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Kurzdarstellung

K28-Killerstamme der Hefe S. cerevisiae sezernieren ein nicht-glykosyliertes
Protein-Toxin, das Uber Endozytose und retrograden Transport durch den
Sekretionsweg in sensitive Hefen eindringt.

Im Rahmen dieser Arbeit wird gezeigt, dass es sich bei dem sekundaren
Membranrezeptor des K28-Toxins um den HDEL-Rezeptor Erd2p handelt.
Als  Endozytosesignal  fungiert, neben der NPF-Sequenz im
Plasmamembranrezeptor Erd2p, auch eine Markierung durch Ubiquitin, die
durch das Ubiquitin-konjugierende Enzym Ubc4p und die Ubiquitin-Protein-
Ligase Rsp5p erfolgt.

Es wird dargestellt, dass die Aufnahme des viralen K28-Toxins durch einen
Clathrin- und Aktin-vermittelten Prozess unter Beteiligung des AP2-
Komplexes erfolgt.

Desweiteren wird demonstriert, dass die Proteindisulfid-lsomerase Pdilp
essentiell fir den Toxin-Export aus dem ER in das Zytosol einer sensitiven
Zelle ist. An der Retrotranslokation beteiligt sind ebenfalls die ER-lumenalen
Chaperone Scjlp und Jemlp. Der Transport des K28-Toxins aus dem ER ist
ebenso abhangig von der Ca®*-Konzentration im Sekretionsweg der Hefe.
Eine Beteiligung des Cdc48/Ufd4p/Npllp-Komplexes und des Proteasoms
am Export von K28 aus dem ER in das Zytosol kann ausgeschlossen
werden. Eine komplett Lysin-freie Toxinvariante wies eine unveranderte in-
vivo-Abtotungs-Aktivitdat im  Vergleich zum  Wildtyp-Toxin auf. Die
Retrotranslokation des K28-Toxins erfolgt deshalb unabhangig von einer

Ubiquitinierung.




Abstract

K28 killer strains of the yeast Saccharomyces cerevisiae secrete a non-
glycosylated protein toxin that traverses sensitive yeast cells by endocytosis
and retrograde transport through the secretory pathway.

Here it is demonstrated that the secondary membrane receptor of K28 toxin
has very recently been identified as the HDEL receptor Erd2p. Within the
sequence of the plasma membrane receptor Erd2p, the motive NPF acts as
an endocytosis signal, as well as an ubiquitination mediated by the ubiquitin-
conjugation enzyme Ubc4p and the ubiquitin-protein-ligase Rsp5p.

It is shown that the endocytosis of the virally encoded K28 toxin is based on
a clathrin- and actin-mediated process in cooperation with the AP2 complex.
Within this thesis the function of the protein disulfid isomerase is shown to be
essential for the export of K28 from the ER to the cytosol of a sensitive yeast
cell. In additon, the ER lumenal chaperones Scjlp and Jemlp play an
important role in toxin retrotranslocation. The transport of K28 out of the ER
is also dependent on the Ca?*-concentration in the secretory pathway of a
yeast cell.

An involvement of the Cdc48/Ufd4p/Npllp complex and the proteasom in
retrotranslocation of K28 can be excluded. A toxin variant in which all four
lysin residues had been converted to arginine showed almost identical in vivo
killing activity as the wild-type toxin. Retrotranslocation of the K28 toxin is

therefore independent of ubiquitination.
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1 Einleitung

1.1  Das Killerph&dnomen der Hefe

Als einzige Viren sind doppelstrdngige RNA Viren in der Lage, die Zellen
aller Organismen zu befallen (Prasad et al., 1996). Bei der Hefe wurde dieser
Typ Virus erstmals Uber den von ihm verursachten Phénotyp entdeckt.
Bevan und Makower (1963) beschrieben als Erste Killerstamme der Hefe
S. cerevisiae, die in der Lage waren, sensitive Hefestiamme derselben und
verwandter Arten abzutéten. Die Annahme, die Killereigenschaft sei auf ein
chromosomal kodiertes Killertoxin zurtickzufuihren, konnte nach einfachen
Kreuzungsversuchen von Killerhefen mit Nichtkillerhefen ausgeschlossen
werden (Bevan and Makover, 1963; Woods and Bevan, 1968). Daraufhin
wurden dsRNA-Elemente als Ursache des Killerphanomens entdeckt, die
einer zytoplasmatischen Vererbung unterliegen (Bevan et al., 1973). Dies
gab den Anstol3 zur Erforschung der Hefevirologie in den spaten 60er und
frihen 70er Jahren (Bevan et al., 1973; Somers and Bevan, 1969). Davon
ausgehend wurden Killereigenschaften auch bei den Hefegattungen
Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula, Hanseniaspora,
Kluyveromyces, Metchnikovia, Pichia, Torulopsis, Ustilago, Williopsis und
Zygosaccharomyces beschrieben (Bussey and Skipper, 1975; Golubev and
Shabalin, 1994; Gunge, 1986; Hodgson et al., 1995; Kagayama et al., 1988;
Magliani et al.,, 1997; Schmitt and Neuhausen, 1994; Schmitt et al., 1997,
Tao et al., 1990). Die genetische Basis des Killercharakters kann dabei
variieren. Zum einen kann die genetische Information der Toxine wie bei
S. cerevisiae durch im Zytosol persistierende dsRNA-Viren kodiert sein, zum
anderen auf linearen Plasmiden (Kluyveromyces lactis, Pichia acaciae) oder
im Genom (Pichia anomala, Williopsis mrakii) selber vorliegen (Schmitt and
Breinig, 2002). Alle Killerhefen produzieren und sezernieren Proteine oder
Glykoproteine, welche auf sensitive Hefen letal wirken, gegen die sie selbst
allerdings immun sind (Magliani et al., 1997; Schmitt and Breinig, 2002).

Die 6kologische Rolle der Toxine liegt darin, Klllerhefen in ihrem naturlichen
Habitat einen Wachstumsvorteil gegentuber ihren mikrobiellen Konkurrenten
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einzuraumen, um so die optimale Versorgung mit Nahrstoffen zu
gewahrleisten (Magliani et al., 1997). Diese antagonistischen Beziehungen
konnten intensiv innerhalb von Hefegemeinschaften auf sich zersetzenden
Frichten beobachtet werden, die sich durch eine hohe Zuckerkonzentration
und einen niedrigen pH-Wert auszeichnen, welche optimale
Voraussetzungen zur Produktion und Aktivitat der Killertoxine darstellen
(Czaran and Hoekstra, 2003; Starmer et al., 1987; Young and Yagiu, 1978).
Killertoxin produzierende Hefen sind aufgrund ihrer Eigenschaften von
besonderem Interesse in der Industrie, wo sie als Starterkulturen in
Fermentationsprozessen  ihren  Einsatz  finden. Sie  vermeiden
Kontaminationen mit nicht erwiinschten Hefen und schitzen insbesondere
bei der Weinherstellung das Endprodukt vor weiterer Fermentation (Van
Vuuren and Jacobs, 1992).

Von besonderem Interesse fiur die Humanmedizin ist das therapeutische
Potenzial von Killertoxinen der Stamme Williopsis californica und Pichia
anomala, die in der Lage sind, pathogene Pilze wie Candida albicans oder
Pneumocystis carnii abzutdten (Seguy et al., 1998; Theisen et al., 2000).
Jedoch weisen die meisten hefeeigenen Toxine eine zytotoxische Aktivitat
auf, die auf einen engen pH-Bereich und Temperaturen zwischen 20C und
30T beschrankt ist, was eine kutane Applikation fa vorisieren wirde.

Ferner leistet die Erforschung der Killertoxine einen wichtigen Beitrag zum
Verstandnis der Sekretion und Prozessierung extrazellularer Proteine in
eukaryontischen  Systemen. So wurden in den letzten Jahren
Sekretionssignale der aus Hefe stammenden Invertase, der sauren
Phosphatase oder des Killertoxins aus Klyveromyces lactis genutzt, um in
Hefestammen heterolog medizinisch oder pharmazeutisch interessante,
sekretorische Proteine zu exprimieren (Braspenning et al., 1998; Broker et
al., 1987; Clare et al., 1991, Paifer et al., 1994). Ebenfalls zeigte sich, dass
das Sekretions- und Prozessierungssignal des S. cerevisiae ScV-M28
Killervirus volle Funktionalitat in den Hefestdmmen Candida glabrata, Pichia
pastoris, S. cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe zeigt und mit hoher

Effizienz genutzt werden kann, um Fremdproteine zur Sekretion ins
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extrazellulare Medium zu bringen (Eiden-Plach et al., 2004; Heintel et al.,
2001).

1.2 Struktur und Prozessierung des Killertoxins K28

Die von den Satellitenviren M1,M, und Mg kodierten Killertoxine K1, K2 und
K28 werden im Zytoplasma der Hefe als hoéhermolekulare Préprotoxine
synthetisiert. K1, K2 und K28 weisen weder Sequenzhomologien
untereinander noch zu anderen bekannten Proteinen auf. Auf ihrem
intrazellularen Sekretionsweg durch das Lumen von ER und Golgi werden
die Toxine posttranslational prozessiert und modifiziert, um in einem spaten
Golgi-Kompartiment die biologisch aktive Form des Proteins anzunehmen.

Das komplette Praprotoxin von K28 besteht aus 345 Aminoséuren und
besitzt ein Molekulargewicht von etwa 38 kDa. Das Praprotoxin setzt sich
aus einer N-terminalen hydrophoben Signal-Sequenz, einer a- und einer -
Untereinheit (10,5 kDa und 11 kDa) sowie einer potentiell N-glykosilierten y-
Sequenz, die a und B voneinander trennt, zusammen. Durch die hydrophobe
Signal-Sequenz wird das Vorlaufertoxin in das Lumen des ER geschleust, wo
es zundchst zu einem hohermolekularen Protoxin glykosyliert und
anschlieend im Golgi durch die Kex2p-Protease prozessiert wird. Die von
dem KEX2-Gen der Hefe kodierte Kex2p-Endopeptidase spaltet bevorzugt
sekretorische Proteine am C-Terminus dibasischer Aminosaurepaare (Lys-
Arg, Arg-Arg) (Tao et al., 1990). Im Falle von K28 wird durch die Wirkung der
Kex2p-Protease die N-glykosylierte y-Sequenz entfernt. Die dadurch
freigesetzten basischen Aminosduren an den C-Termini der a- und [-
Untereinheiten werden durch die Kex1p-Carboxypeptidase abgespalten. Das
biologisch aktive Protein wird schlieBlich als 21 kDa a/B-Heterodimer
sekretiert, dessen Untereinheiten durch eine einzelne Disulfidbricke
zwischen den Cysteinresten Cys®® (a) und Cys**
verknupft sind (Riffer et al., 2002). Mutationen im KEX2-Gen fuhren in K1-,
K2-und K28-Killerhefen zu einem Nichtkillerph&notyp, da die Killertoxine nicht

(B) kovalent miteinander

mehr prozessiert und daher auch nicht mehr sezerniert werden (Riffer et al.,
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2002). Mutationen in Kex1 fuhren ebenfalls zu einem Nichtkiller-Phanotyp,

ohne jedoch die Sekretionseffizienz zu beeinflussen (Eisfeld et al., 2000).

Kex2 Kex1
N F0Y
ER SR KR HDEL R
pre |pro a Y B
65 a
5
T
B 340
HDEL
Abbildung 1. Domaénstruktur des K28-Préprotoxins und Prozessierung zum

biologisch aktiven Toxin (nach Riffer et al., 2002)

1.3  Aufnahme, Wirkung und Immunitét des Toxins

Die Killertoxine K1, K2 und K28 toten sensitive Hefezellen Uber einen
zweistufigen rezeptorvermittelten Mechanismus ab. K1 und K2 entfalten ihre
toxische Wirkung, indem sie als lonophore wirken, wahrend K28 zu einem
Zellzyklusarrest und zu einer irreversiblen Hemmung der DNA-Synthese fihrt
(Schmitt et al., 1996).

Auf  Zellwandebene bindet das reife K28-Heterodimer an ein
hochmolekulares a-1,3-Mannoprotein, welches als Primarrezeptor fungiert.
Dort reichert sich das Toxin an, bis es schlie8lich in einem zweiten
energieabhangigen Schritt an einen bislang noch nicht eindeutig bestimmten

Sekundarrezeptor in der Plasmamembran bindet und wahrscheinlich mit
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diesem internalisiert wird. Eisfeld konnte fir das K28-Toxin erstmals zeigen,
dass es Uber Endozytose in eine sensitive Zielzelle gelangt (Eisfeld, 2001).
Mit Hilfe der an der friihen Endozytose beteiligten Proteine End3p und End4p
gelangt das Toxin Uber Vesikel zum Golgi-Apparat, wo es den ricklaufigen
Sekretionsweg durchlauft und schlie3lich das Zytoplasma der Zelle erreicht.
Das reife Killertoxin tragt an seinem B-C-Terminus eine HDEL-Sequenz, die
als klassisches ER-Retentionssignal bekannt ist und normalerweise an den
C-Termini ER-residenter Proteine vorkommt (Pelham et al., 1988; Pelham et
al., 1992). Durch diese Signhalsequenz wird das K28-Toxin vom frihen Golgi-
Kompartiment durch den membrangebundenen HDEL-Rezeptor Erd2p in das
ER geschleust (Pelham, 1990; Semenza et al., 1990), von wo es durch das
Sec61-Translokon, dem Haupt-Import- und Exportkanal des ER, in das
Zytoplasma exportiert wird. Hierbei benutzt das Toxin einen Weg, der
ansonsten nur von fehlgefalteten Proteinen eingeschlagen wird, die im ER
erkannt werden und Uber das Translokon ins Zytoplasma gelangen, um dort
am Proteasom abgebaut zu werden (Ellgaard and Helenius, 2003; Tsai et al.,
2002). K28 scheint ebenfalls in der Lage, Komponenten dieses ERAD-
Weges (ER-associated protein degradation) zu nutzen (Heiligenstein et al.,
2006).

Im Zytosol der Zelle wird die B-Untereinheit des Toxins ubiquitiniert und
abgebaut, was eine Freisetzung der a-Untereinheit zur Folge hat. Diese
Freisetzung konnte auch aufgrund der reduzierenden Bedingungen im
Zytosol und der daraus resultierenden Spaltung der Disulfidbriicke des
Toxins erfolgen. Jedoch ist eine hohe Konzentration des Toxin-Dimers im
Zytosol nachweisbar, was auf eine hohe Stabilitat der Disulfidbricke
zuruckgefuhrt werden kann (Eisfeld, 2001). Dass die a-Untereinheit die
alleinige toxische Komponente des K28-Toxins darstellt, konnte durch die
induzierte intrazellulare Expression verschiedener a-Derivate nachgewiesen
werden, die alle zur Abtdtung der entsprechenden exprimierenden Hefen
fuhrten (Sendzig, 2003).

Die K28-a-Untereinheit gelangt Uber passive Diffusion durch den
Kernporenkomplex in den Zellkern, wo eine Wechselwirkung mit dem TATA-
Bindeprotein (TBP) und Apc2p, einem Bestandteil des APC (,anaphase
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promoting complex®), nachgewiesen werden konnte. Die Interaktion der
a-Untereiheit mit TBP flhrt zu einer Inhibierung der Transkription der G1-
Cykline (CInlp, CIn2p), welches die allgemeine Transkription alllerdings
unbeeintrachtigt lasst. Die Interaktion mit Apc2p fihrt zur Hemmung des
APC, der fur den Zellzyklus-spezifischen Abbau von B-Typ-Zyklinen
verantwortlich ist, und damit zu einer Stabilisierung der B-Typ-Zykline. Beide
gemeinsam, Transkriptions-Inhibierung und APC-Hemmung, fihren
vermutlich zum terminalen K28-Phanotyp, dem Zellzyklusarrest in der G1/S-
Phase und dem DNA-Synthesestopp (Reiter, 2004).

Als weiteren toxischen Effekt zeigt die Behandlung von sensitiven Hefezellen
mit K28-Toxin in subletalen Konzentrationen die Ausbildung apoptotischer
Marker wie DNA-Fragmentierung, Phosphatidylserin-Translokation, Zell-
schrumpfung und die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (Reiter et al.,
2005).

Da das reife Toxin ebenfalls von toxinproduzierenden Zellen
wiederaufgenommen wird, stellt sich die Frage, auf welcher Ebene sich die
Immunitat dieser Toxinproduzenten etabliert. Eisfeld (2001) konnte zeigen,
dass in K28-Produzenten im Zytosol sowohl das Préprotoxin als auch das
reife Toxin vorhanden sind. Folglich ist die Immunitat nicht abhangig von
einem Block in der Aufnahme des reifen Toxins in die Zelle. Die
Konzentration des wiederaufgenommenen Toxins konnte durch die
Steigerung an exogenem Toxin erhoht werden (Eisfeld, 2001). Das Auftreten
des Praprotoxins in grof3en Mengen im Zytosol
Toxin-produzierender Zellen, lasst darauf schliessen, dass der Toxinvorlaufer
eher posttranslational als cotranslational in den Sekretionsweg eingeschleust
wird. Bei einem Austausch der K28-Signalsequenz gegen die K1-
Signalsequenz , die einen cotranslationalen ER-Import bedingt, wurde keine
Immunitat mehr vermittelt. Es konnte ebenfalls hachgewiesen werden, dass
das Praprotoxin zusammen mit dem reifen Toxin im Zytosol in der Lage ist,
einen Komplex zu bilden. Die Bildung dieses Komplexes bewirkt vermutlich,
dass das reife Heterodimer im Zytosol die a-Untereinheit als seine toxische
Komponente freisetzen kann. Um einen konstanten Level an Praprotoxin in

der Zelle erhalten zu koénnen, wird vermutlich das reife Heterodimer im
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Komplex ubiquitiniert und abgebaut. Das Praprotoxin kann daraufhin erneut
mit einem K28-Molekil interagieren oder aber den Sekretionsweg

beschreiten und selber zum reifen Toxin werden (Breinig, et al., 2006).

1.4  Proteintoxine und ihre Wirkungsweisen

Viele Prokaryonten, Tiere und Pflanzen produzieren Toxine, die ihre toxische
Wirkung gegen andere lebende Organismen richten. Es wird angenommen,
dass die Toxine die Uberlebenschance, das Wachstum und die Verbreitung
eines speziellen Organismus in einer speziellen Umgebung sichern.
Naturliche Toxine sind das Produkt einer Co-Evolution von Spezies, die sich
eine Okologische Nische teilen, und sind deshalb in der Hinsicht modifiziert
und angepasst, ein spezielles, molekulares Ziel des Wirtes oder der Beute zu
treffen. Die Toxine haben im Laufe der Evolution ,gelernt’, welches die
essenziellen vitalen Prozesse in einem Organismus sind und wie sie am
effektivsten selektiv die Schlisselmolekile dieser Prozesse ausschalten
konnen. Die somit in der Natur vorhandenen unterschiedlichen Toxine lassen
sich nach der sie bildenden Spezies, nach ihrem Aufbau oder ihrer
Wirkungsweise in unterschiedliche Gruppen zusammenfassen.

Alle tierische Toxine sind gegen Zelloberflachenproteine gerichtet, die
wiederum an essenziellen Funktionen der Zelle beteiligt sind. Fast alle Ziele
dieser Proteine sind lonenkandle, die durch die Bindung der Toxine
inaktiviert werden und in Verbindung mit neuronalen oder muskularen
Funktionen stehen. Diese Strategie wird deshalb verfolgt, da Tiere das von
ihnen gebildete Gift benutzen, um die Beute oder den Feind zu
immobilisieren. Eine Blockierung der Synapsen fuhrt genau zu diesem
gewlnschten Erfolg. Um diesen Effekt so schnell wie moglich erzielen zu
konnen, liegen die ,Targets” dieser Toxine an der Oberflaiche (siehe
(Rappuoli and Montecucco, 1997))

Bakterielle und pflanzliche Toxine brauchen diesen extremen Effekt der
Schnelligkeit der Toxinwirkung nicht. Sie sind vielmehr in der Lage, eine

Vielfalt an differenzierten Strategien zu entwickeln, um die Physiologie des
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Wirtes oder des Konkurrenten zu modifizieren und ihr eigenes Wachstum
und ihre Ausbreitung voranzubringen.

Eine groR3e Gruppe bakterieller Toxine zerstort die Plasmamembranaktivitat,
indem sie die Membranpermeabilitdtt verandert.  Enzymatische
Membranschadigungen treten auf durch sekretierte Lipasen wie die
Phospholipase A oder C von Bacillus subtilis bzw. Bacillus cereus. Diese
fuhren zu einem Abbau der Phospholipide in der Plasmamembran, was
deren Zerstbérung zur Folge hat und zur anschlieBenden Lyse der
angegriffenen Zelle fihrt. Eine weitere Strategie zur Zerstérung der
Membranpermeabilitdt wird durch die Bildung von Poren in der Membran
erreicht.  Beispiele fur  Porenbildner sind das Aerolysin  von
Aeromonas spp. oder das a-Hamolysin von Escherichia coli. Diese Toxine
bauen sich in die Membran ein und bewirken durch die Bildung einer Pore
einen lonenausstrom, welcher letztendlich zu einer Zerstérung des
Protonengradienten und zur Zelllyse fuhrt (Fivaz et al., 2001).

Fast alle verbleibenden bakteriellen Proteintoxine agieren innerhalb der
Zielzelle. Diese Toxine bestehen in der Regel aus zwei unterschiedlichen
Anteilen: ein Teil, die sogenannte B-Untereinheit, ist fir die Bindung an und
das Eindringen in die Zelle verantwortlich. Die A-Untereinheit birgt die
enzymatische Aktivitat und ist fur die eigentliche toxische Wirkung innerhalb
der Zelle zustandig. Keines dieser Toxine transferiert in eine Ziellzelle direkt
Uber die Plasmamembran; sie nutzen vielmehr vorhandene endozytotische
Wege, die fur die Aufnahme von Liganden, Rezeptoren und Nahrungsstoffen
zur Verfugung stehen. Sie werden in das Lumen intrazellularer
Kompartimente aufgenommen und erreichen ihre Toxizitat, sobald die
A-Untereinheit freigesetzt und Uber eine Membran in das Zytosol der
Zielzelle transportiert wird. Dabei benutzen die verschiedenen AB-Toxine
unterschiedliche  zellulare  ,Routen® in  Abhé&ngigkeit von den
unterschiedlichen Rezeptoren, an die sie binden, und von dem Zelltyp, gegen
den sie gerichtet sind. Die AB-Toxine werden aufgrund ihrer Struktur in zwei
Untergruppen aufgeteilt. So besteht bei der ersten Gruppe die B-Untereinheit
aus einer oder zwei Domanen; die zweite Gruppe besitzt eine B-Domane, die

aus funf Untereinheiten aufgebaut ist (Falnes and Sandvig, 2000; Sandvig
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and van Deurs, 2002; Schiavo and van der Goot, 2001). Die erste Gruppe
der AB-Toxine erreicht meistens das Zytosol der Zelle Gber ein azidisches
zellulares Kompartiment. Es gibt Hinweise darauf, dass ein niedriger pH-Wert
eine Konformationsanderung innerhalb des Toxins hervorruft, die dazu fuhrt,
dass sich das Toxin in die Lipiddoppelschicht einbaut und den Transfer der
katalytischen A-Domane ins Zytosol vermittelt (Barth et al., 2000; Barth et al.,
2001; Collier, 2001). Die zweite Gruppe der AB-Toxine bendétigt keinen
niedrigen pH-Wert, um das Zytosol zu erreichen; es gibt eher Hinweise
darauf, dass die Reduktion der einzigen Disulfidbriicke, die die A-Untereiheit
mit dem B-Oligomer verbindet, ausreicht, um den A-Teil des Toxins
translokationskompetent zu machen (Majoul et al., 1996; Sandvig and van
Deurs, 1996). Im Zytosol angelangt, kbnnen diese Toxine eine Reihe von
essenziellen Zellablaufen storen. Einige Toxine attackieren verschiedene
Komponenten der Proteinsynthese, andere stéren die Aktin-Polymerisation.
Eine weitere Gruppe der ABs-Toxine hat sich auf die Manipulation von G-
Proteinen spezialisiert, die verschiedene Signaltransduktionen steuern.
Weitere Toxine erh6hen aktiv den cAMP-Gehalt in der Zelle. Andere Toxine
dieser Gruppe beeintrachtigen das Immunsystem oder greifen verschiedene

Stellen des vesikularen Transportsystems an (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: Proteintoxine, ihre Struktur und enzymat  ische Aktivitat

(geéndert nach (Sandvig and van Deurs, 2002)

Toxin Produzent Toxinstruktur Aktivitat Zielprotein
Membranschadigende Toxine
Porenbildung
) Polypeptidkette )
Aerolysin Aeromonas ssp. Porenbildung
Monomer
) o ) Polypeptidkette ]
a-Hamolysin Escherichia coli Porenbildung
Monomer
enzymatische Membranschadigung
) ) B Polypeptidkette ) Phospho-
Phospholipase A Bacillus subtilis Lipase o
Monomer lipide
Polypeptidkette Sphingo- Sphingo-
B-Hamolysin Clostridium perfringens ypep P ) 9 P ) g
Monomer myelinase myelin
Internalisierte Toxine
Beeintrachtigung der Signaltransduktion
] o ADP-ribosyl- )
Cholera Toxin Vibrio cholerae ABs-KDEL G-Protein
Transferase
) o ] ADP-ribosyl- )
Enterotoxin Escherichia coli ABs-KDEL G-Protein
Transferase
) ) . ADP-ribosyl- )
Pertussis Toxin Bordetella pertussis ABs G-Protein
Transferase
Beeintrachtigung der Proteinsynthese
Shiga-Toxin Shigella dysenteriae ABs N-Glycosylase 28S rRNA
) ) ) Corynebacterium ADP-ribosyl-
Diphterie Toxin ) ) AB EF-2
diphteriae Transferase
] Pseudomonas ADP-ribosyl-
Exotoxin A ) AB-REDLK EF-2
aeruginosa Transferase
Ricin Ricinus communis AB N-Glycosylase 28S rRNA
Beeintrachtigung des Zytoskeletts
o o ADP-ribosyl-
C2,3-Toxin Chlostridium botulinium AB G Aktin
Transferase

Beeintrachtigung des Membrantransports

VacA Helicobacter pylori AB Vakuolenbildung
Tetanus Neurotoxin Clostridium tetani AB Zink-Endoprotease VAMP
Beeintrachtigung der Immunantwort
) ) ) Uberexpression Makro-
Anthrax-Toxin Bacillus anthracis AB ]
von Cytokinen phagen
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Zwischen dem K28-Toxin der Hefe S. cerevisiae und den bakteriellen AB-
Toxinen bestehen groRe Homologien in der Toxinstruktur, der
Toxinaufnahme, im Transport duch die Zelle und in der eigentlichen
Toxinwirkung. Die Untereinheiten a und 3 von K28 sind ebenfalls durch eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden und eine Aufgabenteilung der
einzelnen Untereinheiten in Bindung und Transport (B-Untereinheit) auf der
einen Seite und toxischer Wirkung (a-Untereinheit) auf der anderen ist auch
beo diesem Toxin zu erkennen. Wie die AB-Toxine wird K28 Uber einen
Plasmamembranrezeptor endozytotisch in die Zelle aufgenommen und
durchlauft den retrograden Sekretionsweg aufgrund eines spezifischen ER-
Retentionssignals am (B-C-Terminus (HDEL). Dieser Weg, und damit das
Vorhandensein des HDEL-Rezeptors im Golgi, wird analog von bestimmten
bakteriellen Toxinen genutzt. In Saugerzellen steht hierfir der KDEL-
Rezeptor zur Verfiigung; die entsprechenden KDEL-Sequenzen (oder deren
Variationen) sind in der A-Untereinheit des Cholera-Toxins, des Enterotoxins
(LT1) und des Exotoxins A (RDELK) enthalten (siehe Tabelle 1). In der
Toxinwirkung haben die AB-Toxine mit K28 gemeinsam, dass sie ebenfalls
den Zelltod durch mehrere Mechanismen auslésen kénnen (Sandvig and van
Deurs, 2002). Die Toxine Ricin und Shiga-Toxin nehmen Einfluss auf die
Proteinbiosynthese und sind wie K28 in der Lage, Apoptose in der Zielzelle
auszulosen (Baluna et al., 2000; Lee et al., 2005; Reiter et al., 2005; Shih et
al., 2001).
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1.5  Ziele und Fragestellungen der Arbeit

In dieser Arbeit wurden im Wesentlichen drei Themenkomplexe bearbeitet,
die die Toxinaufnahme, den Toxintransport und die Rolle der Ubiquitinierung
im  Wirkungsmechanismus des K28-Toxins auf molekularer Ebene
behandeln.

Der erste Teil befasst sich mit der endozytotischen Aufnahme des
Toxins. Hauptschwerpunkt lag hierbei in der Identifizierung des
Plasmamembranrezeptors von K28. Hierzu sollten die Ergebnisse von
Spindler (2004) bezuglich der Rolle von Erd2p verifiziert und insbesondere
der Erd2p-Rezeptor an der Plasmamembran nachgewiesen werden. Um
genauere Einblicke in die molekularen Mechanismen der Endozytose des
K28-Toxins zu erhalten, wurde ein Screen von Deletionsmutanten
durchgefihrt, in dem nach K28-resistenten bzw. -hypersensitiven Mutanten
gesucht wurde.

Der zweite Teil behandelt den Toxintransport aus dem Endoplasmatischen
Retikulum in das Zytosol der Zielzelle. Hier sollte geklart werden, welche
Proteine an der ER-Translokation beteiligt sind.

