocknet werden. Die vom jeweiligen Protein abhangige Nachweisgrenze der

Coomassie-Farbung lag bei circa 400 ng pro Bande.

Coomassie-Farbeldsung: 0,1% (w/v) Serva Blau R250
50% Methanol

10% (wi/v) Essigsaure

3.3.4 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Filtern
(Blotten)

Der Blott-Prozel3 diente dazu, die Proteine eines SDS-Gels elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulose-Membran zu Ubertragen und ist bei Towbin (1979) beschrieben. Auf ein in
Transfer-Puffer getranktes Filterpapier (Whatman) wurde zunéchst die mit Transfer-
Puffer angefeuchtete Nitrozellulose-Membran (,Protran?* BA 85; Schleicher & Schll)
gelegt. Auf die Membran folgte dann luftblasenfrei das Gel und schlie3lich noch eine
weitere Lage Filterpapier. Die ganze Anordnung wurde in eine Blotkammer (Naf3zelle
mit Platin/Edelstahl-Elektroden) von BioRad transferiert und die Elektrophorese bei

konstanter Spannung (50 V) fur 2 Stunden durchgefuhrt.

Transfer-Puffer: 20 mM TrisHCI (pH 8,3)
150 mM Glycin
20% Methanol

3.3.5 Ponceau S-Farbung von Nitrozellulose-Filtern
Die Nitrozellulose-Membran wurde nach dem Blot-Prozel3 (siehe Abschnitt 3.3.4) einmal
mit dH20 gewaschen, 30 Sekunden in Ponceau S-Lésung (20 mM Ponceau S, 15% (w/v)

Essigsaure, 40% Methanol) geschwenkt und schlieilich solange mit dH20 wieder
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entfarbt, bis die Proteinbanden klar sichtbar wurden. Von der gefarbten Membran
wurde zur Dokumentation und Quantifizierung eine Auflichtaufnahme am Lumi-

Imager™ (Boehringer Mannheim) gemacht.

3.3.6 Immunologischer Nachweis spezifischer Proteine auf Nitrozellulose-
Filtern

Um freie Proteinbindungsstellen abzusattigen, wurde die Nitrozellulose-Membran nach
dem Blot-Proze (siehe Abschnitt 3.3.4) zunachst fur 15 Minuten in PBSM-Puffer
geschwenkt. Die Inkubation mit dem primaren Antikérper (Verdiunnung je nach
Antiserum) erfolgte fur eine Stunde in PBSM-Puffer, anschlieRend wurde die Membran
dreimal in PBS-Puffer fur jeweils 5 Minuten gewaschen. Die Inkubation mit dem
Peroxidase-gekoppelten sekundaren Antikérper dauerte 30 Minuten, danach folgten
sieben Waschschritte mit PBS-Puffer fir jeweils 5 Minuten. Schlie8lich wurde die
Membran kurz mit dH20 gewaschen und mit frischer ELC-L6sung (,,Enhanced Luminol

Chemiluminescence Substrate”; NEN Life Science Products; Belgien) benetzt.

PBS-Puffer: 137 mM NacCl
3 mM KCI
6 MM NazHPO4
1 mM NaH2zPOq
1,5 mM KH2POq4
PBSM-Puffer: 137 mM NacCl
3 mM KCI
6 mM NazHPO4
1 mM NaH2zPOq
1,5 mM KH2POq4

3% (w/v) Magermilchpulver

Alle oben beschriebenen Inkubationen und Waschschritte fanden bei Raumtemperatur
und leichtem Schutteln statt. Die Auswertung der Chemoluminiszenz erfolgte am Lumi-

Imager™ der Firma Boehringer Mannheim.
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3.3.7 Herstellung eines Proteinextraktes aus Escherichia coli-Zellen

2 ml einer E.coli-FlUssigkultur wurden durch 2 Minuten Zentrifugation (14000 rpm) bei
Raumtemperatur geerntet und in 100 ul Puffer (50 mM Na:PO4, 300 mM NaCl, pH 8)
aufgenommen. Der Aufschlul3 der Bakterienzellen erfolgte durch Ultraschall (,Branson
SonifierR B15“: 3 x 15 Sekunden Puls auf Stufe 5). Die Zelltrimmer wurden
anschlieBend abzentrifugiert (14000 rpm, 4 °C, 2 Minuten), der Uberstand mit einem
Volumen SDS-Probenpuffer (siehe Abschnitt 3.3.2) versetzt und fiir 5 Minuten bei 95 °C

denaturiert.

3.3.8 Denaturierende Protein-Extraktion aus Saccharomyces cerevisiae-Zellen

3.3.8.1 ZellaufschluR durch Aufkochen mit SDS-Probenpuffer

Diese Methode (Horvath und Riezman, 1994) diente dazu, Proteinextrakte aus in
Vollmedium gewachsenen Hefen fiur die SDS-Gelelektrophorese (Abschnitt 3.3.2)
zeitsparend herzustellen. 2 ml einer logarithmisch wachsenden Hefekultur wurden
abzentrifugiert (8000 rpm, 1 Minute, 25 °C), mit dH20 gewaschen und dann in 100 ul
SDS-Probenpuffer (siehe Abschnitt 3.3.2) aufgenommen. Nach 10 Minuten Inkubation
bei 95 °C folgten 3 Minuten auf Eis. Unlosliche Bestandteile wurden abzentrifugiert
(14000 rpm, 4 °C, 10 Minuten) und der Uberstand in ein neues GefaR tberfuhrt.

3.3.8.2 ZellaufschlulR durch alkalische Lyse

Die Alkalische Lyse stellte eine Alternative zum Aufkochen mit SDS-Probenpuffer (siehe
Abschnitt 3.3.8.1) dar und fand bei Minimalmedium-Kulturen bzw. bei Hefen in der
stationdren Phase Verwendung, deren Aufschlufl mit SDS-Probenpuffer unbefriedigend
ist. 2 ml einer Hefekultur wurden abzentrifugiert (8000 rpm, 1 Minute, 25 °C), einmal
mit TE-Puffer gewaschen, in 600 ul Lysepuffer (2 M NaOH, 5% B-Mercaptoethanol)
aufgenommen und fur 10 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde 70 pl
Trichloressigsdure (Endkonzentration circa 10%) zugegeben, die Proben erneut 10
Minuten auf Eis gestellt und zentrifugiert (14000 rpm, 4 °C, 10 Minuten). Das
resultierende Proteinpellet wurde einmal mit 1M TrisHCI (pH 8) gewaschen und dann in
100 ul SDS-Probenpuffer (siehe Abschnitt 3.3.2) geldst.
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3.3.9 Nativer Zellaufschluld mit flissigem Nz im Mdrser

Um Hefezellen aus mehreren Litern Kulturmedien unter nicht denaturierenden
Bedingungen aufzuschlieBen, wurden diese zunéchst abzentrifugiert (5500 rpm, 25 °C,
10 Minuten) und dann zweimal mit dH20 sowie einmal mit B88-Puffer gewaschen.
AnschlieBend wurden die Hefen in B88-Puffer aufgenommen und in einen Mdérser mit
flissigen Stickstoff getropft. Die Zellen wurden dann im Mdérser unter stdndigem Zufuhr
von flUssigem Stickstoff sorgfaltig zermahlen. Das Lysat wurde anschliefend in einem
Eisbad auf 0 °C erwarmt und dann durch Zentrifugation (2000 rpm und 4 °C fur 5

Minuten) von Zelltrimmern sowie noch intakten Hefezellen befreit.

B88-Puffer: 20 mM HEPES (pH 6,8)
250 mM Sorbitol
150 mM KOAc
5 mM Mg(OAc)2
1 mMDTT

3.3.10 Expression und Aufreinigung des Proteins p-1,3-Glucanase

Die Induktion von pUV5-G1S-rekombinanten DH50-Stdmmen zur Expression der
plasmidkodierten B-1-3-Glycanase wurde durch Zugabe von 1 ml 1 M IPTG (1 mM
Endkonzentration) zu einem Liter einer logarithmisch wachsenden Kultur (ODeoo = 0,7)
erreicht. Die Induktion wurde fur 3 bis 4 Stunden bei 37 °C durchgefiihrt und die Zellen
danach pelletiert (5500 rpm, 25 °C, 20 Minuten).

Die Aufreinigung der B-1,3-Glycanase orientierte sich nach der Vorschrift von Slilaty
(1991) und beinhaltete eine Osmolyse. Das Bakterienpellet wurde daftir zunéchst in 27,5
ml Puffer A aufgenommen, zentrifugiert (8000 rpm, 4 °C, 10 Minuten) und dann in 27,5
ml eiskaltem Puffer B resuspendiert. Nach einer halben Stunde Inkubation bei 0 °C
unter leichtem Ruhren wurden die Zellen erneut zentrifugiert (8000 rpm, 10 Minuten, 4
°C) und dann in 40 ml Puffer C aufgenommen. Es folgten 30 Minuten Osmolyse bei 0 °C
unter leichtem Ruhren sowie eine weitere Zentrifugation (12000 rpm, 4 °C, 20 Minuten).
Das Lysat wurde fir 20 Stunden bei 4 °C in Puffer D dialysiert (Dialyseschlauche der
Firma Medicell; London) und anschlieRend zentrifugiert (10000 g, 10 Minuten, 4 °C). Die
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B-1,3-Glycanase wurde dann Uber einen Kationenaustauscher-Filter der Firma Sartorius

(»Sartobind™ Membrane Absorber* S100) aufkonzentriert.

Puffer A: 10 mM TrisHCI (pH 7)
30 mM NacCl

Puffer B: 10 mM TrisHCI (pH 7)
20% Sukrose
0,1 mM EDTA

Puffer C: 0,2 mM MgCl:z in ddH20

Puffer D: 10 mM NaOAc (pH 5)

Ein ul einer B-1,3-Glycanase-Stocklosung (in 25% Glycerin; Lagerung bei -20 °C) enthielt

schlie8lich gentigend Enzymaktivitat, um 5 x 107 Hefezellen zu spheroplastieren.

3.3.11 Zellfraktionierungen

3.3.11.1 Praparation von Zytosol aus Saccharomyces cerevisiae-Zellen

Die Praparation erfolgte nach dem Protokoll von Spang und Schekman (1998). Zwei
Liter einer Hefekultur wurden in YPEG-Medium bei 30 °C bis zu einem ODseoo-Wert von
2 angezichtet und dann geerntet (5000 rpm, 25 °C, 10 Minuten). Der Zellaufschlul3
erfolgte mittels flissigem Stickstoff im Mdorser, wie in Abschnitt 3.3.8 beschrieben. Nach
der Entfernung samtlicher Zelltrimmer wurde das Hefelysat zunachst bei 2 x 104 g (15
Minuten, 4 °C) und der resultierende Uberstand dann bei 105 g (1 Stunde, 4 °C)
zentrifugiert, um ER- sowie Golgi-Membranen vom Zytosol abzutrennen. Bei der
Uberfiihrung des 105 g — Uberstandes (des Zytosols) wurde das Pellet sowie die obere
Lipidschicht sorgfaltig vermieden. Die Lagerung des mit flussigem N2 schockgefrorenen
Zytosols erfolgte bei -80 °C.

3.3.11.2 Praparation von Membranen des ER aus Saccharomyces cerevisiae
Die Methode der Praparation von ER-haltigen Membranen basierte auf der Vorschrift
von Wuestehube und Schekman (1992). Hierflir wurden vier Liter einer Hefekultur

(YPEG-Medium) bei 30 °C bis zu einem ODsoo-Wert von 2 angeztichtet und dann mittels
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Zentrifugation geerntet (5500 rpm, 25 °C, 10 Minuten). Das resultierende Pellet wurde
in 100 ml Puffer 1 resuspendiert und fir 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Nach einer
weiteren Zentrifugation wurden die sedimentierten Zellen in 100 ml Zymolyase-haltigen
Puffer 2 aufgenommen und fur 60 Minuten bei 37 °C inkubiert, die Bildung von
Spheroblasten konnte dabei mit Hilfe eines Lichtmikroskops kontrolliert werden.
AnschlieRend wurden die Hefen abzentrifugiert (3500 rpm, 25 °C, 10 Minuten), zweimal
mit Puffer 3 gewaschen und schliel3lich in 5 ml Puffer 3 aufgenommen. Die Lyse der
Hefezellen erfolgte durch Zugabe von 100 ml eiskaltem Puffer 4, sorgféltige
Homogenisierung sowie 10 Minuten Inkubation bei 0 °C. Eine Zentrifugation (2000 rpm,
4 °C, 5 Minuten) trennte schlieBlich Zelltrimmer sowie noch intakte Zellen vom Lysat
ab. Zur weiteren Aufreinigung wurde das Hefelysat zunéchst 10 Minuten bei 4 °C und
27000 g zentrifugiert und das resultierende Pellet in 2 ml Puffer 4 resuspendiert.
Jeweils 0,5 ml dieser Suspension wurden dann vorsichtig auf ein Sukrosekissen (1 ml 1,5
M Sukrose + 1 ml 1,2 M Sukrose in Puffer 4) gegeben und erneut zentrifugiert (1059, 4
°C, 1 Stunde), wobei sich die ER-Membranen in der Interphase anlagerten. Die isolierten
Membranen wurden zweimal mit B88-Puffer gewaschen und dann in B88-Puffer (1 ml
B88-Puffer pro 5 mg Gesamtprotein) aufgenommen. Die Lagerung der mit flissigem N2

schockgefrorenen ER-Membranen erfolgte bei -80 °C.

Puffer 1: 100 mM TrisHCI (pH 9,4)
10 mM DTT
Puffer 2: 10 mM TrisHCI (pH 7,4)

700 mM Sorbitol

1,5% (w/v) Pepton 140

0,75% Hefeextrakt

0,5% Glukose

3,2 ml B-1,3-Glycanase-Stocklosung
(siehe Abschnitt 3.3.9) oder 400 ul
Zymolyase-Losung (20 mg / ml) pro 100

ml Puffer
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Puffer 3: 20 mM HEPES (pH 7,4)
700 mM Sorbitol
50 mM KOAc

Puffer 4: 100 mM Sorbitol
20 mM HEPES (pH 7,4)
50 mM KOAc

3.3.11.3 Praparation von Golgi-Membranen aus Saccharomyces cerevisiae

Vier Liter einer Hefekultur in YPEG-Medium wurden bei 30 °C bis zu einem ODeoo-Wert
von 2 angezlichtet und dann mittels Zentrifugation geerntet (5500 rpm, 25 °C, 10
Minuten). Aus den pelletierten Zellen erfolgte dann wie in Abschnitt 3.3.10.2
beschrieben die Herstellung eines Lysates. Die bei der Golgi-Préaparation zur Osmolyse
verwendete Pufferlésung (Puffer 5) enthielt jedoch im Gegensatz zu Puffer 4 von
Abschnitt 3.3.10.2 zusatzlich 1 mg/l RNAse.

Puffer 5: 100 mM Sorbitol
20 mM HEPES (pH 7,4)
50 mM KOAc
10 mg RNAse / 100 ml Puffer

Zur weiteren Aufreinigung wurde das Hefelysat zunachst 10 Minuten bei 4 °C und
10000 g zentrifugiert (Abtrennung der ER-Membranen) und der resultierende
Uberstand einer weiteren Ultrazentrifugation unterzogen (105 g, 70 Minuten, 4 °C). Das
Pellet mit den Golgi-haltigen Membranen wurden zweimal mit B88-Puffer gewaschen
und schlieBlich in B88-Puffer (1 ml B88-Puffer pro 5 mg Gesamtprotein) aufgenommen.
Die Lagerung der mit flissigem Stickstoff schockgefrorenen Golgi-Membranen erfolgte
bei -80 °C.
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3.3.11.4 Sukrosegradienten

Eine Hefekultur wurde bei 30 °C bzw. 25 °C in YPEG-Medium bis zu einem ODeoo-Wert
von 1 angezichtet und dann geerntet (5500 rpm, 25 °C, 10 Minuten). Der Zellaufschluf3
erfolgte wie in Abschnitt 3.3.8.3 beschrieben mit Hilfe eines Morsers unter flissigem
Stickstoff, wobei jedoch der B88 — Puffer zusatzlich Proteaseinhibitoren der Firma
Boehringer (,Complete™ Mini, EDTA-free*; 1 Tablette pro 10 ml Puffer) enthielt.
Jeweils 1,5 ml Hefelysat wurde auf einen vorbereiteten 11-stufigen Sukrosegradienten
(60% bis 18% Sukrose in 500 mM HEPES (pH 7), 100 mM MgCl.) aufgetragen, welcher
2,5 Stunden bei 10° g und 4 °C zentrifugiert wurde (Schroder et al., 1995). Nach der
Zentrifugation wurden 1 ml-Fraktionen abgenommen, mit einem Volumen Harnstoff-

Probenpuffer vermengt und bei 95 °C fur 5 Minuten denaturiert.

Harnstoff-Probenpuffer: 7 M Harnstoff
1% (w/v) SDS
100 mM TrisHCI (pH 8)
2% (w/v) B-Mercaptoethanol
20% (w/v) Glycerin
0,002% (w/v) Bromphenolblau

3.3.12 In vitro Vesikeltransport-Experimente

3.3.12.1 Versuche zur Bildung von COPI-Vesikeln (,,Vesicle budding assay*)
Die Versuche erfolgten gemald der Vorschrift von Spang und Schekman (1998). Ein
Standard-Ansatz enthielt folgende Komponenten:
e 20 ul aufgereinigte Golgi-Membranen aus Hefestamm RH448 (5 ug
Gesamtprotein / ul)
e 25 ul Zytosol aus Hefestamm RH2825 (10 ug Gesamtprotein / ul)
e 25 ul eines 10 x ATP-Regenerationssystems (nach Wuestehube und
Schekmann, 1992): 10 mM ATP, 5 mM GTP, 50 mM Kreatinphosphat,
100 U / ml Kreatinphosphat-Kinase
e 25ul 10 mM GTPYS
e ad 250 ul mit B88 - Puffer
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Alle Komponenten wurden bei 0 °C zusammenpipettiert, wobei die Golgi-Membranen
(siehe Abschnitt 3.3.10.3) und das Zytosol (siehe Abschnitt 3.3.10.1) zuvor auf diese
Temperatur erwarmt wurden. Der gesamte Ansatz wurde dann fur 30 Minuten bei 30 °C
inkubiert, um die Bildung von COPI-Vesikeln zu ermdglichen. Parallel durchgefihrte
Kontrollversuche fehlte entweder eine Komponente, oder ihre Inkubation erfolgte bei 0
°C. Nach Ablauf der 30 Minuten wurden 50 ul 3 M KCI zugegeben und die
Versuchsansatze auf einen Ficoll-Sukrosegradienten aufgetragen. Dieser bestand aus
0,32 ml 60% Sukrose (in 20 mM HEPES (pH 6,8), 5 mM Mg(OAc)2), 0,64 ml 7,5% Ficoll,
0,8 ml 5% Ficoll, 0,8 ml 4% Ficoll, 0,8 ml 3% Ficoll und 0,64 ml 2% Ficoll (alle in 15%
Sukrose, 20 mM HEPES (pH 6,8), 5 mM Mg(OAc)2). Nach der Zentrifugation des
Gradienten (2 Stunden bei 37000 rpm und 4 °C) wurden 0,4 ml Fraktionen
abgenommen, diese mit einem Volumen Harnstoff-Probenpuffer vermischt und fir 5
Minuten bei 95 °C inkubiert.

3.3.12.2 Nachweis des Vesikeltransportes mittels Protease-Aktivitat
Die Versuche orientieren sich am Protokoll von Wuestehube und Schekmann (1992) fur
die in vitro Rekonstitution des anterograden Vesikeltransportes vom ER zum Golgi-
Apparat. Ein Standard-Ansatz enthielt folgende Komponenten:
e 20 ul aufgereinigte Golgi-Membranen aus Hefestamm SSY10225 (5 ug
Gesamtprotein / ul)
e 20 ul aufgereinigte ER-Membranen aus Hefestamm SSY10224 (5 ug
Gesamtprotein / ul)
e 25 ul Zytosol aus Stamm SSY10137 (10 ug Gesamtprotein / ul)
e 25 ul eines 10 x ATP-Regenerationssystems (nach Wuestehube und
Schekmann, 1992): 10 mM ATP, 5 mM GTP, 50 mM Kreatinphosphat,
100 U / ml Kreatinphosphat-Kinase
e ad 250 ul mit B88-Puffer
Alle Komponenten wurden bei 0 °C zusammenpipettiert, wobei die Membranen (siehe
Abschnitt 3.3.11.2 sowie 3.3.11.3) und das Zytosol (siehe Abschnitt 3.3.11.1) zuvor auf
diese Temperatur erwarmt wurden. Der gesamte Ansatz wurde dann flr 30 Minuten bei
30 °C inkubiert, um den Vesikeltransport zu ermdglichen. Parallel durchgefihrte
Kontrollversuche fehlte entweder eine Komponente, wurde 1 mM GTPyS (End-

konzentration) zugegeben oder wurden bei O °C inkubiert. Nach Ablauf der 30 Minuten
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wurde die Reaktion durch Zugabe von einem Volumen SDS-Probenpuffer sowie 5

Minuten Inkubation bei 95 °C gestoppt.

3.3.12.3 Sedimentationsanalyse

Auch diese Versuche orientieren sich am Protokoll von Wuestehube und Schekmann
(1992). Ihr Ablauf ist mit den In vitro-Experimenten von Abschnitt 3.3.12.2 bis zum
Ende der Inkubation bei 30 °C identisch, allerdings fanden hierbei auch ER- und Golgi-
Membranen aus Wildtyp-Hefezellen (Stamm RH448) Verwendung. Nach Ablauf der
Inkubation wurden die Anséatze zentrifugiert (5000 g, 4 °C, 4 Minuten), der Uberstand in
ein neues Gefal Uberfuhrt und das resultierende Pellet in 250 ul B88-Puffer (0 °C)
aufgenommen. Beide Fraktionen wurden anschlieBend mit einem Volumen SDS-

Probenpuffer versetzt und flr 5 Minuten bei 95 °C inkubiert.

