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Einleitung 1

1 Einleitung

Die eukaryontische Zelle enthélt eine Anzahl von Kompartimenten, sogenannte
Organellen, die durch intrazellulére Membranen umgeben sind. Beispiele hierfir
sind der Zellkern, das endoplasmatische Retikulum (ER), der Golgi-Apparat
sowie Endosomen und Lysosomen. In solchen intrazelluldren Kompartimenten
finden unterschiedliche metabolische Prozesse statt. Zusammen mit der Plasma-
membran bilden sie ein funktionelles Netzwerk aus, welches fir die Biosynthese,
Modifizierung und Lokalisation von Proteinen und Lipiden, fur die Sekretion
sowie fur die Endozytose verschiedenster Proteine und Verbindungen ver-
antwortlich ist.

1.1 Der vesikelvermittelte Transport

Durch die Sekretion von Molekilen und durch die Aufnahme von extrazellul&
rem Material steht die Zelle mit ihrer Umgebung in Verbindung. Gleichzeitig
muf3 aber auch die strukturelle und funktionelle Organisation der einzelnen intra-
zelluléren Kompartimente aufrecht erhalten werden. Dazu mul? die Zelle sowohl
ale synthetisierten Proteine und Lipide als auch aufgenommene Molekile ziel-
gerichtet und korrekt zu ihrem Bestimmungsort bringen. Dies geschieht zu einem
erheblichen Teil mit Hilfe von Transportvesikeln, kleinen membranumschlos-
senen Strukturen, die von einem Kompartiment, dem Donorkompartiment, ab-
schniren und mit einem anderen, dem Akzeptorkompartiment, fusionieren
(Palade, 1975). Dabei kann ein Vesikel sowohl 16sliche Fracht in seinem Innern
transportieren as auch in seiner Lipiddoppelschicht inkorporierte Transmem-
branproteine und Lipide. Alle vesikuléren Transportprozesse stehen in einem
dynamischen Gleichgewicht miteinander (Abb. 1).

Bei den zahlreichen Transportprozessen innerhalb der Zelle stellt sich die
Frage nach dem Organisationsmuster dieser Vorgange. Viele Faktoren, die fur
die Spezifitdt und Direktionalitét des vesikuléren Transports verantwortlich sind,
konnten in den letzten Jahren isoliert und charakterisiert werden. Dabel stellte
sich heraus, dal3 diese Komponenten von der Backerhefe bis zum Mensch hoch-
konserviert sind (Bennett und Scheller, 1993; Ferro-Novick und Jahn, 1994).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung vesikularer Transportprozesse innerhalb einer eu-

karyontischen Zelle.

1.2 DieVeskelbildung — Hullproteine

Die Mehrzahl der Transportvesikel entsteht aus speziaisierten Membran-
bereichen, deren dem Zytosol zugewandte Oberflache durch ein besonderes
Gitter aus Proteinen bedeckt ist. Man glaubt, daf3 durch die Zusammenlagerung
dieser Hillproteine (englisch: coat proteins) die Energiebarriere der Vesikel-
knospung Uberwunden wird. Die Vesikelhille wird vor der Verschmelzung mit
der Akzeptormembran abgeworfen, damit die beiden Membranen in direkte
Wechselwirkung treten knnen.

Es sind drei verschiedene Hullproteinkomplexe bekannt: 1) Clathrin um-
hillte Vesikel bestehen aus einem Adaptorkomplex, einer kleinen GTPase und
Clathrin. Sie schniren zum einen an der Plasmamembran ab (Endozytose) und
zum anderen am trans-Golgi-Netzwerk (Transport zu Endosomen). Diese Huill-
proteinkomplexe unterscheiden sich wiederum je nach Ort ihrer Bildung und
ihrem Ziel in der Zusammensetzung ihrer Adaptorkomplexuntereinheiten.
2) COPI-umhllte Vesikel bestehen aus sieben Proteinuntereinheiten und eben-
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falls einer kleinen GTPase. Sie bilden sich im Golgi und sind sowohl fir den
Transport innerhalb des Golgi a's auch fur den retrograden Transport vom Golgi
zum ER verantwortlich. 3) COPII-umhtillte Vesikel werden ausschliefdlich am ER
gebildet. Der COPII-HUllproteinkomplex besteht aus funf Untereinheiten,
darunter wiederum eine GTPase.

Das Zusammenlagern der Hullproteine auf der Membran scheint einem
generellen Mechanismus zu folgen und wird immer durch die Bindung der
kleinen GTPase an die Membranoberflache in ihrer GTP-gebundenen Form
initialisiert. Da die beiden zuletzt genannten Hullproteinkomplexe COPI und
COPII1 in ihrer Funktion im ER-Golgi-Transport fur diese Arbeit eine entschel-
dende Rolle spielen, sollen diese im folgenden ndher beleuchtet werden.

1.2.1 COPII-Veskel —anterograder Transport vom ER zum Golgi
1.2.1.1 Bildungder COPII-Hulle

Die Komponenten der COPII-Vesikelhtlle wurden mit Hilfe von sec-Mutanten
(sec fur Sekretion) aus Hefe, welche unterschiedliche Defekte in verschiedenen
Schritten des intrazelluléren Vesikeltransports aufwiesen, charakterisiert (Kaiser
und Schekman, 1990). Dies fuhrte zu der Identifizierung von drel l6slichen
Proteinkomponenten in Hefe: dem Sarlp, dem Sec23p-Komplex und dem
Sec13p-Komplex (Tab. 1). Sarlp ist eine GTPase, die Sequenzhomologie zur
Familie der Ras GTPasen aufweist (Barlowe et al., 1993; Nakano und Mura-
matsu, 1989). Der Sec23p-Komplex ist 400 kDa grof3 und setzt sich aus zwei
Proteinen Sec23p und Sec24p zusammen, wahrend der Secl3p-Komplex ein
Molekulargewicht von 700 kDa aufweist und aus Sec13p- und Sec31p-Unterein-
heiten besteht (Pryer et al., 1993; Salamaet a., 1997; Salama et al., 1993). Beide
Proteine des Secl3p-Komplexes weisen sogenannte WD 40-Motive auf, von
denen angenommen wird, dal3 sie generell Protein-Protein-Wechselwirkungen
vermitteln (Neer et a., 1994).

Durch in vitro Rekonstitutionsexperimente mit gewaschenen Membranen
konnten die einzelnen Schritte der Vesikelbildung aufgekléart werden (Salama et
al., 1993). Der erste Schritt stellt wie bereits erwéhnt das Rekrutieren der GTPase
Sarlp an die Membran dar. Dazu muf3 die GTPase von der GDP-gebundenen
Form, die zytosolisch ist, in die GTP-gebundenene Form, die membranassoziiert
ist, UberfUhrt werden. Dies wird durch einen Nukleotid-Austauschfaktor Secl12p,
ein Transmembranprotein des ER, katalysiert (Barlowe und Schekman, 1993).
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Danach kann zuné&chst der Sec23p-Komplex binden, dessen Bindung die Voraus-
setzung fur die Bindung des Sec13p-Komplexes darstellt. Nach dem Abschniren
des Vesikels werden die Hllproteine durch die Hydrolyse des an Sarlp gebun-
denen GTP wieder entfernt, damit das Vesikel mit seiner Zielmembran fusionie-
ren kann. Letztere Reaktion wird durch eines der Hullproteine selbst, Sec23p,
welches eine GTPase aktivierende Doméne besitzt und somit als GAP (GTPase
aktivierendes Protein) fungiert, stimuliert (Yoshihisa et al., 1993). Das Abdisso-
ziieren der Hullproteine kann durch die Anwesenheit des nicht hydrolisierbaren
GTP-Analogons GTPYS inhibiert werden, wodurch das Vesikel fusionsinkompe-
tent wird (Barlowe et a., 1994).

COPII Hefe Sauger GrolRe
Sec13-Komplex Secl3p hSecl13p ~34 kDa
Sec31p hSec31p ~150 kDa
Sec23-Komplex Sec23p hSec23p ~85 kDa
Sec24p hSec24p ~105 kDa
GTPase Sarlp Sarl ~21 kDa
COPI Hefe Sauger GrolRe
Coatomer Retlp a-COP ~140 kDa
Sec26p B-CoP ~107 kDa
Sec27p p-cop ~102 kDa
Sec21p v-COP ~97 kDa
Ret2p 5-COP ~57 kDa
Sec28p e-COP ~35 kDa
Ret3p ¢-CoP ~20 kDa
GTPase Arfl/2p ARF1 ~20 kDa

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Hiillproteine von COPI- und COPII-
Vesikeln; die GroBe in kDa wurde durch die Aminosaure-

zusammensetzung bestimmt

Die soeben beschriebenen finf zytosolischen Proteine reichen in vitro aus, um ein
funktionelles COPII-Vesikel zu produzieren. In vivo sind jedoch noch zwel
welitere Proteine bekannt, die beim Abschniren von Vesikeln am ER eine Rolle
spielen. Diesist zum einen Secl6p, ein 240 kDa Protein, welches peripher an das
ER assoziiert ist, und Seddp, welches eine starke Homologie zu Sec12p aufwelst
(Espenshade et a., 1995; Gimeno et al., 1995). Es konnte gezeigt werden, dal3
Secl16p mit Sec23p und Sec24p interagiert, worauf ihm eine mogliche Funktion
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as eine Art Stutzwerk fur die Membranassoziation der zytosolischen Hull-
proteine zugeschrieben wurde. Es kdnnte jedoch auch eine Rolle bei der Protein-
sortierung spielen, da in temperatursensitiven Mutanten von Secl6p nur be-
stimmte Frachtmoleklle nicht in die COPII-Vesikel verpackt werden (Campbell
und Schekman, 1997). Obwohl Sed4p homolog zu Secl12p i, katalysiert es nicht
den GDP-GTP-Austausch an Sarlp. Es bindet an Sec16p und kdnnte so in einem
multimeren Proteinkomplex seine noch nicht eindeutig gekléarte Funktion in der
Vesikelknospung haben.

Erst kirzlich konnte anhand zweier dem Sec24-Protein sehr dhnlichen
Proteine in Hefe gezeigt werden, dal3 die Zusammensetzung der COPII-Hulle
variiert und es somit Subpopulationen von COPII-Vesikeln geben kann, die
unterschiedliche Frachtmolekdile transportieren (Roberg et al., 1999; Peng et d.,
2000; Higashio et a., 2000; Kurihara et al., 2000).

1.2.1.2 ER-Export Signale

Proteine, die vom ER, dem Ort ihrer Synthese, zu anderen Organellen transpor-
tiert werden sollen, mussen in COPII-Veskel verpackt werden. Lange Zeit
glaubte man, dal3 der Weitertransport vom ER zum Golgi-Komplex dem ,, bulk-
flow“-Modell folgt, das besagt, dal3 grundséchlich alle Proteine zunéchst weliter-
transportiert werden und nur solche Proteine, die ein spezifisches Recycling- oder
Retentionssignal besitzen, anschlief3end vom Golgi wieder zurtickgefthrt werden
(Pfeffer und Rothman, 1987). Dies wirde bedeuten, dal3 keine Konzentrierung
der Frachtmolekile bei der COPII-V esikelknospung erfolgt. Fir einige Proteine,
die in grofen Mengen sezerniert werden, trifft dies zu (Warren und Mellman,
1999). Einige weniger stark synthetisierte Frachtmolekille scheinen dagegen
spezifische Rezeptoren zu bendtigen, um sich in COPII-Vesikeln anzureichern
(Balch et al., 1994). Auch die Tatsache, dal3 in einigen Hefemutanten nur be-
stimmte Frachtmolekiile einen Transportdefekt aufweisen, spricht fir einen
aktiven Sortierungsprozess beim ER-Export (Schimmoéller et al., 1995). Es
konnte erst spéter durch die Isolierung eines Proteinkomplexes, der sich wahrend
der Assoziation der Hullproteine an die Membran bildet, gezeigt werden, dal3 ein
Teil der COPII-Hullproteine, namlich der Sec23/24p-Komplex, mit den zu trans-
portierenden Frachtmolekilen interagiert (Kuehn et a., 1998; Aridor et a.,
1998). Es wurde nach spezifischen Proteinsequenzen innerhalb der Fracht-
molekile gesucht, die von den Hullproteinen als Sortierungssignal erkannt
werden. Das vollstandige Signal ist zur Zeit noch unbekannt, jedoch scheinen die
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am C-Terminus gelegenen Phenylalaninreste in dem Saugerprotein ERGIC-53 fir
die COPII-Interaktion verantwortlich zu sein (Kappeler et al., 1997). Da diese
beiden Aminosauren nicht fir einen ER-Export ausreichen, sind sie wahr-
scheinlich Tell eines groferen Exportsignals. Diese beiden Aminosaurereste sind
im Hefehomol ogen Emp47p gegen zwei Leucin ausgetauscht.

Des weiteren kommt im zytoplasmatischen Tell einiger Transmembran-
proteine ein ER-Exit-Motiv vor, dal3 zwei saure Aminosauren enthdlt, die durch
eine beliebige Aminosaure getrennt sind (D/EXD/E-Motiv) (Nishimura und
Balch, 1997). Eine direkte Interaktion des zuletzt genannten Motivs mit den
COPI1-Hullproteinen konnte jedoch noch nicht gezeigt werden.

1.2.2 COPI-Veske —retrograder Transport vom Golgi zum ER
1.2.2.1 Bildungvon COPI-Veskeln

Die in vitro Generation der COPI-Vesikel von isolierten Golgi-Membranen aus
Saugerzellen machte die biochemische Charakterisierung der COPI-Hdllproteine
maoglich (Ostermann et al., 1993; Serafini et a., 1991b). Die Vesikelhiille besteht
aus der zytosolischen GTPase ARF1 und , coatomer”, einem heteroheptameren
Proteinkomplex, bestehend aus stéchiometrischen Anteilen o-, B-, B'-, v-, 6-, (-,
und e-COP (Serafini et al., 1991a; Waters et al., 1991). Zu allen Saugerproteinen
sind Hefehomologe bekannt (siehe Tabelle 1). B-, -, y- und e-COP aus Hefe
sind die Genprodukte von SEC26, SEC27, SEC21 bzw. SEC28 (Duden et al.,
1994; Hosobuchi et al., 1992; Duden et al., 1998). Zur Isolierung dieser Gene
wurden zum Teil Hefemutanten verwendet, die einen Defekt im sekretorischen
Transportweg zeigen. Die anderen drei , coatomer”-Untereinheiten wurden mit
Hilfe eines genetischen ,screens’ identifiziert, bei dem Mutanten selektiert
wurden, die einen Defekt in der Rickfihrung eines ER-residenten Proteins auf-
weisen. So wurden die Gene RET1(COP1), RET2 und RET3 (Ret fir , retrieval®)
kloniert, die fur o-, 8- und -COP in Hefe kodieren (Letourneur et al., 1994;
Cosson et a., 1996).

Die Bildung der COPI-umhullten Vesikel verlauft &hnlich der COPII-um-
hillten Vesikel. Sie wird durch das Rekrutieren der zytosolischen GTPase ARF1
an die Golgi-Membran initiiert (Palmer et a., 1993; Donaldson et al., 1992). Die
Bindung und Aktivierung von ARF1 wird durch den Austausch von GDP zu GTP
ausgelost. Es wird vermutet, dal3 der myristoylierte N-Terminus des Proteins
durch die GTP-Bindung seine Konformation andert und somit die Membran-
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bindung erlaubt (Kahn et a., 1992). Die Reaktion wird ebenfalls wie im Falle
COPII durch einen Nukleotid-Austauschfaktor katalysiert. Im Gegensatz zu dem
Transmembranprotein Sec12p sind alle charakterisierten Nukleotid-Austausch-
faktoren fUr ARF1 zytosolische Proteine (Chardin und McCormick, 1999). Nach
der Bindung von ARF1 erfolgt die Bindung der ,coatomer“-Untereinheiten,
wobei dies wie bei COPIl in zwei Schritten erfolgt: zundchst Bindung des
Subkomplexes B-, y-, 8- und £-COP und anschlief3end die Bindung von o-, -
und e-COP (Faulstich et al., 1996). Nachdem das Vesikel abgeschnuirt ist, bewirkt
die Hydrolyse von ARF1 gebundenem GTP die Freisetzung der Hillproteine. Im
Gegensatz zum COPII-System, bei dem die GTP-Hydrolyse von Sarlp durch das
Hullprotein Sec23p katalysiert wird, mussen alle bisher isolierten ARF-GTPase
aktivierenden Proteine (ARF GAPs) zunéchst aus dem Zytosol rekrutiert werden
(Poon et al., 1999). Die funktionelle Analyse eines ARF1-ARF GAP-Komplexes
ergab, dal3 durch Anwesenheit von , coatomer“-Untereinheiten die GTP-Hydro-
lyse um einen Faktor von 1000 erhdht wird (Goldberg, 1999). Dies 1&(% die Ver-
mutung zu, dal3 ein Komplex bestehend aus ARF1, ARF GAP und , coatomer”
bereits wahrend der Vesikelbildung auf der Membranoberflache existiert.

Die genaue funktionelle Analyse der COPI-Vesikel im Membrantransport
vom Golgi zum ER gestaltet sich als sehr kompliziert, da COPI-Vesikel sowohl
eine entscheidende Funktion in der Strukturerhaltung des Golgi als auch im intra-
Golgi anterograden Transport haben.

1.2.2.2 Signaledes ER-Rucktransportsund der ER-Retention

Eine Funktion des retrograden Transports ist das Zuriickfthren von Proteinen, die
normalerweise im ER lokalisiert sind, jedoch im Veskelflul3 des anterograden
Transports in den Golgi gelangt sind. Fur viele solcher Proteine weild man, dafi3
ihre Sortierung in retrograde COPI-Vesikel durch Aminosduresequenzmotive
vermittelt wird.

Das am besten charakterisierte ER-RUcktransportsignal ist die KDEL-Se-
guenz in Saugern bzw. die HDEL-Sequenz in Hefe (Munro und Pelham; 1987;
Pelham, 1990). Dieses Sequenzmotiv befindet sich am C-Terminus von Uber-
wiegend luminalen l6dlichen Proteinen. Die Genprodukte von SED4 (vgl.
Kap. 1.2.1.1) und SEC20 in Hefe sind bisher die einzigen bekannten Transmem-
branproteine mit diesem Motiv. Der Ricktransport zum ER ist rezeptorvermittelt.
Der im Golgi lokalisierte, transmembrane Erd2p-Rezeptor in Hefe (KDEL-Re-
zeptor in Saugern (Lewis und Pelham, 1990; Scheel und Pelham, 1996)) bindet
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die HDEL-markierten Proteine und wird zusammen mit seiner Fracht durch
COPI-Vesikel zum ER transportiert (Semenza et al., 1990; Townsley et al.,
1994). Man glaubt, dal3 durch die veradnderten physiologischen Bedingungen
innerhalb des ER die Bindung zwischen Rezeptor und Protein aufgehoben wird
und der Rezeptor daraufhin tber den anterograden Transportweg erneut in den
Golgi gelangt (Lewis und Pelham, 1992). Die Unterbrechung des ERD2-Gens in
Hefe ist letal; es konnten aber Gene isoliert werden, durch deren Uberexpression
die Zellen wieder lebensfahig wurden (Lewis et a., 1990). Eines dieser Gene ist
das eben genannte SED4, ein weiteresist SEDS5, dessen Genprodukt ein t-SNARE
im Golgi darstellt (vgl. Kap. 1.4).

Fur Typ-1-Transmembranproteine konnte gezeigt werden, dal3 ein C-termi-
nales Di-Lysin-Motiv (K(X)KXX-Motiv) als Ruckfuhrungssignal dient (Jackson
et a., 1990; Nilsson et al., 1989). Die Tatsache, dal3 der COPI-Proteinkomplex an
dieses Signal binden kann, belegt auch die Beteiligung von COPI-Vesikeln am
retrograden Transport (Cosson und Letourneur, 1994). Cosson und Letourneur
benutzten hierbei ein Hybridprotein, welches aus dem o-Faktor Rezeptor Ste?2p
und dem C-Terminus von Wbplp besteht. Wbplp ist eine Untereinheit der
Oligosaccharyltransferase in Hefe und besitzt ein KKXX-Motiv. So konnte
gezeigt werden, dal3 alle COPI-Mutanten mit Ausnahme von sec28-Mutanten
(e-COP) nicht in der Lage sind, dieses Hybridprotein im frihen sekretorischen
Transportweg zuriickzuhalten (Letourneur et al., 1994; Duden et al., 1998). Fir
den COPI-Proteinkomplex aus den , coatomer-Mutanten sec27-1 und retl-1
(0-COP und B"-COP) konnte zudem in vitro nachgewiesen werden, dal3 die
Bindung an das KKXX-Mativ verloren geht (Letourneur et al., 1994).

Ahnlich dem Erd2p-Rezeptor wurde ein Gen kloniert, dessen Genprodukt
Rerlp zwischen Golgi und ER zirkuliert und fir die Retention des Typ-I1-Trans-
membranproteins Sec12p zustandig ist (Boehm et a., 1994; Boehm et al., 1997
Sato et al., 1995). Dieser Ruckfuhrungsmechanismus ist mal3geblich von der
Transmembrandoméane des Secl2p abhangig. Dal} bestimmte Bereiche der
Transmembrandoméne fir die Retention eine Rolle spielen, wurde auch fur
andere Proteine gezeigt (Letourneur und Cosson, 1998; Rayner und Pelham,
1997).

1.3 DieVeskedfusion

Es gibt drei Proteinklassen, die eine generelle Schitisselrolle bel der zelluldren
Veskelfusion spielen: die SNARE-Proteine (SNAP receptor), die kleinen



Einleitung 9

GTP-bindenden Proteine der Y pt/Rab-Familie und die Proteine der Secl-Familie.
Des weiteren wurden sogenannte , tethering®-Faktoren gefunden, die fir die
Direktionalitét des Vesikels verantwortlich sind. Sie gehdren jedoch keiner be-
stimmten Proteinklasse an und agieren in grof3en Komplexen oder als Oligomere.

1.3.1 SNARE-Protene

SNARE-Proteine lassen sich in zwel Klassen unterteilen: Sie sind entweder
Typ-l1-Transmembranproteine und gehdren den Proteinfamilien der Synapto-
brevine bzw. Syntaxine an oder sind durch Acylreste in der Membran verankert
und gehdren der SNAP-25-Familie an (Weimbs et a., 1998). Sie wurden als
Rezeptoren fir SNAPs (soluble NSF attachment proteins) identifiziert, die
wiederum einen Komplex mit der ATPase NSF (NEM-sensitive-factor) bilden
konnen (Mahotra et a., 1988; Sollner et al., 1993). Die entsprechenden Hefe-
proteine zu SNAP und NSF sind Sec17p und Sec18p (Wilson et a., 1989). Alle
SNAREs koénnen o-helikale Strukturen aushilden, die sich zu sogenannten
»coiled-coils* zusammenlagern und wahrend der Vesikelfusion stabile Komplexe
ausbilden. Die Komplexe kénnen durch die ATP-Hydrolyse von NSF (Sec18p)
reversibel aufgelost werden (Hayashi et al., 1994). Zu welchem Zeitpunkt der
Veskelfusion die ATP-Hydrolyse stattfindet ist umstritten.

Rothman und seine Mitarbeiter postulierten nach der Identifizierung der
SNARES einen generellen Mechanismus fur die Vesikelfusion, die sogenannte
SNARE-Hypothese (Sollner et a., 1993; Rothman, 1994). Sie besagt, dal? die
spezifische Anlagerung an die Zielmembran (,,docking*) und die anschlief3ende
Fusion eines Transportvesikels abhéngig von den beteiligten v- und t-SNARES
sind, die sich dabei entweder auf dem Vesikel, wo sie nach dem Abstreifen der
Hullproteine fir potentielle Bindungspartner zugéanglich sind, oder auf der Ziel-
membran (,,target membrane®) befinden. Dabei ist jedes SNARE nur flr einen
bestimmten Transportschritt verantwortlich. Diese Annahme ist jedoch
zunehmend auf Widerspriche gestof3en, z.B. sind manche SNAREs bel
mehreren unterschiedlichen Fusionsprozessen involviert. Die SNARE-Hypothese
in ihrer urspringlichen Form kann heute nur noch als ein sehr stark vereinfachtes
Modell des Fusionsprozesses angesehen werden. Trotzdem werden auch heute
noch SNARE-Proteine als v- und t-SNARE klassifiziert.

Der exozytotische SNARE-Komplex, der an der Fusion von Vesikeln mit
der Plasmamembran beteiligt ist, ist am besten charakterisiert. Mittels
Elektronenmikroskopie konnte die paralele Anordnung der o-helikalen Struktu-
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ren der SNAREs im neuronalen SNARE-Komplex und im exozytotischen
SNARE-Komplex von Hefe nachgewiesen werden (Hanson et a., 1997; Katz et
a., 1998). Vom neuronalen SNARE-Komplex ist inzwischen die Raumstruktur
des sogenannten Kern- oder , core*-Bereiches mit Hilfe von Rontgenstruktur-
analyse bestimmt worden. Sie setzt sich tatséchlich aus vier parallel ineinander
gewundenen o-Helices zusammen, die ein sogenanntes Vier-Helix-Bundel bilden
(Sutton et al., 1998). Aus diesen Ergebnissen ging die Vorstellung hervor, dal3
durch die Ausbildung des SNARE-Komplexes die Vesikelmembran so dicht an
die Zielmembran herangezogen wird, dal3 die Energiebarriere der Membranfusion
uberwunden wird.

Mit Hilfe der Kristallstruktur des neuronalen SNARE-K omplexes konnten
die Aminosauresequenzabschnitte der einzelnen SNAREs, welche die o-heli-
kalen Strukturen ausbilden, in Bezug auf ihre Raumstruktur neu verglichen
werden (Fasshauer et al., 1998). Diese Sequenzabschnitte von ungefahr 60
Aminosauren werden auch als das SNARE-Motiv bezeichnet. Die Analyse ergab,
dal3 die zentrale Aminoséaure, die sich strukturell in die Mitte des SNARE-Kom-
plexes richten wurde, fast immer (mit nur wenigen Ausnahmen) entweder ein
Glutamin (Q) oder ein Arginin (R) ist. Deswegen wurden ale SNARES zwel
neuen Proteinklassen, den R-SNAREs und den Q-SNAREs zugeordnet
(Fasshauer et al. 1998). Die Autoren behaupten weiterhin, dal3 alle fusions-
kompetenten SNARE-Komplexe aus einem Vier-Helix-Buindel bestehen, das sich
aus drei Q-SNARES und einem R-SNARE zusammensetzt. Dies ist jedoch noch
nicht bewiesen.

1.3.2 Modulatoren der SNARE-Proteine

Die eben beschriebenen SNARE-Proteine sind essentiell fur die Vesikelfusion.
Dariiber hinaus werden keine Faktoren bendtigt, um in vitro kinstlich hergestellte
Liposomen, in denen SNAREs inkorporiert sind, zur Fusion zu bringen (Weber et
al., 1998). Dieser Fusionsprozess ist alerdings viel zu langsam, um die realen
Prozesse in der Zelle widerzuspiegeln. SNAREs konnen jedoch nicht die
Direktionalitét und Spezifitét des Vesikeltransportes garantieren, da Ergebnisse
von in vitro-Experimenten mit aufgereinigten Proteinen zeigten, da? SNARE-
Proteine unspezifisch zum Tell relativ stabile Komplexe ausbilden kénnen (Y ang
et al., 1999; Tsui et a., 2000). In der Zelle wirde dies zur unkontrollierten Ver-
schmelzung von ganzen Organellen fuhren. Der Zeitpunkt und der Ort in der
Zelle, an dem die SNARE-K omplexe gebildet werden, hangt von den bereits er-
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wahnten Proteinen der Y pt/Rab-Familie, den Proteinen der Secl-Familie und den
»tethering“-Faktoren ab. Es sollen hier stellvertretend nur einige Beispiele aus
Hefe aufgezeigt werden.

Der erste Vertreter und Prototyp der Y pt/Rab-Proteinfamilie, Y ptlp,
wurde in Hefe entdeckt (Gallwitz et al., 1983). Nach der Sequenzierung des
Hefegenoms konnten elf Vertreter der YPT-Genfamilie gefunden werden (Lazar
et a., 1997). Jedes Ypt ist funktionell auf einen bestimmten vesikuléren
Transportschritt spezialisiert. Es ist bekannt, dal3 die kleinen GTPasen einen
Katalysezyklus durchlaufen, bei dem sie zum einen zwischen einer GTP-gebun-
denen aktiven und einer GDP-gebundenen inaktiven Form wechseln und zum
anderen zwischen einer membrangebundenen und einer zytosolischen Form
(Lazar et ., 1997; Fig. 2). Eswird vermutet, dal? sie dabel am ,,docking®-Prozef3
des Vesikels an die Zielmembran betelligt sind. Evidenzen daftr gibt es aus
Untersuchungen der homotypischen Vakuolenfusion und aus einem ER-Golgi-
Tranportassay (Mayer und Wickner, 1997; Cao et al., 1998). Eine weitere
maogliche Funktion der Ypt-GTPasen ist die Entfernung von Inhibitoren der
SNARE-Komplexbildung, den Proteinen der Secl-Familie (siehe unten). Diese
Rolle der SNARE-Aktivierung wurde Y ptlp, das seine Funktion im ER-Golgi
Transport auslbt, sogar fur v- und t-SNARE zugeschrieben (Lian et a., 1994;
Lupashin und Waters, 1997). In diesen Arbeiten konnte jedoch die zeitliche Ab-
folge des Fusionsprozesses nicht so gut aufgeldst werden wie in dem ER-Golgi
in vitro Transportsystem (Cao et al., 1998).

Die Proteine der Secl-Familie binden an Syntaxine (t-SNARES). In Hefe
sind vier Vertreter der Secl-Familie und sieben Syntaxine bekannt. Aufgrund
dieses Ungleichgewichts ist es unwahrscheinlich, dal3 diese Vertreter die Spezi-
fitét aller Vesikelfusionen garantieren. Slylp wurde als Suppressor des Verlustes
der Yptl-Funktion isoliert und ist im ER-Golgi Transport involviert (Dascher et
a., 1991; Ossig et al., 1991). Slylp bindet mit hoher Affinitdt an das im Golgi
vorliegende t-SNARE Sed5p (Grabowski und Gallwitz, 1997; Kosodo et al.,
1998). Es wird vermutet, dal’ die Secl-Proteine die t-SNARES in einer inaktiven
geschlossenen Konformation halten (Lupashin und Waters, 1997; Yang et a.;
2000).

» 1ethering”-Faktoren sind Ankopplungsfaktoren, die vermutlich spezi-
fisch das , docking* eines Vesikels mit seiner Zielmembran vermitteln. Diese
Faktoren wurden mittlerweile bei verschiedenen Transportschritten isoliert
(Ubersichten bei Pfeffer, 1999, Guo et al., 2000). Usolp ist ein zytosolisches
Protein, das Homodimere ausbildet (Sapperstein et a., 1996; Yamakawa et a.,
1996). Das Protein agiert im ER-Golgi Transport vor dem SNARE-Interaktions-
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schritt (Barlowe, 1997; Cao et al., 1998). Es wird vermutet, dal’ seine Membran-
anlagerung durch Y pt1lp vermittelt wird. TRAPP (,,transport protein particle®) ist
ein multimerer Proteinkomplex bestehend aus zehn Untereinheiten, der an Golgi-
Membranen assoziiert ist (Sacher et al., 1998). In einem in vitro Transportassay
konnte gezeigt werden, dald dieser Komplex ebenfalls fur das ,tethering® von
ER-Vesikeln mit Golgi-Membranen zusténdig ist (Barrowman et al., 2000). Ein
weiterer Komplex aus Sec34p und Sec35p scheint auch im ER-Golgi Transport
beim ,tethering” involviert zu sein (VanRheenen et al., 1998; VanRheenen et 4.,
1999; Kim et al., 1999). Wie TRAPP, Usolp und Sec34/35p mechanistisch ihre
Funktion ausliben, ist noch nicht genau geklart. Fir den Golgi-ER retrograden
Transport wurde bisher noch kein , tethering” -Faktor entdeckt.

1.4 SNARE-Proteineder ER-Golgi-Recyclingmaschineriein Hefe

Es sollen nun im folgenden SNARE-Proteine, die bei der ER-Golgi-Recycling-
maschinerie in Hefe eine Rolle spielen, etwas detaillierter vorgestellt werden, da
in dieser Arbeit die verschiedenen Mechanismen der zuvor beschriebenen
Maschinerie untersucht wurden (siehe Tabelle 2).

Darunter befinden sich die zwei Syntaxine (t-SNAREs) Sed5p und Ufelp
und die drel Proteine der Synaptobrevin-Familie Sec22p, Boslp und Betlp.
Auler Sec22p werden ale genannten SNAREs durch fir die Hefe essentielle
Gene kodiert.

SNARE vorherrschende  Protein- Klassifizierung
Lokalisation familie historisch/nach SNARE-Motiv

Sec22p ER Synaptobrevin v-SNARE/R-SNARE

Boslp ER Synaptobrevin v-SNARE/Q-SNARE

Betlp Golgi Synaptobrevin v-SNARE/Q-SNARE

Sed5p Golgi Syntaxin t-SNARE/Q-SNARE

Ufelp ER Syntaxin t-SNARE/Q-SNARE

Tabelle 2: Ubersicht tber die Lokalisation und Klassifizierung von SNAREs, die im

ER-Golgi Transport in Hefe involviert sind.