Schlieflich sollte im letzten Teil die Rolle der Ubiquitinierung an der
Toxinwirkung analysiert werden. Hier sollte der Einfluss der Ubiquitinierung
des Toxins auf dessen Transfer aus dem ER ins Zytosol untersucht werden.
Ein weiterer Punkt, der adressiert werden sollte und sich erst im Rahmen
dieser Arbeit ergab, war der Effekt der Ubiquitinierung auf die endozytotische

Aufnahme des K28-Toxins.
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2 Material und Methoden

2.1  Organismen

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Hefestamme, deren

Eigenschaften und Herkunft sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

Tabelle 2:

Verwendete Stamme der

(relevante Gendeletionen sind im Fettdruck dargestellt)

Hefe S. cerevisiae

Stamm Genotyp Referenz
SEY6210 MATa ura3 leu2 his3 trpl lys2 suc?2 Nishikawa et al., 2001
MAT a ade2 ade3 his3-4200 leu2-3,-112
ura3-52 TRP1 erd2-ANco
AYA12 H. Pelham
mit Plasmid pYA12 (24 URA3 ADE3
SEC12)
Euroscarf,
BY4742 MATa his341 leu240 lys240 ura340 _
OpenBiosystems
MATa/MATa his3-41/his341
leu2-40/leu240 lys2-40/LYS2
YBLO040c Euroscarf
MET15/met15-40 ura3-40/ura3-40
YBL040c::kanMX4/YBL040c
RH448 MATa his4 leu2 ura3 lys2 barl Raths et al., 1993
RH1623 MATa ura3 leu2 his4 barl ts end3 Raths et al., 1993
192.2d MATa ura3 leu2 Schmitt et al., 199)
MATa A4scjl::TRP1 ura3 leu2 trpl his3 o
SNY1025 Nishikawa et al., 2001
lys2 suc2
MATa diem1::LEU2 ura3 leu2 trpl his3 o
SNY1028 Nishikawa et al., 2001
lys2 suc?2
SNY1026-| MATa diem1::LEU2 Ascjl::TRP1 ura3 .
Nishikawa et al., 2001
TA leu2 trp1 his3 lys2 suc2
W303 Mata ura3 leu?2 trpl his3 Kurjan, 1985
MATa pdil::HIS3 dpcrl dengl Ampdl |Norgaard et al., 2001
M4492 Ampd?2::G418 ura3 trpl his3
pBH1800 [MPD1 CEN TRP1]




Material und Methoden

20

Stamm Genotyp Referenz
Frand and Kaiser,
M4560 MATa ts erol-1 ura3 leu2 trpl his3
1998
pdil::His3 ade2-1 can1-100 ura3-1 leu2-
M4130 3,112 trp1-1 his3-11,15 Holst et al., 1997
pCT37[PDI1 unter Gal-Promotor, URAS]
Mata, ura3-52, leu2-3, cdc48-3
WPY106 Ye et al., 2003
Mat a, his4-519, ura3-52, ade1-100,leu2-
BWG 1-7a Ye et al., 2003
3,-112
Mat a, his4-519, ura3-52, ade1-100,leu2-
PM373 Ye et al., 2003
3,-11, ufd1-1
5288C Mata,ura3-52, leu241, trp1463 Ye et al., 2003
PSY2340 Mata,ura3-52, leu241, trp1463 npl4-1 Ye et al., 2003
PSY2341 Mata,ura3-52, leu241, trp1463 npl4-2 Ye et al., 2003
MATa leu2-3, 112, his 3-11, ura3-52,
JN55 Becker et al., 1996
trpl4l, lys2
MAT a, leu2-3, 112, his3-11, ura3-52,
trplA4l, lys2, ssal-45ts, ssa2::LEU2,
al-45AU Becker et al., 1996
ssa3::TRP1, ssa4::LYS2
Nonpermissive temperature: 37C
MAT a, ura3-52, leu2-3, 112, his3-11,15,
JN212 Becker et al., 1996
lys2, trpl41, Assbl, Assb2
Mata, prcl-1, trpl-1, his34200, ura3-52,
YWO01 Wolfgang Seufert
lys2-801,leu2-3-112
Mata, prcl-1, trpl-1, his34200, ura3-52,
YWO13 Wolfgang Seufert
lys2-801,leu2-3-112 ubc4::His3
LHY291 MATa his3 trpl lys2 ura3 leu2 barl Dunn and Hicke, 2001
LHY23 Mata ura3 leu2 trpl barl rsp5-1 Dunn and Hicke, 2001
MATa his3 lys2 trpl ura3 rsp54::HIS3 )
LHY434 Dunn and Hicke, 2001
leu2::RSP5::LEU2 barl4::HIS3
MATa his3 lys2 trpl ura3 rsp54::HIS3 )
LHY433 Dunn and Hicke, 2001
leu2::rsp5-2::LEU2 barl4::HIS3




Material und Methoden 21

Stamm Genotyp Referenz

MATa Arsp5::HIS3 leu2 ura3 his3 trpl .
LHY1654 Dunn and Hicke, 2001

barl GAL pRSP5 [TRP1]

MATa Arsp5::HIS3 leu2 ura3 his3 trpl .
LHY1729 Dunn and Hicke, 2001

barl GAL pRSP5-WW1 [TRP1]

MATta Arsp5::HIS3 leu2 ura3 his3 trpl .
LH1735 Dunn and Hicke, 2001

barl GAL pRSP5-WWS3 [TRP1]

MAT @, his3-4200, leu2-3,112, ura3-52, Amerik et al., 2000

MHY501
lys2-801, trpl-1
MAT a, his3-4200, leu2-3,112, ura3-52, Amerik et al., 2000
MHY623 lys2-801, trp1-1, doa4-41::LEU2
WCG4 |MATa, his3-11,15 leu2-3,112 ura3 Heinemeyer et al.,
1993
Heinemeyer et al.,
Prel-1 MATa, his3-11,15 leu2-3,112 ura3 prel-1 1993

Heinemeyer et al.,

Pre2-2 MATa, his3-11,15 leu2-3,112 ura3 pre2-2
1993
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Tabelle3: Auflistung verwendeter Hefen mit Deletion
relevanten Genen

Openbiosystems)

(ausgehend vom S.

en in Endozytose -
cerevisiae Wildtypstamm BY4742,

ORF deletiertes Gen ORF deletiertes Gen

1 YALOO2w VPS8 42 YCR009¢c RVS161
2 YALOO5c SSA1 43 YCRO032w BPH1
3 YALOO07c ERP2 44 YCRO067¢c SED4
4 YALO14c SYNS 45 YCRO75¢c ERS1
5 YALO026¢ DRS?2 46 YDLO18c ERP3
6 YAL029¢c MYO4 47 YDLO77c VAMG
7 YALO30w SNC1 48 YDL107w MSS2
8 YALO42w ERV46 49 YDL128w VCX1
) YALO048¢c - 50 YDL137w ARF2
10 YAR002c-a ERP1 I51 YDL161w ENT1
11 YBLO07c SLA1 I52 YDL185w TFP1
12 YBLO17c PEP1 153 YDL192w ARF1
13 YBLO47c EDE1 54 YDL194w SNF3
14 YBLO63w KIP1 155 YDL198¢c YHM1
15 YBL078c AUT7 I56 YDL210w UGA4
16 YBLO99w ATP1 57 YDL226¢ GCS1
17 YBL106¢ SRO77 I58 YDRO027c VPS54
18 YBRO21w FUR4 159 YDRO046¢ BAP3
19 YBRO39w ATP3 l60 YDRO57w YOS9
20 YBRO68c BAP2 l61 YDR108w GSG1
21 YBR069c TAT1 l62 YDR117c -

22 YBRO97w VPS15 l63 YDR129c SAC6
23 YBR105¢c VID24 l64 YDR136¢ VPS61
24 YBR127c VMA2 165 YDR139c RUBL1
25 YBR131w Cczl 66 YDR142c PEX7
26 YBR162w-a YSY6 167 YDR153c ENT5
27 YBR164c ARL1 l68 YDR229w VY1
28 YBR169c SSE2 69 YDR298¢c ATP5
29 YBR170c NPL4 70 YDR320c SWA2
30 YBR171w SEC66 71 YDR323c PEP7
31 YBR172c SMY?2 72 YDR335w MSN5
32 YBR217w APG12 73 YDR345¢c HXT3
33 YBR264c YPT10 74 YDR372c VPS74
34 YBR283c SSH1 75 YDR384c ATO3
35 YBR286wW APE3 76 YDR388w RVS167
36 YBR288¢c APM3 77 YDR395w SXM1
37 YBR294w SuL1 78 YDR400W URH1
38 YBR298c MAL31 79 YDR424c DYN2
39 YCLO008c STP22 80 YDR432w NPL3
40 YCL038¢c AUT4 81 YDR456wW NHX1
41 YCLO40w GLK1 82 YDR470c UGO1
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ORF deletiertes Gen ORF deletiertes Gen
83 YDR481c PHOS8 129 | YGL212w VAM7
84 YDR484w VPS52 130 | YGL216w KIP3
85 YDR488c PAC11 131 YGL223c COG1
186 YDR490c PKH1 132 YGR020c VMA7
187 YDR497c ITR1 133 | YGRO55w MUP1
88 YDR508c GNP1 134 YGRO57¢c LST7
189 YELOO6wW - 135 YGR121c MEP1
o0 YELO27w CUP5 136 | YGR131lw -
lo1 YELO31w SPF1 137 | YGR166w KRE11
192 YELO51w VMAS 138 | YGRI167w CLC1
lo3 YELO60c Prbl 139 YGR241c YAP1802
lo4 YELO61c CIN8 140 YGR261c APL6
lo5 YEL063c CAN1 141 YHLOO02w HSE1
lo6 YERO17c AFG3 142 YHLO019c APM?2
lo7 YERO019c-a SBH2 143 YHLO31c GOS1
los YERO031c YPT31 144 | YHLO36w MUP3
99 YERO039c HVG1 145 | YHRO12w VPS29
100 YERO53c - 146 YHR028¢c DAP2
101 YERO56¢ FCY2 147 YHRO043c DOG?2
102 YER110c KAP123 148 | YHRO50w SMF2
103 YER119c AVT6 149 YHRO064c SSz1
104 YER144c UBP5 150 YHR092¢ HXT4
105 YFLO11lw HXT10 151 YHR094c HXT1
106 YFL025¢ BST1 152 | YHR108w GGA2
107 YFLO26wW STE2 153 | YHR11lOw ERP5
108 YFLO41w FETS 154 | YHR123w EPT1
109 YFLO050c ALR2 155 | YHR127w HSN1
110 | YFRO19w FAB1 156 YHR129¢c ARP1
111 | YFRO45w - 157 YHR135¢c Yckl
112 | YGLOO2w ERP6 158 | YHR142w CHS7
113 YGLO005¢ COG7 159 YHR161c YAP1801
114 | YGLOO6w PMC1 160 | YHR195w NVJ1
115 | YGLO16w KAP122 161 YILOO5w EPS1
116 | YGLO51w MST27 162 YIL030c SSMm4/
117 YGLO054c ERV14 163 YILO76w SEC28
118 YGLO77¢c HNM1 164 YIL170w HXT12
119 YGLO095¢ VPS45 165 YIRO04w DJP1
120 YGL104c VPS73 166 YIR028w DAL4
121 | YGL114w - 167 YJLOO4c SYS1
122 | YGL156w AMS1 168 YJL024c APS3
123 YGL167c PMR1 169 YJL029c VPS53
124 | YGL180w APG1 170 YJLO44c GYP6
125 YGL200c EMP24 171 YJL093c TOK1
126 YGL206¢ CHC1 172 YJLO99w CHS6
127 | YGL210w YPT32 173 YJL129c TRK1
128 | YGL212w VAM7 174 YJL133w MRS3
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ORF deletiertes Gen ORF deletiertes Gen
175 YJL154c VPS35 221 YLRO81w GAL2
176 YJL172w CPS1 222 YLRO083c EMP70
177 YJL178c ETF1 223 YLR119w SRN2
178 YJL192¢c SOP4 224 YLR148w PEP3
179 YJL214w HXT8 225 YLR170c APS1
180 YJROO1w AVT1 226 YLR207w HRD3
181 YJROO5w APL1 227 YLR240w VPS34
182 YJR031c GEA1l 228 YLR250w SSP120
183 YJR040w GEF1 229 YLR262c YPT6
184 YJR044c VPS55 230 YLR268w SEC22
185 YJR058¢c APS2 231 YLR292c SEC72
186 YJR059w PTK2 232 YLR295c ATP14
187 YJRO74w MOG1 233 YLR309c IMH1
188 YJRO77c MIR1 234 YLR337c VRP1
189 YJR090c GRR1 235 YLR348c DIC1
190 YJR095w SFC1 236 YLR370c ARC18
191 YJIJR121w ATP2 237 YLR380W CSR1
192 YJR131w MNS1 238 YLR396¢ VPS33
193 YJR152w DAL5 239 YLR447c VMAG
194 YKLOO2w DID4 240 YMLOO1w YPT7
195 YKLO16¢c ATP7 241 YMLO12w ERV25
196 YKLO41w VPS24 242 YMLO42w CAT2
197 YKLO79w SMY1 243 YMLO62c MFT1
198 YKLO80w VMAS5 244 YMLO67c ERV41
199 YKL103c LAP4 245 YMLO71c COG8
200 YKL126w YPK1 246 YMLO97c VPS9
201 YKL129c MYO3 247 YML103c NUP188
202 YKL135¢c APL2 248 YML111w BUL2
203 YKL146w AVT3 249 YML123c PHO84
204 YKL175w ZRT3 250 YMRO11w HXT2
205 YKL179c Covy1 251 YMRO17w SPO20
206 YKL188c PXA2 252 YMRO54w STV1
207 YKL198c PTK1 253 YMRO58w FET3
208 YKL199c YKT9 254 YMRO089c YTA12
209 YKL206C - 255 YMR109w MYQO5
210 YKL212w SAC1 256 YMR166¢ -
211 YKRO14c YPT52 257 YMR183c SS0O2
212 YKRO020w VPS67 258 YMR184W -
213 YKRO0O39w GAP1 259 YMR198w CIK1
214 YKRO052c¢ MRS4 260 YMR231w PEP5
215 YKRO054c¢ DYN1 261 YMR243c ZRC1
216 YKR0O93w PTR2 262 YMR264w CUE1
217 YLLO24c SSA2 263 YMR297w PRC1
218 YLLO43w FPS1 264 YMR319c FET4
219 YLRO18c POM34 265 YNLOO3c PETS
220 YLRO25w SNF7 266 YNLO41c COG6
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ORF deletiertes Gen ORF deletiertes Gen
267 YNLO44w YIP3 313 YOR216¢c RUD3
268 YNLO51w COG5 314 YOR270c VPH1
269 YNLO55c¢ POR1 315 YOR307c¢c SLY41
270 YNLO70w TOM7 316 YOR316¢c COoT1
271 YNLO79c TPM1 317 YOR327¢c SNC2
272 YNLO83w - 318 YOR332w VMA4
273 YNLO84c END3 319 YOR348c PUT4
274 YNLO93w YPT53 320 YPLO19c VTC3
275 YNL101w AVT4 321 YPLO45w VPS16
276 YNL121c TOM70 322 YPLO51w ARL3
277 YNL142w MEP2 323 YPLOG5w VPS28
278 YNL154c YCK2 324 YPLO78c ATP4
279 YNL183c NPR1 325 YPL120w VPS30
280 YNL243w END4 326 YPL125w KAP120
281 YNL268w LYP1 327 YPL145c KES1
282 YNL270c ALP1 328 YPL147w PXA1
283 YNL304w YPT11 329 YPL155¢ KIP2
284 YNL318c HXT14 330 YPL174c NIP100
285 YNL325c¢ FIG4 331 YPL195w APL5
286 YNROO6wW VPS27 332 YPL232w SSO1
287 YNROO7c AUT1 333 YPL234c TFP3
288 YNRO49c MSO1 334 YPL259c APM1
289 YNRO72w HXT17 335 YPL271w ATP15
290 YOLO013c HRD1 336 YPROO9w -
291 YOLO018c TLG2 337 YPRO11c -
292 YOLO20w TAT2 338 YPRO17c DSS4
293 YOLO44w PEX15 339 YPR024w YMEL1
294 YOLO062c APM4 340 YPR028w YOP1
295 YOLO082w CVT19 341 YPRO029c APL4
296 YOL103w ITR2 342 YPRO32w SRO7
297 YOL122c SMF1 343 YPRO36w VMA13
298 YORO034c AKR2 344 YPRO037c ERV2
299 YORO035c¢ SHE4 345 YPRO58w YMC1
300 YORO036w PEP12 346 YPR095c SYT1
301 YORO037w cyc2 347 YPR124w CTR1
302 YORO045w TOM6 348 YPR129w SCD6
303 YORO070c GYP1 349 YPR141c KAR3
304 YORO087w YVC1 350 YPR149w NCE102
305 YORO089c VPS21 351 YPR173c VPS4
306 YOR094w ARF3 352 YPR185w APG13
307 YOR100c CRC1
308 YOR106w VAM3
309 YOR106w Vam3
310 YOR115c¢c TRS33
311 YOR130c ORT1
312 YOR185c¢c GSP2




Material und Methoden 26

2.2 Plasmide

Die Klonierungs- und Expressionsvektoren, die in dieser Arbeit verwendet
bzw. im Rahmen dieser Arbeit neu erstellt wurden, sind in Tabelle 4
dargestellt.

Tabelle 4 : Auflistung der verwendeten bzw. neu ent  standenen Plasmide

Plasmid Grolke (kb) Eigenschaften Herkunft

E. coli Vektor zur
Zwischenklonierung von PCR-
pCR2.1- Produkten (TA-Klonierung), .
3,9 . ) , Invitrogen
TOPO Bindungsstelle fir M13-Primer zur
Sequenzierung des Inserts,

Kan®, Amp~®

2u-Vektor mit zwei MCS und
hefeeigenem GAL1- und GAL10-
PESC-Trp 6,5 Stratagene

Promotor,
TRP1-Marker, Amp®

pPESC-Trp-Derivat mit EcoRI/Bglll-
pErdZGFP 8,0 Fragment, bestehend aus dem Ries, 2004

Erd2/GFP-Fusionsgen (1,5 kb)
pPESC-Trp-Derivat mit EcoRI/Bglll-
pErd2°™° 7.3 Fragment, bestehend aus dem Ries, 2004
Erd2/cmyc-Fusionsgen (0,8 kb)
pFP mit Hindlll/EcoRI-Fragment,
paGFpPPE- 4.4 bestehend aus dem Spindler, 2004
K28-Alpha/GFP/HDEL-Fusionsgen

2u-Vektor , enthalt das intronlose
Kopie des Erd2-Gens aus

pYSCE - o H. Pelham

S. cerevisiae

Leu2-Marker, AmpR

2u-Vektor, enthalt eine intronlose

Kopie des Erd2-Gens aus
Semenza et

al., 1990

JS209 - S. cerevisiae mit C-terminalem
cMyc-Tag,
-Marker, AmpR
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Erd2/cmyc-Fusionsgen (0,8 kb)

Plasmid GrolR3e (kb) Eigenschaften Herkunft
pRS316 mit einem 2,6 kb
Kpnl/Xbal-Fragments des PDI1 Norgaard et
pCT38 -
Gens, al., 2001
URA3-Marker, AmpR
PDI1-Gen unter Kontrolle eines
Holst et al.,
pCT37 - GAL-Promotors,
R 1997
URA3-Marker, Amp
PDI[CGHS-SGHS], TRP1-Marker, Holst et al.,
Q3020 - R
Amp 1997
PDI[SGHS-CGHS], TRP1-Marker, Holst et al.,
Q3025 - R
Amp 1997
pPGK mit einem 1,3 kb
GFP Xhol/BamHI-Fragment, bestehend . .
pSL-Ubc4 7,1 . diese Arbeit
aus dem Ubc4/GFP-Fusionsgen,
URA3-Marker, AmpR
2u-Vektor , enthalt das Ubiquitin-
Gen aus S. cerevisiae mit Lys/Arg-
Austausch an Position 48 unter der | Hochstrasser
YEP110 - . )
Kontrolle des induzierbaren CUP1- etal., 1991
Promotors
TRP1-Marker, AmpR
2u-Vektor , enthalt das Ubiquitin-
Gen aus S. cerevisiae mit Lys/Arg-
Austausch an Position 48 und 63 .
pwoO21 - Dieter Wolf
unter der Kontrolle des
induzierbaren CUP1-Promotors
TRP1-Marker, Amp®
2p-Vektor mit MCS und
pYX242 9,5 hefeeigenem TPI-Promotor, R&D Systems
LEU2-Marker, AmpR
pYX242-Derivat mit EcoRI/HindllI-
pSL-K28 10,5 Fragment, bestehend aus dem diese Arbeit
Erd2/cmyc-Fusionsgen (0,8 kb)
pPESC-Trp-Derivat mit EcoRI/Bglll-
pSL-K294R 10,5 Fragment, bestehend aus dem diese Arbeit
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2.3

Oligonukleotide

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten PCR-Primer (R
Erkennungsstellen sind grau hinterlegt dargestellt)

estriktionsendonuklease-

CTATTT GGA

Primer Sequenz (5°-3") Verwendung
Primer zur Erstellung eines
CTC GAG GAA TTC ATG AAT CCG )
; Erd2/GFP-Fusionsgens bzw.
5"-ERD2 TTT AGAATC TTAGGT ATG TTA

Erd2/cmyc-Fusionsgens
(Xhol/EcoRl)

3’-ERD2-5"-GFP

GAA CAG CTCCTC GCC CTT GCT
CACTTT TGG CAG TTT GAA ACC
CTTTCCTCTG

SOE-Primer zur Erstellung
eines Erd2/GFP-Fusionsgens

5-GFP-3"-ERD2

CAG AGG AAA GGG TTT CAA ACT
GCC AAA AGT GAG CAA GGG
CGAGGAGCTGTTC

SOE-Primer zur Erstellung
eines Erd2/GFP-Fusionsgens

AGA TCT GTC GAC TTACTT GTA

Primer zur Erstellung eines

TCCTCATTATTT

3’-GFP Erd2/GFP-Fusionsgens
CAG CTC GTC CAT GCC GAG
(Bglll/Sall)
Primer zur Erstellung eines
AGA TCT GTC GAC TTA GAAIATE | Erd2/cmyc-Fusionsgens,
3’ERD2CMYC TTCTTCACAAATCAATTITIC |enthalt die Sequenz des
FCTTT TG cmyc-Tags
(Bglll/Sall)
Primer zur Erstellung eines
CTC GAG ATG TCT TCT TCT AAA )
Xhol-UBC4 Ubc4/GFP-Fusionsgens,
CGT ATT GCT AAA
(Xhaol)
AAC AGC TCC TCG CCC TTG CTC | SOE-Primer zur Erstellung
GFP-UBC4 ACC ATT ACAGCG TATTTC TTT | eines Ubc4/GFP-
GTC CAT TCT CTG GC Fusionsgens
GCC AGA GAA TGG ACA AAG | SOE-Primer zur Erstellung
UBC4-GFP AAA TAC GCT GTA ATG GTG AGC | eines Ubc4/GFP-
AAG GGC GAG GAG CTG TT Fusionsgens
Primer zur Erstellung eines
GGATCC TTACTT GTA CAG CTC )
GFP-BamHI Ubc4/GFP-Fusionsgens,
GTCC
(BamHI)
Primer zur Erstellung von
CCG GAATTC ATG GAG AGC GTT
E28 K28-Konstrukten (EcoRlI)
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Primer Sequenz (5°-3") Verwendung
Primer zur Erstellung von
CCC AAG CTT TTA GCG TAG CTC )
28H K28-Konstrukten (Hindlll)
ATC GTG GCA CCT
SOE-Primer zur Erstellung
K294RFOR ACG TCC GAG TGT TCT AGG TAC cines K28-K294R-
AAT GGT GTC ATC
Konstruktes,
SOE-Primer zur Erstellung
K294RREV GAT GAC ACC ATT GTA CCT AGA cines K28-K294R-
ACA CTC GGA CGT
Konstruktes,
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Tabelle 6: Auflistung der 5 IRD 800 markierten Prim er fur die DNA-
Sequenzierung

Primer Sequenz (5°-3") Verwendung

M13 universal

AGG GTT TTC CCA GTC ACG

Sequenzierung aus

ACGTT pCR2.1-TOPO

GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC Sequenzierung aus
M13 reverse

AGG pCR2.1-TOPO

K28cDNA

GGC CTG ACA GCA TCA GCT
AAC AAG GTA

Sequenzierung von K28-

Konstrukten

5 innerPrimerGFP

CTC GTG ACCACCCTGACCTA

Sequenzierung von GFP-

Fusionsgenen

5 InnerPrimerGFP2

GGG GTG GTG CCC ATC CTG

Sequenzierung von GFP-

Fusionsgenen

pYES2.1for

AAG GAG AAA AAA CCC CGG
ATC GGA CTACTA

Sequenzierung aus
pYES2.1/V5-His-TOPO

PYES2.1rev

GAG ACC GAG GAG AGG GTT
AGG GAT

Sequenzierung aus
pYES2.1/V5-His-TOPO
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2.4 Nahrmedien

LB-Medium

Pepton 1,0 %
Hefeextrakt 0,5 %
NaCl 0,5 %
(Agar 1,5 %)

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,0 eingestellt.
Zur Selektion von Plasmid-tragenden Klonen wurde dem Medium Ampicillin

bzw. Kanamycin in einer Endkonzentration von 50 pg/ml zugesetzt.

SOC-Medium

Hefeextrakt 0,5 %
Pepton 2,0 %
NaCl 10 mM
KCI 2,5 mM
MgCl, 10 mM
Glukose 20 mM
YEPD-Medium

Pepton 2,0 %
Hefeextrakt 1,0 %
Glukose 2,0 %

(Agar 15 %)
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Svynthetisches-Medium

(SC -Medium)

(NH4)2SO,4 0,5 %
.Yeast nitrogen base"

(YNB) 0,17 %
Glukose 2,0 %
10x d/o-LOsung 100 ml
H2Opigest 880 ml
(Agar 1,5 %)

10x d/o-L6sung

Isoleucin 300 mg/l
Valin 1500 mgl/l
Adenin 200 mgl/l
Arginin 200 mgl/l
Histidin 200 mgl/l
Leucin 1000 mgl/l
Lysin 300 mgl/l
Methionin 200 mgl/l
Phenylalanin 500 mg/l
Threonin 2000 mg/l
Tryptophan 200 mg/l
Tyrosin 300 mgl/l
Uracil 200 mgl/l

Zur Herstellung der jeweiligen 10xd/o-L6sung wurde(n) die zur Selektion der
Hefen nétige(n) Aminosauren weggelassen. Die 10x- d/o-Losung sowie die
Glukose-Losung wurden getrennt voneinander autoklaviert. YNB wurde in

20 ml sterilem Wasser gelost und sterilfiltriert.
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Methylenblauagar

Pepton 2,0 %
Hefeextrakt 1,0 %
Glukose 2,0 %
Zitronensaure 2,35 %
KoHPO, 3,17 %
Methylenblau 0,003 %
Agar 15 %

Agar-Agar und Glukose wurden getrennt von den anderen Bestandteilen
autoklaviert. Der pH-Wert des Grundmediums wurde mit K;HPO, auf 4,7
eingestellt. Zur weiteren Verwendung wurde der MB-Agar zu je 15 ml in

sterile Reagenzglaser pipettiert.

Minimal-Methylenblauagar

(NH4)2SO,4 0,5 %
»Yeast nitrogen base“ (YNB) 0,17 %
Glukose 2,0 %
10x d/o-LOsung 100 ml
H2Ovige 880 ml
Agar 15 %

Die 10x- d/o-L6sung sowie die Glukose/Agar-Agar-Losung wurden getrennt
von den anderen Bestandteilen autoklaviert. Der pH-Wert des
Grundmediums wurde mit K,HPO,4 auf 4,7 eingestellt. YNB wurde in 20 ml
sterilem Wasser geldst und sterilfiltriert. Zur weiteren Verwendung wurde der
Minimal-MB-Agar zu je 15 ml in sterile Reagenzglaser pipettiert.
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YEPD-Regenerationsagar

Pepton 2,0 %
Hefeextrakt 1,0 %
Glukose 2,0 %
KCI 0,6 M
Agar 15 %

Der pH-Wert wurde mit 6 M HCI auf 4,7 eingestellt.

B-Medium nach Pfeiffer und Radler (1982)

LOosung 1
Glukose 50 g
H.O ad 180 ml
Lésung 2
Inosit 0,04 g
Tri-Natriumcitrat x 2 H,O 0,5 g
D,L-Apfelsaure 20 g
KH,PO,4 1,0 g
(NH4)ZSO4 1,5 g
MgSO4 1,0 g
H.O ad 700 ml, pH 4,7 mit KOH
Die Losungen 1 und 2 wurden getrennt autoklaviert.
10x Aminosaurestammldsung 100 ml
100x Vitaminstammldsung 10 ml

100x Spurenelementestammlésung 10 ml



Material und Methoden 35

Die drei Stammlosungen wurden 20 Minuten in stromendem Dampf bei

100<C getrennt sterilisiert und anschlieRend dem B- Medium hinzugefigt.

5"FOA-Medium

L6sung 1

5" FOA 1 g
2,4 mg/ml Uracil-Loésung 5 ml
H20 ad 500 ml
LGsung 2

YNB 1,7 g
NH4SO4 5 g
Glukose 20 g
Uracil-d/o-Mix 1,3 g
Agar 20 g
H20 ad 500 ml

Die Lésung 1 wurde eine Stunde bei leichter Hitze gerihrt und sterilfiltriert.
Die Losung 2 wurde autoklaviert, auf 65C abgekihlt und mit Lésung 1

vereinigt.

2.5 Puffer und Losungen

2.5.1 Standard-Puffer

7.5 M Ammoniumacetat

Ammoniumacetat 7,5 M

Die Losung wurde nach dem Autoklavieren bei Raumtemperatur gelagert.

70% Ethanol
Ethanol 70% (V/Iv)



Material und Methoden

36

10%-iges Glycerin
Glycerin 10% (V/v)

Die L6sung wurde nach dem Autoklavieren bei Raumtemperatur gelagert

10 x TE-Puffer
Tris/HCI 10 mM
EDTA 1 mM

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 7,5 eingestellt.

2.5.2 Puffer zu Bindungstests und Aufnahmestudien v

Tris/HCI-Puffer

Tris/HCI 0,1 M
DTT 5 mM
EDTA 5 mM

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 8,0 eingestellt.

Sorbit-Puffer

Sorbit 1,2 M
NazHPO4 0,5 M

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 8,0 eingestellt.

on K28-Toxin

Der Puffer wurde nach dem Autoklavieren bei Raumtemperatur gelagert.
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Citrat-Phosphat-Puffer nach Mcllvaine:

Zu einer 0,1 M Citrat-Lésung wurde 0,2M NayHPO,4-Losung bis zum
Erreichen eines pH-Wertes von 4,7 gegeben. Die Losung wurde durch

Zugabe von Sorbit (1,2 M) osmotisch stabilisiert und autoklaviert.

2.5.3 Puffer zur alkalischen Lyse

GTE-L6sung

Glukose 50 mM
Tris/HCI, pH 8,0 25 mM
EDTA 10 mM

Die LOsung wurde nach dem Autoklavieren bei 4C gel agert.

Kaliumacetat-Losung

Zur Herstellung einer 5 M Kaliumacetat-Losung wurden 29,5 ml Eisessig mit
KOH-Platzchen auf einen pH-Wert von 4,8 eingestellt, mit Aqua bidest auf

100 ml aufgefillt und autoklaviert.

NaOH/SDS-L6sung

NaOH 0,2 M
SDS 1 %

2.5.4 Puffer zur Isolierung chromosomaler DNA

Ammoniumacetat-Ldsung

C2H/NO; 4 M
Die Losung wure nach dem Autoklavieren bei Raumtemperatur gelagert.
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RNase A

1 mg RNase A wurde in 1 ml TE-Puffer gel6st, in Aliquots bei —20C gelagert
und vor Gebrauch auf 2 pg/ml in TE-Puffer verdinnt.

Breaking Buffer”

Triton-X-100 2 %
SDS 1 %
NacCl 100 mM
Tris/HCI, pH 8,0 100 mM
EDTA, pH 8,0 1 mM

Die Losung wurde nach dem Autoklavieren bei Raumtemperatur gelagert.

2.5.5 Puffer zur Agarosegelelektrophorese

.Gel-loading-Buffer" (GLB)

Glycerin (96%) 50 %
SDS 1 %
EDTA 125 mM
Bromphenolblau 0,05 %
Xylencyanol 0,05 %

10 xTBE-Puffer

Tris/HCI 0,89 M
Borsaure 0,89 M
EDTA 20 mM
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2.5.6 Puffer zur LiAc-Transformation

10 xLithiumacetat (LiAc)
Lithiumacetat 1 M

Der pH-Wert wurde mit Essigsaure auf 7,5 eingestellt und die Lésung nach

dem Autoklavieren bei Raumtemperatur gelagert.

50% Polyethylenglycol
PEG-4000 50 %

Die Losung wurde nach dem Autoklavieren bei Raumtemperatur aufbewabhrt.

LIAc/TE-L6sung

10 XTE-Puffer 1 Teil
10 xLiAc-L6sung 1 Teil
H20 steri 8 Teile
PEG-LGsung

50% PEG-4000 8 Teile
10 XTE-Puffer 1 Tell
10 xLiAc-L6sung 1 Teil

2.5.7 Puffer zur SDS-PAGE

Probenpuffer

SDS (10%(wi/v)) 1 mi
0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 2 mi
Glycerin 2,4 ml
Bromphenolblau 0,4 ml

HZO steril 4 ml



Material und Methoden

Sammelgel/Trenngel-Puffer fir Tris/Tricin-Gele
Tris-HCI, pH 8,45 3 M
SDS 0,3% (wiv)

5 x Anodenpuffer
Tris-HCI, pH 8,9 1 M

5 x Kathodenpuffer

Tris 500 mM
Tricin 500 mM
SDS 0,5% (wiv)

2.5.8 Puffer zum Western-Blot

Transferpuffer

Tris-HCI 25 mM
Glycin 190 mM
SDS 0,1% (wiv)
Methanol 20% (V/v)

10 x TBS-Puffer
Tris-HCI, pH 7,5 1 M
NaCl 1 M

Waschpuffer
Tween-20 0,3% (V/Iv)

in1x T TBS-
Puffer

Blockingpuffer

Waschpuffer 50 ml
Gelatine 1% (wiv)
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Féarbepuffer

Tris-HCI, pH 9,5 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 50 mM

Die Komponenten wurden einzeln angesetzt und erst kurz vor Gebrauch
vereinigt. In 10 ml Farbepuffer wurden 20 ul NBT/BCIP-Stammldsung

verdunnt.