3.3.13 ,,Pulse Chase* Experimente

Um die zeitabhéngige spezifische Prozessierung des Markerproteins cEmp47p innerhalb
einer Hefezelle des Stammes SSY10226 (produziert sowohl das CNE1-BAR1-
Fusionsprotein, als auch das a-Faktor-Emp47p-Reportermolekil) zu verfolgen, wurden
sogenannte ,Pulse Chase“ Experimente durchgefihrt. Eine 50 ml Hefekultur wurde
hierfur zunéchst in Vollmedium (YPEG) bei 30 °C bis zu einer ODsoo Von 0,5 angeziichtet
und dann geerntet. Die Zellen wurden zweifach mit SDE-Medium (Minimalmedium,
welches nur die essentiellen Aminosduren enthalt) gewaschen, in 50 ml SDE-Medium
aufgenommen und dann ftr 30 Minuten bei 30 °C inkubiert. Anschlielend wurden die
Hefen abzentrifugiert, in 600 ul des radioaktiven ,Label-Mix“ (570 ul SDE-Medium, 30 pl
Trans35S-Label) resuspendiert und fur 2 Minuten bei 30 °C unter Schutteln inkubiert
(,Pulse®). Nach Abschluf3 der zweiminutigen Inkubation wurde ein 100 pl-Aligout aus
dem ,Pulse“-Ansatz entnommen, die Zellen kurz abzentrifugiert (10 Sekunden, 14000
rom, 25 °C), der Uberstand verworfen und das Pellet in flissigem Stickstoff
schockgefroren (,Null-Probe*). Zum restlichen ,Pulse“-Ansatz (500 ul) wurde
anschlieBend 3 ml ,,Chase-Mix“ gegeben (30 ug / ml Methionen, 30 ug / ml Cystein, 3 mM
(NH4)SO4 in YPEG-Medium) und die Hefen bei 30 °C unter Schutteln inkubiert
(»,Chase"). Zu jedem gewilnschten Zeitpunkt wurden dann 700 ul entnommen,
abzentrifugiert (10 Sekunden, 14000 rpm, 25 °C), das Zellpellet vom Uberstand befreit
und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Waren alle Proben gesammelt, wurden die

Pellets in jeweils 200 pul Lysis-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von Glasperlen wurden
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die Hefen durch Scherkrafte (3 Minuten Verwendung des Vortex™-Gerétes bei 0 °C)
aufgeschlossen, das entstandene Lysat fur 5 Minuten bei 95 °C denaturiert und mit 1ml
TNET-L6sung vermischt. Anschliefend wurden die Glasperlen sedimentiert und das
Lysat zur Entfernung von Zelltrimmern erneut zentrifugiert (10 Minuten, 14000 rpm,
25 °C). Der neue Uberstand wurde in ein frisches GefaR uberfuhrt, mit polyklonalem
Emp47p-Antikorper versetzt und fir zwei Stunde bei Raumtemperatur (25 °C) auf
einem Drehrad inkubiert. AnschlieRend wurde 50 ul 30% Protein A-Sepharose (Sigma)
zugegeben und fur weitere zwei Stunden unter identischen Bedingungen inkubiert. Am
Ende der Inkubation wurden die Sepharose-Perlen funfmal mit 1 ml TNET sowie
zweimal mit 1 ml 20 mM TrisHCI (pH 8,0) gewaschen und schlieBlich in SDS-
Probenpuffer (siehe Abschnitt 3.3.2) 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Die Auswertung
der ,Pulse Chase“-Experimente erfolgte mittels SDS-PAGE. Nach der Elektrophorese
wurde das Gel zur Uberprifung der Immunprazipitation (Detektion der schweren 1gG-
Ketten) fur 15 Minuten in Coomassie-Farbelésung (siehe Abschnitt 3.3.3) geschwenkt
und fur weitere 45 Minuten in 10% Essigsaure wieder entfarbt. Anschliellend wurde das
Gel unter Vakuum getrocknet und fir 2 bis 5 Tage in einer Phospholmager™-Kasette

(Molecular Dynamics) gelagert. Die Auswertung erfolgte am Phospholmager™.

SDE-Medium: 1,7 g/ 1 Yeast Nitrogen Base
5 g/ 1 Ammoniumsulfat
20 g / I Glukose
5ml/11M NaOH
20 mg /| Adeninsulfat
20 mg / I Uracil
20 mg /I L-Histidin-HCL
30 mg /I L-Leucin
20 mg /I Lysin-HCI
20 mg /| L-Tryptophan
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Lysis-Puffer:

TNET-Puffer:

Trans3sS-Label:

Gemisch aus 3°S-Cystein und 35S-
Methionin, 3,7 x 108 Bg/ml

50 mM TrisHCI (pH 8,0)

10 mM R-Mercaptoethanol

150 mM NacCl

10 mM NaF

10 mM NaNs

Proteaseinhibtoren (,Complete™
Mini, EDTA-free”; Boehringer)
1% Triton X-100

150 mM NacCl

5 mM EDTA (pH 8,0)

50 mM TrisHCL (pH 8,0)

34 Mikroskopie

3.4.1 Immunfloureszenz

Zur Bestimmung der intrazellularen Lokalisation von Proteinen in Hefezellen fand
indirekte Immunfloureszenz-Mikroskopie Verwendung. Hierfir wurden 10 ml einer
logarithmisch wachsenden Hefeflissigkultur (ODeoo = 1) geerntet (1000 g, 5 Minuten, 25
°C) und in 300 ul Fixierlésung resuspendiert. Nach 3 Stunden Inkubation bei 30 °C
wurden die Zellen zunachst mit PBSS-Puffer gewaschen und dann in 1 ml PBSS
resuspendiert. Um einen partiellen Abbau der Hefezellwand zu erreichen, wurde B-
Mercaptoethanol (1,4 ul pro ml Zellsuspension) sowie Zymolyase-Losung (60 U pro ml
Zellsuspension) zugegeben und fur 1 Stunde bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend wurden
die Hefen abzentrifugiert (2000 rpm, 2 Minuten, 25 °C), zweifach mit PBSS-Puffer

gewaschen und in 100 ul PBSS aufgenommen.
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PBS-Puffer: 137 mM NacCl
3 mM KCI
6 mM NazHPO4
1 mM NaH2PO4
1,5 mM KH2POq4

PBSS-Puffer: 10% (wi/v) Sorbitol in PBS
Fixierlosung: 3,5% Formaldehyd in PBSS
Blockierlgsung: 1% Triton X-100

1% BSA

in PBSS-Puffer

Auf zuvor mit 0,1% Poly-L-Lysin-Lésung (Sigma) beschichtete 10-Loch-Objekttrager
(ICN-Biochemicals) wurde nun 15 ul der Hefesuspension vorsichtig aufgetragen. Der
Uberstand wurde 10 Minuten spater vom Objekttrager wieder entfernt und die
mittlerweile sedimentierten und adhéarierenden Hefen fur weitere 10 Minuten mit 15 pl
Blockierldsung inkubiert. Es folgte eine Inkubation Gber Nacht bei 4 °C mit Antikdrper-
Losung 1. Die Hefezellen auf dem Objekttrager wurden anschlieBend finfmal mit PBSS-
Puffer gewaschen, fur zwei Stunden mit Antikdérper-Losung 2 bei 30 °C inkubiert und
dann siebenmal fur jeweils 3 Minuten mit PBSS-Puffer gewaschen. Zur Farbung der
zellularen DNA wurde 15 ul DAPI-Losung fur 5 Minuten auf jedes Objekttragerloch
gegeben. Nach einmaligen Waschen mit PBSS-Puffer wurde anschlieBend 2 pl
Einbettungsmedium auf die Zellen getropft und der Objekttrager unter Vermeidung von
Luftblasen mit einem Deckglaschen versiegelt. Die fertigen Praparate wurden mit Hilfe

eines Zeiss Axiophot-Mikroskops betrachtet.
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Antikdrper-Lésung 1: Primarer Antikorper in
Blockierlosung

Antikorper-Losung 2: FITC-konjugiertes Anti-
Kaninchen IgG in 10%
Blockierlosung

DAPI-Losung: 1 pg/ml 4,6-Diamino-2-
Phenolindol (DAPI) in PBSS-
Puffer

Einbettungsmedium: 10% p-Phenyldiamin
in PBS-Puffer (pH 8,5 - 9)

3.4.2 GFP

Die Beobachtung der Lebendfarbung mit GFP-Fusionsproteinen erfolgte an einem Zeiss
Axiophot-Mikroskop nach Chalfie et al. (1994). Die entsprechenden Hefestdmme wurden
daflr zunachst in SD-Medium ohne Methionin tUber Nacht bei 30 °C angezichtet, durch
Zentrifugation (1000g, 5 Minuten, 30 °C) geerntet, einmal mit ddH20 gewaschen und
schlie8lich auf ein 10-Loch-Objekttrager (ICN-Biochemicals) aufgebracht.

3.4.3 Elektronenmikroskopie
Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen inklusive Praparation der Hefezellen

(u.a. Fixierung Kontrastierung ) wurden von Dr. H. H. Trepte durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Rekonstitution des membranvermittelten Proteintransportes vom Golgi-
Komplex zum Endoplasmatischen Retikulum in vitro

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung eines In vitro - Systems fuir den COPI-
abhangigen Vesikeltransport vom Golgi-Apparat zum ER, auch als retrograder Vesikel-
transport bezeichnet. Entweder modifiziert, oder in seiner Wildtypform diente das
Hefeprotein Emp47p hierbei als molekularer Reporter. Wie in Abschnitt 5 der
Einleitung bereits beschrieben, zirkuliert Emp47p in Folge eines C-terminalen di-Lysin-
Signals (KTKLL) zwischen Golgi und ER, liegt im FlielRgleichgewicht aber mehrheitlich
im Golgi-Komplex, dem Startpunkt des retrograden Vesikeltransportes, vor (Schrider et
al.,1995; 1998). Zu Beginn der Arbeit war Emp47p das einzig bekannte di-Lysin-Protein
mit diesen speziellen intrazellularen Transporteigenschaften. Fiur das zu entwickelnde
In vitro-System wurden zunachst zwei Nachweisstrategien verfolgt, welche Unterschiede
in den Sedimentationseigenschaften von Zellorganellen (Abschnitt 4.1.1) bzw. im
Glykosylierungsniveau von Oligosaccharid-Seitenketten (Abschnitt 4.1.2) als Mittel zur
intrazellularen Lokalisation des Reporterproteins ausnutzten. In einer spater
konzipierten dritten Strategie diente schliel3lich eine ER-spezifische Proteolyse des

Reporters zum Nachweis der Fusion von COPI-Vesikeln (Abschnitt 4.1.3).

4.1.1 Transportnachweis durch Sedimentationsanalyse

Membranen des Golgi-Komplexes bzw. des Endoplasmatischen Retikulums aus
homogenisierten Hefezellen kénnen mittels differentieller Zentrifugation separiert
werden. Wahrend ER-Fragmente bereits bei einer Zentrifugalbeschleunigung von
weniger als 104 g innerhalb weniger Minuten sedimentieren, pelletieren Golgi-
Membranen erst nach circa einer Stunde Zentrifugation bei 105 g quantitativ (Gaynor et
al., 1994). Diese unterschiedlichen Eigenschaften der Zellorganellen erméglichen einen
indirekten Nachweis des retrograden Vesikeltransportes Uber eine einfache
Sedimentationsanalyse. Die grundlegende Funktionsweise des Systems, welches die
prinzipielle Durchfiihrbarkeit eines In vitro-Assays fur den retrograden Vesikeltransport
belegen sollte, ist in Abbildung 4.1 dargestellt. Der Versuchsansatz enthielt unter
Standardbedingungen Golgi-Fragmente aus einem Wildtyp-Hefestamm (RH448), ER-
Membranen und Zytosol aus einer isogenen Emp47p-Nullmutante (Stamm RH2825)

sowie ein ATP-Regenerationssystem (nach Wuestehube und Schekman, 1992). Als Folge
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hiervon befanden sich zum Startzeitpunkt des In vitro-Experimentes alle Emp47p-
Molekile im Golgi-Komplex. Nach 45 Minuten Inkubation des Ansatzes bei 30 °C
wurden Golgi und ER mittels differentieller Zentrifugation bei 5000 g (10 Minuten, 4 °C)
wieder voneinander getrennt und die resultierenden Fraktionen mittels Immunoblot-
Analyse mit spezifischem Emp47p-Antikdrper ausgewertet. Ein Vergleich des relativen
Mengenanteils der Emp47-Reportermolekiile in der ER-haltigen Pelletfraktion bzw. in
der Uberstandfraktion (mit dem Golgi-Komplex) diente dabei als Indikator fur den
wahrend der Inkubationszeit erfolgten retrograden Vesikeltransport. Ein detailliertes
Versuchsprotokoll des In vitro-Assays findet sich im Abschnitt 3.3.12.3, die Praparation
des Zytosols sowie der Membranen wird dagegen in den Abschnitten 3.3.11.1, 3.3.11.2
und 3.3.11.3 beschrieben.

t =0 Minuten t = 30 Minuten
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Abbildung 4.1: Grundprinzip des In vitro-Transportsystems mittels Sedimentationsanalyse.
Zum Startzeitpunkt des In vitro-Experimentes liegt Emp47p (®) ausschlieBlich im Golgi-Apparat
vor (t = 0 Minuten). Nach 45 Minuten Inkubation bei 30 °C werden ER und Golgi-Komplex durch
differentielle Zentrifugation voneinander getrennt. Hat wahrend der Inkubationszeit ein retro-
grader Vesikeltransport stattgefunden, kann Emp47p nun auch im ER-haltigen Pellet nach-
gewiesen werden.

Abbildung 4.2 zeigt das Ergebnis eines typischen Sedimentations-Assays inklusive
begleitender Kontrollexperimente. Unter den oben beschriebenen Standardbedingungen
konnte nach Beendigung der Zentrifugation durchschnittlich rund 40% der Emp47p-
Molekile im Pellet, also in der Fraktion mit den ER-Membranen, nachgewiesen werden.
Das System reagierte in den Kontrollen temperaturabhdngig (Inkubation bei 0 °C),
energieabhangig (Inkubation ohne ATP-Regenerationssytem mit 10 U/ml Apyrase) sowie

empfindlich auf das Fehlen von Zytosol. In allen drei Fallen lag die gemessene
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Umverteilung des Emp47-Proteins von langsam in schnell sedimentierende Membranen
bei lediglich 15% bis 20% der gesamten Reportermenge. Die tatsachliche mittlere Netto-
Umverteilung, hier definiert als Differenz zwischen der durchschnittlichen Emp47p-
Umverteilung unter Standardbedingungen und der mittleren Umverteilung in den

Kontrollexperimenten, betrug demnach circa 20%.

1 2 3 4
U | P u | P u | P U | P
———
—— — — —
| 43,7% | | 18,9% | | 20,2% | | 14,4%

Abbildung 4.2: Beispiel eines In vitro-Assays iiber Sedimentationsanalyse. U = Emp47p im
Uberstand (Golgi-Fraktion). P = Emp47p im Pellet (ER-Fraktion). 1 = Standardbedingungen
(siehe Beschreibung im Text). 2 = Inkubation bei 0 °C. 3 = Ansatz ohne ATP-Regenerations-
system mit 10 U/ml Apyrase. 4 = Ansatz ohne Zytosol-Fraktion. Die Prozentangaben beziehen
sich auf die relative Menge von Emp47p in der Pelletfraktion in Bezug zur gesamten Protein-
menge des Reportermolekdls.

Aufgrund des indirekten Nachweisprinzips der Sedimentationsanalyse konnte jedoch
nicht ausgeschlossen werden, daf die im In vitro-Experiment innerhalb der Pellet-
fraktion beobachteten Emp47-Proteine (siehe Abbildung 4.2) nicht Folge vesikuldren
Transportes sind, sondern ihre Ursache lediglich in einer Adhasion/Aggregation von
COPI-Vesikeln (bzw. ganzer Golgi-Membranen) untereinander oder mit der Ziel-
membran haben. Daher war die Entwicklung eines komplexeren Nachweisverfahrens
notwendig, welches eine eindeutige Zuordnung des Emp47p-Reportermolekiils zu
bestimmten Membranen bei der Auswertung erlaubte. Die folgenden Abschnitte 4.1.2
und 4.1.3 beschreiben die zwei unterschiedlichen Ansatze, welche zur Entwicklung eines

solchen Nachweisverfahrens verfolgt wurden.

4.1.2 Transportnachweis durch Glukosidasel- Aktivitat

Viele Proteine sind fur ihre intrazellulare Zielsteuerung auf eine posttranslationale
Glykosylierung angewiesen und tragen daher eine oder mehrere Kohlenhydratketten
(Herscovics und Orlean, 1993). Bei Proteinen mit N-Glykanen wird zunéachst ein

Oligosaccharid (GlcsManeGIcNAc2) von einem Dolicholcarrier auf einen spezifischen
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Aspartat-Rest Ubertragen. Der néchste Schritt besteht dann in einer Abspaltung der
drei Glukosereste durch die Enzyme Glukosidasel (erster Glukoserest) sowie
Glukosidase2 (zweiter und dritter Rest). Bei Hefen ohne Glukosidasel-Aktivitat (glsl-1)
verbleiben die drei Glukosemolektle an der Oligosaccharid-Kette, was jedoch keinen
melbaren EinfluR auf die intrazellularen Transporteigenschaften oder die spéteren
Golgi-spezifischen Modifikationen der Glykane austbt (Esmon et al., 1984; Latterich
und Schekman, 1994). Fusionieren aus glsl-1-Mutanten isolierte ER-Membranen mit
Wildtyp-ER, werden die Glukosereste korrekt abgespalten (Latterich und Schekman,
1994). Die Golgi-Modifikationen der Kohlenhydratketten konnen in der Hefe
Saccharomyces cerevisiae auf nur wenige Mannosereste beschrénkt sein (diskrete
Glykosylierung) oder variabel bis zu Gber 200 Mannose-Molekile betragen, wie es z.B.
beim Sekretprotein Invertase (Grossmann und Zimmermann, 1979) der Fall ist.

Kernstick der zweiten Nachweisstrategie fur den retrograden Vesikeltransport (siehe
Abbildung 4.3) war die Herstellung eines Hybrides aus dem Reporter Emp47p, welcher
in seiner Wildtypform nicht glykosyliert vorliegt, und einem Protein, das bei relativ
geringem Molekulargewicht mdglichst viele N-Glykane mit diskreter Golgi-
Modifizierung aufweist. Auf diese Weise sollte das resultierende Konstrukt sowohl tGber
die Transporteigenschaften von Emp47p (siehe Abschnitt 1.6) verflgen, als auch als
Substrat der Glykosylierung dienen. Die Uberlegung bestand darin, daR sich unter
Verwendung von Golgi-Membranen aus einem glsl-1-Hefestamm und von Wildtyp-ER
(GLS1) die Lokalisation des Fusionsproteins im In vitro-Experiment direkt aus der
Anzahl vorhandener Glukosereste (Golgi-Membran: 3 pro N-Glykan, ER: 0) ergeben
wiurde. Der rechnerisch zu erwartende GroRenunterschied zwischen der glukosylierten
und der deglukosylierten Form der Proteinchimére betrug dabei circa 0,6 kDa pro N-
Glykan. Das geplante In vitro-Transportsystem (siehe Abbildung 4.3) sah eine Isolation
von Golgi-Membranen aus einem glsl-1-Hefestamm (SSY10071) vor, welcher anstelle
des endogenen Emp47-Proteins das glykosylierte Hybrid (mit den oben beschriebenen
drei Glukoseresten pro Oligosaccharid-Seitenkette) produzierte. Zytosol sowie ER sollten
dagegen aus einer GLS1-expremierenden Emp47p-Nullmutante (RH2825) stammen.
Erfolgt im In vitro-Experiment nun ein retrograder Vesikeltransport, wirde das
Emp47p-Konstrukt via COPI-Vesikel das ER erreichen und von der dort vorhandenen

Glukosidasel deglukosyliert werden.



Ergebnisse

Golgi - Membran (glsl1-1)

Om O
sl
N

M
Glykosyliertes Emp47p
Protein
M

Retrograder Vesikeltransport
zur GLS1-Akzeptormembran

ER-Membran (GLS1)

Zytosol

Glykosyliertes Emp47p
Protein

Abbildung 4.3: Prinzip des In vitro-Transportsystems durch Glukosidasel-Aktivitat. ( I ) =
Golgi-Modifikationen; ( O ) = 0-1,3-Glukose; ( 3 ) = ER-Glykosylierung (MansGIcNAc:). Die
Golgi-Membranen mit dem Emp47p-Fusionsprotein (Anzahl der N-Glykane hier willktrlich
gewdahlt) stammen aus einer glsl-1-Mutante (SSY10071). Nach erfolgtem Vesikeltransport des
Fusionsproteins zum ER, welches Glukosidasel enthalt, kommt es zur Deglukosylierung. Der
GrolRenunterschied zwischen der glukosylierten und der deglukosylierten Form des Fusions-
proteins (0,6 kDa pro N-Glykan) kann tber SDS-Gelelektrophorese nachgewiesen werden.

Zur Fusion mit Emp47p wurden die Proteine pCPY (Pro-Carboxypeptidase Y), Spc3p
sowie Cnelp ausgewahlt, da diese Proteine eine im Vergleich zum Molekulargewicht
hohe Anzahl von Glykosylierungsstellen aufweisen. pCPY (59,8 kDa) weist vier solcher
Glykosylierungsstellen auf, wobei nur drei der vier N-Glykane uber Golgi-
Modifikationen verfiigen (Klionsky et al, 1990). Cnelp, ein Protein mit Homologie zu
Calnexin, besitzt funf mdgliche Glykosylierungsstellen. Da das apparente Molekular-
gewicht von Cnelp (76 kDa) nach Behandlung mit dem Enzym EndoH auf 60 kDa sinkt,
kann davon ausgegangen werden, dal3 in vivo nur vier dieser Stellen tatsachlich auch
glykosyliert vorliegen (Parlati et al., 1995). Spc3p (21,3 kDa) schliellich, eine
Untereinheit des Signalpeptidase-Komplexes, tragt zwei potentielle Glykosylierungs-
stellen (Meyer und Hartmann, 1997). Fir die Klonierung der Emp47p-Fusionsproteine

wurde zunachst mittels der PCR-Methode ein Fragment mit dem PRC1-, CNE1- und
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dem SPC3-Gen hergestellt, wobei entweder genomische Hefe-DNA (CNE1, SPC3) oder
das Plasmid PWO24 (YEp13-PRC1) als Template diente. Die Fragmente wurden dann
Uber eine Nsil-Schnittstelle, welche innerhalb des EMP47-Gens liegt (111 Nukleotide
vom Startkodon entfernt, was Aminosdureposition 9 im reifen Emp47-Protein
entspricht), in den Vektor pPBSK*-EMPA47 eingefligt. An dieser Nsil-Schnittstelle wurde
bereits zuvor Insertionen des Myc-Epitops und einer singuldren N-Glykosylierungsstelle
durchgefuhrt, ohne dabei die Lokalisations- bzw. Transporteigenschaften von Emp47p
zu andern (Schroder et al., 1995). SchlieRlich erfolgte eine Transformation der Plasmide
mit den Fusionsgenen (pBSAG2, pBSAG4, pBSAG6) in den Stamm RH2825 (emp47A).
Zur Bestimmung des Glykosylierungsgrades der exprimierten Fusionsproteine wurde
Totallysat aus den resultierenden Hefekolonien entweder unbehandelt oder nach
Inkubation mit dem Enzym EndoH einer Immunoblot-Analyse mit spezifischem
Emp47p-Antikdrper unterzogen. Wie aus der Abbildung 4.4 ersichtlich ist, lagen in den
unbehandelten Zellextrakten alle drei unterschiedlichen Chimaren unerwartet hyper-
glykosyliert vor (sichtbar am ,,Schmier” auf dem SDS-PAGE), obwohl die glykosylierten
Fusionsanteile als eigenstandige Proteine lediglich diskrete Golgi-Modifikationen
aufweisen. Zudem befand sich der relative Groéfenunterschied zwischen der ,Core*-
glykosylierten Proteinform und der nach EndoH-Inkubation ganzlich deglykosylierten
Form unterhalb des theoretisch zu erwartenden Wertes, welcher bei 16 kd (Cnelp ), 12
kd (pCPY) bzw. 8 kd (Spc3p) lag. Ein analoges Bild zeigte sich bei Expression der
Chimarengene in der glsl-1-Mutante SSY10071 (Abbildung 4.5). Die hierbei beobachtete
GrolRendifferenz zwischen den unterschiedlich glukosylierten Formen der Fusions-
proteine lag am Rande der experimentellen Nachweisgrenze fur das geplante In vitro-
System, welches die Trennung dieser beiden Formen innerhalb eines Versuchsansatzes
erfordete, erschien dieser relativ geringe Unterschied als unzureichend. Die Mehrzahl
der Hybridproteine lag zudem nicht diskret glykosyliert, sondern erneut hyper-
glykosyliert vor. Die diskret glykosylierte Variante stellte jedoch die einzige Proteinform
dar, bei der die An- bzw. Abwesenheit einer Glukosidasel-Aktivitat erkennbar gewesen
ware. Aufgrund der Summe dieser Problematiken wurde das Nachweisverfahren uUber
Glukosidasel-Aktivitat nicht weiterentwickelt, sondern eine neue Strategie verfolgt,
welche eine proteolytische Spaltung des Reportermolekils am Zielorganell beinhaltet
(Abschnitt 4.1.3).
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Abbildung 4.4: Immunoblot-Analyse (Emp47p-Antikérper) der Totallysate aus Transformanden
des Hefestammes RH2825, welche die Emp47p-Fusionsproteine mit pCPY, Cnelp oder Spc3p
enthielten. Vor der SDS-Gelelektrophorese (7% Trenngel) wurde jeweils ein Aliqout der Lysate
mit dem Enzym EndoH behandelt.