Es wurden zwei SNARE-Komplexe im ER-Golgi Transport charakterisiert. Der
erste wurde durch Immunprazipitation von Sed5p in einer sec18-1 Mutante ge-
funden und enthélt die Proteine Slylp, Secl7p, Boslp, Goslp, Ykt6p, Sec22p,
Betlp und Sftlp (Hardwick et a., 1992; Sggaard et al., 1994). Goslp, Sftlp und
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Ykt6p sind ebenfalls SNAREs, fur die eine Funktion im retrograden Transport
von spéteren Golgi-Kompartimenten vorgeschlagen wird (Banfield et al., 1995).
Ykt6p gehdrt zwar zur Familie der Synaptobrevine, stellt aber eine Ausnahme
dar, da es im Gegensatz zu den Ubrigen hier genannten SNARES keine Trans-
membrandoméne besitzt. Stattdessen ist Ykt6p durch einen Prenylrest in der
Membran verankert, und es ist deshalb fraglich, ob es sich hierbe um ein
klassisches SNARE-Protein handelt (McNew et a., 1997). Sed5p bildet zusétz-
lich mit Vtilp, einem SNARE im spaen sekretorischen Transportweg, einen
SNARE-Komplex aus (Lupashin et al., 1997; Fischer von Mollard et a., 1997).
Da Sed5p mit insgesamt sieben SNAREs in wahrscheinlich drel verschiedenen
SNARE-Komplexen interagiert, wird deutlich, dal3 SNARESs nicht allein fir die
Spezifitat des vesikuldren Transports verantwortlich sein konnen. Ufelp stellt das
t-SNARE des retrograden Golgi-ER Transports dar (Lewis und Pelham, 1996).
Es wurde in eéinem Komplex mit Sec20p, einem Transmembranprotein des ER,
das eine amphipatische Helix enthélt, aber kein klassisches SNARE ist, und
Sec22p, das vermutlich als v-SNARE in diesem Transportschritt fungiert, gefun-
den (Lewis et al., 1997). Ufelp besitzt eine weitere Funktion in der homo-
typischen ER-Fusion, bei der es das einzige gefundenen SNARE darstellt und
vermutlich durch Ausbildung eines t-t-SNARE-Komplexes die Fusion vermittelt
(Petel et al., 1998).

Da Sec22p, Boslp, Betlp und Sed5p zwischen ER und Golgi zirkulieren,
Ist es anhand von Komplexbildung schwierig zu entscheiden, zu welchem Zeit-
punkt das jeweilige SNARE tatsachlich agiert, oder ob es gerade zu seinem Ziel-
kompartiment transportiert wird (Ballensiefen et al., 1998; Ossipov et al., 1999,
Wooding und Pelham, 1998). Um dieses Problem zu |6sen, wurden verschiedene
invitro Transportassays entwickelt. Bel dem von C. Barlowe entwickelten
anterograden Transportassay werden zundchst COPII-Vesikel von ER-Donor-
membranen rekonstituiert und isoliert. Diese werden anschliefend mit Golgi-
Akzeptormembranen sowie Usolp, Sec18p und LMAL zur Fusion gebracht. Die
Fusionseffizienz wird mit Hilfe von radioaktiv markiertem pro-o-Faktor verfolgt,
der in die COPII Vesikel verpackt wird und der nur bei erfolgter Fusion im Golgi
o-1-6-mannosyliert wird (Barlowe, 1997). Mit Hilfe von Donor- und Akzeptor-
membranen von SNARE-Mutantenstammen konnte tberprift werden, welches
SNARE beim anterograden Transport eine Rolle spielt. Es stellte sich heraus, dal3
Boslp und Betlp as v-SNAREs und Sed5p als t-SNARE fungieren (Cao et al.,
2000). Fir den retrograden Golgi-ER Transport wurde ebenfalls ein System
etabliert, das auf der Verwendung des mit dem HDEL-Ruckfuhrungssignal ver-
sehenen pro-a-Faktor basiert (Spang und Schekman, 1998). Hier konnte gezeigt
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werden, dal3 Sec22p und Uberraschenderweise auch Betlp als v-SNARE und
Ufelp als t-SNARE agieren. Die Annahme, dal3 Betlp sowohl im anterograden
als auch im retrograden ER-Golgi Transport eine Rolle spidlt, ist plausibel, da
Sec22p fiur die Hefe nicht essentiell ist und Betlp somit seine Funktion Uber-
nehmen konnte. Etwas kontroversere Ergebnisse wurden mit einem Liposomen-
fusionsassay erhalten, bei dem mit Lipiden und aufgereinigten SNARE-Proteinen
kinstliche Vesikel, die SNARESs inkorporiert haben, hergestellt und zur Fusion
gebracht werden (Weber et a., 1998). Hier konnte nur eine Fusion beobachtet
werden, wenn sich Sed5p, Boslp und Sec22p zusammen auf dem Akzeptor-
liposom und Betlp alein auf dem Donorliposom befanden. Alle anderen
statistisch moglichen Kombinationen fuhrten nicht zur Fusion der Liposomen
(McNew et al., 2000; Parlati et al., 2000).

1.5 Zielsetzung und Konzept dieser Arbeit

In Hefe werden alle bisher untersuchten ER-Proteine, die zum Golgi gelangen,
mit Hilfe von COPI-Vesikeln zum ER zurtcktransportiert. Bisher ist aber noch
ungeklart, wie die unterschiedlichen Proteinein die Vesikel dirigiert werden.

Durch Verwendung eines Sec22-o-Hybridproteins konnte in unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dal3 auch Sec22p, ein Uberwiegend im ER lokali-
siertes V-SNARE des frihen sekretorischen Transportwegs, mit Hilfe von
COPI-Vesikeln zum ER zuriickgelangt (Ballensiefen et al.; 1998). Es enthalt
jedoch keines der in Kap. 1.2.2.2 beschriebenen Ruckfihrungssignale. Ziel dieser
Arbeit war es daher, Proteinkomponenten zu isolieren, die an dem
Recyclingprozef des Sec22p beteiligt sind.

In der vorliegenden Arbeit sollte ein Ansatz gewéhlt werden, um Proteine
zu finden, die mit dem Recycling von Sec22p interferieren. Es ist bekannt, dal3
zelluldre Transportprozesse durch Uberproduktion bestimmter Proteine, die selbst
im vesikuléren Transport involviert sind, gehemmt werden kdnnen. Dies aul3ert
sich haufig in einem verlangsamten oder sogar blockierten Zellwachstum. Bei-
spiele hierfur sind Sec12p (Nishikawa et al., 1994), Sec16p (Espenshade et al.,
1995), Sec23p (Kurihara et a., 2000), Sed5p (Hardwick und Pelham, 1992;
Wooding und Pelham, 1998) und Arflp (Kahn et a., 1995). Dariiber hinaus kann
sogar die Uberproduktion von Proteinabschnitten ausreichend fur eine Hemmung
des vesikuldren Transports und des Zellwachstums sein (Sweet und Pelham,
1993; Roth et al. 1998). Die Uberexpression von Hefegenen kann man durch die
Verwendung von genomischen Fragmenten in sogenannten ,multi-copy”-
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Vektoren erzielen. Es handelt sich hierbei um episomale Vektoren, die den
Replikationsursprung des Hefe 2u-Plasmides tragen und deswegen in Hefen in
sehr hoher Kopienzahl vorliegen. Eine Erhohung der Proteinproduktion kann
auch durch Benutzung von Zentromer tragenden ,, single-copy*-Vektoren erreicht
werden, die die kodierende Region eines Gens unter der Kontrolle eines starken
Promotors enthalten (Espinet et al., 1995).

In dieser Arbeit sollte systematisch nach Genen gesucht werden, die bel
Uberexpression die vorherrschende ER-Lokalisation von Sec22p und anderen
integralen Membranproteinen, die ein KKXX-Motiv tragen, stéren. Aus den
erwahnten Griinden lag es nahe, dal3 es sich dabei um Komponenten einer spezi-
fischen Recyclingmaschinerie handeln kdnnte. Um solche Hefeklone zu identifi-
zieren, sollten Wildtyp-Hefezellen entweder mit einer ,, multi-copy“-Genbank
oder mit ,, multi-copy“-Plasmiden, die ein bereits bekanntes Gen enthalten, trans-
formiert werden. Die Analyse sollte zum einen mit dem Sec22-a-Hybridprotein
as Reporter und zum anderen mit dem in Kap. 1.2.2.2 beschriebenen
Ste2-Wbplp-Reporter, der ein KKXX-Motiv enthalt, durchgeftihrt werden. Somit
konnte der signalvermittelte Rucktransport Uber das KKXX-Motiv mit dem von
Sec22p verglichen werden. Ziel war es, ein Protein zu finden, welches durch
Uberproduktion die Recyclingprozesse beider Reporter stort. Kann der Effekt,
der durch dieses Protein hervorgerufen wird, durch die Uberproduktion eines
anderen Proteins wieder aufgehoben werden, konnte dies auf eine Wechsel-
wirkung zwischen dem Reporter und dem zweiten Protein hinweisen. Dieses
konnte somit im Zusammenhang mit einem Rezeptor fur die Sortierung von
Sec22p stehen.

In einem weiteren Ansatz sollte das Zwei-Hybrid System, ein Selektions-
verfahren, das Protein-Protein-Wechselwirkungen innerhalb der Hefe sichtbar
machen kann, angewendet werden, um Proteine, die mit Sec22p interagieren zu
identifizieren.
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2 Material

2.1 Hefe- und Bakterienstamme

Saccharomyces cerevisiae:

Stamm Merkmale Quedlle

Msuc-2D MATo ura3 his3 leu2 H. D. Schmitt, diese Abt.

Ste2-4B MATa, barl-1, ste2::LEU2, STE2-WBP1::URAS3, H. D. Schmitt, diese Abt.
ura3leu2 his3 lys2

Y190 MATagal4 gal80 trp1-901 ade2-101 ura3-52 leu2-3,- S. J. Elledge, Houston
112 URA3::GAL —lacZ, LYS2:: GAL —HIS3 cyh'

RC898 MATabar1-1 sst2-1 leul trp5 ade2 canl H. Riezmann, Basel

TNY 14 MATo, mfed:: ADE2, mfa2:: TRP1, bar1::LYS2, ura3, diese Arbeit
lys2, leu2, his3, ade2, trpl

TNY 26 MATa, mfed::ADE2, mfa2:: TRP1, diese Arbeit
bar1::LYS2::CYC1-SEC22-c-myc- ¢, ura3, lys2, leu2,
his3, ade2, trpl

TNY 116 MATa, ura3, leu2, his3, trpl, lys2, ade8, diese Arbeit
sth2::KanMX4, barl::LYS2

TNY 118 MATa, ura3, leu2, his3, trpl, lys2, sfb3::LEU2, diese Arbeit
barl::LYS?

Sec22-31B MATq, ura3; leu2, his3, SEC22 H. D. Schmitt, diese Abt.

Sec22-35D MATe, ura3; leu2, his3, sec22-3 H. D. Schmitt, diese Abt.

MLY-100 MATe, ura3, ade2, his, trpl, ufel:: TRP1, inklusive M. Lewis, Cambridge
pUFE315

MLY-101 MATe, ura3, ade?, his, trpl, ufel:: TRP1, inklusive M. Lewis, Cambridge
puT1

TNY51 MAT e, sed5-1, ura3, leu2, his, trpl, lys2, ade2 H. R. B. Pelham,

Cambridge

FL74 MAT¢, ret3-1, ura3, his F. Letourneur, Lyon

TNY 139 MATa, retl-2, ura3, leu2, his, lys2 S. Schroder, diese Abt.

TNY 140 MATa, sec27-1, ura3, leu2, his, lys2 S. Schroder, diese Abt.

YRXS12 MAT¢, accl-7-1, ura3, leu2, his3, ade2 S. D. Kohlwein, Graz

AUY004  MATaq, accl®® leu2-3, 112, ura3-1, his3-11, S. D. Kohlwein, Graz
15can1-100, trpl

SLUA1-4D MATa, ura3, leu2, SEC22::HIS3, trpl, lys2, ade2 U. Andag, diese Abt.
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Escherichia coli:

Stamm Merkmale

Quédlle

DH5a F/endAl hsdR17(rc mk") SUpE44 gInV44 thi-1 recAl
gvrA (Nal") relAl A(lacZYA-argF) U169 deoR
(p80dlacA(lacZ)M15)

HB101 F~ A(gpt-proA)62 leuB6 ginV44 ara-14 galK4 lacY1l
A(merC-mrr) rpsL20(Str") xyl-5 mitl-1recAl13

Gibco BRL, Eggenstein

Gibco BRL, Eggenstein

2.2 Verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Quelle
pTN-Bank  pRS323-genomische Hefe-DNA-Genbank, HIS3, diese Arbeit
2u
pTN85 pRS323-FUN9, HIS3, 2u diese Arbeit
pTN85 pRS323-FUN9, HIS3, 2u diese Arbeit
pTN86 pRS323-YBR044c, HIS3, 21 diese Arbeit
pTN87 pRS323-YKL063c, HIS3, 21 diese Arbeit
pTN88 pRS323-RET2, HIS3, 2u diese Arbeit
pTN89 pRS323-RET1, HIS3, 2u diese Arbeit
pTN90 pRS323-RET24CT, HIS3, 2 diese Arbeit
pTN77 pRS323, HIS3, 2 R. Grabowski, diese Abt.
pTN96 pRS323-FUN9-QGSQ, HIS3, 2u diese Arbeit
pWB-Acyco. CYC1-SEC22-c-myc-a, URAS, 2u W. Ballensiefen, diese Abt.
pTN79 pRS323-SEC22, HIS3, 2u diese Arbeit
pTN80 pRS323-SEC22-3, HIS3, 2 diese Arbeit
pRO64 Y EP511-SEC22ACT, LEU2, 2u Rainer Ossig, diese Abt.
pTN78 pRS323-UFEL, HIS3, 2u diese Arbeit
pTN81 pRS323-BOSL, HIS3, 2 diese Arbeit
pTN82 pRS323-SED5, HIS3, 2 diese Arbeit
pHF25 YEP511-BET1, LEU2, 21 R. Ossig, diese Abt.
pTN131 pY X122-SED5, HIS3, ARSCEN diese Arbeit
pHF34 pY X122, HIS3, ARSCEN R&D yeast vectors, Ingenius
pTN113 pRS323-SED5-9.Y1, HIS3, 2 diese Arbeit
pTN114 pRS323-SED5-9Y1-20, HIS3, 2u diese Arbeit
pTN115 pRS323-SED5-SEC24, HIS3, 21 diese Arbeit
pTN116 pRS323-SED5-UFEL, HIS3, 2u diese Arbeit
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Fortsetzung der Tabelle:

Plasmid Beschreibung Quelle

pTN149 pRS323-SED5-SFB3, HIS3, 21 diese Arbeit

pTN155 pRS323-SED5-SFB2, HIS3, 21 diese Arbeit

pTN198 pRS323-SED5-SEC22-3, HIS3, 2 diese Arbeit

pTN199 pRS323-SED5-SEC22, HIS3, 2 diese Arbeit

pTN200 pRS323-SEC23, HIS3, 2 R. W. Peng, diese Abt.
pHDS334 pUG36, URA3, CEN6/ARA J. Hegemann, Dusseldorf
pTN159 pUG36-SEC22, URA3, CEN6/ARSA diese Arbeit

puUT1 ufel-1, LEU2, CEN4/ARSH6 M. Lewis, Cambridge
pUFE315 UFEL, LEU2, CEN4/ARSH6 M. Lewis, Cambridge
pTN142 PAS2-SEC22ATMD, TRP1, 21 diese Arbeit

pTN181 pAS2, TRP1, 2u S. Elledge, Housten, USA
pBH pGAD-GH-c-DNA-Genbank, LEU2, 2u B. Horazdovsky, Dallas, USA
pPTN166 PGAD-GH-ACC1°" (AS 2004-2234), LEU2, 2u  Genbankklon aus pBH
pTN143 pACTII, LEU2, 2u S. Elledge, Housten, USA
pHM 138 pAS1-YPT1, TRP1, 21 X. Yang, diese Abt.
pHM 209 pAS1-YPT31, TRP1, 2u X. Yang, diese Abt.
pHM 139 pAS1-YPT6, TRP1, 21 X. Yang, diese Abt.
pHM 140 pAS1-YPT7, TRP1, 2. X. Yang, diese Abt.
pHM554 pAS2-BETS, TRP1, 2u H. Matern, diese Abt.
pTN202 pAS2-SEC22, TRP1, 2u D. Ossipov, diese Abt.
pHM571 PAS2-SED5ATMD, TRP1, 211 R. W. Peng, diese Abt.
pTN145 PAS2-UFE14TMD, TRP1, 21 R. W. Peng, diese Abt.
pTN158 PEG-KT, URA3, 2u D. Mitchell, lowa, USA
pTN161 PEG-KT-ACC1°" (AS 2004-2234), URA3, 2y diese Arbeit

pTN162 PEG-K T-SEC224ATMD, URA3, 24 diese Arbeit

pPTN189 PEG-KT-BET14TMD, URA3, 2u diese Arbeit

pPTN190 PEG-KT-UFE14ATMD, URAS3, 24 diese Arbeit

pPTN191 PEG-KT-SED5ATMD, URAS3, 24 diese Arbeit

pTN192 PEG-K T-BOSLATMD, URA3, 21 diese Arbeit

pTN193 PEG-KT-SEC22NT (AS 1-125), URA3, 2u diese Arbeit

pTN194 PEG-KT-SEC22 CC (AS 126-186), URA3, 2u diese Arbeit

pTN175 PEG-KT-VAM34TMD, URA3, 2u T. Lazar, diese Abt.
pPTN176 PEG-KT-PEP124TMD, URA3, 2u M. Gotte, diese Abt.
pTN165 pUG36- ACC1°" (AS 2004-2234), URA3, diese Arbeit

CENG6/ARHA
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2.3 Verwendete Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma NAPS in Gottingen in
Auftrag gegeben. Es wurde in aller Regel ein Synthesemalistab von 0.2 pumol
gewdhlt. Das Oligonukleotid wurde in Losung mit einer Konzentration von
0.1 nmol/ul geliefert. Fir PCR-Analysen und DNA-Sequenzierungen wurden
Verdinnungen von 10 pmol/pl bzw. 1 pmol/ul angesetzt.

Nr. Sequenz des Oligonukleotids Zweck

T3 5-ATT AACCCT CACTAA AG-3 T3-Sequenzierprimer

T7 5-AAT ACGACT CACTAT AG-3 T7-Sequenzierprimer
TN19 5-GCG CCA CGG CGG CGC CGT AG-3 Klonierung FUN9QGSQ,

Narl-Schnittstelle
TN20 5-CTCTCGAGCTCCTACTGGCTCTCCTGG Klonierung FUN9QGSQ, 3'-

CCC CAGAT-3 Ende

TN32 5-TCT CTG AAT TCA TGA ACA TAA AGG ATA Klonierung TPI-SED5, 5 -
GAA CTT C-3 Ende

TN33 5-TCT CTA AGC TTA ATT GAC TAA AACCCA  Klonierung TPI-SED5, 3'-
AAT AAC-3 Ende

TN35 5-GTTTGTATTCTTTTCTTGC-3 Sequenzierprimer, bindet an

TPI-Promotor
TN66 5-ACCTAGTGCCGT ACA GCA C-3 Sequenzierprimer, bindet an
SED5

TN42 5-CTCTCG GAT CCA TGA TAA AGT CAA CAC Klonierung GFP-SEC22, 5 -
TAA TCT AC-3 Ende

TN43 5-CTC TCGAAT TCC TAT TTG AGG AAG ATC  Klonierung GFP-SEC22, 3'-
CAC CAG-3 Ende

TN44 5-CAA TCT TAA ACA ATGACG-3 Sequenzierprimer, pUG36

TN45 5-CCC TCC CGC ACT TACATT-3 Sequenzierprimer, pUG36

TN51 5-CTC TCGAAT TCA CTGTATGACTTT TTT  Klonierung GST-Sec22NT, 3'-
GTCA-3 Ende

TN52 5-CTC TCG GAT CCA AGA AAG TTC AGG ACA Klonierung GST-Sec22CC, 5 -
ATT TGG-3 Ende

TN53 5-CTC TCC CAT GGA TCC AAC TAT CAA CGC Klonierung GST-Acc1'p, 5 -
TGA C-3 Ende

TN54 5-CTCTCGTCGACT TAT TTCAAA GTCTTC  Klonierung GST-Acc1®'p, 3'-
AAC AA-3 Ende

TN55 5-CTC TCC CCG GGA ATG ATA AAG TCA ACA Klonierung GST-
CTA ATCTAC-Z Sec22ATMD, 5'-Ende
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Fortsetzung der Tabelle:

Nr. Sequenz des Oligonukleotids Zweck

TN56 5-CTCTCCTCGAGCTAGAGA TCGAAGTTG Klonierung GST-
ATCTTTTGC 3 Sec22ATMD, 3'-Ende

TN57 5-CTCTCC CCG GGA ATGAACGCT CTT TAC Klonierung GST-Bos1ATMD,
AACCAT G-3 5-Ende

TN58 5-CTCTCCTCGAGCTATTTATCT TTGAAC Klonierung GST-Bos1ATMD,
ACCCGTTTATTG-3 3-Ende

TN59 5-CTCTCCCCG GGA ATGTCA AGA TTT GCA Klonierung GST-Bet1ATMD,
GGG G-3 5-Ende

TN60 5-CTCTCCTCGAGCTATTTT ATACTGATC Klonierung GST-Betl1ATMD,
CCAGATCTTC-3 3-Ende

TN61 5-CTCTCC CCG GGA ATG AACATA AAG GAT Klonierung GST-Sed5ATMD,
AGAACTTCA Z 5-Ende

TN62 5-CTCTCCTCGAGCTATCTATTACTCTTT  Klonierung GST-Sed5ATMD,
ATCCAGTCGA-3 3-Ende

TN63 5-CTCTCCCCG GGA ATGATGTCT GAT TTA  Klonierung GST-UfelATMD,
ACA CCA ATA-3 5-Ende

TN64 5-CTCTCCTCGAGCTAGTGGTCA TTTTAG Klonierung GST-UfelATMD,
CAGTTCTTC-3 3-Ende

TN65 5-CTA AGCATG TGA TACATC CGC-3 Sequenzierprimer UFEL

TN67 5-ACGACGTGCCTC GGT CCA-3 Sequenzierprimer ACC1

2.4 Medienzusatze

M edienzusatz Lieferant

Bacto-Agar, Bacto-Pepton, Bacto-Trypton, Difco, Detroit, MI, USA
Bacto-Y east-Extract und Bacto-Y east Nitrogen
Base w/o Amino Acids

Ampicillin Natriumsalz Appli Chem, Biolith Diagnostica, Gottingen
Oxoid-Agar, Bacteriological Agar No. 1 Oxoid Basingstoke, UK

Adeninsulfat und Uracil Merk AG (Darmstadt)

Aminosauren (Histidin, Leucin, Lysin, Serva, Heidelberg

Tryptophan, Cystein und Methionin)

Geneticin GibcoBRL Life Technologies

Kanamycin Serva, Heidelberg

3-Amino-1,2,4-Triazol (3-AT) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
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2.5 Enzymeund Kits

Enzymeund Kits

Lieferant

[3-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Helix
pomatia

Vent-DNA-Polymerase und Deep-Vent-DNA-
Polymerase aus Thermococcus litoralis
Tag-DNA-Polymerase

Zymolyase-6000 aus Arthraobacter luteus
Lytikase (Grad: " partialy purified”) aus
Arthrobacter luteus

Restriktionsendonukleasen und DNA
modifizierende Enzyme

QIAquick Gel Extraction Kit

Original TA-Cloning Kit
Oligonukleotid-labeling Kit
ECL-Western blotting detection reagents

Boehringer Mannheim

New England Biolabs, Schwalbach

Perkin Elmer
Seikagaku Kogyo Company, Tokyo
Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim und New England Biolabs,
Schwalbach

Quiagen, Dusseldorf

Invitrogen, USA, Californien
Pharmacia

NEN Life Science Products, Belgium

2.6 Chemikalien

Es wurden handelsiibliche Chemikalien der Qualitétsstufe p. A. der Firmen J. T.
Baker (Deventer, Holland), Serva (Heidelberg), Merk AG (Darmstadt) und
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Deisenhofen) verwendet. Zusétzlich wurden spe-
zielle Chemikalien von folgenden Firmen bezogen:

Chemikalie

Lieferant

Farbmarkierter Proteingrofenstandard fur
Acrylamidgel e (“ Rainbow-standard™)

| sopropy|-[3-D-thiogal aktopyranosid (IPTG)
Desoxynukl eosidtriphosphate (ANTPs)
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-3-D-
gaactopyranosid (X-Gal), 2-Nitrophenyl-3-D-
galactopyranosid (ONPG)

AGFA G150 Rontgenfilm-Entwikler und
AGFA G354 Rapid Fixierer

Glutathion Sepharose 4B

Amersham Buchler, Braunschweig
Biomal, Ilvesheim

Eurogentec, Belgien

Roche, Mannheim

A. Topf, Bielefeld

Pharmacia Biotech
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2.7 Antikorper

Antikor per

Hergestellt von

Polyklonaler Anti-CPY -Antikorper
Polyklonaler Anti-ALP-Antikérper
Polyklonaler Anti-Kex2p-Antikorper
Polyklonaler Anti-Sed5p-Antikorper
Polyklonaler Anti-Sec22p-Antikorper

Polyklonaler Anti-Boslp-Antikorper
Polyklonaler Anti-Betlp-Antikorper
Polyklonaler Anti-Ufelp-Antikorper
Polyklonaler Anti-Emp47p-Antikorper
Polyklonaler Anti-Kar2p-Antikorper
Polyklonaler Anti-Y pt7p-Antikorper
Polyklonaler Anti-GST-Antikorper
Polyklonaler Anti-Acclp-Antikorper
Polyklonaler Anti-c-myc-Antikorper (A14)
Cy3-konjugierter, sekundarer Antikorper (vom
Schaf, Anti-Kaninchen-1gG)
Peroxidase-konjugierter, sekundéarer
Antikorper (vom Esel, Anti-Kaninchen-1gG)
Peroxidase-konjugierter, sekundérer
Antikorper (vom Schaf, Anti-Maus-1gG)

Diese Arbeitsgruppe

Diese Arbeitsgruppe

Diese Arbeitsgruppe

Diese Arbeitsgruppe

R. Ossig bzw. R Grabowski, diese
Arbeitsgruppe

Diese Arbeitsgruppe

Diese Arbeitsgruppe

M. Lewis, London

Stephan Schréder; diese Arbeitsgruppe
Diese Arbeitsgruppe

Diese Arbeitsgruppe

Diese Arbeitsgruppe

S. D. Kohlwein, TU-Graz

Santa Cruz, Biotechnologie, Santa Cruz; USA
Sigma, Deisenhofen

Amersham Buchler, Braunschweig

Amersham Buchler, Braunschweig

2.8 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Lieferant

Whatman 541 Filter

Nitrocellulose-Membranfilter BA 85,
Nylonmembranfilter Nytran und Bio-Trap-
Membranen BT1 und BT2

Polypropylenréhrchen, 15 mi- und 30 ml-
Falcon

Qiagen-Saulen

Reaktionsgefale, 0.5 ml, 1.5 ml und 2.0 ml
Rontgenfilme Biomax

Kulturschalen

Whatman, Maidstone, England
Schleicher & Schiill, Dassel

Becton-Dickinson, Heidelberg

Qiagen, Dusseldorf

Eppendorf, Hamburg

Eastman Kodak, Rochester, NY, USA
Nunc, Wiesbaden
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2.9 Radiochemikalien

Radiochemikalie

Lieferant

Tran®S-labeling Mix

ICN (14 mCi/ml)

2.10 Gerate

Gerate Lieferant
Allgemeine Glaswaren Schtt, Gottingen
Autoklav “ Sanoclav” Wolf, Geislingen

Brutschranke

Eppendorf-Thermomixer und Eppendorf-Tischzentri-
fuge

Elektroporationsgerat

Inkubationsschuttler

Mikromanipulator

Mikroskope

PCR-Gerét, Hybaid Omn-E

PCR-Gerét, RoboCycler 40 Gradient
Photometer Uvikon 860
Rontgenfilmentwicklermaschine Gevamatik 60
Transilluminatoren 302 und 366 nm

Vortex GenieTM

Lumi-Imager™

Zentrifugen Sorvall RC-5B, RC-3B und entsprechende

Rotoren

Heraeus, Hanau
Schiitt, Gottingen

BioRad, Richmond, USA

New Brunswick, Edison, USA
Singer Instruments, Watchet, England
Leitz, Wetzlar bzw. Zeiss, Gottingen
MWG-Biotech, Ebersberg
Stratagene

Kontron Instruments, Eching

AGFA Gevaert, Hannover

Bachofer, Reutlingen

Bender & Holbein, Zirich, Schweiz
Roche, Mannheim

DuPont Instruments, Bad Homburg
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3 Methoden

3.1 Kulturbedingungen fur Escherichia coli
3.1.1 Nahrmedien fur E. coli

L-Broth-Medium:

Hefeextrakt 59/l

Trypton 10 g/l

NaCl 5d

NaOH 5ml/l

Antibiotika:

Ampicillin (30 mg/ml in 50% EtOH) 60 pug/ml

Die Medien wurden 20 min bei 120 °C autoklaviert und bei 4 °C gelagert. Fur
Agarplatten wurde dem Medium 20 g/l Agar zugesetzt. Nach dem Autoklavieren
und Abkuhlen auf ca. 42 °C wurde gegebenenfalls Ampicillin zugegeben, Platten
gegossen und nach dem Erstarren bel 4 °C gelagert.

M inima medium M9(5x)

NaHPO,4 3049/l
KH,PO, 159/l
NH,CI 59/

NaCl 259/l

Die Stockldsung wurde 20 min bei 120 °C autoklaviert und bei RT gelagert. Zur
Herstellung von M9-Agarplatten wurden 12 g Agar in 475 ml H,O fur 20 min bel
120 °C autoklaviert. Nach Abkthlung auf 50 °C wurden folgende sterile Lsun-
gen zugegeben:

5x M9-Minima medium120 ml
Glucose (40% (w/v)) 3 ml
1M MgSO, 0.6 ml
Thiamin (5 mg/ml) 60
Prolin (40 mg/ml) 0.6ml
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3.1.2 Anzucht von E. coli-Kulturen

Mit einer sterilen Impfdse wurde eine Einzelkolonie von einer Platte aufgenom-
men und damit ein Reagenzglas mit 5ml LB-Medium inokuliert oder ein Telil
einer Dauerkultur auf einer Agarplatte ausgestrichen. Zur Kultivierung von
Transformanden enthielt das Medium ein geeignetes Antibiotikim (z. B. Ampi-
cillin). Die Platten wurden bel 37 °C inkubiert und Flissigkulturen zusétzlich mit
mindestens 210 upm geschiittelt. Dauerkulturen wurden angelegt, indem 0.5 ml
einer Ubernachtkultur mit 0.5 ml sterilem Glycerin vermischt wurden. Diese
konnten dann bei —80 °C eingefroren werden.

3.2 Kulturbedingungen fir Saccharomyces cerevisiae

3.2.1 Nahrmedien fur Hefe Kulturen

YEPG (YEPGA):
Hefeextrakt 10 g/l
Pepton (Nr. 140) 20 g/l

Glucose (Galaktose) 20 g/l

Adeninsulfat (1 g/l) 5mi/l

Uracil (1 g/l) 5mi/l

Die entsprechenden Medien ohne Adenin und Uracil werden as PM-bzw,
PMGal-Medien bezeichnet.

SD-Minimal medium:

Yeast Nitrogen Base 1.6 ¢/l

Ammoniumsulfat 5gl

Glukose 20 g/l

Dem SD-Minimalmedium wurden je nach Bedarf folgende Zusétze zugefiigt:
Adeninsulfat 20 mg/|

Uracil 20 mg/|
L-Histidin-HCI 20 mg/|
L-Leucin 30 mg/l
L-Lysin-HCI 20 mg/|

L-Tryptophan 20 mg/|
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Sporul ationsmedium:
KOAC 10 g/l

Fur Agarplatten wurde dem Medium 20 g/l Agar zugestzt. Die Medien wurden
20 min bei 120 °C autoklaviert, Agarplatten gegossen und bei 4 °C gelagert.

3.2.2 Anzucht von Hefekulturen

Hefekulturen wurden aus einer Dauerkultur oder von einer Einzelkolonie in
FlUssigkultur angeimpft oder auf Agarplatten angelegt. Als Kohlenstoffquelle
diente entweder Glukose oder Galaktose. Wenn nicht anders vermerkt, wurden
die Hefekulturen bei 30 °C inkubiert. Zur Selektion von Hefezellen wurde ein
entsprechendes Minimalmedium eingesetzt. Zur Induktion der Sporulation von
diploiden Hefezellen wurden logarithmisch wachsende Hefekulturen auf
KOAc-Agarplatten ohne Stickstoffquelle gegeben und 3-5 d bei 30 °C oder 25 °C
inkubiert. Dauerkulturen wurden angelegt, indem 0.5 ml einer Ubernachtkultur
mit 0.5 ml sterilem Glycerin vermischt wurden. Diese konnten dann bei —80 °C
eingefroren werden.

3.3 Molekularbiologische M ethoden
3.3.1 Préparationen von DNA

3.3.1.1 Analytische Plasmidisolierung aus E. coli-Zellen

GTE-Puffer:

Glucose 50 mM

Tris/HCI 25 mM

EDTA 10 mM

pH 8

Alkali-SDS-L 6sung: Kaliumacetat-L dsung:
NaOH 0.2M KOAC/HOAC 5M

SDS 1% (wi/v) pH 4.8
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Die im folgenden beschriebene Methode zur Isolierung von analytischen Mengen
bakterieller Plasmid-DNA basiert auf einer Vorschrift von Birnboim und Doly
(1979) und wurde leicht modifiziert. Sie wurde hauptsachlich zur qualitativen
Analyse mehrerer Einzelklone nach einer Transformation verwendet.

Rekombinante Einzelkolonien wurden in 1.5 ml L-Broth-Amp-Medium in
einem 2 ml-Eppendorfgefald angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C unter Schuitteln
inkubiert. Gleichzeitig wurde die Einzelkolonie auf L-Broth-Amp-Agarplatten
Uberimpft, ebenfalls Gber Nacht bel 37 °C inkubiert und anschlief3end bel 4 °C
gelagert. Die in FlUssigkultur herangewachsenen Bakterien wurden fir 1 min in
einer Tischzentrifuge bei 16.000xg abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
100 ul GTE-Puffer resuspendiert. Anschlief3end wurde 200 ul Alkali-SDS
L 6sung dazugegeben und 5 min bei RT inkubiert. Die Extrakte mit den lysierten
Zellen wurden anschlief3end durch Zugabe von 150 ul eiskalter Kaliumacetat-
Losung neutralisiert. Nach Inkubation fur 10 min auf Eis wurden die Zellysate fur
5min bei 16.000xg zentrifugiert. Aus den klaren Uberstanden wurde die
Plasmid-DNA durch Zugabe von 1 ml 100%igem EtOH gefélt, 10 min bel
16.000xg abzentrifugiert und einmal mit 500 ul 70%igem EtOH gewaschen. Das
Pellet wurde anschlief3end fur 5 min im 37 °C-Block bei offenem Gefal3 getrock-
net und in 50 ul TE-Puffer mit RNase (10 pg/ml) gelost. Die DNA-Proben
konnten bei —20 °C eingefroren und gelagert werden. Fir Restriktionsanalysen
wurden jeweils 5 pl dieser L osungen verwendet.