2.5.9 Puffer zur Zelllyse und Zellfraktionierung vo  n S. cerevisiae

Spharoplastierungspuffer

Sorbit 800 mM
Tris-HCI, pH 7,5 10 mM
CacCly 10 mM
DTT 2 mM
Zymolyase-20T 200 ng/mi

DTT wurde sterilfiltriert und anschlieBend zu der autoklavierten Ldsung
gegeben. Die Zymolyase wurde erst kurz vor Gebrauch zugegeben. Der
Puffer wurde bei 4C gelagert.

Waschpuffer

Sorbit 800 mM
Hepes-KOH, pH 7,0 20 mM
K-Acetat 50 mM
EDTA 2 mM

Inkubationspuffer

Sorbit 800 mM
Tris-HCI, pH 7,5 10 mM
CaC|2 10 mM

Glukose 10 mM



Material und Methoden 42

Die Losung wurde autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

Lysepuffer

Sorbit 800 mM
Tris-HCI, pH 7,5 10 mM
CacCly 10 mM
Glukose 10 mM

Der Puffer wurde autoklaviert; kurz vor Gebrauch wurden Protease-

Inhibitoren (,Protease inhibitor cocktail tablets”, Roche) zugegeben.
2.5.10 Puffer zur Immunprazipitation

Lysepuffer

1 x PBS wurde mit EDTA (5 mM) und 0,02% (w/v) Natriumazid versetzt. Kurz
vor Gebrauch wurden Protease-Inhibitoren (,Protease inhibitor cocktail
tablets”, Boehringer Mannheim) zugegeben.

Waschpuffer

Triton-X-100 0,1% (V/v)
Tris-HCI, pH 7,4 50 mM
NacCl 300 mM
EDTA 5 mM
Natriumazid 0,02% (wiv)

Kurz vor Gebrauch wurden Protease-Inhibitoren (,Protease inhibitor cocktail

tablets”, Boehringer Mannheim) zugegeben.

2.5.11 Puffer zur Immunfluoreszenz

PBS-Puffer
KH2PO4 50 mM
NaCl 150 mM

Der pH-Wert wurde mit KOH auf 7,2 eingestellt.
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Phosphat-Puffer
KH,PO, 0,1 M

Der pH wurde mit KOH auf 6,5 eingestellt.

Phosphat-Sorbit-Puffer
KH,PO, 0,1 M
Sorbit 1,2 M

Der pH wurde mit KOH auf 6,5 eingestellt.

PBST-Puffer

KH,PO,4 0,01 M
KoHPO, 0,04 M
NaCl 0,15 M
Natriumazid 0,1 g/100 ml
BSA 10 mg/mi

2.6  Kulturbedingungen

Die Anzucht von E. coli erfolgte in LB-Flissigmedium auf einem
Rundschiittler bei 37C und 220 Upm. LB-Agarplatten wurden in einem
Brutschrank bei 37<C inkubiert.

Die Anzucht von S. cerevisiae erfolgte in YEPD-Flissigmedium oder
entsprechendem d/o-Medium auf einem Rundschittler bei 30C und 220
Upm. YEPD- bzw. d/o-Agarplatten wurden bei 30C im Brutschrank inkubiert.

2.7  Zellzahlbestimmung

2.7.1 Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl von S. cerevisiae wurde mit Hilfe einer Neubauer-

Zahlkammer (Kammertiefe 0,1 mm) mikroskopisch bestimmt.
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2.7.2 Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte von Kulturlésungen wurde bei einer Wellenlange von 600 nm
in einem UV-Spektrophotometer Biochrom 4060 (Pharmacia, Freiburg)
gegen unbeimpftes Medium gemessen. Die Schichtdicke der Kiuvette betrug

1cm.

2.8 Produktion von K28-Killertoxinkonzentrat

Mit Hefezellen des Stammes S. cerevisiae JR1 bzw. SK2-2 wurde eine erste
Vorkultur in 5ml B-Medium 1%ig beimpft. Das Volumen der zweiten
Vorkultur betrug zweimal 50 ml, das der Hauptkultur zweimal 2,5 I. Die
Vorkulturen wurden 24 h bei 30C und 190 Upm auf einem Rundschuttler
inkubiert. Die zweite Vorkultur und die beiden Hauptkulturen wurden jeweils
mit dem gesamten Volumen der entsprechenden Vorkultur beimpft. Die
Inkubation der Hauptkulturen erfolgte fir 4 Tage bei 20T unter leichtem
Schutteln (60 Upm), um eine Inaktivierung des Killertoxins durch einen zu
hohen Eintrag an Luftsauerstoff zu vermeiden. AnschlieRend wurden die
Zellen 15 Minuten bei 4C und 10.000 Upm abzentrifu giert. Der Toxinhaltige
Uberstand wurde bei 4 gelagert.

2.8.1 Ultrafiltration

Der zellfreie toxinhaltige Kulturiberstand wurde unter Stickstoff-Atmosphare
bei 4C und einem Druck von 1 bar im Sartorius-Ultr afiltrations-System
.Easy-Flow" Gber eine Polysulfonsauremembran mit einer Ausschlussgrenze
von 10 kDa um das 15-fache eingeengt. Das erhaltene Toxinkonzentrat
wurde erneut abzentrifugiert, um noch vorhandene Zellen zu entfernen, und
danach in einer Amicon-Filterzelle 8400 Uber eine OMO 10076-Membran
(Ausschlussgrenze 10 kDa) bei 4T unter 2,5 bar Stickstoffatmosphére
nochmals eingeengt, so dass 100- bis 150-fach konzentrierte Toxinlésungen

entstanden.
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2.8.2 Sterilfiltration

Das verbliebene Killertoxinkonzentrat wurde Uber einen Minisart-Filter der
Firma Sartorius (Porengréf3e 0,2 um) sterilfiltriert und in Aliquots bei —20T

gelagert.
2.9  Methylenblau-Agar-Diffusionstest (MBA-Test)

2.9.1 Killertest

Der Nachweis der Killertoxinaktivitdit eines Hefestammes erfolgte im
Agardiffusionstest nach Woods und Bevan (1968). Fur den Killertest wurde
der K28-hypersensitive Stamm S. cerevisiae 192.2d als sensitiver
Indikatorstamm verwendet, von dem etwa 10° Zellen in Reagenzglaser mit
15 ml verflussigtem und auf 48C temperiertem Methy lenblau-Agar (MBA)
eingebettet wurden. Nach Erstarren des Agars wurden 10yl des zu
testenden Killerstammes auf den Agar aufgetropft. Die Killeraktivitat der
Hefen zeichnete sich durch die Bildung einer klaren Hemmzone sowie einer

aulReren blau gefarbten Abtétungszone des sensitiven Teststammes aus.
2.9.2 Test auf Resistenz/Sensitivitat

2.9.2.1 Test auf Resistenz/Sensitivitat an intakten Zellen

Um einen S. cerevisiae Stamm auf Sensitivitdt bzw. Resistenz gegen K28 zu
testen, wurden 10° Zellen des entsprechenden Stammes, wie im Abschnitt
2.9.1 beschrieben, in Methylenblauager eingebettet. Nach Erstarren des
Agars wurden mit Hilfe eines Korkbohrers Locher mit einem Durchmesser
von 9 mm in den Agar gestanzt und 100 pl eines K28-Konzentrates, das aus
den Superkillerstammen S. cerevisiae JM8-2a (Maurer, 1999) oder
SK2-2 (Reiter, 2004) gewonnen wurde, einpipettiert. Die Platten wurden fur
vier Tage bei der angegebenen Temperatur inkubiert und die
Sensitivitat/Immunitat wurde anhand des Hemmhofdurchmessers (klare
Hemmzone und aul3ere, blau gefarbte Abtétungszone) ermittelt.

2.9.2.2 Test auf Resistenz/Sensitivitdt an Spharopl asten

Zur Untersuchung der Killertoxinwirkung auf Spharoplasten erfolgte die

Praparation der Spharoplasten wie unter Punkt 2.11.1 aufgefuhrt. Die
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Spharoplasten wurden in 1,2 M Sorbit-L6sung gewaschen und auf eine
Konzentration von 1 bis 5x10® Zellen/ml eingestellt. Von den
Verdunnungsstufen 102 und 10 wurden jeweils 0,1 ml in 5 ml verflissigten
Regenerationsagar (48TC; pH 4,7) Uberfuhrt und tber einer bereits 10 ml
Regenerationsagar enthaltenden Agarplatte ausgegossen. Anschlie3end
wurden die Spharoplasten nach der unter Punkt 2.9.2.1 beschriebenen
Methode auf Resistenz bzw. Sensitivitat gegen das Killertoxin K28 tberpruft.
Um den Anteil an nicht sphéaroplastierten Zellen zu ermitteln, wurden 0,1 ml
der Zellsuspension mit 1x10’ bis 1x10® Zellen/ml in 3 ml steriles Wasser
Uberfihrt und zwei Minuten auf dem ,Vortex* geschiittelt, um Sphéaroplasten
zu lysieren. Anschlie3end wurden eventuell noch vorhandene intakte Zellen
abzentrifugiert (15 min; 3.500 Upm), in 0,1 ml sterilem Wasser
aufgenommen, auf YEPD-Agar ausplattiert und zwei Tage bei 30T inkubiert.

2.10 Eichung der Toxinkonzentration im Agardiffusio nstest

Um einen quantitativen Vergleich der relativen Toxin-Sensitivitaten zwischen
verschiedenen Hefestammen durchfiihren zu kénnen, musste eine Eichung
der Toxinkonzentration gegen den Hemmhofdurchmesser des verwendeten
Stammes im entsprechenden Methylenblauagar durchgefiihrt werden. Infolge
der Toxin-Diffusion in den Agar bildet sich ein Konzentrationsgradient aus,
wobei die Konzentration des Toxins vom Stanzloch bis zum Rand der Platte
logarithmisch abnimmt. Geringe Anderungen im Hemmhofdurchmesser der
untersuchten Stamme entsprechen daher weitaus hoheren bzw. geringeren
Sensitivitaten, als durch den gemessenen Hemmhofdurchmesser zum
Ausdruck gebracht werden kann. Zur Erstellung der Eichgeraden wurden
jeweils 100 ul verschiedener Toxinverdinnungsstufen in ein aus einer
Agarplatte (mit entsprechend eingebettetem Hefestamm) ausgestanztes
Loch pipettiert und nach dreitdgiger Bebritung bei 20C die
Hemmhofdurchmesser bestimmt. Zur Darstellung der Ergebnisse wurden die
Toxinkonzentrationen gegen die korrespondierenden Hemmhofdurchmesser

halblogarithmisch aufgetragen.
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2.11 Bindungstests von K28-Toxin an spharoplastiert en

Hefezellen

2.11.1 Sphéaroplastierung

In osmotisch stabilisiertem Medium kénnen durch Verdau der Hefezellwand
spharoplastierte Hefezellen gewonnen werden. Dies ermoéglicht eine
Untersuchung zur Bindung von K28 an den Sekundarrezeptor in der
Plasmamembran sensitiver Hefezellen, weitgehend ohne den stérenden
Einfluss der Hefezellwand und der darin enthaltenen Primarrezeptoren. Die
Durchfihrung erfolgte in Anlehnung an eine von Zhu und Bussey (1989)
entwickelte Methode.

Zur Praparation der Spharoplasten wurden die Hefezellen in Ura d/o-
Flissigmedium bis zu einer Zellzahl von 2 bis 5x10’ Zellen/ml kultiviert,
danach abzentrifugiert (10 min, 5.000 Upm), zweimal mit sterilem Wasser
gewaschen und in einer Konzentration von 5x10’ Zellen/ml in Tris/HCI-Puffer
aufgenommen. Der Zusatz von EDTA diente der Komplexierung von
stabilisierenden Ca**-lonen, DTT =zur Reduktion von Disulfidbriicken
innerhalb der Zellwand. Die Suspension wurde 30 Minuten bei 30C und
150 Upm leicht geschittelt. Nach dem Abzentrifugieren (10 min, 5.000 Upm)
und Waschen mit sterilem Wasser wurden die Zellen in sterilem Sorbit-Puffer
in einer Konzentration von 5x10’ Zellen/ml resuspendiert. Das Sorbit diente
hierbei als osmotischer Stabilisator. Dem Versuchsansatz wurden 500 pg/ml
Zymolyase-20T zugesetzt, welche spezifisch B-1,3-glykosidische Bindungen
linearer Glukose-Polymere hydrolisiert. Nach einer Inkubation fur 45-90
Minuten auf dem Schuttler (30C, 130 Upm) erfolgte die Uberpriifung der
Spharoplastierung. Dazu wurde das Verhalten der Zellen in Gegenwart einer
10%-igen SDS-L6sung unter dem Mikroskop verfolgt. Die sphéaroplastierten
Zellen wurden abzentrifugiert (5 min, 2.500 Upm), zweimal mit sterilem

Sorbit-Puffer gewaschen und in Mcllvaine-Puffer resuspendiert.

2.11.2 Bindungsstudien

In Anlehnung an eine von Al-Aidroos und Bussey (1978) entwickelte und von
Schmitt und Radler (1988) modifizierte Methode wurde die Bindung von K28-

Killertoxin an spharoplastierten Zellen untersucht. Dazu wurden die
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jeweiligen Stamme zunachst Uber Nacht in ura d/o-Galaktose-Medium bis zu
einer Zellzahl von 5x10” Zellen/ml kultiviert und anschlieBend, wie unter
Punkt 2.11.1 beschrieben, spharoplastiert. Nachdem die spharoplastierten
Zellen in Mcllvaine-Puffer resuspendiert wurden, wurden Verdinnungsstufen
von 1072 bis 10 hergestellt. Jeweils 0,5 ml einer Verdiinnungsstufe wurden
mit 0,5 ml K28-Toxinkonzentrat in einem Eppendorfgefal3 gemischt und fir
eine Stunde bei 4C unter leichtem Schutteln inkubiert. In den nach der
Zentrifugation (20 min, 10.000 Upm) erhaltenen Uberstanden wurde mit Hilfe
des Agardiffusionstests die Menge an ungebundenem Killertoxin ermittelt.
Als sensitiver Indikatorstamm diente S. cerevisiae 192.2d.

2.12 Untersuchung zur Aufnahme von K28-Toxin an
intakten Zellen

Um die Aufnahme von K28-Toxin in Hefestamme Uber einen zeitlichen
Verlauf verfolgen zu kénnen, wurde ein Hefestamm in 200 ml
entsprechendem Medium bis zu einer Zellzahl von 5x10° Zellen/ml kultiviert.
Die Zellen wurden sedimentiert (5.000 Upm, 10 min, Raumtemperatur),
zweimal mit sterilem Wasser gewaschen und in 10 ml Mcllvain-Puffer
aufgenommen. Jeweils 0,5 ml dieser Zellsuspension wurden mit 0,5 ml
Toxinkonzentrat versetzt und Uber verschiedene Zeitrdume bei 20C auf
einem Rundschiittler inkubiert. Zur Kontrolle der Toxinstabilitdt dienten
zellfreie Ansatze mit 0,5 ml Toxinkonzentrat und 0,5 ml Mcllvain-Puffer.
Anschlieend wurden die Ansatze 20 min bei 10.000 Upm und 4T
abzentrifugiert. Aliquots der erhaltenen Uberstande wurden in einer SDS-
PAGE mit nachfolgendem Western-Blot auf ihren verbliebenen Toxingehalt
Uberpruft bzw. im MBA-Test gegen den hypersensitiven Stamm 192.2d

eingesetzt und die erhaltenen Hemmbhdofe bestimmit.
2.13 Plasmidisolierung aus E. coli

2.13.1 Alkalische Lyse

Die alkalische Lyse ermdglicht die schnelle Aufreinigung von Plasmid-DNA in
grof3en Mengen. Diese ist jedoch in einem erheblichen MalRe mit Proteinen

und RNA verunreinigt, was eine spéatere Behandlung der DNA mit DNase-
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freier RNase notwendig macht. Das in der GTE-Losung enthaltene EDTA
komplexiert die bivalenten Metallkationen, die die Zytoplasmamembran
stabilisieren. Die Lyse der Bakterienzellen erfolgt durch Zugabe von SDS,
welches als anionisches Detergenz Proteine und Proteinkomplexe
solubilisiert. Nach Zugabe von NaOH zur Denaturierung von Plasmid- und
chromosomaler DNA, erfolgt eine Neutralisierung durch Kaliumacetat,
welches zu einer Rickbildung von doppelstrangiger Plasmid-DNA fuhrt. Bei
der anschlielBenden Zugabe von Ethanol kommt es zur Aggregation der
Nukleinsduremolekile und zur nachfolgenden Prazipitation, wahrend
niedermolekulare Oligonukleotide, Nukleotide und Salze in Lésung bleiben
(Birnboim and Doly, 1979).

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurden 5 ml LBamp mit einem Klon einer E.
coli Transformante angeimpft und Uber Nacht auf einem Rundschuittler
(37C, 220 Upm) kultiviert. Von der Kultur wurden 1,5 ml abzentrifugiert
(20 s, 12.000 Upm, RT), der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in
100 pl GTE-LOsung resuspendiert. Nach zehnminutiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Zellen durch Zugabe von 200 pl NaOH/SDS-
Losung und nach vorsichtigem Mischen finf Minuten auf Eis lysiert. Der
Ansatz wurde mit 150 pl einer 5 M KAc-Losung (pH 4,8) neutralisiert, durch
Invertieren gemischt und funf Minuten auf Eis gestellt. Nach einer
vierminiitigen Zentrifugation (12.000 Upm, RT) wurde der Uberstand in ein
frisches Reaktionsgefald tberfihrt, mit 800 pl 95%-igem EtOH versetzt, zwei
Minuten prézipitiert und abzentrifugiert (1 min, 12.000 Upm, RT). Das DNA-
Pellet wurde in 70%-igem EtOH gewaschen, an der Luft getrocknet, in 20 pl
H2Opigest resuspendiert und bei —20T gelagert.

2.13.2 Plasmidisolierung mittels PEQLAB Plasmid-Min  iprep Kit

Um groRere Mengen Plasmid-DNA aus E. coli in reiner Form zu erhalten,
wurden die Praparationen mit dem E.Z.N.A ® Plasmid Miniprep Kit Il der
Firma PEQLAB nach den Protokollen des Herstellers durchgefihrt. Die
verwandte Methode basiert auf einer modifizierten alkalischen Lyse mit
nachfolgender Aufreinigung der Plasmid-DNA (iber eine HiBind®-Miniprep-
Saule, wobei die Plasmid-DNA an die in der Saule enthaltene Silikamembran

bindet. Durch einfaches Waschen wurde die Plasmid-DNA von
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Kontaminationen und Enzyminhibitoren gereinigt und im Anschluss an das
Trocknen der Saule mit Wasser eluiert. Aufgereinigte Plasmid-DNA wurde

bei —20C gelagert.

2.14 Isolierung chromosomaler DNA aus  S. cerevisiae

Bei der Isolierung chromosomaler DNA aus Hefe sollten folgende Punkte bei
der Wahl der Methode beachtet werden: rasche Inaktivierung zellularer
DNasen, Vermeidung von mechanischen Scherkréaften, um eine
unspezifische Fragmentierung der DNA zu vermeiden, sowie eine restlose
Entfernung der DNA-assoziierten Proteine, um die DNA leicht und vollstandig
durch Restriktionsenzyme hydrolysieren zu kdnnen (Bertram and Gassen,
1991). Die Phenolextraktion stellt eine Routinemethode zur Denaturierung
und Entfernung von Proteinen aus Losungen von Nukleinsduren und
Proteinen dar. Die Phenol-Wasser-Phase dient gleichzeitig als Losungsmittel
fur die denaturierten Proteine. Verbliebenes Phenol wird in der Regel durch
Alkoholféallung entfernt.

Eine 10 ml YEPD-Kultur wurde mit einem Klon einer Hefe-Transformante
angeimpft und tGber Nacht bei 30C auf einem Rundsch Uttler inkubiert. Die
Kultur wurde Uber funf Minuten bei 3.000 Upm und Raumtemperatur
abzentrifugiert, der Uberstand abgegossen und die Zellen in 0,5 ml Wasser
resuspendiert. Die Suspension wurde funf Minuten bei Raumtemperatur
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet durch Vortexen
gelést. Zum Zellaufschluss wurden die Zellen in 200 pl ,breaking buffer”
resuspendiert, 0,3g Glasperlen (~200 pl  Volumen) und 200 pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol hinzugefigt und das Pellet in einer
Schwingmuihle zweimal fur 30 s zerstort. Danach wurden 200 pl TE-Puffer
zugefigt, vorsichtig gevortext und der Ansatz funf Minuten bei
Hochstgeschwindigkeit und Raumtemperatur abzentrifugiert. Die wassrige
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal3 tberfuhrt, um 1 ml 100%iges
Ethanol erganzt und durch Invertieren gemischt. Der Ansatz wurde drei
Minuten bei 12.000 Upm und Raumtemperatur abzentrifugiert, der Uberstand
entfernt und das Pellet in 400 ul TE-Puffer gelést. Zum Abbau von RNA-
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Verunreinigungen und zur DNA-Isolierung wurden dem Ansatz 30 pl DNase-
freie RNase A zugegeben, gemischt und finf Minuten bei 37T inkubiert.
Anschlieend wurden 10 ul 4 M Ammoniumacetat und 1 ml 100%iges
Ethanol zugegeben und gemischt. Nach dreiminitiger Zentrifugation
(12.000 Upm, Raumtemperatur) wurde der Uberstand verworfen, das Pellet
getrocknet und die DNA in 20 pl TE-Puffer geldst.

2.15 DNA-Reinheits und -Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration wassriger Losungen wurde mit dem ,GeneQuant®
der Firma Amersham Pharmacia Biotech bestimmt. Die Messung der UV-
Absorption der DNA-Losung erfolgte in einer Quarzkivette bei einer
Wellenlange von 260 und 280 nm gegen Wasser als Referenz. Das
Absorptionsmaximum von DNA liegt bei 260 nm, das von aromatischen
Aminosauren bei 280 nm. Der Quotient aus E,g und Ezgp gibt Aufschluss
Uber das Verhaltnis von DNA zu Proteinen und dient zur Bestimmung der
Reinheit der DNA. Der Wert sollte etwa 1,8 betragen.

2.16 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein in vitro Verfahren zur Vervielfaltigung spezifischer
Nukleinsaure-Bereiche aus einem Gemisch aus Nukleinsaure-Molekulen. Die
Amplifikation einer spezifischen DNA-Sequenz erfolgt mit Hilfe zweier
Oligonukleotid-Primer, die zu Regionen auf einander gegenuberliegenden
DNA-Strangen komplementar sind, und wird in alternierenden Zyklen aus
drei aufeinanderfolgenden Schritten durchgefihrt. Die zu amplifizierende
doppelstrangige DNA wird in einem ersten Schritt bei 94<C denaturiert, um in
einem zweiten Schritt bei einer auf die Oligonukleotid-Primer abgestimmten
Annealing-Temperatur deren Anlagerung an die dann einzelstrangige DNA
zu gewadhrleisten. Im dritten und letzten Schritt erfolgt schliel3lich eine
Neusynthese (Elongation) der spezifischen DNA-Sequenz bei 72T an den
Oligonukleotid-Primern durch die Tag-Polymerase (Mullis, 1990; Saiki et al.,
1988). Durch die Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte erhalt man
eine exponentielle Vervielfaltigung des neusynthetisierten DNA-Fragments.

Die PCR wurde in einem Thermocycler ,OmniGene" der Firma MWG-Biotech

durchgefiihrt. Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mittels PCR
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bzw. SOE-PCR (siehe 2.16.1) und wurde ausgehend von Plasmid- oder
genomischer DNA durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden zur Gréf3en- und
Konzentrationsbestimmung auf ein 1%-iges Agarosegel aufgetragen und bis

zum weiteren Gebrauch bei —20T gelagert.

2.16.1 SOE-PCR

Die Methode der SOE-PCR (,splicing by overlapping extension®) erlaubt die
Konstruktion von Fusionsgenen wahrend der PCR und umgeht somit eine
Fusionierung der Gene Uber Schnittstellen. Dazu werden in einer ersten PCR
in zwei getrennten Ansétzen die jeweiligen Gene so amplifiziert, dass sie im
zu fusionierenden Bereich komplementare Sequenzen besitzen. In einer
zweiten PCR lagern sich diese komplementaren Sequenzen zusammen und
das gesamte Fusionsgen wird durch die verwendeten Primer amplifiziert
(Horton et al., 1989).

2.16.2 Oligonukleotide

Die Primer-Synthese erfolgte durch die Firma MWG-Biotech. Die
Sequenzierprimer wurden am 5°-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRD800

markiert.

2.17 Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleas en

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die in beiden Strangen
eines dsDNA-Molekiils innerhalb spezifischer Basensequenzen
Phosphodiester-Bindungen spalten. Die fur gentechnologische Experimente
wichtigsten Enzyme sind die TyplI-Restriktionsendonukleasen, bei denen die
DNA-Bindungs- und Schnittstellen identisch sind. Bei der Spaltung von DNA
durch diese Restriktionsendonukleasen entstehen entweder glatte (,blunt
ends”) oder einander komplementdre 5°- bzw. 3’-Uberhdngende Enden
(,sticky ends”). Bei allen Restriktionen wurden 0,5-1 pg Plasmid-DNA in
20 pl-Ansatzen mit drei Units an Restriktionsenzymen der Firma Roche
versetzt und unter Verwendung der geeigneten Puffer fir mindestens eine
Stunde bei 37T inkubiert. Zusatzlich wurde den Res tritktionsansatzen, bei

denen Plasmid-DNA aus alkalischer Lyse eingesetzt wurde, funf Units
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DNase-freie RNase zugegeben, um vorhandene RNA zu entfernen. Das
Ergebnis des Restriktionsverdaus wurde wie unter Punkt 2.18 aufgefiihrt im

Agarosegel elektrophoretisch Gberpruft.

2.18 Agarose-Gelelektrophorese

Der Nachweis und die Analyse isolierter Plasmid- oder genomischer DNA
sowie die Trennung linearer Plasmid-DNA-Fragmente erfolgte mittels
Agarose-Gelelektrophorese. Die Elektrophorese ist ein Trennverfahren, bei
dem die Wanderung von geladenen Molekilen in einem elektrischen Feld zu
deren Trennung genutzt wird. Das Wanderungsverhalten von
Makromolekilen in derartigen Gelen hangt u.a. von der Starke des
angelegten Feldes, der Nettoladung, der Form und der GrolRe der
Makromoleklle, deren lonenstdrke sowie der PorengréRe und der
Temperatur der verwendeten inerten Matrix ab.

Die Gelelektrophorese wird in einer elektrisch neutralen festen Gelmatrix aus
Agarose durchgefiihrt. Agarosegele wirken aufgrund ihrer Porenstruktur als
Molekularsiebe, deren Porengrofien durch die Agarosekonzentration
bestimmt werden. Wegen ihres Zucker-Phosphat-Rickgrats sind
Nukleinséduren bei allen pH-Werten negativ geladen und wandern daher bei
der Elektrophorese zur Anode, und zwar um so langsamer, je grol3er sie
sind. Die Gelelektrophorese wurde in 1%-igen Agarosegelen in 1xXTBE-Puffer
bei konstanter Spannung von 8-10V/cm nach Sambrook (1989)
durchgeflihrt. TBE-Puffer erhéht in Agarosegelen in der Regel die molekulare
Siebwirkung des Gels. Um den Verlauf der Elektrophorese zu kontrollieren
und die Elektrophoresefront zu markieren, wurden die Proben mit einem
Viertel des Volumens an ,Gel-loading“-Puffer (GLB) versetzt. Die im GLB-
Puffer enthaltenen Elektrophorese-Farbmarker Bromphenolblau und
Xylencyanol wandern wie ein DNA-Fragment einer Lange von 300 bp bzw.
4 kbp. Zur Analyse isolierter Plasmid-DNA wurden 5 pl des Grol3enmarkers
~omart Ladder* der Firma Eurogentec verwendet. Nach abgeschlossener
Elektrophorese wurde das Agarosegel in einer Ethidiumbromid-Lésung

(1pg/ml) gefarbt. Ethidiumbromid gehoért zu den DNA-bindenden Substanzen,
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die sich zwischen einzelne Basenpaare eines doppelstrangigen DNA-
Molekils einlagern kénnen. Der resultierende Ethidiumbromid/DNA-Komplex
fluoresziert bei Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenlange 302 nm rotorange
und erlaubt so eine visuelle Detektion der DNA-Banden. Die fotografische
Dokumentation erfolgte mit Hilfe des ,E.A.S.Y. Plus Systems* der Firma

Herolab .

2.19 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA aus TAE- oder TBE-Agarosegelen wurde mit Hilfe des ,Perfectprep Gel

Cleanup® Kit der Firma Eppendorf nach Angaben des Herstellers extrahiert.

2.20 Ligation

DNA-Ligasen katalysieren in Anwesenheit von ATP und NAD" die Bindung
von Phosphodiester-Bindungen zwischen einer freien 5 -Phosphatgruppe
und einer freien 3"-Hydroxyl-Gruppe und ermdglichen so die Klonierung von
spezifischen DNA-Fragmenten in linearisierte Vektoren.

Zur Durchfihrung einer ,sticky end“-Ligation wurde das zu klonierende DNA-
Fragment mit dem linearisierten Vektor in Anwesenheit von T4-DNA-Ligase
inkubiert. Dem Ligationsansatz wurde ein Unit T4-DNA-Ligase zugesetzt.
Das Volumen des Ligationsansatzes betrug 20 pl. Vektor und Insert wurden
in einem Verhaltnis von 1:2 bis 1:3 eingesetzt. Der Ligationsansatz wurde 16
Stunden bei 14 inkubiert. Vor der Transformation in E. coli wurde er zur
Verringerung des Salzgehaltes auf einen 0,025 um Dialysefilter (Fa.
Millipore) pipettiert und eine Stunde bei Raumtemperatur gegen 10%-iges
Glycerin dialysiert. Zur Transformation von E. coli DH5a mittels
Elektroporation (siehe Punkt 2.22) wurden 7 pl des Ligationsansatzes

eingesetzt.
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2.21 TOPO"-Klonierung  von PCR-Produkten und

Sequenzierung

2.21.1 TOPO-Klonierung
PCR-Amplifikate wurden in den Vektor pCR®2.1-TOPO (Fa. Invitrogen)

zwischenkloniert. Die mit der Tag-Polymerase erzeugten PCR-Produkte
besitzen an ihren 3"-Enden Uberhdngende Adenin-Reste, die mit Hilfe einer
an den linearisierten TOPO-Vektor gebundenen Topoisomerase mit den im
Vektor vorhandenen 3°-T-Enden verknipft werden. Nach erfolgter
Transformation in E. coli, Blau-Weil3-Selektion und Restriktionsanalyse
wurden entsprechende Insert enthaltende TOPO-Vektoren mittels M13-
Primern sequenziert. Danach erfolgte die Umklonierung der korrekten Insert-
Sequenzen in Hefe-Expressionsvektoren.

Um die Umklonierung in einen Hefe-Expressionsvektor umgehen zu kénnen,
wurde der Shuttle-Vektor pYES2.1/V5-His-TOPO® (Fa. Invitrogen) benutzt.
Dieser vereinigt die Vorteile der schnellen TOPO-Klonierung und
Sequenzierung, mit denjenigen eines Hefe-Expressionsvektors, der unter der
Kontrolle des induzierbaren GAL1-Promotors steht. Es erfolgte lediglich eine
Restriktionsanalyse zur Kontrolle der korrekten Orientierung der Insert-

Sequenz.

2.21.2 Sequenzierung von PCR-Produkten

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach dem Kettenabbruchverfahren von
Sanger et al. (1977). Die DNA-Sequenzierung fand unter Verwendung des
»Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-
deaza-dGTP* (Fa. Amersham Pharmacia Biotech) und standardisierten 5°-
End-IRD800 fluoreszenzmarkierten M13-Primern statt. Die Sequenzierung
mit dem ,GeneReadir 4200“ (Fa. LiCor) erfolgte nach Anweisung der
~Sequencing brochure* (MWG-Biotech, Version 3, 1997).