GLS1 ’ glsl-1 Abbildung 4.5: Immunoblot-Analyse eines
Totallysates aus Stamm RH448 (GLS1) bzw.
Stamm SSY10071 (gls1-1, SPC3-EMP47) mit
spezifischem Emp47p-Antikorper. Die Lysat-
Proben wurden Uber SDS-Gelelektrophorese
(7%-Trenngel) aufgetrennt.

Spc3-Emp47p* = Fusionsprotein mit drei
Glukoseresten pro N-Glykan;

Spc3-Emp47p = Fusionsprotein ohne die
entsprechenden Glukosereste.

Spc3-Emp47p —— - Spc3-Emp47p*

S s —— Emp47p
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4.1.3 Proteolytischer Nachweis des retrograden Vesikeltransportes

Haploide S.cerevisiae-Zellen des Paarungstyps MATa bzw. MATa sekretieren ein Peptid-
pheromon namens a-Faktor bzw. a-Faktor. Die Bindung des Pheromons an seinen
spezifischen Rezeptor beim jeweils anderen Paarungstyp fuhrt zu einer Arretierung der
Zelle in der G1-Phase. Kommt es nicht zu einer anschlielenden Zellfusion, wird von
MATa-Zellen der o-Faktor durch die Aktivitat der periplasmatischen Barlp-Protease
gespalten und die G1l-Arretierung dadurch wieder aufgehoben (Hicks und Hersowitz,
1981). Ballensiefen und Schmitt (1997) fusionierten Sec22p bzw. Secl2p mit dem o-
Faktor-Pheromon und konnten zeigen, dall Barlp in der Lage ist, das resultierende
Konstrukt ebenfalls zu prozessieren. Zudem erwies sich, dal3 die Protease bereits im ER
enzymatisch aktiv ist. Die oben genannten Erkenntnisse wurden zur Grundlage der
dritten Nachweisstrategie zur In vitro-Rekonstitution des retrograden Vesikel-
transportes. Diese Strategie, im weiteren Verlauf des Textes als ,Proteolytisches
Nachweissystem” bezeichnet, basiert auf zwei verschiedenen Proteinhybriden. Eine
Chiméare aus Emp47p und dem a-Faktor-Pheromon (c-Emp47p), welche gleich dem
endogenen Emp47p zwischen Golgi-Komplex und dem ER zirkuliert, dient im System als
intrazellularer Reporter. Die Funktion einer Fusion der Barlp-Protease mit einem stabil
im ER-lokalisierten integralen Membranprotein besteht dagegen in der Fixierung der
proteolytischen Aktivitat des Enzyms an das ER, was eine experimentell nachweisbare
Spaltung von o-Emp47p am Zielorganell des retrograden Vesikeltransportes
ermdglichen soll.

Die Versuchsanséatze dieses In vitro-Transportsystems enthielten unter Standard-
bedingungen Golgi-Membranen aus einem MATa-Hefestamm (d.h. ohne endogene
BAR1-Protease), welcher das o-Emp47p-Konstrukt, aber kein endogenes Emp47p
produzierte. Die ER-Membranen fur den Versuchsansatz wurden dagegen aus einem
Aemp47-Stamm (MATa) prapariert, wahrend das Zytosol schliel3lich aus einer einfachen
Emp47p-Nullmutante (ebenfalls MATa) stammte. Gelangte nun o-Emp47p im in vitro-
Experiment via retrograden Vesikeltransport in die ER-Fraktion, wurde das Reporter-
protein durch die hier verankerte Barlp-Fusion proteolytisch gespalten, woraus eine
molekulare Groélenabnahme von circa 1,7 kDa (entsprechend 15 Aminosauren)

resultierte. Abbildung 4.6 stellt ein Schema des Nachweissystems dar.
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Abbildung 4.6: Prinzip des proteo-
lytischen Nachweissystems. Der
Versuchsansatz enthalt Golgi-
Membranen aus einem Aemp47-
Hefestamm (MATa), der das o-
Emp47p-Konstrukt produziert. Das
ER wird aus einem Aemp47-Stamm
(MATa) prapariert, welcher die
Chimare der Barlp-Protease mit
einem integralen ER-Membran-
protein enthélt. Das Zytosol stammt
schlieBlich aus einer einfachen
Emp47p-Nullmutante (MATa) (A).
45 Minuten Inkubation des
Versuchsansatzes bei 30 °C
ermoglicht retrograden Transport
uber COPI-Vesikel. Das a-Emp47p-
Fusionsprotein gelangt hierdurch in
das ER (B). a-Faktor-Emp47p wird
im ER-Lumen von der Barlp-Fusion
als Substrat erkannt und proteo-
lytisch gespalten (C). Der Grofen-
unterschied zwischen a-Emp47p
und seiner prozessierten Form (circa
2 kDa) kann uber SDS-Geleleketro-
phorese sichtbar gemacht werden.

Um den geschilderten Proteolyse-Assay etablieren zu kénnen, muf3ten zunachst folgende

essentiellen Punkte sichergestellt werden: Das Substrat o-Emp47p muf3te in vivo

schneidbar sein (1), die korrekte intrazellulare Lokalisation aufweisen (2) und einem

COPIl-abhangigen retrograden Vesikeltransport unterliegen (3). Zudem mulfite das

Proteasekonstrukt eine In vivo-Aktivitdt mit richtiger Kinetik (Geschwindigkeit der
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Spaltung > Geschwindigkeit des Vesikeltransportes) aufweisen (4) und dabei fest im ER
verankert sein (5). Diese funf Voraussetzungen fur den Transport-Assay werden in den
Abschnitten 4.1.3.1 bis 4.1.3.2 (Punkte 1, 2 und 3) sowie 4.1.3.4 bis 4.1.3.6 (Punkte 4 und
5) behandelt.

4.1.3.1 Das Fusionsprotein a-Faktor-Emp47p

Die Klonierung von o-Faktor-Emp47p sowie seiner alternativen Formen mit Myc-Epitop
(Myc-o-Emp47p) bzw. zusatzlicher Kex2p-Schnittstelle (o-KS-Emp47p) wurde von
Stephan Schroder-Kéhne durchgefuhrt (siehe dazu Abbildung 4.7). Eine Prozessierung
der Fusionsproteine durch die Barlp- bzw. Kex2p-Protease sollte zu einer Abspaltung
von 15 (a-Emp47p), 23 (Myc-a-Emp47p) bzw. 27 Aminoséauren (a-KS-Emp47p) fuhren,

was einem Molekulargewicht von circa 1,7 kDa, 2,6 kDa bzw. 3 kDa entspricht.

Golgi - Membran

N [T o | Emp47p

Abbildung 4.7: Emp47p-Fusionen mit dem o-Faktor-Pheromon. Die Konstrukte enthielten
alternativ neben dem oa-Faktor zusatzlich das Myc-Epitop (Myc) bzw. eine Kex2p-Schnittstelle
(KS). N = Aminoterminus, C = Carboxyterminus.

Um ihre Funktion im geplanten Assay erfullen zu kénnen, mufiten die o-Emp47p-
Fusionsproteine eine Reihe spezifischer Anforderungen erfillen. Hierbei war
insbesondere die Beibehaltung der Lokalisationseigenschaften von Emp47p (Uber-
wiegende Golgi-Verteilung im Fliel3gleichgewicht; COPIl-abhdngige Rezyklierung) sowie
die Spaltbarkeit durch entsprechende Proteasen von Bedeutung. Um die letzte
Fragestellung zu klaren, wurden die a-Emp47p-Hybride zunachst darauf getestet, ob die
endogenen Proteasen Barlp bzw. Kex2p in der Lage sind, sie in vivo selektiv als
Substrat zu erkennen. Dazu wurden die Plasmide mit dem Fusionsgenen in die
Hefestamme RH2825 (Aemp47), RH912 (Aemp47, BAR1), SSY10143 sowie
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SEY6210 (Aemp47, Akex2) transformiert, was zu einer stabilen Integration des o-
EMP47-Gens (bzw. des Myc—a-EMP47- oder KS-a-EMP47-Gens) in das Genom fuhrte.
Abbildung 4.8 zeigt das Ergebnis einer Immunoblot-Analyse von Totallysaten

entsprechender Stamme mit Hilfe spezifischer Emp47p-Antikorper.

o Myc - o a - KS
BAR1 - + - + - -
KEX2 + + + - - +
EMP47 | - - - - - -
—— —_—_— e | —
1 2 3 4 5 6 7

Abbildung 4.8: Die a-Emp47p-Konstrukte werden durch die endogenen Proteasen Barlp bzw.
Kex2p prozessiert. o = o-Faktor-Emp47p. Myc-o = Myc-a-Faktor-Emp47p. a-KS = o-Faktor-
Emp47p mit Kex2p-Schnittstelle. 1 = SSY10150 (RH2825Aemp47, o-EMP47), 2 = SSY10155
(RH912 Aemp47, BAR1, o-EMPA47), 3 = SSY10153 (E3Aemp47, MYC-o-EMPA47), 4 = SSY10156
(RH912 Aemp47, MYC-o-EMP47, BAR1), 5 = SSY10152 (Aemp47, Akex2, o-KS-EMP47), 6 =
SSY10151 (RH2825 Aemp47, o-KS-EMP47), 7 = RH448 (Wildytp). Das Totallysat der
Hefestamme wurde Uber ein 10%-SDS-Gel aufgetrennt, die anschlieRende Immunoblot-Analyse
erfolgte mit spezifischem Emp47p-Antikdrper.

Aus Abbildung 4.8 ergibt sich, dal} die Emp47p-Fusionsproteine von den endogenen
Proteasen Barlp (o-Emp47p, Myc-a-Emp47p) bzw. Kex2p (o-KS-Emp47p) in vivo als
Substrat erkannt und gespalten werden. Zudem zeigte sich, daR die gespaltene und die
unprozessierte Form des Myc-a-Konstruktes fur praktische Zwecke ausreichend weit
voneinander getrennt laufen. Das Experiment vermag jedoch keine Aussage dartber zu
treffen, an welchem Ort innerhalb der Zelle die Prozessierung erfolgt. Fur die Funktion
des proteolytischen Nachweisystems ist die korrekte intrazellulare Lokalisierung
der Myc-a-Emp47p-Konstrukte, welche der Lokalisation des endogenen Emp47p
entsprechen muf3, aber von entscheidender Bedeutung. Um als molekularer Reporter im

System fungieren zu konnen, war insofern ein mehrheitliches Vorkommen des
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Fusionsproteins im Golgi-Komplex, dem Startpunkt des retrograden Vesikel-
transportes, Voraussetzung. Zur ldentifikation der Lokalisation wurde zunéchst die
Methode der Immunfloureszenz unter Verwendung des Emp47p- bzw. des Myc-

Antikdrpers angewandt. Die Ergebnisse dieser Analyse finden sich in Abbildung 4.9.

Abbildung 4.9: Immunfloureszenz-
Analyse der intrazellularen Lokalisation
von a-Emp47p (A), Myc-a-Emp47p (B)
sowie o-Faktor-KS-Emp47p (C). Die
Analyse wurden entweder mit Emp47p-
Antikorper (A) und (C), oder mit Myc-
Antikorper (B) durchgefuhrt. Die Lage der
Zellkerne wurde mittels DAPI-Farbung der
Kern-DNA Uberpruft (hier nicht gezeigt).
Das punktférmige Muster, welches sich in
allen drei Fallen mehrheitlich ergab, ist
typisch fur den dispersen Golgi-Komplex
der Hefe Saccharomyces cerevisiae.

Bei allen drei Konstrukten (o-Emp47p, Myc-o-Emp47p bzw. o-KS-Emp47p) ergab sich
bei der Untersuchung mehrheitlich ein punktférmiges Muster. Derartige disperse
Strukturen sind typisch fur den Golgi-Komplex der Hefe Saccharomyces cerevisiae,
welcher im Gegensatz zum gestapelten Golgi-Apparat von Pichia pastoris als einzelne
Zisternen Uber die gesamte Zelle gleichmafig verteilt vorliegt (Rossanese et al., 1999;
Glick und Malhotra, 1998). Die ringformigen Strukturen, welche bei der Immun-
floureszenz z.T. ebenfalls zu erkennen sind, kennzeichnen dagegen das perinuklare ER
und deuten darauf hin, dall o-Faktor-Emp47p genau wie das endogene Emp47-Protein

im Fliegleichgewicht zu einem Teil auch im ER lokalisiert. Zellfraktionierungs-
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Experimente dienten als zusatzliche Kontrolle der Immunfloureszenz-Untersuchungen.
Hefezellen aus den Stammen RH448 (Wildtyp) sowie SSY10153 (Aemp47, MYC-o-
EMP47) wurden hierfur bei 30 °C angezichtet, abzentrifugiert und unter flissigem
Stickstoff aufgeschlossen. Das Totallysat wurde anschlieBend auf einen Sukrose-
gradienten gegeben und fir 2,5 Stunden bei 10° g zentrifugiert (Dichtegradienten-
zentrifugation). Das detaillierte Protokoll der Zellfraktionierungs-Experimente findet
sich im Abschnitt 3.3.11.4. Die Auswertung der resultierenden Fraktionen erfolgte
mittels SDS-Gelelektrophorese (10%-Trenngel) und anschliellender Immunoblot-Analyse
unter Verwendung eines spezifischen Emp47p-Antikdérpers (Abbildung 4.10). In den
Experimenten zeigte sich, dal Emp47p und Myc-a-Emp47p nahezu vollstandig co-

fraktionieren.

—=— RH448 (WT)
e SSY10153
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Abbildung 4.10: Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation von Myc-a-Emp47p mittels
Zellfraktionierung im Sukrosegradienten. RH448 ist ein Wildytypstamm (EMP47), wéahrend
SSY10153 (Aemp47) das MYC-o-EMPA47-Fusionsgen enthielt. Die Fraktionen des Sukrose-
gradienten wurden Uber ein 10%-SDS-Gel aufgetrennt und mit Hilfe der Immunoblot-Analyse auf
ihren Emp47p-Gehalt gepruft.
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4.1.3.2 Nachweis von a-Emp47p in COPI-Vesikeln

Spang und Schekman (1998) entwickelten ein In vitro-System zur Generierung von
COPI-umhillten Vesikeln. In meiner Arbeit diente dieses System zur Klarung der
Frage, ob das Myc-a-Emp47p-Konstrukt ebenso wie das endogene Emp47p als
Frachtmolekil in COPI-Vesikeln inkorporiert wird. Der Versuchsansatz enthielt unter
Standardbedingungen Golgi-Membranen aus Hefestamm SSY10153 (Aemp47, MYC-o-
EMP47), Zytosol aus dem isogenen Stamm SSY10137 (Aemp47), 10 mM GTPyS sowie ein
ATP-Regenerationssystem (nach Wuestehube und Schekmann, 1992) und wurde fiir 30
Minuten bei 30 °C inkubiert. Begleitenden Kontrollansatzen fehlte entweder eine
notwendige Versuchskomponente (Zytosol bzw. ATP-Regenerationssystem) oder sie
wurden bei 0 °C inkubiert. Nach Beendingung der halbstiindigen Inkubation erfolgte zur
Separation der relativ langsam sedimentierenden Vesikel von den schweren Golgi-
Membranen eine Dichtegradientenzentrifugation im Ficoll/Sukrose-Gradienten fur zwei
Stunden bei 105 g. Die resultierenden Fraktionen wurden einer SDS-Gelelelektrophorese
(10%-Trenngel) unterzogen und ihr jeweiliger Myc-a-Emp47p-Gehalt mittels
Immunoblot-Analyse mit spezifischem Emp47p-Antikorper bestimmt (Abbildung 4.11,
siehe nachste Seite). Abschnitt 3.3.12.1 beschreibt das gesamte Protokoll der
Experimente im Detail. Wies der Versuchsansatz samtliche Komponenten auf
(Standardbedingungen), konnte nach der Zentrifugation Myc-a-Emp47p mehrheitlich in
den Fraktionen 2 bis 5, wo aufgrund der Experimente von Spang und Schekman (1998)
die COPI-Vesikel erwartet wurden, beobachtet werden. Lediglich 20 bis 25% der
gesamten Proteinmenge verblieben in diesem Falle in den letzten beiden Fraktionen,
welche die sedimentierten Golgi-Membranen enthielten. Erfolgte die Inkubation des
Assays dagegen bei 0 °C oder fehlte Zytosol bzw. das ATP-Regenerationssystem im
Versuchsansatz, kam es zu keinem signifikanten Signal in den Fraktionen 2 bis 5 (< 5%
der gesamten Emp47p-Menge pro Fraktion). Das nicht hydrolysierbare GTP-Analog
GTPyS, welches den COPI-Hullkomplex auf den Vesikeln stabilisiert (Lanoix et al.,
1999; Pepperkok et al., 1998), erwies sich in den Versuchen fur die Myc-a-Emp47p-
Lokalisation in den Fraktionen 2 bis 5 als unbedingt notwendig (Daten der
Negativkontrolle hier nicht gezeigt). Zusammengefal3t deuten die Ergebnisse darauf hin,
dal? Myc-a-Emp47p genau wie das endogene Emp47p als Frachtmolekil in COPI1-Vesikel
integriert wird und somit diese Anforderungen an ein funktionelles Reporterkonstrukt

(siehe Abschnitt 4.1.3.1) erfullt.
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Abbildung 4.11: Beispiel eines
COPI-Vesikel-Assay nach Spang
und Schekman.

Abgebildet ist die Immunoblot-
Analyse mit spezifischem Emp47-
Antikorper (A) sowie dessen
graphische Darstellung (B). Der
Pfeil gibt die Orientierung
(Sedimentationsrichtung) des
Ficoll/Sukrose-Gradienten an, von
oben (Fraktion 1) nach unten
(Fraktion 10). Nur im Experiment
unter Standardbedingungen
konnte Myc-o-Emp47p in
signifikanter Menge (> 5% des
Gesamtsignals) in den Fraktionen
2 bis 5 beobachtet werden.

ST = Versuch unter Standard-
bedingungen;

0 °C = Inkubation des Ansatzes
bei 0 °C;

-ATP = Ansatz ohne ATP-
Regenerationssystem plus 10
U/ml Apyrase,

-ZYT = Versuchsansatz ohne
Zytosol-Fraktion.

% = Prozent des Gesamtsignals
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4.1.3.3 Fusion der Protease Barlp mit den Typl — Membranproteinen Cnelp,
Cuelp, Sec66p sowie Wbplp

Der zweite zentrale Punkt des proteolytischen Nachweissystems (siehe Abbildung 4.6)
bestand in der Verankerung der periplasmatischen Protease Barlp im ER. Dieses Ziel
sollte Uber eine Fusion von Barlp mit einem nichtzyklierenden ER-Membranprotein
erreicht werden. Als Fusionspartner wurden die Typl-integralen Membranproteine (N-
Terminus im ER-Lumen) Cnelp, Cuelp, Sec66p sowie Wbplp ausgewahlt, flr deren
bestandige ER-Lokalisation zu Beginn dieser Arbeit bereits entsprechende Daten
vorlagen. Die Verwendung von gleich vier ER-Proteinen sollte dabei sicherstellen, daf
zumindest eines der resultierenden Barlp-Konstrukte (siehe dazu Abbildung 4.12) die
notwendigen drei Kriterien aufwies: 1. Ausreichende Expression des entsprechenden
Fusionsgens und hohe Proteinstabilitat, 2. Hohe proteolytische Aktivitat, 3.
AusschlieBliche Lokalisation im ER.

Das Calnexin-homologe Protein Cnelp (502 Aminosauren; 57 kDa) spielt bei der
Qualitatskontrolle von Sekretproteinen eine Rolle (Parlati et al., 1995). Zur Klonierung
von BAR1-CNE1 (1089 Kodons) wurde ein PCR-Fragment mit dem kompletten CNE1-
Gen hergestellt und dieses in das CEN-Plasmid pRS416ABamHI eingefugt. Ein BAR1-
PCR-Fragment wurde anschlieRend tiber eine BamHI-Schnittstelle hinter dem 78.Kodon
des CNE1-Gens einkloniert. Cuelp (203 Aminoséuren; 22,8 kDa) ist fur die Kopplung
der Ubiquitinierung an die ER-Proteindegradation verantwortlich, indem es Ubc7p an
die ER-Membran bindet (Biederer et al., 1997). Die Herstellung von Barl-Cuelp (790
Aminosauren) erfolgte analog zur Herstellung von Barl-Cnelp. Ein PCR-Fragment mit
dem vollstandigen CUE1-Gen wurde in den Vektor pRS416ANcol einkloniert und
anschlieBend ein BAR1-PCR-Fragment (ber eine Ncol-Schnittstelle direkt vor dem
Startkodon des CUE1-Gens eingefligt. Sec66p (206 Aminosauren; 24,2 kDa) ist
Bestandteil des ER-Translokationskomplexes (Lyman und Schekman, 1997; Young et
al., 2001). Das SEC66-Gen wurde mittels PCR hergestellt und tber EcoRIl und HindllI
in den 2u-Vektor pRS426 einkloniert. An Nukleotidposition 44 wurde mittels In vitro-
Mutagenese (T — C - Punktmutation) eine Aatll-Schnittstelle in das SEC66-Gen
eingefuhrt, was im Barl-Sec66p Fusionsprotein spater einen Fis—S-Austausch zur Folge
hatte. Uber die neu entstandene Aatll-Schnittstelle wurde anschlieRend ein BAR1-PCR-
Fragment einkloniert. Wbplp (430 Aminosauren; 49,4 kDa) schlief3lich ist die B-
Untereinheit der Oligosaccharyl-Transferase (Kelleher und Gilmore, 1994). Um das

Fusionsprotein Barl-Wbplp (1017 Aminosauren) zu erhalten, wurde die BAR1-Sequenz
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(587 Kodons) an Position 49 von WBP1 eingefiigt. Uber die Restriktionsenzyme Sacl
sowie Hindlll wurde das WBP1-Gen dafiir zundchst aus dem 2u-Plasmid YEp352
ausgeschnitten und in den Vektor pRS416AXbal umkloniert. In den resultierenden
Vektor pRS416AXbal-WBP1 wurde dann ein BAR1-PCR-Fragment Uber eine Xbal-
Schnittselle eingefugt.