3.3.1.2 Praparative Plasmidisolierung ausE. coli-Zellen

Mit dieser Methode zur Plasmidisolierung wurden grof3ere DNA-Mengen prapa-
riert. 200-500 ml einer Uber Nacht Kultur mit E. coli-Transformanden wurden
geerntet und die Zellen durch alkalische Lyse unter Verwendung von Puffern
nach dem Qiagen-Protokoll (Diagen, Dusseldorf) aufgeschlossen. Zur Isolierung
und Aufreinigung der DNA wurden die mitgelieferten Anionenaustauscher-
Saulen und Puffer der Firma Diagen verwendet. Durch diese prdparative
Plasmidisolierung konnten 100-500 ug DNA gewonnen werden. Die DNA wurde
in 200-500 I H,0 aufgenommen und bei -20 °C gelagert.
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3.3.2 Photometrische Bestimmung der DNA-K onzentration

Die Lichtabsorption von Nukleinsiuren bei einer Wellenlange von 260 nm wurde
zur Bestimmung der DNA-K onzentrationen genutzt. Eine Absorbtion von 1.0 bei
260 nm entspricht einer DNA-Konzentration von 50 mg/ml fir Doppelstrang-
DNA, 40 mg/ml fur Einzelstrang-DNA oder RNA und 20 mg/ml fir Oligo-
nukleotide (Sambrook et al., 1989). Aromatische Aminosauren und Phenol ab-
sorbieren Licht bei 280 nm. Der Quotient aus OD,gy und OD g, stellt daher einen
relativen Wert fir die Reinheit der DNA oder RNA dar. Relativ saubere DNA-
bzw. RNA-Prdparationen bezitzen einen Quotient OD,50/OD,gy von 1.8-2.0
(Sambrook et al., 1989).

3.3.3 Enzymatische Behandlung von DNA
3.3.3.1 Fragmentierung von Doppelstrang-DNA mit Restriktionsenzymen

Restriktionsendonukleasen wurden eingesetzt, um definierte DNA-Fragmente fur
Klonierungsansétze herzustellen und um bei analytischen Anwendungen be-
stimmte Restriktionsmuster in der Plasmid-DNA zu identifizieren. Restriktions-
enzyme, die von verschiedenen Bakterienstammen synthetisiert werden, erkennen
jewells spezifische Sequenzmotive der DNA und spalten die Doppelstrange an
genau festgelegten Positionen. Bei der Spaltung kénnen, je nach Enzym, glatte
DNA-Enden (blunt ends) oder Fragmente mit 3'- oder mit 5'-Uberhéangenden,
kohasiven Enden (sticky ends) entstehen. Dabel ist immer das 3'-Hydroxylende
frel, wahrend das 5'-Ende die verbleibende Phosphatgruppe trégt (Roberts, 1984).

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden nach den jeweiligen Anga-
ben der Hersteller in entsprechenden PufferlGsungen eingesetzt. Es wurden 1-3 u
Enzym fir die Spaltung von 1 ug DNA in einem Reaktionsvolumen von 10-50 pl
eingesetzt. Fur préparative Zwecke wurde die verwendete Enzymaktivitét und das
Volumen des Reaktionsansatzes entsprechend der DNA-Menge erhoht. Die Inku-
bation erfolgte fur 1-3 h bel der vom Hersteller angegebenen Temperatur.
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3.3.3.2 Behandlungvon linearisierter DNA mit alkalischer Phosphatase

10x Phosphatasepuffer:

TrisHCI 100 mM
ZnCl, 10 mM
MgCl, 10 mM
pH 8

Die akalische Phosphatase (Calf Intestinal, CIP, Boehringer Mannheim) kata-
lysiert die Abspaltung der endstandigen 5'-Phosphatgruppe von DNA- und RNA-
Fagmenten. Das Enzym wurde bei einigen Klonierungen eingesetzt, um eine
Religation des Vektors mit glatten oder kompatiblen kohasiven Enden ohne ein
eingefigtes DNA-Fragment zu verhindern und somit die Effizienz der Ligation
zu erhGhen.

Etwa 2 ug linearisierte DNA wurden in 45 pl H,O aufgenommen und 5 pl
10x Dephosphorylierungspuffer zugesetzt. Nach Zugabe von 0.02 u alkalischer
Phosphatase wurde der Ansatz 30 min bei 37 °C inkubiert. Die akalische
Phosphatase wurde anschlief3end durch Einstellen einer Endkonzentration von
5mM EDTA pH 8 und Erhitzen fur 10 min auf 75 °C inaktiviert. Das inaktivierte
Enzym wurde mit Hilfe des QIAquick-Systems der Firma Qiagen von der DNA
getrennt (siehe Kap. 3.3.6).

3.3.3.3 Auffullen von 5'-tber hangenden DNA-Enden

dNTP-Mix: je5mM dATP, dCTP, dGTPund dTTP

10 x Klenow-Puffer:

Tris’HCl 05M
MgCl, 0.1M
DTT 1mM
pH 7.2

Das Klenow-Fragment entsteht bei der proteolytischen Spaltung der
DNA-Polymerase | (Klenow und Henningsen, 1970). Es wurde benutzt, wenn
nicht zueinander passende, 5 -Uberhéngende Enden von DNA-Fragmenten mit-
einander ligiert werden sollten. Das Enzym flllt an 5 -Uberhdngenden DNA-
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Enden den Gegenstrang mit komplementéren dNTPs auf, so dal3 glatte Enden
entstehen.

2-3 ug linearisierte DNA wurden in 35 ul H,O und 5 pl 10 x Klenow-
Puffer aufgenommen und mit 5ul dNTP-Mix versetzt. Nach Zugabe von 1u
Klenow-Enzym pro ug DNA wurden die Ansdtze 15 min bei 30 °C inkubiert. Die
Polymerase wurde anschlief3end durch Einstellen einer Endkonzentration von
10 mM EDTA pH 8 und Erhitzen fur 10 min auf 75 °C inaktiviert. Das inakti-
vierte Enzym wurde mit Hilfe des QIAquick-Systems der Firma Qiagen von der
DNA abgetrennt (siehe Kap. 3.3.6).

3.3.4 Geldektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Reinigung, Trennung und Identifizie-
rung von zirkulérer Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten benutzt. Aufgrund der
negativen Ladung ihrer Phosphatgruppen wandern die DNA-Molekile im el ektri-
schen Feld. Wird die angelegte Spannung gering gehalten, so ist die Wande-
rungsgeschwindigkeit von linearer, doppelstrangiger DNA in einem Agarosegel
dem Logarithmus ihres Molekulargewichts umgekehrt proportional (Helling et
a., 1974). Die GrolRe der DNA-Fragmente konnte durch den Vergleich mit
Standard-DNA-Fragmenten definierter Grof3e abgeschétzt werden. Eine Ab-
schétzung der Menge der aufgetragenen DNA konnte durch einen Vergleich der
Intensitét der Ethidiumbromidfarbung erfolgen.

3.3.5 Analytische und praparative Agar ose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer: Auftragspuffer:

TriHOAC 40 mM Bromphenolblau 0.25% (w/v)
NaOAc 20 mM Xylencyanol 0.25% (w/v)
EDTA 1mM Glycerin 10% (w/v)
pH 1.2

Ethidiumbromidbad:

Ethidiumbromid 10 pg/mi

Zur analytischen und préparativen Trennung von DNA-Fragmenten wurden
Agarose-Flachbettgel e benutzt. Je nach Grole der zu trennenden DNA-Molekile
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wurde eine Agarosekonzentration von 0.7-2.0% Agarose gewahlt. Die Agarose
wurde durch Aufkochen in TAE-Puffer gelést und in eine entsprechende Gel-
kammer gegossen. Durch das Aufsetzen eines Kammes wurden Taschen fir den
Probenauftrag freigehalten. Die DNA-Proben wurden mit 1/5 Volumen Auftrags-
puffer versetzt und in die Taschen des mit Laufpuffer Uberschwemmten Gels
pipettiert.  Zusdtzlich wurde ein  Molekulargewichts-Standard (1 pg
EcoRI/HindIll- oder BstEll-geschnittene Doppelstrang-DNA des Phagen
Lambda) aufgetragen. Als Elektrophoresepuffer wurde 1x TAE-Puffer verwen-
det. Die elektrophoretische Trennung wurde bel konstanter Spannung von
70-130 V durchgefuhrt. Anschlief3end wurde das Agarosegel in eéinem Ethidium-
bromidbad 15 min inkubiert, um die aufgetrennten DNA-Fragmente anzufarben.
Diese konnten danach durch Bestrahlung mit UV-Licht (302 nm) sichtbar ge-
macht werden. Préparative Gele wurden fir moglichst kurze Zeit langwelligerem
UV-Licht (366 nm) ausgesetzt, um Sch&den in der DNA-Struktur zu vermeiden.

3.3.6 Isolierung von DNA aus préparativen Gelen

Zur |Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen wurde das QlIAquick-System der
Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers angewendet. Das DNA-Fragment
wurde aus dem Agarosegel herausgeschnitten und in ein Eppendorf-Reaktions-
gefal’ Uberfihrt. Nach Zugabe des Puffers QBT (3faches Gelvolumen) wurde das
Gelstiick durch Inkubation fur 10 min unter Schitteln bei 50 °C geschmolzen.
Die zu isolierende DNA wurde an die im Kit vorhandenen zentrifugierbaren
Saulen gebunden, zweimal mit je 800 ul des Puffers PE gewaschen und nach dem
Trocknen mit 30-50 ul Wassser oder Puffer EB eluiert. Mit diesem Verfahren
konnte biszu 5 ug DNA aufgereinigt werden.

3.3.7 Klonierungrekombinanter DNA in E. coli

Die Vektoren wurden fir die Ligation durch geeignete Restriktionsenzyme linea-
risiert. Entstanden durch das Restriktionsenzym glatte oder kompatible kohésive
Enden, wurden die 5'-Phosphatreste an den Enden der Vektor-DNA entfernt, um
eine Religation des Vektors ohne den Einbau eines DNA-Fragments zu verhin-
dern. Die zu klonierende DNA wurde mit geeigneten Restriktionsendonukleasen
geschnitten und isoliert. Wenn keine komplementaren Schnittstellen des Vektors
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und des DNA-Fragments vorhanden waren, wurden 5-Uberhdngende Enden mit
Klenow-Enzym aufgefllt.

3.3.7.1 Ligation von DNA-Doppelstrang-Fragmenten

Linearisierte DNA-Molekile konnen durch die Bildung von Phosphodiester-
bindungen zwischen benachbarten 3'-Hydroxyl- und 5'-Phosphatenden mitein-
ander verbunden werden. Die T4-DNA-Ligase katalysiert diese Reaktion unter
Hydrolyse von ATP. Der Ligationsansatz enthielt 50-100 ng linearisierte Vektor-
DNA, einen 3-10fachen molaren UberschulR des zu integrierenden DNA-Frag-
ments, 24l des vom Hersteller mitgelieferten 10x Ligase-Puffers und 1u
T4-DNA-Ligase in einem Gesamtvolumen von 20 pl. Die Ansdtze wurden min-
destens 1-20 h bei 16 °C inkubiert und konnten dann direkt zur Transformation
von kompetenten E. coli eingesetzt werden.

3.3.7.2 Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen

RE-I-Puffer: RE-11-Puffer:

KOAC 90 mM MOPS 10 mM
RbCl 100 mM CaCl, 75 mM
MnCL, 50 mM Glycerin 15% (w/v)
CaCl, 10 mM pH 7.0

LiCl 0.5mM anschlief3end sterilfiltriert
Glycerin 15% (w/v)

pH 5.8

anschlief3end sterilfiltriert

Zur Aufnahme von rekombinanter Plasmid-DNA durch Transformation muissen
E. coli-Zellen zunéchst vorbereitet werden (Cohen et a., 1972). behandelt. 1 ml
einer E. coli-Ubernachtkultur wurde in 300 ml LB-Medium gegeben und bei
37 °C bis zu einer Zelldichte von 0.5-0.6 ODgy angezlichtet. Durch Zentrifu-
gation fur 10 min bei 4000xg und 4 °C wurden die Zellen geerntet. Bei allen
folgenden Schritten wurden die Zellen standig auf Eis gekuhlt. Das Zellpellet
wurde in 90 ml RF-I resuspendiert und fur 90-120 min auf Eis inkubiert. Nach
einer weiteren Zentrifugation bei 4000xg und 4 °C wurden die Zellen in 12 ml
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RF-I1 aufgenommen. 300 pl-Aliquots wurden in Eppendorfgefél3e gegeben,
durch fltssigen Stickstoff schockgefroren und bel -80 °C gelagert.

3.3.7.3 Transformation von E. coli-Z€llen

Die tiefgefrorenen, kompetenten E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Pro
Transformationsansatz wurden etwa 100 ul Zellsuspension verwendet. Nach Zu-
gabe von 10 ul des Ligationsansatzes oder 10-20 ng Plasmid-DNA wurden die
Zellen zundchst 30 min auf Eis inkubiert und anschlief3end 2 min bei 42 °C im
Heizblock erhitzt (,, Hitzeschock®). Nach Zugabe von 1 ml L-Broth-Medium und
Inkubation fur 30-60 min bei 37 °C unter leichtem Schiitteln, konnte davon aus-
gegangen werden, dal3 die transformierten Zellen das plasmidkodierte Resistenz-
gen exprimieren. Durch eine Zentrifugation bei 5000xg wurden die Zellen ab-
zentrifugiert, in 100 ul L-Broth-Medium resuspendiert und auf L-Broth-Agar-
platten mit Ampicillin verteilt. Die Platten wurden Gber Nacht bel 37 °C inku-
biert. Die gewachsenen Klone konnten fir eine analytische Plasmidisolation
angeimpft werden (siehe Kap. 3.3.1.1) und anschlief?end durch Restriktions-
analyse auf Anwesenheit der rekombinanten Plasmid-DNA Uberprift werden.

3.3.8 DNA-Amplifikation mit der Polymer ase-K ettenr eaktion

Die Polymerase-K ettenreaktion (PCR) ist ein zyklischer Prozess, bei dem sich die
Zahl der synthetisierten DNA-Moleklle mit jedem durchlaufenden Zyklus ver-
doppelt. Im ersten Schritt eines Zyklus wird die doppelstréngige DNA, welche als
Matrize dient, durch Erhitzen denaturiert. Daraufhin wird der Reaktionsansatz
sowelt abgekiihlt, daf3 sich die eingestzten Oligonukleotid-Primer jeweils an die
komplementéren DNA-Abschnitte anlagern kénnen. Die Oligonukleotide sind so
gewahlt, dai3 sie flankierend zu dem zu amplifizierenden DNA-Abschnitt jeweils
mit dem kodierenden bzw. dem nicht-kodierenden DNA-Strang hybridisieren
konnen. Die DNA-Polymerase verlangert im letzten Schritt eines Zyklus diese
Startermolekile durch den Einbau von Desoxynukleotiden. Erneute Denatu-
rierung leitet den néchsten Zyklus ein. Die PCR wurde zur gerichteten Mutage-
nese, z. B. zum Einfihren von Mutationen bzw. Schnittstellen, zur Amplifikation
bestimmter DNA-Abschnitte, sowie zur analytischen Uberprifung von Ligatio-
nen und Genom-Integrationen el ngesetzt.
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Die PCR wurde entweder mit der Deep-Vent-DNA-Polymerase (New England
Biolabs, Schwalbach) oder der AmpliTag-Polymerase (Perkin Elmer, USA) unter
Verwendung der mitgelieferten 10x konzentrierten Puffer durchgefthrt. Die
Deep-Vent-DNA-Polymerase besitzt eine 3'-Exonukleaseaktivitdt und weist
daher eine hohere Genauigkeit wahrend der Reaktion auf as die Tag-DNA-
Polymerase. Als DNA-Matrize fur die Polymerase-Reaktion diente entweder
Vektor-DNA oder genomische Hefe-DNA. Es wurden 20-100ng der ent-
sprechenden Vektor- bzw. 1-3 ug chromosomale DNA und jeweils 50 pmol der
beiden Oligonukleotide pro 100 pl Reaktionsansatz eingesetzt. Nach der PCR-
Amplifikation wurden 10 pl des Reaktionsansatzes mittels Agarose-Gelelektro-
phorese analysiert, um die Anwesenheit des Produkts zu Uberprifen. Das restli-
che PCR-Produkt konnte fir weitere Klonierungsschritte eingesetzt werden.

Reaktionsansatz:

Vektor-DNA (10 ng/ul) 2ul
Oligonukleotid 1 (10pmol/ul) 5ul
Oligonukleotid 2 (10pmol/ul) 5ul
dNTP-Mix (je 5 mM) 4 ul
10x PCR-Reaktionspuffer 10 ul
H,0 76 ul
DNA-Polymerase lu

Reakti onsbedingungen Standardprogramm:

1 Zyklus:

30 Zyklen:

1 Zyklus:

Denaturierung:

Hybridisierung:
Polymerisation:

Denaturierung:

Hybridisierung:
Polymerisation:

Denaturierung:

Hybridisierung:
Polymerisation:

94 °C, 3min
53°C,2min
72 °C, 2min
94°C,30s
53°C,1min
72 °C, 2 min
94°C,30s
53°C, 1 min
72 °C, 10 min
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3.4 Methoden zur Hefegenetik

3.4.1 klassische Transformation von Hefezellen

TE-Puffer: Lithiumacetat| dsung:
Tris/HCI 10 mM LiOAC 0.1M
EDTA 1mM in TE-Puffer

pH 8.0

PEG-L 6sung:

PEG 6000 40% (wi/v)

LiOAC 0.1M

in TE-Puffer

Die Hefetransformation wurde nach einer Methode von Ito et al. (1983) durchge-
fuhrt. Die Behandlung der Hefezellen mit Alkali-Kationen, wie z. B. Lithium-
ionen macht die Zellwand fir DNA-Moleklle durchlassig, so dal’ die Hefezellen
Plasmid-DNA aufnehmen konnen. Auch lineare DNA-Fragmente konnen auf
diese Weise in Hefezellen transformiert werden und konnen danach durch
homologe Rekombination in das Hefegenom integriert werden (Rothstein, 1983).
Zur Selektion der transformierten Zellen auf Minimalmedium enthielten die ver-
wendeten DNA-V ektoren ein entsprechendes Markergen (wie z. B. LEU2, URA3
oder das Kanamycin-Resistenzgen KANF).

Hefezellen wurden wéhrend der logarithmischen Wachstumsphase
(ODgpo=1) geerntet und einmal mit TE-Puffer gewaschen. Danach wurden die
Hefezellen mit einer Konzentration von etwa 2 ODgy/100 pl in Lithiumacetat-
Losung resuspendiert und 1 h bel 30 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert (Im
Fale von temperatursensitiven Stdmmen wurden die einzelenen Schritte bel
25 °C durchgefuhrt). Zu jeweils 100 pl Zellsuspension wurde 1-2 ug DNA ge-
geben. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne DNA. Nach 30 min Inkubation bei
30 °C wurde 1 ml PEG-L6sung zugegeben und erneut eine Stunde bel 30 °C
inkubiert. Anschlief3end folgte ein Hitzeschock fur 10 min bei 42 °C. Die Zellen
wurden 5min bel 5000xg abzentrifugiert und die PEG-LAsung moglichst voll-
sténdig entfernt. Die Hefezellen wurden in 100 pl TE-Puffer aufgenommen und
auf eine selektive Agarplatten ausplattiert. Nach Inkubation fur 2-3d bei 30 °C
bzw 25 °C konnten Einzelkolonien auf andere Agarplatten bzw. Flissigmedien
uberimpft und ihre Eigenschaften analysiert werden.
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3.4.2 Elektroporation von S. cerevisiae

Um eine héhere Transformationseffizienz zu erzielen, konnte Plasmid-DNA auch
mit einem Gene Pulser (Bio-Rad, USA) durch Elektroporation in die Hefezellen
eingeschleust werden. Eine logarithmisch wachsende 200 ml Hefekultur wurde
abzentrifugiert, viermal mit sterilem, kaltem H,O und anschliefend mit 1 M
Sorbitol gewaschen. Die Zellen wurden in 200l kaltem 1M Sorbitol
aufgenommen und mit 1-5pug Plasmid-DNA gemischt. Die Elektroporation
wurde bei 1.5 kV, 20 pF und 200 W durchgefiihrt. Anschlief3end wurden die
Zéellen in 200 ul 1M Sorbitol aufgenommen und auf selektiven Agarplatten
ausplattiert.

3.4.3 Plasmidisolation aus S. cerevisiae

Aufschlul3-Puffer:

TrisgHCI 10 mM
NaCl 100 mM
EDTA 1mM
SDS 1% (wi/v)
Triton-X-100 2% (w/iv)
pH 8.0

2 ml stationdr gewachsene Hefekultur wurden fir 1 min bei 16.000xg abzentrifu-
giert und das Zellpellet in 200 ul Aufschlufpuffer resuspendiert. Nach Zugabe
von 200 ul Aquivalent sauregewaschener Glasperlen und 200 pl Phenol/Chloro-
form (1:1), wurde die Suspension fir 2min gevortext. Zur Trennung der
wassrigen Phase von der organischen Phase, den Glasperlen und den unaufge-
brochenen Zellen wurde fur 5 min bel 16.000xg zentrifugiert. Die wassrige Phase
wurde vorsichtig abgehoben und die DNA durch Zugabe von 600 pl 100%igem
EtOH ausgeféllt. Das Prézipitat wurde fur 10 min bel 16.000xg abzentrifugiert
und Salze durch zweimaliges Waschen mit je 500 ul 70%igem EtOH entfernt.
Das Pellet wurde getrocknet und in 50 pul H,O gel6st. Jeweils 5 ul des Ansatzes
wurden zur Transformation von kompetenten E. coli eingesetzt, um das Plasmid
fur weitere Analysen zu amplifizieren.
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3.4.4 Prgparation von genomischer Hefe-DNA

Eine 50 ml Ubernacht-Hefekultur wurde durch Zentrifugation bei 3000xg fir
5 min geerntet und das Zellpellet einmal mit 5 ml 1 M Sorbitol gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 27ml 1 M Sorbitol und 0.3 ml
0.5M EDTA pH 8 aufgenommen. Durch Zugabe von 2000 u Lytikase und Inku-
bation fur 30 min bei 37 °C wurden die Zellen sphéroblastiert. Die Spharoblasten
wurden bei 500xg abzentrifugiert und das Pellet in 5 ml 50 mM Tris-HCI/20 mM
EDTA/pH 7.5 suspendiert. Fur den Zellaufschluf3 wurde 500 pl 10% SDS zuge-
geben und 30 min bei 65 °C inkubiert. Das Ausféllen der Proteine erfolgte durch
Zugabe von 1.5ml 5M KOAc und Inkubation fur 1 h auf Eis. Das Prazipitat
wurde durch Zentrifugation fir 20 min bei 14.000 upm sedimentiert, der Uber-
stand in ein neues Reaktionsgefald Uberfihrt und die in ihm enthaltene DNA und
RNA durch Zugabe von 14 ml 100%igen EtOH gefdllt. Das Prézipitat wurde fur
30 min bei 14.000xg abzentrifugiert und in 3 ml TE-Puffer aufgenommen. Durch
Zugabe von 150 ul RNase (1 mg/ml) wurde die mitgefallte RNA bel 37 °C fir
30 min abgebaut. Anschlief3end wurde durch Zugabe von 3.5 ml Isopropanol die
DNA prézipitiert und durch Zentrifugation fir 30 min bel 14.000 upm sedimen-
tiert. Das DNA-Pellet wurde wiederum in 500 pl TE-Puffer geldst und konnte far
PCR-Reaktionen oder zur Herstellung einer genomischen Hefe-DNA-Genbank
eingesetzt werden.

3.4.5 Kreuzungvon Hefezellen

S cerevisiae-Hefestamme konnen sich unter optimalen Wachstumsbedingungen
sowohl als diploide, als auch als haploide Zellen vegetativ vermehren. Wird eine
diploide Zellkultur unter Stickstoff-Mangelbedingungen inkubiert, so treten die
Hefezellen in den meiotischen Zyklus ein. Dabel wird ein Ascus mit vier
hapl oiden Sporen gebildet, der auch als Tetrade bezeichnet wird. Zerlegt man die
Tetrade durch Mikromanipulation in vier voneinander getrennte Sporen, kdnnen
diese as haploide Kulturen weiterwachsen. Die aus den Sporen hervorgehenden
haploiden Zellen haben unterschiedliche Paarungstypen, jewells zwei Sporen sind
vom Typ a (MATa) bzw. vom Typ a (MATo). Eine Konjugation von haploiden
Hefezellen geschieht nur bei einer Mischung von Zellen mit unterschiedlichen
Paarungstypen. Die Verschmelzung der Zellen flhrt zur Bildung einer diploiden
Zygote. Die im Labor verwendeten heterothallischen Hefestdmme behalten ihren
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Paarungstyp stabil bel und koénnen daher dauerhaft als haploide Kultur ange-
zlchtet werden.

Hefestdmme mit unterschiedlichen Paarungstypen wurden mit einer steri-
len Impfose strichformig auf eine Y EPG-Platte ausgebracht und am unteren Ende
mit der Impfose vermischt. Nach Inkubation Uber Nacht bei 25 °C wurden die
gewachsenen Zellen auf SD-Minimalmedium zur Selektion der diploiden Zellen
Uberstempelt und erneut tUber Nacht bei 25 °C inkubiert. Wenn keine passenden
Phanotypen zur Selektion der diploiden Hefezellen nutzbar waren, so wurden
zwel vereinzelte Zellen mit unterschiedlichem Paarungstyp mit Hilfe eines
Mikromanipulators direkt nebeneinander auf eine Agarplatte gelegt. Nur wenn
die Verschmelzung der Zellen und die Bildung der Zygote mit einem Lichtmikro-
skop eindeutig beobachtet werden konnte, wurden die diploiden Zellen weiter
kultiviert.

3.4.6 Sporulation von Hefezellen

Eine 5 ml Ubernachtkultur des zu sporulierenden diploiden Hefestamms wurden
bei 3000xg abzentrifugiert, das Zellpellet in 5 ml Y EPGal-Medium resuspendiert
und die Kultur fir weitere 2-3 h geschiittelt. Die Inkubation in Galaktose erhoht
die Sporulationsbereitschaft der diploiden Zellen. Anschliefend wurden die
Zellen erneut abzentrifugiert und der Mediumiberstand dekantiert. Die pelletier-
ten Hefezellen konnten mit dem im Zentrifugenréhrchen verbliebenen Medium
resuspendiert werden. Die konzentrierte Zellsuspension wurde as Tropfen auf
eine Kaliumacetat-Agarplatte (siehe Kap. 3.2.1) gegeben. Nach Inkubation der
Hefen fir 3-5 d bei 25 °C konnte die erfolgte Ausbildung der Asci mit Hilfe eines
Lichtmikroskops kontrolliert werden.

3.4.7 Analysevon Hefetetraden

Bei der Tetradenanalyse wurden die vier Sporen eines Ascus mit der feinen Glas-
spitze eines Mikromanipulators isoliert und einzeln auf YEPG-Agarplatten aus-
gelegt. Nachdem die Sporen zu Zellkolonien herangewachsen waren, konnte der
Phanotyp der jewells vier zusammengehtrenden Meioseprodukte analysiert
werden.

Sporulierte Hefezellen wurden mit einer Impfése in eine Losung aus 10 pl
[3-Glucuronidase/Arylsulfatase und 500 pul dH,O gegeben. Eine Inkubation fir
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15-30 min bei RT bewirkte einen partiellen Abbau der Ascuswénde. 20 ul der
Zellsuspension wurden vorsichtig an den Rand einer YEPG-Agarplatte aufge-
bracht. Unter dem Lichtmikroskop wurden Tetraden mit der Glasspitze eines
Mikromanipulators vorsichtig isoliert. Die vier Sporen wurden einzeln an
definierten Positionen auf der Agarplatte ausgelegt. Die Platten wurden zum
Auskeimen der Sporen fur 2-4d bei 25°C inkubiert. Nachdem Kolonien
gewachsen waren, wurden diese auf Selektivplatten zur Verfolgung der Marker-
gene und auf frische YEPG-Platten zur Uberpriifung des Wachstumsverhaltens
bei kritischen Temperaturen (z. B. 16 °C und 37 °C) Uberstempelt.

3.4.8 Nachwesvon sekretiertem o-Pheromon durch den ,Halo"-Test

Um die Sekretion des o-Pheromons nachzuweisen, wurde der Halo(Hof)-Test
verwendet (Cigek und Thorner 1979, Julius et al., 1984). Zunéchst wurden 1 g
Agar in 100 ml YEPG-Medium durch kurzes Aufkochen in der Mikrowelle und
vorsichtiges Schwanken gelést. Anschlieffend wurde das Medium in einem
Wasserbad auf 42 °C abgekihlt und mit 1 ODgy logarithmisch wachsender
RC898-Hefezellen vermischt. Die Zellsuspension wurde mdglichst diunn in
Kulturschalen gegossen. Die Agarplatten sind ca. 10 d bei 4 °C lagerungsfahig.

Die Sensitivitdt des MATa Testerstammes beruht auf Mutationen im
BAR1- und im SST2-Gen. Der Stamm RC898 endozytiert das durch den Agar
diffundierende o-Pheromon, kann aber aufgrund der defekten Gene das Anhalten
in der mitotischen G1-Phase nicht aufheben. Dadurch bildet sich um o-Pheromon
sezernierende Hefestdmme ein klarer Hof (Halo).

3.4.9 Paarungstest

Um die Fehllokalisation des Ste2-Wbplp-Fusionsproteins zur Plasmamembran
festzustellen, wurde ein sogenannter Paarungstest nach Letourneur et al. (1994)
durchgefihrt. Dazu wurden entweder eine genomische Hefe-DNA-Genbank oder
bestimmte auserwahlte Gene in pRS323 kloniert und in den Stamm Ste2-4B
transformiert. Die Transformanden wurden flachig auf entsprechende Selektiv-
platten ausgestrichen, 1d bel 30 °C inkubiert und anschlief?end auf YEPG-
Platten, auf denen ein Zellrasen mit MATa-Zelen (hier: Msuc 2D) ausplattiert
wurde, replikaplattiert. Die Platten wurden anschlief3end zur Paarung der beiden
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Stdmme fur 6 h bei 30 °C inkubiert. Die Zellen wurden dann zur Selektion der
Diploide auf SD-Platten tiberstempelt und fir 2-3 d bel 30 °C inkubiert.

Die Fehllokalisation des Ste2-Wbplp-Reporters zur Plasmamembran spie-
gelt sich in der Bildung der Diploiden wider. Hat ein Genprodukt keine Auswir-
kungen auf die Lokalisation des Reporters, werden aufgrund der Sterilitét des
Ste2-4B Stammes keine Diploide gebildet.

3.4.10 Bestimmung des Wachstumsvon Hefezellen auf Agar platten

Zur Kontrolle des Wachstumsverhalten wurden Hefezellen zunachst in Flissig-
kultur in Vollmedium oder Minimalmedium bei 25 °C oder 30 °C angeztichtet.
Anschlief3end wurde eine Verdinnungsreihe der Stamme hergestellt, so dal3 die
hochsten Konzentrationen einer Zelldichte von 1 ODgy/ml entsprachen. Diese
Zéellsuspension wurde nun sukzessiv 1:5 verdiinnt. VVon den Verdiinnungen wurde
jeweils 10 ul as Tropfen auf Vollmedium-Agarplatten aufgebracht und die
Platten wurden bei unterschiedlichen Temperaturen (16 °C, 25 °C, 30 °C, 32 °C
und 37 °C) inkubiert. Das Wachstum der Mutanten wurde je nach Inkubations-
temperatur nach 1-3 d im Vergleich zu Wildtyp-Zellen dokumentiert.

3.5 Biochemische Methoden

3.5.1 Alkalischer Aufschluld von Hefezellen und TCA-Prazipitation der

Proteine
Lyse-Puffer: TCA-LOsung:
NaOH 2M TCA 100% (wi/v)

B-Mercaptoethanol 5% (w/v)

Logarithmisch wachsende Hefezellen wurden durch Zentrifugation bei 5000xg
geerntet und jeweils 5 ODggo-Einheiten Zellen in 200 pl eines akalischen Lyse-
Puffers suspendiert. Nach einer Inkubation von 10 min bel RT wurden die
Proteine durch Zugabe von 24 ul 100%iger TCA-L6sung innerhalb von 10 min
auf Eis gefdllt. Die Proteine wurden abzentrifugiert (16.000xg, 5 min) und die
verbleibende TCA im Pellet durch Zugabe von 10 ul 1.5 M Tris pH 8.5 neutrali-
siert. Anschliefend wurde das Pellet in 20yl Laemmli-Auftragspuffer pro
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ODgno-Einheit Zellen gelost und 5min im Heizblock bel 95 °C erhitzt. Die
Proben konnten nun direkt fir eine SDS-PAGE-Analyse eingesetzt werden.

3.5.2 Messung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte entweder durch eine
Abschétzung der Proteinmenge im Polyacrylamidgel oder nach einer Methode
von Bradford (1976). Diese Methode beruht auf der Eigenschaft des Coomassie-
Farbstoffs, sein Absorbtionsmaximum durch die Bindung an Proteine von einer
Wellenldnge von 465 nm auf 595 nm zu verschieben. Die quantitative Bestim-
mung wurde mit einer Farbeldsung und nach der Vorschrift der Firma Biorad
(Richmond, USA) durchgefihrt. Eichkurven wurde unter der Verwendung defi-
nierter Konzentartionen von Rinderserumalbumin (BSA) hergestellt.