2.22 Transformation von E. coli durch Elektroporation

Bei der Elektroporation werden die Zellmembranen der in Suspension

befindlichen, exponentiell wachsenden und zu transformierenden Zellen



Material und Methoden 56

durchlassig gemacht. Mit dieser Technik kdnnen sowohl prokaryotische als
auch eukaryotische Zellen mit hoher Effizienz transformiert werden (Dower et
al., 1988; Shigekawa and Dower, 1988). Um die bakteriellen Zellen fir die
Aufnahme von DNA-Molekilen zuganglicher zu machen, werden diese einer
kurzfristigen Glycerin-Behandlung ausgesetzt (Glycerin-Schock). Man
bezeichnet die entsprechend vorbereiteten Zellen auch als kompetent. Zur
Herstellung kompetenter Zellen wurden 100 ml LB-Medium mit 1% Inokulum
einer frischen UN-Kultur von E. coli DH5a angeimpft und auf einem
Rundschiittler bei 220 Upm bis zu einer ODggo von 0,5 bis 0,7 inkubiert. Der
Ansatz wurde 15 Minuten auf Eis gestellt, danach finf Minuten bei
8.000 Upm und 4 abzentrifugiert und das Pellet in 100 ml eiskaltem 10%-
igem Glycerin dreimal gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der
Uberstand dekantiert, das Pellet in der verbleibenden Fliissigkeit
resuspendiert und in ein frisches Reaktionsgefal® Uberfihrt. Danach erfolgte
eine Zentrifugation fiur funf Minuten bei 8.000 Upm und 4<C. Das Pellet
wurde in gleichem Volumen 10%-igen Glycerins vorsichtig resuspendiert, in
Aliquots zu jeweils 40 pl in Reaktionsgefal3e uberfuhrt und bei —70T
gelagert.

Zur Transformation wurden elektrokompetente Zellen des E. coli-Stammes
DH5a auf Eis aufgetaut und die entsprechende Menge an Plasmid-DNA
zugegeben. Die Elektroporation erfolgte in einer eisgekihlten 0,2 cm-
Elektroporationskiivette mit einem ,Gene-Pulser* der Firma Bio-Rad bei
2,5kV, 25 uF und 200 Q. Danach wurde zigig 1 ml vorgewarmtes SOC-
Medium zugefiigt und die Zellen eine Stunde bei 37C unter gelegentlichem
Schitteln zur Ausbildung der Antibiotika-Resistenz inkubiert. Aliquots des
Ansatzes wurden auf LB-Antibiotikum-Platten ausplattiert und tber Nacht bei
37T bebrutet.

2.23 Transformation von S. cerevisiae nach der
LiAc-Methode
Die Lithiumacetat-Methode zur Transformation von S. cerevisiae beruht auf

der Beobachtung, dass Alkali-Kationen die Kompetenz von Hefezellen zur
Aufnahme von DNA stark erhdhen (Ito et al., 1983). 100 ml YEPD-Medium
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wurden mit 10 pl einer Ubernacht-Kultur des entsprechenden Hefestammes
beimpft und erneut Gber Nacht bei 30C auf einem Ru ndschuttler bis zu einer
ODsggo von 0,3 bis 0,5 inkubiert. Zur Steigerung der Transformationseffizienz
wurde die Kultur durch Zugabe von frischem YEPD-Medium in einem
Volumen von 100 ml auf eine ODgpo von ca. 0,2 eingestellt und erneut bis zu
einer ODggp von 0,5+0,1 kultiviert. Die Zellen wurden geerntet (5 min,
6.000 Upm, RT), das Pellet in 10 ml sterilem Wasser gewaschen und
abzentrifugiert (5 min, 7.000 Upm, RT). Das Zellpellet wurde anschlie3end in
maximal 600 pl LIAC/TE-L6sung resuspendiert; nachfolgend wurden jeweils
200 pl der Hefesuspension mit der entsprechenden Menge Plasmid-DNA,
20ul hitzedenaturierter ,Carrier-DNA" (Heringssperma-DNA, 10mg/ml) und
1,2 ml frisch hergestellter PEG-Losung (960 pl 50%-iges PEG-4000, je
120 pl 10 x TE-Puffer und 10 x Lithiumacetat-Stammlésung) vermischt und
30 Minuten bei 30C auf dem Rundschuttler inkubiert. Im Anschluss wurde
die DNA-Aufnahme durch einen 15-minitigen Hitzeschock bei 42T
ausgelost. Danach wurden die Zellen zweimal mit je 500 pl 1xTE-Puffer
gewaschen und in 500 pl 1xTE-Puffer aufgenommen. Zum Abschluss
wurden die Hefen auf geeignete synthetische Medien ausplattiert und zwei
bis funf Tage bei 30T inkubiert.

2.24 Zellaufschluss und differentielle Zentrifugati on von

S. cerevisiae

Der Zellaufschluss und die differentielle Zentrifugation zum Nachweis von
internalisiertem K28-Toxin in toxinbehandelten Zellen erfolgte nach einem

Protokoll nach Seaman et al.

2.24.1 Sphéaroplastierung

Eine logarithmisch wachsende Kultur des verwendeten Hefestammes
(200 ml) wurde bei einer Zellzahl von etwa 1x10’ Zellen/ml geerntet und das
erhaltene Pellet in A. dest. gewaschen. Danach erfolgte eine
Spharoplastierung der Zellen in 100 ml Sphéaroplastierungspuffer bei 30 C
und 90 Upm, bis 80-90% der Zellen als Sphéaroplasten vorlagen. Dies wurde

durch Zugabe von 10%-iger SDS-L6sung mikroskopisch tberpruft.
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2.24.2 Inkubation der spharoplastierten Hefen mit

K28-Killertoxinkonzentrat

Die sphéaroplastierten Zellen wurden 10 Minuten bei 2.000 Upm zentrifugiert,
mit Inkubationspuffer gewaschen und in 50 ml Inkubationspuffer
resuspendiert. Dem Ansatz wurden 3 ml Toxinkonzentrat zugesetzt und

dieser zwei Stunden bei 20 C und 90 Upm inkubiert.

2.24.3 Zellfraktionierung

Die toxinbehandelten Sphéaroplasten wurden abzentrifugiert (10 Minuten,
4C, 2.000 Upm), mit Waschpuffer gewaschen und ansc hlieRend in 1 ml
Lysepuffer aufgenommen. Die Lyse der Zellen erfolgte mit Hilfe eines
Dounce Homogenisators auf Eis. Zur Vermeidung des Proteinabbaus
erfolgten alle folgenden Zentrifugationsschritte bei 4C und die erhaltenen
Pellets wurden sofort bei —20T eingefroren. Das Pe llet P1 (Zelltrimmer und
Zellwande) wurde durch Zentrifugation des Lysates bei 300 g fur flunf
Minuten erhalten. Der Uberstand wurde bei 13.000 g fir 20 Minuten in einer
Eppendorf-Zentrifuge 5403 zentrifugiert, um die Membranfraktion P2
(Zytoplasmamembran, Vakuole Endosomen, Mitochondrien) zu erhalten.
Anschlieend wurde eine Zentrifugation bei 100.000 g des erneut
entstandenen Uberstandes fur eine Stunde in der Ultrazentrifuge (Beckman
L7; Rotor SW-55) durchgefihrt. Das entstandene Pellet P3 enthielt
Bestandteile des Golgi-Apparates, der Endosomen und Vesikel. Der nach
Ultrazentrifugation erhaltene Uberstand (zytosolische Fraktion) wurde tber
Nacht bei —20C mit dem zweifachen Volumen an 100%- igem Ethanol gefallt,
bei 4C und 10.000 Upm abzentrifugiert und die Pellets in A. bidest.

aufgenommen.

2.25 Protein-Analyse durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden die
Proteine in Gegenwart eines Uberschusses von Natriumlaurylsulfat

elektrophoretisch aufgrund ihrer GrofR3e aufgetrennt. In der vorliegenden
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Arbeit wurden 10%-ige Tris/Tricin-Gele in einem Tricin-Puffersystem
verwendet, die sich zur Auftrennung von Proteingemischen von 5-60 kDa
eignen (Asubel et al., 1995). Auf die Verwendung eines Sammelgels konnte
verzichtet werden. Die Herstellung der Gele erfolgte in einer ,Mini-Protean I
Multi-Casting Chamber“ der Firma BioRad.

Tris-Tricin-Gel

30% Acrylamid/ 10 %
0,8% Bisacrylamid

Tris-HCI/SDS, pH 8,45 3 %
H20 steril 4,3 %
Glycerin 10 %
10% APS 0,05 %
TEMED 0,2 %

Die Ansatze wurden vor der Auftrennung mit einem Funftel (bezogen auf das
Probevolumen) an Probenpuffer versetzt und funf Minuten bei 95T erhitzt.
Als Standard diente der ,Rainbow-Marker RPN 800“ der Firma Amersham
Pharmacia Biotech.

2.26 Western-Blot-Analyse

Der ,Western Blot“ bezeichnet eine Methode, bei der elektrophoretisch
aufgetrennte Proteine nach der Fixierung auf einer Membran immunologisch

nachgewiesen werden (Burnette, 1981).

2.26.1 ,Semi-dry-blotting“
Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das SDS-Gel fur 15 Minuten in

kaltem Transferpuffer aquilibriert, um Salze und Detergenzien zu entfernen.
Parallel dazu wurde eine PVDF-Membran fir 2 Minuten in 100%-igem
Methanol getrankt, um sie spater mit wassrigen Losungen benetzen zu
konnen. AnschlieBend wurde die Membran in kaltem Transferpuffer
gewaschen. Der Transfer der im Gel enthaltenen Proteine erfolgte durch
Elektroblotting fur 1,5 Stunden und einer Stromstdrke von 1 mA/cm?
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Gelflache unter Verwendung einer ,Trans-Blot SD Electrophoretic Transfer
Cell* der Firma BioRad auf die PVDF-Membran.

2.26.2 Immundetektion

Die PVDF-Membran mit den immobilisierten Proteinen wurde tber Nacht in
50 ml Blockingpuffer blockiert, um alle unbesetzten Bindungsstellen auf der
Membran zu maskieren und eine unspezifische Hybridisierung zu vermeiden.
Nach dem Dekantieren des Puffers wurde die Membran eine Stunde mit der
primaren Antikorperldosung (primarer Antikérper in 10 ml Blockingpuffer, siehe
Tabelle 7) inkubiert. Nach drei Waschschritten mit je 50 ml Waschpuffer
wurde die Membran mit der sekundéaren Antikorperlosung (sekundarer
Antikdrper in 10 ml Blockingpuffer, siehe Tabelle 7) erneut fir eine Stunde
inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten wurde die Membran zur
Entfernung von Tween fir 15 Minuten mit 50 ml TBS-Puffer gespult. Die
gewlnschten Proteine wurden innerhalb weniger Minuten durch Zugabe von
NBT/BCIP in einer Verdinnung von 1.500 in Farbelésung nachgewiesen. Vor

dem Trocknen wurde die Farbreaktion durch Spilen mit A. dest. gestoppt.
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Tabelle 7: Bei der Immundetektion eingesetzte prima

Antikérper und deren Verdinnungen

re und sekundare

Antikorper Beschreibung Verdinnung Herkunft
] ) Labor
Anti-K28- polyklonaler Antikdrper gegen K283 1:1.000 )
_ M.J.Schmitt
aus Kaninchen
Anti-GFP monoklonaler Antikérper aus der 1:2.000 Roche
Maus
Anti-cmyc monoklonaler Antikérper aus der 1:4.000 Roche
Maus
Anti-Ubiquitin polyklonaler Antikdrper aus dem 1:1.000 Sigma
Kaninchen
Anti-PDI polyklonaler Antikérper aus dem 1:.5000 J. Winther
Kaninchen 55,3 kDa
Anti-Sec61 polyklonaler Antikérper aus dem 1:5.000 R. Sheckman
Kaninchen 53 kDa
Anti-Pmal polyklonaler Antikdrper aus dem 1:1.000 R. Kdlling
Kaninchen 99kDa
Anti-Kar2 polyklonaler Antikdrper aus dem 1:10.000 R. Sheckman
Kaninchen 75 kDa
. Molecular
Anti-PGK monoklonaler Antikérper aus der 1:250
Probes
Maus 44kDa
) _ monoklonaler, sekundarer Anti- )
Anti-Rabbit . . 1:3.000 Sigma
Kaninchen-IgG-Antikdrper aus der
Ziege, AP-markiert
. monoklonaler, sekundarer Anti-Maus- ]
Anti-Mouse 1:3.000 Sigma

IgG-Antikorper aus der Ziege, AP-

markiert
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2.27 Immunprazipitation

Durch Immunprazipitation ist es mdglich, Protein-Protein-Interaktionen mit
Hilfe eines spezifischen Antikdrpers in einem komplexen Proteingemisch
nachzuweisen. Dazu wird einem Zelllysat der spezifische Antikdrper im
Uberschuss zugesetzt und die Antigen-Antikbrperkomplexe werden
anschlieBend mit Protein-A-Sepharose ausgeféllt. Die Protein-Interaktionen
konnen nach mehreren Waschschritten und Elution durch SDS-PAGE
analysiert werden.

Die Immunprazipitation wurde in sogenannten ,spin columns” (ProbeQuant
G-50 der Firma Amersham Pharmacia Biotech) durchgefiihrt (Brymora et al.,
2001).

2.27.1 Vorbereitung der Proben

Die Proben wurden mit 1 ug Antikorper versetzt, mit Lysepuffer auf 0,5 ml
Endvolumen aufgeftllt und fir 90 min bei 4T invertiert. Zur Entfernung von
unspezifischen Aggregaten wurden die Anséatze fir 10 min bei 4C und
Hochstgeschwindigkeit abzentrifugiert. Die erhaltenen Uberstande wurden in

frische Reaktionsgefal3e Uberflhrt.

2.27.2 Immunprazipitation

Den Ansatzen wurden jeweils 50 pl Protein-A- Sepharose (Roche) zugefuagt,
diese erneut fur 60 min bei 4C invertiert und ansc hliel3end in ,spin Columns*
Uberfahrt. Die Proben wurden abzentrifugiert (30 sec; 1.000 Upm; 4<C) und
drei Mal mit 1 ml Waschpuffer gewaschen. Die Proben wurden mit
Tris/Tricin-Probenpuffer versetzt, kurz aufgekocht und sofort fur die SDS-
PAGE verwendet.

2.28 Mikroskopie

Die Mikroskopie erfolgte mit einem Olympus BX-51 Forschungsmikroskop.
Die Dokumentation wurde mit einer Digitalkamera (Olympus C3030-Z) und
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die Auswertung mit der analySIS 3.0 Doku-Software (SIS) mit Fluoreszenz-
Modul FIP durchgefihrt.

2.28.1 Indirekte Immunfluoreszenz

Die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie mit spezifischen Fluoreszenz-
markierten Antikdrpern dient zur Lokalisation und Funktionsprifung zellularer

Proteine. Zum Einsatz kam hierbei eine Methode nach Roberts et al. (1991).

Fixierung der Zellen vor der Immunfluoreszenzmikros kopie

10 ml Hefekultur wurden bis zum Erreichen einer Zellzahl von 1x10’
Zellen/ml in entsprechendem Medium kultiviert. Der Kultur wurden 1,2 ml
37%iges Formaldehyd zugefigt und fir eine Stunde bei 30T inkubiert.
Danach wurden die Zellen abzentrifugiert, in 2ml 1xFixative resuspendiert
und Uber Nacht insgesamt 16 Stunden leicht bei Raumtemperatur
geschuttelt. Die Zellen wurden dann bei 6.000 Upm fur fanf Minuten
(Raumtemperatur) zentrifugiert, in 1 ml TEB-Puffer aufgenommen und zehn
Minuten bei 30T leicht geschuttelt. Danach wurden sie erneut zentrifugiert
(6.000 Upm, 5 min, Raumtemperatur) und das Pellet wurde in 1 ml SPM-
Puffer aufgenommen. Zur Entfernung der Zellwand wurden 25ul Glusulase
und 15 pl Zymolyase (40 mg/ml-Zymolyase 20T in SPM-Puffer) zugegeben
und die Ansatze unter leichtem Schutteln bei 30C fur 30-60 min inkubiert.
Die fixierten Sphéaroplasten wurden anschliel3end pelletiert (4.000 Upm,
5 min, Raumtemperatur) und in 1 ml 1,2M Sorbit gewaschen. Danach wurde
jeder Ansatz in 500 pl 1,2 M Sorbit (4% SDS) aufgenommen, zwei Minuten
inkubiert und bei 4.000 Upm 30 Sekunden zentrifugiert. Zum Abschluss
wurden die Zellen zweimal mit 1 ml 1,2 M Sorbit gewaschen und schlie3lich

in 1 ml Sorbit aufgenommen und bei 4C gelagert.

Antikérper-Bindung an die fixierten Zellen

Frisch hergestellte, fixerte Zellen (40 ul) wurden auf den Polylysin-
beschichteten Objekttrager aufgebracht und 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die Flissigkeit abgenommen und die Probe
dreimal mit 20 ul PBS/BSA-Puffer gewaschen. Erneut wurden 20 pl

PBS/BSA-Puffer zugegeben und in einer feuchten Kammer (Petri-Schale mit
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nassem Papiertuch) 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Flissigkeit wurde wieder abgenommen und 10 pl des primaren Antikoérpers
(1:20 Verdinnung in PBS/BSA-Puffer) zugefugt. Danach wurden die
Objekttrager eine Stunde in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur
inkubiert, die Flussigkeit dann erneut abgenommen und die Proben sechsmal
mit PBS/BSA-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurden 10 pul des
sekundaren fluoreszenzgekoppelten Antikérpers (1:10 Verdinnung in
PBS/BSA-Puffer) zugegeben und die Objekttrager eine Stunde in einer
feuchten Kammer bei Raumtemperatur in der Dunkelheit inkubiert. Die
Flissigkeit wurde erneut abgenommen und die Proben wurden neunmal mit
PBS/BSA-Puffer gewaschen. Auf die Objekttrager wurde ein Deckglas
aufgesetzt, so dass die Proben zur Mikroskopie eingesetzt werden konnten.
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2.28.2 Priméare und sekundare Antikdrper zur Fluores  zenzmikroskopie

1°Antikorper 2°Antikorper Quelle
Goat anti-Mouse I1gG-FITC _
c-myc Calbiochem
(490/520)
Goat anti-Rabbit 1gG-
Molecular
Sec61 Alexa Fluor 546 .
Probes/Invitrogen
(556/573)
anti-rabbit IgG-Alexa
Molecular
Pmal Fluor546 .
Probes/Invitrogen
(556/573)

2.28.3 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Fluoreszenzmikroskopie FITC- und GFP-markierter Proben wurden eine
Anregungswellenlange von 490nm und ein Filter mit einem
Emissionsspektrum von 515-550 nm verwendet.

Zur Fluoreszenzmikroskopie von mit DAPI angefarbten Proben wurde eine
Anregungswellenlange von 358 nm und ein Filter mit einem
Emissionsspektrum von 450-550 nm verwendet.

Zur Fluoreszenzmikroskopie Alexa-Fluor-546-markierter Proben wurde eine
Anregungswellenlange von 556nm und ein Filter mit einem

Emissionsspektrum von 575-645 nm verwendet.

2.28.4 Differentieller Interferenz-Kontrast (NORMAR  SKI)
Zur Durchfiuhrung von NORMARSKI-Aufnahmen wurden die Zellen unter

differentiellem Interferenzkontrast (DIC) und den entsprechenden

Einstellungen betrachtet.
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2.29 Chemikalien, Enzyme und Kits

2.29.1 Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma Roche bezogen.

2.29.2 Chemikalien

Soweit nicht anders erwahnt, wurden die Chemikalien von der Firmen Roth

bzw. AppliChem bezogen.

Tabelle 8: Auflistung verwendeter Chemikalien

Hersteller Chemikalie
Biozym, Hameln Agarose, Sequagel®XR
Difco, Detroit YNB ohne Aminosauren und Ammoniumsulfat

MARCOR, New Jersey  Hefeextrakt, Agar-Agar
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2.29.3 Molekularbiologische Standards und Kits

Tabelle 9: Auflistung verwendeter Kits

Hersteller Kits

Amersham Pharmacia Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle

Biotech, sequencing kit with 7-deaza-dGTP*
Buckinghamshire

PegLab, Erlangen ,,E.Z.N.A.KPIasmid-Miniprep-Kitl“
Eppendorf, Hamburg .Perfectprep® Gel Cleanup Kit"

Invitrogen, Karlsruhe ,TOPO TA Cloning Kit"
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3 Ergebnisse

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse gliedern sich
inhaltlich in drei Untersuchungsschwerpunkte. Diese umfassen die
endozytotische Aufnahme und den intrazellularen Transport, die ER-Zytosol-
Translokation und die Ubiquitinierung des K28-Toxins in der Hefe

S. cerevisiae.

3.1  Untersuchungen zur endozytotischen Aufnahme und
zum intrazellularen Transport des K28-Toxins in

sensitiven Hefezellen

3.1.1 Differentielle Zentrifugation und Nachweis de r Organellen-

spezifischen Verteilung durch Markerproteine

Zum Nachweis und zur Lokalisation von K28 in einer toxinbehandelten
Hefezelle wurde die Zellfraktionierung mit anschlielender differentieller
Zentrifugation nach einem Protokoll von Seaman et al. (1988) durchgefihrt
(siehe 2.24). Dabei werden vier verschiedene Fraktionen erhalten, die je
nach Dichte in verschiedenen Organellenbestandteilen angereichert sind. Die
erste Fraktion (P1), die reich an hochmolekularem Material ist, enthalt vor
allem nicht aufgeschlossene Zellen und Zelltrimmer. Da in dieser Fraktion so
gut wie alle Bestandteile der Zelle nachweisbar sind, wurde auf die
Darstellung dieser Fraktion fast immer verzichtet. Die zweite Fraktion (P2),
auch als Membranfraktion bezeichnet, enthélt Bestandteile der
Zytoplasmamembran, vakuoldre = Membranen, ER-Membranen und
Mitochondrien. Die dritte Fraktion (P3) ist angereichert an Vesikeln, Golgi
Membranen und Endosomen. Im verbleibenden Uberstand (C) der dritten
Fraktion befinden sich alle Proteine des Zytosols. Um die genaue Verteilung
der Organellen bei dieser Art der Zellfraktionierung nachzuweisen, wurden
Antikdrper gegen verschiedene Markerproteine eingesetzt.

Zur Lokalisation der Zytoplasmamembran wurde die Membran-ATPase

Pmalp (99 kDa) nachgewiesen, welche ausschlieRlich in der
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Membranfraktion P2 detektiert werden konnte. Als Marker fur Vesikel und
Golgi-Apparat diente VpslOp, ein 180kDa grof3es Membranprotein des
spaten Golgi, welches sowohl in der Membranfraktion P2 als auch in der
Vesikelfraktion P3 nachweisbar ist. Die Carboxypeptidase Y, ein 61 kDa
grol3es Protein des vakuolaren Lumens, konnte in allen Fraktionen detektiert
werden. Das integrale ER-Membranprotein Sec6lp (53 kDa) wurde
ausschlief3lich in der Membranfraktion P2 nachgewiesen. Als zytosolischer
Marker diente die Phosphoglyceratkinase (PGK, 44 kDa), ein Enzym der

Glykolyse, welches in allen Fraktionen nachweisbar war.

<V P o
- | Pmalp (99 kDa)
— N . Vps10p (180 kDa)

» - ‘ CPY (61 kDa)

= : | Sec61p (53 kDa)

® &= ¥ rck@skpa

Abbildung 2: Nachweis zellularer organellen-spezifi scher Markerproteine nach
differentieller Zentrifugation durch Western-Blot-A nalyse.

Zellen des Hefestammes S. cerevisiae RH448 wurden wie in Punkt 2.24
beschrieben behandelt, aufgeschlossen und einer differentiellen Zentrifugation
unterzogen (P1: Zelltrimmerfraktion nicht dargestellt, P2: Membranfraktion, P3:
Vesikelfraktion, C: zytosolische Fraktion). Die erhaltenen subzellularen Fraktionen
wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE aufgetrennt und
auf eine PVDF-Membran uUbertragen. Der Nachweis erfolgte Uber spezifische
Antikdérper gegen Pmalp, Vpsl10p, CPY, Sec61p und PGK.
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3.1.2 Untersuchungen zur Identifizierung des HDEL-R  ezeptors Erd2p

als Plasmamembranrezeptor des viralen K28-Toxins

Der HDEL-Rezeptor Erd2p ist in der Hefe fiur das ,retrieval® von Proteinen
aus dem Golgi zuriick ins ER verantwortlich. Es handelt sich hierbei um ein
im Golgi-Apparat ansassiges Membranprotein, dass in der Lage ist das
Tetrapeptid HDEL am C-Terminus von Proteinen als ER-Retentionssignal zu
erkennen (Pelham et al., 1988). Fur das K28-Toxin, welches ebenfalls am C-
Terminus ein HDEL-Motiv tragt, konnte bereits der Einfluss des Erd2p-
Rezeptors am retrograden Transport des Toxins nachgewiesen werden
(Eisfeld et al., 2000; Riffer et al, 2002). Die Ergebnisse der
Dissertationsarbeiten von Katrin Eisfeld und Jenny Spindler legen jedoch die
Vermutung nahe, dass das HDEL-Motiv des Toxins und somit der Erd2p-
Rezeptor nicht nur far den retrograden Transport, sondern auch fir die
endozytotische Aufnahme des Toxins verantwortlich sein konnte (Eisfeld,
2001; Spindler, 2004). Um diese Vermutung experimentell néher zu
untersuchen, sollte das Erd2-Protein fluoreszenzmikroskopisch unter
unterschiedlichen Bedingungen in der Zelle lokalisiert werden. Hierzu sollten
Erd2p-Fusionsproteine mit C-terminal anfusioniertem GFP bzw. mit C-
terminalem c-Myc-Tag hergestellt werden, um das Protein in der Zelle Uber
Fluoreszenzmikroskopie oder Koimmunfluoreszenz nachweisen zu kdénnen.
Zusatzlich sollte durch Toxin-Aufnahmestudien geklart werden, ob eine

Aerd2 Mutante noch in der Lage ist, Toxin endozytotisch aufzunehmen.

3.1.2.1 Konstruktion eines Hefevektors zur induzier  baren Expression
der Fusionsgene Erd2/cmyc und Erd2/GFP

Bei dem Hefe-Expressions-Vektor pESC-TRP handelt es sich um einen
6,5 kb gro3en Shuttle-Vektor. Der 2u-Vektor besitzt zwei MCS, die erlauben,
das einklonierte Gen unter der Kontrolle des hefeeigenen GAL1- oder
GAL10-Promotors zu exprimieren.

Zur Konstruktion des Fusionsgens Erd2/cmyc wurde das ERD2-Gen,
inklusive des in ihm enthaltenen Introns, aus genomischer DNA des

Stammes S. cerevisiae SEY6210 mittels der Primer 5™-erd2 und 3 -erd2cmyc
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amplifiziert. Dabei wurde durch den 3"-Primer das c-Myc-Epitop, welches als
.1ag" zur Erkennung durch monoklonale Antikorper dient, an das 3"-Ende
von ERD2 angefugt.

Zur Konstruktion des ERD2/GFP-Fusionsgens wurde eine SOE-PCR
durchgefuhrt (siehe 2.16.1). Hierbei wurde in einem ersten PCR-Schritt das
ERD2-Gen mit den Primern 5-erd2 und 5°-GFP-3"-erd2 aus genomischer
DNA des Stammes S. cerevisiae SEY6210 amplifiziert und das GFP-Gen mit
Hilfe der Primer 5-GFP-3"-Erd2 und 3'GFP aus dem Template paGFP"
hergestellt. In einem zweiten PCR-Schritt wurden die zwei PCR-Produkte
durch die Primer 5"-erd2 und 3"-GFP miteinander fusioniert.

Die amplifizierten Konstrukte ERD2/cmyc und ERD2/GFP wurden nach der
Kontrolle im Agarosegel in den Vektor pCR2.1-TOPO uber TA-Klonierung
eingefiigt und zur Uberpriifung auf Mutationen sequenziert (siehe 2.21).
Amplifikate mit korrekter Sequenz wurden als EcoRI/Bglll-Fragmente in den
zuvor mit den selben Enzymen restringierten Vektor pESC-TRP in die MCS1
unter der Kontrolle des induzierbaren GAL10-Promotors einkloniert, so dass
die beiden Expressionsvektoren pERD2°™ und pERD2°™° entstanden
(Abbildung 3).
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2-micron ori 2-micron ori

pErd2cmyc
pErd2GFP

7300 bp 8000 bp

Ampicillin

pUc ori Erd2GFP
MCS2 P GAL10

EcoRI

Bglll
Ampicillin

c ori

Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Hefeexpressio  nsvektoren pERD2 ©
und pERD2 “™¢,

In den Grundvektor pESC-TRP (Fa. Stratagene) wurden die Fusionsgene
ERD2/GFP und ERD2/cmyc als EcoRI/Bglll-Fragmente in die MCS1 unter der
Kontrolle des hefeeigenen, induzierbaren GAL10-Promotors kloniert. (Ries, 2004).

Bglll

Erd2cmyc

3.1.2.2 Funktionalitatsnachweis der Fusionsproteine ERD2/cmyc und
ERD2/GFP im pESC-TRP-Expressionssystem durch Toxin-

sensitivitatsstudien

Die Funktionalitat der Fusionsproteine ERD2/GFP und ERD2/cmyc sollte
Uber Toxinsensitivitdtsstudien nachgewiesen werden. Eine direkte
Transformation der Fusionsgene-tragenden Plasmide in die derd2 Mutante
YA12 war aufgrund der Selektionsmarker nicht mdglich. Von Riffer et al.
(2002) konnte bereits gezeigt werden, dass eine plasmidgetriebene
Uberexpression von ERD2 zu einer gesteigerten Sensitivitait des
exprimierenden Stammes gegen K28-Toxin fuhrt. Um dieses Ergebnis zu
verifizieren und um die Funktionalitdt der Fusionsproteine ERD2/GFP und
ERD2/cmyc nachzuweisen, wurden Zellen des Toxin-sensitiven Stammes
S. cerevisiae SEY6210 mit dem, das Wildtyp-ERD2-Gen tragenden Vektor
PYSCE bzw. den Vektoren pERD2°™ und pERD2°™° transformiert. Als
Negativkontrolle diente jeweils ein,mit dem Grundvektor transformierter

Stamm bzw. der untransformierte Wildtyp. Die transformierten Stdmme
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wurden daraufhin im Methylenblau-Agar-Diffusionstest auf ihre Sensitivitat
gegenuber einem K28-Toxinkonzentrat untersucht (siehe 2.9.2). Dabei zeigte
sich im Einklang mit den Ergebnissen von Riffer et al. (2002), dass die
Uberexpression von Erd2p durch den Vektor pYSCE im Stamm SEY6210 zu
einem um 5 mm gesteigerten Hemmhof auf Leu d/o-Methylenblau-Agar im
Gegensatz zur Kontrolle, dem untransformierten Stamm SEY6210 auf
Minimal-Methylenblau-Agar, fuhrte (

Abbildung 4). Anhand der ermittelten Eichgerade (siehe 2.10) kann gefolgert
werden, dass die Uberexpression von ERD2 zu einer Steigerung der in vivo
Sensitivitdat des Stammes SEY6210 um das Siebenfache fluhrte (siehe
Anhang Abbildung 42).

SEY6210
SEY6210
[PYSCE]
L . R
0 16 mm "{‘1?{»;: - Ll Zl'fnm

Abbildung 4: Steigerung der Toxin-Sensitivitat von S. cerevisiae SEY6210
durch Transformation mit pYSCE und Uberexpression v on ERD2.