Zytosol
790 — = 793\ C
1089 Cuel 1017~ C
: C uelp Sec66p N C ER -
— Membran
Cnelp 587 602 Wbplp
Barlp 636
e Barlp
1
N 15 —— Barlp
Barlp 1 N
49
78 1 N
1 N
ER - Lumen

Abbildung 4.12: Schema der Barlp-Fusionsproteine sowie ihrer Lokalisation innerhalb der ER-
Membran. Die dunklen vertikalen Balken symbolisieren die Protease Barlp, wéahrend die
helleren Balken das jeweilige ER-Membranprotein darstellen. Die Zahlen bezeichnen die
jeweilige Aminosaureposition.

4.1.3.4 Enzymatische Aktivitat der Proteasefusionen in vivo

Der erste Test der Barlp-Konstrukte (siehe Abschnitt 4.1.3.4) bestand in einer Messung
ihrer proteolytischen Aktivitat in vivo, was durch eine Expression der BAR1-
Fusionsgene in einem Myc-a-Emp47p-produzierenden Hefestamm (SSY10153)
ermdoglicht wurde. Hierflr erfolgte zunachst eine Umklonierung der entsprechenden
Fusionsgene in den Integrationsvektor pRS306 inklusive einer anschlielfenden
Transformation der resultierenden Plasmide in den Hefestamm SSY10153 (Aemp47,
MYC-o-EMPA47). Die daraus entstandenen Transformanden sowie der Kontrollstamm

SSY10156 (Aemp4d7, MYC-a~-EMP47, BAR1) wurden anschlielend Uber Nacht bei 30 °C
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in Vollmedium (YPEG) angezichtet, abzentrifugiert und das Zellpellet in SDS-
Probenpuffer aufgekocht (siehe dazu Abschnitt 3.3.8.1). Pro Fusionskonstrukt wurden
mindestens vierzig Transformanden getestet. Das exemplarische Ergebnis einer
Immunoblot-Analyse dieser Proben mit spezifischem Emp47p-Antikorper zeigt
Abbildung 4.13. Um ein Maf fir die In vivo-Aktivitat der Proteasefusionen zu erhalten,
wurde jeweils das relative Mengenverhaltnis zwischen dem Reporter Myc-a-Emp47p und
seiner prozessierten Form, hier als Emp47p* gekennzeichnet, bestimmt. Eine auch in
Wildtyp-Stammen auftretende Degradations-Bande von Myc-a-Emp47p, welche im
Immunoblot ungefédhr die gleiche GriéRe wie das prozessierte Emp47p* hat, lag bei
durchschnittlich funf Prozent der gesamten Emp47p-Menge. Wie einkalkuliert, wiesen
die vier verschiedenen Barlp-Konstrukte eine stark unterschiedliche Proteaseaktivitat
auf. Es wurde nicht weiter untersucht, ob dies an mangelnder Expression, geringer
Stabilitat, falscher Orientierung innerhalb der Membran oder anderen Gruinden lag. Das
Barl-Wbplp-Fusionsgen erzeugte in keinem der In vivo-Experimente eine nachweisbare
proteolytische Aktivitat (Abbildung 4.13.A). Barl-Sec66p spaltete dagegen im Durch-
schnitt der getesteten Transformanden rund 50% der vorhandenen Reportermolekiile
(4.13.B). Die Konstrukte Barl-Cnelp sowie Cuel-Barlp schlieldlich prozessierten in
allen Transformanden die vorhandenen Myc-o-Emp47p-Molekiille nahezu vollstandig
(4.13.C). Da das Expressionsniveau einzelner Transformanden erfahrungsgemal sehr
unterschiedlich ist (vermutlich durch eine verschiedene Kopienzahl des integrierten
Gens verursacht), spricht dieses Ergebnis daflir, dal} die proteolytische Aktivitat nicht
limitierend ist. Fur alle weiteren Versuche fand lediglich Barl-Cnelp, welche sich im
spateren Verlauf der Arbeit in vitro als aktivste Protease erwies, Verwendung. Auf die
Konstruktion von Kex2p-Proteasefusionen wurde nach Etablierung eines funktionalen

Substrat-Protease-Systems ebenfalls verzichtet.



Ergebnisse 83

A BAR1 + - -
BAR1-WBP1 - + +
sl «<——— Myc-a-Emp47p
"Emp47p”
B BAR1 - + - -
BAR1-SEC66 - - L +
— - o ey, <— MyC-a-Emp47p
-— . emeees 4-—\
Emp47p*
BAR1 - - - +
C BAR1-CNE1 + - - -
BAR1-CUE1 - + - -
.- <«— Myc-a-Emp47p

Emp47p*

Abbildung 4.13: Proteolytische Aktivitat der Barlp-Fusionsproteine in vivo. Das Totallysat aus
Hefestammen, welche sowohl Myc-a-Emp47p, als auch jeweils ein Barlp-Konstrukt enthielten,
wurde gelelektrophoretisch (10% Trenngel) aufgetrennt und einer Immunoblot-Analyse mit
Emp47p-Antikérper unterzogen. Als MaRstab fur die Aktivitat der Proteasen diente dabei das
relative Verhaltnis zwischen Myc-a-Emp47p und der prozessierten Form Emp47p*. (Wie im Text
vermerkt, wird die Emp47p*-Bande zu einem geringen Teil auch durch eine Degradation von
Myc-a-Emp47p verursacht, welche sich gelelektrophoretisch nicht immer von dem tatsachlich
Prozessionsprodukt Emp47p* trennen lieR.) Barl-Wbplp erwies sich als ganzlich inaktiv (A),
Barl-Sec66p-Transformanden prozessierten durchschnittlich circa 50% der Reportermolekile
(B), in den Stdmmen mit Barl-Cnelp und Barl-Cuelp konnte praktisch kein Myc-o-Emp47p
mehr nachgewiesen werden (C).
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4.1.3.5 Zellulare Lokalisation von Barl1l-Cnelp

Das Prinzip des proteolytischen Nachweissystems erfordert, dal die Barlp-Protease-
fusion stabil im ER verankert ist, da sonst eine Spaltung des Reporters a-Emp47p
innerhalb des Golgi-Komplexes nicht ausgeschlossen werden kann. Um eine
immunologische Bestimmung der intrazelluldren Lokalisation des Barl-Cnelp-
Konstruktes zu ermdoglichen, wurde mit Hilfe eines entsprechend konstruierten
Oligonukleotid-Paares ( BSCNE1M-1/BSCNE1M-2) zwischen Aminosdure 78 und 79 ein
einfaches Myc-Epitop in das Fusionsprotein inseriert. Hefezellen des Stammes
SSY10239, welche Myc-Barl-Cnelp exprimierten, wurden zundchst Uber Nacht in
Vollmedium (YPEG) angezlchtet, abzentrifugiert und unter flissigem Stickstoff im
Morser aufgeschlossen (siehe Abschnitt 3.3.11.1). Das von Zelltrimmern und nicht-
lysierten Hefen befreite Totallysat wurde anschlieBend einer subzellularen
Fraktionierung unterworfen. Hierzu erfolgte eine Zentrifugation des Lysates fur jeweils
10 Minuten bei 4000 g bzw. bei 27000 g. Ein Aligout des 4000 g-Uberstandes wurde
zudem einer weiteren Zentrifugation fir 10 Minuten bei 27000 g unterzogen, um
innerhalb dieser Fraktion Golgi- von Zytosolproteinen unterscheiden zu kénnen
(Abbildung 4.14). Als Markerproteine dienten bei der Auswertung der Fraktionierung
Kar2p (ER-Lumen) sowie Emp47p (Golgi-Komplex).

4 4 27 27 4+27 4+27
P U P U P U
Kar2p - . - P e
_ ] ! : ._ - F. - .. s
Myc-Barl-Cnelp | & .

Emp47p

Abbildung 4.14: Myc-Barl-Cnelp co-lokalisiert mit dem ER-Markerprotein Kar2p, nicht aber
mit dem Golgi-Protein Emp47p. Totallysat aus dem Hefestamm SSY10239 (Aemp47, MYC-BAR1-
CNE1) wurde bei 4000 g (4) oder bei 27000 g (27) zentrifugiert. Ein Aligout des Uberstandes der
4000 g — Zentrifugation (4U) wurde zudem zusatzlich bei 27000 g zentrifugiert (4 + 27). U =
Uberstand, P = Pellet. Die Proben der Fraktionierung wurden gelelektrophoretischen aufgetrennt
(10% Trenngel) und einer Immunoblot-Analyse mit spezifischem Kar2p-, Myc- oder Emp47p-
Antikdérper unterzogen.
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Obwohl die beobachtete Signalstarke im Falle des Proteasekonstruktes nur sehr gering
war, wird aus Abbildung 4.14 deutlich, da Myc-Barl-Cnelp bereits bei 4000 g
pelletiert. Das Fusionsprotein co-lokalisiert somit mit dem ER-Protein Kar2p, nicht aber
mit Emp47p. Kontrollversuche zur Zeitabhangigkeit der in vivo-Proteaseaktivitat
(4.1.3.6) bzw. In vitro-Transportexperimente (4.1.3.8) ergaben im spateren Verlauf dieser

Arbeit weitere Belege fur die stabile ER-Lokalisation des Proteasekonstruktes.

4.1.3.6 Untersuchungen zur Zeitabhangigkeit der in vivo-Aktivitat von Barl-
Cnelp

In vivo (Abschnitt 4.1.3.4) vermochte das Barl-Cnelp-Konstrukt die vorhandenen Myc-
o-Emp47-Molektle nahezu vollstandig zu prozessieren. Mit Hilfe des einfachen Versuch-
prinzips der Co-Expression beider Fusionproteine, welches zur Bestimmung der
Proteaseaktivitat dabei Verwendung fand, war jedoch keine Unterscheidung zwischen
co-translationaler Proteolyse und einer Prozessierung nach erfolgtem retrograden
Vesikeltransport des Reporters moglich. Um einen Hinweis darauf zu liefern, dal’ eine
Spaltung des Myc-o-Emp47p-Substrates nach erfolgtem retrograden Transport
zumindest in vivo Uberhaupt mdoglich ist, wurde ein sogenanntes ,Pulse-Chase®-
Experiment durchgefihrt. Das ,Pulse Chase“-Verfahren erlaubt eine zeitabhangige
Messung der In vivo-Prozessierung von Myc-a-Emp47p, wobei flr die Spaltung nach
erfolgtem retrogradem Transport eine signifikant langsamere Reaktionskinetik als flr
den co-translationalen Abbau erwartet wurde.

Fur das Experiment wurden zunéchst Hefen des Stammes SSY10229 (Aemp47, MYC-a-
EMP47, BAR1-CNE1) fur zwei Minuten in Minimalmedium mit 3°S-Cystein sowie 35S-
Methionin inkubiert, was zu einem Einbau der radioaktiven Aminosauren in die
Zellproteine fiuhrte (,Pulse®). AnschlieBend wurde ein UberschuRR nichtradioaktiver
Aminosauren zum Ansatz gegeben und auf diese Weise die Markierungsreaktion
beendet. Zu bestimmten Zeitpunkten (5, 10, 20, 40 sowie 70 Minuten) wurden dann
Aligouts entnommen (,Chase”), die Proteaseaktivitat darin sofort gestoppt und die im
Aligout enthaltenen Reportermolekile (Myc-a-Emp47p sowie die geschnittene Form
Emp47p*) mittels Immunprazipitation isoliert. Die Auswertung des ,Pulse Chase"-
Experimentes (Abbildung 4.15) erfolgte durch SDS-Gelelektrophorese (10%-Trenngel)
und Autoradiographie. Das detaillierte Versuchsprotokoll ist im Abschnitt 3.3.13

beschrieben.
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Abbildung 4.15: Zeitabhéngige Prozessierung des Reportermolekils Myc-o-Emp47p in vivo.
Hefezellen des Stammes SSY10229 (Aemp47, MYC-o-EMP47, BAR1-CNE1) wurden einem ,Pulse
Chase“-Experiment unterzogen, wobei Proben 5, 10, 20, 40 bzw. 70 Minuten nach Zugabe der
,Chase“-Losung entnommen wurden. Die Auswertung erfolgte mittels quantitativer
Audioradiographie am Phosphorlmager™ (A). Myc-a-Emp47p: Reportermolekill, Emp47p*:
Prozessierter Reporter. Abbildung (B) zeigt die graphische Darstellung des Ergebnisses, wobei
der MelRwert fur t = 0 Minuten (mit einem Kreis gekennzeichnet) extrapoliert wurde.

Zum ,,Chase"-Zeitpunkt 0 lagen bereits rund 40% der gesamten Reportermolekiile in der
geschnittenen Form vor (Wert mit Hilfe des Programmes ,Origind4l" extrapoliert),
siebzig Minuten spéater waren weitere 38% von Myc-o-Emp47p prozessiert. Der
graphisch dargestellte Zeitverlauf der Proteaseaktivitat (Abbildung 4.15.B) impliziert
die Existenz von gleich zwei Spaltungsprozessen unterschiedlicher Geschwindigkeit. Der
schnelle, im Experiment =zeitlich nicht aufgeloste Proze lauft vermutlich co-
translational ab, zumal offenbar bereits wahrend der ,Pulse“-Phase (2 min) ein grol3er

Teil der Reportermolekiile geschnitten wurde. Der langsamer verlaufenden Abbau von
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Myc-o-Emp47p kann unter der Bedingung, dafl die Barl-Cnel-Protease stabil im ER
verankert ist, als eine Folge der Prozessierung von Reportermolekiilen angesehen
werden, die zunéchst via anterograden Transport den Golgi-Apparat erreichten und
dann Uber COPI-Vesikel zum ER zuricktransportiert wurden (siehe Diskussion). Fir
das geplante proteolytische Nachweissystem ist der im ,Pulse Chase“-Experiment
beobachtete Anteil co-translationaler Prozessierung ohne Bedeutung, da die Translation
des Myc-a-Emp47p-Reportermolekils in Hefestammen stattfindet, welche kein Barlp-
Konstrukt enthalten. Vielmehr liefert die Existenz der co-translationale Aktivitat von

Barl-Cnelp einen weiteren Hinweis auf die ER-Lokalisation der Proteasefusion.

4.1.3.7 In vitro-System fur den retrograden Vesikeltransport vom Golgi-
Komplex zum ER

Nach Beendigung der notwendigen Kontrolluntersuchungen zum Emp47p- (Abschnitte
4.1.3.1 und 4.1.3.2) bzw. Barlp-Fusionsprotein (Abschnitte 4.1.3.4 bis 4.1.3.6) konnte mit
der Durchfihrung des eigentlichen In vitro-Assay, dessen theoretisches Prinzip in
Abbildung 4.6 skizziert wurde, begonnen werden. Ein detailliertes Protokoll der
Experimente findet sich bei Abschnitt 3.3.12.2. Der Versuchsansatz enthielt unter
Standardbedingungen Golgi-Membranen aus dem Hefestamm SSY10153 (Aemp47,
MYC-a-EMP47), ER-Membranen aus SSY10225 (Aemp47, BAR1-CNE1), Zytosol aus
SSY10137 (Aemp47) sowie ein ATP-Regenerationssystem (nach Wuestehube und
Schekman, 1992). Einem Teil der Kontrollansatze fehlte entweder ER, Zytosol oder das
ATP-Regenerationssystem. Andere Kontrollen wurden bei O °C inkubiert oder enthielten
GTPyS, welches den COPI-Hullkomplex stabilisiert und somit die Vesikelfusion
inhibiert. Alle Komponenten wurden stets bei 0 °C zusammengegeben und die
kompletten Versuchsansatze dann fir 45 Minuten bei der jeweils gewlnschten
Temperatur (Standardbedingungen: 30 °C) inkubiert. Eine Zugabe von SDS-Proben-
puffer inklusive 5 Minuten Denaturierung bei 95 °C stoppte schlieRend die Reaktion. Die
Auswertung der Experimente erfolgte analog zur Sedimentationsanalyse (Abschnitt
4.1.2) Uber SDS-Gelelektrophorese (10%-Trenngel) und Immunoblot-Analyse mit
spezifischem Emp47p-Antikdrper. Abbildung 4.16 zeigt das exemplarische Ergebnis

eines In vitro-Assays.
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Abbildung 4.16: Beispiel eines In vitro-Assays mit Transportnachweis Uber Proteolyse. ST =
Standardbedingungen, 0 °C = Inkubation des Versuchsansatzes bei 0 °C, -ATP = Versuchsansatz
ohne ATP-Regenerationssystem mit 10 U/ml Apyrase, -Zyt. = Versuchsansatz ohne Zytosol,
GTPyS = Versuchsansatz mit 100 uM GTPyS. Nur unter Standardbedingungen (ST) liegt ein
signifikanter Anteil (>5%) der gesamten Reportermolekiile in der prozessierten Form (Emp47p*)
vor.

Als Malistab fur den erfolgten Vesikeltransport wurde der prozentuale Anteil der
unteren Bande an der gesamten Signalstarke (Summe aus oberer und unterer Bande)
bestimmt. In den Kontrollversuchen lag dieser Anteil Uber 0% (durchschnittlich circa
5%), da sich ein Degradationsprodukt des Myc-o-Emp47p-Reporters gelelektrophoretisch
meist nur unzureichend von Emp47p* (spezifisches Spaltprodukt der Barl-Cnelp-
Aktivitat) trennen liel. Unter Standardbedingungen konnte dagegen eine
Transporteffizienz von 10% bis maximal 25% beobachtet werden. Die Barl-Cnelp-
Proteasefusion ist also auch in vitro in der Lage, dal Myc-o-Emp47p-Molekil als

Substrat zu erkennen und zu prozessieren.

4.1.3.8 Kopplung der Sedimentationsanalyse mit dem proteolytischen
Nachweissystem

Der Versuchsansatz des In vitro-Assays von Abschnitt 4.1.3.7 1&Rt die theoretische
Maoglichkeit offen, da kein retrograder Transport des Reporters stattfindet, sondern dafld
umgekehrt die Proteasefusion in anterograder Richtung zum Golgi-Komplex
transportiert wird und hier die Myc-a-Emp47p-Molekile schneidet. Zur Klarung dieser
Fragestellung wurde der urspringliche Assay mit einer anschlieRenden differentiellen
Zentrifugation, d.h mit einer Sedimentationsanalyse (siehe hierzu auch Abschnitt 4.1.1),
gekoppelt. Das Protokoll fur diese Versuchsansatze blieb im Vergleich zum Standard-
Assay des proteolytischen Nachweissystems (siehe hierzu die Abschnitte 4.1.3.7 und
3.3.12.2) bis zum Ende der 30 °C-Inkubation unverdndert. Danach erfolgte jedoch keine
sofortige Zugabe von SDS-Probenpuffer, sondern zunachst eine Zentrifugation (4
Minuten bei 5000 g und 4 °C) zur Separation von ER- (Pelletfraktion) und Golgi-

Membranen (Uberstandfraktion). Die In vitro-Experimente wurde anschlieRend uber
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SDS-Gelelektrophorese (10%-Trenngel) sowie Immunoblot-Analyse mit Emp47p-

Antikdrper ausgewertet (Abbildung 4.17).

Abbildung 4.17: Kopplung des
differentiellen Zentrifugation. ST =

In vitro-Transportsystems Uber Proteolyse mit einer
Standardbedingungen (siehe Abschnitt 4.1.4.7). 0 °C =
Kontrollversuch bei 0 °C. -ATP = Kontrollversuch mit 10 U/ml Apyrase anstelle des ATP-
Regenerationssytems. -ER = Kontrollversuch ohne ER-Membranen im Ansatz. GTPyS =
Kontrollversuch mit 10 mM GTPyS. U =Uberstand, P = Pellet, 1 = Myc-a-Emp47p, 2 =
degradierte Form von Myc-a-Emp47p, 3 = Emp47p* (spezifisch prozessierter Reporter). Die
spezifisch geschnittene Reporterform Emp47p* (3) zeigte sich nur in der Pelletfraktion der
Standard-Assays (ST).

Wie auch im Versuch ohne zusatzliche differentielle Zentrifugation (siehe Abbildung
4.16) ist die prozessierte Reporterform Emp47p* lediglich unter Standardbedingungen
(siehe Abschnitt 4.1.3.7) zu beobachten. Zudem konnte Emp47p* ausschlie3lich
innerhalb der Pelletfraktion (P) nachgewiesen werden. Die Barl-Cnelp-Protease
schneidet das Reportermolekil demnach also eindeutig innerhalb des Endo-
plasmatischen Retikulums, da zumindest ein Teil von Emp47p* ansonsten auch im
Uberstand (Golgi-Fraktion) hatte vorkommen miussen. Die Beobachtung, dak Emp47p*
lediglich in der Pelletfraktion nachgewiesen werden kann, ist zudem ein Hinweis darauf,
daR einmal ins ER transportiertes Emp47p in vitro nicht wieder anterograd re-exportiert

wird.

4.1.3.9 Zeit- und Temperaturoptimierung des In vitro-Assays

Um die Temperaturabhéangigkeit des Proteolyse-Assays zu bestimmen, wurde die
Inkubationstemperatur der Versuchsansatze variiert. Wahrend das restliche Protokoll
des Assays nicht veréandert wurde (siehe Abschnitt 4.1.3.7 sowie 3.3.12.2), erfolgte die
Inkubation nun bei Temperaturen zwischen 0 °C und 50 °C. Abbildung 4.18.A zeigt das
beispielhafte Ergebnis (Immunoblot-Analyse mit spezifischem Emp47p-Antikérper)

eines solchen In vitro-Assay, wahrend 4.1.8.B die graphische Auswertung samtlicher
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drei In vitro-Assay mit variabler Inkubationstemperatur darstellt. Die optimale
Temperatur liegt demnach bei circa 30 °C, wahrend bei 37 °C noch rund 85% des
Hochstwertes beobachtet werden kann. Bei 25 °C erreicht die Transporteffizienz

dagegen nur noch bei circa 52% des Maximalwertes.
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Abbildung 4.18: Abhangigkeit des In vitro-Transportsystems mittels Proteolyse von der
Inkubationstemperatur. (A): Beispiel eines In vitro-Assays mit variabler Inkubations-
temperatur. Die Auswertung erfolgte Uber SDS-Gelelektrophorese (10%-Trenngel) sowie einer
anschlieRenden Immunoblot-Analyse mit Emp47p-Antikorper. (B): Statistische Auswertung aller
In vitro-Assay mit variabler Inkubationstemperatur. Angegeben ist jeweils der Mittelwert der
drei Messungen inklusive Standardabweichung. Die optimale transportabhangige Prozessierung
wird bei circa 30 °C erreicht.