3.5.3 Trennungvon Proteinen durch SDS-PAGE

L aemmli-Auftragspuffer (2x): Elektrophoresepuffer:

TrisgHCI 01M Glycin 0.19 M

B-Mercaptoethanol 2% (w/v) Tris-Base 25mM

Glycerin 20% (wi/v) SDS 0.1% (w/v)

Bromphenolblau 0.002% (w/v)

pH 8.0

Acrylamid-Stamml 6sung (30%): Sammelgel (5%):

Acrylamid 29.2% (w/v) Acrylamid-Stammisg. 1.7 ml

Bisacrylamid 0.8% (w/v) TriHCI, pH 6.5 25ml
H,O 57ml

10%ige SDS-Losung 100

Trenngel (12.5%). Trenngel (8%):
Acrylamid-Stammisg. 10 ml Acrylamid-Stammisg. 6.5 ml
Tris’/HCI, pH 8.8 6 mi Tris’/HCI, pH 8.8 6 ml
H,O 75ml H,O 11 ml

10%ige SDS-Losung 250 10%ige SDS-Losung 250
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Féarbe-L 6sung: Entférbe-L 6sung:
MeOH 50% (v/v) MeOH 45% (viv)
HOACc 10% (v/v) HOACc 10% (v/v)

Serva Blau R250 0.1% (w/v)

Die elektrophoretische Beweglichkeit von Proteinen in einer Acrylamid-Gel-
matrix ist von ihrer Grof3e und Form abhangig und wird durch die Nettoladung
des Proteins bestimmt. Das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS)
wird von Proteinen in grof3er Menge gebunden und bewirkt in Gegenwart von
Thiolreagenzien wie [3-Mercaptoethanol zumeist eine vollstandige Denaturierung
der Proteine. Die Ladungen der Sulfatgruppen des gebundenen SDS fihren zu
einer stark negativen Gesamtladung des SDS-Proteinkomplexes, so dal3 die
Ladung des nativen Proteins vernachl&ssigbar wird. Die Wanderungsgeschwin-
digkeit von Proteinen in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
wird somit hauptsachlich durch den Siebeffekt der Gelmatrix und die angelegte
Stromstérke bestimmt und korreliert sehr gut mit dem Molekulargewicht der
Proteine.

Die SDS-PAGE wurde as diskontinuierliche Gelelektrophorese mit
Trenn- und Sammelgel mit unterschiedlicher Konzentrations- und Pufferzusam-
mensetzung nach dem von Laemmli (1970) beschriebenen System durchgefiihrt.
Die SDS-PAGE wurde mit vertikalen Plattengelen (170x180x1.5 mm) und einer
Acrylamidkonzentration des Trenngels von 7-17.5%, je nach Molekulargewicht
der zu untersuchenden Proteine, durchgefuhrt. Das Trenngel wurde nach Zugabe
von 240 pl APS (10% (w/v)) und 12 pl TEMED zwischen zwei Glasplatten bis
etwa 3 cm unterhalb des Glasplattenrandes gegossen. Anschlief3end wurde das
Trenngel mit Isopropanol Uberschichtet, um eine glatte Oberflache zu erhalten.
Nach der Polymerisation wurde das | sopropanol sorgfaltig entfernt. Das Sammel -
gel wurde nach Zugabe von 30 pl APS und 10 ul TEMED bis zum oberen Rand
der Glasplatten gegossen. Ein 1.5 mm dicker Probenkamm wurde zur Aussparung
der Auftragstaschen in den oberen Gelrand eingesetzt. Nach der erfolgten Poly-
merisation wurden der Probenkamm sowie der untere Abstandhalter entfernt. Das
zwischen den Glasplatten fixierte Gel konnte nun in eine passende Elektropho-
rese-Kammer eingespannt werden, so dal3 der obere und der untere Gelrand mit
Elektrophorese-Puffer tberschichtet werden konnte. Die Proteinproben wurden
vor dem Auftrag mit dem gleichem Volumen 2x Laemmli-Auftragspuffer ver-
setzt und zur vollstandigen Denaturierung 5 min in Heizblock bel 95 °C erhitzt.
Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Stromstéarke von 50 mA und
wurde beendet, sobald der im Auftragspuffer enthaltene Farbmarker Brom-
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phenolblau die untere Kante der Gelmatrix erreicht hatte. Anschlief3end wurden
die Glasplatten abgel 6st und das Gel unter leichtem Schitteln in der Farbel 6sung
inkubiert. Durch Waschen in einer Entfarbel6sung konnte der Coomassie-Farb-
stoff aus der Gelmatrix wieder gel st werden.

3.5.4 Nachweisvon Proteinen auf Nitrozellulose-Filtern

3.5.4.1 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Filter (, Wester nblot* -

Verfahren)
Transfer-Puffer:
Tris-Base 20 mM
Glycin 150 mM
MeOH 20% (wiv)

Der elektrophoretische Transfer aufgetrennter Proteine auf eine Nitrozellulose-
Membran folgte der VVorschrift von Burnette (1981). Er ermoglicht den Nachweis
von Proteinen mit spezifischen Antikorpern. Nach der SDS-PAGE wurden das
nicht gefarbte Gel, die zugeschnittene Nitrozellulose und das Chromatographie-
papier in Transferpuffer getrankt und schichtweise, gemald der Western-Blot-
Methode (Burnette, 1981), tUbereinander gelegt. In einer speziellen Western-Blot
Apparatur, die mit Transferpuffer gefullt wurde, erfolgte der Transfer der
Proteine aus der Gelmatrix auf den Nitrozellulose-Filter bei einer angelegten
Stromstérke von 30-100 mA innerhalb von 2-16 h.

3.5.4.2 Ponceau-Farbung von Nitrozellulose-Filtern

Ponceau-Rot-L 6sung:

MeOH 40% (v/v)
HOAC 15% (v/v)
Ponceau-Rot 2540/

anschlief3end sterilfiltriert

Um die Qualitét der Proteintrennung im SDS-PAGE und des Transfers auf Nitro-
zellulose zu testen, wurden die Proteine durch Ponceau-Rot reversibel angeféarbt.
Hierzu wurde die Membran fir 2-5 min in Ponceau-Rot-L 6sung geschwankt und
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anschlief3end vorsichtig mit dH,O entfarbt, bis die Proteinbanden deutlich sicht-
bar wurden. Von der geféarbten Membran wurde zur Dokumentation und Quanti-
fizierung eine Auflichtaufnahme am Lumiimager gemacht.

3.5.4.3 Immunologischer Nachweisvon Proteinen auf Nitrozellulose-Filtern
(Immunoblot-Analyse)

PufferA: Puffer B:

Tris/HCI 10 mM SDS 0.2% (w/v)
NaCl 0.9% (w/v) NaCl 0.9% (w/v)
Tween 20 0.05% (v/v) Triton-x-100 0.5% (v/v)
Stripp-Puffer:

Tris/HCI 62.5 mM

SDS 2% (wiv)

B-Mercaptoethanol 100 mM

pH 6.7

Zur Abséttigung von unspezifischen Bindungsstellen wurde der Nitrozellul ose-
Filter 20 min bei RT in Puffer A unter leichtem Schitteln inkubiert. Danach
wurde der Filter in 10-30 ml Puffer A, versetzt mit 5% (w/v) Magermilchpulver
mit einer entsprechenden Menge eines spezifischen Antiserums, fur 1-3 h bei RT
oder fur 10-12 h bei 4 °C geschiittelt. Der Filter wurde dann je 10 min in Puffer
A, Puffer B und wieder in Puffer A gewaschen. Die Markierung der gebundenen
Antikorper erfolgte durch einstiindige Inkubation des Filtersin 10-30 ml Puffer A
versetzt mit 5% (w/v) Magermilchpulver und 2-6 pl eines Peroxidase-gekoppel-
ten sekundéaren Antikorpers (Esel-Anti-Kaninchen-1gG-Antikorper). Danach
wurde der Filter nochmals wie oben beschrieben gewaschen.

Der Nachwels der immunreaktiven Proteine auf dem Nitrozellulose-Filter
wurde unter Anwendung eines Reaktionssystems zur Chemilumineszenz (ECL-
System, NEN Life Science Products, Belgium) durchgefthrt. Hierzu wurde die
Membran mit einem 1:1 Gemisch aus den beiden ECL-L6sungen (je 1-2 ml) fur
1 min benetzt. Zur Detektion und Auswertung der entstehenden Chemilumines-
zenswurde ein Lumiimager der Firma Roche, Mannheim verwendet.

Die Antikorper der ersten immunologischen Reaktion lassen sich durch
eine Inkubation mit Stripp-Puffer flrl h bei 50 °C wieder entfernen, so dal3 die
Membran mit einem weiteren Antikorper inkubiert werden konnte.,
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3.5.5 Expression von GST-Fusionsproteinen in S. cerevisiae

Lysis-Puffer:

Hepes/KOH 20mM
KOAc 150 mM
MgCl, 5mM
EDTA 1mM
Triton-x-100 1% (w/v)
pH 7.2

Die Expression von GST-Fusionsproteinen in S cerevisiae erfolgte mit Hilfe des
Vektors pEG-KT (Mitchell et al., 1993). Die Proteinexpression erfolgt in diesem
Vektor unter der Kontrolle des GAL-Promotors. Nach Transformation des Hefe-
stammes Sec22-3 1B mit dem rekombinanten Plasmid wurde von einer Einzel-
kolonie eine 5 ml Kultur in PM-Medium beimpft und bei 30 °C inkubiert. Mit
diesen Zellen wurde eine 250 m1 Kultur PMGal-Medium beimpft und weitere
24 h bei 30 °C inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen durch Zentrifugation fir
15 min bei 4000xg pelletiert. Das Pellet wurde in 5 ml Lysis-Puffer resuspendiert
und 1.5 ml Aliquots entweder sofort weiterverarbeitet (siehe Kap. 3.5.6) oder in
2 ml Reaktionsgeféfden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C

gelagert.

3.5.6 Aufreinigung von GST-Fusionsprotein-K omplexen
(GST-, pull-down* -Experiment)

Lysis-Puffer:

HepesKOH 20 mM
KOAc 150 mM
MgCl, 5mM
EDTA 1mM
Triton-x-100 1% (wi/v)
pH 7.2

Dem Puffer wurde zur Aufreinigung ein Proteaseinhibitor-Cocktail der Firma
Roche, Mannheim zugesetzt. Fir unterschiedliche Waschbedingungen wurde die
Salzkonzentration durch Zugabe von 200-800 mM NaCl erhéht. Um Einfltsse
von Substanzen wie z. B. Pamitoyl-CoA auf die Komplexstabilitét zu testen,
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wurden diese sowohl wahrend des Zellaufschlusses als auch bei den einzelnen
Waschungen zugesetzt.

Ein Aliquot einer Zellsuspension aus Kap. 3.5.5 wurde 2 min bel 5000xg
abzentrifugiert und in 400 pl Lysis-Puffer mit Proteaseinhibitoren resuspendiert.
Nach Zugabe von 400 pl Aquivalent sduregewaschener Glasperlen wurde fir
2 min gevortext und die Proben anschlief3end auf Eis fir 2 min gekihlt. Dieser
Vorgang wurde zweimal wiederholt. Die Glasperlen sowie Zéelltriimmer wurden
durch eine Zentrifugation bel 16.000xg fir 10 min bei 4 °C abgtrennt Das Pellet
wurde nochmals durch Resuspension in 400 pl Lysispuffer mit Proteaseinhibito-
ren und anschlieRender Zentrifugation extrahiert. Die beiden l6slichen Uber-
sténde wurden vereinigt und auf exakt 1 ml Gesamtvolumen mit Lysispuffer ein-
gestellt. Nach Zugabe von 200 pl &quilibrierte Glutathion-Sepharose (50%
slurry), wurde der Ansatz fir 2h bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. Die
Sepharose mit den gebundenen GST-Fusionsprotein-Komplexen wurde bel
5000%g fir 1 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 2x Laemmli-Puffer
vermischt und im Heizblock fir 5 min auf 95 °C erhitzt. Die Sepharose wurde
funfmal mit je 1 ml Lysis-Puffer gewaschen und die Proteine durch Zugabe von
100 pl Laemmli-Puffer und Erhitzen fir 5 min auf 95 °C von der Sepharose elu-
iert. Wurden unterschiedliche Salzkonzentrationen bei den Waschungen getestet,
wurde der Ansatz nach Inkubation fur 2 h bei 4 °C in vier Teile getellt, die dann
jewells paralell weiterverarbeitet wurden. Das Volumen fur die Elution der
Proteinkomplexe von der Sepharose wurde entsprechend reduziert.

3.5.7 Immunprazipitation von radioaktiv markierten Proteinen aus
Zdlextrakten (, Pulse-Chase" -Experiment)

10x ,,chase"-L 6sung: TBS.

Methionin 100 mM Tris/HCI 50 mM
Cystein 10 mM NaCl 150 mM
Glukose 2% (W/V) EDTA 0.1 mM
Hefeextrakt 4% (wiv) pH 75

Tween-20-Harnstoff-Puffer:

TrisHCI 100 mM
NaCl 200 mM
Harnstoff 2M

Tween-20 0.5% (w/v)
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Tween-20-1P-Puffer: Boiling-Puffer:

Tris/HCI 50 mM Tris/HCI 50 mM
NaCl 150 mM EDTA 1 mM
Tween-20 0.5% (w/v) Harnstoff 6 M

EDTA 0.1 mM SDS 1.0% (wi/v)
pH 7.5 pH 7.5

Um den Transport und die spezifische Prozessierung eines Proteins innerhalb
einer Zelle zu verfolgen, wurden ,, pul se-chase* -Experimente durchgefihrt. Hefe-
zellen, die in Methionin und Cystein freiem Medium gewachsen waren, konnten
wahrend eines definierten Zeitraums mit radioaktivem *S-Methionin und
®S Cystein - markiert werden (,pulse‘). Der Einbau der radioaktiven
Aminosduren in die Proteine wurde durch Zugabe einer hohen Konzentration
unmarkierter Aminosauren in den Reaktionsansatz beendet, und die
Eigenschaften des radioaktiv markierten Protein-Pools nach unterschiedlichen
Zeitpunkten untersucht (,chase”). Damit ein spezifisches Protein mit dieser
Methode verfolgt werden konnte, wurde es durch Immunprazipitation isoliert.
Hefezellen wurden fir die Immunprézipitation der Carboxypeptidase Y
(CPY), der Alkalischen Phosphatase (ALP) und des Sec22-myc-o-Fusions-
proteins radioaktiv markiert. Hefekulturen bzw. entsprechende Transformanden
wurden tber Nacht in SD-Medium mit 0.2% Hefeextrakt angeziichtet. Die Zellen
wurden am néchsten Morgen auf eine Zelldichte von 0.2 ODggo/ml vedinnt und
fur 2 weitere Genaration bis zu einer Zeldichte von 0.8 ODgo/ml geschiittelt. Die
gewunschte Zellzahl (1 ODgg/Zeitpunkt) wurde gerntet, einmal mit 5ml
SD-Medium gewaschen und in 180 pl SD-Medium pro 1 ODgy Zellen
aufgenommen. Die Suspensionen wurden fur 5-10 min bei der gewtnschten
Temperatur des Experiments (in der Regel 30°C) inkubiert. Nach dieser
Adaptionszeit wurde zu jedem Ansatiz 10-20uCi pro 10ODgy Zellen
Trans®S-Label (Gemisch aus *S-Cystein und *S-Methionin, 10 mCi/ml)
zugegeben und fur weitere 10 min bel der gewtinschten Temperaturen inkubiert.
Direkt nach Zugabe von 20 pl ,,chase*-L6sung pro 1 ODgy Zellen, wurde
jewells ein 200 pl Aliquot als Null-Wert entnommen und in ein auf Eis gekihltes
Reaktionsgefald mit 20 pl 100%iger TCA-L6sung pipettiert. Der restliche Tell der
Ansédtze wurde welter inkubiert, nach 15 min, 30 min und 45 min jeweils ein
Aliquot entnommen und genauso verfahren wie mit dem Null-Wert-Aliquot. Die
einzelnen Proben wurden mindestens 15-20 min auf Eis inkubiert und an-
schlief¥end fur 5 min bel 16.000xg zentrifugiert. Das TCA-Pellet wurde zweimal
mit je 1 ml eiskaltem Aceton gewaschen, um Uberschiissiges TCA zu entfernen,
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und fir 10 min bel RT unter dem Abzug getrocknet. Falls notwendig konnten
diese Pellets fUr einige Tage bel -20 °C gelagert werden.

Das Pellet wurde in 100 pl Boiling-Puffer resuspendiert und nach Zugabe
von 100 pl Aquivalent siuregewaschener Glasperlen fir 1 min gevortext. Zu
jeder Probe wurde 900 pl Tween-20-1P-Puffer mit 1 mg/ml BSA gegeben und
sorgfdtig gemischt. Die Suspension wurde 15 min bel 16.000xg zentrifugiert.
Um zu vermeiden, dald jegliches Pelletmaterial in die nachfolgende Immun-
préazipitation gelangt, wurden nur 900 pl des Uberstandes in ein neues Reaktions-
gefald pipettiert.

Fur die Immunprazipitation wurde das entsprechende Antiserum (in der
Regel 10pl) und 50ul mit Tween-20-1P-Puffer &quilibrierte Protein-A-
Sepharose (30% slurry) zu den Proben hinzugefiigt und mindestens 2-4 h oder
uber Nacht bei 4 °C auf dem Drehrad inkubiert.

Die Proben wurden fir 1 min bei 10.000xg zentrifugiert. Der Uberstand
konnte entweder sofort fur die néchste Immunprézipitation verwendet werden
oder in flissigem Stickstoff schockgefroren werden und fur einige Zeit bel -
20 °C gelagert werden. Die Protein-A-Sepharose wurde mit je 1 ml Tween-20-1P-
Puffer, Tween-20-Harnstoff-Puffer, erneut Tween-20-1P-Puffer und TBS ge-
waschen. Die Proteine wurden durch Zugabe von 50 pl Laemmli-Auftragspuffer
und Erhitzen fir 5 min auf 95 °C von der Sepharose el uiert.

Aliquots wurden tber ein Polyacrylamidgel aufgetrennt (siehe Kap. 3.5.3).
Nach der Elektrophorese wurde das Gel zur Uberpriifung der |mmunprazipitation
(Detektion der schweren 1gG-Ketten) fur 15 min in Farbe-L6sung angeférbt und
fur 45 min in Entférber-Losung entféarbt. Anschlief3end wurde das Gel zur Ver-
stérkung des radioaktiven Signals in Amplify der Firma Amersham Buchler,
Braunschweig fur 30 min geschwenkt. Nach dem Trocknen unter VVakuum wurde
das Gel mit einem Rontgenfilm in eine lichtdichte Kassette geschlossen. Nach
Lagerung von 2-7 d bel -80 °C konnte der Rontgenfilm entwickelt werden.

3.6 Zwei-Hybrid-System

Diese genetische Methode zur Identifizierung von Protein-Interaktionen in vivo
detektiert die Rekonstitution eines funktionellen Gal4-Proteins, eines Transkrip-
tionsfaktors aus S. cerevisiae. Dieser besteht aus zwei funktionellen Domanen:
Der N-terminalen DNA-bindenden Doméne und der C-terminalen transaktivie-
renden Doméne. Werden diese beiden Doméanen durch die Interaktion zweier
Fusions-Proteine in raumliche Néhe gebracht entsteht wieder ein funktioneller
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Transkriptionsfaktor, es kommt zur Expression des lacZ-Reportergens und Hefe-
kolonien werden im X-Gal-Filtertest blau. Wird mit der DNA-bindenden Domane
ein bekanntes Protein fusioniert, kann dieses, als Koder (,bait“) bezeichnete
Protein benutzt werden, um eine Zwei-Hybrid Genbank zu durchmustern.

3.6.1 Transformation ener c-DNA-Genbank

Lithium-Sorbitol: PEG-L Gsung:

TrigHCI 10 mM TrigHCI 10 mM
LiOAC 100 mM PEG 4000 40% (w/v)
EDTA 1mM LiOAC 100 mM
Sorbitol 1M EDTA 1mM

pH 8.0 pH 8.0

Die c-DNA-Bank wurde uns freundlicherweise von B. F. Horazdovsky zur Ver-
flgung gestellt und ist in den Vektor pGAD-GH kloniert.

Fur die c-DNA-Bank-Transformation des Y 190 Hefestammes, welcher das
Gal4-Sec22ATMD-Hybrid-Protein exprimierte, wurde eine 200 ml Ubernacht-
kultur in SD-Medium (-Trp) bei 30 °C angeztichtet. Die Zellen wurden in 500 ml
Vollmedium so verdinnt, dal3 sie nach 2 Generationen eine Dichte von ODgg
0.5-0.8 besalien. Die Zellen wurden geerntet, mit 100 ml H,O gewaschen und in
5ml Lithium-Sorbitol resuspendiert. Nach Inkubation fir 30 min bei 30 °C
wurden die Zellen abzentrifugiert, in 625 pl Lithium-Sorbitol aufgenommen, in
100 pl Aliquots aufgeteilt und auf Eis gelagert. Fur die Trager-DNA wurden
20 mg Kalbsthymus-DNA in 1 ml H,O fur 7-10 min gekocht und 200 pl dieser
Losung mit 800 pl Lithium-Sorbitol bel RT gemischt. Nach Abkihlen der
Kalbsthymus-DNA-L6sung auf RT wurden 100 ug c-DNA-Bank hinzugegeben.
100 pl der auf Eis gelagerten kompetenten Hefezellen wurden mit gleicher
Menge des DNA-Gemisches fur 30 min bei 30 °C und leichtem Schiitteln inku-
biert. Nach Zugabe von 900 pl PEG-L 6sung wurde fur weitere 30 min bei 30 °C
inkubiert. Nach einem Hitzeschock fur 5 min bei 42 °C, konnte ein 5 pl Aliquot
zur Dokumentation der Transformationseffizienz auf SD-Platten (-Trp, -Leu)
ausplattiert werden. Die Ubrigen Zellen wurden vereinigt und zur Regeneration
far 1-3 h in 100 ml YEPG-Medium bei 30 °C inkubiert. Anschlief3end wurde die
Kultur geerntet, in 6 ml SD-Medium aufgenommen, je 300 ul auf grof3en Platten
(@ 145cm, SD-His, -Trp, -Leu) mit 30 MM 3-Amino-1,2,4-Triazol (3-AT)
verteilt und 5-7 d bei 30 °C inkubiert.
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3.6.2 X-Gal-Filtertest zur Identifizierung interagierender Proteine

Z-Puffer:

Na,HPO, 60 mM
NaH,PO, 40 mM
KCI 10 mM
MgSO, 1mM
pH 7.0

Die Zugabe von 270 pl B-Mercaptoethanol und 1 ml X-Gal (20 mg/ml DM SO)je
100 ml Z-Puffer erfolgte stets frisch vor jedem Test.

Auf Agarplatten gewachsene Kolonien kdnnen in dem X-Gal-Filtertest auf ihre
[3-Galalaktosidase-Aktivitdt und somit auf das Vorhandensein interagierender
Proteine getestet werden. Hierzu wurde ein Nylon-Filter auf die Kolonien gelegt
und vorsichtig wieder abgezogen. Die transferierten Zellen wurden durch Einfrie-
ren in flissigem Stickstoff und anschlief3endem Auftauen auf RT permeabilisiert
und in eine Petrischale mit Z-Puffer getranktem Whatman-Papier gelegt. Die
Kolonien, die nach einer Inkubation von 1-12 h eine blaue Farbung zeigten,
wurden nach erneutem Ausstreichen auf Agarplatten einem zweiten Filtertest
unterzogen. Die Kolonien, die auch im zweiten Test 3-Galaktosidase-Aktivitét
aufwiesen, wurden weiter untersucht.

Aus den potentiell positiven Hefeklonen wurden die beiden Plasmide iso-
liert (siehe Kap. 3.4.3). Durch Transformation in den E. coli Stamm HB101, der
eine leuB Mutation tragt, konnte durch Komplementation des LEU2-Gens auf
M9-Platten, selektiv das Genbankplasmid pGAD-GH amplifiziert werden. Die so
isolierte DNA wurde in den Hefestamm Y190 mit dem Koderplasmid
PAS-GAL4-Sec22ATMD retransformiert und mit mehreren Transformanden ein
erneuter Filtertest durchgefihrt, um die Zahl der positiven Kandidaten weiter ein-
zuengen. Nachdem die Plasmide der verbliebenen positiven Kandidaten einer
Sequenzanalyse unterzogen wurden, konnte das fir die Interaktion verantwortli-
che Gen durch Sequenzvergleich mit der Hefegenomdatenbank (SGD) bestimmt
werden.
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3.7 Zellbiologische M ethoden

3.7.1 Immunfluoreszenzanalysen von Hefezellen

PBS/Sorbitol: Fixativ:

NaCl 137 mM Paraformaldehyd 3.5% (w/v)
KCI 2.7 mM in PBS/Sorbitol

Na,HPO, 4.3 mM

KH,PO, 1.4 mM DAPI-Stockldsung

Sorbitol 10% (w/v) DAPI 1 mg/ml
pH 7.0

Lytikase-L 6sung (1 ml): Block-L dsung:

Lytikase 10 BSA 1% (wi/v)
B-Mercaptoethanol 1.4 pl Triton-x-100 0.5% (v/v)
in PBS/Sorbitol in PBS/Sorbitol

Einbettmedium:

Phenylendiamin 100 mg

PBS 10ml

der pH wurde mit 0.5 M NaCO; auf 8.5-9.5 eingestellt

Glycerin ad 100 ml

Entsprechende Transformanden wurden tber Nacht in SD-Medium angeziichtet.
Die Zellen wurden in YEPG-Medium so verdiinnt, dal3 sie nach 2 Generationen
eine Dichte von 0.8-1.0 ODgy besal3en. Jeweils 3.5 ODgy Wurde geerntet, in
400 pl Fixativ resuspendiert und fur 2 h bei RT inkubiert. Die fixierten Zellen
wurde bei 500xg fur 2 min abzentrifugiert, mit je 1 ml PBS/Sorbitol gewaschen
und in 100 pl Lytikase-L 6sung aufgenommen. Durch Inkubation der Suspension
unter leichtem Schitteln bei 30 °C wurden die Zellen sphéroblastiert. Die
Sphéroblasten wurden durch eine Zentrifugation bel 500xg fur 1 min geerntet,
mit 1 ml PBS/Sorbitol gewaschen und anschlief3end in 50 pl PBS/Sorbitol resus-
pendiert.

Je 15 pl der Sphéroblastensuspension wurde je Loch auf einen mit Poly-L-
Lysin beschichteten 10-L och-Objekttrager gegeben. Nach 10 min haben sich die
Zellen aud der Oberflache angeheftet und die Uberstehende Fliissigkeit konnte
abgesaugt werden. Zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen wurde je
20 ul Block-Losung fur 10min auf die angehefteten Zellen gegeben.
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Anschlieffend wurde der gewiinschte Primarantikorper, geldst in Block-Ldsung,
auf die Zellen gegeben und fur 1-2 h bel RT in einer Feuchthaltekammer inku-
biert.

Nachdem der Objekttrager funfma mit je 20 pl/Loch PBS/Sorbitol
gewaschen wurde, wurden die Zellen mit Sekundérantikdrper (Cy3- oder
Cy2-konjugiertes Schaf-anti-Kaninchen bzw. anti-Maus-1gG), in Block-Ldsung
gelost, fur 30 min in einer lichtgeschiitzten Feuchthaltekammer inkubiert. Da
dieser Antikorper besonders lichtempfindlich ist, wurden alle folgenden Schritte
maoglichst im Dunkeln durchgefthrt. Es folgten 10 Waschschritte mit je 20 pl
PBS/Sorbitol je Loch, wobei jede Inkubation jeweils 2-3 min andauerte. Die
Zellen wurden nun mit 20 pl Einbett-Medium Uberschichtet, dem zuvor 1 pl/ml
DAPI-Stockldsung zugesetzt wurde, und durch ein entsprechendes Deckglas ver-
siegelt. Uberschiissiges Einbett-Medium wurde vorsichtig entfernt.

Die so behandelten Zellen wurden mikroskopisch untersucht und waren
einige Tage bel 4 °C im Dunkeln lagerungsfahig.

3.7.2 Subzellulére Fraktionierung von Hefekompartimenten mittels
Sucr osegradient

Puffer A: Reduzierungspufferpuffer:
Hepes/K OH 10 mM Puffer A

MgCl, 1mM MESNA 100 mM
Sorbitol 1M

NaN; 10 mM Spharobl astierungspuffer:

NaF 10 mM Puffer A

Cycloheximid 20 pg/ml Lytikase 10 U/ODgp
pH 75

Harnstoff-Auftragspuffer (2x):

Harnstoff 6M
Tris/HCI 50 mM
SDS 2% (w/v)
Bromphenolblau 0.1 mg/ml
pH 8.0

Es wurde eine leicht modifizierte Variante des von Schroder et a. (1995) be-
schriebenen Protokolls durchgefiihrt. Die entsprechenden Hefezellen wurden
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Uber Nacht bei 25 °C in PM-Medium bis zu einer ODgyo von 0.35 angezlichtet.
600 ml dieser Zellkultur wurden geerntet und in 100 ml PM-Medium, das mit
20 pg/ml Cycloheximid versetzt wurde, resuspendiert. Die Kultur wurde in zwel
gleiche Telle geteilt, wobei ein Teil weiterhin bei 25 °C inkubiert wurde und der
andere Teil in einem Wasserbad bei 35 °C. Nach 1 h wurden die Zellen geerntet
und weitere Energieproduktion inhibiert, indem die Zellen in 10 ml Puffer A
resuspendiert wurden. Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert und zur Reduzie-
rung der Zellwand in 10 ml Reduzierungspuffer aufgenommen und fir 10 min
bei RT inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen geerntet, mit 10 ml Puffer A
gewaschen, in 1 ml Speroblastierungspuffer resuspendiert und 30 min bei 30 °C
unter leichtem Schiitteln inkubiert. Die so entstandenen Sphéroblasten wurden fir
1 min bei 500xg abzentrifugiert und mittels osmotischer Lyse durch Aufnahmein
2 ml dH,0, das mit Proteaseinhibitormix EDTA-frel (Roche, Mannheim) versetzt
wurde, aufgebrochen. Die Lyse-Effizienz betrug etwa 80%. Das Lysat wurde
durch dreimalige Zentrifugation fuir 1 min bel 500xg von unaufgebrochenen
Sphéroblasten befreit, was durch mikroskopische Analyse Uberprift wurde.
1.5ml der Lysate wurde jeweils auf einen vorbereiteten 11-stufigen Sucrose-
dichtegradienten (von 18% (w/v) bis 60% (w/v) Sucrose; je 1 ml) aufgetragen,
der fur 2.5 h bei 100.000xg in einem Beckman SW40-Rotor zentrifugiert wurde
(Schroder et al., 1995). Danach wurden von oben nach unten 1 ml-Fraktionen
abgenommen, wobei die letzte Fraktion auf exakt 1 ml mit dH,O aufgefillt
wurde. Jede Fraktion wurde mit 1 ml Harnstoff-Auftragspuffer versetzt und fur
10 min bei 50 °C inkubiert. Die Analyse der Proteine erfolgte durch SDS-PAGE
und nachfolgendem Immunoblot-Verfahren (vgl. Kap. 3.5.3, Kap. 3.5.4).
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4 Ergebnisse

4.1 Durchmusterung einer Genbank
4.1.1 Verwendung des Ste2-Wbhplp-Reporters

Wie bereits in Kapitel 1.2.2.2 beschrieben, gibt es verschiedene Signale, die eine
Rickftihrung von ER-Proteinen aus dem Golgi vermitteln. Um Proteine zu identi-
fizieren, die die dilysinabhangige Rickfihrung zum ER storen (KKXX-Motiv),
wurde eine geringfiigig modifizierte Variante des von Letourneur et al. (1994)
entwickelten Tests verwendet. Der Reporter dieses Systemsist ein Fusionsprotein
bestehend aus dem o-Faktor-Rezeptor (Ste2p) und dem C-Terminus der Oligo-
saccharyltransferaseuntereinheit Wbplp (Abbildung 2).

A B
Lumen NH,
anti-Ste2p DAPI
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Abbildung 2: A Schematische Darstellung des verwendeten Ste2-Wbplp-Reporters. B Immun-
fluoreszenz des Ste2-Wbplp-Reporters in Wildtyp Zellen. Die Lokalisation des Zellkerns wurde
durch die DAPI-Anfarbung der Kern-DNA Uberprift. Der anti-Ste2p-Antikdrper erkennt den
Ste2-Wbplp-Reporter, der in perinukledren ER-Strukturen lokalisiert ist.

Ste2p, ein Protein mit sieben Transmembrandomanen, wird in MATa Hefezellen
auf der Zelloberflache exprimiert und ist as o-Faktor-Rezeptor essentiell fur die
Paarung mit MATa Zellen. Wird an den C-Terminus von Ste2p die zytoplasmati-
schen Doméne von Wbplp, die ein funktionelles Dilysinsignal enthdlt, fusioniert,
bleibt das so verénderte Protein im ER. Hefezellen, bei denen das chromosomale
STE2-Gen durch den Ste2-Wbplp-Reporter ersetzt ist, weisen einen Paarungs-
defekt auf, der auf dem effizienten ,Retrieval® des Reporters zum ER beruht.
Wird diese Maschinerie gestort, so wird der Reporter zur Plasmamembran
fehllokalisiert und die Paarung mit MATo Zellen kann erfolgen. Durch Abstem-
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peln auf Agarplatten, die mit einem MATo-Testerstamm beschichtet sind,
konnen Mutanten leicht identifiziert werden. Wahrend Letourneur et al. (1994)
und Cosson et a. (1996) dieses System benutzten, um Hefemutanten zu unter-
suchen, wurde dieser Test in der vorliegenden Arbeit verwendet, um Gene zu
finden, deren Proteinprodukte bei Uberproduktion das Zurtickfuhren des
Ste2-Whplp-Reporters zum ER storen (siehe Kap. 1.5).