Der Wildtypstamm SEY6210 wurde mit dem ERD2 exprimierenden 2u-Vektor
pYSCE transformiert und im Agardiffusionstest (Leu d/o-MBA pH 4,7) im Vergleich
zum nicht transformierten Wildtyp (Minimal-MBA pH 4,7) auf K28-Toxinsensitivitat
Uberprift und diese als Hemmhofdurchmesser [[J] angegeben (Ries, 2004)



Ergebnisse 74

Die Expression der Fusionsproteine ERD2/cmyc und ERD2/GFP ergaben
unter induzierenden Bedingungen eine deutliche Vergro3erung der
Hemmhofe um 5 mm bzw. um 8 mm im Vergleich zur nicht induzierten
Kontrolle (siehe Abbildung 5). Die Sensitivitdt des Stammes SEY6210 konnte

cmyc

also durch Uberexpression des Erd2p um das 1,8-fache und durch

Erd2p®™ um das 6-fache gesteigert werden (siehe Anhang Abbildung 43 ).

SEY6210 SEY6210 SEY6210
[PESC-TRP] [PERD2¢myc] [PERD2GFP]

Glukose

(reprimiert)

Galaktose

(induziert)

Abbildung 5: Steigerung der Toxin-Sensitivitat von S. cerevisiae SEY6210
durch ERD2/cmyc- und ERD2/GFP-Uberexpression.

Der Stamm SEY6210 wurde mit den Vektoren pERD2°™® und pERD2°"
transformiert und im Agardiffusionstest (Trp d/o-MBA pH 4,7) im Vergleich zu dem,
mit dem Grundvektor pESC-TRP transformierten Stamm unter reprimierenden und
induzierenden Bedingungen auf K28-Toxinsensitivitat Uberprift und diese als
Hemmhofdurchmesser [[0] angegeben (Ries, 2004).
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In Abbildung 6 sind die Veranderungen der relativen Toxinsensitivitaten, die
durch die Uberexpression der verschiedenen Erd2p-Derivate hervorgingen

nochmals zum Vergleich gegenubergestellit.
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WT ' pErd2cmyc ' pErd2GFP 'pYSCE(ERDZ)'

Abbildung 6: Veranderung der relativen Sensitivitat en gegen K28-Toxin bei
Uberexpression verschiedener ERD2-Derivate

Dargestellt sind die relativen Toxinsensitivitdten des Stammes SEY6210,
transformiert mit den Vektoren pERD2°™, pERD2°" und pYSCE(ERD2) im
Vergleich zum untransformierten bzw. mit dem Leervektor transformiertem Stamm.
Die Werte wurden aufgrund der ermittelten Eichgeraden (siehe Anhang Abbildung
42 und Abbildung 43) bestimmt. 100% relative Toxinsensitivitat entsprechen einem
im MBA-Test erhaltenen Hemmhof von 16 mm (Glucose) und 19 mm Galaktose.

Da die Expression des Erd2p®"

wie die Expression des unmodifizierten
Erd2p eine in etwa gleiche Steigerung der Toxinsensitivitat zur Folge hatte,
konnte eine Funktionalitdt des Fusionsproteins angenommen werden. Da
jedoch die Expression der cmyc-markierten Erd2p-Variante keine signifikante
Steigerung der Sensitivitat des Wildtyp-Stammes zur Folge hatte, d.h. keine
Funktionalitdt des Proteins nachgewiesen werden konnte, wurde dieses
Derivat nicht weiter verwendet. Stattdessen wurde zu weiteren
Untersuchungen ein Vektor (JS209) benutzt, der eine intronlose Kopie des
ERD2-Gens aus S. cerevisiae mit C-terminalem c-Myc-Tag besald. Die
Funktionalitat dieses ERD2-Konstruktes wurde bereits von Semenza et. al.

nachgewiesen (Semenza et al., 1990).
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3.1.2.3 Toxinaufnahmestudien an Erd2p-Uberexprimier  enden

Wildtypstammen und einer  Aerd2 Mutante

Sollte es sich bei Erd2p um den Plasmamembranrezeptor handeln, so sollte
die Menge an vorhandenem HDEL-Rezeptor in der Zelle einen Einfluss auf
die Menge des aufgenommenen Toxins haben.

Um diese Annahmen experimentell zu untersuchen wurden intakte Zellen
des Stammes SEY6210, transformiert mit den Plasmiden pYSCE und
pErd2°®, wie unter 2.12 beschrieben mit Toxinkonzentrat bei 20T
behandelt. Als Kontrolle diente der untransformierte Wildtypstamm. Die
Bestimmung der Toxinmenge, die Uber rezeptorvermittelte Endozytose von
den Hefezellen aufgenommen wurde, erfolgte indirekt, indem die verbliebene
Menge an Toxin (Restaktivitat) im zellfreien Uberstand mittels
Agardiffusionstest gegen den hypersensitiven Stamm 192.2d bestimmt
wurde. Hierzu wurde die Restaktivitat des verbliebenen Toxins im Uberstand
im MBA-Test mit Hilfe der, fur den Stamm 192.2d gegen K28-
Toxinkonzentrat ermittelten Eichgerade (siehe 2.10 sowie Anahng Abbildung
44), bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 zusammengefasst
dargestellt. Dabei wird deutlich, dass Hefen, in denen Erd2p zusatzlich zum
zelleigenen Erd2p plasmidgetrieben tberexprimiert vorlag, Uber die Zeit in
der Lage waren, deutlich mehr Toxin aufzunehmen, was sich in einer
geringeren verbliebenen Restaktivitdat ausdrickte. So zeigte der
untransformierte Stamm SEY6210 bereits nach 5 Minuten nur noch eine
Restaktivitat des Toxins von etwa 25% im Uberstand, die im Verlauf des
Versuches konstant blieb bzw. sich zu dessen Ende hin noch einmal erhéhte,
was sehr wahrscheinlich auf Messungenauigkeiten bei der Auswertung der
HemmhofgréRen zurtckzufuhren ist. Hefen, die zusatzlich zu dem

zelleigenen Erd2p noch Erd2p bzw. Erd2p®™

exprimierten, zeigten nach 5
minutiger Toxininkubation nur noch Restaktivitaten von etwa 20% bzw. 15%.
Zum Ende des Versuches hin nahmen diese Restaktivitdten weiter bis auf
12% ab. Dies zeigt, dass die Uberexpression von Erd2p zusatzlich zum

zelleigenen Erd2p bei Hefen zu einer gesteigerten Toxin-Aufnahme fuhrt und
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dass die betreffenden Hefen selbst nach mehrstindiger Inkubation mit Toxin

noch in der Lage sind, weitere Mengen an Toxin aufzunehmen.

Abbildung 7: Bestimmung der Restaktivitdt von K28-T oxinkonzentrat nach

B SEY6210 B SEY6210 [pYSCE] O SEY6210 [pErd2GFP]
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Aufnahmestudien an intakten Hefen des Stammes SEY62 10 vor und nach
Expression unterschiedlicher Erd2p-Derivate

Hefezellen des Stammes SEY6210, untransformiert bzw. transformiert mit den
Plasmiden pYSCE und pErd2®™ wurden wie in Punkt 2.12 beschrieben behandelt
und Uber einen Zeitraume von 5 h bei 20T mit K28-T oxinkonzentrat inkubiert. Die
von den Hefezellen nicht aufgenommene Toxinmenge wurde als Restaktivitat im
Methylenblau-Agardiffusionstest gegen den hypersensitiven Stamm 192.2d
bestimmt und mit der fUr diesen Stamm ermittelten Toxin-Eichgerade errechnet
(siehe Anhang Abbildung 44). 100% relative Toxinsensitivitat entsprechen einem im
MBA-Test erhaltenen Hemmhof von 16 mm.
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Wird die Menge an vorhandenem Erd2p in einer Zellen erhdht, so ist diese in
der Lage mehr K28-Toxin aufzunehmen. Da dieser Effekt auch durch einen,
durch den HDEL-Rezeptor gesteigerten Transport vom Golgi ins
endoplasmatische Retikulum ausgelost werden koénnte, stellt dies noch
keinen Beweis fur das Vorhandensein von Erd2p in der Plasmamembran dar.
Darum sollte zusatzlich untersucht werden, ob eine Aerd2 Mutante Gberhaupt
fahig ist, Toxin in die Zelle aufzunehmen. Mentges (1997) konnte bereist im
Rahmen seiner Diplomarbeit zeigen, dass sich eine Aerd2 Mutante
(S. cerevisiae AYA12) toxinresistent verhielt. Da eine Aerd2 Mutante
aufgrund von strukturellen Defekten des Golgi-Apparates nicht lebensfahig
ware (Townsley et al., 1994), wird der Defekt im Stamm AYA12 durch die
plasmidgetriebene Expression des SEC12-Gens supprimiert, welches am
Abschniren von Transportvesikeln vom ER beteiligt ist. Eine
plasmidgetriebene Uberexpression des ERD2-Gens fiihrte dazu, dass die
urspringlich K28-resistente Aerd2 Mutante wieder eine deutliche Toxin-
Sensitivitat zeigte.

Um die Abhéangigkeit der Toxinaufnahme durch Erd2p zu beweisen, wurden
Toxinaufnahmestudien mit dem Stamm AYA12, vor und nach Transformation
mit dem Vektor pYSCE wie unter Punkt 2.12 beschrieben bei 20C
durchgefiihrt. Wie aus Abbildung 8 ersichtlich ist, zeigte die Aerd2
Deletionsmutante nach 15 Minuten Inkubation mit Toxinkonzentrat immer
noch eine Restaktivitat an Toxin im Uberstand von annahernd 80%, im
Vergleich zum Erd2p-exprimierenden Stamm, der nur noch eine Restaktivitat
von etwa 30% zeigte. Die Restaktivitit im Uberstand der Aerd2
Deletionsmutante blieb Uber die gesamte Versuchsdauer konstant bei 80%,
wohingegen die des rucktransformierten Stammes (AYA12[ERDZ2]) auf etwa
25% abfiel. Der 20%ige Verlust an Toxinaktivitat des Hefestammes AYA12
kann auf die Bindung des Toxins an die Zellwand des Stammes
zuruckgefuhrt werden. Es kann deshalb davon ausgegangen werden, dass

eine Aerd2 Mutante nicht mehr in der Lage ist, Toxin zu internalisieren, was
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darauf schlieRen lasst, dass es sich bei Erd2p um den

Plasmamembranrezeptor des K28-Toxins handelt.

m YA12 @ YA12 [pYSCE]
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Abbildung 8: Bestimmung der K28-Restaktivitdt nach Toxin-Aufnahmestudien

an intakten Hefen der Aderd2 Mutante AYA12 vor und nach Transformation mit
dem Erd2p exprimierenden Vektor pYSCE

Zellen der Aderd2 Mutante vor und nach Transformation mit dem Erd2p-
Expressionsvektor pYSCE wurden wie unter Punkt 2.12 beschrieben tber einen
Zeitraum von 5h bei 20C mit K28-Toxinkonzentrat inkubiert. Die von den
Hefezellen nicht aufgenommene Toxinmenge wurde als Restaktivitat im
Methylenblau-Agardiffusionstest gegen den hypersensitiven Stamm 192.2d
bestimmt und mit der fUr diesen Stamm ermittelten Toxin-Eichgerade errechnet

(siehe Anhang Abbildung 44). 100% relative Toxinsensitivitat entsprechen einem im
MBA-Test erhaltenen Hemmhof von 16 mm.
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In Abbildung 9 sind die Ergebnisse noch einmal zusammenfassend

dargestellt.
B YAl12 B YA12 [pYSCE]
0O SEY6210 0O SEY6210 [pYSCE]
0 SEY6210 [pERD2GFP]

Restaktivitat [%]

Zeit [min]

Abbildung 9: Bestimmung der K28-Restaktivitat nach K28-Aufnahmestudien
an intakten Hefen der Aderd2 Mutanten AYA12 vor und nach Transformation mit
dem Erd2p-Expressionsvektor pYSCE und an intakten H  efen des Stammes
SEY6210 vor und nach Expression unterschiedlicher E ~ rd2p-Derivate

Zellen des Stammes SEY6210 und der derd2 Mutante vor und nach Transformation
mit dem Erd2p-Expressionsvektoren pYSCE bzw. pErd2° wurden wie unter Punkt
2.12 beschrieben Uber einen Zeitraum von 5 h bei 20C mit K28-Toxinkonzentrat
inkubiert. Die von den Hefezellen nicht aufgenommene Toxinmenge wurde als
Restaktivitat im Methylenblau-Agardiffusionstest gegen den hypersensitiven Stamm
192.2d bestimmt und mit der fur diesen Stamm ermittelten Toxin-Eichgerade
errechnet (siehe Anhang Abbildung 44). 100% relative Toxinsensitivitat entsprechen
einem im MBA-Test erhaltenen Hemmhof von 16 mm.
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3.1.2.4 In vivo Lokalisation getaggter Erd 2p-Derivate

2CFP und

Zur in vivo Lokalisation von Erd2p wurden die Vektoren pERD
JS209 in die entsprechenden Hefen transformiert und zur Lokalisation des
Erd2/GFP-Fusionsproteins zur Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt. Als
Kontrolle wurde der Grundvektor pESC mitgefuhrt. Mit diesem Vektor
transformierte Zellen zeigten keine Fluoreszenz. Wie in Abbildung 10 zu
sehen ist zeigten Zellen, die das Fusionsprotein exprimierten, eine
Fluoreszenz, die Uber die ganze Zelle verteilt war, bzw. intrazellularen

Membransystemen zugeordnet werden konnte.

Phasen- Phasen-

Kontrolle

GFP
kontrast kontrast P ERD2

SEY6210

GFP

Abbildung 10: In vivo Lokalisation von Erd2p in der Hefe S. cerevisiae

SEY6210

Die Expression der GFP-Fusion im Stamm SEY6210 wurde an exponentiell
wachsenden Zellen mit einem Anregungs-/Emissionsfiltersystem von 488/527 nm
analysiert (D). Als Negativkontrolle wurde der Stamm SEY6210 transformiert mit
dem Grundvektor peESC mitgefihrt (B). Der Balken entspricht 4 um (Ries, 2004).
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Die in-vivo-Detektion des ERD2/cmyc-Proteins wurde durch indirekte
Immunfluoreszenz Uberprift. Hierzu wurden die Hefezellen fixiert und nach
enzymatischer Entfernung der Zellwand mit einem monoklonalen anti-c-Myc-
Antikdrper behandelt. Danach erfolgte eine Inkubation mit einem
fluoreszenzmarkierten, sekundaren Antikorper (siehe 2.28.1). Zur Kontrolle
diente eine Aerd2 Mutante (YA12), die wie erwartet keine Fluoreszenz zeigte.
Als Markerprotein wurde die Verteilung der Plasmamembran ATPase Pmalp
untersucht, die eine flr Plasmamembran-Proteine typische ringférmige
Fluoreszenz zeigte. Im Gegensatz dazu zeigten Zellen, die Erd2p“™°
exprimierten eine Uber die ganze Zelle verteilte Fluoreszenz bzw. punktuierte
Strukturen, bei denen es sich um intrazellulare Vesikel handeln kénnte (siehe

Abbildung 11).
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Phasen- anye Phasen-
kontrast Erd2p kontrast

Pmalp

Aerd?2 /
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Abbildung 11: Indirekte Immunfluoreszenz zum Nachwe is von Erd2p “™° und
Pmalp in einem ERD2-Wildtypstamm und einer heterozygot diploiden
Erd2/4erd2-Mutante

Der Wildtyp BY4742 und der diploide Stamm YBLO40c (ERD2/4erd2), die den
Vektor JS209 (Erd2p“™°) enthielten wurden fixiert und fir die indirekte
Immunfluoreszenz vorbereitet (siehe 2.28.1). Die Zellen wurden mit Antikorpern,
gegen das cmyc-Epitop (F, J) bzw. gegen Pmalp (H) behandelt und ebenfalls im
Phasenkontrast mikroskopiert (E, G, 1). Zur Kontrolle des cmyc-Antikdrpers wurde
der Stamm YA12 (derd?2) parallel mitgefuhrt (A-D). Der Balken entspricht 4 pum.
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Falls Erd2p infolge von intrazellularem Transport die Plasmamembran
erreichen sollte, musste zu erwarten sein, dass Erd2p in einer end3 Mutante
in der Plasmamembran akkumuliert. Eine end3 Mutante weil3t Defekte in
Schritten der frihen Endozytose auf, was zu Stérungen bei der Bildung von
endosomalen Vesikeln, der Ste2p-vermittelten Endozytose von a-Faktor, als
auch der ,fluid-phase” Endozytose fuhrt (Raths et al., 1993). Die indirekte

cmyc

Immunfluoreszenz von Erd2p wurde deshalb an einer end3 Mutante
(RH1623) und deren isogenem Wildtyp (RH448) durchgefuhrt. Als Kontrolle
zur Lokalisation der Plasmamembran wurde erneut die Plasmamembran
ATPase Pmalp fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen. Wie in Abbildung
12 zu sehen, zeigte der Wildtypstamm RH448 eine Uber die ganze Zelle
verteilte Fluoreszenz des Erd2p“™°. Im Unterschied dazu war in der end3
Mutante, eine fur Plasmamembranproteine typische ringférmige Fluoreszenz
vermittelt drch  Erd2p®™°, zu erkennen, die der Lokalisation des
Markerproteins Pmalp ahnelte. Damit konnte zum ersten Mal bei Hefezellen
mit einem Defekt in der frithen Endozytose der HDEL-Rezeptor in der

Plasmamembran nachgewiesen werden.
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Phasen- Phasen-
kontrast

Erd2p cmye Pmalp
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Abbildung  12: Indirekte = Immunfluoreszenz zum  Nachwe is der
Plasmamembran-Lokalisation von Erd2p °“™° wund Pmalp in einem
END3 Wildtypstamm und einer 4end3 Mutante

Der Wildtyp RH448 (END3) und die Mutante RH1623 (4dend3), die den Vektor
JS209 (ERD2°™¢) enthielten wurden fixiert und fur die indirekte Immunfluoreszenz
vorbereitet (siehe 2.28.1). Die Zellen wurden mit Antikbrper gegen das c-Myc-Epitop
(B, F) bzw. gegen Pmalp (D, H) behandelt und auch im Phasenkontrast
mikroskopiert (A, E, C, G). Der Balken entspricht 4 um.
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3.1.3 Untersuchungen zur Internalisierung des K28-T oxins durch

sensitive Hefezellen

Um n&here Aufschliisse dariiber zu erhalten, wie die Internalisierung von
K28-Toxins erfolgt und wie es ins Zytosol der Zelle gelangt, wurden
verschiedene  Untersuchungen  durchgefihrt, die zum  einen
energieabhangige bzw. temperaturabhéngige Toxinaufnahme sowie zum
anderen die Aufnahme von K28 Uber azidische Vesikel experimentell

adressierten (Haigis and Raines, 2003).

3.1.3.1 Internalisierung des K28-Toxins in sensitiv e Hefezellen in

Abhangigkeit von der Temperatur

Der Einfluss der Temperatur auf die Toxin-Internalisierung wurde untersucht,
indem Zellen des sensitiven Stammes RH448 wie unter Punkt 2.23
beschrieben vorbereitet und anschlielend zwei Stunden mit K28-
Toxinkonzentrat bei 20C bzw. 4T inkubiert wurden. An die differentielle
Zentrifugation schloss sich eine Western-Analyse an, bei der die Proben
unter nicht-reduzierenden Bedingungen mit einem gegen die B-Untereinheit
von K28 gerichteten Antikdrper detektiert wurden. In

Abbildung 13 ist zu sehen, dass das Toxin im sensitiven Stamm bei einer
Inkubation bei 4C nur in den Fraktionen P1 (Zellwa nd, Zelltrimmer) und P2
(Membranfraktion) nachweisbar war. Bei 20C war das Toxin dagegennoch
zusatzlich in  der Vesikel-Fraktion und der zytosolischen Fraktion
detektierbar. Die Resultate deuten darauf hin, dass die Internalisierung des
K28-Toxins bei 4T nicht stattfindet, sodass die Aufnahme durch einen

endozytotischen Prozess erfolgen muss.

3.1.3.2 Internalisierung des K28-Toxins durch sensi  tive Hefezellen in
Anwesenheit eines metabolischen Inhibitors (NaN  3)

Um zu Uberprifen, ob der metabolische Inhibitor NaN3 einen Einfluss auf die
K28-Aufnahme in Hefezellen hat, wurde der entsprechend vorbereitete
Stamm RH448 (siehe Punkt 2.22) zwei Stunden mit 10 mM NaN3 bei 20C
und anschlieBend fir weitere zwei Stunden mit K28-Toxin bei 20T

behandelt. Nach Zellaufschluss und differentieller Zentrifugation erfolgte die
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Analyse der einzelnen Fraktionen im Western Blot mittels eines polyklonalen
Anti-B-Antikdrpers. Wie in

Abbildung 13 zu erkennen ist, war ein K28-Signal in Azid-behandelten Zellen
nur in den Fraktionen P1 und P2 nachweisbar. Es kann daher angenommen
werden, dass eine Prainkubation sensitiver Hefezellen mit einem
metabolischen Inhibitor die Internalisierung des Toxins verhindert und dass

die Toxinaufnahme Energie abhangig erfolgt.

3.1.3.3 Internalisierung des K28-Toxins in Abhangig keit der
schwachen Base NH .ClI

Bei NH4Cl handelt es sich um eine schwache Base, die in der Lage ist, den
endosomalen pH-Wert zu erhéhen, wovon besonders spate Endosomen und
Lysosomen betroffen sind.

Um den intrazellularen Weg des K28-Toxins bis ins Zytosol einer sensitiven
Zielzelle genauer zu untersuchen, wurden deshalb Zellen des Stammes
RH448 wie unter Punkt 2.22 angegeben behandelt und zwei Stunden mit
20 mM NH4CI inkubiert. AnschlieBend wurden 3 ml Toxinkonzentrat
zugegeben und die Zellen erneut bei 20C fir zwei Stunden leicht
geschuttelt. Die Zellen wurden anschlieBend aufgeschlossen und einer
subzellularen Fraktionierung unterzogen (2.22.3). Durch Western Blot
Analyse der subzellularen Fraktionen und der zytosolischen Fraktion konnte
gezeigt werden, dass die Base NH,4Cl keinen Einfluss auf den intrazellularen
Weg des Toxins hat, da es in allen Fraktionen nachweisbar war (siehe
Abbildung 13). Diese Ergebnisse konnten zusatzlich durch Methylenblau-
Agar-Diffusionstests bestatig werden, bei denen der Zusatz von 20 mM,
30 mM bzw. 40 mM NH4CI keinen signifikanten Unterschied in der Gro3e des
Hemmhofes des sensitiven Stammes 192.2d gegen K28-Toxinkonzentrat

ergab (Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abbildung 13: Western-Blot-Analyse zum Nachweis der Internalisierung von

K28-Toxin in subzellularen Fraktionen der sensitive n Hefe RH448 in
Abhangigkeit von der Temperatur, vom Energetisierun gsgrad sowie vom pH-
Wert.

Zum Nachweis der endozytotischen Toxin-Aufnahme in Abh&ngigkeit von der
Temperatur wurde der sensitive Hefestamm RH448 einer zweistiindigen Inkubation
mit Toxinkonzentrat bei 20T und 4T unterzogen. Z ur Untersuchung der
energieabhangigen Aufnahme bzw. der eventuellen Aufnahme des Toxins Uber
azidische Vesikel wurden die Zellen mit 30 mM NaNs; und 20 mM NH.Cl zwei
Stunden vorbehandelt und anschlieBend zwei Stunden mit Toxinkonzentrat
inkubiert. Die durch differentielle Zentrifugation erhaltenen Fraktionen wurden unter
nicht-reduzierenden Bedingungen in einem 10%-igen Tris/Tricin-Gel aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der Nachweis erfolgte mittels polyklonaler
anti-B-Antikorper.

P1: Zellwand, Zelltrimmer

P2: Plasmamembran, ER-Membran, vakuolare Membranen, Mitochondrien
P3: Golgi-Membran, Transportvesikel, Endosomen

C: zytosolische Fraktion

K: K28-Toxinkonzentrat
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3.1.4 Untersuchungen zur endozytotischen Toxin-Aufn ahme und zum
intrazellularen K28-Transport durch Screening von

Deletionsmutanten

Um nahere Aufschliisse Uber die an der endozytotischen Aufnahme und dem
intrazellularen Transport des K28-Toxins beteiligten Proteine zu erlangen,
wurde ein Mutantenscreening durchgefiihrt. Insgesamt wurden 348
individuelle Mutanten untersucht, die in Genen deletiert sind, deren
Produktion laut Protein-Datenbank MIPS eine Funktion innerhalb des
zellularen Transports zukommt (http://mips.gsf.de, ,Functional Category 20:
Cellular transport, transport facilitation and transport routes®).

Der Screen wurde auf Minimal-Methylenblau-Glukose-Agar durchgefuhrt, auf
dem der zugehorige Wildtypstamm BY4742 einen Hemmhof von 13 mm
gegenuber K28-Toxin zeigte. Ein Phanotyp wurde bei Mutanten
angenommen, die gegentber K28-Toxin entweder keinen Hemmhof, einen
Hemmbhof kleiner als 10 mm oder groR3er als 16 mm zeigten. Dies entsprach
einer Resistenz, einer etwa dreifach verminderten, oder einer zweifach
erhohten Sensitivitat (siehe Eichgerade Anhang Abbildung 45).

Insgesamt zeigten 61 Mutanten von 352 (17,5%) einen Phéanotyp. Davon
zeigten 14 (4%) eine komplette Resistenz, 30 (8%) eine deutlich verminderte
Sensitivitat und 21 (6%) erwiesen sich als hypersensitiv gegen K28 (Tabelle
10, Tabelle 11, Tabelle 12). Eine Auflistung der Ergebnisse aller getesteten
Mutanten befindet sich im Anhang (Tabelle 23).
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Tabelle 10: Chromosomale Hefegene, deren Deletion e ine Resistenz gegen
K28-Toxin vermittelt

Die K28-Sensitivitat der angegebenen Stdmme wurde im Minimal-Methylenblau-
Glukose-Agar bestimmt. Informationen zur Funktion der deletierten Proteine wurden
der Protein-Datenbank MIPS (http://mips.gsf.de) entnommen.

(K28-Sensitivitat des Wildtyps BY4742: 13 mm)

Hemmhof-
Deletiertes
ORF Gen Funktion des Genproduktes Durchmesser
[mm]
YBLOO7c| SLAl cytoskeleton assembly control protein 0
YDR129c| SACG6 actin filament bundling protein, fimbrin 0
YDR372c| VPS74 similarity to hypothetical S. pombe protein 0
Ca++-transporting P-type ATPase located in
YGL167c| PMR1 _ 0
Golgi
YGL206¢c | CHC1 clathrin heavy chain 0
YJROO5w| APL1 AP-2 complex subunit, beta2-adaptin, 78 KD 0
YJRO058c | APS2 AP-2 complex subunit, sigma2 subunit, 17 KD 0
YJR121w| ATP2 F1FO-ATPase complex, F1 beta subunit 0
YLLO43w | FPS1 Glycerol channel of the plasma membrane 0
YLR337c| VRP1 verprolin 0
required for endocytosis and cytoskeletal
YNLO84c | END3 o 0
organization
YNL243w| END4 cytoskeleton assembly control protein 0
YOL062c | APM4 AP-2 complex subunit, mu2 subunit, 55 KD 0
YORO035c| SHE4 [required for mother cell-specific gene expression 0
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Tabelle 11: Chromosomale Hefegene, deren Deletion e ine verminderte
Sensitivitat gegen K28-Toxin vermittelt

Die K28-Sensitivitat der angegebenen Stdmme wurde im Minimal-Methylenblau-
Glukose-Agar bestimmt. Informationen zur Funktion der deletierten Proteine wurden
der Protein-Datenbank MIPS (http://mips.gsf.de) entnommen.

(K28-Sensitivitat des Wildtyps BY4742: 13 mm)

) Hemmhof-
Deletiertes )
ORF G Funktion des Genproduktes Durchmesser
en
[mm]

P-type ATPase reported to act as an
YALO26c | DRS2 _ o , 6
aminophospholipid translocase (flippase)

YBR171w | SEC66 ER protein-translocation complex subunit 5
YDL128w | VCX1 Vacuolar Ca++/H+ exchanger 10
YDL192w | ARF1 small GTP-binding protein of the ARF family 9
YDR335w | MSN5 multicopy supressor of snfl mutation 6
YDR490c | PKH1 ser/thr protein kinases 9
YDR497c ITR1 Inositol permease 6
YERO31c | YPT31 GTP-binding protein of the rab family 10
YGLO54c | ERV14 ER-derived Vesicles 9
YGR166w | KRE1l1 beta-glucan synthesis-associated protein 5

regulator protein involved in pleiotropic drug
YHRO064c | SSZ1 _ 9
resistance

DnaJ-like protein involved specifically in
YIR004w | DJP1 _ o 10
peroxisomal protein import

Voltage-gated, outward-rectifying K+ channel
YJL093c | TOK1 _ 10
protein of the plasma membrane

class E vacuolar-protein sorting and
YKLOO2w | DID4 _ 9
endocytosis factor

YKLO16¢c ATP7 F1F0-ATPase complex, FO D subunit 10
YLR268w | SEC22 synaptobrevin (V-SNARE) 6
YLR370c | ARC18 subunit of the Arp2/3 complex 9
YML111lw| BUL2 ubiquitin-mediated protein degradation 10
YMR109w| MYO5 myosin | 9

YNL101lw | AVT4 involved in amino acid efflux from the vacuole 10
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Hemmhof-
Deletiertes
ORF Gen Funktion des Genproduktes Durchmesser
[mm]
High affinity ammonium permease - proposed
YNL142w | MEP2 role also as ammonium sensor involved in 9
pseudohyphal growth
YNROO6w | VPS27 vacuolar protein sorting-associated protein 9
TRAPP subunit of 33 kDa involved in targeting
YOR115c | TRS33 _ _ _ 9
and fusion of ER to golgi transport vesicles
strong similarity to YFLOO4w, similarity to
YPLO19c | VTC3 9
YJLO12c
YPROO9w | SUT2 similarity to sterol uptake protein Sutlp 10
EH domain protein involved in endocytosis
YBLOO47c| EDE1l | through ubiquitin-dependent mebrane protein 7
binding

YKL126w | YPK1 Ser/thr-specific protein kinase 5
YDR388w | RVS167 Reduced viability upon starvation protein 10
YFLO25c BST1 Negative regulator of COPII vesicle formation 9
YPRO028w | YOP1 Ypt-interacting protein 10
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Tabelle 12: Chromosomale Hefegene, deren Deletion e ine Hypersensitivitét
gegen K28-Toxin vermittelt

Die K28-Sensitivitat der angegebenen Stdmme wurde im Minimal-Methylenblau-
Glukose-Agar bestimmt. Informationen zur Funktion der deletierten Proteine wurden
der Protein-Datenbank MIPS (http://mips.gsf.de) entnommen.