Zur Untersuchung der Zeitabhéngigkeit des Systems wurde die Inkubation bei 30 °C
nun zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 Minuten bis maximal 60 Minuten) durch die
Zugabe von SDS-Probenpuffer sowie einer Denaturierung bei 95 °C gestoppt. Das
restliche Versuchsprotokoll (wie in den Abschnitten 4.1.3.7 und 3.3.12.2 beschrieben)
blieb dabei identisch. In Abbildung 4.19.A sowie Abbildung 4.19.B wird das Resultat der

In vitro-Experimente mit variabler Inkubationszeit dargestellt. Der Anstieg der
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Transporteffizienz mit der Zeit ergibt eine Sattigungskurve, welche bereits bei 30

Minuten nahezu ihren Maximalwert erreicht.
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Abbildung 4.19: Zeitabhéngigkeit des In
vitro-Transportsystems Uber Proteolyse. (A):
In vitro-Assay mit variabler Inkubationszeit
(in Minuten) bei 30 °C. Die Auswertung
erfolgte mittels  SDS-Gelelektrophorese
(10%-Trenngel) sowie Immunoblot-Analyse
mit Emp47p-Antikérper. (B): Graphische
Darstellung der Kinetik des Transport-
systems.
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4.1.3.10 Verwendung zytosolischer Fraktionen aus secl18-, sec23- bzw. sec27-
Hefemutanten im Transportsystem

Wenn das In vitro-System den retrograden Vesikeltransport tatsachlich richtig abbildet,
ist zu erwarten, dal bereits bekannte Faktoren des retrograden Vesikeltransportes den
Proze3 beeinflussen. Eine Modglichkeit, diese These zu prifen, bestand in der
Verwendung von Zytosol aus Hefestdmmen, bei denen ein Defekt in einem essentiellen
Proteinfaktor des retrograden bzw. des anterograden Vesikeltransportes vorlag. Zu
diesem Zweck wurden die temperatursensitiven Mutanten sec18-1, sec23-1 sowie sec27-1
ausgewahlt. Secl8 (NSF) bewirkt eine ATP-abhangige Auflésung stabiler SNARE-
Komplexe, was diesem Protein eine entscheidende Rolle bei der Vesikelfusion
(Ungermann et al., 1998) und somit fur den gesamten Sekretionswegs zukommen laRit.
Sec23p bildet zusammen mit Sec24p einen 400 kDa grofen Proteinkomplex, welcher
Bestandteil der COPII-Hulle ist. Sec23p fungiert dabei als Katalysator fur die GTP-
Hydrolyse von Sarlp (Barlowe, 1997; Veldhuisen et al., 1997). Bei Sec27p handelt es sich
um die B’-Untereinheit des COPI-Hullkomplexes (Duden et al., 1998). Die Mutanten
zeigen bei restriktiver Temperatur (37 °C) einen kompletten Block im anterograden
(sec23-1) oder retrograden Vesikeltransport (sec27-1) bzw. im Falle von sec18-1 in beiden
Richtungen. FuUr die geplanten in vitro-Experimente wurden Kulturen der Hefe-
mutanten SEL18-10C (sec18-1), SC23-3A (sec23-1), sowie S27P4-9C (sec27-1) zunachst
Uber Nacht bei 25 °C angezichtet und dann in zwei Aliqouts gleichen Volumens
aufgeteilt. Jeweils eines dieser Aligouts wurde fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert,
wahrend das zweite Aligout eine gleichlange Inkubation bei 25 °C erfuhr. Anschlie3end
wurde das Zytosol aus samtlichen Kulturen isoliert und in den in vitro-Assay je nach
vorheriger Inkubationstemperatur entweder bei 25 °C, oder bei 37 °C eingesetzt. Das
ubrige Versuchsprotokoll der Transport-Assays blieb dabei unverandert. Das Ergebnis
der in vitro-Experimente ist in der Abbildungen 4.20 dargestellt. Die beobachtete
Transporteffizienz (TE) wurde durch die Verwendung von Zytosol aus der sec23-1-
Mutante weder bei 25 °C, noch bei 37 °C signifikant verandert. Zudem konnte analog zur
Wildtyp-Kontrolle eine Zunahme der Effizienz bei 37 °C beobachtet werden, was der
gemessen Temperaturkurve (siehe Abbildung 4.19) entspricht. Dagegen reduzierte sich
die Transporteffizienz in den anderen beiden Mutanten bereits bei 25 °C signifikant. Bei
restriktiver Temperatur konnte in diesen Féllen sogar nur circa 20% des Ausgangs-

wertes (gleich Transporteffizienz mit Wildtyp-Zytosol) gemessen werden.
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Abbildung 4.20: EinfluR der
Verwendung von Zytosol aus
sec18-1-, sec23-1- bzw. sec27-1-
Hefestammen auf die Transport-
effizienz (A) sowie dessen
graphische Darstellung im

Balkendiagramm (B). (TE): Transporteffizienz. (Emp47p*): Spezifisch prozessierte Form von
Myc-a-Emp47p. (-ATP): Ansatz ohne ATP-Regenerationssystem. (WT 25°C): Inkubation mit
Wildtyp-Zytosol bei permessiver Temperatur (25 °C). (WT 37°C): Inkubation mit Wildtyp-Zytosol
bei restriktiver Temperatur (37 °C). (secl8 25°C): Inkubation mit Zytosol aus der sec18-1-
Mutante bei 25 °C. (sec18 37°C): Inkubation mit Zytosol aus der sec18-1-Mutante bei 37 °C.
(sec23 25°C): Inkubation mit Zytosol aus der sec23-1-Mutante bei 25 °C. (sec23 37°C):
Inkubation mit Zytosol aus der sec23-1-Mutante bei 37 °C. (sec27 25°C): Inkubation mit Zytosol
aus der sec27-1-Mutante bei 25 °C. (sec27 37°C): Inkubation mit Zytosol aus der sec27-1-Mutante
bei 37 °C. Die Auswertung des In vitro-Assays erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese (10%-

Trenngel) sowie Immunoblot-Analyse mit Emp47p-Antikérper.
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4.2 Untersuchungen zur Funktion der BAP31- bzw. BAP29-Homologen Yetlp
und Yet2p
Ein Teilaspekt dieser Dissertation bestand aus einer Charakterisierung der beiden
Hefeproteine Yetlp und Yet2p (=YMRO040p). Aufgrund ihrer Homologie zu den Sauger-
proteinen BAP31 bzw. BAP29, fur die u.a. eine Funktion beim Export des v-SNAREs
Cellubrevin (Annaert et al., 1997) sowie von Untereinheiten eines IgD-Antigenrezeptors
(Adachi et al., 1996) aus dem ER postuliert wurde, konnte eine Rolle von Yetlp/Yet2p
beim anterograden Vesikeltransport zwischen ER und dem Golgi-Komplex vermutet
werden (siehe Einleitung). Zu Beginn der Arbeit lagen nur wenig Daten Uber Yetlp oder
Yet2p vor. Die Gene sind nicht essentiell und beide Nullmutanten lebensfahig. Die
Aminosaurensequenzen der beiden Proteine (Abbildung 4.21) weisen 48% ldentitat auf.
Yetlp besitzt bei insgesamt 206 Aminosduren ein putatives Molekulargewicht von 25

kDa, wahrend Yet2p mit nur 160 Aminosauren (19kDa) deutlich kleiner ist.

[
Yetlp 1 WISIENMETTIRIT INET VLPLPFRIR' ST KQQIK FITGCL\ye®
Yet2p 1 LA S|ne | LVLPLP RMRR NKKF BYUVGIMIFYe»

|
NSRBI " T DSWKRSQIRVSMYHNNNSES T elsiSkYv TP IeATLASRAYNQRNMY I SGF IHYFEICIlET

VO B T F' I DSWKRSQIRVSHY RN T i8N SEVTPVIBALASRAYNORNMY I SGF I Y FMICIWT

1
Yetlp 121 JUERGAINKIOGLIFEQEKQKLNKPSSNSKKRSNERDS TKlOEEMR e I SilgcileRiov
Yet2p 120 \VEROIRED----N---------------- INKMKNGDD T IR AXO K ViR Filel - -
— 1

Yetlp 181 IMNLEKYFDEKNQPGNVAAAEASKKGN
Yet2p 158 KF

Abbildung 4.21: Vergleich der Aminosduresequenzen von Yetlp und Yet2p, welche zu 48%
Identitat aufweisen. Konservierte Aminosauren sind in der Abbildung schwarz unterlegt,
Aminosauren mit ahnlichen chemischen Eigenschaften grau. Die Klammern markieren die
postulierten Transmembranregionen. Am C-Terminus der Proteine findet sich an den Positionen
203/204 (YET1) bzw. 158/159 (YETZ2) ein di-Lysin-Signal (KKXX). Der Sequenzvergleich wurde
mit dem Computerprogramm ,Clustal V* (Higgins et al., 1991) durchgefthrt.

Genau wie fur die Homologen BAP31 und BAP29 werden auch flr Yetlp und Yet2p
jeweils drei Transmembrandoméanen am N-Terminus postuliert. Drei bzw. vier

Aminosauren vom jeweiligen C-Terminus entfernt ist zudem ein mdogliches di-Lysin-
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Signal zu erkennen, was zu einer ER-Lokalisation von Yetlp/Yet2p kompatibel ware.
Uber die Topologie der beiden Proteine (z.B. ob sich der C-Terminus zum Zytosol
ausgerichtet ist) konnte lediglich aufgrund der Homologie zu BAP31/29 Vermutungen

angestellt werden.

4.2.1 Erzeugung einer yetl yet2-Doppelmutante

Eine Erklarung fiur die Lebensfahigkeit der yetl- bzw. yet2-Deletionsmutante bestand in
der Mdglichkeit, dal3 beide Genprodukte das Fehlen des jeweils anderen Proteins auszu-
gleichen vermdégen. Um diese Uberlegung zu tberprifen, sollte eine yetl yet2-Doppel-
mutante konstruiert werden. Hefestamme, welche eine DNA-Kasette mit dem
Kanamycin-Resistenzgen KanMX4 im YET1- (BY4741 yetl) bzw. YET2-Gen (BY4742
yet2) enthielten, sowie der isogene Wildtypstamm BY4741 wurden von der Firma
EUROSCARF (Frankfurt am Main) erworben. Um eine yetl yet2-Doppelmutante zu
erhalten, wurden die beiden Einzelmutanten miteinander gekreuzt und die aus der
Sporulation resultierenden Tetraden mit parentalem Dityp bezliglich G418-Resistenz
selektiert. Das Protokoll des gesamten Verfahrens ist in den Abschnitten 3.1.8, 3.1.9
sowie 3.1.10 im Detail beschrieben. Die yetl yet2-Doppelmutante erwies sich als
lebensfahig und zeigte keinen offensichtlichen Phanotyp. Eine PCR-Analyse (Abbildung
4.22) diente zur Kontrolle der mutierten Hefestamme. Die dabei verwendeten
Oligonukleotide (BSY1-3/BSYET1-4 bzw. BSY2-3/BSYET2-4) waren komplementar zu
flankierenden Nukleotidsequenzen an den Randern des YET1- bzw. YET2-Gens. Je
nachdem, ob eine Insertion der KanMX4-Kasette vorlag, ergab sich dadurch bei der PCR
ein DNA-Fragment von circa 620/480 kb (YET1/YET2) bzw. 2170/2030 kb
(yetl::KAN/yet2::KAN) Lange. In der genomischen DNA eines der selektierten
Hefestamme konnte die KanMX4-Kasette tatsachlich in beiden Genen nachgewiesen

werden.
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Template-DNA: | WT yetl yet2 yetl WT | yetl yet2 yetl
yet2 yet2
Oligonukleotide: kompl. zu YET1 kompl. zu YET2

1 2 3 4 5 6 /7 8 9 10

Abbildung 4.22: PCR-Analyse genomischer DNA aus den Hefestammen BY4741 (Wildtyp),
BY4741 yetl, BY4742 yet2 sowie BY4741 yetl yet2. 1 + 6: BstEll-geschnitten A-Phagen-DNA als
molekularer Groliengewichtsstandard. 2 + 7: Genomische DNA aus BY4741. 3 + 8: Genomische
DNA aus BY4741 yetl. 4 + 9: Genomische DNA aus BY4742 yet2. 5 + 10: Genomische DNA aus
BY4741 yetl yet2. 2 bis 5: PCR mit den Oligonukleotiden BSYET1-3/1-4, welche komplementéar
zu flankierenden Sequenzen des YET1-Gens sind. 7 bis 10: PCR mit den Oligonukleotiden
BSYET2-3/2-4, welche komplementér zu flankierenden Sequenzen des YET2-Gens sind.

4.2.2 Das Wachstumsverhalten der Insertionsmutanten unter verschiedenen
Umweltbedingungen
Unter dem Lichtmikrosokop sind Hefezellen der yetl yet2-Doppelmutante sowie der
Einzelmutanten nicht vom Wildtyp zu unterscheiden. Auch elektronenmikroskopische
Aufnahmen, angefertigt von Dr. H. H. Trepte, zeigten keinerlei morphologische
Auffalligkeiten (hier nicht gezeigt). Das Wachstumsverhalten der mutierten Stamme
weicht sowohl unter optimalen Bedingungen, als auch unter Strel3bedingungen nicht
vom Verhalten des isogenen Wildtyps ab. Temperaturunterschiede zwischen 15 °C und
37 °C (siehe Abbildung 4.23) haben ebensowenig einen Einfluf3, wie ein Wechsel des
Kulturmediums von YPEG (Vollmedium) auf SD (Minimalmedium) (Daten hier nicht
gezeigt). Auch die Zugabe von DTT (1 bis 10 mM Endkonzentration) bzw. von Ortho-
vanadat (NasVOs4; 1 bis 10 mM Endkonzentration), welche einen Hinweis auf eine
mogliche Funktion der Yet-Proteine im Redoxhaushalt (DTT) bzw. bei der Protein-
glykosylierung (NasVOas; siehe hierzu Ballou et al.,, 1991) geben sollte, ergab keinen
messbaren Wachstumsunterschied (Daten hier nicht gezeigt). Obwohl eine Senkung des

pH-Wertes des Kulturmediums auf 4 nach Causton et al. (2001) zu einer erhdhten YET2-
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Expression fuhrt, war auch unter diesen Bedingungen keine Abweichung im Phanotyp

zwischen den beobachteten Hefestammen erkennbar (Abbildung 4.24).

15 °C 25%0

AwWN PR
W N P

A OWDN P
A OWON P

Abbildung 4.23: EinfluB der Temperatur auf die Wachstumsgeschwindigkeit der Hefestamme
BY4741 (Wildtyp), BY4741 yetl, BY4742 yet2 und BY4741 yetl yet2. Fir jeden Stamm wurden
4 ul einer Vorkultur in unterschiedlicher Verdinnung (ODeoo = 103 bis maximal ODsoo = 0,5) auf
eine YPEG-Agarplatte getropft. AnschlieBend wurden die Platten fur 48 Stunden (25 °C, 30 °C,
37 °C) bzw. 120 Stunden (15 °C) bei der jeweils gewiinschten Temperatur inkubiert. 1 = BY4741
(Wildtyp). 2 = BY4741 yetl. 3 = BY4742 yet2. 4 = BY4741 yetl yet2. Der Pfeil markiert die
ansteigende Konzentration der jeweils aufgetragenen Vorkultur. Unter keinen Bedingungen
konnte ein abweichendes Wachstumsverhalten beobachtet werden.
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Abbildung 4.24: Wachstums-
kurve der Hefestamme BY4741
(Wildtyp), BY4741 yetl, BY4741

'/I;UiiZl:l
At doa yet2 und BY4741 yetl yet2 in

| 7 ) _
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Die von Causton et al. (2001)
gezeigte erhohte Expression des
YET2-Gens bei pH4 wirkt sich
nicht auf das Wachstums-
verhalten der Hefestdmme aus.

1 . 1 . 1 . 1
600 800 1000 1200

Zeit/Minuten

4.2.3 Intrazellulare Lokalisation der Fusionsproteine GFP-Yetlp und GFP-
Yet2p
Wegen ihrer Homologie zu den Saugerproteinen BAP31 und BAP29 sowie aufgrund
ihrer Aminosauresequenz (mdgliches di-Lysin-Signal am C-Terminus) konnte fur Yetlp
und Yet2p eine ER-Lokalisation postuliert werden. Um diese These zu uUberprifen,
wurden sowohl YET1, als auch YET2 mit dem Gen des griinfloureszierenden Proteins
GFP (27 kDa) aus der Qualle Aequrea victoria fusioniert, um auf diese Weise eine
Lebendfarbung der Hefezelle zu ermdglichen (siehe beziglich des Versuchsprotokolls
Abschnitt 3.4.2). Uber eine PCR-Reaktion (Oligonukletide BSY1-1/BSY1-2 sowie BSY2-
1/BSY2-2; genomische DNA als Matrize) gewonnene DNA-Fragmente mit dem YET1-
bzw. YET2-Gen wurden hierfiir in den Vektor pUG36 einkloniert, welcher das GFP-Gen
unter der Kontrolle eines MET25-Promotors enthalt. Anschlielend erfolgte eine
Transformation der so klonierten Plasmide pUG36-YET1 bzw. pUG36-YET2 in die
Hefstamme BY4741 (Wildtyp), BY4741 yetl, BY4742 yet2 sowie BY4741 yetl yet2.
Abbildung 4.26 zeigt die Floureszenzaufnahmen mit den resultierenden
Transformanden. FuUr beide GFP-Fusionsproteine ergab sich dabei in allen vier
Stdmmen eine ringformige Struktur, welche in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
kennzeichnend fir das perinukldre ER ist (siehe dazu auch die Abschnitte 3.4.2 und
4.1.4.1). GFP-Yetlp und GFP-Yet2p lokalisieren demnach sowohl im Wildtyp, als auch

in den mutierten Hefestammen in diesem Zellorganell.
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Um das Ergebnis der Lebendfarbung zu bestatigen, wurden zusatzliche Zell-
fraktionierungen durchgefiihrt (siehe Abschnitt 3.3.10). Hierfur wurden Hefezellen der
Stdmme SSY10240 (BY4741, GFP-YET1), SSY10241 (BY4741, GFP-YET2), SSY10242
(yetl yet2, GFP-YET1) sowie SSY10243 (yetl yet2, GFP-YET2) zunéachst bei 30 °C bis zu
einer optischen Dichte (600 nm) von 1,5 angezlichtet, mittels Zentrifugation geerntet
und unter flissigem Stickstoff im Mdrser aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde dann
vorsichtig auf einen Sukrosegradienten gegeben und fur 2,5 Stunden bei 105 g (4 °C)
zentrifugiert. Anschlielend wurden die Gradienten in dreizehn Fraktionen aufgeteilt
und jeweils ein Aligout dieser Fraktionen mittels SDS-Gelelektrophorese (10%-Trenngel)
sowie Immunoblot-Analyse mit einem spezifischem Antikérper (GFP-, Kar2p- sowie
Emp47p-Antikérper) untersucht. Das Ergebnis der Fraktionierungen ist in Abbildung
4.27 graphisch dargestellt.

BY4741 (Wildtyp) BY4741yetl  BYA4742 yet2 BY4741 yetl yet2

GFP-Yetlp

GFP-Yet2p

Abbildung 4.26: Floureszenzmikroskopie von Hefezellen der Stimme BY4741 (Wildtyp), BY4741
yetl, BY4742 yet2 und BY4741 yetl yet2, welche entweder YET1-GFP oder YET2-GFP
expremierten. Die Lage des Zellkerns wurde jeweils durch DAPI-Anfarbung der DNA Uberpruft
(hier nicht gezeigt). In allen acht Fallen konnte die GFP-Chimare im ER nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.27: Untersuchung der intrazelluldaren Lokalisation der Fusionsproteine Yetl-GFP
sowie Yet2-GFP mittels Zellfraktionierung im Sukrosegradienten. BY4741 ist der isogene
Wildtypstamm der yetl yet2-Doppelmutante. Aligouts der Fraktionen des Sukrosegradienten
wurden Uber ein 10%-SDS-Gel aufgetrennt und mit Hilfe einer Immunoblot-Analye untersucht.
Yetl-GFP und Yet2-GFP co-lokalisieren mit dem ER-Marker Kar2p, nicht aber mit Emp47p.

Wahrend Emp47p die bekannte Verteilung im Golgi (Mitte des Gradienten) und partiell
auch im ER (Boden des Gradienten) aufwies, fanden sich Kar2p, Yetlp-GFP und Yet2p-
GFP ausschlie3lich am Boden des Gradienten. Auffallig ist jedoch, daf? die Lokalisation
des ER-Proteins Kar2p in der letzten Fraktion ihr Maximum erreicht, wahrend Yetlp-

GFP und Yet2p-GFP in den zuvorgehenden Fraktionen besonders stark vertreten sind.

4.2.4 Intrazellulare Lokalisation von Proteinfaktoren des anterograden bzw.
retrograden Vesikeltransportes in den yetl/2-Deletionsmutanten

Wie in Abschnitt 4.2 bereits erwahnt, wurde fir die Hefeproteine Yetlp und Yet2p
aufgrund ihrer Homologie zu den Saugerproteinen BAP31 bzw. BAP29 eine Funktion im
anterograden Vesikeltransport zwischen ER und Golgi-Komplex vermutet. Unter
Berucksichtigung dieser Annahme war in Hefestammen mit einem Defekt im YET1-
bzw. im YET2-Gen eine veranderte intrazelluldre Lokalisation von Komponenten (oder
Frachtmolekiilen) des Vesikeltransportsystems ein mdéglicher Phanotyp.

Zur Bestimmung derartiger subzellularer Umschichtungsprozesse in den yet-Mutanten
fanden Zellfraktionierungs-Experimente Verwendung. Hefezellen der Stamme BY4741
(Wildtyp) und BY4741 yetl yet2 wurden hierfiir zunéchst bei 30 °C bis zu einer optischen
Dichte (600 nm) von 1,5 angezichtet, abzentrifugiert und unter flissigem Stickstoff im

Morser aufgeschlossen. Das durch Zentrifugation von grolen Zelltrimmern sowie
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intakten Hefezellen gereinigte Lysat wurde dann auf einen Sukrosegradienten gegeben
und der Gradient flr 2,5 Stunden bei 105 g zentrifugiert. Schlie3lich erfolgte eine
Analyse der Fraktionen des Sukrosegradienten mittels SDS-Gelelektrophorese (7%- bis
maximal 12%-Trenngele) und dem Immunoblot-Verfahren. (Das detaillierte Protokol zu
den Zellfraktionierungen ist in Abschnitt 3.3.10.4 beschrieben). Im Verlaufe der
Untersuchungen wurde die intrazellulare Lokalisation folgender Proteine in An- bzw.
Abwesenheit von Yetlp/Yet2p betrachtet: Betlp, Boslp, Emp47p, Kar2p, Pepl2p, Rerlp,
Sec22p, Sed5p, Snc2p, Sso2p sowie Ufelp. Die Wahl fiel auf diese Proteine, weil sie
entweder eine Funktion im anterograden bzw. retrograden Vesikeltransport besitzen
(siehe Tabelle 4.2), oder als molekularer Marker fir ein bestimmtes Zellorganell dienen
konnten (Kar2p fur das ER sowie Emp47p fir den Golgi-Komplex). Das besondere
Augenmerk bei den Proteinfaktoren des Vesikeltransportes lag dabei auf den SNARE-
Proteinen, da in einer BAP-Mutante das v-SNARE Cellubrevin fehllokalisiert wird
(Annaert et al., 1997). Zudem spielte bei der Auswahl die Verfligbarkeit eines
entsprechenden Antikorpers ausreichender Spezifitat eine Rolle. Alle Fraktionierungen
wurden insgesamt dreimal durchgefihrt und fur die graphisch dargestellte Auswertung

jeweils der Mittelwert (inklusive Standardabweichung) gebildet.