Zu diesem Zweck wurde der Hefestamm Ste2-4B mit genomischen Hefe-
DNA-Genbanken transformiert. Die Genbanken wurden durch unterschiedliche
Restriktion genomischer Hefe-DNA und anschlief3ender Klonierung aller Frag-
mente >3.5kB in den ,multi-copy“-HIS3-Vektor pRS323 generiert. Anhand
dieser Metode wurden 45 verschiedene kleine Genbanken hergestellt. Durch die
Verwendung einer Vielzahl von paarweisen Kombinationen unterschiedlichster
Restriktionsendonukleasen sollte sichergestellt werden, dal? mdglichst alle Hefe-
gene mit ausreichender Wahrscheinlichkeit in einer der Genbanken représentiert
sind. Die mit Plasmiden aus diesen Genbanken transformierten Hefen wurden auf
Selektivplatten (SD-His) ausplattiert und nach 24 h Wachstum dem Paarungstest
unterworfen (siehe Kap. 3.4.9).

Von ungefahr 7000 getesteten Transformanden, waren nur 17 Klone in der
Lage, Diploide auszubilden. Von diesen wurde die Plasmid-DNA isoliert und in
den Hefestamm Ste2-4B ricktransformiert, um zu beweisen, dald der gemessene
Effekt tatsachlich von der Plasmid-DNA abhéngt und nicht durch zuféllige Ver-
anderung des verwendeten Hefestamms hervorgerufen wird. Nach dieser
Kontrolle zeigten noch sieben Klone die erwtinschte Ausbildung von Diploiden.
Durch Sequenzierung der Plasmid-DNA mit den Oligonukleotiden T3 und T7
konnte der Anfang und das Ende des inserierten genomischen Hefe-DNA-Frag-
mentes bestimmt werden. Durch Vergleich mit der Hefegenomdatenbank SGD
wurden alle Gene bestimmt, die auf den einzelnen DNA-Fragmenten lokalisiert
sind (siehe Tabelle 3).

Dasich auf einigen Genabschnitten mehrere L eserahmen befanden wurden
potentielle Kandidaten durch Subklonierung vereinzelt und erneut getestet. Gene,
die offensichtlich nicht direkt mit dem ER-Golgi-Transport zusammenhingen wie
z. B. BDF1, dessen Genprodukt bei der Sporulation eine Rolle spielt, oder RMEL,
ein Transkriptionsfaktor, der die Meiose von Diploiden reprimiert, wurden nicht
naher untersucht. Es kristallisierten sich vier verschiedene Leserahmen as mogli-
che Kandidaten heraus, die durch Uberproduktion einen Recyclingdefekt hervor-
rufen: YKLO063c, YBR044c, FUN9 und RET2. Das Genprodukt von RET2 ist
Ret2p (6-COP), ein Protein der COPI-Vesikelhille (siehe Kap. 1.2.2.1). Das
RET2-Gen war auf dem klonierten DNA-Fragment nicht vollstandig erhalten
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(Abbildung 5). Die Funktion der Genprodukte der Ubrigen drei Leserahmen war
zum Zeitpunkt der Durchfihrung des Paarungs-,, screen unbekannt.

Klon Nr. Chromosom Gene
1 XIl BDF1
3 Il KTR4, BEM1, DER1
4 VII RME1; YGR046w
6 XI YKLO63c
12 1/xi MRPL13, YKR0O07w, RSC4, YBR044c
15 VI RET2, RPN12, HXK1
17 | FUN9, CDC24

Tabelle 3: Ubersicht iiber die gefundenen Klone im Paarungs-,screen”. Durch Sequenzanalysen
konnte die Lokalisation des Genabschnitts im Genom sowie die darauf befindlichen offenen
Leserahmen bestimmt werden. Befanden sich mehrere interessante Leserahmen auf dem Gen-
abschnitt wurden diese durch Subklonierung vereinzelt. Unterstrichene Leserahmen zeigten
keine Ausbildung von Diploiden, wéhrend fettgedruckte Leserahmen auch fur sich alleine im

Paarungstest positiv waren. Né&heres siehe Text

YKLO63c: Der Leserahmen kodiert fur ein aus 167 Aminosauren bestehendes
Protein, das eine geringe Sequenzhomologie zu einem aus Saugern stammenden
mikrotubuliassoziiertem Protein MAP 1B aufweist. Es enthdlt laut Computer-
vorhersage eine Transmembrandomane (Aminosdure 33-58). Das Ausmal3 der
Fehllokalisation des Ste2-Whbplp-Reporters zur Plasmamembran ist im Gegen-
satz zu den anderen beiden Leserahmen Y BR044c und FUN9 eher schwach aus-
gepragt (Abbildung 3).

FUN9 YBR044c YKLO63c Vektor
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Abbildung 3: Der 4ste2 Stamm Ste2-4B, welcher das Reporterprotein Ste2-Wbplp exprimiert,
wurde mit ,multi-copy“-Plasmiden, die die angegebenen Leserahmen enthalten, transformiert.
Die erhaltenen Transformanden wurden auf die Fahigkeit zur Ausbildung von Diploiden getestet,

was ein MaR fur die Fehllokalisation des Ste2-Wbp1p Reporters zur Plasmamembran darstellt.
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Die Deletion von YKLO063c fuhrte weder zur Letalitdt noch zu einem deutlich
verminderten Wachstum bei 37 °C. Da die Uberproduktion vonY KL063cp auch
keinen Einfluld auf das Recycling des Sec22-a-Reporters hatte (vgl. Kap. 4.1.2),
wurde das Gen nicht weiter untersucht.

YBRO044c: Ahnliche Ergebnisse wie mit YKL063c wurden mit dem
Leserahmen Y BRO44c erzielt, der fur ein 572 Aminosaure langes Protein kodiert.
Das Genprodukt von YBRO044c besitzt Ahnlichkeit zu einem mitochondrialen
Hitzeschockprotein (Hsp60p). Spéter wurde es in einer Veroffentlichung als
Tcm62p charakterisiert (Dibrov et al., 1998). Es stellt ein ,, Chaperon® dar, das fur
die Assemblierung der mitochondriale Succinatdehydrogenase verantwortlich ist.
Warum es einen so starken Einflufd im Paarungstest hat, ist nicht zu erkléaren

FUNO9: Das Gen FUN9 kodiert fur ein 415 Aminosduren langes Protein
mit zwei potentiellen Transmembrandomanen. Interessanterweise enthalt dieses
Protein am C-Terminus ein KKXX-Motiv (KKSQ), was die Vermutung nahe
legt, dal’3 es selbst ein Frachtmolekll des retrograden Transports darstellt. Seine
Uberproduktion wiirde somit eine Séttigung der KKXX-abhangigen Riick-
fuhrungsmaschinerie hervorrufen. Der aus der , coatomer“-Bindung verdrangte
Reporter wirde dann zur Plasmamembran transportiert werden. Unter dieser An-
nahme miifte eine Uberproduktion von Fun9p mit Mutationen im KKXX-Motiv
die effiziente Ruckfuhrung des Ste2-Wbplp-Reporter in das ER nicht storen. Wie
in Abbildung 4 zu sehen ist, wird die Fehllokalisation des Ste2-Wbplp-Reporters
zur Plasmamembran bei Uberproduktion von Fun9-QGSQp zwar signifikant re-
duziert aber nicht vollstandig aufgehoben. Das Protein hatte jedoch auf das Re-
cycling von Sec22-o keinen Einfluld (vgl. Kap. 4.1.2).

FUN9-QGSQ Vektor
X e ‘:'::'. s L : N
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Abbildung 4: Der Aste2 Stamm Ste2-4B, der das Reporterprotein Ste2-Wbplp exprimiert,
wurde mit den Plasmiden pTN85, pTN92 und pTN77 transformiert. Die erhaltenen Transfor-
manden wurden auf die Fahigkeit zur Ausbildung von Diploiden getestet, das ein Maf3 fur die

Fehllokalisation des Reporters zur Plasmamembran darstellt.

Kurzlich wurde dieses Protein in der Arbeitsgruppe von C. Barlowe tatséchlich
auf Vesikeln gefunden und mit dem Namen Erv46p (ER vesicle protein of
46 kDa) versehen.
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RET2: Das einzige Gen, das bei der Durchmusterung der Genbank gefunden
wurde, dessen Genprodukt nachweislich im vesikularen Transport involviert ist,
war RET2. Dabei wurde zufdllig eine Deletionsmutante isoliert, die fur en
C-terminal  um 16 Aminosduren verkirztes Genprodukt kodiert (siehe
Abbildung 5). Gleichzeitig waren vier Kodons an den verkirzten Leserahmen
fusioniert, die von der Polylinkerregion des verwendeten Vektors stammen. Die
Ursache fur die Fusion der DNA-Sequenzen lag in der Verwendung einer natlr-
lichen Sacl-Restriktionsschnittstelle am C-Terminus des RET2-Gens. Wird das
vollstandige Wildtypprotein Ret2p (6—COP) Uberproduziert, ist im Gegensatz zu
dem verkirzten Protein keine Fehllokalisation des Ste2-Wbplp-Reporters nach-
weishbar. Genausowenig hatte die Uberproduktion von Retlp (o-COP), die
gleichzeitig als Kontrolle diente, einen Effekt. Offensichtlich wird durch die An-
wesenheit von Ret2ACTp die Architektur des COPI-HUill proteinkomplexes stark
beeinfluf3t und die Bindung an das KKXX-Motiv des Reporters und damit seine
Rickfihrung in das ER verhindert. Eine direkte Interaktion mit dem
KKXX-Motiv wurde der ,, coatomer”-Untereinheit y-COP zugeschrieben (Harter
et al., 1996). Diese hildet jedoch zusammen mit B-und (-COP bei der
Veskelbildung einen Subkomplex aus (siehe Kap. 1.2.2.1). Es wére folglich
moglich, dal3 der Mechanismus der Aufnahme von KKXX-markierten
Frachtmolekiilen in COPI-Vesikel bei Uberproduktion von Ret2ACTp gestort ist.
Ein , coatomer-Komplex”, der aus einer ret2-1 Mutante isoliert wurde, kann
alerdings in vitro noch an das KKXX-Motiv binden (Cosson et al, 1996).
Welche Mutation in diesem Fall dasret2-1 Gen trégt, ist nicht veroffentlicht.

A
Ret2ACTp Ret2p Retlp Vektor
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Abbildung 5: A Der 4ste2 Stamm Ste2-4B, der den Reporter Ste2-Wbplp exprimiert, wurde mit
den Plasmiden pTN88, pTN89, pTN90 und pTN77 transformiert und im Paarungstest getestet.
B Vergleich der Aminoséuren des C-Terminus von Ret2p und der Stopmutante Ret2ACTp, die

durch eine zuféallige Fusion von RET2 mit Sequenzen des Vektors generiert wurde.
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4.1.2 Verwendung des Sec22-o. Reporters

Um Proteine zu identifizieren, die bei Uberproduktion das Recycling von Sec22p
zwischen ER und Golgi storen, wurde neben Ste2-Wbplp der Sec22-o. Reporter
verwendet (Ballensiefen et al., 1998). Mit diesem Hybridprotein konnte
Wolfgang Ballensiefen im Rahmen seiner Dissertation in vivo zeigen, dal Sec22p
uber COPI-Vesikel zum ER zuriickgelangt. Bel den Untersuchungen zeigte sich
weiterhin, dal’ Sec22p sogar aus dem spaten Golgi in das ER zurticktransportiert
wird.

Wie bereitsin Kap. 1.4 beschrieben wurde, gehort das SNARE Sec22p zur
Familie der Synaptobrevine und ist ein Typll-Transmembranprotein. Der grofdte
Teil des Proteins ist ins Zytosol gerichtet und nur wenige Aminosduren des
C-Terminus befinden sich im ER-Lumen, so dal3 keine luminalen Modifika
tionen, z. B. eine Glykosylierung im Golgi, mdglich sind. Deshalb &3 sich ein
Sec22p-Molekil, das sich im ER aufhdlt, biochemisch nicht von einem Sec22p-
Molekll unterscheiden, das den Golgi-Komplex durchlaufen hat. Mit Hilfe des
kinstlich erzeugten Sec22-o. Reporters ist dies moglich. Abbildung 6 soll die
Strategie dieses Systems schematisch veranschaulichen.

Am 3’-Ende von SEC22 wurde eine Sequenz angehangt, die fur folgende
Peptidsegmente kodiert: ein c-myc-Epitop gefolgt von einer Kex2p-Schnittstelle
und dem o-Faktor-Pheromon. Dieser Sec22-o0 Reporter kann Sec22p funktionell
ersetzen und weist die gleiche Lokalisation innerhalb der Zelle auf. Wird dieser
Reporter aufgrund fehlender oder gestorter ER-Retention fehllokalisiert, passiert
er den spéten Golgi, wo sich die Kex2-Protease befindet. Dies hat zur Folge, dal3
Kex2p den a-Faktor vom Reporter abspaltet und dieser ins Medium sezerniert
wird. Daraus ergeben sich zwei Mdglichkeiten die Fehllokalisation des Sec22-o
Reporters in den spaten Golgi nachzuweisen: 1) Der sezernierte o-Faktor kann
mittels Halotest (vgl. Kap. 3.4.8) auf Agarplatten nachgewiesen werden. 2) Der
Reporter besitzt nach der o-Faktor Abspaltung ein deutlich kleineres Molekular-
gewicht und kann durch Immunoblot-Analyse vom unprozessierten Sec22-o. Re-
porter unterschieden werden. Der Nachweis kann entweder mit anti-Sec22p-
Antikorper oder mit anti-c-myc-Antikorper erfolgen.

Da es schwierig ist, den ausgeschiedenen o-Faktor zu quantifizieren, sollte
diese Methode nur zur Vorauswahl der einzelnen Klone benutzt werden (Halo-
Test). Die mogliche vermehrte Kex2p-Prozessierung des Reporters sollte
anschlieflend durch Immunoblot-Analyse bestdtigt werden. Der Hefestamm
TNY 14 wurde mit dem Plasmid pWB-Acyco, das fir den Sec22-o. Reporter
kodiert, transformiert.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des verwendeten Sec22-o. Reporters (A) und seine
Lokalisation in der Zelle bei funktionierender Retention (B). Wird das Recycling gestort, erfolgt
eine Fehllokalisation des Sec22-o. Reporters in den spaten Golgi. Der o-Faktor wird durch die
Kex2-Protease abgespalten und sezerniert. Der prozessierte Reporter wird in der Vakuole ab-

gebaut.
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Diese Transformanden zeigten bereits einen kleinen Hof (Halo) im Halo-Test.
Nach zusétzlicher Transformation mit den hergestellten ,, multi-copy* Genbanken
wurden Klone selektiert, die einen stark vergrof3erten Hof im Halo-Test aus-
bildeten und somit potentielle Kandidaten mit vermehrtem Sec22-o. Transport in
den spdten Golgi darstellten. Obwohl ca. 21.000 Transformanden getestet
wurden, von denen zundchst 900 Kanditaten einen vergrof3erten Hof bildeten,
konnte letztendlich kein Gen isoliert werden, dessen Genprodukt auch in der
Immunoblotanalyse eine vermehrte Prozessierung des Sec22-o. Reporters durch
Kex2p zeigte. In diesem Genbank-, screen“ wurde allerdings viermal das Gen
isoliert, das fur den o-Faktor selbst kodiert, was zum einen fir das Selektions-
verfahren Uber den Halo-Test spricht und zum anderen daftr, dal3 die Genbank
vollstandig war.

4.2 Einfluld von SNARE-Proteinen auf die ER-Golgi-Recyclingmaschinerie

Da mit Hilfe einer Genbank kein Gen gefunden wurde, das bei Uberexpression
das Recycling beider Reporter Ste2-Whbplp und Sec22-o. stort, wurden bekannte
Proteine, die am ER-Golgi-Transport beteiligt sind, in beiden Testsystemen
untersucht.

Zunéchst wurde die Uberproduktion von Sec22p selbst getestet. Diese
Untersuchung erscheint in Bezug auf den Sec22-o. Reporter zunéchst trivial zu
sein, stellt aber eine wichtige Kontrolle fir das Testsystem dar. Es konnte bereits
gezeigt werden, dal3 die Menge des Kex2p-Schnittprodukts mit steigender
Expressionsrate des Sec22-o. Reporters zunimmt (Ballensiefen et al., 1997).
Durchlauft der Reporter den gleichen Recyclingweg wie das Sec22p selbst, so
mulsste auch eine erhdhte Sec22p-Expression eine Verdréngung des Reporters
aufgrund einer Séttigung der Recyclingmaschinerie bewirken. Fir diesen
Versuch wurde der Hefestamm TNY 26, bel dem der Sec22-o. Reporter geno-
misch integriert wurde, mit dem Plasmid pTN79, das SEC22 in einem multi-copy
Vektor enthdlt, transformiert. Tatsachlich konnte in der Immunoblot-Analyse eine
vermehrte Kex2p-Prozessierung festgestellt werden (siehe Abbildung 8). Der
prozentuale Anteil des geschnittenen Reporters stieg von 60+4% im Kontroll-
experiment ohne Uberproduktion um etwa 15% bei Uberproduktion von Sec22p
an. Die relativ hohe Menge an Schnittprodukt im Kontrollexperiment ist darauf
zurlckzufUhren, dal3 die Recyclingmaschinerie schon durch die Anwesenheit des
Reporters Uberséttigt ist und der Reporter teilweise aus dem spédten Golgi zum ER
zurickgefuhrt werden kann (Ballensiefen et al., 1997). In der Immunoblotanalyse
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wird jedoch nur eine , steady-state” Analyse der sténdig fortlaufenden zelluléren
Recyclingprozesse vorgenommen. Um eine Aussage darlber zu erhaten, in
welchem Zeitraum ein neusynthetisierter Pool von Reporterproteinen den spéten
Golgi erreicht und von der Kex2-Protease gespalten wird, wurden ,, pulse-chase® -
Experimente durchgeftihrt.

In Abbildung 7 ist das Ergebnis des ,, pul se-chase” -Experimentes mit und
ohne Uberproduktion von Sec22p dargestellt. Die Proteine des Hefestamms
TNY 26, der den Sec22-o. Reporter exprimiert und die angegebenen ,, multi-copy*
Plasmide enthalt, wurden fiir zehn Minuten mit radioaktiven *S-Cystein und
%3 Methionin markiert (,pulse). AnschlieBend wurde die radioaktive Markie-
rung durch Zugabe eines grofRen Uberschusses nicht radioaktiver Aminosauren
beendet. Nach den angegebenen Zeiten (,,chase”) wurden der Sec22-o. Reporter
und Sec22p durch Immunpréazipitation mit einem Gemisch aus anti-Sec22p- und
anti-c-myc-Antikorper isoliert, durch SDS-PAGE getrennt und mittels Auto-
radiographie sichtbar gemacht. Im Kontrollexperiment (V ektor) liegt der Se22-a
Reporter zum Zeitpunkt t=0 min ungeschnitten vor. Bereits nach 45 Minuten hat
ein Teil des radioaktiv markierten Reporters den spéten Golgi erreicht, etwa 25%
des Reporters liegen nun in Kex2p-prozessierter Form vor. Nach 90 Minuten sind
ca. 50% des Reporters gespalten. Im Falle der Uberproduktion von Sec22p er-
folgt diese Prozessierung bedeutend schneller. Hier ist zum Zeitpunkt t=0 schon
eine geringe Menge des Sec22-o. Reporters gespalten, nach 45 Minuten ist etwa
80% prozessiert und nach 90 Minuten liegt fast ausschliefdlich geschnittenes
Material vor.

Vektor Sec22p Sec22-3p Sec22ACTp

0O 45 90 0 45 90 O 45 90 O 45 90
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Abbildung 7: Der Stamm TNY26 wurde mit den ,multi-copy* Plasmiden pTN79, pTN77, pTN80
und pRO64, die fiir die angegebenen Proteine kodieren, transformiert. Mit den so erhaltenen
Transformanden wurde ein ,pulse-chase“-Experiment durchgefuihrt. Die fortschreitende

Kex2p-Spaltung des Sec22-o. Reporters wurde nach 0, 45 und 90 Minuten ,chase” analysiert.
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Gleichzeitig wurde bei diesem Experiment die Wirkung der Uberproduktion von
mutierten Sec22-Proteinen untersucht. Das Sec22-3p enthdlt an Position 157
einen Aminosaureaustausch von Arginin zu Glycin (R157G), die aus der
temperatursensitiven sec22-3-Mutante stammt (Novick et al., 1980). Die Muta-
tion betrifft die zentrale Aminosaure des SNARE-Motivs (R-SNARE) und fihrt
Im sec22-3 Stamm zu einem Block des Proteintransports zwischen ER und Golgi.
Es stellt sich daher die Frage, ob der Grund fir den Transportdefekt im sec22-3
Stamm in einem Recyclingdefekt des Sec22-3p liegt. Wére dies der Fall, dann
durfte eine Uberproduktion von Sec22-3p nicht in der Lage sein, den Sec22-o.
Reporter in den spdten Golgi zu verdrangen. Dies trifft jedoch nicht zu, wie in
Abbildung 7 zu sehen ist. Der Einflul3 von Sec22-3p auf den Transport von
Sec22-a. entspricht dem von Sec22p. Das Mutantenprotein Sec22ACTp tréagt eine
Deletion der C-terminalen Transmembrandomane. Da dieses Protein somit im
Zytosol lokalisiert ist, besitzt es eine vollig andere Lokalisation in der Zelle als
das Wildtypprotein, und der Sec22-o. Reporter wird - wie erwartet - nicht in den
spaten Golgi verdrangt.

Dieses Ergebnis zeigt, dal3 die mit Hilfe von Immunoblot-Analyse festge-
stellte Steigerung der Kex2p-Prozessierung des Reporters durchaus signifikant
war. Es |&dt sich jedoch der zeitliche Verlauf wesentlich préziser mit , pulse-
chase"-Experimenten analysieren. Die Annahme, dal3 auch die Anwesenheit
grof3er Mengen von Sec22p zu einer Fehllokalisation des Sec22-o. Reporters auf-
grund einer Ubersattigung der Recyclingmaschinerie fiihrt, konnte somit eindeu-
tig bestatigt werden. Die Recyclingkompetenz von Sec22-3p scheint nicht durch
die Mutation R157G beeinfluf3t zu werden. Im Paarungstest hatten beide Proteine
keinen Einflud auf die Fehllokalisation des Ste2-Wbplp Reporter (siehe
Abbildung 8).

Anschlief3end wurden ale anderen SNARES, die im ER-Golgi Transport
involviert sind, untersucht (Tabelle 2). Sec22p konnte nun nach den vorherigen
Untersuchungen als Positivkontrolle fir die Fehllokalisation des Sec22-o. Repor-
ters verwendet werden. In Abbildung 8 sind die Ergebnisse, die mit beiden Tests
(Immunoblot-Analyse und ,, pulse-chase”-Experiment) erhalten wurden, zusam-
mengestellt. Abbildung 8A zeigt den Einflul? der angegebenen SNAREs bei
Uberproduktion auf den Sec22-o. Reporter in der Immunoblot-Analyse im
, steady-state*. Ahnlich wie bei der Uberproduktion von Sec22p, tritt auch bei der
Uberproduktion von Sed5p eine vermehrte Kex2p-Spaltung des Sec22-o. Repor-
ters auf. Wahrend eine Uberproduktion von Ufelp keinen EinfluR auf die Prozes-
sierung des Sec22-o. Reporters hat, scheint die Uberproduktion von Betlp die
Kex2p-Spaltung sogar zu inhibieren. Im , pulse-chase®-Experiment (Abbildung
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8B) wurde dieses Ergebnis genauer untersucht. Es zeigte sich, dal3 aul3er Sec22p
auch Sedsp bei Uberproduktion zu einer erheblichen Beschleunigung der K ex2p-
Prozessierung fuhrt. Nach 90 Minuten ,, chase”-Zeit liegt der radioaktiv markierte
Pool des Reporters nahezu vollsténdig gespalten vor. Im Gegensatz dazu hatte die
Uberproduktion der SNARESs Betlp, Boslp und Ufelp keinen EinfluR auf die
Prozessierungsgeschwindigkeit des Sec22-o. Reporters. Die Untersuchung mit
dem Paarungstest ergab, daf? die Uberproduktion von Sed5p auch eine Fehllokali-
sation des Ste2-Wbplp Reporters zur Plasmamembran zur Folge hatte
(Abbildung 8C).

Damit war ein Protein gefunden, welches bei Uberproduktion in beiden
hier verwendeten Testsystemen eine Fehllokalisation des Reporters verursacht.
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Abbildung 8: Untersuchung der Uberproduktion der ER-Golgi SNAREs Sec22p, Bos1p, Betlp,
Ufelp und Sed5p. A Durch Immunoblot-Analyse bestimmtes Ausmal® (,steady-state*) der
Kex2p-Prozessierung des Sec22-o. Reporters. B Analyse der Kex2p-Spaltung des Sec22-o.
Reporters mittels ,pulse-chase“-Experiment nach 0, 45 und 90 Minuten ,chase”. C Ausbildung

der Diploiden im Paarungstest.



Ergebnisse 65

4.3 Weitere Effekte der Uber produktion von Sed5p

Sed5p, dem die Funktion des t-SNARES beim anterograden ER-Golgi Transport
zugeschrieben wird, wurde als Suppressor der Erd2p-Deletion (HDEL -Rezeptor)
isoliert (Hardwick et al., 1992). Seine vorherrschende Lokalisation innerhalb der
Zelle ist der Golgi. Es sind bereits einige Effekte beschrieben, die bel starker
Uberproduktion von Sed5p auftreten (Hardwick et al., 1992). Die Autoren haben
jedoch mit wesentlich hoheren Expressionsleveln gearbeitet. Sie verwendeten
zwar auch einen ,, multi-copy” Vektor, jedoch anstelle des SED5-Promotors den
Triosephosphatisomerase (TPI) Promotor, der den Expressionslevel um etwa das
Acht- bis Zehnfache gegenliber dem eigenen Promotor erhoht (eigene Untersu-
chungen). Unter diesen Bedingungen stellten sie fest, dal3 sich das Zellvolumen
vergroRerte und die Teilungsgeschwindigkeit verlangsamte. Beide Phenoméne
konnten in dieser Arbeit unter Verwendung eines ,multi-copy* Vektors mit
SED5-Promotor nicht festgestellt werden. Mittels Elekronenmikroskopie konnten
Hardwick et al. zeigen, dal3 die Zellen vermehrt vesikulére Strukturen ausbilden.
Zudem war die Effizienz des ER-Golgi Transportes reduziert, was zur Akkumu-
lation der ER-Form der Carboxypeptidase Y (CPY) fuhrte. Dieses letzte Resultat
schien zunédchst im Widerspruch zu den hier erhaltenen Ergebnissen zu stehen, da
die Fehllokalisation des Sec22-o. Reporters in den spdten Golgi und des
Ste2-Wbplp Reporters zur Plasmamembran fir einen erhohten anterograden
Vesikeltransport spricht.

Die hier verwendete Kombination ,, multi-copy“-Vektor (2u) und original
SED5-Promotor erhéht den zelluléren Expressionslevel von SedSp etwa um das
Dreifache und entspricht etwa der Halfte des Expressionslevels von der Kombi-
nation ,single-copy* Vektor (CEN/ARS) und TPI-Promotor (eigene Untersu-
chungen). Bei Verwendung von ,, multi-copy”-Plasmiden hat die stark variierende
Kopienzahl der Vektoren zur Folge, dal? die Kulturen immer eine Population von
Zellen mit sehr unterschiedlichen Expressionsleveln der plasmidkodierenden
Gene darstellen. Dagegen ist der entscheidende Vorteil bel der Verwendung von
»Single-copy* Plasmiden, dal3 es zu einer gleichmaidigen Expression in alen Zelle
kommt. Um eine einheitliche Expression zu erzielen, wurde SED5 mittels PCR in
den , single-copy”-Vektor pY X122, der den TPI-Promotor enthdlt, kloniert. Das
Konstrukt kann Sed5p funktionell in dem temperatursensitiven sed5-1 Stamm
ersetzen. Nach Transformation in die Hefestdmme TNY 26 und Ste2-4B wurden
diese unter der so erhaltenen Uberproduktion von Sed5p nochmals eingehend auf
Transportdefekte analysiert.
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In Abbildung 9 ist das Ergebnis dieser Untersuchung dargestellt. Wie erwartet
lal%t sich auch hier eine Beschleunigung der Sec22-o. Spaltung in der ,,pulse-
chase Analyse beobachten. Allerdings wurden in diesem Experiment die
»Chase"-Zeiten etwas kirzer gewdahlt, um auch die Frachtmolekile Alkalische
Phosphatase (ALP) und CarboxypeptidaseY (CPY) zu untersuchen. Nach 45
Minuten ,,chase” liegt der radioaktiv markierte Pool des Sec22-o. Reporters im
Gegensatz zur Kontrolle (Vektor) fast ausschliefdlich gespalten vor. Bel den
anderen beiden anaysierten Frachtmolekilen ALP und CPY ist hingegen der
vesikuldre Transport zur Vakuole stark gehemmt. Im Kontrollansatz hat der
gesamte radioaktiv markierte Pool von ALP und CPY bereits nach 15 Minuten
die Vakuole erreicht (Ausbildung von mALP und mCPY), wahrend bei Uberpro-
duktion von Sed5p noch nach 45 Minuten beide ER-Vorlauferformen pALP und
p1CPY zu detektieren sind. Die Akkumulation von p1CPY, die bel Hardwick et
al. (1992) beschrieben wurde, konnte hiermit bestétigt werden.
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Abbildung 9: Untersuchung der Uberproduktion von Sed5p vom ,single-copy* Plasmid mit
TPI-Promotor. A Analyse der Kex2p-Spaltung des Sec22-o. Reporters und der Maturierung von
ALP und CPY mittels ,pulse-chase* Experiment nach 0, 15, 30 und 45 Minuten ,chase“. B Aus-

bildung der Diploiden im Paarungstest.

4.4 Die Suche nach Genen, deren Uberexpression die negativen Effekte
einer Uber produktion von Sed5p ausgleichen kann

Es wurden Gene analysiert, die bei Uberexpression die durch die Sed5p-Uber-
produktion verursachte Fehllokalisation des Sec22-o. Reporters bzw. des
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Ste2-Wbplp Reporters wieder aufheben konnen. Diese Gene kodnnten dies
anhand verschiedener Mechanismen bewerkstelligen: 1) Das von ihnen kodierte
Proteinprodukt bindet an SedSp, so dal’ es seine negative Wirkung nicht entfalten
kann. 2) Das Protein stimuliert den anterograden bzw. retrograden ER-Golgi
Transport und gleicht somit den durch Sed5p hervorgerufenen Transportdefekt
aus. 3) Das Protein bindet selektiv an Sec22p bzw. Ste2-Wbplp und fihrt diese
vom Golgi zum ER zuriick. 4) Das Protein verlangsamt den ER-Export und somit
auch die Fehllokalisation der beiden Reporter.

Es wurden hauptsachlich Gene untersucht, von denen bereits bekannt war,
da3 sie fur Proteine kodieren, die mit Sed5p interagieren und im ER-Golgi
Transport involviert sind. Fir diese Experimente wurden SED5 und ein jeweils
zweites Gen gemeinsam in denselben ,, multi-copy“-Vektor kloniert, um zu ge-
wahrleisten, dal3 pro Zelle stets die gleiche Kopienanzahl der beiden Gene vor-
handen ist. Die so erhaltenen Konstrukte wurden im Paarungstest auf die Fehl-
lokalisation des Ste2-Wbplp Reporters und im ,, pulse-chase” -Experiment auf die
Fehllokalisation des Sec22-a. Reporters getestet. In Tabelle 4 ist eine Zusammen-
fassung dieser Experimente dargestellt.

Uberproduzierte

Fehllokalisation

Fehllokalisation

Proteine von Ste2-Wbplp von Sec22-o
Sed5p ++ ++
Sed5p, Slylp + ++
Sed5p, SLY1-20p ++ ++
Sed5p, Sec24p + ++
Sed5p, Ufelp + ++

Sed5p, Sec22p ++ nicht getestet

Sed5p, Sec22-3p - nicht getestet

Sed5p, Sfh2p - -

Sed5p, Sfh3p ++ ++

Sec23p

Tabelle 4: Ubersicht tiber die (iberproduzierten Proteine und ihre

Auswirkungen auf die Fehllokalisation des Ste2-Wbplp Reporters

und des Sec22-o Reporters, welche mit dem Paarungstest bzw. in

~pulse-chase“-Experimenten untersucht wurden.

Bel der Analyse der Fehllokalisation des Ste2-Wbplp Reporters konnte gezeigt
werden, dai einige der hier untersuchten Proteine den SedSp-Uberproduktions-
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effekt reduzieren. Das zur Secl-Familie gehorende Protein Slylp, das an Sed5Sp
bindet und es damit in einer inaktiven Konformation halt, kann die Paarungs-
effizienz der Zellen zwar nicht reduzieren, jedoch ist eine eindeutige Inhibierung
der Fehllokalisation des Ste2-Wbplp Reporters unter der Verwendung von
SLY1-20p zu beobachten. Unter der Annahme der Bildung eines Komplexes
zwischen Slylp und Sed5p, scheint das mutierte Protein in vivo stérker an SedSp
zu binden. Das dominante Mutantengen S_Y1-20 wurde bel der Suppressorsuche
der YPT1-Deletion gefunden (Dascher et al., 1991). Vergleichbar ist die gleich-
zeitige Uberexpression von SEC22 und SED5. Wahrend das mutierte Protein
Sec22-3p die durch Uberproduktion von Sed5p hervorgerufene Paarung aufheben
kann, zeigt das Wildtyp-Sec22p keine Veranderung im Paarungstest. Alle gerade
beschriebenen Proteine reduzierten jedoch nicht die Fehllokalisation des Sec22-a
Reporters.