(K28-Sensitivitat des Wildtyps BY4742: 13 mm)

Hemmbhof-
Deletiertes
ORF Gen Funktion des Genproduktes Durchmesser
[mm]
YBRO39w| ATP3 F1FO-ATPase complex, F1 gamma subunit 24
Broad-specificity amino-acid permease -

YBRO068c BAP2 _ _ _ _ 21
inductible by most neutral amino acids

YBRO97w| VPS15 ser/thr protein kinase 20
H+-ATPase V1 domain 60 KD subunit,

YBR127c| VMA2 19

vacuolar
YBR131w| Cczl Calcium Caffeine Zinc sensitivity 17

encodes 3 region protein which is self-
YDL185w| TFP1 _ _ 19
spliced into TFP1p and PI-Scel

YDR323c PEP7 vacuolar segregation protein 16
H+-ATPase VO domain 17 KD subunit,
YELO27w | CUP5 18
vacuolar
H+-ATPsynthase V1 domain 32 KD subunit,
YELO51w | VMAS 18
vacuolar
YER110c | KAP123 RAN-binding protein 16
YGL095c | VPS45 | vacuolar protein sorting-associated protein 16
H+-ATPase V1 domain 42 KD subunit,
YKLO80w | VMAS5 16
vacuolar
YKL212w | SAC1 recessive suppressor of secretory defect 16
YLR240w| VPS34 phosphatidylinositol 3-kinase 19
H+-ATPase VO domain 36 KD subunit,
YLR447c| VMAG 22
vacuolar
YMR231w| PEP5 vacuolar biogenesis protein 18
YNL183c NPR1 ser/thr protein kinase 17

YNL268w LYP1 Lysine permease 16
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Hemmhof-
Deletiertes
ORF Gen Funktion des Genproduktes Durchmesser
[mm]
H+-ATPase VO domain 95K subunit,
YOR270c VPH1 16
vacuolar
H+-ATPase VO domain 17 KD subunit,
YPL234c TFP3 21
vacuolar
H+-ATPase V1 domain 54 KD subunit,
YPRO36w| VMA13 20
vacuolar

Auffallend bei der Auswertung des Mutantenscreenings war die Tatsache,
dass die Mutanten, die einen Phanotyp zeigten, in &hnliche funktionelle
Kategorie eingeordnet werden konnten bzw. an spezifischen zellularen

Prozessen beteiligt sind. Diese werden im Weiteren ndher besprochen.
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3.1.4.1 Phanotypische Charakterisierung von Mutante  n mit Defekten
in der frithen Endozytose

Bei einem Grofiteil der Hefemutanten, die sich gegen K28-Toxin resistent
oder vermindert sensitiv verhielten, handelt es sich bei den deletierten
Genprodukten um Proteine, die an der frihen Endozytose beteiligt sind.

In Tabelle 13 sind diese zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 13: Deletierte Genprodukte mit Funktionen i  n der frihen Endozytose
und K28-Phanotyp

Der Hemmhofdurchmesser des Wildtyps BY4742 betrug auf Minimal-Glukose-
Methylenblauagar 13 mm.

Deletiertes Hemmhot
Gen Funktion des Genproduktes Durchmesser

[mm]
DID4 class E vacuolar-protein sorting and endocytosis factor 9
EDE1 EH domain protein involved in endocytosis 7
END3 required for endocytosis and cytoskeletal organization 0
END4 cytoskeleton assembly control protein 0
MYO5 myosin | 9
PKH1 ser/thr protein kinases 9
RVS167 reduced viability upon starvation protein 10
SAC6 actin filament bundling protein, fimbrin 0
SHE4 required for mother cell-specific gene expression 0
SLA1 cytoskeleton assembly control protein 0
VPS74 similarity to hypothetical S.pombe protein 0
VRP1/END5 verprolin 0
YPK1 ser/thr-specific protein kinase 5
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3.1.4.2 Einfluss von Clathrin auf den Wirkungsmecha  nismus von K28

Clathrin ist in der Hefe fur die Bildung von ,Clathrin-coated vesicles* an der
Plasmamembran sowie am TGN verantwortlich (Kirchhausen, 2000). Im
Hefegenom sind zwei Gene vorhanden, die fur die Clathrin leichte Kette
(CLC1) und schwere Kette (CHC1) kodieren. Clathrin-Mutanten besitzen
Defekte bei der rezeptorvermittelten Endozytose und weisen
Mislokalisationen von Golgi-residenten Proteinen zur Plasmamembran auf
(Clare et al., 1991; Payne and Schekman, 1989; Tan et al.,, 1993).
Gendeletionen der schweren und der leichten Kette von Clathrin zeigten
unterschiedliche Ph&notypen gegen K28-Toxinkonzentrat. Die Aclcl Mutante
zeigte mit einem Hemmhof von 12 mm im Vergleich zum Wildtypstamm
BY4742 mit 13 mm keinen signifikanten Unterschied in der Toxinsensitivitat.
Die Achcl Mutante verhielt sich dagegen Toxin-resistent (siehe Abbildung
14).

113 mm

Aclcl BY4742
(Wildtyp)

Abbildung 14: Agardiffusionstest von Hefen mit Dele tionen in den Genen der
leichten ( CLC1l) und schweren Kette ( CHC1) von Clathrin und deren
isogenenm Wildtyp.

Die Sensitivitat der Stamme wurde im Minimal-Glukose-MBA (pH 4,7) gegen K28-
Toxinkonzentrat bestimmt und als Hemmhofdurchmesser [[1] angegeben.
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3.1.4.3 Einfluss des AP-Komplexes auf die Toxinsens itivitat

In Saugerzellen ist Clathrin bei der Bildung von Vesikeln auf die Funktion
eines heteromeren Komplexes aus vier Proteinen, dem sogenannten
Adaptor-Protein-Komplex (AP) angewiesen (Schmid, 1997). Hierbei besteht
jeder Komplex aus zwei grol3en (B und entweder a, y, o, oder €), einer
mittleren (i) und einer kleinen Untereinheit (o). Die vier unterschiedlichen
Adaptor-Protein-Komplexe des S&ugers unterscheiden sich aufgrund ihres
Wirkungsortes in der Zelle voneinander. So ist z.B. der AP-1-Komplex
bestehend aus den Untereinheiten y, B1, pl und ol am TGN lokalisiert,
wahrend der AP-2-Komplex, zusammengesetzt aus den Untereinheiten q,
B2, y2 und o2, seine Funktion an der Plasmamembran erfillt (Schmid,
1997). Uber Sequenzhomologien konnten AP-Untereinheiten auch in der
Hefe gefunden werden, wobei diese in drei potentielle AP-Komplexe
eingeteilt werden.

Deletionsmutanten aller Untereinheiten der drei AP-Komplexe wurden im
Minimal-MBA (pH4,7) gegen K28-Toxin getestet. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 14 dargestellt. Mutanten der Komplexe AP-1 und AP-3 zeigten im
Vergleich zum Wildtypstamm BY4742 keine signifikanten Unterschiede in
ihrer Toxinsensitivitdt. Im Unterschied hierzu zeigten alle Mutanten des
AP2R-Komplexes eine komplette Resistenz gegen K28 mit Ausnahme der
Aapl3 Mutante, die mit 2 mm Hemmhofdurchmeser im MBA-Test noch eine
minimale Restsensitivitdt zeigte. Da die Disruption der Gene des AP-2R-
Komplexes in Hefe keinen Effekt im Bezug auf bislang untersuchte
Zellmechanismen hat, stellt die hier beobachtete Resistenz gegen K28 den

ersten Phanotyp fur diese Gruppe von Genen dar.
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Tabelle 14: Vergleichende Toxinsensitivitdten von Hefen mit Mutationen in
einzelnen Untereinheiten der AP-Komplexe der Hefe.

Die Sensitivitat der Stamme wurde im Minimal-Glukose-MBA (pH 4,7) gegen K28-
Toxinkonzentrat bestimmt und als Hemmhofdurchmesser angegeben. K28-
resistente Mutanten mit Defeken in AP-2R Komponenten sind im Fettdruck
dargestellt.

Hemmhof-
AP-Komplex relevanter Untereinheit Durchmesser
Genotyp
[mm]

AP-1 Japl2 B1 12

dapla Y 11

Aapml 1 11

Aapsl ol 11

Aapm?2 ? 14
AP-2R Japll B2R 0
Japl3 aR 2
Adapm4 HZ2R 0
Aaps?2 o2R 0

AP-3 Japl6 B3 13

AJapl5 0 13

Aapm3 p3 13

Aaps3 o3 11

BY4742 Wildtyp - 13
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3.1.4.4 Einfluss der vakuolaren ATPase auf die K28- Toxizitat

Die Hauptaufgabe der V-ATPase in Hefe besteht in der Azidifikation der
Vakuole und in der sich daran anschlieRenden Aktivierung der vakuolaren
Hydrolasen. Sie ist aus zwei funktionellen Domanen aufgebaut. Bei diesen
handelt es sich um die integrale Membrandoméane V,, die aus acht
Untereinheiten besteht und fur die ATP-Hydrolyse verantwortlich ist und die
zytoplasmatische V;-Domane, die aus funf Untereinheiten besteht und die
Protonen-Translokation vornimmt. Mutationen in den verschiedenen
Untereinheiten der V-ATPase resultieren immer in deren Funktionsverlust
(Forgac, 1999; Kucharczyk and Rytka, 2001; Preston et al., 1989).

Hefen mit Deletionen in den Genen dieser Untereinheiten wurden gegen
K28-Toxin im Minimal-MBA getestet, aulRer zwei Deletionsmutanten der
Gene TFP1 und VMA10 aus der V;-Domane, die nicht in der
Mutantensammlung vorhanden waren. Von den restlichen 11 getesteten
Mutanten zeigten acht einen hypersensitiven Phanotyp im Vergleich zum
Wildtypstamm BY4742. Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 dargestellt. Die
hypersensitiven Mutanten zeigten Hemmhofdurchmesser von 16-22 mm im
Unterschied zum isogenen Wildtyp, der einen Hemmhof von 13 mm
entwickelte. Hierbei zeigten Mutationen in der integralen Membrandoméne
V, einen starkeren Einfluss als Mutationen in der zytoplasmatischen Doméne
V1. Die Hefedeletionsmutanten 4vmall/16 und Avma6 zeigten um das 13
bzw. 19-fache gesteigerte Sensitivitaten, bei denen es sich um die starksten

im Screen gemessenen handelte (Abbildung 15).
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Tabelle 15: Vergleichende Toxinsensitivitditen von H  efen mit Mutationen in
einzelnen Untereinheiten der V-ATPase

Die Sensitivitat der Stamme wurde im Minimal-Glukose-MBA (pH 4,7) gegen K28-
Toxinkonzentrat bestimmt und als Hemmhofdurchmesser angegeben.

V-ATPase- relevanter Hemmhofdurchmesser
Domane Genotyp [mm]
Vo Avphl 16
Astvl 13
Avmag3 18
4Avmall/l6 21
Avmab 22
V1 Atfpl n.b.
Avma?2 19
Avmab 16
Avma8 18
Avma4 13
Avmar 11
4Avmall n.b.
Avmals 20
BY4742 wildtyp 13
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Abbildung 15: Vergleichende Toxin-Sensitivitaten vo n Deletionsmutanten der
vakuolaren ATPase.

Dargestellt sind die relativen Toxinsensitivitdten der Deletionsmutanten in den
Doméanen der V-ATPase V, und V, im Vergleich zum Wildtypstamm BY4742. Die
Werte wurden aufgrund der ermittelten Eichgeraden bestimmt (siehe Anhang
Abbildung 45). 100% relative Toxinsensitivitat entsprechen einem im MBA-Test
erhaltenen Hemmbhof von 13 mm.



Ergebnisse 102

3.1.45 Einfluss der Mn #*/Ca®*-lonen-Pumpe Pmrlp und der Ca *-

Konzentration auf den K28-Wirkungsmechanismus

Die P-ATPase Pmrlp ist im medialen Golgi lokalisiert. Ihre Hauptaufgabe
besteht darin, die Ca?*-Konzentration im Sekretionsweg aufrecht zu erhalten,
wozu sie unter ATP-Verbrauch Ca**-lonen aus dem Zytosol in den Golgi-
Apparat pumpt. Hefemutanten mit einer Deletion des PMR1-Gens zeigen
eine um 50% verminderte Ca**-Konzentration im ER (Strayle et al., 1999).
Die Hefemutante Apmrl zeigte im Vergleich zu ihrem isogenen Wildtyp eine
vollstdndige Resistenz gegen das K28-Toxin (Abbildung 16). Diese
Resistenz konnte durch exogene Applikation von Ca®" in Form von CacCl,
wieder vollstandig aufgehoben werden. Ab einer Ca®*-Konzentration von
40 mM entsprach die Sensitivitdt der Apmrl Mutante wieder der des Wildtyps
BY4742 (Abbildung 17). Eine Erhéhung der Ca**-Konzentration beim
Wildtypstamm zeigte keinen Effekt (nicht dargestellt).

BY4742 Apmrl

Abbildung 16: Agardiffusionstest zum Nachweis einer K28-Toxinresistenz in
einer dpmr1 Nullmutante.

Die Sensitivitat von Wildtyp (BY4742) Apmrl Mutante wurde im Minimal-Glukose-
MBA (pH 4,7) gegen K28-Toxinkonzentrat bestimmt und als Hemmhofdurchmesser

angegeben [].
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Abbildung 17: Vergleichende K28-Toxinsensitivitaten einer
Apmrl  Deletionsmutante  bei  verschiedenen  extrazellularen Ca**-

Konzentrationen.

Die Toxinsensitivitdt der Apmrl Mutante wurde im Minimal-Glukose-MBA (pH 4,7)
gegen K28-Toxinkonzentrat bestimmt und mit Hilfe der Eichgerade des
Wildtypstammes BY4742 errechnet (vergleiche Anhang Abbildung 45). Der Einfluss
der Ca®*-Konzentration auf die Sensitivitat des Stammes wurde durch Zugabe von
CacCl, in unterschiedlichen Konzentrationen zum MBA bestimmt. 100% relative
Toxinsensitivitat entsprechen einem im MBA-Test erhaltenen Hemmhof von 13 mm.
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3.2 Untersuchungen zur ER-Zytosol-Translokation des
K28-Toxins

Eisfeld konnte zeigen, dass das K28-Toxin durch Endozytose in die Zelle
eindringt und retrograd von der Zelloberflache bis ins Zytosol transportiert
wird (Eisfeld et al., 2000). Der Export von K28 aus dem ER ins Zytosol erfolgt
Uber das Sec61 Translokon. An der Retrotranslokation sind neben Sec61p
auch das ER Chaperon Kar2p, moglicherweise Calnexin sowie Sec63p
beteiligt. Das Toxin nutzt dabei Teile eines Mechanismus, der normalerweise
fehlgefalteten Proteinen vorbehalten ist. Diese werden im ER erkannt und
durch das Sec61 Translokon ins Zytosol transportiert, wo sie am Proteasom
abgebaut werden. Je nach Substrat sind an diesem Prozess weitere, im ER
Lumen lokalisierte Chaperone (Scjlp, Jemlp, PDI) sowie zytosolische
Chaperone (CDC48-Komplex, Ssal-4p, Ssblp, Ssb2p) beteiligt.

Um den Transportmechanismus von K28 uber die ER-Membran weiter
aufzuklaren, sollten Hefen untersucht werden, die durch chromosomale

Mutationen im ERAD-Weg (ER associated degradation) gestort sind.

3.2.1 Untersuchungen zum Einfluss der ER-Chaperone Scjlp und

Jemlp auf den Export von K28 in das Zytosol sensiti  ver Hefen

Nishikawa und Mitarbeiter (2001) konnten zeigen, dass fir den Export von
einigen fehlgefalteten Proteinen aus dem ER ins Zytosol zwei verschiedene
J-Doméanen enthaltende ER-Proteine notig sind . Deletionen dieser DnaJ-
ahnlichen Proteine Jemlp und Scjlp fihrten zur Stabilisierung und
Aggregation des mutierten pro-a-Faktors (AGpaF) und einer mutierten Form
der Carboxypeptidase Y (CPY*) im ER.

Im Agardiffusionstest zeigten die A4scjl Mutante SNY1025 und die dieml
Mutante SNY1028 eine identische Sensitivitat wie der isogene Wildtyp
Stamm SEY6210. Die Doppelmutante SNY1026-7A (4scjl4dieml) verhielt
sich dagegen vollstandig Toxin resistent im Vergleich zum Wildtyp
(Abbildung 18)
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Abbildung 18: Agardiffusionstest zur Bestimmung der Toxinresistenz der
A4scjl4ieml Doppelmutante S. cerevisiae SNY1026-7A und der K28-Sensitivitat
der Stamme S. cerevisiae SNY1025 (4scjl) und SNY1028 (4jem1)

Die Hefen wurden jeweils fur drei Tage bei 20C auf MBA-Platten (pH 4,7) inkubiert
und gegen K28-Toxinkonzentrat getestet. Als Kontrolle wurde der Wildtyp Stamm
SEY6210 mitgefuhrt. Die GroRe der Hemmhofdurchmesser [[J] ist angegeben.

3.2.2 Subzellulare Lokalisation von K28-Toxin in ei ner Ascjl4deml

Doppelmutante

Mit Hilfe von Zellfraktionierungsexperimenten sollte im folgenden untersucht
werden, ob das Fehlen der beiden Proteine Scjlp und Jemlp die Effizienz
der Translokation des K28-Toxins ins Zytosol beeinfluft.. Hierzu wurden die
Stamme S. cerevisiae SNY1026-7A und S. cerevisiae SEY6210 wie unter
Punkt 2.24 behandelt und mit Toxinkonzentrat inkubiert. Nach dem
Zellaufschluss mittels Homogenisator und subzellularer Fraktionierung
wurden die unterschiedlichen Membran-Fraktionen erhalten (P1, P2, P3).
Diese wurden zusammen mit den gefallten Proteinen der zytosolischen
Fraktion in einem 10%-igen Tris/Tricin-Gel unter nicht-reduzierenden
Bedingungen einer SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlieRend wurden die
Proteine mit einem anti-B-Antikdrper zum Toxin-Nachweis behandelt. Wie in
Abbildung 19 zu sehen ist, wurde das K28-Toxin in der 4scjl4ieml Mutante
zwar von den Zellen aufgenommen, was durch ein Signal in der
Vesikelfraktion bestatigt wird, aber nicht bis ins Zytosol transportiert. Dieses
Ergebnis bestatigt den beobachteten Phanotyp der Mutante im
Agardiffusionstest, die sich im Unterschied zum isogenen Wildtyp resistent
gegen K28-Toxin verhielt.
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Abbildung 19: Western Blot zum Nachweis von K28-Tox in in subzellularen
Fraktionen von S.cerevisiae SEY6210 (Wildtyp) und SNY1026-7A
(4scjl 4em1l) nach Inkubation mit Toxinkonzentrat bei 20<C.

Die Proben wurden unter nicht-reduzierenden Bedingungen einer SDS-PAGE in
einem 10%-igen Tris-Tricin-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. Der Nachweis erfolgte mit einem polyklonalen anti-B-Antikorper.

P2: ER-Membranen, Plasmamembranen, vakuolare Membranen, Mitochondrien
P3: Endosomen, Vesikel, Golgi Membranen

C: zytosolische Fraktion

3.2.3 Einfluss der Protein-Disulfid-lsomerase auf d en ER-Zytosol-
Transport des K28-Toxins

Wie bereits deutlich gemacht wurde sind die ER-Chaperone Kar2p, Cnelp,
Scjlp und Jemlp sowie das Sec61 Translokon am ER-Zytosol-Transport von
K28 beteiligt (Eisfeld et al., 2000; diese Arbeit). Gillece und Mitarbeiter (1999)
konnten zeigen, dass Kar2p mit der Protein-Disulfid-lIsomerase (PDI) im ER
interagiert und dass in einer pdil Mutante der mutierte pro-a-Faktor (AGpaF)
und die mutierte Form der Carboxypeptidase Y (CPY*) im ER stabilisiert
vorlagen. Um zu untersuchen, ob PDI auch fur den Export des K28-Toxins
aus dem ER ins Zytosol essentiell ist, wurde eine Apdil Mutante und deren
isogener Wildtyp im MBA-Test untersucht.

Da die gleichzeitige Deletion des PDI1 Gens und seiner Homologen MPD1,
MPD2, PCR1 und ENG1 letal wéare, wurde eine Mutante (M4492) benutzt,
deren Lebensfahigkeit durch die Expression von MPD1 auf einem 2p-
Plasmid gewahrleistet wird (Norgaard et al., 2001). Im Agardiffusionstest
zeigte diese Mutante im Unterschied zum Wildtyp eine deutliche Resistenz

gegen exogen appliziertes K28-Toxin (Abbildung 20). Die plasmidgetriebene



Ergebnisse 107

Uberexpression des PDI1 Gens verlieh der Apdi Mutante wieder eine
deutliche Toxin-Sensitivitat. Dies wurde nachgewiesen, indem der Stamm
M4492 mit dem episomalen Vektor pCT38 transfomiert wurde, der das PDI1

Gen konstitutiv zur Expression bringt .

PDI1 Adpdil
[pCT38]
Abbildung 20: Agardiffusionstest zur Bestimmung von Toxin-Resistenz bzw. —

Sensitivitdt der Apdil Mutanten M4492 vor und nach Transformation mit dem
PDI-tragenden Hefeexpressionsvektor pCT38.

Wildtyp (Stamm W303) und 4pdil Mutante wurden jeweils drei Tage bei 20C auf
MBA-PIlatten (pH 4,7) inkubiert und gegen K28-Toxinkonzentrat getestet. Die GroRRe
der Hemmhofdurchmesser [[0] ist angegeben
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3.2.4 Subzellulare Fraktionierung zur Untersuchung des Einflusses

von PDI auf die ER-Zytosol-Translokation

Um genauer aufzuklaren, welchen Einfluss die PDI auf die Translokation des
K28-Toxins ins Zytosol hat, wurden Zellfraktionierunsexperimente
durchgefuhrt. Hierzu wurden die Stdmme S. cerevisiae M4492 und
M4492[pCT38] bis zu einer Zellzahl von 10° Zellen/ml kultiviert, wie unter
Punkt 2.24 beschrieben sphéaroplastiert und mit Toxinkonzentrat behandelt.
Nach dem Zellaufschluss erfolgte die differentielle Zentrifugation, wobei die
erhaltenen subzellularen Fraktionen unter nicht-reduzierenden Bedingungen
in einem 10%-igen Tris/Tricingel aufgetrennt wurden. Nach dem Blotten auf
eine PVDF-Membran wurde das K28-Toxin durch einen gegen die [-
Untereinheit gerichteten polyklonalen Antikérper detektiert (Tabelle 7). Die
Western-Analyse ergab, dass das Toxin in dem, mit dem PDI1 tragenden
Vektor pCT38 rucktransformierten Stamm M4492 in allen Fraktionen
nachweisbar war, wahrend bei der Apdil Mutante M4492 kein Toxin im
Zytosol detektierbar war (Abbildung 21). Es kann somit gefolgert werden,
dass das Toxin in einer 4dpdil Mutante endozytotisch aufgenommen wird,
aber nicht mehr in der Lage ist, das Zytosol zu erreichen und somit seine

Toxizitat verliert.
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Abbildung 21: Western-Analyse subzellularer Fraktio nen toxinbehandelter
Zellen der A4pdil Mutante M4492 vor und nach Transformation mit dem PDI1
tragenden Plasmid pCT38.

Die jeweiligen Fraktionen wurden unter nicht-reduzierenden Bedingungen in einem
10%-igen Tris-Tricin-Gel aufgetrennt und auf eine PVYDF-Membran Ubertragen. Der
Nachweis erfolgte mit einem polyklonalen anti-B-Antikorper.

P2: ER-Membranen, Plasmamembranen, vakuolare Membranen, Mitochondrien
P3: Endosomen, Vesikel, Golgi Membranen

C: zytosolische Fraktion

3.2.5 Untersuchungen der Oxidase-Mutanten Erolp auf

Toxinsensitivitat

Fur Cholera Toxin ist bekannt, dass die PDI als ein Redox-abhangiges
Chaperon wirkt und dabei abh&ngig von der Oxidase Erolp ist. PDI bindet
und entfaltet in ihrem reduzierten Zustand das Toxin und entlasst es bei der
Oxidation durch die membranstandige Oxidase Erolp in das Sec6l
Translokon (Tsai and Rapoport, 2002). Um zu untersuchen, ob PDI ebenso
bendtigt wird, um K28 mit Hilfe von Erolp zu entfalten, wurde eine
temperatursensitive erol Mutante getestet.

Die Hefemutante S. cerevisiae M4560 sowie der isogene Wildtyp
S. cerevisiae W303 wurden im Agardiffusionstest auf Resistenz/Sensitivitat
gegen exogen appliziertes K28-Toxinkonzentrat untersucht. Der
Lochplattentest wurde sowohl bei der permissiven Temperatur (20C), als
auch bei der restriktiven Temperatur von 35T durch gefihrt.

Im Agardiffusionstest gegen K28 verhielt sich die erol Mutante, wie auch der
zugehorige Wildtyp sowohl bei permissiver, als auch bei restriktiver
Temperatur sensitiv. Wildtyp und Mutante zeigten bei einer Temperatur von
34T einen klaren Hemmhofdurchmesser von 13 mm (Tabelle 16). Die
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Toxinstabilita&t nahm mit steigender Temperatur nicht ab, wie im
Agardiffusionstest anhand des Erol*-Wildtyps sowie des hypersensitiven
S. cerevisiae Stammes 192.2d nach Toxinbehandlung bei 20C, 30C und
35T gezeigt werden konnte (nicht dargestellt).

Tabelle 16: K28-Toxinsensitivitat einer temperaturs  ensitiven erol Mutante im
Vergleich zum isogenen Wildtyp

Die Sensitivitat der angegebenen Stamme wurde im Agardiffusionstest (Minimal-
MBA, pH 4,7) gegen K28-Toxinkonzentrat bei der restriktiven Temperatur von 35C
bestimmt.

S. cerevisiae | Hemmhofdurchmesser [mm] Phanotyp (Minimal-MBA)

W303 (WT) 13

M4560 (erol-ts) 13
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3.2.6 Einfluss der PDI-Isomerase-Aktivitat auf die K28-Wirkung

Als Mitglied der Thioredoxin-Familie enthalt Pdilp zwei katalytisch aktive
Zentren, die aus den Aminosauremotiven Cys-Gly-His-Cys (CGHC)
bestehen. Damit ist das Enzym in der Lage zwei verschiedene Disulfid-
Reaktionen zu katalysieren. Zum einen eine oxidative Reaktion, bei der die
intramolekularen Disulfide des CGHC-Motivs auf zwei im Substrat ansassige
Sulfhydrylgruppen im Substratprotein Gbertragen werden, zum anderen eine
Isomerase-Reaktion, bei der die Disulfide des Substrates umgebaut werden,
indem gemischte Disulfide zwischen dem ersten Cystein-Rest des CGHC
Motivs und dem Substrat entstehen (Holst et al.,, 1997; Solovyov et al.,
2004).

In beiden CGHC-Domaéanen ist nur der jeweils erste Cystein-Rest fur die
Isomerase-Aktivitdt von Pdilp verantwortlich. Um den Einfluss der
Isomerase-Aktivitat auf den Wirkungsmechanismus des K28-Toxins zu
untersuchen, wurden zwei pdil Mutanten (CGHS-SGHS-[PDI] und SGHS-
CGHS-[PDI]) untersucht, die einen Defekt in der Protein-Oxidation
aufweisen, aber eine funktionelle Isomerase-Aktivitat besitzen (Holst et al.,
1997).

Hierzu wurde die 4pdil Mutante M4130, die PDI1 auf einem episomalen
Vektor mit URA3 Marker unter der Kontrolle eines GAL-Promotors tragt, mit
TRP-Plasmiden (Q3020, Q3025) transformiert, die die zwei Pdilp Varianten
trugen. Die Hefezellen wurden dann gezwungen, das URA-Plasmid mit dem
Wildtyp PDI1 Gen zu verlieren, indem sie auf 5 -FOA haltigen Agarplatten
ausplattiert wurden. In Anwesenheit des URA3-Gens verarbeiten Hefezellen
5"FOA zu Fluorodesoxyuridin, welches fur die Zellen toxisch ist. Hefezellen,
die eine Mutation im URA3-Gen tragen, konnen deshalb in Gegenwart von
5°'FOA wachsen, solange Uracil im Medium vorhanden ist. Ein 5 FOA-
Medium ist deshalb geeignet um Zellen zu selektieren, die keine URA-
Plasmide mehr tragen. Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, zeigten beide Apdil
Mutanten mit Mutationen im aktiven Zentrum im MBA-Test gegen K28 wieder
eine vollstdndige Sensitivitat. Daraus kann gefolgert werden, dass die
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Isomerase-Aktivitdt von Pdilp einen Einfluss auf die ER-Zytosol-

Translokation des K28-Toxins hat.

e~ B -
0 dgmm . 09mm
PDI1-Genotyp: Apdil Apdil
Plasmid: PDI1[SGHS-CGHS] PDIL[CGHS-SGHS]
Abbildung 22: Agardiffusionstest zur Bestimmung der Toxinsensitivitat der
Adpdil Mutante M4130 nach Galaktose induzierter Expression von

Wildtyp—Pdilp bzw. von Pdilp-Varianten mit Mutation  en im aktiven Zentrum.

Die betreffenden Hefen wurden jeweils drei Tage bei 20C auf MBA-Platten (pH 4,7)
inkubiert und gegen K28-Toxinkonzentrat getestet. Die Grole der
Hemmhofdurchmesser [[] ist angegeben.

3.2.7 Einfluld zytosolischer Chaperone auf die Toxin -

Retrotranslokation

3.2.7.1 Phanotypische Charakterisierung von Hefemut anten mit
Defekten im CDC48-Komplex

Die zytosolische AAA-ATPase Cdc48p ist an der Dislokation von ERAD-
Substraten aus dem ER ins Zytosol beteiligt. In einer cdc48 Mutante konnte
eine Akkumulation von ERAD-Substraten im ER nachgewiesen werden
(Rabinovich et al., 2002). Daraus wurde geschlossen, dass Cdc48p auf der
zytosolischen Seite des ER, zusammen mit seinen Co-Faktoren Ufd1lp und
Npl4p, unter ATP-Verbrauch fehlgefaltete Proteine Uber die ER-Membran
transportiert und dem Proteasom zum Abbau zufuhrt (Lord et al., 2002).

Um den Einfluss des CDC48-Komplexes auf die Translokation des K28-
Toxins zu testen, wurden Hefemutanten der entsprechenden Gene auf
Toxinsensitivitat getestet. Wie in Tabelle 17 zu sehen ist, zeigte die
temperatursensitiven Mutanten mit Defekten in CDC48 (cdc48-3, Stamm
WPY106), bzw. in NPL4 (npl4-1,npl4-2, Stamm PSY2340 und PSY2341) bei
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23 bzw. 25T im Vergleich zu den isogenen Wildtypen (W303, S288C) keine
Abweichungen in der Toxinsensitivitat. Die ufd1-1 Mutante (Stamm PM373)
zeigte mit einem Hemmhofdurchmesser von 18 mm gleiche Toxinsensitivitat
wie der Wildtypstamm (BWG1-7a).

Tabelle 17: Vergleichende Toxinsensitivitaten von H  efemutanten mit Defekten
im Cdc48p/Npldp/Ufdip-Komplex.

Alle Stamme wurden im Agardiffusionstest (MBA, pH 4,7) gegen K28-
Toxinkonzentrat getestet.

- Hemmhof-Durchmesser
S. cerevisiae Stamm relevanter Genotyp

[mm]
W303 CDC48 bei 23T 16
WPY106 cdc48-3 bei 23T 17
S288C NPL4 bei 25C 13
PSY2340 npl4-1 bei 25C 13
PSY2341 npl4-2 bei 25C 14
BWG1-7a UFD1 18
PM373 ufdl-1 18

3.2.7.2  Phanotypische Charakterisierung von Hefemu tanten mit
Defekten in zytoplasmatischen Hsp70 Chaperonen

Um zu testen, ob zytoplasmatische Chaperone der Hsp70-Familie am
Toxinexport aus dem ER beteiligt sind, wurden ssa und ssb Hefemutanten im
Agardiffusionstest gegen K28-Toxin untersucht. Sowohl eine A4ssbl Assb2
Deletionsmutante (Stamm JN212), als auch eine temperatursensitive ssal-
45 Assa ssa34 Adssad Mutante (Stamm JB67) zeigten sowohl bei permissiver
(22C), als auch bei restriktiver Temperatur (35C) gleicheToxinsensitivitat
wie ihr isogener Wildtyp (Stamm JN55) (siehe Tabelle 18).
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Tabelle 18: Vergleichende Toxinsensitivititen versc  hiedener Mutanten der
Ssa- und Ssb-Chaperone Familie

Alle Stamme wurden im Agardiffusionstest (MBA, pH 4,7) bei angegebener
Temperatur gegen K28-Toxinkonzentrat getestet.