1 2 3
Protein: Molekulargewicht | Transportschritt: Proteinfamilie:
(MW):
Betlp 15,7 kDa ER — Golgi v-SNARE
Boslp 27,5 kDa ER — Golgi v-SNARE
Pepl2p 33,0 kDa Golgi — Vakuole t-SNARE
Rerlp 22,3 kDa Golgi - ER -
Sec22p 25,1 kDa ER — Golgi v-SNARE
Golgi - ER
Sed5p 38,8 kDa ER — Golgi t-SNARE
Snc2p 13,0 kDa Golgi — v-SNARE
Plasmamembran
Ssoz2p 33,7 kDa Golgi — t-SNARE
Plasmamembran
Ufelp 40,5 kDa Golgi —» ER t-SNARE

Tabelle 4.2: Auflistung der Proteine des Vesikeltransportes, deren intrazellulére Lokalisation in
Abhangigkeit von der YET1- bzw. YET2-Expression mittels Zellfraktionierungs-Experimente
untersucht wurde. Angegeben ist das Molekulargewicht der Hefeproteine (Spalte 1) sowie der
Transportschritt, in dem sie ihre jeweilige Funktion ausuben (Spalte 2). Ob die Proteine zur
Familie der Syntaxin-Homologen (t-SNARESs) oder zur Familie der Synaptobrevin-Homologen
(v-SNARES) gehoren, ist der dritten Tabellenspalte zu entnehmen.
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Die Proteine Betlp, Boslp, Rerlp und Ufelp lokalisieren nach Fraktionierung der
Gradienten im Wildtyp-Hefestamm BY4741 und in der yetl yet2-Doppelmutante
identisch, wahrend im Falle von Sec22p, Pepl12p, Snc2p-myc sowie Sso2p-myc geringe
Unterschiede in GroRenordnung der Standardabweichung festgestellt werden konnten
(Daten hier nicht gezeigt). Lediglich beim Sed5-Protein, welches als t-SNARE fir den
anterograden Vesikeltransport zwischen ER und Golgi-Apparat fungiert (Parlati et al.,
2000), zeigte sich eine signifikante Abweichung (Abbildung 4.28): Die ER-haltigen
Fraktionen der yetl yet2 -Doppelmutante (Fraktionen 12 und 13) enthielten Gber 100%
mehr Sed5p als die entsprechenden Fraktionen beim isogenen Wildtyp. Dieser Effekt
konnte in abgeschwachter Form in beiden Einzelmutanten (BY4741 yetl und BY4742
yet2) ebenfalls beobachtet werden (Abbildung 4.28.C. und 4.28.D).
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Abbildung 4.29: Untersuchung der intrazellularen Lokalisation von Sed5p in Abhangigkeit der
Expression von YET1 sowie YET2. Lysat aus den Hefestammen BY4741 (WT), BY4741 yetl,
BY4742 yet2 sowie BY4741 yetl yet2 wurde Uber einen Sukrosegradienten (2,5 Stunden
Zentrifugation bei 108 ¢g) aufgetrennt. Aligouts der resultierenden Fraktionen wurden
anschlieRend einer SDS-Gelelektrophorese (11% Trenngel) unterzogen und mittels Immunoblot-
Analyse auf ihren Sed5p-Gehalt Uberprift (A). (B): Graphische Darstellung der Immunoblot-
Analyse in den Stammen BY4741 (WT) und BY4741 yetl yet2. Der prozentuale Anteil der Sed5p-
Moleklle im ER (Fraktionen 12 + 13) ist in der yetl yet2-Doppelmutante um Uber 100% erhoht.
(C): Graphische Darstellung der Immunoblot-Analyse in den Stammen BY4741 yetl und BY4742
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yet2. (D): Graphische Darstellung aller vier Stdmme, eine Fusion der Abbildungen (B) und (C).
In den Einzelmutanten ist die Menge der Sed5p-Molekile in den ER-Fraktionen im Vergleich
zum Wildtyp signifikant erhéht. Die Erhdhung ist jedoch nicht so ausgepragt wie bei der Doppel-
mutante.

4.2.5 Expression der Fusionsgene GFP-YET1 und GFP-YET2 in den Mutanten
BYA4741 yetl bzw. BY4742 yet2

Die GFP-Fusionen von Yetlp und Yet2p lokalisieren im ER-Kompartiment, dem
wahrscheinlichen Wirkungsbereich der endogenen Proteine (siehe Abschnitt 4.2.2). Zur
Klarung der Frage, ob die GFP-Chiméaren Yetlp bzw. Yet2p funktionell ersetzen kdnnen,
wurden Plasmide mit den entsprechenden Fusionsgenen (pUG36-YET1 bzw. pUG36-
YET2) in die yet-Einzelmutanten transformiert. In Zellfraktionierungs-Experimenten
(siehe Abschnitt 3.3.10.4 beziglich des Versuchsprotokolls) mit den resultierenden
Hefestammen BY4741 yetl GFP-YET1 sowie BY4742 yet2 GFP-YET2 zeigte sich, dal die
Wildtyp-Verteilung des anterograden t-SNAREs Sed5p wiederhergestellt wurde
(Abbildung 4.30). Ein vermehrtes Auftreten von Sed5p im ER, welches in den yet-
Einzelmutanten ohne GFP-Fusionsproteine nachgewiesen werden konnte (Abbildung
4.29.A und 4.29.C), wurde nicht mehr beobachtet. GFP-Yetlp und GFP-Yet2p kdénnen
daher zumindest bezuglich der intrazellularen Sed5p-Verteilung als funktionell

betrachtet werden.
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Abbildung 4.30: Untersuchung der intrazellularen Lokalisation von Sed5p in den Hefestammen
BY4741 (WT), BY4741 yetl, BY4741 yetl GFP-YET1, BY4742 yet2 sowie BY4742 yet2 GFP-YET?2.
Lysat aus den Hefen wurde zunéchst tber einen Sukrose-gradienten (2,5 Stunden Zentrifugation
bei 106 g) aufgetrennt. Aliqouts der daraus resultierenden Fraktionen wurden anschlieRend einer
SDS-Gelelektrophorese (11% Trenngel) unterzogen und mittels Immunoblot-Analyse auf ihren
Sed5p-Gehalt getestet (A). (B): Graphische Darstellung der Analyse in den Stdmmen BY4741
(WT), BY4741 yetl sowie BY4741 yetl GFP-YET1. (C): Graphische Darstellung der Analyse in
den Stdmmen BY4741 (WT), BY4742 yet2 sowie BY4741 yet2 GFP-YET2.
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5. Diskussion

5.1 Entwicklung eines In vitro-Transport-Assays fur den retrograden Vesikel-
transport

Die In vitro-Rekonstitution des membranvermittelten Proteintransportes zwischen dem
Golgi-Komplex und dem ER sollte einen Einblick in die molekularen Mechanismen
dieses speziellen intrazellularen Transportschrittes erméglichen. Das Ziel dieser Arbeit
bestand insbesondere darin, mit dem In vitro-System eine Methode zu entwickeln,
genetisch identifizierte Faktoren hinsichtlich einer mdglichen Funktion innerhalb des
retrograden Vesikeltransportes zu analysieren (siehe hierzu auch Abschnitt 1.6). Fur die
geplante In vitro-Rekonstitution wurde das lektinahnliche di-Lysin-Protein Emp47p
(siehe Abschnitt 4.1.1) bzw. spezifische Proteinfusionen von Emp47p (Abschnitte 4.1.2
sowie 4.1.3) als molekulare Reporter ausgewahlt. Wie bereits geschildert, zirkuliert
Emp47p infolge seines C-terminalen di-Lysin-Transportsignals zwischen ER und Golgi,
liegt aber im Gegensatz zur Mehrzahl bekannter di-Lysin-Proteine Uberwiegend im
Golgi-Apparat vor (Schroder et al., 1995). Emp47p lokalisiert somit am Ausgangspunkt
des retrograden Vesikeltransportes, was die Beobachtung einer Umverteilung von
Emp47p bzw. von Emp47p-basierten Reporterproteinen in das Zielkompartiment ER
erleichtert. Im Verlaufe dieser Arbeit fanden insgesamt drei unterschiedlich konzipierte

Verfahren zum Nachweis einer solchen Umverteilung Anwendung.

5.1.1 Durch Sedimentationsanalyse kann in vitro eine mittlere Umverteilung
von 20% beobachtet werden

ER- und Golgi-Membranen kénnen aufgrund ihrer unterschiedlichen spezifischen Dichte
durch eine differentielle Zentrifugation voneinander getrennt werden (Gaynor et al.,
1994; Schroder et al., 1995). Ein erster Versuchsansatz fur den geplanten In vitro-Assay
des retrograden Golgi-ER-Vesikeltransportes basierte daher auf einer einfachen
Sedimentationsanalyse, um die intrazellulare Lokalisation des Emp47-Reporterproteins
im Experiment verfolgen zu kénnen. Als Result ergab sich unter Standardbedingungen
eine durchschnittliche Golgi-ER-Umverteilung von Emp47p in Hohe von circa 40% in
Bezug auf die insgesamt vorhandene Reportermenge. Dagegen konnte in den
begleitenden Kontrollen nur 15% bis 20% der Emp47p-Molekille in der ER-haltigen
Pelletfraktion beobachtet werden. Der Grund, weshalb in keinem der Kontroll-

experimente ein Wert von 0% erreicht wurde, ist vermutlich in einer partiellen Co-
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Pelletierung von Golgi-Membranen selbst bei einer relativen Zentrifugalbeschleunigung
von lediglich 5000 g zu suchen. Hierfiir spricht die Beobachtung, dal eine solche Co-
Pelletierung auch dann beobachtet werden konnte, wenn ER-Membranen im Versuchs-
ansatz fehlten (Daten nicht gezeigt). Unter Bericksichtigung der Kontrollansatze ergab
sich fur die mittlere Umverteilung der durchgefihrten In vitro-Assays ein Nettowert von
circa 20%, was ungefahr der maximalen Effizienz des ,Enriched ER assay“ (22,5%)
entspricht (Baker et al., 1988; Wuestehube & Schekman, 1992). Dieses Ergebnis kann
als ein erster wichtiger Hinweis darauf gewertet werden, daR retrograder Vesikel-
transport in vitro prinzipiell darstellbar ist. Einen echten Beweis fur einen erfolgten
Golgi-ER-Vesikeltransport stellen die Beobachtungen jedoch nicht dar, da aufgrund des
Versuchsprinzips nicht die Mdglichkeit besteht, zwischen echten Fusionsereignissen und
einer Adhasion von COPI-Vesikeln bzw. einer Adhéasion ganzer Golgi-Membranen an die

ER-Membran zu unterscheiden.

5.1.2 Transportnachweis durch Glukosidasel-Aktivitat — Fusionsproteine von
Emp47p mit N-glykosylierten Proteinen werden hyperglykosyliert

Die Synthese der Kohlenhydratketten von N-Glykanen beginnt im ER-Organell mit der
co-translationalen Ubertragung eines in allen Eukaryonten identischen Oligosaccharid-
Grundgerustes (GlcsManosGIcNAc2) auf einen spezifischen Aspartat-Rest des wachsenden
Polypeptides. Noch im ER katalysiert das Glukosidasel-Enzym die Abspaltung des
ersten Glukoserestes von diesem Grundgerust, worauf Glukosidase2 die restlichen zwei
Glukosereste ebenfalls entfernt (Helenius & Aebi, 2001). In glsl-Hefestdmmen, denen
die Glukosidasel-Aktivitat fehlt, verbleiben alle drei Glukosereste weiterhin an der
Kohlenhydratkette (Esmon et al., 1984; Latterich und Schekman, 1994). Die drei
Glukosereste werden dagegen korrekt abgespalten, wenn ER aus einer glsl-Mutante mit
Wildtyp-ER fusioniert (Esmon et al., 1984). Als Konsequenz dieser Beobachtungen sollte
sich in einem In vitro-System mit glsl-Golgi und Wildtyp-ER die Lokalisation eines
Glykoproteins direkt aus seinem Glukosylierungsniveau bestimmen lassen. Basierend
auf dieser Uberlegung, beinhaltete das zweite Konzept fir einen In vitro-Assay des
retrograden Vesikeltransportes (siehe Abschnitt 4.1.2) die Verwendung eines Hybrides
aus einem N-glykosylierten Protein mit dem Emp47-Protein, welches selbst keiner
Glykosylierung unterliegt, als molekularen Reporter. Das Ziel der Fusionierung bestand
darin, einem Glykoprotein die intrazelluldren Transporteigenschaften des Emp47-

Proteins zu verleihen und es so ebenfalls zwischen Golgi- und ER-Kompartiment
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zirkulieren zu lassen. Fur die geplante Fusion fiel die Wahl auf die Glykoproteine
Cnelp, pCPY (Pro-Carboxypeptidase Y) und Spc3p, da diese Proteine in Relation zu
ihrem Molekulargewicht vergleichsweise viele Glykosylierungsstellen aufweisen
(Klionsky et al., 1990; Parlati et al.,, 1995; Meyer & Hartmann, 1997). Letztere
Eigenschaft war von besonderer Bedeutung fur die im spateren Verlauf des Assays
notwendige gelelektrophoretische Auftrennung der glukosylierten (3 Glukosereste pro
Oligosaccharid-Kette) und deglukosylierten Form (keine Glukosereste) der
resultierenden Chimare.

Wie sich in Kontrollexperimenten (siehe Abbildung 4.4) zeigte, erfuhr der Uberwiegende
Anteil aller drei Fusionskonstrukte jedoch keine diskrete Glykosylierung (wie im Falle
der Ausgangsproteine), sondern eine deutliche Hyperglykosylierung. Letztere ist in der
Béackerhefe von bestimmten Plasmamembran-, Zellwand- oder Sekretproteinen bekannt
(Munro,2001) und machte eine Differenzierung zwischen den unterschiedlich stark
glukosylierten Proteinformen unmdglich, da lediglich im Falle der diskreten
Glykosylierung der relative GrolRenunterschied hierfur ausreichend ist. Die genauen
Mechanismen der Glykosylierungs-Termination in der Hefe sind noch unbekannt,
wahrscheinlich spielen jedoch mehrere Faktoren wie z.B. spezifische Zuckerreste am
Ende der Oligosaccharid-Kette (o-1,2-linked Mannose), die sterische Zugangsmoglichkeit
spezifischer Glykosyltransferasen oder auch die Wanderungsgeschwindigkeit des Glyko-
proteins durch ER und Golgi-Komplex eine Rolle (Dean, 1999). Mdéglicherweise bedingte
die Fusion der N-Glykane mit Emp47p eine Anderung in der Tertiarstruktur der
Glykoproteine, welche umfangreich genug war, um zu einer Nichterkennung der
vorhandenen Terminationssignale zu fihren. Die von Muniz et al. (2001) beschriebene
Inkorporation von Frachtproteinen des anterograden Transportweges in unter-
schiedliche Vesikelpopulationen bietet den Ansatz fir eine weitere Erklarungs-
moglichkeit: Die Hybridproteine kénnten mdglicherweise in andere Vesikel als die
Ausgangsproteine sortiert und infolgedessen andere Golgi-Abschnitte (mit anderen
Glykosyltransferasen) erreicht haben. Interessanterweise zeigt auch eine Emp47p-
Mutante, welche nur eine einzige Stelle fur N-Glykosylierung aufweist, Hyper-
glykosylierung (Schroder et al., 1995). Zusammen sind diese Beobachtungen in Einklang
mit der Vorstellung, daR es unterschiedliche Golgi-Zisternen gibt, zu denen ein
selektiver Zugang besteht. Eine Uberfiihrung der Hyperglykosylierung in eine diskrete
Glykosylierung kam aufgrund praktischer Uberlegungen nicht in Betracht, da hierzu

eine nicht verfugbare Endo-Mannanase notwendig gewesen ware. Neben der Hyper-
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glykosylierung trat zudem das Problem auf, dal} der tatsachlich beobachtbare Groflzen-
unterschied zwischen der glykosylierten Form der Fusionsproteine und der durch
EndoH-Behandlung ganzlich deglykosylierten Variante deutlich kleiner war, als
erwartet (Abbildungen 4.4). Im Falle der lediglich unterschiedlich glukosylierten
Proteinformen befand sich der GréfRenunterschied damit am Rande der experimentellen
Nachweisbarkeit (Abbildung 4.5). Die geringe Differenz im Molekulargewicht ist
wahrscheinlich darauf zurtckzufuhren, daf in den Chiméaren nicht diesselbe Anzahl
potentieller N-Glykosylierungsstellen genutzt wird, wie in den Ausgangsproteinen.
Aufgrund der geschilderten Problematiken wurde das Transportsystem Uber
Glukosidasel-Aktivitat schlieBlich zugunsten eines proteolytischen Nachweisverfahrens

(Abschnitt 4.1.3) aufgegeben.

5.1.3 Nachweis des retrograden Vesikeltransportes Uber Proteolyse

Der dritte Ansatz fur ein zellfreies In vitro-Transportsystem sah zum eindeutigen Beleg
des retrograden Vesikeltransportes eine ER-spezifische Proteolyse des Reporter-
molekuls vor. Um diese Zielstellung zu erreichen, sollte einerseits ein Reporterkonstrukt
aus dem Hefepheromon a-Faktor und Emp47p hergestellt (siehe Abbildung 4.7) werden,
wobei die intrazelluldaren Transporteigenschaften von Emp47p erhalten bleiben muf3ten.
Zudem sollte die o-Faktor-prozessierende, periplasmatische Barlp-Protease durch
Fusion mit einem integralen, nicht zyklierenden ER-Membranprotein an das ER fixiert
werden (siehe Abbildung 4.12). Theoretische Grundlage des geplanten In vitro-Assays
waren Arbeiten von Ballensiefen und Schmitt (1997), welche belegten, dal die Barlp-
Protease a-Faktor-Konstrukte mit Sec12p und Sec22p zu spalten vermag und zudem
bereits innerhalb des ER enzymatisch aktiv ist. Aus der geplanten ER-spezifischen
Prozessierung von o-Faktor-Emp47p sollte eine experimentell nachweisbare Molekular-
gewichtsabnahme des Reporters von rund 1,7 kDa (15 Aminosauren) resultieren. Das
Funktionsprinzip des proteolytischen Nachweissystems ist in Abbildung 4.6 schematisch

dargestellt.

5.1.3.1 Das a-Faktor-Emp47p-Reporterkonstrukt
Vor ihrer Verwendung im eigentlichen In vitro-Assay wurden die Reporterkonstrukte
zunachst in Kontrollexperimenten daraufhin Gberprift, ob sie als Substrat der

endogenen Barlp- (a-Emp47p, Myc-o-Emp47p) bzw. der Kex2p-Protease (o-KS-Emp47p)
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dienen konnten und ob sie Uber die gleichen intrazellularen Transporteigenschaften wie
Emp47p verflgten (siehe hierzu auch Abschnitt 4.1.3.1).

Um die erste Fragestellung zu klaren, wurden die Gene der drei unterschiedlichen
Reporterkonstrukte in Hefestammen expremiert, welche die endogenen Proteasen Barlp
und Kex2p einzeln bzw. gemeinsam enthielten. Eine Immunoblot-Analyse des Total-
lysates aus diesen Hefezellen mit spezifischem Emp47p-Antikérper zeigte, dall die
Konstrukte von den Proteasen in vivo tatsachlich spezifisch erkannt und vollstandig
prozessiert wurden (Abbildung 4.8). Die im Blot beobachtbaren GrofZenunterschiede
zwischen den geschnittenen und ungeschnittenen Formen der Reporterfusionen
entsprachen dabei den theoretisch berechneten Erwartungswerten. Die In vivo-
Prozessierung der Emp47p-Reporterkonstrukte durch die endogenen Proteasen gab
daher einen wichtigen ersten Hinweis darauf, dal} eine In vitro-Spaltung durch die
geplanten Proteasehybride Gberhaupt méglich war.

Zur Bestimmung der intrazellularen Lokalisation von Myc-a-Emp47p fanden die
Methoden der Immunfloureszenz-Analyse (mit Myc- bzw. spezifischem Emp47p-
Antikdrper; Abbildung 4.9) sowie der subzellularen Zellfraktionierung im Dichte-
gradienten (Abbildung 4.10) Anwendung. In beiden Fallen konnte das Reporter-
konstrukt hauptsachlich im Golgi-Kompartiment sowie in einem deutlich geringem
MaRe auch im ER nachgewiesen werden. Dieses Verteilungsschema ist in Uber-
einstimmung mit der Lokalisation des endogenen Emp47-Proteins, welches im FlieR3-
gleichgewicht mehrheitlich im Golgi vorliegt. Aufbauend auf diesem Ergebnis, diente der
sogenannte ,Vesicle budding assay” (Spang & Schekman, 1988) dazu, die Integration
von Myc-a-Emp47p in COPI-Vesikeln zu zeigen. Wie sich in den In vitro-Experimenten
zeigte, konnte das Reporterkonstrukt Myc-a-Emp47p nur dann in den Vesikel-haltigen
Fraktionen nachgewiesen werden, wenn der Assay bei optimaler Inkubationstemperatur
unter Verwendung samtlicher Versuchskomponenten durchgefuhrt wurde (Abbildung
4.11.A und 4.11.B), was flr eine spezifische Inkorporation des Fusionsproteins in COPI-
Vesikel spricht. Wie in Abschnitt 4.1.3.2 bereits erwahnt, konnte in Abwesenheit von
GTPYyS keine Myc-a-Emp47p-haltigen Vesikel beobachtet werden, obwohl die Chemikalie
keinen EinfluR auf die Vesikelabknopsung austbt. Das nicht hydrolysierbare GTP-
Analog GTPyS arretiert ARF1 in die GTP-gebundenen Form, was zu einer erhéhten
Lebensdauer des assemblierten Hullkomplexes und somit auch des Vesikels selbst fuhrt,
welches nicht mehr mit zu fusionieren vermag (Pepperkok et al., 1988; Lanoix et al.,

1999). Die aus der GTPyS-Verwendung resultierende fehlende Fusionskompetenz ist
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auch der Grund, weshalb eine Weiterverwendung der isolierten COPI-Vesikel zum
Zweck einer Verschmelzung mit ER-Membranen nicht in Betracht kam. Mdéglicherweise
sind hullenlose COPI-Vesikel unter den gewahlten In vitro-Bedingungen zu kurzlebig,
um im Immunoblot des Assays ein sichtbares Signal zu erzeugen. Unabhangig davon
deutet die Anwesenheit von Myc-a-Emp47p in den COPI-Vesikel darauf hin, dall das
Hybridprotein einer COPIl-abhédngigen Rezyklierung unterliegt, demnach also die

gleichen dynamischen Transporteigenschaften wie das endogene Emp47p aufweist.

5.1.3.2 Die Barlp-Fusion

Die Aufgabenstellung bei der Konzipierung des sogenannten Proteasekonstruktes
bestand darin, die a-Faktor-prozessierende periplasmatische Barlp-Protease an das ER-
Kompartiment zu binden. Barlp sollte durch die Verbindung mit einem bestandig im
ER-lokalisierten, integralen Membranprotein an das ER fixiert werden, ohne dabei ihre
spezifische Enzymaktivitdt zu verlieren. Um eine ausreichend hohe zellulare
Konzentration des Fusionsproteins zu erreichen, war es zudem wichtig, dal3 die
resultierende Barlp-Chimére keiner raschen Degradation unterlag und die Expression
ihres Gens im erforderlichen MalRe erfolgte. Um die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen, dafl3
die Barlp-Fusion tatséchlich alle notwendigen Kriterien erfullen konnte, sollten
Varianten mit verschiedenen ER-Proteinen hergestellt werden. FUr die Fusion mit
Barlp wurden schlieBlich die Typl-integralen Membranproteine Cnelp, Cuelp, Sec66p
und Wbplp ausgewahlt, da fur deren stabile ER-Lokalisation zu Beginn der Arbeiten
bereits verlassliche Daten vorlagen. Die Klonierung der Chiméaren wurde dabei so
durchgefihrt, dal? die Barlp-Protease sich am N-Terminus der Proteinfusion und somit
innerhalb des ER-Lumens befand. Grund hierfur war die Orientierung des Emp47p-
Reporterkonstruktes innerhalb der ER-Membran, dessen o-Faktor-haltiger N-Terminus
ebenfalls in das Lumen weist (siehe Abbildungen 4.6 und 4.12).