Das einzige hier untersuchte Protein, das in beiden Reportersystemen fir
eine Aufhebung der Fehllokalisation sorgte, war Sfb2p (Abbildung 10). Sfb2p
und Sfb3p sind homolge Proteine zu Sec24p, einem Bestandteil der COPII-Hdille.
Auch Sfb2p und Sfb3p kdnnen wie Sec24p mit Sec23p einen stabilen Komplex
ausbilden. Im Paarungstest zeigte auler Sfb2p auch Sec24p eine Inhibierung der
Fehllokalisation des Ste2-Wbplp Reporters, wahrend die Uberproduktion von
Stb3p zusammen mit Sed5p welterhin zur Ausbildung von Diploiden fihrte
(Abbildung 10B). Sec24p, Sfb2p und Sfb3p binden in vitro an Sed5p. Der pri-
méare Effekt der Uberproduktion von Sed5p konnte deshalb darin bestehen, daR
sie zu einer Storung des Gleichgewichts zwischen Sec24p, Sfb2p, Sfb3p und
Sec23p fuhrt und die Menge an frelem, nicht Sec24/Sfb2/Sfb3p-gebundenem
Sec23p erhoht. Esist bekannt, daf? eine Uberproduktion von Sec23p toxisch sein
kann (Kurihara et al., 2000). Deshalb wurde getestet, ob die Uberproduktion von
Sec23p dhnlich wie die von Sed5p alleine bereits zu einer Fehllokalisation beider
Reporter fuhren kann. Dies war jedoch nicht der Fall.

In Abbildung 10A sind die , pulse-chase”-Untersuchungen der Uber-
produktion von Sed5p in Kombination mit Sec24p, Sfb2p und Sfb3p abgebildet.
Da in diesem Experiment , multi copy“-Plasmide verwendet wurden, also eine
dreifache Uberproduktion von Sed5p, sind die Transportdefekte von Sec22-a,
CPY und ALP etwas schwécher ausgepragt als bei der achtfachen Uberproduk-
tion mit Hilfe des TPI-Promotors in Abbildung 9. Nach 45 Minuten ist bel
aleiniger Seds5p-Uberproduktion die radioaktive Form des Sec22-o. Reporters zur
Héalfte durch die Kex2-Protease gespalten. Dasselbe Ergebnis wurde auch bel der
gleichzeitigen Uberproduktion von Sec24p bzw. Sfb3p erhalten. Wird jedoch
SedSp zusammen mit Sfb2p Uberproduziert, so liegt nach 45 Minuten der
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Sec22-o. Reporter genau wie im Kontrollexperiment (Vektor) nahezu ungespalten
vor. Abbildung 10C zeigt, dal3 dieses Phdnomen nicht Ursache einer reduzierten
Sed5p-Expression ist, denn die Expression von Sed5p bleibt auch bei Uber-
produktion von Sfb2p konstant, was durch Immunoblot-Analyse gezeigt wurde.
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Abbildung 10: Untersuchung der Uberproduktion von Sed5p in Kombination mit Sec24p, Sfb2p
und Sfb3p. A Analyse der Kex2p-Spaltung des Sec22-o. Reporters und der Maturierung von ALP
und CPY mittels ,pulse-chase" Experiment nach 0, 15, 30 und 45 Minuten ,chase“. B Ausbil-
dung der Diploiden im Paarungstest C Analyse des Expressionlevels von Sed5p der Transfor-

manden im Immunoblot-Analyse mit anti-Sed5p-Antikorper
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Somit war es gelungen, ein Protein zu finden, das die durch Sed5p Uber-
produktion hervorgerufenen ,, Recycling®-Defekte von Sec22-o. und Ste2-Wbplp
aufheben konnte: Sfb2p.

4.5 Welche Funktion hat Sfb2p?

Sftb2p stellt wie Sfb3p ein nicht essentielles homologes Protein zu dem COPII-
Hullprotein Sec24p dar. Es wird vermutet, dal3 es zusammen mit Sec23p eine
neue Form der COPII-Vesikelhille bildet. Folgende Ergebnisse wurden bis jetzt
in verschiedenen Arbeitsgruppen zur Funktion von Sfb2p gewonnen (Peng et al.,
2000; Pagano et al., 1999, Kurihara et al., 2000):

e Sfb2p bildet einen Komplex mit Sec23p aus. Der Sfb2p/Sec23p-Komplex
kann in vitro zusammen mit Sarlp und dem Sec31p/Sec13p-Komplex Vesikel
von Mikrosomen-Membranen abschntren.

e Die s0 erhaltenen Veskel besitzen dieselbe Dichte wie COPII-Vesikel und
enthalten die v-SNAREs Sec22p und Betlp als Frachtmolekile. Von allen
Proteinen der Syntaxin-Familie in Hefe bindet nur SedSp in vitro an Sfb2p.

e Die Uberproduktion von Sfb2p kann zwar den Wachstumsdefekt der tempe-
ratursensitiven Mutante sec24-11 suppremieren, aber nicht die Letalitdt einer
Deletion von SEC24.

e In einem Asfb2 Stamm lassen sich keine Transportdefekte von CPY, ALP,
Invertase und Gaslp feststellen. Dies ist jedoch in der Doppelmutante
sec24-11/Asfb2 der Fall.

¢ Interessanterweise kann der Wachstumsdefekt der sec22-3 Mutante durch
Uberproduktion von Sfb2p aufgehoben werden. Ein weiterer genetischer
Zusammenhang zwischen Sfb2p und Sec22p besteht darin, dal3 eine Doppel-
mutante aus Asfb2 und sec22-3 nicht Iebensfahig ist.

In dieser Arbeit wurde gefunden, dai3 die Uberproduktion von Sfb2p die durch

Sed5p-Uberproduktion ausgel sten Transportdefekte beziiglich des Ste2-Whbplp

Reporters und des Sec22-o. Reporters aufheben kann. Wenn die Uberproduktion

von Sfb2p tatséchlich einen Einflul? auf die Lokalisation des Sec22-a. Reporters

hat, namlich seine Retention im frihen Golgi (reduzierte Kex2-Prozessierung),
wirde man erwarten, dal3 eine Deletion des Gens zu einem gegenlaufigen Effekt
fuhrt (Zunahme der Kex2-Spaltung). Abbildung 11A zeigt die Immunoblot-

Analyse des Sec22-o. Reporters im ,, steady-state” in einem Wildtyp-, Asfb2- und

Astb3-Stamm mit Hilfe von anti-Sec22p-Antikorper. Im Vergleich zum Wild-

typstamm, bei dem etwa 60% Kex2p-Spaltung erfolgt, liegt im Asfb2-Stamm
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80% des Sec22-o. Reporter prozessiert vor. Im Asfb3-Stamm scheint die Kex2p-
Prozessierung sogar inhibiert zu werden, nur 20% des Reporters sind durch die
Kex2-Protease gespalten worden. Die erhohte Kex2p-Prozessierung konnte
jedoch auch durch die Fehllokalisation der Protease in das ER bedingt sein.
Deswegen wurde die Lokalisation von Sec22p zusétzlich durch das fluoreszie-
rende Fusionsprotein GFP-Sec22p Uberpriift (Abbildung 11B), wodurch die
L okalisation von Sec22p in vivo bestimmt werden kann (vgl. Kap. 4.6).

A WT Asfh2 Asfb3

Sec22-myc-op —_

Sec22-mycp _B R — & — - —

Sec22p — nw nk = = = . .- -

Asfb2 Asfb3

Abbildung 11: Die Stamme TNY14, TNY116 und TNY118 wurden entweder mit dem Plasmid
pWBAcyco oder mit pTN159 transformiert. A Analyse der Kex2p-Spaltung des Sec22-o Repor-
ters durch Immunoblot-Analyse mit anti-Sec22-Antikdrper. B Lokalisation des fluoreszierenden

GFP-Sec22p Fusionproteins.

Im Wildtyp- sowie im Asfb3-Stamm befand sich GFP-Sec22p Uberwiegend in
perinukledren ER-Strukturen und peripheren ER-Strukturen unterhalb der
Plasmamembran, wahrend mit diesem Fusionsprotein im Asfb2-Stamm verstérkt
punktférmigen Golgi-Strukturen angeférbt wurden. Diese vermehrte Golgi-
Lokalisation des GFP-Sec22p bestétigt die Annahme einer Fehllokalisation des
Sec22p und nicht der Kex2-Protease, was somit zu einer gesteigerten Kex2p-
Prozessierung des Sec22-o. Reportersim spéten Golgi fuhrte (Abbildung 11A).
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4.6 GFP-Sec22p — der in vivo-Reporter

Eine relativ neue Methode, um dynamische Prozesse in der lebenden Zelle zu
untersuchen, ist die Visualisierung von Proteinen durch die Fusion an das griin
fluoreszierende Protein (GFP). GFP ist ein 27 kDa Protein, stammt aus der
Qualle Aequorea victoria und emittiert ohne jegliche Kofaktoren griines Licht,
nach Absorbtion von blauem Licht. Da GFP die Funktion der meisten Proteine
nicht beeinflu®t, wurden GFP-Fusionsproteine bereits in zahlreichen Unter-
suchungen als Reporterproteine in lebenden Zellen eingesetzt (Ubersicht bei
Lippincott-Schwartz et al., 1998).

In der Arbeitsgruppe von H.R.B. Pelham wurden bereits erfolgreich
GFP-SNARE-Fusionsproteine (GFP-Sed5p und GFP-Sftlp) in Hefe fur Unter-
suchungen eingesetzt. Ein Ergebnis dieser Experimente war, dal3 GFP-Sed5p
zwischen Golgi und ER zirkuliert (Wooding und Pelham, 1998). In der vorlie-
genden Arbeit wurde Sec22p mit GFP fusioniert. Die Klonierung erfolgte mittels
PCR in das Plasmid pUG36, das bereits GFP unter der Kontrolle des Methionin
reprimierbaren MET25-Promotors enthédlt. Das exprimierte chimére Protein ist
funktionell, da es den temperatursensitiven Defekt einer sec22-3 Mutante aufhe-
ben kann. Ziel war es, die Lokalisation von Sec22p, die bisher nur in fixierten
Zellen hauptsachlich mit Hilfe des Sec22-o. Reporters untersucht wurde, in
lebenden Zellen verschiedener Hefemutanten zu bestétigen. Man kann somit
Artefakte durch die Fixierung der Zellen, die Zellwandentfernung und die Per-
meabilisierung durch Detergentien vermeiden.

GFP-Sec22p

DAPI

Abbildung 12: Fluoreszenzmikroskopie von Wildtypzellen, die GFP-Sec22p exprimieren. Die
Lokalisation des Zellkerns wurde durch die DAPI-Anfarbung der DNA uberpruft.
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Abbildung 12 zeigt eine typische ER-Lokalisation des Fusionproteins in Wild-
typzellen. Es stellte sich heraus, dal3 die DAPI-Anféarbung der DNA im Zellkern
lebender Zellen im Gegensatz zu fixierten und perforierten Zellen in der Immun-
fluoreszenz sehr ineffizient war. In unfixierten Zellen lief3 sich haufig nur die
mitochondriale DNA markieren. Deswegen wird diese Anféarbung in den tbrigen
Abbildungen nicht mehr gezeigt. Bei den fluoreszierenden ringférmigen Struk-
turen handelt es sich immer um das perinukledre ER, in dem GFP-Sec22p lokali-
sert ist.

Abbildung 13A zeigt Fluoreszenzaufnahmen einzelner Querschnitte durch
die Zellen, die mit einem Raster-Laser-Mikroskop aufgenommen wurden. Diese
Technik ermdglicht eine bedeutend bessere Aufldsung der zelluldren Strukturen.
Mit Hilfe dieser Technik sind sogar die netzartiken ER-Strukturen unterhalb der
Plasmamembran zu erkennen (Bild 1-3). Das ER um den Zellkern zeigt sich
zunéchst als ein leuchtender Fleck (Bild 1-5), der sich langsam zu einem Ring um
den Zellkern 6ffnet (Bild 6 und 7) und anschlief3end wieder schlief3t (Bild 11 und
12). Abbildung 13B zeigt die durchschnittliche Intensitédt der Uberlagerung der
Schnitte. Diese wird ermittelt, indem jeweils nur der hellste Punkt der durch
Ubereinanderlegen der Bilder entstehenden Z-Achse auf die X-Y-Ebene
projiziert wird. Dieses Bild entspricht optisch etwa einer Aufahme an einem nicht
konfokalen Mikroskop.

A
7 8 9 10 11

Abbildung 13: Analyse der Fluoreszenz von GFP-Sec22p im Wildtypstamm im Raster-Laser-
Mikroskop. A Querschnittsaufnahmen durch die Zellen. B Durchschnitt der Uberlagerung der

Querschnitte.
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Wenn der GFP-Sec22p Reporter wie der Sec22-o0 Reporter zwischen ER und
Golgi zirkuliert, musste er sich bel einem Golgi-ER-Block in COPI-Mutanten im
Golgi anreichern. Fur diese Untersuchung wurde GFP-Sec22p in verschiedenen
COPI-Mutanten exprimiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 14 abgebildet. Die
jeweiligen Stamme wurden bei 25 °C und nach einer einstiindigen Inkubierung
bei 30°C im Mikroskop untersucht. Die Aufnahmen zeigen, dal3 sich im
Gegensatz zum Wildtypstamm bei den COPI-Mutanten sec27-1 und ret1-2 schon
bei 25°C eine vermehrte punktformige Lokaliserung des GFP-Sec22p zeigt.
Dieser Effekt wird besonders im sec27-1 Stamm durch die Temperaturerhthung
verstarkt. Im retl-2 Stamm wird bel 30 °C sogar die Vakuole angeféarbt. Der
Wildtypstamm zeigt bel beiden Temperaturen ER-Farbung.

sec27-1 retl-2 ret3-1

Abbildung 14: Fluoreszenzmikroskopie von Wildtypzellen und den COPI-Mutanten sec27-1,

30°

WT
B
¥
C .

retl-2 und ret3-1, die GFP-Sec22p exprimieren. Die Zellen wurden bei 25 °C oder nach einer

Inkubierung von einer Stunde auf 30 °C im Mikroskop untersucht.

Besonders deutlich wurde die Anreicherung des GFP-Sec22p Reporters in punkt-
formigen Golgi-Strukturen, wenn das Fluoreszenzsignal mit dem Raster-Laser-
Mikroskop analysiert wurde. Als Beispiel hierfir ist in Abbildung 15 die Lokali-
sation von GFP-Sec22p im SNARE-Mutantenstamm ufel-1, der wie die COPI-
Mutantenstdmme fir einen Golgi-ER Block sorgt, gezeigt. Der temperatur-
sensitive Stamm zeigte im Gegensatz zum isogenen Wildtypstamm bereits bel der
hier verwendeten Temperatur von 25 °C eine eindeutige Fehllokalisation des
GFP-Sec22p Reporters in den Golgi. Jede punktformige Golgi-Struktur war nur
in zwei bis drei aufeinander folgenden Querschnitten zu sehen. Da alle 0.2 um
ein Querschnitt durch die Zellen aufgenommen wurde, a3t sich ihre Grof3e auf
ungefdhr 0.4 um® schétzen. Dies zeigt, daR diese Strukturen beziiglich des
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Fluoreszenzsignals eine kugelformige Raumstruktur einnehmen und keine langen
zylinderférmigen Strukturen ausbilden, die in der konfokalen Schnittebene
ebenfalls al's Punkt erscheinen, aber durch die gesamte Zelle reichen.

A

Abbildung 15: Analyse der Fluoreszenz von GFP-Sec22p im UFE1-Wildtypstamm MLY100 (A)
und im ufel-1-Mutantenstamm MLY101 (B) im Raster-Laser-Mikroskop bei 25 °C. Es sind
jeweils die Querschnittsaufnahmen durch die Zellen und der Durchschnitt der Uberlagerung der

Querschnitte gezeigt.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, das alle Ergebnisse, die zuvor mit
dem Sec22-a. Reporter erhalten wurden, mit dem GFP-Sec22p Reporter in vivo
bestétigt wurden. Er ist also ein aulferst niitzliches Werkzeug, um in zuktnftigen
Projekten dynamische Recyclingprozesse in lebenden Zellen zu analysieren.

4.7 Die Suche nach direkten Bindungspartnern von Sec22p mittels Zwei-
Hybrid-System

Mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems kdnnen Protein-Protein-Interaktionen unter-
sucht werden (Fields und Song, 1989). Es basiert auf dem generellen struktu-
rellen Aufbau von Transkriptionsfaktoren. Diese besitzen zwei Doménen, eine
DNA bindenen Domane und eine transkriptionsaktivierende Doméne. Beide sind
alein nicht funktionell, kbnnen jedoch in Nahe zueinander gebracht einen aktiven
Transkriptionsfaktor rekonstituieren. Es werden zwei unabhéngige chimére
Proteine generiert: Das Protein X wird an die Bindedoméne (BD) und das Protein
Y an die Aktivierungsdomane (AD) von Ga4 fusioniert. Die beiden Fusions-
proteine werden in Hefe exprimiert. Kommt es zu einer Interaktion von Protein X
mit Protein Y, werden die Gal4-AD und die Gal4-BD angenédhert und der nun
aktive Transkriptionsfaktor kann die Transkription eines zuvor in den Hefestamm
eingebrachten Reportergens (z. B. HIS3, lacZ) aktivieren (Abbildung 16). Beide
Reportergene  stehen unter der Kontrolle der  Aktivierungssequenz
(UAS=upstream activator sequence) des Galktose regulierten GAL1-Gens. Mit
diesem System kdnnen auf sehr einfache Weise Protein-Protein-I nteraktionen von
zwei spezifischen Proteinen untersucht werden, die man genauer charakterisieren
mochte. Aul3erdem eignet sich diese Methode fir die Suche neuer Protein-
Protein-Interaktionen durch Verwendung einer c-DNA-Genbank, die mit der
Gal4-AD fusioniert wurde, und eines Koderproteins, das mit der Gal4-BD fusio-
niert wurde.

In dieser Arbeit wurde das beschriebene System mit dem Gal4-Transkrip-
tionsfaktor verwendet. Als Koderprotein diente die zytosolische Doméne von
Sec22p. Die dafiir kodierende DNA-Sequenz wurde mittels PCR amplifiziert und
in den Vektor pAS2 kloniert, der bereits den Genabschnitt fir die Gal4 BD ent-
halt. Das Plasmid wurde in den Hefestamm Y 190 transformiert, der so modifi-
ziert ist, dal3 er die Analyse der Transkription der Reportergene HIS3 und lacZ
erlaubt. Nachdem Uberprift wurde, dal3 das generierte Fusionsprotein tatsachlich
exprimiert wurde und es selbst keine Aktivierung der Transkription hervorruft,
wurde in den Hefestamm zusétzlich eine Hefe-c-DNA-Genbank transformiert. Es
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wurden zwei unterschiedliche Genbanken verwendet. Eine wurde von H. Matern
in unserer Arbeitsgruppe unter Verwendung des Vektors pACTII hergestellt; die
zweite Genbank stammt von Dr. B. Horazdovsky (Univ. von Dalas, USA) und
wurde in den Vektor pGAD-GH kloniert. Beide Genbanken enthalten die AD von
Gal4. Es wurden insgesamt etwa 500.000 Transformanden zunédchst auf die
Expression des HIS3-Genprodukts durch einen Wachstumstest und anschlief3end
auf die Anwesenheit der [-Galaktosidase, das Genprodukt des
lacZ-Reportergens, getestet (vgl. Kap. 3.6).

A
Protein X
Gal4-BD X »
— UAS |— Reportergen —
B
Protein Y
—_—
l Gal4-AD
X >
—1 UAS |— Reportergen —
C
Protein Y
—
Protein X l Gal4-AD
Gal4-BD »
— UAS |— Reportergen —

Abbildung 16: Prinzip des Zwei-Hybrid-Systems. Die beiden Fusionsproteine bestehend aus
der Bindedomane des Transkriptionsfaktors Gal4 (Gal4-BD) und einem Protein X oder aus der
Aktivierungsdoméne des Transkriptionsfaktors Gal4 (Gal4-AD) und einem Protein Y werden in
Hefe exprimiert. A In Abwesenheit von Gal4-AD interagiert Gal4-BD mit der DNA bindenden
Region des Transkriptionsfaktors (UAS), kann aber die Transkription des Reportergens (z. B.
HIS3, lacZ) nicht initiieren. B Gal4-AD kann ebenfalls in Abwesenheit von Gal4-BD nicht die
Transkription aktivieren. C Die Interaktion von Protein X mit Protein Y bewirkt die Rekonstitution

des aktiven Transkriptionsfaktors Gal4 und damit die Transkription des Reportergens.
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Zwolf Transformanden wurden selektiert, aus denen die Genbankplasmide iso-
liert wurden. Die Genbankplasmide wurden erneut in den Hefestamm Y190
transformiert, der das Koderprotein exprimierte. Drei Genprodukte der Genbank-
plasmide zeigten reproduzierbar nur in Anwesenheit der zytoplasmatischen
Domaéne von Sec22p eine Aktivierung der Transkription von lacZ und damit die
Expression der 3-Galactosidase.

Durch Sequenzierung der DNA und anschlieffendem Vergleich der
Sequenz mit der Hefegenomdatenbank SGD, konnten die zugehorigen Gene und
deren Genprodukte bestimmt werden. Dabei zeigte sich, dald zwel der drei Klone
identisch waren. Es handelte sich um ein Fragment, das fir die C-terminale
Domaéne der Acetyl-CoA-Carboxylase (Acclp) in Hefe kodiert. Der dritte Klon
kodierte fur Maplp, eine Methioninaminopeptidase. Maplp spaltet N-terminale
Methionine von Proteinen ab, die bestimmte Signalsequenzen tragen. Auch im
Fall von Sec22p wird das Startmethionin der Translation nach der Synthese abge-
gpalten. Da diese Interaktion bezlglich vesikulérer Transportprozesse as nicht
relevant erschien, wurde sie nicht weiter untersucht. Weitaus interessanter er-
schien die Interaktion von Sec22p mit der C-terminalen Doméane von Acclp. Sie
wurde eingehender studiert.

4.7.1 Acclp

ACC1 kodiert fur die Acetyl-CoA Carboxylase (Acclp) in Hefe und sorgt fir die
bi oti nabhéngige Produktion von Malonyl-CoA aus Acetyl-CoA (Abbildung 17).

HCO;,

o) ATP ADP, P;, H*
‘ W 0
H c/g\s CoA » -00C ('{
3 ° > " s—CoA
Acclp
Acetyl-CoA Coenzym Biotin Malonyl-CoA

Abbildung 17: Von der Acetyl-CoA-Carboxylase (Acclp) katalysierte Reaktion.

DaMalonyl-CoA der zentrale Baustein ist, mit dem Fettsduren im Zytoplasma bis
zu einer Kettenlange von Cy neusynthetisiert und am ER zu langkettigen Fett-
sduren bis zu einer Kettenléange von Cys verlangert werden, stellt seine Synthese
durch die Acclp den ersten und limitierenden Schritt der Fettsaurebiosynthese
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dar. Aufgrund dieser zentralen Rolle im Fettadurestoffwechsel ist es naheliegend,
dal3 es sich bel der Acetyl-CoA Carboxylase um ein essentielles Enzym der Hefe
handelt. Die subzelluldre Lokalisation des Acclp, die friher als ausschliefdich
zytosolisch galt, wurde erst kurzlich in der Arbeitsgruppe von S. D. Kohlwein
genauer untersucht (lvessaet al., 1997). Dabel stellte sich heraus, dal3 ein Tell des
Acclp an der zytoplasmatischen Seite des ERs lokalisiert ist. Die Autoren mut-
malten, dal? der C-terminale Abschnitt der Acclp, der eine mdgliche o-helikale
Struktur enthd@lt, mit einem fiktiven Rezeptor auf der ER-Membranoberfl&che
interagiert.

A
1 2233
ACC1
2004 Zwei-Hybrid-Klon —»
2035 2067
B
. Sec22ATMDp Yptaip
Sec22p
Bet5p
, Sec22ATMDp
. Yptlp
‘- Sed5ATMDp
- Ypt6p

UfelATMDp . Vot7
pt7p

Abbildung 18: A Schematische Darstellung des in der Genbank gefundenen Acclp-Fragments.
Der Klon kodiert fir den C-Terminus der Acclp (AS 2004-2233), der eine o-helikale ,coiled-coil”
Doméne enthélt (AS 2035-2067). B Nachweis der 3-Galaktosidaseaktivitat. Die angegebenen
Proteine sind an Gal4-BD fusioniert worden und wurden auf Interaktion mit dem C-Terminus des

Acclp getestet.
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Der in dieser Arbet isolierte Zwei-Hybrid-Klon kodierte nur fur die letzten
230 Aminosauren des insgesamt 2233 Aminosauren langen und damit 250 kDa
Enzyms. Dieser Proteinabschnitt umfalde die eben beschriebene o-helikale
Domaéne (Abbildung 18A). Um zu Uberprifen, wie spezifisch die Interaktion von
Sec22ATMDp mit dem C-terminalen Acclp-Fragment ist, wurden andere
Proteine als Koderproteine eingesetzt. Die Starke der Wechselwirkung mit dem
C-terminalen Fragment von Acclp wurde durch Sichtbarmachen der B-Galakto-
Sidaseaktivitdt Uberprift. Das Ergebnis ist an enigen Beispielen in
Abbildung 18B dargestellt.

Interessanterweise war im Zwei-Hybrid-System keine Interaktion
zwischen dem C-Terminus des Acclp und dem gesamten Gal4-BD-Sec22p
einschliefdlich  seiner Transmembrandomédne zu beobachten. Aus den
nachfolgenden Experimenten geht hervor, dal3 die Transmembrandomane nicht
die Interaktion inhibiert sondern dald vermutlich der sich bildende
Proteinkomplex der beiden Fusionsproteine aufgrund der Transmembrandoméne
von Sec22p nicht in der Lageist, in das Innere des Kerns zu wandern und dort die
Transkriptionsaktivierung der Reportergene auszulosen. Dies ist nicht trivial,
denn es wurden schon einige Proteininteraktionen im Zwei-Hybrid-System
nachgewiesen, bei denen die Proteine Transmembrandoménen besitzen. Wie in
Abbildung 18B zu sehen ist zeigen auch die ER-Golgi t-SNAREs Ufelp und
Sed5p jewells as Fusionsproteine mit Gal4-BD ohne Transmembrandomane ein
positives Signal. Weiterhin wurden einige zur Verfiigung stehende Klone, die fir
Fusionsproteine aus Gal4-BD und GTPasen der Y pt-Familie kodieren, getestet.
Die ER-Golgi GTPase Yptlp und die Golgi GTPase Ypt3lp waren negetiv,
jedoch interagierten Y pt7p und sehr schwach Y pt6p, zwei GTPasen im spéten
sekretorischen Transportweg. Y pt7p ist beispielsweise an dem Transportprozef3
zur Vakuole beteiligt. BetSp, eine Komponente des TRAPP-Komplexes (vgl.
1.3.2), war ebenfallsim Zwei-Hybrid-System mit dem Acclp-Fragment negativ.

Das C-terminale Acclp Fragment scheint also beziiglich des Zwei-Hybrid-
Systems nicht nur mit Sec22p zu interagieren, sondern auch mit einigen anderen
am vesikuldren Transportprozess beteiligten Proteinen. Da das Zwei-Hybrid-
System jedoch haufig zu falsch-positiven Ergebnissen fuhrt, die nicht auf der
Interaktion beruhen, muldte die gefundene Interaktion mit anderen Methoden be-
stétigt werden.
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4.7.2 Untersuchung der Interaktion zwischen Acclp und Sec22p

Wenn die gefundene Interaktion von Sec22p mit Acclp auch in vivo in der Hefe
stattfindet, misste es moglich sein die Acclp in ihrer vollen Lange mit einem
GST (Glutathion-S-Transferase)-Sec22p-Fusionsprotein aus Hefezellen mittels
Affinitatschromatographie zu isolieren. Umgekehrt sollte auch der C-terminale
Antell des Acclp fusioniert an GST in der Lage sein, einen Teil des endogenen
Sec22p der Hefezellen zu binden. Zur Durchfiihrung dieses Experiments wurden
die kodierenden Sequenzen fir den C-Terminus des Acclp und der zytoplasma-
tischen Doméane von Sec22p mittels PCR in den Vektor pEG-KT kloniert, der
bereits die kodierende Sequenz fur GST hinter einem galaktoseinduzierbaren
Promotor enthdlt, und jeweils in einen Wildtyp-Hefestamm transformiert. Die
Fusionsproteine wurden exprimiert und die sich gebildeten Proteinkomplexe wie
in Kap. 3.5.5 und 3.5.6 ausfuhrlich beschrieben mit Hilfe von Glutathion-Sepha-
rose aufgereinigt. Die Anwesenheit des jeweiligen Interaktionspartners konnte
nun durch Immunoblot-Analyse Uberprift werden. In Abbildung 19 ist das Er-
gebnis dieses sogenannten GST -, pull-down* -Experiments dargestellt.

In Abbildung 19A wurde das Experiment mit GST-Sec22ATMDp
durchgefihrt. Die Expression und Aufreinigung von GST diente bei dieser Art
von Experimenten immer als Negativkontrolle. Nachdem die Proteinkomplexe
auf dem Saulenmaterial immobilisiert waren, wurde der Uberstand entfernt (U).
Das Waschen des Saulenmaterials erfolgte mit Waschpuffern unterschiedlicher
Salzkonzentration, um zum einen unspezifische Wechselwirkungen anderer
Proteine zu entfernen und zum anderen eine Aussage Uber die Bindungsstéarke der
Interaktionspartner zu bekommen. In der dargestellten Immunoblot-Analyse
konnte nur bel Verwendung von GST-Sec22ATMDp nicht aber bei der
Negativkontrolle GST mit dem anti-Acclp-Antukdrper eine spezifische Bande
von ca 250kDa detektiert werden. Wurde die Salzkonzentration des
Waschpuffers erhdht, nahm die Bandenintensitét ab. Wird umgekehrt das
Acclp®’-GST-Fusionsprotein ~ im , pull-down“-Experiment  verwendet
(Abbildung 19B), kann in der Immunoblot-Analyse eine Bande bei 25 kDa mit
Hilfe des anti-Sec22p-Antikorpers detektiert werden, die im Kontrollexperiment
mit GST nicht vorhanden war. Die im Kontrollexperiment auftauchenden Banden
bei etwa 27 kDa beruhen auf einer Kreuzreaktion des anti-Sec22p-Antikorpers
gegen GST. Sehr deutlich wird in diesem Experiment auch, dal3 es sich
keineswegs um eine quantitative Bindung von Sec22p handelt, sondern nur ein
gewisser Prozentsatz an das C-terminale Acclp-Fragment bindet. Dies war auch
zu erwarten, da die Funktion von Sec22p hauptséchlich die eines SNARES im
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ER-Golgi Transport ist und es somit auch in SNARE-Komplexen assoziiert
vorliegt. Ein Verlust der Bindung kann nattrlich auch durch die einzelnen
Waschungen herbeigefiihrt worden sein.

A U GST U GST-Sec22ATMDp
150 350 550 950 150 350 550 950 mM Salz
— T
’- _i —Acclp

B i GST i GST-AcclCTp
' '150 350 550 95Q 150 350 550 950 mM Salz
¥
E - -

- L]

— —Sec22p

Abbildung 19: Immunoblot-Analyse eines GST-,pull-down“-Experiments. A GST und
GST-Sec22ATMDp wurden in Hefe exprimiert und nach Aufschlu® der Hefezellen an Glutathion-
Sepharose gebunden. Nach einer Inkubationsdauer von zwei Stunden bei 4 °C wurde der Uber-
stand (U) entfernt und die Sepharose mit den daran gebundenen Protinkomplexen mit Wasch-
puffern unterschiedlicher Salzkonzentrationen gewaschen. Nach Elution der Proteine vom
Saulenmaterial durch Aufkochen in Auftragspuffer wurden die einzelnen Proben durch Immuno-
blot-Analyse auf die Anwesenheit der Acclp mit anti-Acclp-Antikdrper untersucht. B GST und
GST-Acc1®'p wurden in Hefe exprimiert. Die Durchfiihnrung des Versuchs erfolgte wie unter A.
Die einzelnen Proben wurden durch Immunoblot-Analyse auf die Anwesenheit von Sec22p mit

anti-Sec22p-Antikdrper untersucht.

Alle SNARE-Proteine bilden untereinander stabile Komplexe Uber die
Interaktion ihre , coiled-coil“ Doméanen (SNARE-Motiv) aus. Diese ,, coiled-coil*
Domane liegt bei Sec22p zwischen Aminosaure 126 und 189, unmittelbar vor
Beginn der Transmembrandomane (vgl. Abbildung 20A). Die N-terminale
Doméane von Aminosdure 1-126 enthdlt in regelmaligen Absténden die aromati-
schen Aminosauren Tyrosin (Y) oder Phenylalanin (F). Uber eine besondere
Funktion diese Motivs ist jedoch nichts bekannt. Um zu Uberprifen, welcher
Proteinabschnitt von Sec2?p an die Acclp bindet wurden zwel welitere
GST-Fusionsproteine hergestellt (vgl. Abbildung 20A). Das eine Fusionsprotein
enthdt nur die N-terminale Region von Sec22p (Sec22-NTp) und das andere nur
die , coiled-coil“ Doméane des Proteins (Sec22-CCp). Die Bindung dieser Protein-
abschnitte an Acclp wurde wie zuvor beschrieben in einem GST-, pull-down*-
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Experiment mit anschlieflender Immunoblot-Analyse untersucht. Wie in
Abbildung 20B deutlich zu erkennen ist, ist eine Bindung des Acclp nur im Fall
von GST-Sec22-CCp und der vollstdndigen zytoplasmatischen Doméne von
Sec22p (GST-Sec22ATMDp) detektierbar. Wird nur die N-terminale Doméane
von Sec22p verwendet, erfolgt keine Bindung des Acclp. Die Bindung an die
»coiled-coil“ Region von Sec22p ist jedoch sehr viel schwécher als bel Verwen-
dung der vollstandigen zytoplasmatischen Doméane von Sec22p. Dies deutet auf
eine mogliche Stabilisierung der Bindung durch die N-terminalen Domane hin.

Da an das C-terminale Acclp-Fragment, das ebenso eine o-Helix enthalt,
das vollstandige Sec22p bindet, liegt die Vermutung nahe, dal3 die Interaktion der
beiden Proteine durch die Wechselwirkungungen dieser beiden o-helikalen
Domaénen erfolgt.