- Hemmhof-Durchmesser
S. cerevisiae Stamm relevanter Genotyp

[mm]
JN55 SSA SSB bei 35T 12
JN212 Assbl, Assb2 bei 35T 12
ssal-
JB67 45 Assa ssa34 Assad 12

bei 35C




Ergebnisse 115

3.3 Untersuchungen zur K28-Ubiquitinierung und zum
Einfluss der Ubiquitinierung auf den Toxintransport

Bei Untersuchungen von Eisfeld (2001) stellte sich heraus, dass die
Ubiquitinierung bei der Wirkung des K28-Toxins eine wichtige Rolle zu
spielen scheint. Hierbei wurde insbesondere der Einfluss der Ubiquitinierung
bei der ER-Zytosol-Translokation des Toxins untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die K28 [(-Untereinheit in toxinbehandelten Hefezellen
ubiquitiniert und preoteasomal abgebaut wird, wahrend die a-
Toxinuntereinheit keine Markierung durch Ubiquitin erféahrt. Beim Test auf
diesbeziiglich relevante Ubiquitin-konjugierende Enzyme stellte sich lediglich
ein Einfluss auf die Toxinwirkung durch das E2-Enzyms Ubc4p heraus. Eine
ubc4 Mutante zeigte eine deutlich eingeschrankte Sensitivitdt gegen K28-
Toxin. Mutanten, in denen zuséatzlich zu UBC4 auch noch UBC6 oder UBC7
deletiert vorlagen, zeigten sich sogar resistent gegen exogen appliziertes
K28-Toxin. Ubcdp ist zusammen mit Ubc5p verantwortlich fur den
proteasomalen, Ubiquitin-abhdngigen Abbau der meisten kurzlebigen und
aberranten Proteine (Sommer and Seufert, 1992). Eine weitere wichtige
Funktion tbt Ubc4p aber auch im Zusammenwirken mit der Ubiquitin-Protein-
Ligase Rsp5p aus, wobei sie fur die Ubiquitinierung von Plasmamembran-
Proteinen verantwortlich sind (Hatakeyama et al., 1997). Im Rahmen dieser
Arbeit sollte untersucht werden, welche Funktion Ubc4p in einer sensitiven

Zelle auf den Wirkungsmechanismus des K28-Toxins hat.

3.3.1 Subzellulare Lokalisation von K28 in einer To xin-behandelten
Aubc4 Mutante

Es wurde vermutet, dass die deutlich verminderte Sensitivitat von Hefen mit
Deletion von Ubc4 darauf zuriickzufthren ist, dass die Ubiquitinierung der 3-
Untereinheit mit dem Toxin-Export aus dem ER gekoppelt sein muss. Dies
wirde in toxinbehandelten Zellen mit Deletion in UBC4 zu einer
Akkumulation von K28-Toxin im ER fiihren. Andererseits wéare es maoglich,

dass Ubc4p fir die Ubiquitinierung des Membranrezeptors verantwortlich ist
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und damit das Signal fir die endozytotische Toxinaufnahme auslost. Ein
Fehlen von Ubc4p wiirde in diesem Falle eine Akkumulation von K28 an der
Plasmamembran bewirken.

Um zu untersuchen, welche Auswirkungen Ubc4p auf die Toxinwirkung hat,
wurden die Stamme S. cerevisiae YWO013 (ubc4) und YWO01 (UBC4) wie
unter Punkt 2.24 behandelt und mit Toxinkonzentrat inkubiert. Nach
Zellaufschluss mittels Homogenisator und subzellularer Fraktionierung
wurden unterschiedliche Membran-Fraktionen erhalten (P1, P2, P3), die
zusammen mit den gefallten Proteinen der zytosolischen Fraktion in einem
10%-igen Tris/Tricin-Gel unter nicht-reduzierenden Bedingungen einer SDS-
PAGE aufgetrennt wurden. AnschlieRend wurden die Proteine auf eine
PVDF-Membran Ubertragen und mit einem anti-B-Antikdrper zum Toxin-
Nachweis behandelt. Wie in Abbildung 23 zu sehen ist, wurde das K28-Toxin
von den Zellen einer ubc4 Mutante nicht aufgenommen, was durch ein
Fehlen des Signals in der Vesikelfraktion (P3) deutlich wird. Vielmehr scheint
das Toxin auf Ebene der Plasmamembran zu akkumulieren. Im Unterschied
zur Mutante wurde das Toxin in Wildtyphefen effektiv aufgenommen und bis
auf die Ebene des Zytosols transportiert.
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Abbildung 23: Western Blot zum Nachweis von K28-Tox in in subzellularen
Fraktionen von S. cerevisiae YWO1 (Wildtyp) und YWO013 ( Aubc4) nach
Inkubation mit Toxinkonzentrat bei 20TC.

Die Proben wurden unter nicht-reduzierenden Bedingungen einer SDS-PAGEiIn
einem 10%-igen Tris-Tricin-Gel aufgetrennt und zum Toxinnachweis mit einem
polyklonalen anti-B-Antikorper.

P2: ER-Membranen, Plasmamembranen, vakuolare Membranen, Mitochondrien
P3: Endosomen, Vesikel, Golgi Membranen

C: zytosolische Fraktion

3.3.2 Vergleichende Studien zur Toxin-Aufnahme in e iner Aubc4

Deletionsmutante

Um abzusichern, dass eine ubc4 Mutante im Vergleich zum Wildtyp nicht
mehr in der Lage ist, Toxin endozytotisch aufzunehmen, wurden
Toxinaufnahmestudien an den Stammen YWO01 (UBC4) und YWO013 (Aubc4)
durchgefuhrt. Hierzu wurden die Hefen, wie unter Punkt 2.12 beschrieben,
behandelt und mit Toxinkonzentrat Uber verschiedene Zeitraume bei 20T
auf dem Rundschuttler inkubiert. Die von den Hefen aufgenommene
Toxinmenge wurde indirekt bestimmt, indem im Western-Blot die verbliebene
Toxinmenge im zellfreien Uberstand nachgewiesen wurde. Wie aus
Abbildung 24 ersichtlich ist, nahm die Toxinkonzentration im Uberstand der
Wildtyphefe mit der Zeit kontinuierlich ab, was auf eine Aufnahme des Toxins
in die Hefezellen zurtckgefiihrt werden kann. Bei der Aubc4 Mutante
hingegen konnte keine Abnahme der Toxinmenge in Abhangigkeit von der
Zeit festgestellt werden, hier blieben die Toxinmengen in den zellfreien

Uberstanden nahezu konstant.



Ergebnisse 118

O/ — P |- . : «4UBC4

alf —» Sm-m W ;-8 v S e | Aubc4

15° 300 1h 2h 3h 5h K5 K5h

Abbildung 24: Western-Blot-Analyse zur Quantifizier ung der aufgenommenen
Toxinmenge durch Hefen mit und ohne Deletion in UBC4.

Hefezellen der Stamme YWO01 (UBC4) und YWO013 (dubc4), wurden wie unter Punkt
2.12 beschrieben behandelt und tber einen Zeitraum von 5h bei 20C mit K28-
Toxinkonzentrat inkubiert. Zur Bestimmung der Menge an nicht aufgenommenen
Toxin wurden zu den angegebenen Zeiten 20 pl der zellfreien Uberstande
entnommen, mit 20 pl SDS-Probenpuffer versetzt und zum Western-Blot mit anti-f
Antikorper eingesetzt. Als Kontrolle wurden zellfreie Ansétze mitgefihrt (K) und
diese nach funf Minuten und finf Stunden auf Toxinstabilitat getestet.

3.3.3 Konstruktion eines Hefevektors zur konstituti ven Expression

eines Ubc4 ®™-Fusionsproteins

Um Ubcdp in einer Hefezelle zu lokalisieren, wurde ein Ubc4/GFP-
Fusionsprotein erstellt. Zu dessen Konstruktion wurde eine SOE-PCR
durchgefuhrt (siehe 2.15.1). Hierbei wurde in einem ersten PCR-Schritt das
Ubc4-Gen mit den Primern Xhol-ubc4 und GFP-ubc4 aus genomischer DNA
des Stammes S. cerevisiae SEY6210 amplifiziert und das GFP-Gen mit Hilfe
der Primer ubc4-GFP und GFP-BamHI aus dem Template paGFP"
hergestellt. In einem zweiten Schritt wurden die zwei PCR-Produkte durch
die Primer Xhol-ubc4 und GFP-BamHI miteinander fusioniert. Das

amplifizierte Konstrukt Ubc4®"

wurden nach der Kontrolle im Agarosegel in
den Vektor pCR2.1-TOPO zwischenkloniert und zur Uberprifung auf
eventuelle Mutationen hin sequenziert (siehe 2.21). Amplifikate mit korrekter
Sequenz wurden als Xhol/BamHI-Fragment in den zuvor mit Xhol und Bglll
restringierten Vektor pPGK unter die Kontrolle des konstitutiven PGK-
Promotors einkloniert, sodass der Expressionsvektor pSL-Ubc4® entstand

(Abbildung 25).
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Abbildung 25: Schematischer Aufbau der Hefeexpressi onsvektoren pSL-
Ubc4GFP

In den Grundvektor pPGK wurde das Fusionsgen UBC4/GFP als Xhol/BamHI-
Fragment einkloniert und unter die Kontrolle des hefeeigenen, konstitutiven PGK-
Promotors geracht.

3.3.4 Nachweis der Funktionalitat des Ubc4  ®™-Fusionsproteins durch

Komplementation einer Aubc4 Deletionsmutante

Um die Funktionalitat des Ubc4GFP-Fusionsproteins zu untersuchen, wurde
die dubc4 Mutante YW013 mit dem Vektor pSL-Ubc4®" transformiert und im
MBA-Test gegen K28-Toxin getestet. Bei einer Funktionalitdit des
Fusionsproteins sollte die Sensitivitat der Deletionsmutante gegen K28-Toxin
wieder hergestellt sein. Wie aus Abbildung 26 hervorgeht, zeigte die dubc4
Mutante nach Transformation mit pSL-Ubc4®™ wieder eine ausgepragte
Toxinsensitivitat, wodurch die Funktionalitdt des Fusionsproteins bewiesen

wurde.
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dubc4 Adubc4 [pSL-ubc4 GFP]

Abbildung 26: Agardiffusionstest zur Bestimmung der K28-Toxinsensitivitat
einer vermindert sensitiven  dubc4 Mutante (YWO013) nach Transformation mit
dem Ubc4-tragenden Hefeexpressionsvektor pSL-  UBC4°™F

Die betreffenden Hefen wurden vor und nach der Transformation mit pSL-Ubc4®™
bei 20C auf MBA-Platten gegen K28-Toxinkonzentrat getestet. Die Grol3e der
Hemmbhofdurchmesser [[I] ist angegeben.

3.3.5 Intrazelluldre Lokalisation des Ubc4 ™ -Fusionsproteins

Nach der Transformation des Hefeexpressionsvektors pSL-Ubc4®™ in die
Deletionsmutante YWO013 (dubc4) wurde die in vivo Expression des
Fusionsproteins durch Fluoreszenzmikroskopie uberpruft. Als Kontrolle
wurde der Grundvektor pPGK-M28l mitgefiuihrt. Zellen, die mit dem
Kontrollvektor transformiert waren, zeigten keine Fluoreszenz (nicht
dargestellt). Zellen, die das Fusionsprotein exprimierten, zeigten dagegen

eine Uber die gesamte Zelle verteilte Fluoreszenz (siehe Abbildung 27).
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Phasenkontrast Fluoreszenz Uberlagerung

Abbildung 27: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis des biologisch aktiven
Fusionsproteins Ubc4p® in einer Aubc4 Mutante

Die Aubc4 Mutante (YWO013) wurde mit dem Vektor pSL-UBC4%" transformiert und
bei 30T in Flussigmedium Uber Nacht kultiviert. Ge zeigt ist eine NOMARSKI-
Aufnahme, die dazugehérige Fluoreszenzaufnahme und eine Uberlagerung beider
Bilder. Der Balken entspricht 4 um.

Um zu bestatigen, dass das Fusionsprotein Uber die ganze Zelle verteilt
vorliegt, wurde die transformierte Mutante YW013[pSL-ch4GFP] einem
Zellaufschluss mit anschlieBender, differentieller Zentrifugation unterzogen
(siehe 2.24). Die erhaltenen Uberstéande wurden im Western-Blot auf das
Vorhandensein des Fusionsproteins Uberprift. Die Ergebnisse der Western-
Analyse sind in Abbildung 28 dargestellt. Es zeigte sich in allen Fraktionen
ein Signal, welches dem Fusionsprotein mit einer berechneten GréBe von
44 kDa entspricht. Als Kontrolle wurde die mit dem Grundvektor pPGK-M28-
Itransformierte Mutante YWO013 mitgefuihrt, in deren Fraktionen, wie erwartet,

keine Signale auftraten (nicht dargestellt).
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Abbildung 28: Western-Analyse zum Nachweis der intr  azellularen Lokalisation
des biologisch aktiven Ubc4 ©F"-Fusionsproteins in einer  Aubc4 Mutante

Die Proben wurden unter nicht-reduzierenden Bedingungen einer SDS-PAGE in
einem 10%-igen Tris-Tricin-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. Der Nachweis erfolgte mit einem monoklonalen anti-GFP-Antikorper.

P2: ER-Membranen, Plasmamembranen, vakuolare Membranen, Mitochondrien
P3: Endosomen, Vesikel, Golgi Membranen

C: zytosolische Fraktion

3.3.6 Toxinsensitivitdt einer temperatursensitiven Hefemutante mit

Defekt in der Ubiquitin-Protein-Ligase Rsp5p

Da der Effekt des Ubiquitin konjugierenden Enzyms Ubc4p auf die
Endozytose des K28-Toxins gezeigt werden konnte, lag die Vermutung nahe,
dass die Ubiquitin-Protein-Ligase Rsp5p ebenfalls fur die Aufnahme des
Toxins in eine sensitive Zelle verantwortlich sein kénnte. Bei Rsp5p handelt
es sich um ein essenzielles Protein der Hefe, das fir die Ubiquitin-abhangige
Endozytose von Plasmamembranproteinen (Hicke and Dunn, 2003) und
auch fur die Ubiquitinierung und den Abbau von CPY* verantwortlich ist
(Haynes et al., 2002).

Da eine Deletion des RSP5-Gens fur die Hefe letal ist, wurden zwei
temperatursensitive rsp5 Mutanten mit einem Wachstumsdefekt bei 37T
(rsp5-1Stamm LHY23 und rsp5-2 Stamm LHY433) sowie deren isogene
Wildtypen (Stamme LHY291 und LHY 434) im Agardiffusionstest bei 20T,
30T und 35T untersucht. Mit steigender Temperatur kommt es in der
Mutante zu einer stark verlangsamten Aufnahme des a-Faktor-Rezeptors
Ste2p. Wahrend die isogenen Wildtypstdmme eine eindeutige Sensitivitat
gegen das Toxin zeigten, verhielten sich die rsp5-1 und rsp5-2 Mutanten
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vermindert sensitiv bzw. komplett resistent bei Temperaturen von 30C und
35T (Tabelle 19)

Tabelle 19: Vergleichende Toxinsensitivitaten in He fen mit
temperatursensitiven Mutationen im Gen der Ubiquiti n-Protein-Ligase Rsp5p

Alle Stamme wurden im Agardiffusionstest (MBA, pH 4,7) bei den angegebenen
Temperaturen gegen K28-Toxinkonzentrat getestet.

S. cerevisiae
relevanter Genotyp Hemmhofdurchmesser [mm]

Stamm
20C 30C 35T
LHY2910 RSP5 6 6 5
LHY23 rsp5-1 3 0 0
LHY434 RSP5 6 4 5
LHY433 rsp 5-2 0 0 0

3.3.7 Subzellulare Lokalisationsstudien zum Nachwei s von K28 in

einer toxinbehandelten rsp5-1 Mutante

Mit Hilfe der Zellfraktionierungsexperimente sollte untersucht werden, ob
rsp5 Mutationen die Endozytose des K28-Toxins beeinflussen. Hierzu wurde
die temperatursensitive Mutante LHY23 (rsp5-1) und deren isogener Wildtyp
LHY2910 bei 30C in YPD-Medium bis zu einer Zellzah | von 1x10’ Zellen/ml
kultiviert, anschlieRend spharoplastiert, gewaschen und bei 35C flir zwei
Stunden mit 3 ml Toxinkonzentrat inkubiert. Die Toxin-behandelten Zellen
wurden dann wie unter Punkt 2.24 beschrieben subzellular fraktioniert. Nach

erfolgter Wester-Analyse der subzellularen Fraktionen der Toxin-behandelten
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rsp5-1 Mutante war zu erkennen, dass das Toxin nur in der P2-Fraktion, der
Membranfraktion, nachweisbar war, was im Einklang mit dem resistenten
Phanotyp der Mutante gegen K28-Toxin steht. Im Unterschied dazu war im
isogenen Wildtyp K28 nicht nur in der Membranfraktion (P2), sondern auch in
der Vesikelfraktion (P3) und der zytosolischen Fraktion detektierbar
(Abbildung 29).

P2 P3 c
/g — . .ﬁ* " | Rss
o P .

Abbildung 29: Western Blot zum Nachweis von K28-Tox in in subzellularen
Fraktionen von S. cerevisiae LHY2910 (RSP5) und LHY23 (rsp5-1) nach
Inkubation mit Toxinkonzentrat bei 30C.

Die Proben wurden unter nicht-reduzierenden Bedingungen in einem 10%-igen Tris-
Tricin-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der Nachweis
erfolgte mit einem polyklonalen anti-B-Antikdrper.

P2: ER-Membranen, Plasmamembranen, vakuolare Membranen, Mitochondrien
P3: Endosomen, Vesikel, Golgi Membranen

C: zytosolische Fraktion

3.3.8 Kinetik der Toxinaufnahme einer  rsp5-1 Mutante

Da die Ergebnisse der Zellfraktionierung an der rsp5-1 Mutante auf einen
Block in der Endozytose des K28-Toxins hindeuteten, sollte in Analogie zu
den Untersuchungen an der dubc4 Mutante die Aufnahmefahigkeit in Bezug
auf K28 der rsp5-1 Mutante getestet werden. Hierzu wurden die Stdmme
LHY23 (rsp5-1) und LHY2910 (RSP5) wie unter Punkt 2.12 beschrieben
behandelt, mit Toxinkonzentrat fur funf Stunden bei 35C auf dem
Rundschdttler inkubiert und nach unterschiedlichen Zeiten zur indirekten
Bestimmung der Toxinmenge im Western-Blott eingesetzt. Wie aus
Abbildung 30 deutlich wird, nahm die Toxinkonzentration im Uberstand der
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Wildtyphefe mit der Zeit kontinuierlich ab, was auf eine Aufnahme des Toxins
in die Hefezellen schliessen lasst. Bei der rsp5-1 Mutante hingegen konnte
diese Abnahme der Toxinmenge in Abhéangigkeit von der Zeit nicht
festgestellt werden, da die Menge an K28 in den zellfreien Uberstanden

nahezu konstant blieb.

WP b [ - G s RSP5
- :
CX/ B _’ kbR A e 1 OIS PO ’;M-M“»*?' R rSp5-1
15 30" 1h 2h 3h 5h K5 Kb5h
Abbildung 30: Western--Analyse zur Quantifizierung der aufgenommenen

Toxinmenge durch Hefen mit und ohne temperatursensi tiver Mutation im
RSP5-Gen.

Hefezellen der Stamme LHY2910 (RSP5) und LHY23 (rsp5-1) wurden wie unter
Punkt 2.12 beschrieben behandelt und tber einen Zeitraum von 5 h bei 30T mit
K28-Toxinkonzentrat inkubiert. Zur Bestimmung der Menge an nicht
aufgenommenem Toxin wurden 20 pl der zellfreien Uberstande mit 20 ul SDS-
Probenpuffer versetzt und in einem 10%-igem Tris/Tricin-Gel aufgetrennt. Die
Proteine wurden anschlieend auf eine PVDF-Membran Ubertragen und mit
Antikérpern gegen die Toxin B-Untereinheit nachgewiesen. Als Kontrolle wurden
zellfreie Ansatze mitgefuhrt (K) und diese nach funf Minuten und funf Stunden auf
Toxinstabilitat getestet.

3.3.9 Einfluss der WW-Doméanen von Rsp5p auf die Tox insensitivitat

Fur die Protein-Interaktion-Domanen WW-1 und WW-3 von Rsp5p wurde
gezeigt, dass sie phosphorylierte Plasmamembranrezeptoren erkennen und
auch an der Fluid-Phase-Endozytose, die anhand des Transports von Lucifer
Yellow in die Vakuole gemessen wird, beteiligt sind. Hefen die rsp5-WW-1
oder rsp5-WW-3 Mutationen trugen, zeigten eine eingeschrankte Aufnahme
des a-Faktor-Rezeptors und einen kompletten Block im Lucifer Yellow
Transport zur Vakuole bei 30T (Dunn and Hicke, 200 1).

Um zu untersuchen, ob die Protein-Interaktions-Domé&nen von Rsp5p die

Internalisation und damit die Toxizitat von K28 beeinflussen, wurden ww-1
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und ww-3 Mutanten im Lochplattentest gegen K28 getestet. Beide Mutanten
zeigten nur eine leicht reduzierte Sensitivitat gegen K28-Toxin bei 30T im
Vergleich zu ihrem isogenen Wildtyp LH1654 (Tabelle 20).

Tabelle 20: Vergleichende Toxinsensitivitaten von H  efen mit Mutationen in den
WW-Domaéanen der Ubiquitin-Protein-Ligase Rsp5p

Alle Stamme wurden im Agardiffusionstest (MBA, pH 4,7) bei 30C gegen K28-
Toxinkonzentrat getestet.

- Hemmhofdurchmesser
S. cerevisiae Stamm relevanter Genotyp
[mm]
LHY1654 RSP5 12
LHY1729 rsp5-wwil 10
LHY1735 rsp5-ww3 8

3.3.10 Phanotypische Charakterisierung einer Deleti onsmutante mit

Defekt im deubiquitinierenden Enzym Doa4p

Die Ubiquitinierung von Proteinen erfolgt nicht nur als Markierung zum Abbau
des solchen am Proteasom, sondern ist ebenfalls an der Regulation von
Membranrezeptoren, Transportern und Kanélen in der Plasmamembran
beteiligt. Diese Modifikation mit Ubiquitin dient als Signal fir die
Internalisierung der meisten Plasmamembranproteine und ihrem
anschlieBendem Abbau in der Vakuole (Hicke, 1999). Da die Ubiquitinierung
von Proteinen eine vielseitige und haufige kovalente Modifikation darstellt, ist
eine konstante Ubiquitin-Konzentration wichtig, um eine normale Zellfunktion
zu gewabhrleisten. Deshalb werden ubiquitinierte, l0sliche Proteine und
Plasmamembranproteine vor ihrem Abbau am Proteasom bzw. in der
Vakuole von entsprechenden Enzymen deubiquitiniert, um den Ubiquitin-
Spiegel innerhalb der Zelle auf konstantem Niveau zu halten. Eines der

wichtigsten deubiquitinierenden Enzyme, das fur die Freisetzung des
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Ubiquitins von ubiquitinierten Plasmamembranproteinen verantwortlich ist, ist
Doa4dp. Mutationen im DOA4 Gen fuhren zur Stabilisierung von Proteasom-
Substraten, als auch zur Blockierung der Endozytose vieler
Plasmamembranproteine (Dupre and Haguenauer-Tsapis, 2001).

Um den Einfluss des deubiquitinierenden Enzyms Doadp auf den
Wirkungsmechanismus von K28 zu untersuchen, wurde eine Adoa4 Mutante
(Stamm MHY623) und deren isogener Wildtyp (Stamm MHY501) auf
Toxinsensitivitat getestet. Wie aus Abbildung 31 hervorgeht, zeigte die Adoa4
Mutante im MBA-Test eine komplette Toxinresistenz im Vergleich zum
sensitiven DOA4 Wildtyp.

DOA4 Adoad
Abbildung 31: Agardiffusionstest zum Nachweis einer K28-Toxinresistenz in

Hefemutanten mit einer Deletion im Gen des deubiqui tinierenden Enzyms
Doadp (MHY623) und dessen isogenen Wildtyp (MHY501)

Die Sensitivitat bzw. Resistenz der Stamme MHY623 (Adoa4) und MHY501 (DOA4)
wurde im Leud/o-Glukose-MBA (pH 4,7) gegen K28-Toxinkonzentrat bei 20C
bestimmt und als Hemmhofdurchmesser [[J] angegeben.

3.3.11 Einfluss der Ubiquitin-Verknipfung auf die T  oxinresistenz einer

Adoa4d Mutante

Das Proteasom baut vorzugsweise polyubiquitinierte Substrate ab (mit einer
Kette aus mindestens vier Ubiquitin Molekilen), bei denen der Carboxy-
Terminus eines Ubiquitins mit dem Lys48 des vorhergehenden Ubiquitins
verknupft ist (Hershko and Ciechanover, 1998) Die Ubiquitinierung von
Plasmamembranproteinen erfolgt hingegen tber Monoubiquitin oder kurze
Ubiquitin-Ketten. Diese sind, anders als der Typ von Ubiquitin-Kette der vom
Proteasom erkannt wird, Uber Lys63 miteinander verbunden (Dupre and
Haguenauer-Tsapis, 2001). Um zu Uberprifen, welcher Typ von Ubiquitin-

Verknipfung am Wirkungsmechanismus des K28-Toxins eine Rolle spielt,
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wurden Ubiquitin-Varianten, in denen die Lysin-Reste 48 und 63 gegen
Arginin ausgetauscht wurden, in einer Adoa4 Mutanten Uberexpremiert.
Dadurch wird die Elongation der Ubiquitin-Kette an diesen Punkten
verhindert und fuhrt dazu, dass Adoa4 Zellen diese Ubiquitin-Varianten
statistisch gesehen ofter in Ubiquitin-Konjugate einbauen.

Hierzu wurde die Adoa4 Mutante (Stamm MHY623) mit den Plasmiden
YEP110 und pWOZ21 transformiert und auf Trp d/o-Medium selektiert.
AnschlieBend wurden die Transformanten im MBA-Test auf ihre
Toxinsensitivitat im Vergleich zur untransformierten Mutante untersucht. Zur
Induktion der Expression der Ubiquitin-Varianten wurde 0,1 mM CuSO,
zugesetzt. Wie in Abbildung 32 zu erkennen ist, fihrte die Uberexpression
beider Ubiqutin-Varianten zu einer wiederhergestellten Sensitivitéat einer

/Adoa4 Mutanten.

Adoad Adoa4- Adoa4-[UbK63R-
[UbK48R] K48R]
Abbildung 32: Agardiffusionstest zur Bestimmung der Toxinsensitivitat einer

Adoad4 Mutante (Stamm MHY623) vor und nach Transformation mit dem
Ubiquitin-tragenden Hefeexpressionsvektoren YEP110 (UbK48R) und pw0O21
(UbK63R-K48R)

Die betreffenden Hefen wurden jeweils drei Tage bei 20C auf Trp d/o-MBA-Platten
mit 0,1 mM CuSO;, (pH 4,7) inkubiert und gegen K28-Toxinkonzentrat getestet. Die
GroRRe der Hemmhofdurchmesser [[J] ist angegeben.
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3.3.12 Einfluss des Proteasoms auf die Toxinwirkung

Von den sechs ATPase Untereinheiten in der 19S Kappe des Proteasoms
wird angenommen, dass diese die treibende Kraft fir die Retrotranslokation
ubiquitinierter Substrate vom ER in das Zytosol darstellen (Brodsky and
McCracken, 1999; Mayer et al., 1998; Plemper et al., 1998). Die Mutationen
prel-1 und pre2-2 im Proteasom fuhren zur Akkumulation von ubiquitinierten
Konjugaten bei erh6hten Temperaturen. Um zu Uberprifen, ob der Transfer
des K28-Toxins ins Zytosol abhéngig vom Proteasom verlauft, wurden Hefen
mit diesen Mutationen gegen Toxinkonzentrat getestet. Hierzu wurden die
prel-1 und pre2-2 Mutanten sowie der isogene Wildtyp WCG4 im MBA-Test
auf Toxinsensitivitdt untersucht. Dabei zeigten die untersuchten Mutanten
keine Abweichungen im Vergleich zur Sensitivitat des Wildtyps (Tabelle 21).
Es kann deshalb angenommen werden, dass die Retroranslokation von K28

Proteasom-unabhéngig erfolgt.

Tabelle 21: Vergleichende Toxinsensitivitdten in He  fen mit Mutationen im
Proteasom

Alle Stamme wurden im Agardiffusionstest (MBA, pH 4,7) bei 20C, 30T und 35T
gegen K28-Toxinkonzentrat getestet.

o Hemmhofdurchmesser
S. cerevisiae Stamm relevanter Genotyp
[mm]
20C 30T 35T
WCG4 PRE1, PRE2 17 18 17
PRE1-1 prel-1 18 18 18

Pre2-2 pre2-2 17 17 17
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3.3.13 Konstruktion eines Hefevektors zur konstitut iven Expression

einer Toxinvariante ohne Lysinrest in der  B-Untereinheit

Das K28-Toxin enthalt in Aminoséureposition 294 einen einzelnen Lysinrest
in der B-Untereinheit. Um zu untersuchen, ob dieser Lysinrest eine Rolle bei
der Toxizitat von K28 spielt, wurde dieser durch PCR-Mutagenese in die
Aminosaure Arginin tberfuhrt. Zur Konstruktion des K28-K294R-Gens wurde
eine SOE-PCR durchgefihrt (siehe 2.16.1) Hierbei wurden in einem ersten
Schritt die zwei Teilstiicke des K28-Gens mit den Primern E28 und K294Rrev
und den Primern K294Rfor und 28H generiert, wobei das Codon AAG fir
Lysin gegen das Codon AGG fir Arginin an Position 294 ausgetauscht
wurde. Als Template fur die PCR diente das Plasmid pPGK-M28I. In einem
zweiten PCR-Schritt wurden die zwei PCR-Produkte durch die Primer E28
und 28H miteinander fusioniert. Das amplifizierte Konstrukt K28-K294R
wurde nach der Kontrolle im Agarosegel in den Vektor pCR2.1-TOPO
zwischenkloniert und zur Uberpriifung eventueller Mutationen sequenziert
(siehe 2.21). Amplifikate mit korrekter Sequenz wurden als
EcoRI/Hindlll-Fragment in den zuvor mit den selben Enzymen restringierten
Vektor pYX242 einkloniert und unter die Kontrolle des konstitutiven
TPI-Promotors gebracht. Der so entstandene Expressionsvektor pSL-K294R

ist in schematisch in Abbildung 33 dargestellt.
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Hindlll

pSL-K294R
10548 bp

Col El ori

Ampicillin

Abbildung 33: Schematischer Aufbau der Hefeexpressi onsvektors pSL-K294R

In den Grundvektor pYX242 wurde das mutierte K28-Gen mit einem Austausch des
Lysinrestes gegen Arginin an Position 294 als EcoRI/Hindlll-Fragment in die MCS1
unter der Kontrolle des hefeeigenen, konstitutiven TPI-Promotors kloniert.

3.3.14 Konstruktion eines Hefevektors zur konstitut iven Expression
von Wildtyp K28-Toxin

Da ein Vergleichskonstrukt ohne Mutationen zu dem mutierten Toxin
(K294R) im gleichen Grundvektor nicht vorhanden war, wurde dieses
hergestellt. Dazu wurde das Plasmid pPGK-M28I als Template eingesetzt
und Uber eine PCR mit den Primern E28 und 28H amplifiziert.

Das Konstrukt K28 wurde nach der Kontrolle im Agarosegel in den Vektor
pCR2.1-TOPO (iber TA-Klonierung eingefiigt und zur Uberpriifung auf
Mutationen sequenziert (siehe 2.21). Amplifikate mit korrekter Sequenz
wurden als EcoRI/Hindlll-Fragment in den zuvor mit den selben Enzymen
restringierten Vektor pYX242 in die MCS1 unter der Kontrolle des
konstitutiven TPI-Promotors einkloniert, so dass der Expressionsvektor
pSL-K28 entstand (Abbildung 34).
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Hindlll

pSL-K28
10548 bp

Col E1 ori

Ampicillin

Abbildung 34: Schematischer Aufbau der Hefeexpressi onsvektors pSL-K294R

In den Grundvektor pYX242 wurde das K28-Gen als EcoRI/Hindlll-Fragment in die
MCS1 unter der Kontrolle des hefeeigenen, konstitutiven
TPI-Promotors kloniert.