Die In vivo-Aktivitat der Barlp-Konstrukte konnte durch Expression der jeweiligen
Fusionsgene in einem Myc-a-Emp47p-produzierenden Hefestamm kontrolliert werden.
Wahrend das BAR1-WBP1-Gen keinerlei enzymatische Aktivitat erzeugte (Abbildung
4.13.A), prozessierten Barl-Cnelp und Barl-Cuelp die vorhandenen Myc-a-Emp47p-
Molekile nahezu vollstandig (Abbildung 4.13.C). In den Barl-Sec66-Hefestammen lagen
schlielich rund 50% der Reporterkonstrukte in ihrer geschnittenen Form vor
(Abbildung 4.13.B). Die Grinde fur die signifikanten Unterschiede in der Protease-

aktivitat der unterschiedlichen Barlp-Fusionen sind unbekannt und kénnen z.B. in der
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Proteinfaltung sowie in der damit zusammenhéngenden Proteinstabilitat liegen. Weitere
mogliche Erklarungen sind abweichende Expressionsniveaus der Gene oder auch eine
Fehllokalisation der Proteasekonstrukte. Insbesondere im Falle der Barl-Sec66p-
produzierenden Hefestamme konnten jedoch zum Teil auch deutlich abweichende
Prozessierungsraten in Hefekulturen festgestellt werden, welche dieselbe Barlp-Fusion
enthielten. Letztere Beobachtung ist vermutlich Folge der Verwendung eines
Integrationsvektors zur Einschleusung der BAR1-Fusionsgene. Hierdurch kénnen eine
erhohte Kopienzahl durch gleich mehrfache Integration des Fusionsgens in das
Hefegenom bzw. eine Integrationen an verschiedenen Stellen des Genoms (was den
EinfluR unterschiedlicher cis-Elemente auf die Genexpression bedingt) nicht
ausgeschlossen werden und sind insofern mdgliche Erklarungen fir differierende
Expressionsniveaus.

Wie erwahnt, war neben der Proteaseaktivitat auch die intrazellulare Lokalisation der
Barlp-Chimare fur die Funktion des geplanten In vitro-Assays von entscheidender
Bedeutung. Der vorgesehene Nachweis des retrograden Vesikeltransportes basierte auf
einer ausschliel3lich im ER ablaufenden Prozessierung des Reporterkonstruktes — die
Barlp-Fusion durfte also nicht das ER-Organell verlassen und den Golgi-Komplex
erreichen. Eine einfache subzellulare Fraktionierung lieferte den ersten Hinweis auf die
korrekte intrazellulare Fraktionierung des Barlp-Konstruktes. Hierbei co-fraktionierte
die Barl-Cnelp-Fusion, welche zum immunologischen Nachweis ein zusatzliches Myc-
Epitop enthielt, zusammen mit dem ER-Markerprotein Kar2p, nicht aber mit Emp47p
(Abbildung 4.14). Die ER-Lokalisation des Proteasehybrides wurde im spateren Verlauf
der Arbeit mehrfach bestatigt, so u.a. in einem sogenannten ,Pulse Chase“-Experiment.
Letzteres diente dazu, die Zeitabhangigkeit der beobachteten In vivo-Proteaseaktivitat
der Barl-Cnelp-Fusion zu untersuchen. Mit Hilfe dieses Experimentes sollten Hinweise
dafur gefunden werden, ob eine Prozessierung des Myc-o-Emp47p-Konstruktes nach
Ablauf retrograden Transportes (und damit die Durchfuhrbarkeit des geplanten In vitro-
Assays) Uberhaupt moglich ist, oder ob die Spaltung des a-Faktors ausschlief3lich co-
translational erfolgen kann. Hierflir wurde Uber einen Zeitraum von insgesamt siebzig
Minuten der relative Anteil der geschnittenen Form von Myc-a-Emp47p in einem
Hefestamm verfolgt, welcher sowohl das Reporter-, als auch das Proteasekonstrukt
enthielt. Wie sich zeigte, lagen bereits funf Minuten nach Beginn der ,,Chase"“-Reaktion
funfzig Prozent der Reportermolekiile prozessiert vor, wahrend es nach siebzig Minuten

rund 78% waren (Abbildung 4.15.A). Aus der graphischen Darstellung des ,Pulse chase®-
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Experimentes (Abbildung 4.15.B) ergibt sich ein Kurvenverlauf, welcher die Beteiligung
von gleich zwei Komponenten unterschiedlicher Kinetik an der Prozessierung nahelegt.
Die Tatsache, dal? der anhand des Kurvenverlaufes extrapolierte Wert nach der ,,Pulse®-
Phase von zwei Minuten 40% Prozessierung ergab, deutet auf co-translationale Spaltung
hin. Schroder et al (1995) haben gezeigt, dall Emp47p den Golgi-Apparat innerhalb von
funf Minuten nach Synthese erreicht. Die nach funf Minuten ablaufende, relativ
langsame Spaltung beruht daher auf einer post-translationalen Prozessierung von
Reportermolektlen. Damit wurden zweierlei Erkenntnisse gewonnen: 1. Die Existenz
einer co-translationalen Spaltung belegt eine (zumindest partielle) ER-Lokalisation der
Barlp-Fusion. 2. Die Mdglichkeit einer post-translationalen Prozessierung, welche eine
entscheidende Voraussetzung fur den geplanten Assay darstellt, ist gegeben. Im Kontext
der Transporteigenschaften von Emp47p deutet die Spaltungskinetik zudem daraufhin,
daR diese post-translationale Prozessierung an Substratmolekilen erfolgen kann, die
einen kompletten Transportzyklus (ER — Golgi — ER) durchlaufen haben. Diese
Interpretation wurde spater durch direkte In vitro-Experimente bestéatigt. Um dies auch
in vivo zu zeigen, konnte man eine Variation des ,Pulse Chase“-Experimentes durch-
fuhren, bei der man einen Myc-a-Emp47p/Cnel/Barlp-produzierenden Hefestammes mit
einer zusatzlichen temperatur-sensitiven sec27-Mutation einsetzt. In einer solchen
Kontrolle sollte der sec27-bedingte Block im Golgi-ER-Transport den langsamer

ablaufenden SpaltungsprozeRR komplett inhibieren.

5.1.3.3 Das In vitro-Transportsystem mit Hilfe des proteolytischen Nachweis-
verfahrens

Der In vitro-Assay mittels Proteolyse enthielt unter Standardbedingungen Golgi-
Membranen, ER-Membranen, Zytosol sowie ein ATP-Regenerationssystem, wobei die
Golgi-Fraktion das Myc-a-Emp47-Konstrukt und das ER die Barlp-Proteasefusion
aufwiesen. Keines der aufgereinigten subzellularen Kompartimente beinhaltete dagegen
das endogene Emp47p, welches sich gelektrophoretisch nicht von der geschnittenen
Form des Reporterkonstruktes unterscheiden lie3. Ein funktioneller In vitro-Assay flr
den retrograden Vesikeltransport zwischen ER und Golgi-Komplex mufite folgende
Anforderungen erflllen: Abhangigkeit von Temperatur, Zeit, Zytosol, ER- bzw. Golgi-
Membranen und COPI sowie Unabhangigkeit von COPII. Daher wurde parallel zu den
eigentlichen In vitro-Assays Kontrollexperimente durchgefuihrt, denen eine essentielle

Versuchskomponente im Ansatz fehlte (Zytosol, ER oder das ATP-Regenerationssystem),
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10 mM GTPyS (Endkonzentration) zugefuihrt wurde oder deren Inkubationstemperatur
lediglich 0 °C betrug. Unter Standardbedingungen ergab sich in den In vitro-Assays ein
relatives Mengenverhaltnis der geschnittenen Form von Myc-a-Emp47p von 15% bis
maximal 35% in Bezug auf die Gesamtmenge der vorhandenen Reportermolekiile.
Verursacht durch Degradationsprodukte von Myc-o-Emp47p, welche sich infolge der
notwendigen Praparationsmethode ohne Proteaseinhibitoren nicht ganzlich vermeiden
lieRen, wurde in den Kontrollen ein Wert von circa 5% bestimmt. Die resultierende
Netto-Transporteffizienz von 10% bis 30% befand sich demnach in der ungefahren
GroRenordnung der beim ,Enriched ER assay“ (Baker et al., 1988) und beim
Transportsystem mittels Sedimentationsanalyse (siehe 5.1.1) gemessenen Effizienz-
grade. Die Grunde fur die signifikanten Schwankungen bei der beobachteten Transport-
effizienz des Assays sind vermutlich in der Praparation zu suchen, deren jeweilige
Ausfihrung sich entscheidend auf die Aktivitdt der aufgereinigten Membranen
auswirkte.

Um die theoretische Méglichkeit zu widerlegen, daf3 in den In vitro-Assays anstelle eines
retrograden Transportes des Reporterkonstruktes ein anterograder Transport der
Barlp-Fusion stattfand, wurde das proteolytische Nachweissystem mit der Methode der
Sedimentationsanalyse gekoppelt. Hierflr wurden die jeweiligen Versuchsansatze des In
vitro-Assays nach Beendigung der Inkubation zentrifugiert, um so ER- (Pelletfraktion)
und Golgi-Membranen (Uberstand) voneinander zu trennen. Wahrend die Degradations-
produkte von Myc-a-Emp47p in der Golgi- und Zytosol-haltigen Uberstandfraktion
verblieben, konnte die geschnittene Form des Reporters dagegen ausschliel3lich in der
Pelletfraktion (ER) nachgewiesen werden. Die Prozessierung findet demnach lediglich
im ER statt und ist somit ein Beleg fur einen erfolgten retrograden Vesikeltransport in
vitro.

Zur Optimierung des In vitro-Systems wurde der Einflu3 der Inkubationstemperatur auf
die Effizienz des Assays (= Produkt aus Proteolyse- und Transporteffizienz) naher
untersucht. Zur Bestimmung der Temperaturabhéangigkeit wurde die Inkubation der In
vitro-Assays bei Temperaturen zwischen 0 °C bis 50 °C durchgefuhrt (Abbildung 4.18).
Die maximale Prozessierung des o-Emp47p-Reporters (rund 20% der Gesamtmenge)
wurde bei 30 °C, der optimalen Wachstumstemperatur der Backerhefe S.cerevisiae,
erreicht. Eine Temperaturerhdhung auf 37 °C lieR die Effizienz lediglich geringftgig
sinken, wahrend eine Erniedrigung auf 25 °C sie deutlich starker beeintrachtigte

(lediglich circa 10% der Reporterproteine gespalten). Jenseits von circa 40 °C kam es zu
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einer drastischen Reduktion der Prozessierung, wéahrend sie bei Temperaturen zwischen
25 °C und 0 °C deutlich langsamer absank. Der In vitro-Assay bildet demnach die
Temperaturabhangigkeit des Wachstums der Béackerhefe ab, was der Uberlegung
entspricht, daf unter gunstigen Wachstumsbedingungen der vesikuldre Protein-
transport in maximalem Umfang ablauft. Unterhalb von 30 °C werden die vesikuldren
Transportprozesse nicht ganzlich gehemmt, sondern laufen vermutlich mit dem
Absinken der Inkubationstemperatur langsamer ab. Der abrupte Einbruch der
Transporteffizienz jenseits von 40 °C ist dagegen wahrscheinlich in der hitzebedingten
Inaktivierung einzelner Proteinfaktoren des Transportsystems begrindet.

Neben der Temperatur wurde in weiteren In vitro-Experimenten auch die Inkubations-
zeit im Transportsystem variiert (Abbildung 4.19). Die graphische Darstellung der
Zeitabhangigkeit ergab eine Sattigungskurve (Abbildung 4.19.B), wobei die maximale
Signalstarke nach 45 Minuten erreicht wurde (t**= 22 Minuten). Der zeitliche Ablauf der
Prozessierung ist somit weitaus schneller, als beim ,Enriched ER assay“ (Baker et al.,
1988), welcher fur den anterograden ER-Golgi-Transport entwickelt wurde und wo die
hichste Transporteffizienz erst nach 120 Minuten beobachtet werden konnte. Damit
liegt die Kinetik der beobachteten Spaltung sehr nahe an der Halbwertszeit, die in vivo
fur den Rucktransport von Emp47p vom Golgi zum ER beobachtet wurde (ca. 30
Minuten; Schroder et al., 1995). Dies ist ein weiterer deutlicher Hinweis auf die Effizienz
und Abbildungstreue des Assays.

Eine weitere Anforderung an ein In vitro-System fur den retrograden Vesikeltransport
stellte die Abbildung etablierter Funktionen bekannter Transportfaktoren dar. In den
abschlielenden In vitro-Experimenten dieser Arbeit der EinfluR wurde daher der
EinfluR zytosolischer Proteinfaktoren des anterograden bzw. retrograden Vesikel-
transportes auf das Transportsystem getestet. Im Ergebnis (Abbildung 4.20) zeigte sich,
daR die Verwendung von Zytosol aus der sec18-1- bzw. der sec27-1-Mutante bereits bei
25 °C zu einer schwachen Reduktion der Effizienz fuhrte. In Relation zum In vitro-Assay
mit Wildtyp-Zytosol lag diese bei rund 58% (sec18-1) bzw. 80% (sec27-1). Bei restriktiver
Temperatur sank die Effizienz sogar auf lediglich 26% (sec18-1) bzw. 25% (sec27-1) des
Wildtyp-Wertes. Die Tatsache, daf? bei 37 °C kein volliges Ausbleiben der Prozessierung
beobachtet wurde, kann vermutlich auf eine Restaktivitat von Secl8- bzw. Sec27-
Proteine im mutanten Zytosol bzw. auf eine geringfligige Kontamination der Membran-
fraktionen mit Wildtyp-Zytosol zuriickgefiihrt werden. Eine Verwendung (mit einer

adaquaten Salzlésung) gewaschener Membranen kénnte zur Reduktion des Kontroll-
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wertes beitragen. Im Gegensatz zu Sec18p und Sec27p fuhrt die Abwesenheit des COPII-
Hullproteins Sec23p zu keiner signifikanten Anderung in der Prozessierungsrate des
Reportermolektls. Die In vitro-Assays mit Zytosol aus der sec23-Mutante weisen die
gleiche Temperaturabhéngigkeit (Effizienz bei 25 °C > Effizienz bei 37 °C) wie die
Assays mit Wildtyp-Zytosol auf. Mehrfache Zyklen von Myc-o-Emp47p zwischen ER und
Golgi-Komplex kénnen demnach ausgeschlossen werden, was infolge des Erreichens der
maximalen Transporteffizienz nach nur 40 Minuten (siehe oben) bereits vermutet
werden konnte. Zusammenfassend bestatigen die Beobachtungen, daf der In vitro-Assay
die bekannten Funktionen von Secl8p/27p/23p abbildet und die geforderte COPII-
Unabhangigkeit aufweist. Zudem unterstreicht die Tatsache, daf die Prozessierungsrate
von der Anwesenheit des Proteins Sec23p unabhéngig ist, daR die Spaltung des
Reporters nicht durch anterograden Transport der Protease zum Substrat im Golgi-

Komplex zustande kommt.

5.1.3.4 Das In vitro-Transportsystem im Vergleich - Madglichkeiten und
Ausblick

Zellfreie In vitro-Systeme zur Darstellung intrazellularer Transportprozesse basieren
auf einer zeitabhangigen Bestimmung der Lokalisation bzw. Modifikation eines
spezifischen Reporterproteins, welches als Fracht im jeweils interessierenden
Transportschritt fungiert. Beispiele fur derartige molekulare Reporter sind z.B. das
virale VSV-G-Protein flr den intra-Golgi-Transport (Balch et al., 1984; Happe und
Weidman, 1998) oder die Carboxypeptidase CPY flr den Golgi-Vakuole-Transport (Vida
et al., 1990; Vida und Gerhardt,1999). Der 1988 von Baker et al. flr den anterograden
ER-Golgi-Vesikeltransport konzipierte ,Enriched ER assay“ fand als methodische
Grundlage fur eine ganze Reihe weiterer In vitro-Systeme fir diesen speziellen
Transportschritt Verwendung. Je nachdem, welcher Aspekt des anterograden Vesikel-
transportes dabei untersucht werden sollte, enthielten diese In vitro-Assays spezielle
Anderungen bzw. Erweiterungen des in Abschnitt 1.7 skizzierten Versuchsprinzips. In
allen Fallen diente jedoch genau wie beim ,Enriched ER assay“ das Glykosylierungs-
niveau eines radioaktiv markierten Reportermolekuls ([3°S]-prepro-a-Faktor kurz [3°S]-
ppa) als Indikator fur dessen subzelluldre Lokalisation. So entwickelten Latterich und
Schekman (1994) einen In vitro-Assay zur Rekonstitution homotypischer ER-Fusion,
wobei ER-Membranen aus Wildtyp-Hefe sowie aus einer glsl-1-Mutante eingesetzt

wurden. Unter Verwendung von aufgereinigten Proteinfaktoren anstelle einer voll-
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stdndigen Zytosolfraktion, konnte Barlowe (1997) Usolp, Secl8p und LMA1 als
essentielle und genltigende Komponenten der Fusion von COPII-Vesikeln mit dem Golgi-
Apparat nachweisen. Cao und Barlowe (2000) nutzten Akzeptor- und Donormembranen
aus verschiedenen Hefemutanten, um die intrazellulare Wirkungsstatte bestimmter
SNARE- bzw. Rab-Proteine zu identifizieren.

Wahrend der Arbeit an vorliegender Dissertation publizierten A.Spang und R.Schekman
(Spang & Schekman, 1998) einen alternativen In vitro-Assay zur Rekonstitution des
retrograden Vesikeltransportes (siehe Abbildung 5.1). Dieser Assay (im weiteren Verlauf
der Diskussion als Spang-Assay bezeichnet) basiert auf dem Nachweisverfahren des
urspringlichen ,Enriched ER assay“ und soll - im Sinne einer vergleichenden
Betrachtung - an dieser Stelle kurz erlautert werden (Abbildung 5.1).

Zentraler Punkt des Systems ist eine Fusion des [3S]-ppa-Reportermolekiils mit einem
HDEL-Signal (siehe Abschnitt 1.4.2), wodurch das resultierende Konstrukt nach
erfolgtem anterograden Vesikeltransport einer Erd2p-abhéngigen Ruckfuhrung in das
ER-Kompartiment unterliegt. Die erste Phase des Assays besteht aus der In vitro-
Translation des [®S]-markierten ppo-HDEL-Reporterproteins, sowie aus dessen
anschlieBender Translokation in das Lumen isolierter ER-Membranen (Abbildung
5.1.A). Die Praparation der ER-Membranen erfolgte hierfir aus einem glsl-1-
Hefestamm, um die Oligosaccharid-Seitenketten der ppa-HDEL-Molekule auch nach der
Translokation im glukosylierten Zustand zu halten. Zudem fehlt dem ER-Kompartiment
in Folge einer zusatzliche kar2-133-Mutation die Fahigkeit zur homotypischen Fusion.
Eine Inkubation der nun [33S]-ppa-HDEL-haltigen ER-Membranen mit aufgereinigten
COPII-Proteinfaktoren (Sec23p/Sec24p; Secl3p/Sec31p; Sarlp), GTP, sowie einem ATP-
Regenerationssystem fuhrt in Phase Il des Assays zur Bildung von COPII-Vesikeln,
welche das Reporterprotein als Frachtmolektl enthalten (Abbildung 5.1.B). Nachfolgend
dient eine kurze Zentrifugation dazu, ER (Pelletfraktion) und Vesikel (Uberstand) zu
trennen. Phase Ill beinhaltet eine Inkubation der so gewonnenen COPII-Vesikel mit
perforierten Spheroblasten eines GLS1-Hefestammes, ATP, GTP sowie mit den Protein-
faktoren LMAL, Usolp und NSF (Sec18p). Hierdurch kommt es im Versuchsansatz zur
Fusion der COPII-Vesikel mit den Membranen des Golgi-Komplexes (Abbildung 5.1.C).
AnschlieBend wird in Phase IV durch Zugabe von Zytosol bzw. von aufgereinigten
Coatomer-Faktoren sowie von Arflp fur dreiBig Minuten bei 30 °C der retrograde

Vesikeltransport induziert (Abbildung 5.1.D).
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Abbildung 5.1: Aufbau des retrograden Transport-Assays nach Spang & Schekman (1998). Eine
Erlauterung zu den Schemata findet sich im begleitenden Text.
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Lediglich die vierte und letzte Phase des Spang-Assays beinhaltet somit die eigentliche
Rekonstitution des Golgi-ER-Proteintransportes. Nach Beendigung der In vitro-Reaktion
werden die GLS1-ER-Membranen pelletiert, die darin inkorporierten [3S]-ppo-HDEL-
Molekile mittels Immunprézipitation isoliert und das resultierende Sediment einer
Immunoblot-Analyse unterzogen. Aus dem Verhaltnis zwischen der urspringlich im
Uberstand der Zentrifugation von Phase Il (d.h. in den COPII-Vesikeln) vorhandenen
Reportermenge und der Menge deglukosylierten Reporters im GLS1-ER berechnet sich
schliellich die Effizienz des Assays. Letztere lag in den von Spang und Schekman (1998)
durchgefihrten Experimenten bei einem Nettowert von circa 1% bis 2%, was einer
mittleren Effizienz der beiden Transportschritte von jeweils 10% bzw. 20% entspricht.
Damit unterscheidet sich die Effizienz der einzelnen Transportschritte des Spang-
Assays nicht von den beim ,Enriched ER assay“ sowie beim Transportsystem dieser
Arbeit (Proteolyse-Assay) gemessenen Werten. Tabelle 5.1 stellt einen Vergleich
zwischen den grundlegenden Konzepten der beiden =zellfreien Systeme fur den

retrograden Vesikeltransport an.