A
1 126 189 214
N | coiled coil [rvDjl—C  Sec22p
N—| [ coiled coil }—cC Sec22ATMDp
N—| —cC Sec22-NTp
N c Sec22-CCp
B GST GST-Sec22ATMDp

150 350 550 950 150 350 550 950 mM Salz

$= & = - . — Acclp

GST- Sec22-NTp GST-Sec22-CCp
150 350 550 950 150 350 550 950 mM Salz

— Acclp

Abbildung 20: A Schematische Darstellung der Sec22p-Fragmente, die als GST-Fusions-
proteine verwendet wurden. B Immunoblot-Analyse eines GST-,pull-down“-Experiments. GST,
GST-Sec22ATMDp, GST-Sec22-NTp und GST-Sec22-CCp wurden in Hefe exprimiert. Die
Durchfihrung des Versuchs erfolgte wie in Abbildung 19 und Kap. 3.5.6 beschrieben. Die ein-
zelnen Proben wurden in der Immunoblot-Analyse auf die Anwesenheit von Acclp mit anti-

Acclp-Antikdrper untersucht.
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o-helikale Proteinstrukturen gehen haufig auch unspezifische Wechsel wirkungen
mit anderen a-Helices ein. Deswegen wurden andere SNAREs untersucht, die
ebenfadls,, coiled-coil“-Strukturen ausbilden kénnen.

4.7.3 Untersuchung der Interaktion zwischen Acclp und weiteren SNARES

Bereits im Zwei-Hybrid-System zeigten auch andere Proteine eine Interaktion mit
dem C-Terminus von Acclp (Abbildung 18). Darunter waren die beiden
t-SNARESs Ufelp und SedSp. Es stellte sich die Frage, ob eventuell alle SNARE-
Proteine mit dem C-Terminus des Acclp interagieren. Dies wirde auf eine un-
spezifische Bindungsreaktion hinweisen, die moglicherweise nur in diesem
experimentellen Ansatz nachweisbar ware, jedoch nicht durch in vivo Experi-
mente. Um diese Frage zu kl&ren, wurden weitere SNARE-Proteine ohne Trans-
membrandoméne als GST-Fusionsproteine generiert und in demselben experi-
mentellen Ansatz, in dem die Interaktion von Sec22p mit Acclp nachgewiesen
werden konnte, analysiert. Dabel stellte sich heraus, dal?3 es nicht mdglich ist,
GST-Sed5ATMDp in Hefen zu exprimieren. Das Protein scheint bei hoher
Expressionsrate, die bei der Expression von GST-Fusionsproteinen gewtnscht
ist, toxisch fur die Zellen zu sein. Es wurde so stark abgebaut, dal3 das Experi-
ment unter Verwendung von GST-SedSATMDp nicht durchfihrbar war. In
Abbildung 21 ist das Ergebnis der hier untersuchten SNARE-Proteine dargestellt.

GST GST-UfelATMDp GST-Bos1ATMDp
150 350 550 950 150 350 550 950 150 350 550 950 mM Salz

GST-BetlATMDp GST-Pepl2ATMDp GST-Vam3ATMDp
150 350 550 950 150 350 550 950 150 350 550 950 mM Salz

y Mt — Acclp

Abbildung 21: Immunoblot-Analyse eines GST-,pull-down“-Experiments. GST,
GST-UfelATMDp, GST-Bos1ATMDp, GST-BetlATMDp, GST-Pepl2ATMDp und
GST-Vam3ATMDp wurden in Hefe exprimiert. Die Durchfihrung des Versuchs erfolgte wie in
Abbildung 19 beschrieben. Die einzelnen Proben wurden durch Immunoblot-Analyse auf die

Anwesenheit von Acclp mit anti-Acclp-Antikdrper getestet.
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Von den drel zusédtzlich zu Sec22p untersuchten ER-Golgi SNAREs Ufelp,
Boslp und Betlp konnte nur die zytoplasmatische Doméane von Ufelp an Acclp
binden, was die im Zwei-Hybrid-System festgestellte Interaktion bestédtigt. Das
gebundene Acclp konnte, wie auch bei Sec22p beobachtet, durch Erhohung der
Salzkonzentration im Waschpuffer z. T. von der GST-Sec22ATMDp-Saulen-
matrix gewaschen werden. Die Bindung zwischen GST-UfelATMDp und Acclp
in diesem experimentellen Ansatz scheint jedoch noch bei 550 mM Salz stabil zu
sein, was fur eine spezifische Bindung spricht. Eine fehlende Bindung zwischen
der zytoplasmatischen Doméne von Boslp bzw. Betlp und Acclp beweist, dal3
dieses unter den hier verwendeten Bedingungen nicht unspezifisch an jedes
SNARE bindet.

Im Zwei-Hybrid-System wurde eine sehr starke Interaktion zu Y pt7p,
einer GTPase der Y pt-Familie, die bei Transportprozessen zur Vakuole fungiert,
gefunden. Aus diesem Grund wurde das t-SNARE-Protein der Vakuole Vam3p
zu den Untersuchungen hinzugezogen. Als Vergleich wurde die Interaktion von
Acclp zu einem weiteren SNARE des spéten sekretorischen Transportwegs, dem
endosomalen t-SNARE Pepl2p, Uberprift. Bel der Verwendung von
GST-Vam3ATMDp konnte tatsachlich eine sehr schwache Bindung zur Acclp
festgestellt werden; GST-Pepl2ATMDp hingegen interagierte nicht in diesem
experimentellen Ansatz.

U GST U GST-AcciCTp
150 350 550 950 150 350550950 mM Salz
o Ypt7p
’ ' e == ma =% Sed5p
i - . Betlp
g — _ L Ufelp

Abbildung 22:  Immunoblot-Analyse  eines  GST-,pull-down“-Experiments. GST  und
GST-Accl®’p wurden in Hefe exprimiert. Die Durchfiihrung des Versuchs erfolgte wie in
Abbildung 19 beschrieben. Die einzelnen Proben wurden durch Immunoblot-Analyse auf

Anwesenheit der angegegbenen Proteine mit den entsprechenden Antikdrpern getestet.

Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurden die Bindungsstudien in umgekehrter
Konstellation, d. h. mit GST-markiertem Accl®'p (GST-Accl®'p) wiederholt.
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Der Nachweis der Bindung von Wil dtyp-SNARE-Proteinen an GST-Accl®'p war
jedoch aufgrund mangelhafter Qualitét einiger anti-SNARE-Antikorper nur mit
Einschrankungen moglich. In Abbildung 22 ist das Ergebnis dieser Untersuchun-
gen zusammengefalit.

Die Interaktion von Sed5p und Ufelp und eine fehlende Interaktion von
Betlp mit dem C-terminalen Fragment des Acclp bestéigen sowohl die zuvor
mittels Zwei-Hybrid-System als auch die durch Experimente mit GST-SNARE-
Fusionsproteinen erhaltenen Ergebnisse. Die Bindung von Sed5p scheint jedoch
deutlich stérker zu sein als die von Ufelp, da auch be Erhohung der
Salzkonzentration im Waschpuffer bis auf ca. 1 M eine Sed5p-Bande detektiert
werden konnte. Ypt7p konnte in diesem experimentellen Ansatz nicht
nachgewiesen werden, obwohl aufgrund des Ergebnisses aus dem Zwei-Hybrid-
System eine Interaktion zu erwarten war. Es konnte sich also dabel um en
klassisches Zwel-Hybrid-System Artefakt oder aber um eine durch Vam3p
vermittelte indirekte Wechselwirkung handeln. Dies mufd noch geklart werden.
Anzumerken ist jedoch, dal? der Zwei-Hybrid Klon mit dem C-terminalen Acclp-
Fragment bei einem ,screen mit einer Y pt7p-Mutante ebenfalls mittels Zwei-
Hybrid-System isoliert wurde (T. Lazar, personliche Mitteilungen).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dal3 Acclp mit den drei ER-Golgi
SNARESs Sec22p, Ufelp und Sed5p sowohl in Zwei-Hybrid-System als auch im
GST-,, pull-down*-Experiment interagiert.

4.7.4 Genetischer Zusammenhang zwischen SEC22 und ACC1

Ein funktioneller Zusammenhang zwischen Proteinen, die miteinander wechsel-
wirken, 1813 sich auch mit genetischen Mitteln nachweisen. So kann die Kombi-
nation von Mutationen in den entsprechenden Genen zu einer Verstarkung des
Wachstumsdefektes oder sogar zu Letalitdt fuhren. Voraussetzung dafir ist, dafid
man Punktmutationen oder Deletionsmutationen, die fir sich alleine keinen oder
nur einen schwach ausgepragten Phanotyp zeigen, zu Verfigung hat. Da die
Deletion des ACC1-Gens fiur die Hefezelle letal ist, wurden fur die genetischen
Untersuchungen accl-Mutanten verwendet.

Es sind verschiedene ACC1-Mutantenallele bekannt. Die accl-7-1-Mu-
tante (mtr7) ist temperatursensitiv und wurde urspriinglich in einem ,, screen” fur
Mutanten gefunden, die einen defekten Kerntransport von mRNASs besitzen
(Kadowaki et al., 1994). Erst die weitere Analyse dieser Mutante deckte die
zweite essentielle Funktion der Acclp auf. Sie beruht auf der Bereitstellung von



Ergebnisse 87

Malonyl-CoA zur Herstellung langkettiger Fettsauren (C,6 zu Cyg) und sehr lang-
kettigen Fettsauren (Cy) (Schneiter et al., 1996; Schneiter und Kohlwein, 1997).
Coe-Fettsduren sind Bestandtell von Ceramiden und ihre Synthese ist essentiell
fur die Hefezelle. Die accl“>Mutante ist kaltesensitiv und wurde in einem
synthetischen L etalitdts-, screen mit HPR1, dessen Genprodukt eine Funktion im
Kerntransport besitzt, gefunden. Beide Mutanten zeigen bel nicht permissiver
Temperatur ein verandertes Fettsaureprofil, das in einer dramatischen Erhéhung
von Cyy.1-Fettsduren und einer Erniedrigung um das Zweifache an Cog-Fettsuren
besteht. Weiterhin sind die Cy59- und Cygo-Fettsdurespiegel reduziert wahrend
der Ci61-Fettsurespiegel leicht erhoht ist. Die beiden Mutanten unterscheiden
sich darin, dal3 die Wachstumsinhibition der kdtesensitiven im Gegensatz zur
temperatursensitiven Mutante nach Inkubation bei nicht permissiver Temperatur
reversibel ist und nicht zum irreversiblen Zelltod fuhrt. Die Positionen der
Aminosauremutation beider Mutanten-accl-Allele sind identifiziert. Sie sind in
verschiedenen funktionellen Regionen des Acclp lokaisiert. Be der
accl-7-1-Mutante befindet sich die Mutation in der Biotinbindungsdoméne
(F590S), wahrend die acc1“>-Mutante einen Aminosaureaustausch in der Trans-
carboxylasedoméne (G1783A) aufwelst.

accl-7-1

accl-7-1

Asec22
" accl-7-1

accl-7-1
Asec22

Abbildung 23: Wachstumstest der accl-7-1 Mutante im Vergleich zur Doppelmutante
accl-7-1 Asec22 bei 25 °C und 30 °C. Die Zellen wurden in Flissigkultur angeziichtet, gleiche
Zellzahl in einer Verdinnungsreihe auf Agarplatten aufgetropft, und fiir ein bis zwei Tage bei der

entsprechenden Temperatur inkubiert.

Da SEC22 fur die Hefe nicht essentiell ist und die Deletion nur einen
kaltesensitiven Phenotyp hervorruft, konnten beide accl-Mutanten mit einem
SEC22-Deletionsstamm gekreuzt werden. Die Tetradenanalyse der Kreuzung von
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Asec22 mit accl-7-1 zeigte zunachst keine Auffalligkeiten. Es konnten stets alle
vier Tetraden eines Ascus bei 25 °C wachsen. Wie in dem Wachstumstest in
Abbildung 23 zu erkennen ist, zeigte sich aber ein verzogertes Wachstum der
Doppelmutante accl-7-1 Asec22 bei 30 °C im Vergleich zur accl-7-1-Mutante.
Eine SEC22-Deletion fuhrt zu keiner Verringerung des Wachstums bei 30 °C
(Ossig et a., 1991). Das bedeutet, dal3 die Temperatursensitivitdt der
accl-7-1-Mutante durch die Deletion von SEC22 verstarkt wird.

Noch deutlicher wird der genetische Zusammenhang zwischen Sec22p und
Acclp bei der Kreuzung der accl®>-Mutante mit Asec22. Wie die Tetraden-
analyse in Abbildung 24 zeigt, konnten nicht ale vier Tetraden eines Ascus
wachsen. Haufig zeigte sich eine 2:2 Aufspaltung, bel der die beiden auskeimen-
den Sporen sowohl bei 25°C as auch bei 16 °C wuchsen und somit keine
Mutation enthielten. Die beiden nicht auskeimenden Sporen mufdten also beide
Mutationen enthalten. Keimten drel der vier Sporen aus, handelte es sich dabei
um eine Wildtypspore (His, nicht kaltesensitiv), eine acc1“>-Spore (His, kalte-
sensitiv) und eine Asec22-Spore (His', kéltesensitiv). Die nicht auskeimende
Spore musste also die Doppelmutation enthalten. Offensichtlich ist eine Doppel -
mutation von Asec22 und accl® fir die Hefe letal. Ein funktioneller Zusam-
menhang zwischen Sec22p und Acclp 18} sich also auch auf genetischer Ebene
feststellen.

25°C, YEPG 25°C, SD-HIS 16°C, YEPG

Abbildung 24: Tetradenanalyse der Kreuzung der acc1“®-Mutante mit Asec22 (ebenfalls cs).

Die Tetraden wurden nach Wachstum bei 25 °C auf YEPG-Platten auf die Anwesenheit der
SEC22-Deletion auf SD-HIS-Platten getestet, sowie bei 16 °C auf das kaltesensitive Verhalten

der einzelnen Mutationen.

4.7.5 Lokalisation von Acclp in Hefemutanten desvesikuldren Transports

Die Ergebnisse, die in den letzten Kapiteln beschrieben wurden, haben veran-
schaulicht, dafl3 Acclp mit Sec22p interagiert. Die Interaktion der beiden Proteine
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erfolgt tUber die C-terminale Doméne von Acclp und die , coiled-coil“-Doméane
von Sec22p. Da Acclp teils zytosolisch, teilweise aber auch an die ER-Membran
assoziiert vorliegt, liegt die Vermutung nahe, dal3 der C-terminale Anteil der
Acclp durch Bindung an das hauptsachlich im ER lokalisierte Sec22p bzw.
Ufelp die Membranassoziation vermittelt. Durch eine Konformationsénderung
konnte sich Acclp eventuell vom ER l6sen und so seine Funktion im Zytosol
ausiiben. In der Immunfluoreszenz mit einem c-myc-markierten ACC1-Konstrukt
sind diese beiden Proteinpools jedoch schwer zu unterscheiden. Deswegen wurde
ein GFP-Fusionsprotein generiert, das nur den C-terminalen Proteinabschnitt des
Acclp enthdt. Dieses Fusionsprotein sollte es ermdglichen, den membran-
assoziierten Antell der Acclp zu betrachten und seine Lokalisation in Hefe-
mutanten zu untersuchen. In Abbildung 25 sind die Fluoreszenzuntersuchungen
des GFP-Accl®p im sec22-3- und Asec22-Stamm im Vergleich zum Wildtyp
dargestellt.

sec22-3 Asec2?2

25°C

WT(UFE1) ufe1-1

25°C

Abbildung 25: Analyse der Fluoreszenz von GFP-Accl1®'p im sec22-3-, Asec22-, ufel-1- und
sed5-1-Stamm im Vergleich zum Wildtyp bei 25 °C.

Im Wildtypstamm war das Fusionsprotein GFP-Accl1®"p sehr stark am Zellkern
konzentriert. Da das Fluoreszenzsignal sehr intensiv war, konnte schwer be-
stimmt werden, ob es sich hierbei ausschliefdlich um eine Assoziation mit der am
Zellkern befindlichen ER-Membran handelt oder auch der Zellkern angeférbt
wurde. Des weiteren war eine schwache zytosolische Lokalisation zu erkennen,
wobei die Vakuole deutlich ausgespart blieb. Bei Verwendung des
sec22-3-Stamms sowie des Asec22-Stamms war Uberhaupt keine Konzentration
der GFP-Accl1®"p-Signals um den Zellkern feststelIbar. Das Fusionsprotein zeigte
vielmehr eine diffuse Verteilung in der Zelle. Auch eine Aussparung der Vakuole
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war nur sehr schwach zu erkennen. Interessanterweise trat dieser Effekt schon bei
25 °C auf, obwohl es sich bei sec22-3 um eine temperatursensitive Mutante
handelt. Bei Verwendung der temperatursensitiven Stdmme sed5-1 oder ufel-1
war dieses Phéanomen nicht zu beobachten. Offensichtlich ist fUr die Lokalisation
von GFP-Acc1®"p die Anwesenheit eines Wildtyp-Sec22p entscheident.
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Abbildung 26: A Untersuchung der Lokalisation von Sec22p und Acclp in einem
sec23-1-Stamm mittels Zellfraktionierung durch Sucrosegradienten bei 25 °C und 35 °C. Die
Hefezellen wurden in Flussigkultur bei 25 °C angeziichtet und nach Zugabe von Cycloheximid,
das die Proteinproduktion der Zellen inhibiert, fir eine weitere Stunde bei 25 bzw. 35 °C
inkubiert. Die Zellen wurden wie in Kap. 3.7.2 ausfihrlich beschrieben geerntet, aufgeschlossen
und die Organellen durch Dichtegradientenzentrifugation getrennt (Fraktion 1-3: Zytosol,
Vesikel; Fraktion 4-9: Golgi; Fraktion 10-13: ER, Plasmamembran, Zellkern). B Analyse der
Fluoreszenz von GFP-ACClCTp im sec23-1-Stamm bei 25 °C und nach einstindiger Inkubation
bei 35 °C.

Um zu zeigen, daR die Lokalisation von GFP-Accl®'p tatsichlich die
Lokalisation von endogenem Acclp widerspiegelt, wurde zum Vergleich die
Lokalisation von Acclp in einem Zellfraktionierungsexperiment untersucht.
Durch die hier verwendete Zentrifugation in einem Sucrosegradienten konnten
ER- und Plasmamembranen (~Fraktion 10-13), Golgi-Membranen (~Fraktion
4-9) sowie Zytosol und leichte Membranen, z. B. Vesikel (~Fraktion 1-3)
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aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte und der daraus resultierenden
unterschiedlichen Sedimentationsgeschwindigkeit voneinander getrennt werden.
In dem in Abbildung 26 dargestellten Beispiel wurde eine COPII-Mutante
(sec23-1) verwendet, die bei nicht-permissiver Temperatur aufgrund fehlender
COPI1-Vesikelbildung den anterograden ER-Golgi Transport blockiert.

Bei 25 °C, d. h. bel fortlaufendem vesikuléaren Transport, befindet sich der
grofdte Tell von Acclp in ER-haltigen Fraktionen in Kolokalisation mit dem im
ER-befindlichen Pool von Sec22p. Zwei weitere Maxima der Acclp-Lokalisation
befinden sich bel Fraktion 3 und Fraktion 6. Ersteres spiegelt wahrscheinlich den
zytosolischen Anteill der Acclp wider und letzteres eventuell einen weiteren
membranassozierten Pool. Gleichzeitig 183 sich in der Fluoreszenzanalyse des
GFP-Accl1®’p im sec23-1-Stamm bei 25 °C eine Konzentrierung am Zellkern
beobachten. Nach einsttindiger Inkubation bei nicht permissiver Temperatur von
35°C ist Acclp zu 80% in den oberen Fraktionen des Gradienten zu finden und
nicht mehr in den ER-membranhaltigen Fraktionen 10-13. Somit ist auch die
Kolokalisation mit Sec22p vollsténdig aufgehoben worden. Im Falle von Sec22p
Ist zu erkennen, dal3 eine Hemmung des anterograden ER-Golgi Transports daf tr
sorgt, dal3 der bei 25 °C in Fraktion 4-9 befindliche Golgi-Pool des Proteins bel
35 °C Uber den weiterhin funktionierenden retrograden Transport zunehmend in
das ER zuriickgefuhrt wird. Diese Umverteilung wurde schon in anderen Arbei-
ten nachgewiesen und diente in diesem Experiment als Kontrolle des ER-Golgi-
Transportblocks. In der Fluoreszenzanalyse des GFP-Accl1®'p wird deutlich, daf?
auch hier nach einer Stunde bel 35 °C die Konzentrierung des Proteins am Zell-
kern aufgehoben ist.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dal3 die Lokalisation von
Acclp von der Anwesenheit des Wildtyp-Sec22p abhéngt und durch ER-Golgi-
Transportdefekte beeinflufdt wird.

4.7.6 Regulation der Aktivitat von Acclp und Auswirkungen auf die
I nteraktion mit Sec22p

In Prokaryonten wird fir die Synthese von Malonyl-CoA aus Acetyl-CoA eine
Assoziation von drei verschiedenen Proteinen benétigt, die die Biotincarboxyla-
seaktivitét, die Biotinbindungsstelle und die Transcarboxylaseaktivitét in einem
heteromeren Komplex zur Verfigung stellen. Diese Reaktion wird in Hefe durch
das trifunktionelle Enzym Acclp katalysiert. Die Transkription von ACC1 wird
positiv durch Ino2p/Ino4p und negativ durch Opilp reguliert, die generelle
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Regulatoren der Transkription von Genen darstellen, die an der Phospholipid-
biosynthese beteiligt sind (Hasslacher et al., 1993). Die 250 kDa Acclp ist as
Tetramer funktionell, bendtigt kovalent gebundenes Biotin als Coenzym und ihre
Enzymaktivitat wird durch kurzzeitige Phosphorylierung reguliert (Al-Feel et al.,
1992; Witters et a., 1990). In Saugern wird die aktive ACC-Form durch fila
mentOse Strukturen charakterisiert, die in Hefe in dhnlicher Form nur bei Uber-
produktion des Enzyms zu beobachten sind. In einem Wildtyphefestamm ist
Acclp wie bereits beschrieben entweder zytosolisch lokalisiert oder mit dem ER
assoziiert (Ivessa et a., 1997). Ob die ER-assoziierte Form als aktives Tetramer
oder in einer inaktiven Form vorliegt, ist nicht bekannt. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dal? die Membranassoziation zum einen durch die Enzymsubstrate ATP
und Acetyl-CoA und zum anderen durch das Enzymprodukt Malonyl-CoA teil-
weise aufgehoben wird. Im Gegensatz zu dem schwachen Effekt von Citrat,
einem Aktivator des Acclp, zeigte der Inhibitor Pamitoyl-CoA einen sehr
starken negativen Einflufd auf die Membranassoziation des Acclp. In Gegenwart
von Pamitoyl-CoA war Acclp kaum membranassoziert. Die Autoren mut-
maldten, dal3 das Monomer/Tetramer Gleichgewicht durch diese Substanzen be-
einflufd wird und dies Auswirkungen auf die Membranassoziation hat (Ivessa et
al. 1997).

Da Palmitoyl-CoA einen so starken negativen Einflul® auf die Membran-
assoziation des Acclp hat, wurde sein Einflul? auf die Interaktion zu Sec22p und
Ufelp untersucht. Das Ergebnisist in Abbildung 27 dargestellt.

Das Experiment wurde wie schon zuvor beschrieben durchgefiihrt. Die
Fusionsproteine GST-Sec22ATMDp und GST-UfelATMDp wurden in Hefen
exprimiert, um ein GST-, pull-down® -Experiment durchzufihren. Die Expression
von GST diente wie Ublich als Negativkontrolle. Fir die Untersuchung des
Einflusses von Pamitoyl-CoA wurde der Aufschlul3puffer sowie der
Waschpuffer mit 50 pmol/l Palmitoyl-CoA versetzt. Diese Palmitoyl-CoA-
Konzentration wurde gewahlt, da auch die Membranassoziationsexperimente der
Acclpinlvessaet al., (1997) mit dieser Konzentration durchgefihrt wurden.

Wie in Abbildung 27 deutlich zu erkennen ist, wird die Bindung zwischen
Acclp und GST-Sec22ATMDp in Anwesenheit von Palmitoyl-CoA stimuliert.
Dies ist auch bel Verwendung von GST-UfelATMDp der Fall, jedoch ist hier
Stimulation durch Palmitoyl-CoA schwéacher ausgepragt. Mit Avidin-Peroxidase
wurde Uberprift, ob das gebundene Enzym in biotinylierter Form vorliegt. Dies
Ist tatsichlich der Fall. Damit war ausgeschlossen, dal3 Sec22p in Anwesenheit
des Acclp-Inhibitors Palmitoyl-CoA ausschliefdich biotinfreies, inaktives Acclp
bindet, das ebenfalls in der Zelle vorliegt. Ob das rekrutierte Enzym jedoch
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tatséchlich aktiv ist, hangt davon ab, ob es als monomere oder oligomere Form an
Sec22p bzw. Ufelp gebunden wird. Erste Untersuchungen zur Aktivitéts
bestimmung des gebundenen Acclp wurden durchgefiihrt, ergaben aber bisher
kein aussagekraftiges Ergebnis, da die Menge des an GST-Sec22ATMDp und
GST-UfelATMDp gebundenen Acclp aul3erst gering ist.
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Abbildung 27: Immunoblot-Analyse eines GST-,pull-down“-Experiments. GST,

GST-Sec22ATMDp und GST-UfelATMDp wurden in Hefe exprimiert, in An- und Abwesenheit
von Palmitoyl-CoA aufgeschlossen und mit Glutathion-Sepharose inkubiert. Nach einer
Inkubationsdauer von zwei Stunden bei 4°C wurde der Uberstand entfernt und die
Glutathion-Sepharose mit den daran gebundenen Proteinkomplexen mit Waschpuffer mit und
ohne Palmitoyl-CoA gewaschen. Nach Elution der Proteine vom Saulenmaterial durch
Aufkochen in Auftragspuffer wurden die einzelnen Proben durch Immunoblot-Analyse auf die
Anwesenheit der Acclp mit anti-Acclp-Antikdrper und die Anwesenheit von biotinyliertem Acclp

mit Avidin-Peroxidase getestet.
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5 Diskussion

5.1 Die Recycling-M aschinerie von Sec22p

In dieser Arbeit wurden eingehende Untersuchungen zum Recycling-Verhalten
von Sec22p, einem v-SNARE des ER-Golgi Transports in Hefe, durchgefihrt.
Dazu wurden Proteine in der Zelle Uberproduziert und die Lokalisation von
Sec22p mit Hilfe des Sec22-o. Reporters untersucht. Dieser Reporter enthalt
C-termina und damit luminal ein c-myc-Epitop und die dreizehn Aminosduren
umfassende o—Faktorsequenz, die durch eine Kex2p-Schnittstelle voneinander
getrennt sind. Eine Fehllokalisation des Sec22-o. Reporters in den spaten Golgi
und eine damit verbundene vermehrte Kex2p-Prozessierung weist auf eine
gestorte Recyclingmaschinerie hin. Um gleichzeitig auch die Auswirkungen der
Uberproduktion der verschiedenen Proteine auf den signalvermittelten
Ricktransport einer anderen Proteinklasse zu untersuchen, den integralen
Membranproteinen mit C-terminalen KKXX-Motiv, wurde der Ste2-Wbplp
Reporter verwendet. Bel gestérter ER-Retention wird dieses Fusionsprotein zur
Plasmamembran fehllokalisiert. Die Effekte auf beide Reportersysteme wurde
verglichen.

Wolfgang Ballensiefen hatte wadhrend seiner Dissertation den Sec22-o
Reporter entwickelt. Er konnte zeigen, dal3 der Sec22-o. Reporter funktionell
aktiv ist, da mit diesem Reporter der temperatursensitive Phanotyp einer
sec22-3-Mutante aufgehoben werden kann, und dal3 seine intrazelluldre
Lokalisation mit der von Sec22p Ubereinstimmt. Unter Verwendung ver-
schiedener Hefemutanten, die den retrograden Golgi-ER Transport blockieren,
konnte er beweisen, dal’3 der Reporter COPI-abhangig vom Golgi in das ER
zurlckgefuhrt wird. Zusétzlich wurde gezeigt, da’ fir diesen Prozeld das
ER-t-SNARE Ufelp sowie das Transmembranprotein Sec20p essentiell sind.
Untersuchungen von unterschiedlichen Expressionsleveln des Sec22-o. Reporters
ergaben, dal’ die Kex2p-Prozessierung und damit die Fehllokalisation des
Reporters mit Erhdhung des Expressionslevels zunimmt, was fur eine Sattigung
der Reporterrecyclingmaschinerie spricht. Nicht analysiert wurde jedoch, ob
Sec22p und der Sec22-o Reporter tatséchlich Uber die gleiche Recycling-
maschinerie transportiert werden.

In dieser Arbeit konnte diese Annahme bestétigt werden, da auch eine
Uberexpression des Wildtyp-Sec22p den Sec22-o. Reporter vermehrt in den
spaten Golgi verdrangen kann. Diese Ubersattigung der Maschinerie kann auch
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durch Uberproduktion des Sec22-3p erreicht werden. Das Sec22-3p, das aus der
sec22-3-Mutante stammt, enthdt an Position 157 Arginin statt Glycin (Novick et
a., 1980). Die Mutation befindet sich in der ,,coiled-coil*-Region von Sec22p
und stellt die zentrale Aminosaure des SNARE-Motivs dar (Fasshauer et a.,
1998). Der sec22-3 Stamm zeigt bei nicht permissiver Temperatur einen
ER-Golgi Transportblock und staut 50 nm grofRe Vesikel an (Kaiser und
Schekman, 1990). Dal3 Sec22-3p genau wie Sec22p effizient den Sec22-a
Reporter in den spaten Golgi verdrangt, ist ein weiterer Beweis dafUr, dal3 der
Phanotyp des sec22-3 Stammes nicht durch die Recyclinginkompetenz des
Sec22-3p zustande kommt, sondern durch eine gestorte SNARE-Komplex-
Ausbildung, bei der SNARE-Mative eine entscheidene Rolle spielen (Sggaard et
a., 1994). Dafur spricht auch, dal3 Sec22-3p in einem in vitro Experiment mit
rekombinanten Proteinen, die aus E. coli aufgereingt wurden, nicht mehr an
SedSp binden kann (Sacher et al., 1997). Aus diesen Ergebnissen geht hervor,
dal’ der Sec22p-Recyclingprozeld und die Sec22p-Funktion als SNARE von
unterschiedlichen Faktoren abhangen. Andererseits bedingt nattrlich auch en
effizientes Recycling von Sec22p die Bereitstellung von funktionellem Sec22p
im richtigen Zellkompartiment. Da das Protein aber fir die Hefe nicht essentiell
Ist, kdnnte ein Funktionsverlust bzw. Fehlen von Sec22p in diesem Komparti-
ment aufgrund gestorter Recyclingprozesse, dhnlich wie im SEC22-Deletions-
stamm, durch andere Proteine kompensiert werden. Dies ermdglicht Unter-
suchungen des Recyclingprozesses ohne auf die Funktion von Sec22p ange-
wiesen zu sein, wirde aber mdglicherweise eine Umverteilung anderer Proteine
in der Zelle bewirken.

5.2 Uberproduktion von Sed5p stort das Recycling von Sec22p

Es konnte ein Protein gefunden werden, dal? bei Uberproduktion sowohl mit dem
Recyclingprozel3 des Sec22-a-Reporters interferiert als auch die ER-Retention
des Ste2-Whbplp-Reporters stort. Es handelt sich hierbei um das Golgi-t-SNARE
Sed5p.

SedSp wurde al's Suppressor der ERD2-Deletion isoliert (Hardwick et al.,
1992). Da Erd2p (HDEL-Rezeptor) fur die Zurickfihrung HDEL-markierter
Proteine vom Golgi in das ER zustéandig ist, gab die Suppressorfunktion von
Sed5p den ersten Hinweis auf den zelluldaren Ort seiner Funktion. SedSp ist
essentiell fir das Wachstum von Hefe. Seine Notwendigkeit fur die Zelle wird
auch dadurch verdeutlicht, dal’3 Sed5p mindestens sieben weitere SNARES binden
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kann und dabei unterschiedliche Komplexe ausbildet. Einer dieser Komplexe
enthalt neben SedSp noch Boslp, Betlp und Sec22p. Diese drei SNARE-Proteine
sind im ER-Golgi Transport involviert und werden auf COPII-Vesikeln gefun-
den. Deshab konnten diese als vesikel spezifische SNARE-Proteine, v-SNARES,
im vesikelvermittelten ER-Golgi Transport fungieren, wahrend SedSp die
Funktion des , Target*-spezifischen SNARE-Proteins, t-SNARES, des frihen
Golgi Ubernimmt. In letzter Zeit wurden jedoch immer haufiger Hinweise gefun-
den, dal3 die einzelnen Golgi-Zisternen keineswegs als statische Organellen anzu-
sehen sind, von denen Vesikel sowohl in Vorwarts- und Rickwartsrichtung ab-
knospen. Man glaubte bisher, da? die charakteristische Lipid- und
Protelnzusammensetzung der frihen, mittleren und spéaten Golgi-Zisternen durch
kontinuierlichen Vesikeltransport in beide Richtungen aufrecht erhalten wirde.
Nach neueren Erkenntnissen stellt man sich vor, dal3 Golgi-Zisternen de novo
entstehen kénnen und eine Reifung durchlaufen. Eine Vorstufe des frihen Golgi
entstiinde demnach durch homotypische Fusion einzelner am ER gebildeter
Veskel, die anschlieffend eine Reifung durchlauft. V oraussetzung hierfir ist, dal3
Golgi-residente Proteine wahrend der Reifung jeweils aus der Golgi-Zisterne
entfernt werden und zur nachsten heranreifenden Golgi-Zisterne zuriickgefuhrt
werden. Somit  hétte vesikelvermittelter  Transport zumindest beim
ruckwartsgerichteten Transport eine wichtige Funktion. Dieses Golgi-
Reifungsmodel wird durch Befunde, die mit Algen und Saugerzellen erhalten
wurden, gestiitzt (Becker und Melkonian, 1996; Bonfanti et al., 1998). In Hefe
wurde die Mdglichkeit des Reifungsmodells noch nicht untersucht. Dafir
sprechen wrde aber, dal3 sich Sed5p nicht nur im frihen Golgi aufhédlt, sondern
zwischen ER und Golgi zirkuliert (Wooding und Pelham. 1998). Daraus folgt,
dal3 Sed5p auch auf Transportvesikeln lokalisiert ist und somit die homotypische
Fusion der vom ER gebildeten Vesikel katalysieren kdnnte, um eine neue Golgi-
Zisterne auszubilden. Dabel konnten ebenfalls die eben genannten SNAREs
Boslp, Betlp und Sec22p als v-SNAREs involviert sein oder aber es kame
moglicherweise zu einer Ausbildung von SedSp-Oligomeren. Diese Ausbildung
von Oligomeren trifft vermutlich auch fir das t-SNARE Ufelp waéhrend der
homotypischen ER-Fusion zu (Patel et al., 1998). Allerdings musste dann en
zusétzlicher Mechanismus verhindern, dal3 die am Golgi gebildeten Vesikel nicht
miteinander fusionieren. Als Membrankomponente der neugebildeten Golgi-
Zisterne konnte SedSp dann ebenfalls als t-SNARE fur Vesikel fungieren, die
Golgi-residente Proteine von spéten Golgi-Zisternen zuriicktransportieren und v-
SNARESs, mit denen Sed5p SNARE-Komplexe ausbilden kann, exponieren.
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Wie lassen sich aber diein dieser Arbeit analysierten Folgen der Uberproduktion
von Sed5p erklaren? Die Uberproduktion von SedSp bewirkt auf der einen Seite
eine Verlangsamung des Transports von CPY und ALP, wobe jewells die
ER-Vorlauferformen akkumulieren. Andererseits kommt es zu einer Beschleu-
nigung der Kex2p-Prozessierung des Sec22-o. Reporters aufgrund einer Fehl-
lokalisation in den spéten Golgi und zu einer Fehllokalisation des Ste2-Whbplp-
Reporters zur Plasmamembran aufgrund einer gestérten ER-Retention.