In vitro-Assay nach Spang und | Proteolytisches Nachweis-
Schekman (1998) JCB 143:589 | system

Reportermolekul [35S]-prepro-o-Faktor-myc-HDEL | Myc-a-Emp47p

Vorbereitende e Invitro-Translation des Nicht notwendig

Schritte: Reporters

e ER-Translokation

e COPII-Bildung (+ Sec23/24p,
Sec31/13p, Sarlp)

e Fusion mit Golgi-Membranen
(+ Sec18p, Usolp, LMA1)

Retrograder + Zytosol bzw. + Coatomer, + Zytosol
Transport +ATP + ATP
30 °C 30 °C
Nachweisprinzip e Prozessierung des Reporters e Proteolyse von Myc-a-Emp47p
durch Glukosidase im ER im ER
e SDS-Page, Autoradiographie e SDS-Page, Immunoblot-
(Flourographie) Analyse

Herkunft der
aufgereinigten
Membranen:

ER-Membranen aus einem
glsl-1, kar2-133-Stamm
Donor- und Akzeptor-
membranen als Wildtyp-Hefe
(GLS1)

e Golgi-Membranen mit dem
Myc-o-Emp47p-Reporter

e ER-Membranen mit Barl-
Cnelp

Tabelle 5.1: Vergleich der zentralen Charakteristika des Transportsystems nach A.Spang (Spang

und Schekman, 1998) und des In vitro-Transport-Assays Uber Proteolyse (diese Arbeit).
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Ein wichtiger Unterschied zwischen den beiden In vitro-Systemen besteht in der
Tatsache, dal der Spang-Assay gleich zwei subzellulare Transportschritte
rekonstituieren muf3 und somit als eine Art ,Enriched ER assay“ mit zusatzlicher
Ruckfuhrung des Reporterproteins angesehen werden kann. Die Zielsteuerung des
molekularen Reporters zum Golgi-Apparat macht im Spang-Assay daher einen Grof3teil
des Experimentes aus (siehe Abbildung 5.1.A bis 5.1.C; Phase | bis I1l), wdhrend sie im
Falle des proteolytischen In vitro-Systems komplett entfallen kann, da hier das
rekombinante AMyc-a-Emp47p-Konstrukt bereits mehrheitlich im Golgi-Komplex
lokalisiert. In Folge der Konzentration auf lediglich einen Transportschritt ist die
Effizienz des Proteolyse-Assays im Vergleich zum Spang-Assay um den Faktor 5 bis 10
erhoht, was ein entsprechend gutes Verhéaltnis zwischen Signal und Hintergrund
(welcher in beiden Transportsystemen anndhernd identisch ist) ermdéglicht. Aus dem
gleichen Grund stellt das proteolyische In vitro-System eine erhebliche praktische
Erleichterung bei der Rekonstitution des retrograden Vesikeltransportes dar, zumal
zeit- und arbeitsaufwendige Reaktionen wie die Radioaktive Markierung, die In vitro-
Translation sowie die ER-Translokation des Reporters hierflr nicht notwendig sind.

Eine Limitation des Spang-Assays ergibt sich aus dessen Verwendung von perforierten
Spheroblasten bei der Rekonstitution des retrograden Vesikeltransportes (Phase 1V;
siehe oben), wodurch Golgi- und ER-Membranen zwingend aus einer einzigen Quelle
stammen. Dagegen bedingt die Methodik des Proteolyse-Assays eine Membran-
praparation aus zwei verschiedenen Hefestammen, welche sich keineswegs
ausschlieBlich beztglich der An- bzw. Abwesenheit des Reporter- bzw. Barlp-
Konstruktes unterscheiden missen. In Analogie zum Assay von Cao und Barlowe (2000)
sollte es daher mit Hilfe des proteolytischen In vitro-Systems prinzipiell méglich sein,
eine Aussage daruber zu treffen, in welchem zellularen Kompartiment die Funktion
eines Proteinfaktors des retrograden Vesikeltransportes erforderlich ist. Praktisch ware
hierfir lediglich eine Transformation der Reporters- und Barlp-Fusionsgens in die
jeweils interessierende Hefemutante notwendig. Alternativ konnte auch eine
Inaktivierung des zu untersuchenden Gens in den Myc-o-Emp47p- und Barl-Cnelp-
produzierenden Hefestammen erfolgen oder ein entsprechender Antikorper (bzw. Fab-
Fragment) im In vitro-Assay eingesetzt werden. Die Nachteile des Proteolyse-Assays
bestehen in der Notwendigkeit, Membranen und Zytosol aus emp47A4-Stammen zu

isolieren, sowie in der relativ aufwendigen Aufreinigung der Membran-Komponenten.
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Zudem muRen die Gene flr das Reporter- und das Protaesekonstrukt zunéchst in die
jeweils zu untersuchenden Hefestdmme transformiert werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dafll der proteolytische In vitro-Assay eine
einfache Handhabung ermdglicht und ein breites Spektrum von Anwendungsgebieten
eroffnet. ZuklUnftige Experimente mit Membranenfraktionen bzw. Zytosol aus
Transportmutanten, mit Antikérpern, aufgereinigten Proteinfaktoren oder auch mit
speziellen Chemikalien (wie z.B. Brefeldin A) kénnen dazu beitragen, weitere Einblicke

in die Funktionsmechanismen des retrograden Vesikeltransportes zu erhalten.

5.2 Yetlp und Yet2p

Das ER-Membranprotein BAP31, welches zusammen mit dem zu 47% homologen BAP29
einen Heterodimer ausbildet, assoziiert in B-Lymphozyten mit naszierenden Immun-
globulinen (mIgD) und ist ein wesentlicher Faktor bei deren Zielsteuerung Richtung
Golgi-Apparat (Kim et al., 1994; Adachi et al., 1996). Bei MHC-Proteinen der Klasse |
(Spiliotis et al., 2000) sowie beim v-SNARE Cellubrevin (Annaert et al., 1997) konnte
ebenfalls eine BAP31/29-Abhangigkeit der intrazelluldren Lokalisation gezeigt werden.
Fir die Hefehomologen Yetlp und Yet2p (siehe Abschnitt 1.8 der Einleitung) lag
insofern eine analoge oder zumindest dhnliche Sortierungsfunktion beim anterograden
ER-Golgi-Vesikeltransport nahe. Neben der Entwicklung eines In vitro-Transport-
systems fur den retrograden Vesikeltransport (Abschnitt 4.1) bestand eine weitere
Zielstellung dieser Arbeit daher in einer Charakterisierung dieser beiden Proteine
(Abschnitt 4.2), tGber deren Funktion und intrazellulare Lokalisation zu Beginn dieser
Arbeit keinerlei Daten vorlagen.

Sowohl die Einzelmutanten, als auch die yetl yet2-Doppelmutante wiesen keinerlei
erkennbaren Phanotyp auf. Das Wachstumsverhalten der Hefen blieb unabhéngig von
der Temperatur (15 °C bis 37 °C) und der Art des Mediums (YPEG bzw. SD) stets gleich.
Auch unter Zugabe von Chemikalien, welche den Redox- (DTT) bzw. den Phosphor-
haushalt (NasVOs) der Hefezelle beeinflussen, zeigten sich diesbeztglich keinerlei
Unterschiede (Abschnitt 4.2.2). Die Hefe ist demnach entweder in der Lage, unter den
untersuchten Umweltbedingungen die fehlende Funktion von Yetlp und Yet2p durch
eine erhohte zellulare Konzentration anderer Proteine zu kompensieren, oder den
Yetlp/Yet2p-abhdngigen Sortierungsprozel? komplett zu umgehen. Die Substitution

einer essentiellen Funktion von Yetlp durch Yet2p (bzw. umgekehrt) in den Einzel-
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mutanten kann dagegen durch die Lebensfahigkeit der Doppelmutante ausgeschlossen
werden.

Zur Bestimmung der intrazelluldren Lokalisation von Yetlp und Yet2p wurde zunéchst
vergeblich versucht, mit Hilfe von Peptiden spezifische Antikérper gegen die beiden
Proteine zu erhalten, um dann schlieBlich auf eine N-terminale Fusionierung mit GFP
zuruckgreifen. Unter dem Floureszenzmikroskop zeigte sich sowohl in der Wildtyp-Hefe,
als auch in den verschiedenen Yet-Mutanten eine fur das perinuklare ER der Backerhefe
typische ringférmige Struktur (Abbildung 4.26). Zuséatzliche durchgefihrte Zell-
fraktionierungs-Experimente deuteten ebenfalls auf einen Aufenthalt der GFP-
Konstrukte im ER-Kompartiment hin, auch wenn Yetlp-GFP und Yet2p-GFP hierbei ein
signifikant anderes Verteilungsmuster als Kar2p aufweisen (Abbildung 4.27). Eine
mogliche Erklarung fur diese Musterverschiebung besteht in der Tatsache, dal? es sich
bei den Yet-Fusionen im Gegensatz zum luminalen Kar2p um integrale Membran-
proteine handelt. Eine Abhéangigkeit der intrazellularen Lokalisation von der
Anwesenheit der endogenen Yet-Proteine konnte weder bei der Lebendfarbung, noch bei
der Fraktionierung festgestellt werden (Abschnitt 4.2.2). Yetlp-GFP und Yet2p-GFP
lokalisieren somit im gleichen Zellorganell wie die SGugerhomologen BAP31/BAP29, eine
abweichende intrazellulare Lokalisation der endogenen Proteine kann anhand der
vorliegenden Ergebnisse jedoch nicht ausgeschlossen werden. Zur Verifizierung der
Annahme, dal} die Lokalisation der GFP-Konstrukte tatsachlich die Lokalisation der
endogenen Yet-Proteine wiederspiegelt, konnte (neben der Synthese spezifischer
Antikdrper) eine Mutation des di-Lysin-Signals von Yetlp/2p dienen, welche eine
Fehllokalisation (mdglicherweise inklusive rascher Degradation) der beiden Proteine zur
Folge haben mufRte.

Infolge des Wegfalls der postulierten Sortierungsfunktion von Yetlp und Yet2p (bzw.
durch eine lediglich unvollkommende Kompensierung dieser Funktion) bestand in der
yetl yet2-Doppelmutante die Madglichkeit einer Verschiebung des intrazellularen
Verteilungsmusters von Proteinfaktoren des vesikularen Membrantransportes. Um
einen weiteren Einblick in die Funktion von Yetlp und Yet2p zu erhalten, wurde daher
die Lokalisation einiger solcher Proteinfaktoren (Betlp, Boslp, Pepl2p, Rerlp, Sec22p,
Sed5p, Snc2p, Ssso2p, Ufelp) in der Doppelmutante Uberprift (Abschnitt 4.2.3). Hierzu
erfolgte eine Auftrennung von Totallysat aus dem Stamm BY4741 yetl yet2 im
Dichtegradienten sowie eine anschlielende Analyse der resultierenden Fraktionen

beziglich ihres Gehalt am jeweils interessierenden Protein. Emp47p und Kar2p dienten
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dabei als Markerproteine fur den Golgi-Apparat bzw. fur das ER-Kompartiment
(Abbildung 4.28). Lediglich im Falle des t-SNAREs Sed5p konnte in den
Fraktionierungs-Experimenten eine deutliche Anderung der intrazellularen Lokalisation
festgestellt werden (Abbildung 4.29). Sed5p Ubt seine Funktion bei der Fusion von
COPII-Vesikel mit dem Golgi-Komplex, d.h. im anterograden Vesikeltransport, aus.
Unter Wildtyp-Bedingungen liegt Sed5p nahezu ausschliel3lich im Golgi-Komplex
(Banfield et al., 1994) vor, zykliert aber zwischen cis-Golgi und ER (Wooding & Pelham,
1998). Sed5p unterliegt daher sowohl dem anterograden, COPIll-abhangigen Vesikel-
transport, als auch der COPI-vermittelten Rezyklierung. In der yetl yet2-Doppelmutante
ist der Anteil der Sed5p-Molektle im ER um uber 200% erhoéht (Abbildung 4.29.A und
4.29.B). In abgeschwachter Form (circa 100% Zuwachs) lieR sich dieser Effekt auch in
beiden Einzelmutanten nachweisen, wobei zwischen BY4741 yetl und BY4742 yet2 kein
signifikanter Unterschied beobachtet werden konnte (Abbildung 4.29.C). Eine
Expression der GFP-YET1/2-Fusionsgene in den Einzelmutanten flhrte zur Wieder-
erlangung des Wildtyp-Verteilungsschemas von Sed5p (Abschnitt 4.2.4), was die
Funktionalitat dieser Chimaren belegt. WeiterfUhrende Experimente konnten z.B.
zeigen, welche Auswirkung die starkere ER-Lokalisation der Sed5p-Molekile auf den
anterograden Vesikeltransport in der Hefezelle hat (z.B. ob bestimmte Frachtproteine
ebenfalls fehllokalisieren) oder in welcher Weise (direkt/indirekt) die Yet-Proteine mit
Sed5p interagieren.

Zusammenfassend ergibt sich aus den Ergebnissen der Fraktionierungs-Experimente
das folgende Bild: Die ER-Proteine Yetlp und Yet2p sind Komponenten eines zelluldren
Sortierungsmechanismus fur Sed5p. Inaktivierung beider Gene fuhrt zu einer partiellen
Fehllokalisation von Sed5p in das ER, moglicherweise verursacht durch eine
verlangsamte Inkorporation des t-SNAREs in COPII-Vesikel. Das Ausmald der Fehl-
lokalisation von Sed5p reduziert sich um rund fiinfzig Prozent, wenn lediglich YET1
oder YET2 keine Expression erfahren. Yetlp und Yet2p kénnen demnach unabh&ngig
voneinander mit Sed5p interagieren, wobei die Effekte ihrer Sortierungsfunktion
kumulativ sind. FiUr die in Analogie zu BAP31/29 postulierte Ausbildung eines
Yetlp/Yet2p-Heterodimers liefern die Versuchsergebnisse dagegen keinen Hinweis. Da
die durchgefiihrten Fraktionierungs-Experimente mit Hilfe von Sucrose-Dichte-
gradienten jedoch erhebliche intrinsische Limitationen aufweisen (z.B. ist eine
Unterscheidung zwischen Plasmamembran- und ER-Lokalisation unmdglich und kann

in PEP4-Hefestammen eine erhohte Proteindegradation durch Fehllokalisation zur
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Vakuole nicht ausgeschlossen werden), sind fur eine eindeutige Funktionsbestimmung
von Yetlp/Yet2p weitere Experimente notwendig. Diese kénnten z.B. Immunfloureszenz-
Untersuchungen, eine GFP-Fusionierung von Sed5p sowie von anderen Proteinfaktoren
des anterograden/retrograden Transportes sowie Fraktionierungen mit alternativen
Gradientensystemen umfassen. Eine Expression von GFP-YET1/2 in der Doppel-
mutante bzw. von YET1/2 in allen drei Yet-Mutanten kénnte eine weitere Mdoglichkeit

zur Verifizierung der bisherigen Versuchsergebnisse darstellen.
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6. Zusammenfassung

Die Zielstellung dieser Arbeit bestand in der Entwicklung eines zellfreien In vitro-Transport-
Assays fur den retrograden Vesikeltransport zwischen ER und Golgi-Komplex. Unter
Verwendung von Methoden des ,Enriched ER assay” (Baker et al., 1988) sollte das lektindhnliche
Hefeprotein Emp47p in diesem Assay als molekularer Reporter dienen. In Folge eines C-
terminalen di-Lysin-Signals zykliert Emp47p zwischen Golgi-Komplex und ER, lokalisiert im
Gegensatz zur Mehrzahl bekannter di-Lysin-Proteine jedoch tUberwiegend im Golgi-Komplex, dem
Zielkompartiment des retrograden Vesikeltransportes. Das grundlegende Verfahren zum
Nachweis einer subzellularen Umverteilung von Emp47p beinhaltete eine differentielle
Zentrifugation zur Trennung von ER- und Golgi-Membranen, erlaubte aber nicht den Ausschluf3
von Adhéasionseffekten. Zum eindeutigen Beleg eines Transportereignisses wurde Emp47p in
einer ersten Strategie mit einem Glykoprotein (Cnelp, pCPY, Spc3p) fusioniert, um das
Glykosylierungsniveau der resultierenden Chiméare als Indikator flar deren subzellularen
Lokalisation ausnutzen zu kdénnen. Aufgrund einer unerwarteten Hyperglykosylierung der
Hybridproteine wurde diese Strategie jedoch schliellich aufgegeben. Das letztlich flr den In
vitro-Assay verwendete Nachweisverfahren basiert auf einer proteolytischen Spaltung des
Reportermolekuls durch eine im Zielkompartiment verankerte Protease. Das Reporterkonstrukt
Myc-a-Emp47p wurde in vivo durch Barlp erkannt und besitzt das gleiche intrazellulare
Verteilungsmuster wie Emp47p. Die Proteasefusion Barl-Cnelp spaltete Myc-a-Emp47p in vivo
und lokalisiert stabil im ER. Eine Untersuchung zur Zeitabhéangigkeit der Barl-Cnelp-Aktivitat
deutete auf zwei kinetisch unterschiedliche Prozesse hin, welche vermutlich auf einer co-
translationale Prozessierung sowie auf einer Prozessierung nach erfolgtem retrograden Vesikel-
transportes basieren. Im In vitro-Assay wird eine Effizienz zwischen 10% und 25% beobachtet,
welche von Temperatur, Zeit, Energie und der An- bzw. Abwesenheit spezifischer Proteinfaktoren
des retrograden Vesikeltransportes abhangig ist. Eine Kopplung des Transportsystems mit einer
Sedimentationsanalyse verdeutlichte zudem, daR der Spaltungsprozel? ausschlieBlich im ER
stattfindet. Das in dieser Arbeit entwickelte In vitro-System fur den retrograden Vesikeltransport
erlaubt eine einfache Handhabung und erdéffnet durch die Mdoglichkeit, ER- und Golgi-
Membranen aus verschiedenen Hefestdmmen zu verwenden, breite Anwendungsgebiete.

Ein Teilprojekt dieser Arbeit bestand in der Untersuchung der BAP31/29-Homologen
Yetlp/Yet2p, fur die eine Sortierungsfunktion im anterograden Transport postuliert werden
konnte. Weder die Einzelmutanten, noch die Yet-Doppelmutante zeigten unter den getesten
Bedingungen einen erkennbaren Phanotyp. N-terminale GFP-Fusionen von Yetlp/Yet2p
lokalisieren im ER, weisen im Zellfraktionierungs-Experiment jedoch andere Verteilungsmuster
als das luminale Kar2-Protein auf. Die intrazellulare Lokalisation des t-SNAREs Sed5p ist in der

Yet-Doppelmutante signifikant gedndert, der relative Anteil der Sed5p-Molekile im ER zeigte
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sich hierbei um Uber 100% erhoht. Dieser Effekt konnte in reduzierter Form auch in beiden
Einzelmutanten nachgewiesen werden. Eine Transformation der Einzelmutanten mit der
entsprechenden Yetl- bzw. Yet2-GFP-Fusion fiuhrte zur Wiederherstellung der Wildtyp-
Verteilung von Sed5p. Die Proteine Yetlp und Yet2p sind daher vermutlich Komponenten eines

zellularen Sortierungsmechanismus fur Sed5p, wobei die Effekte ihrer unabhéngigen Funktionen

kumulativ sind.
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8. Anhang

Tabelle 8.1: Prafixe zur Bezeichnung von Vielfachen der MaR3einheiten

Préafix: Abkurzung: Faktor:
exo- E 1018
peta- P 1015
tera- T 1012
giga- G 109
mega- M 106
kilo- k 103
hecto- h 102
deca- da 101
centi- c 102
milli- m 103
micro- W 106
nano- n 10°
pico- p 1012
femto- f 1015
atto- a 1018

Tabelle 8.2: Basiseinheiten des internationalen Einheitensystems (Sl)

Zu messende Grolie: Einheit: Symbol:

Lange Meter m

Masse Kilogramm kg

Zeit Sekunde S

Elektrische Stromstarke Ampere A

Temperatur Kelvin K

Stoffmenge Mol (= 6,02205 x 1023 mol
Teilchen)

Leuchtstérke Candela cd

Tabelle 8.3: Abgeleitete SI-Einheiten

Zu messende Grolie: Einheit: Symbol:

Druck Pascal kg x mtxs2

Energie Joule J=Kkgxm2xs?

Leistung Watt W=Jxs!

Elektrische Ladung Coulomb C=AXs

Elektrische Potentialdifferenz Volt V=WxA1

Elektrische Kapazitat Farad F=CxV1

Elektrischer Widerstand Ohm Q=VxA1

Frequenz Hertz st

Radioaktivitat (atomare Becquerel s1

Ereignisse pro Zeiteinheit)




Anhang

Tabelle 8.4: Gebrauliche Nicht-SI-Einheiten und altere Malieinheiten

Zu messende GrofRe: Einheit: Symbol: Entsprechendes
SI-Mal:

Zeit Minute min 60 s

Stunde h 3600 s

Tag d 86400 s

Jahr a 3,15569 x 107 s
Volumen Liter | 1 dms
Temperatur Grad Celsius °C K+ 273,15
Druck Bar bar 10° Pa
Radioaktivitat Curie Ci 3,7 x 10%° Bq

Tabelle 8.5: Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

Amp
AP
APS
ARF
AS
ATP
Bp
BSA
c
COPI/COPII
cpm
CPY
A

Da
DAPI
dATP
dCTP
dd
dGTP
DIC
DMSO
DNA
dNTP
DTT
dTTP
EDTA
ER

g
GAP
GDP
GEF
GTP
GTPYS

IPTG

Ampicillin

Adaptorprotein
Ammoniumperoxodisulfat
ADP-ribosylierender Faktor
Aminosaure
Adenosin-5"-triphosphat
Basenpaar
Rinderserumalbumin
Konzentration
Vesikelhtllen-Proteinkomplex I/11
Zerfalle pro Minute
Carboxypeptidase Y

(Gen-) Deletion

Dalton = Eine Atommasseneinheit (u) = 1,6605655 x 10-24 g
4’,6-Diamino-2-phenylindol-dihydrochlorid

2 -Desoxyadenosin-5"-triphosphat
2 -Desoxycytosin-5"-triphosphat
doppelt destilliert
2'-Desoxyguanosin-5"-triphosphat
Nomarski-Kontrast
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure

2 -Desoxynukleosid-5"-triphosphat
Dithiothreitol

2" -Desoxythymidin-5"-triphosphat
Ethylendiamintetraessigsaure
Endoplasmatisches Retikulum
Erdbeschleunigung

GTPase aktivierendes Protein
Guanosin-5"-diphosphat
Guaninnukleotid-Austauschfaktor
Guanosin-5"-triphosphat
Guanosin-5"-O-(3-thiotriphosphat)
Immunglobulin
Isopropylthio-B-D-galaktosid
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kb Kilobasen

A Wellenlange

LB Luria-Bertani

Mw Molekulargewicht

MESNA Mercaptoethansulfonséaure

NEM N-Ethylmaleimid

NSF NEM-sensitiver Faktor

oD Optische Dichte

ORF Open reading frame

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

RNA Ribonukleinsaure

rpm Rotations per minute (= upm)

RT Raumtemperatur

2z Summe

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SNAP Soluble NSF attachment protein
SNARE SNAP-Rezeptor

TAE Tris/Acetat/EDTA

TE Tris/EDTA

TCA Trichloressigsaure

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
TGN Trans-Golgi-Netzwerk

TMD Transmembran-Domé&ne

Tris Tris-hydroxymethyl-aminomethan

ts temperatursensitiv

U Einheit fur spezifische Enzymaktivitéat
upm Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

viv Volumen/VVolumen-Verhaltnis

wiv Gewicht/Volumen-Verhaltnis

wt Wildtyp

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid
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Tabelle 8.6: Einbuchstabenkode fur die Aminosauren

A Ala Alanin
C Cys Cystein
D Asn Asparaginsaure
E GIn Glutaminsaure
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin
H His Histidin
| lle Isoleucin
K Lys Lysin
L Leu Leucin
M Met Methionin
N Asp Asparagin
P Pro Prolin
Q Glu Glutamin
R Arg Arginin
S Ser Serin
T Thr Threonin
Vv Val Valin
W Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosin
Tabelle 8.7: Einbuchstabenkode fur Nukleotide

A Adenin

C Cytosin

G Guanin

T Thymin

U Uracil
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