Unter der Annahme des Golgi-Reifungsmodells wirde eine Erhdhung der
SedSp-Expression moglicherweise eine vermehrte Ausbildung von Vorlaufern
neuer Golgi-Zisternen durch homotypische ER-Vesikel-Fusion bewirken. Dafur
wurden auch die Ergebnisse von Hardwick et al. (1992) sprechen, die bei ihren
Untersuchungen der Uberproduktion von SedSp anhand von Elektronen-
mikroskopie-Aufnahmen eine vermehrte Bildung von vesikuldren Strukturen und
in der Immunfluoreszenz eine erhdhte Anzahl von punktférmigen Golgi-Struktu-
ren feststellten. Diese Strukturen wéren moglicherweise in ihrer Reifung ge-
hemmt, da die notigen Recyclingprozesse mit der Zunahme der vermehrt gebil-
deten frihen Golgi-Strukturen nicht schritthalten kénnen. Faktoren, die fir den
Export von CPY und ALP notig sind, akkumulieren im frihen Golgi und fehlen
somit im ER. Das wirde erkl&ren, warum CPY und ALP langer im ER verweilen.
Die Fehllokalisation des Sec22-o. Reporters und des Ste2-Wbplp Reporters liefze
sich ebenfalls durch einen Reifungsdefekt der Golgi-Zisternen erklaren: In der
unmaturierten Golgi-Zisterne waren nicht alle Komponenten vorhanden, die fir
einen Ricktransport zum ER benttigt werden, z. B. Sortierungsfaktoren, die die
oben genannten Reporter in COPI-Vesikel dirigieren. Somit wirden die Reporter
in den spéten Golgi bzw. zur Plasmamembran transportiert, da der Rucktransport
zum ER gestort ist.

Die Folgen der Sed5p-Uberproduktion lieRen sich jedoch auch durch eine
Akkumulation von ER-Golgi Transportvesikeln, die nicht mit dem Golgi fusio-
nieren konnen, erklaren. Auch hier wirden Proteine, die fur den Rucktransport
zum ER benétigt werden, nicht mehr ausreichend in den friihen Golgi transpor-
tiert. Es stellt sich hierbel aber die Frage, warum es bel 1&ngerer Inkubation nicht
zu einem vollstandigen ER-Golgi Transportblock kommt, denn Sed5p zierkuliert
ebenfalls zwischen ER und Golgi und musste folglich im ER akkumulieren. CPY
und ALP werden zwar verlangsamt zur Vakuole transportiert, aber der Transport
war nicht vollstandig blockiert. In der Immunfluoreszenz konnten Hardwick et al.
(1992) bei Uberproduktion von Sed5p nur eine Zunahme punktférmiger Golgi-
Strukturen feststellen, die sie auf ER-Golgi Transportvesikel zurtickfihrten, aber
keine typischen ER-Strukturen. Es ist jedoch aus heutiger Sicht nicht mdglich,
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Veskel mittels Immunfluoreszenz in Hefe sichtbar zu machen. Die Beobachtun-
gen sprechen vielmehr fir eine vermehrte Ausbildung von Golgi-Strukturen.
Wenn durch die Sed5p-Uberproduktion tatsachlich die Struktur des Golgi-
Apparates beeinfludt wird, wére es moglich, dal} die Kex2-Protease, die den
Sec22-o. Reporter prozessiert, nicht mehr im spéaten Golgi lokalisiert ist. Auf-
grund dieser Uberlegungen, wurden subzelluldre Fraktionierungen mittels
Sucrosegradientenzentrifugation von Hefezellen durchgefthrt (nicht gezeigt).
Eine SedSp-Uberproduktion fiihrt nachweislich jedoch nicht zu einer Kex2p-
Fehllokalisation. Die Protease ist stets in den Golgi-Fraktionen lokalisiert. Dies
schlief?t jedoch nicht aus, dal3 eine Umvertellung von Kex2p zwischen frihem
und spdtem Golgi stattgefunden haben konnte, was mit dieser Methode nicht zu
detektieren ist. Da aber der Ste2-Wbplp Reporter, der ebenfalls fur seine
ER-Lokalisation eine intakte Retentionsmaschinerie bendtigt, zur Plasma-
membran fehllokalisiert wird, liegt die Vermutung nahe, daf3 die vermehrte
Kex2p-Prozessierung des Sec22-o. Reporters letztlich tatsachlich auf einen
unzureichenden retrograden Golgi-ER Transport zurtickzufihren ist.

5.3 Sfb2p — ein Gegenspieler des Sed5p?

Die Fehllokalisation des Sec22-o. Reporters und des Ste2-Wbplp Reporters, die
durch die Sed5p-Uberproduktion in der Zelle verursacht wurde, konnte durch
gleichzeitige Erhohung des Expressionslevels von Sfb2p wieder aufgehoben
werden. Dieses Phanomen war spezifisch fur die Transporteffekte der beiden
Reporter, denn die durch Sed5p-Uberproduktion hervorgerufene Verlangsamung
des CPY - und AL P-Transports wurde nicht aufgehoben.

Sfb2p ist genau wie Sfb3p ein nicht essentielles Sec24p-Homolog, das
Bestandteil einer COPII-ahnlichen Vesikelhille ist. Beide Proteine wurden in
unserer Abteilung a's Sed5p-bindende Proteine Sfb2p bzw. Sfb3p (Sed5-binding-
protein) gefunden (Peng et al., 2000). Sfb2p wurde gleichzeitig im Arbeitskreis
von R. Schekman als ein mit Sec16p interagierendes Protein Isslp (interactor
with SEC sixteen) in einem Zwei-Hybrid-, screen” gefunden. Sfb3p wurde in der
Arbeitsgruppe von C. Kaiser durch einen synthetischen Letalitéts-, screen” als
Lstlp (lethal with sec-thirteen) entdeckt (Kurihara et al., 2000; Roberg et al.,
1999). Es konnte gezeigt werden, dal3 Sfb2p ebenso wie Sec24p mit Sec23p
einen heteromeren Komplex aushilden kann, der zusammen mit Sec13p/Sec31p
und der GTPase Sarlp das Veskelabschnirung von isolierten
Mikrosomenmembranen vermittelt. Es konnte hierbel kein wesentlicher Unter-
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schied zwischen den beiden Vesikelpopulation beziiglich ihrer Dichte oder der
Zusammensetzung der Frachtmoleklle festgestellt werden. Beide Vesikelarten
enthalten Sec22p und Betlp sowie den loslichen o-Faktor-Vorlaufer gpoF
(Kurihara et al., 2000). Frachtmolekile, die in geringerer Konzentration in den
Vesikeln vorliegen, wurden jedoch nicht analysiert. Dies kdnnten beispielsweise
Sortierungsfaktoren sein, die nur in ener bestimmten Vesikelart transportiert
werden. Ein Hefestamm mit SFB2-Deletion zeigte keine Transportdefekte bei
den untersuchten Frachtmolektlen CPY, ALP, Invertase und Gaslp (Peng et al.,
2000). Bezuglich dieser Frachtmolekile verhélt sich ein Stamm mit SFB3- Dele-
tion dhnlich, jedoch ist ein spezifisches Frachtmol ekl bekannt, dal3 unzureichend
vom ER zur Plasmamembran transportiert wird: die Plasmamembran-ATPase
Pmalp. Es wéare also moglich, dal3 auch in einem SFB2-Deletionsstamm ganz
spezifische, bisher nicht determinierte Frachtmolekile im ER zuriickgehalten
werden.

Wie kann man sich den suppremierenden Effekt der Uberproduktion von
Sth2p bezlglich der Fehllokalisation der beiden Reporter vorstellen? Die ein-
fachste Erklarung wére, dal3 Sfb2p an Sed5p bindet und somit kompetitiv andere
potentielle Bindungspartner verdrangt. Wenn diese Annahme richtig wére, wirde
man erwarten, dal3 andere Proteine, die ebenfalls an Sed5p binden, den gleichen
Effekt wie Sfb2p zeigen wirden. Dies konnte jedoch nicht festgestellt werden
(vgl. Tabelle 4). Sfb2p ist das einzige hier untersuchte Sed5p-bindende Protein,
das einen Einflul auf die Fehllokalisation beider Reporter hatte. Eine weitere
mogliche Erklérung ware, dald sich aufgrund der erhohten Sfb2p-Expression
mehr Vesikel am ER bilden konnen, die in ihrer Vesikelhillle anstelle des
heteromeren Sec23p/Sec24p-Komplexes den Sec23p/Sfb2p-Komplex enthalten.
Diese Veskelpopulation transportiert moglicherweise spezifische Fracht-
molekile, die fir die Retentionsmaschinerie des Ste2-Wbplp Reporters und des
Sec22-ao. Reporters benotigt werden. Diese Theorie wirde mit der Annahme, dal3
eine Uberproduktion von Sed5p zu einer Akkumulation von ER-Golgi Transport-
vesikeln fuhrt, nicht harmonieren, denn warum sollten angestaute Vesikel, nur
well sie am ER mit einer anderen Vesikelhtlle versehen waren, plétzlich fusio-
nieren konnen. Es konnte schliefdlich gezeigt werden, dal3 die Hullproteine des
Vesikels vor der Fusion abdissoziieren (Orci et a., 1989). Andererseits konnten
auch mitgefuhrte Frachtmoleklle eine effizientere Fusion bewirken. Kurihare et
a. konnten jedoch zeigen, dal3 Vesikel, die entweder den Sec23p/Sec24p-Kom-
plex oder den Sec23p/Sfb2p-Komplex enthaten, vergleichbare Mengen der
SNARE-Proteine Sec22p und Betlp mit sich fuhren. Zudem sind viele zur Fusion
bendtigten Proteine zytosolisch. Wiirde man aber annehmen, dai eine Uberpro-
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duktion von Sed5p zu vermehrter Golgi-Zisternen-Bildung und den damit ver-
bundenen Transportdefekten fihrt, konnten Sec23p/Sfb2p-Vesikel, die an ER
vermehrt gebildet werden, weiterhin mit diesen Zisternen fusionieren. Unter der
Annahme, dal solche Vesikel spezifische Frachtmolekiile mit sich fihren, die fir
das Zurtckfuhren des Sec22-a und des Ste2-Wbplp Reporters benttigt werden,
waére die Ruckfihrungsmaschinerie zum ER wieder hergestellt. Umgekehrt wirde
man in einem S-B2 Deletionsstamm erwarten, dal’ die beiden Reporter aufgrund
des fehlenden Transports dieses fiktiven spezifischen Frachtmolekils in den
Golgi, vermehrt fehllokalisiert werden wirden. Dies konnte tatsachlich in dieser
Arbeit mit Hilfe des Sec22-a. Reporters und des GFP-Sec22p Reporters gezeigt
werden. Die Tatsache, dal3 im SFB2-Deletionsstamm auch der GFP-Sec22p
Reporter vermehrt in Golgi-Strukturen lokalisiert ist, spricht fir eine echte Fehl-
lokalisation des Sec22-o. Reporters und nicht fir eine Umverteilung von Kex2p.

Die Fehllokalisation von Sec22p im S-B2 Deletionsstamm stellt auch eine
Verbindung zu den bekannten genetischen Interaktionen von SFB2 her. Interes-
santerweise sind die Doppelmutanten Asfb2/sec22-3 und Asfb2/betl-1 nicht
lebensfahig (Kurihara et al., 2000).

5.4 Acclp und der vesikulare Transport

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems nach Interaktions-
partnern von Sec22p gesucht. Zu Beginn der Experimente war bekannt, daf3
Sec22p nicht mit den einzelnen Hullproteinen der COPI-Vesikelhiille sowie mit
den SNARE Proteinen Sed5p und Ufelp in diesem System interagiert (R. Duden,
personliche Mitteilung, bzw. eigene Untersuchungen). Durch den Einsatz diese
Systems sollten somit unbekannte Interaktionspartner gefunden werden. Es
konnte unter Verwendung der zytoplasmatischen Doméne von Sec22p a's Koder
ein Klon aus einer c-DNA-Hefegenbank isoliert werden, der fur die C-terminale
Domaéne der Acetyl-CoA-carboxylase (Acclp) kodiert.

Acclp katalysiert biotinabhangig die Synthese von Malonyl-CoA aus
Acetyl-CoA. Aus Malonyl-CoA-Untereinheiten werden die Fettsduren durch den
zytosolischen Fettsauresynthasekomplex (Faslp/Fas2p) bis zu einer Kettenlange
von C¢ synthetisiert. Die Cg-Fettsduren werden dann bis zu einer Kettenlange
von Cy durch Elongasen (Elo2p, Elo3p) am ER verlangert (Oh et al., 1997). Aus
der Literatur geht hervor, dal3 Acclp teilweise mit dem ER assoziiert ist (Ivessa et
al., 1997). In seiner aktiven Form bildet Acclp ein Tetramer aus, dessen Unter-
einheiten ein Molekulargewicht von 250 kDA aufweisen. Das Enzym enthdlt drei
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funktionelle Doménen: die Biotincarboxylase-, die Biotinbindungs- und die
Transcarboxylasedomane (Abbildung 28). Der mittels Zwei-Hybrid-System iso-
lierte Klon enthdlt die C-terminale Doméne (AS 2004-2233), die eine potentielle
»coiled-cail* Region und einen Teil der Transcarboxylase-Domane beinhaltet.

(ﬁ 1?0 5?0 14‘50 20‘50 22‘33
Biotin- Biotinbindung Transcarboxylase
carboxylase

A
Zwei-
accl-7-1 acclcs Hybrid-
F590S G1783A Klon

Abbildung 28: Schematische Darstellung der funktionellen Doméanen des Acclp. Die Amino-
saurepositionen der Mutationen in dieser Arbeit verwendeter accl-Allele (Al Feel et al., 1992;
Schneiter et al., 2000) sowie des im Zwei-Hybrid-System gefundenen Proteinabschnitts sind

eingetragen.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal3 nicht nur die C-terminale Doméne
des Acclp mit Sec22p interagiert sondern auch das gesamte Enzym. Dabel ist die
»coiled-coil“-Region des Sec22p alein ausreichend fir eine Acclp-Bindung
(Abbildung 20). Da diese Region auch das sogenannte SNARE-Motiv enthalt und
fUr die Ausbildung von SNARE-Komplexen wahrend des Fusionsprozesses von
Veskeln benttigt wird, stellt sich die Frage, unter welchen Voraussetzungen die
Bindung zu Acclp tberhaupt erfolgen kann.

Von J. E. Gerst (1999) wurde ein Modell vorgeschlagen, in dem SNARE-
Proteine enen Zyklus unterschiedlicher Konformationen durchlaufen
(Abbildung 29): In Phasel bilden SNAREs cissKomplexe auf derselben
Membran aus. Dies kann sowohl auf der Vesikel- als auch Zielmembran erfolgen.
Betrachtet man den retrograden Golgi-ER Transport, so konnten auf der Ziel-
membran beispielsweise Ufelp mit Tip20p und Sec20p in einem Komplex
arrangiert sein und auf dem Vesikel mdglicherweise Sec22p mit Betlp oder
SedSp, da diese zwischen ER und Golgi zirkulieren. Diese ciss-SNARE-Kom-
plexe dissoziieren nach Bindung von Sec18p und Sec17p (NSF und SNAP) unter
anschlieRender ATP-Hydrolyse und gehen in den Ubergangszustand der Phase 2
tber (,priming”). Dieser erlaubt, dal? die in Kapitel 1.3.2 beschriebene Bindung
von SNARE-Modulatoren und das Erreichen eines stabilisierten Zustands
(Phase 3). Nachdem die SNARE-Modulatoren das sogenannte ,,docking” und



Diskussion 102

»tethering® der Vesikel zu ihrer jewelligen Zielmembran vermittelt haben, wird
die cissSNARE-Interaktion aufgehoben und die SNAREs der Vesikel bilden
trans-SNARE-Komplexe mit den SNARES der Zielmembran (Phase 4), wodurch
es letztlich zur Fusion der Vesikel mit der Zielmembran kommt und sich erneut
cissSNARE-Komplexe ausbilden (Phasel). Die v-SNARE-Proteine (z.B.
Sec22p) werden anschlief3end wieder zu ihrem Ausgangsort zuriicktransportiert,
wahrend die t-SNARES (z. B. Ufelp) an der Akzeptormembran verbleiben.

Secl8p/Secl7p

»priming”

(@) @)

cis-SNARE-Komplex SNARESs unkomplexiert,
stabiler Zustand Ubergangszustand
) SNARE-
Fusion Modulatoren
trans-SNARE-Komplex SNARESs unkomplexiert,
stabiler Zustand stabiler Zustand

Lethering”,
»docking”

SNARE-
Modulatoren

Abbildung 29: SNARE-Zyklus, modifiziert nach J. E. Gerst (1999). Naheres siehe Text.

Unter Annahme dieses von J. E. Gerst vorgeschlagenen Modells, wird der Zeit-
punkt, bei dem eine Bindung zwischen Acclp und Sec22p maglich ist, durch die
Phase 1 und Phase 2 reprasentiert. Da Phase 2 in diesem Modell nur einen Uber-
gangszustand zu Phase 3 darstellt, ist die Interaktion zu Acclp in dieser SNARE-
Konformation eher unwahrscheinlich. Wenn Acclp eine Bindung mit Sec22p
eingehen wirde wahrend dies als Untereinheit eines cis-SNARE-Komplex fun-
giert, dann wére dies eine Erklarung fur die in dieser Arbeit gefundene Bindung
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von Acclp an Ufelp und Sed5p, den mdglichen Komponenten eines Komplexes
mit Sec22p. Die Bindung von Acclp an einen Proteinkomplex und nicht an
monomere Proteine wirde auch den Befund erklaren, dal3 ein Defekt in nur
einem Baustein des Komplexes, Sec22p, geniigt, um die ER-Lokalisation von
GFP-Accl1®'p aufzuheben. DaR diese in vitro-Interaktion zwischen Acclp und
Sec22p auch in vivo vorhanden sein konnte, wird vor allen Dingen durch die
genetische Interaktion von SEC22 und ACC1 gestutzt. Eine Doppelmutante
accl®® Asec2? ist nicht lebensfahig und eine Deletion von SEC22 in dem tempe-
ratursensitiven accl-7-1-Stamm verstérkt dessen Wachstumsdefekt (vgl.
Abbildung 23, Abbildung 24)

Wie liefie sich diese Bindung interpretieren? Da Sec22p bzw. Ufelp
hauptsachlich und Sed5p aufgrund seines Recycling-Verhatens teilweise in der
ER-Membran lokalisiert sind, liegt die Vermutung nahe, dal3 diese einen
Rezeptor fur die tellweise vorhandene ER-Lokalisation von Acclp darstellen.
Eine Kettenverlangerung der C,¢-Fettsauren durch die mit dem ER assoziierten
Elongasen Elo2p bzw. Elo3p benttigt Maonyl-CoA as Ausgangssubstanz. Eine
Bindung an Sec22p/Ufelp/Sed5p wirde die Synthese von Malonyl-CoA durch
Acclp direkt am ER ermdglichen und somit die Synthese langkettiger Fettsduren
regulieren, die wiederum Bestandteile von Sphingolipiden sind.

Die Annnahme einer Rezeptorfunktion der SNARESs fur Acclp wird durch
Experimente mit dem GFP-markierten C-terminalen Fragment von Acclp be-
stétigt. Die Lokalisation dieses Fusionsproteins spiegelt die Verteilung des Acclp
innerhalb der Zelle wider, da bei einem Vergleich die Acclp-Lokalisation in
einem Sucrosedichtegradienten, der Hefeorganellen voneinander trennt, mit dem
Fluoreszenzsignal des GFP-Acc1®"p innerhalb der Zelle korrelieren. Wenn das
Fluoreszenzsignal sehr stark am Zellkern konzentriert ist, ist ein grof3er Anteil
des Acclp im Sucrosegradienten in den ER-Fraktionen detektierbar. Bel
uberwiegend zytosolischer Fluoreszenzsignale sind 80% des Acclp auch in
zytosolischen Fraktionen des Sucrosegradienten vorhanden. Dabel stellte sich
heraus, dal3 sich Acclp bei blockiertem anterograden ER-Golgi Transport vom
ER ins Zytosol umverteilt. Diese Umverteilung ist auch in einem SEC22
Deletionsstamm bzw. im temperatursensitiven sec22-3-Stamm bel 25 °C zu be-
obachten, was fir eine Rezeptorfunktion des Sec22p spricht. Da diese Umvertei-
lung vom Kern ins Zytosol nicht in den SNARE-Mutantenstdmmen ufel-1 und
sed5-1 auftritt, scheint Sec22p das zentrale Molekul des moglicherweise
oligomeren Acclp-Rezeptors zu sein.

Wenn die Lokalisation von Acclp am ER eine regulative Funktion beziig-
lich der Synthese von langkettigen Fettsduren und damit einen direkten Einflul3
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auf die Synthese von Lipiden hétte, wirde man erwarten, dal3 eine Bindung an
den ER-Rezeptor nur dann erfolgt, wenn eine Synthese von Maonyl-CoA am ER
notig ist. Dies wéare zum Beispiel der Fall, wenn die Zelle wéchst und Zellwand-
und Zellmembransynthese aktiv sind. Blockiert man den anterograden ER-Golgi
Transport, dann simuliert man den Stillstand von Wachstum und Sekretion. Tat-
sachlich wurde gefunden, dal3 Acclp in Fraktionierungsexperimenten Uber-
wiegend zytosolisch ist. Einen weiteren Hinwels auf eine regulierte Bindung an
den ER-Rezeptor liefern die Bindungsexperimente in Anwesenheit von
Palmitoyl-CoA  (Abbildung 27), die zeigen, da die Bindung an
GST-Sec22ATMDp und GST-UfelATMDp stimuliert wird. Palmitoyl-CoA, en
Endprodukt der zytosolischen Fettsdurebiosynthese, ist gleichzeitig zusammen
mit Malonyl-CoA Ausgangssubstanz fir die Kettenverlangerung durch Elo2p
bzw. Elo3p am ER. Die Konzentrierung dieser Ausgangssubstanzen am ER durch
Bindung von Acclp an Sec2?p bzw. Ufelp wirde eine schnellere Ketten-
verlangerung bewirken. Im Widerspruch zu diesem vorgeschlagenen Mecha-
nismus steht die Tatsache, dal3 Palmitoyl-CoA in vitro as Inhibitor von Acclp
fungiert. Jedoch muf3 die Annahme einer negativen Regulation der Malonyl-CoA-
Synthese durch Palmitoyl-CoA eine regulatorische Funktion der beobachteten
Bindung von Acclp an Sec22?p beziglich der Kettenverlangerung nicht
zwangsl aufig ausschliefien.

Ein Zusammenhang zwischen Lipiden und vesikuléarem Transport wurde
auch schon in anderen Arbeiten beobachtet. Beispielsweise gibt es hinreichende
Beweise, dal3 phosphorylierte Produkte von Phosphatidylinositol bei der Regula-
tion des Membrantransports in Hefe beteiligt sind (Ubersicht bei Odorizzi et a.,
2000). Ein indirekter Zusammenhang zwischen Sphingolipiden und der Mem-
branfusion wurde durch Arbeiten mit den an der Exocytose in Hefe betelligten
v-SNARESs Snclp un Snc2p erkannt (David et al., 1998). Hefen, die diese beiden
SNAREs nicht enthalten, zeigen einen konditional letalen Phanotyp (Protopopov
et al., 1993). Es konnten spontane Revertanten isoliert werden, die diesen Ph&-
notyp aufheben. Dabei handelt es sich um Mutationen im ELO2- oder ELO3-Gen,
die zu einer Inaktivierung der Genprodukte Elo2p bzw. Elo3p fuhren. Die
Autoren mutmaldten, dald es durch Inaktivierung der fir die Verlangerung von
Fettsduren verantwortlichen Enzyme zu einer reduzierten Sphingolipid- und
Ceramidkonzentration kommt, wodurch der vesikuldre Transport zur Plasma-
membran wiederhergestellt wird. Der Mechanismus fir dieses Phdnomen ist noch
nicht bekannt, jedoch schlagen die Autoren vor, dal3 moglicherweise eine Veran-
derung der Membranzusammensetzung die Fusionskompetenz von Vesikeln
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variieren, die Sortierung anderer Proteine in Vesikel beeinflussen oder die
t-SNARE-t-SNARE Wechselwirkung an der Plasmamembran verandern konnte.

Diein dieser Arbeit gefundene Interaktion von Acclp mit Sec22p, Ufelp
bzw. Sed5p, die moglicherweise eine weitere Funktion als oligomerer
ER-Rezeptor besitzen, konnte in unmittelbaren Zusammenhang mit den eben ge-
nannten Aspekten stehen.
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6 Zusammenfassung

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, systematisch nach Genen zu
suchen, die durch Uberexpression die ER-Golgi-Recyclingmaschinerie von
Sec22p und integralen Membranproteinen, die ein KKXX-Motiv tragen, beein-
flussen. Stellvertretend fur die Sec22p-Lokalisation wurde das Verhalten des
Sec22-a. Reporters untersucht, der sich wie Sec22p hauptsachlich im ER aufhélt.
Ein gestorter Recyclingmechanismus aul3ert sich in einer mef3baren Fehllokalisa-
tion des Sec22-o. Reporters in den spdten Golgi. Eine durch das KKXX-Motiv
vermittelte ER-Retention wurde mit Hilfe des Ste2-Wbplp Reporters analysiert,
der bei gestorter Ruckfuhrung zum ER zur Plasmamembran fehllokalisiert wird.
Mit Hilfe von , multi-copy”-Plasmiden wurde ein Gen isoliert, dessen Gen-
produkt bei Uberproduktion den Recyclingmechanismus beider Reporter beein-
flufdt: Sed5p. Es handelt sich hierbei um ein fir die Hefe essentielles t-SNARE,
das im frihen Golgi lokalisiert ist. Aus friheren Untersuchungen (Hardwick et
a., 1992) ist bekannt, dal3 |6sliche Frachtmolekile wie die Carboxypeptidase Y
(CPY) und die Alkalische Phosphatase (ALP) unter diesen Bedingungen eine
verlangsamte Kinetik des ER-Golgi Transports aufweisen. Die in der vorliegen-
den Arbeit durchgefiihrte eingehende Analyse der durch SED5-Uberexpression
hervorgerufenen Defekte wies auf Unterschiede im Transportverhalten zwischen
|6slichen und membranstandigen Proteinen hin. Bel den untersuchten membran-
sténdigen Reportern Sec22-o. bzw. Ste2-Wbplp wurde der entgegengesetzte
Effekt beobachtet: Sie wurden schneller transportiert. Dieser forcierte Transport
der membranstandigen Proteine konnte durch die Uberproduktion von Sfb2p auf-
gehoben werden, wahrend die verlangsamte Kinetik der 16sliche Proteine (CPY
und ALP) nicht beeinflul® wurde. Da Sfb2p eine Untereinheit eines neuartigen
Hullproteinkomplexes von am ER generierten Vesikeln ist, liegt die Vermutung
nahe, dald in den Vesikeln, an deren Generierung Sfb2p beteiligt ist, spezielle
Frachtmol ekile transportiert werden, die fir eine effiziente Sortierung der einge-
setzten Sec22-a bzw. Ste2-Wbplp Reporter in Vesikel des retrograden Golgi-ER
Transports sorgen. Die in einem SFB2-Deletionsstamm auftretende vermehrte
Fehllokalisation sowohl des Sec22-o. Reporters als auch von GFP-Sec22p in den
Golgi untersttzt diese Vermutung. Somit konnte mit der vorliegenden Arbeit das
Zidl erreicht werden, ein Protein zu finden, das spezifisch das Recyclingverhalten
von Sec22p und Ste2-Wbplp beeinflufit.

Weliterhin sollte mittels des Zwei-Hybrid-Systems nach neuen Inter-
aktionspartnern von Sec22p gesucht werden. Es konnte mit der zytoplasmati-
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schen Domane von Sec22p als Koder aus einer c-DNA-Genbank ein Klon isoliert
werden, der fir die C-terminale Doméane der Acetyl-CoA-Carboxylase (Acclp) in
Hefe kodiert. Acclp synthetisiert Malonyl-CoA, eine Ausgangssubstanz fur die
zytosolische Fettsdurebiosynthese sowie fir die Fettsaurekettenverlangerung
durch Elongasen am ER. Die Interaktion zwischen Acclp und Sec22p konnte
sowohl mit GST-,, pull-down*“-Experimenten in vitro als auch durch Kreuzungen
von Mutantenstdmmen genetisch bestétigt werden. Untersuchungen weliterer
SNAREs ergaben, dal’ auch Ufelp und Sed5p sowohl im Zwei-Hybrid-System
as auch GST-, pull-down®-Experimenten an Acclp binden. Die Tatsache, dal3
Acclp tellweise am ER lokalisiert ist, 183t die Vermutung zu, dal3 die SNAREsS,
moglicherweise sogar als oligomerer Komplex, diese ER-Assoziation vermitteln.
Dabel scheint das Vorhandensein eines Wildtyp-Sec22p entscheident fur die
Acclp-Lokalisation am ER zu sein. Da Acclp be blockiertem ER-Golgi
Transport hauptsachlich in  zytosolischer Form vorliegt, 8% sich ein
Zusammenhang zwischen vesikularem Transport und Acclp-Lokalisation
herstellen. Es konnte gezeigt werden, dal3 Palmitoyl-CoA, eine Ausgangssubstanz
der Fettsurekettenverlangerung, die Bindung von Acclp an die SNARE-Proteine
Sec22p und Ufelp verstarken kann. Diese Umverteilung von Acclp vom Zytosol
an das ER konnte somit eine wichtige regulative Funktion bel der Synthese
langerkettiger Fettsduren darstellen, was eventuell die Sphingolipid- und
Ceramid-Synthese beeinfluft.
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8 Anhang

8.1 Verzeichnisder verwendeten Abklrzungen

Neben den international gultigen physikalischen Einheiten und chemischen
Symbolen fanden folgende Abkurzungen Verwendung:

3-AT 3-Amino-1,2,4-triazol

Ac Acetyl

AD Aktivierungsdoméane

ALP Alkalische Phosphatase

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminoséure

ATP Adenosin-5"-triphosphat

BD Bindedoméne

BSA Rinderserumalbumin

CPY Carboxypeptidase Y

DAPI 4’ ,6-Diamino-2-phenylindol-dihydrochlorid
dATP 2’-Desoxyadenosin-5"-triphosphat
dCTP 2’-Desoxycytidin-5"-triphosphat
dGTP 2’-Desoxyguanosin-5"-triphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséaure

dNTP 2’-Desoxynukleosid-5"-triphosphat
DTT Dithiothreitol

dTTP 2 -Desoxythymidin-5’-triphosphat
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ER Endoplasmatisches Retikulum
GAP GTPase aktivierendes Protein
GDP Guanosin-5"-diphosphat

GTP Guanosin-5"-triphosphat

GTPYS Guanosin-5"-O-(3-thiotriphosphat)
IPTG Isopropylthio-B-D-galaktosid

Da Dalton

Me Methyl

MESNA 2-Mercaptoethansulfonsaure
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MOPS
NEM
NSF
oD
PBS
PCR
PEG
RNA
RNase
upm

RT
SDS
SDS-PAGE
SNAP
SNARE
TCA
TEMED
TRAPP
Tris

u

viv

wiv

vy-Morpholino-propansulfonséure
N-ethylmaleimid
NEM-sensitive-factor
Optische Dichte
Phosphate-buffered-saline
Polymerase Kettenreaktion
Polyethylenglykol
Ribonukleinsaure
Ribonuklease
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat

SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

soluble-NSF-attachment-protein
SNAP-receptor

Trichloressigsaure

N, N, N°, N"-Tetramethylethylendiamin

transport-protein-particle

Tris-hydroxymethyl-aminomethan

unit (Einheit fur die spezifische Enzymaktivitat)
Volumen/Volumen-Verhaltnis (volume/volume)

Gewicht/Volumen-Verhéltnis (weight/volume)
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Einbuchstabenkode fur die Aminosauren

I o m m O O >

< s < 4mw®mO UV zZzZr X

Ala
Cys
Asn
GIn
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu
Met
Asp
Pro
Glu
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

Alanin

Cystein
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Phenylalanin
Glycin

Histidin
Isoleucin

Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin
Threonin

Valin
Tryptophan

Tyrosin
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