3.3.15 Produktion von K28-K294R-Toxinkonzentrat
Der Vektor pSL-K294R wurde in den Stamm S. cerevisiae SEY6210

transformiert. Eine erhaltene Transformante wurde zur Produktion des
mutierten Killertoxins wie unter Punkt 2.8 beschrieben eingesetzt und der
Kulturiiberstand 150-fach konzentriert.

Das Toxinkonzentrat zeigte im Agardiffusionstest eine biologische Aktivitat.

3.3.16 Vergleichende Expression und Toxizitat der K onstukte K28 und
K294R

Zur Bestimmung der Toxizitat der mit dem Vektor pSL-K294R transformierten
Hefe S. cerevisiae SEY6210 wurden gleiche Zellzahlen auf einen
leud/o-MBA-Test mit dem eingebetteten Stamm 192.2d, transformiert mit
dem Leervektor pYX242, aufgetropft und drei Tage bei 20T bebrtet. Wie in
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Abbildung 35a zu erkennen ist, zeigte das mutierte Toxin K294R gegenuber
dem Wildtyptoxin gleiche Toxizitat. Die anschlielende Western Analyse des
zellfreien  (und  mittels  Ethanolfallung  100-fach  konzentrierten)
Kulturiberstandes zeigte in pSL-K294R exprimierenden Hefen eine dem
Wildtyp entsprechende Menge an sekretiertem Toxin (

Abbildung 35b). Als weiterer Vergleich wurde Kulturtiberstand einer weiteren
Toxinvariante von K28 im Vektor pFR5-TPI (Riffer, 1999) exprimiert in der
Hefe S. cerevisiae SEY6210 mitgefiuihrt. Diese K28-Toxin-Variante enthéalt
eine Arginin zu Glycin Mutation an Positin 328 in der B-Untereinheit, was zu
einer stark verminderten Seketion der Toxinvariante fuhrt (Abbildung 35b)
und sich ebenfalls in einer verminderten Toxizitat aussert (Ergebnis nicht

dargestellt).

(@) (b)

< a/B 20 kDa

SEY6210 SEY6210 S
[pSL-K28] [PSL-K294R]

Abbildung 35: Vergleichende Aktivitat und Sekretion von Wildtyptoxin und
einer K28-K294R-Variante

Die mit den Vektoren pSL-K294R und pSL-K28 transformierte Hefe
S. cerevisiae SEY6210 wurden im Leu-d/o-Agardiffusionstest gegen die sensitive
Hefe S. cerevisiae 192-2d [pYX242] auf Expression eines Killerph&notyps getestet
(a) sowie nach SDS-PAGE und Western Blot auf Toxinsekretion untersucht (b). Die
SDS-PAGE erfolgte unter nicht-reduzierenden Bedingungen in einem 10%-igen
SDS-Tris/Tricingel. Als zusatzliche Referenz wurde Kulturiiberstand einer weiteren
Toxinvariante der produzierenden Hefe SEY6210 [pFR5-TPI] aufgetragen.
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3.3.17 Untersuchungen zur Stabilitdt von Wildtyp-To  xin und mutiertem
Toxin (K294R) im Zytosol toxinbehandelter Zellen

Um zu untersuchen, ob der Aminoséureaustausch Lys - Arg innerhalb der
Toxin-B-Untereinheit dazu fuhrt, dal3 das Toxin nicht mehr auf dem korrekten
Weg die sensitive Zelle passiert, wurde der sensitive Hefestamm RH448 mit
dem a/B-K294R-Toxinkonzentrat inkubiert und anschlieend einer
subzellularen Fraktionierung unterzogen. Im darauf folgenden Western Blot
(Abbildung 36) konnte Toxin in allen intrazellularen Fraktionen nachgewiesen
werden (Spuren 1-3), was zeigt, dass die Mutation innerhalb der pB-

Untereinheit keinen Einflu3 auf den Transport des K294R-Toxins hat.

alf —»

Abbildung 36: Western Blot zum Nachweis von K28-Tox in in subzellularen
Fraktionen von S. cerevisiae RH448 nach Inkubation mit Toxinkonzentrat der
Toxinvariante K28-K294R bei 30<C.

Die Proben wurden unter nicht-reduzierenden Bedingungen in einem 10%-igen Tris-
Tricin-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der Nachweis
erfolgte mit einem polyklonalen anti-B-Antikdrper.

P2: ER-Membranen, Plasmamembranen, vakuolare Membranen, Mitochondrien
P3: Endosomen, Vesikel, Golgi Membranen

C: zytosolische Fraktion
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3.3.18 Untersuchungen zur Ubiquitinierung von Wildt  yp-Toxin und
einer Lysin-freien Variante (K28-K0) im Zytosol tox  inbehandelter

Hefezellen

Eisfeld konnte bereits in ihrer Dissertation zeigen, dass die B-Untereinheit
des K28-Wildtyp-Toxins im Zytosol sensitiver Zellen ubiquitiniert vorliegt. Die
a-Untereinheit bleibt von dieser Modifikation unberuhrt (Eisfeld, 2001). Die
Ubiquitinierung der B-Untereinheit erfolgt erst nachdem das Toxin das
Zytosol erreicht hat und dort in seine beiden Untereinheiten zerfallen ist. Die
Toxin-Ubiquitinierung scheint nicht fir den ER-Export benétigt zu werden.
Um diese These experimentell zu Uberprifen, wurde eine Toxin-Variante
hergestellt, in der alle vier Lysin-Reste (Position 74, 135, 139, 294) der a-
und B-Untereinheit gegen Arginin-Reste ausgetauscht wurden (Sendzig,
2006). Das mutierte Toxin K28-KO wies im Vergleich zum Wildtyp-Toxin
gleiche Toxizitat auf. Zellfraktionierungsexperimente an Hefen, die mit dem
Wildtyp-Toxin oder der K28-KO-Toxinvariante behandelt wurden zeigten,
dass das Toxin-Heterodimer in beiden Fallen im Zytosol detektierbar war
(Heiligenstein et al., 2006).

Um eine Ubiquitinierung des K28-KO-Toxins nachzuweisen, wurden die
zytosolischen Fraktionen der mit K28-KO-Toxin-behandelten Zellen und
unbehandelten Zellen des Stammes S. cerevisiae RH448 im Western Blot
mit einem anti-B-Antikorpers und einem anti-Ubiquitin-Antikdrper analysiert.
In Abbildung 37 ist zu sehen, dal3 in K28-K0-behandelten Zellen keine
toxinspezifischen Ubiquitin-Signale auftraten. Es kann deshalb gefolgert
werden, dass eine Toxin-Ubiquitinierung nicht benétigt wird, um K28 aus

dem ER zu extrahieren.
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Abbildung 37: Western Blot zum Nachweis einer Ubiqu

itinierung von K28-

Toxin in subzellularen Fraktionen von S. cerevisiae RH448 nach Inkubation

mit Toxinkonzentrat der Toxinvariante K28-K0 bei 30 T.

Die Proben wurden unter nicht-reduzierenden Bedingungen in einem 10%-igen Tris-
Tricin-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der Nachweis
erfolgte mit einem polyklonalen anti-B-Antikérper und einem polyklonalen anti-Ub-

Antikorper
C: zytosolische Fraktion

S: Proteinstandart
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4 Diskussion

Das K28-Toxin der Hefe S. cerevisiae zeigt in Hinsicht auf seine Produktion,
Prozessierung und Sekretion Ubereinstimmungen mit den eingehend
charakterisierten Killertoxinen K1 und K2. Jedoch unterscheidet es sich in
seinem Wirkungsmechanismus von diesen. K1 und K2 bewirken eine
Verdnderung der Membranpermeablitdt. K28 hingegen 16st ahnlich wie die
Toxine von Kluyveromyces lactis und Pichia acaciae einen Zellzyklusarrest in
einer sensitiven Zelle aus (Butler et al., 1994; McCracken et al., 1994;
Schmitt et al., 1996).

Das heterodimere K28-Toxin, das starke Ahnlichkeiten in Struktur und
Wirkung mit der Familie der bakteriellen AB-Proteintoxine aufweist, verfugt
Uber eine Untereinheit, die in die Transportprozesse involviert ist (K28-8) und
eine katalytisch aktive Untereinheit, die fir die Etablierung der Toxizitat
verantwortlich ist (K28-a). Das reife Toxin wird durch rezeptorvermittelte
Endozytose internalisiert und gelangt Gber den Sekretionsweg via Golgi und
ER retrograd ins Zytosol. Fir den retrograden Transport ist das am
B-C-Terminus lokalisierte ER-Retentionssignal (HDEL) verantwortlich. Der
Transfer vom ER-Lumen in das Zytosol erfolgt Gber einen Transportkanal
(sec61p), der normalerweise fur den Import sekretorischer Proteine in das
ER-Lumen sowie fur den Export falsch gefalteter Proteine zurlck ins Zytosol
genutzt wird. Im Zytosol wird die B-Untereinheit ubiquitiniert und proteasomal
abgebaut, wahrend die a-Untereinheit in den Zellkern diffundiert und
zellzyklusregulierende Proteine inaktiviert (Eisfeld et al., 2000; Reiter et al.,
2005).
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4.1  Die Endozytose des K28-Toxins

Die Endozytose extrazellularer Partikel oder Molekile kann in zwei Arten, die
Jluid phase” und die Rezeptor-vermittelte Endozytose, unterteilt werden, je
nachdem, ob die Partikel oder Molekile frei oder an einen speziellen
Zelloberflachen-Rezeptor gebunden aufgenommen werden. Riezman konnte
als Erster die Existenz der Endozytose in der Hefe S. cerevisiae mit dem
Fluoreszenz-Farbstoff ,Lucifer Yellow* (LY), der als ,fluid phase“-Marker
eingesetzt wird, nachweisen (Riezman, 1985). LY wurde internalisiert und
akkumulierte in der Vakuole.

Ein Beispiel fur rezeptorvermittelte Endozytose ist die Aufnahme des
a-Faktors (gebildet von haploiden Zellen des a-Paarungstyps).
Untersuchungen zeigten, dass dieser nach Bindung an den spezifischen a-
Faktor Rezeptor (Ste2p) auf der Oberflache haploider Zellen des a-
Paarungstyps durch rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen wird
(Chvatchko et al., 1986; Jenness and Spatrick, 1986).

Die Endozytose ist ein energie- und zeitabhéngiger Prozess und kann
deshalb in Zellen durch metabolische Inhibitoren oder durch Inkubation bei
niedrigen Temperaturen blockiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in Zellfraktionierungsexperimenten gezeigt
werden, dass die Aufnahme des K28-Toxins in eine sensitive Zelle
temperatur- und auch energieabhéngig erfolgt. Hierbei wurde bestatigt, dass
das K28-Toxin in Wildtyp-Zellen bei einer Temperatur von 20T in allen
intrazellularen Fraktionen nachweisbar war, wodurch gefolgert werden kann,
dass dasToxin endozytotisch aufgenommen wird und Uber mehrere
intrazellulare Kompartimente schlie3lich in das Zytosol der sensitiven
Zielzelle gelangt. In Wildtyp-Zellen dagegen, die bei 4T oder in Anwesenheit
eines matabolischen Inhibitors mit Toxinkonzentrat inkubiert wurden, war
das Toxin weder in der zytosolischen Fraktion detektierbar noch in der
Fraktion, die endozytotische Vesikel, Golgi Membranen und Transportvesikel
enthielt. Das Toxin scheint demnach unter Endozytose-blockierenden
Bedingungen an die Zellwand und an die Plasmamembran zu binden und

nicht mehr internalisiert zu werden.
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Die bakteriellen AB-Toxine werden Uber verschiedene endozytotische
Mechanismen aufgenommen. Wahrend eine Vielzahl der Toxine nach der
Endozytose tGber Endosomen zum TGN und ER geleitet werden, von wo aus
sie das Zytosol erreichen, werden einige direkt nach der Endozytose Uber
Endosomen ins Zytosol geschleust. Dieser Prozess der Translokation eines
Toxins Uber die Membran eines Endosoms, welche einen niedrigen pH
bendtigt, ist fir das Diphtherie-Toxin am besten verstanden. Die A- und die
B-Untereinheit des Toxins entfalten sich bei niedrigem pH (Blewitt et al.,
1985), was zu einer Exposition hydrophober Domanen fihrt, die eine erhéhte
Tendenz zeigen, mit Membranlipiden zu interagieren (Montecucco et al.,
1985; Sandvig and Olsnes, 1981). Dadurch wird eine direkte Translokation
der A-Untereinheit in das Zytosol ausgelést (Draper and Simon, 1980;
Sandvig and Olsnes, 1980) und die Proteinsynthese inhibiert (Hudson and
Neville, 1985). Verschiedene Substanzen, die den endosomalen pH erhdhen,
wie die lonophore Monensin und Nigericin oder das schwache Amin
Ammoniumchlorid, schitzen sensitive Zellen vor Diphtherie-Toxin. Obwohl
Eisfeld (2001) bereits zeigen konnte, dass das K28-Toxin retrograd Uber
TGN und ER in das Zytosol gelangt, sollte ausgeschlossen werden, dass das
Toxin den diesbezuglichen Eintritt in das Zytosol eventuell Uber azidische
Vesikel nimmt. Hierzu wurde eine Inkubation von sensitiven Hefen mit
K28-Toxin und Ammoniumchlorid durchgefuhrt. In
Zellfraktionierungsexperimenten  und  Methylenblau-Agar-Diffusionstests
ergab sich keine Schutzwirkung gegen das Toxin, womit ausgeschlossen

werden kann, dass K28 direkt ber Endosomen in das Zytosol gelangt.
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4.1.1 Der HDEL-Rezeptor Erd2p ist der Plasmamembran -Rezeptor des
viralen K28-Toxins

Rezeptoren fur Toxine kbnnen verschiedener Natur sein. Die Bindung kann

an ein spezifisches Protein, an Glykolipide, Ganglioside oder Glykoproteine

erfolgen. In Tabelle 22 sind Toxine und ihre entsprechenden Rezeptoren an

den Plasmamembranen aufgefuhrt.

Tabelle 22: Toxine und ihre Plasmamembran-Rezeptore n

Plasmamembran-

Toxin Organismus Referenz
Rezeptor
. Pseudomonas ap-macroglobulin
Exotoxin A ] Kounnas et al., 1992
aeruginosa receptor

] heparin-binding
) . . Corynebacterium . . _
Diphtherie-Toxin ) ) epidermal (EGF)-like Naglich et al., 1992
diphteriae
growth factor precusor

Shiga-Toxin Shigella dysenteriae  globotriasyl ceramide  Jacewicz et al., 1986
Cholera-Toxin Vibrio cholerae ganglioside Gy, van Heyningen, 1974
Enterotoxin Escherichia coli ganglioside Gy, Griffiths et al., 1986
Ricin B- Ricinus communis galactose specific Lord et al., 1994

Untereinheit lectin
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Ergebnisse von Eisfeld (2001) und Spindler (2004) weisen darauf hin, dass
die Aufnahme des K28-Toxins Uber einen Membranrezeptor verlauft. Daflr
spricht die Beobachtung, dass das Toxin bereits zehn Minuten nach
Toxinbehandlung im Zytosol der sensitiven Zielzelle nachweisbar ist und
dass das intrazellulare K28-Signal im Zytosol bereits nach 30 Minuten seine
maximale Starke erreicht (Eisfeld, 2001). Dies steht in Ubereinstimmung mit
der Kinetik der rezeptorvermittelten Endozytose und dem retrograden
Transport der Cholera-Toxin A-Untereinheit, die 30 bis 90 Minuten nach der
Internalisierung im ER der Zielzelle detektierbar ist (Majoul et al., 1996).
Shiga-Toxin sowie die ein KDEL-Motiv tragende Shiga-Toxin
B-Untereinheit sind ebenfalls innerhalb von 30 bis 60 Minuten im ER
nachweisbar (Sandvig et al., 1992; Sandvig et al., 1994).

In der Hefe werden Rezeptoren oder Transporter als Antwort auf einen
aulBeren Stimulus mit einer Halbwertszeit von weniger als 20 Minuten
abgebaut (Hicke and Riezman, 1996). Der a-Faktor-Rezeptor Ste2p wird bei
24T innerhalb von sechs bis acht Minuten nach Bind ung seines Liganden
zu 50% internalisiert (Geli and Riezman, 1996; Munn and Riezman, 1994).
Ein potenzieller Membranrezeptor fir das K28-Toxin konnte bislang noch
nicht identifiziert werden. Es besteht jedoch schon seit langerem die
Vermutung, dass der HDEL-Rezeptor nicht nur fir den retrograden
Transport, sondern auch fir die endozytotische Aufnahme des Toxins
verantwortlich sein koénnte. Diese Vermutung wird durch verschiedene
Untersuchungsergebnisse gestitzt.

Bei der rezeptorvermittelten Endozytose unterliegt die Aufnahme der Partikel
oder Molekile, die auch als Liganden bezeichnet werden, einer Sattigung, da
sie von der Bindung des Liganden an den Rezeptor abhangig ist und nur der
Komplex aus Ligand und Rezeptor aufgenommen werden kann.

Eisfeld (2001) unternahm Kompetitionsstudien zur Untersuchung dieses
Effektes. Allerdings waren die eingesetzten HDEL-Peptide bzw.
hitzeinaktiviertes K28-Toxin nicht in der Lage, sensitive Hefen vor der K28-
Toxinwirkung zu schitzen. Aus diesen Untersuchungen wurde gefolgert,

dass fur die Vermittlung der toxischen Wirkung nicht nur das HDEL-Motiv des
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Toxins, sondern auch dessen Exposition sowie wahrscheinlich auch die
dreidimensionale Struktur des Toxins eine entscheidende Rolle spielen. Um
diesen Faktor in die Untersuchungen einzubeziehen, wurden von Spindler
(2004) Fusionskonstrukte erstellt, die aus den einzelnen Untereinheiten von

K28, GFP und jeweils mit oder ohne C-terminalem

. . ) HDEL HDEL HDEL
HDEL-Signal bestanden. Die Proteine aGFP ,GFPB und GFP

wurden dabei eindeutig von Zellen internalisiert, die HDEL-freien Derivate
aGFP, GFPB und GFP dagegen nicht. Der Unterschied zwischen den
Proteinfusionen, die internalisiert wurden, lag nur im C-terminalen
Tetrapeptid HDEL. Zudem schien es dabei keine Rolle zu spielen, ob eine
der beiden oder beide Toxin-Untereinheiten vorhanden waren. Nachdem
durch ortsspezifische Mutagenese gezeigt werden konnte, dass auch das
SWG-Motiv an Position 16-18 der a-Untereinheit keine Bedeutung fir die
endozytotische Aufnahme hat, konnte auch die Vermutung ausgeraumt
werden, dass der a-Untereinheit eine zusatzliche Rolle bei der Zellinvasion
zukommt (Eisfeld, 2001). Es ist zu vermuten, dass HDEL-Peptide alleine
nicht aufgenommen werden kdnnen, jedoch das Tetrapeptid, anfusioniert an
ein Protein jeglicher Art, in der Lage ist, dessen Aufnahme in die Zelle zu
vermitteln. Cappel (2006) konnte zeigen, dass HDEL-maskierte

HDELR-Strep

Toxinvarianten (o/p , a/pHPELRFAY) eine hohere Aktivitat aufwiesen

als K28-Derivate, die unmittelbar vor der HDEL-Sequenz (o/BS"ePHPEL
/B9 HPEL) markiert waren. Diese Beobachtungen fithren zu dem Schluss,
dass fur die Bindung an den HDEL-Rezeptor Erd2p einzig und allein die
HDEL-Sequenz verantwortlich ist und das es dabei keine Rolle spielt ob
diese frei zuganglich am Terminus eines Proteins oder innerhalb einer
Protein-Sequenz liegt. Vielmehr ist anzunehmen, dass die Proteinstruktur,
die das Tetrapeptid in einer Proteinsequenz ausbildet, ausschlaggebend fur
dessen Bindungsfahigkeit ist.

Ein Einfluss des HDEL-Rezeptors (Erd2p) auf diese Sequenz-abhéngige
Endozytose der GFP-Fusionskonstrukte konnte anhand einer Aerd2 Mutante
nachgewiesen werden, die nicht mehr in der Lage war,

GFP-Konstrukte, welche mit einem C-terminalen HDEL-Tag versehen waren,
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zu internalisieren. Auch Zellfraktionierungen einer mit GFPHDEL behandelten
Aend3 Mutante zeigten, dass die Aufnahme der HDEL-Fusionen ein von
klassischen Endozytosewegen abhangiger Prozess ist. Bei End3p handelt es
sich um ein Endozytose-relevantes Protein, das von Riezman und
Mitarbeitern als eines der ersten fir die Endozytose essenziel identifiziert
wurde (Raths et al.,, 1993). Weitere Hinweise fur die Lokalisierung des
HDEL-Rezeptors in der Zellmembran erbrachte eine Bindungsstudie mit
spharoplastierten Hefen, die zeigte, dass unter Bedingungen einer
Endozytose-Blockade bei 4T, bei gleichzeitiger Ube rexpression des
HDEL-Rezeptors, deutlich mehr K28-Toxin von den Zellen gebunden wurde
als bei Wildtyp-Zellen bei 4C (Spindler, 2004).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Vorhandensein des HDEL-Rezeptors in
der Plasmamembran untermauert werden. Durch eine Erhéhung der Menge
an Erd2p in einer Zelle, kann diese deutlich mehr
K28-Toxin aufnehmen. Dies belegen Versuche, in denen Hefen, die Erd2p
zusatzlich zum zelleigenen Erd2p plasmidgetrieben Uberexprimierten, tber
die Zeit imstande waren, deutlich mehr Toxin aufzunehmen. Da dieser Effekt
auch durch einen, durch den HDEL-Rezeptor gesteigerten Golgi/ER-
Transport ausgeldst werden konnte, stellt dies noch keinen Beweis fur das
Vorhandensein von Erd2p in der Plasmamembran dar. Darum wurde
zusatzlich untersucht, ob eine Aerd2 Mutante Uberhaupt in der Lage ist,
Toxin in die Zelle aufzunehmen. Mentges (1997) konnte bereits im Rahmen
seiner Diplomarbeit zeigen, dass sich eine Aerd2 Mutante toxinresistent
verhalt. Eine plasmidgetriebene Uberexpression des ERD2 Gens fiihrte
dazu, dass die urspringlich K28-resistente Aerd2 Mutante wieder eine
deutliche Toxin-Sensitivitat zeigte.

Toxinaufnahmestudien der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine Aerd2
Deletionsmutante Uber die gesamte Versuchsdauer von funf Stunden hinweg
nicht unfahig war, Toxin zu internalisieren. Im Gegensatz dazu konnte
gezeigt werden, dass die mit ERD2 ricktransformierte Aerd2
Deletionsmutante Toxin im gleichen MalRe wie ein Wildtypstamm
internalisierte. Folglich ist der Erd2p-Rezeptor fir die Endozytose des K28-

Toxins verantwortlich.
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Um diese Behauptung abzusichern, fehlte bislang der Nachweis des
Erd2-Proteins in vivo in der Plasmamembran der Hefe. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden deshalb Fusionsproteine erstellt, die am C-terminalen Ende
von Erd2p ein c-Myc-Tag bzw. GFP enthielten. Nach Konstruktion und
Uberprifung dieser Konstrukte auf Funktionaliat sollte eine Detektion der
Fusionsproteine Uber Fluoreszenzmikroskopie bzw. indirekte
Immunfluoreszenz erfolgen. Sowohl die Fluoreszenzmikroskopie von Hefen,
die das Erd2p-GFP-Konstrukt Uberexprimierten, als auch die indirekte
Immunfluoreszenz des Erd2-cmyc-Konstruktes zeigten Erd2p tber die ganze
Zelle verteilt, teilweise in Membransystemen, teilweise auch in Vesikeln. Dies
steht in Ubereinstimmung mit der Lokalisation des a-Faktor-Transporters
(Ste6p) in  Wildtyphefen, die durch indirekte Immunfluoreszenz an
Uberexprimiertem  Ste6p™ gemacht wurde. Dieses punktuierte
Verteilungsmuster lasst vermuten, dass die meisten der Erd2p- oder Ste6p-
Molekule auf ihrem Weg zur oder von der Plasmamembran sind (Berkower et
al., 1994). Kuchler und Mitarbeiter (1993) konnten dieses Verteilungsmuster
ebenfallls anhand eines Ste6p-cmyc-Konstruktes nachweisen und
interpretierten dieses Muster bereits als einen Nachweis fir das
Vorhandensein von Ste6p in der Plasmamembran. Eine Akkumulation von
Erd2p in der Plasmamembran konnte durch eine Blockierung der Endozytose
erreicht werden. Im Gegensatz zur punktuierten Verteilung von Erd2p im
Wildtyp zeigte sich in einer Endozytose-defekten Aend3 Mutante eine
ringformige Verteilung um die Zelle herum, die mit der Verteilung der
Plamamembran-ATPase Pmalp ubereinstimmt. Das gleiche Ergebnis wurde
auch fur Ste6p erhalten (Berkower et al., 1994). Damit konnte zum ersten
Mal bei Hefezellen mit einem Defekt in der frihen Endozytose bei einer
Uberexpression der HDEL-Rezeptor in der Plasmamembran nachgewiesen
werden. Allerdings konnte mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen
kein  direkter Nachweis erbracht werden, dass Erd2p unter
Normalbedingungen in der Plasmamembran in Wildtyp-Zellen vorkommt.

Dies steht in Ubereinstimmung mit Beobachtungen, die Liu und Mitarbeiter
(2007) an der P4-ATPase Drs2p machen konnten. Drs2p ist im hefeeigenen

trans-Golgi  Netzwerk ansassig und flir den Vesikel-getriebenen
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Proteintransport aus diesem Organell verantwortlich. In Wildtyp-Zellen
akkumuliert Drs2p an der Plasmamembran, wenn Endozytosemechanismen
inaktiviert werden. Die direkte Inaktivierung der Endozytose durch Latrunculin
A verursacht eine sehr langsame Akkumulation von Drs2p, die etwa drei
Stunden dauert. Dies lasst darauf schlielBen, dass Drs2p ineffektiv in
exozytotische Vesikel eingeschlossen wird und sehr schnell nach dem
Erreichen der Plasmamembran wieder endozytotisch aufgenommen wird.
Dieser langsame Transport zur Plasmamembran und die schnelle
Endozytose fuhren zu einer nicht nachweisbaren Menge an Drs2p in der
Plasmamembran von Wildtyp-Zellen, solange die Endozytose nicht inhibiert
ist (Liu et al., 2007).

Bisherige Untersuchungen erbrachten eine Lokalisation des HDEL- bzw. des
humanen KDEL-Rezeptors im Lumen und in den Membranen von Golgi und
ER (Lewis and Pelham, 1990; Semenza et al., 1990). Griffiths und Mitarbeiter
konnten durch Immunogold-Elektronenmikroskopie nachweisen, dass die
Induktion verschiedener Stressbedingungen wie virale Infektionen oder eine
Temperaturerhbhung eine signifikante Umverteilung des KDEL-Rezeptors
zum Trans-Golgi-Netzwerk bewirkte. Da das TGN die Schnittstelle zwischen
sekretorischem und endozytotischem Weg in der Zelle darstellt, wird
vermutet, dass das Vorhandensein des KDEL-Rezeptors eine funktionelle
Rolle spielt. Die Lokalisation des KDEL-Rezeptors ermdoglicht dabei die
Aufnahme von Toxinen, die an ihrem C-Terminus eine KDEL- oder KDEL-
ahnliche Sequenz besitzen (Chaudhary et al., 1990; Pastan et al., 1992). Die
Lokalisation des KDEL-Rezeptors im TGN unterstitzt die Annahme, dass der
KDEL-Rezeptor fir den Transport der Toxine aus dem TGN ins ER
verantwortlich ist (Pastan et al., 1992). Untersuchungen von Sandvig (1992)
zeigten, dass endozytotisch aufgenommenes Shiga-Toxin direkt duch das
TGN und den Golgi zum ER transportiert wird.

Andere Untersuchungen zeigen, dass in Saugerzellen einige KDEL-
Sequenz-tragende Proteine, wie BiP und Calreticulin an der S&uger-
Plasmamembran lokalisiert wurden (Wiest et al., 1997). Diese KDEL-
Proteine scheinen mit anderen Proteinen zu assoziieren, die ebenfalls aus

dem ER stammen. Obwohl die biologische Relevanz dieser Lokalisation
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noch nicht verstanden ist, konnte bei einigen KDEL-Proteinen wie Calreticulin
belegt werden, dass diese bestimmte Funktionen auflerhalb des ER’s
erfillen. Calreticulin ist normalerweise fur die korrekte Proteinfaltung im ER
zustandig; ist es aber auf der Plasmamembran lokalisiert, fungiert es als
Rezeptor fur Fibrinogen (Gray et al., 1995). Da es also méglich ist, dass
Proteine, die eigentlich im ER ansassig sind an die Plasmamembran
gelangen und dort auch funktionell aktiv sind, ist es durchaus denkbar, dass
dies auch fur den KDEL/HDEL-Rezeptor gilt, um ER-Proteine ins das
endoplasmatische Retikulum zurtickzufiihren oder andere Funktionen zu
erfullen.

Gagnon und Mitarbeiter (2002) konnten beweisen, dass in Saugerzellen bei
der Phagozytose nicht die Plasmamembran, sondern das ER
Membranmaterial  bereitstellt. Proteom-Analysen  hochaufgereinigter
Phagosomen zeigten das Vorhandensein einiger ER Proteine. Weitere
Untersuchungen stellten fest, dass das ER zur Zelloberflache rekrutiert wird,
dort mit der Plasmamembran verschmilzt und an der Ausbildung von
Phagosomen beteiligt ist. Dieser Prozess wird als ,ER-vermittelte
Phagocytose” bezeichnet (Desjardins, 2003). Dies scheint als Ausgleich zu
dienen, um den ,Membran-Haushalt* der Zelle aufrechtzerhalten und nicht zu

viel Oberflachenmaterial zu verlieren (Watts, 2002).

4.1.2 Erd2p besitzt das Endozytosesignal NPF

Proteine der Plasmamembran konnen durch Endozytose wieder
aufgenommen werden und gelangen schliel3lich in Lysosomen bzw. in die
Vakuole, wo ihr Abbau erfolgt.

Es existieren zwei Arten von Plasmamembranproteinen. Eine Klasse bilden
die beiden G-Protein-gekoppelten Sieben-Transmembranezeptoren der
Hefe-Pheromone: der a-Faktor-Rezeptor (Ste2p) und der a-Faktor-Rezeptor
(Ste3p). Die zweite Klasse besteht aus zwei Transportern der
ABC-Transporter-Familie, dem a-Faktor-Transporter (Ste6p) und dem

.Multidrug“-Transporter (Pdr5p), sowie aus einer Reihe von Transportern aus
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der MFS-Familie, darunter z.B. die Uracil-Permease Furdp und die
Aminosaure-Permease Gaplp.

Die Plasmamembran-Transporter der Hefe spielen eine wichtige Rolle bei
der Steuerung der Wachstumsrate. Die meisten von ihnen unterliegen einer
konstitutiven und auch induzierten Endozytose, die durch verschiedene
Faktoren wie Nahrungsuberschuss, Verfugbarkeit von Nahrstoffen oder auch
Stressbedingungen gesteuert werden.

In Hefe existieren zwei Arten von Endozytose-Signalen, die Proteine in den
Clathrin/Aktin-vermittelten Endozytoseweg einschleusen. Bei diesen handelt
es sich um eine sogenannte PEST-ahnliche Sequenz, die eine
Phosphorylierung und Ubiquitinierung des Cargo-Proteins vermittelt und das
NPFXD-Motiv, das spezifisch durch Slalp, eine Untereinheit des
endozytotischen ,coat* Komplexes, gebunden wird (Hicke and Dunn, 2003;
Rotin et al., 2000; Tan et al., 1996).

Analysen der Proteinsequenz von Erd2p mit dem Programm PESTfinder
(EMBnet Austria) ergaben, dass weder eine potentielle noch eine schwache
PEST-Sequenz vorhanden ist (Ergebnis nicht dargestellt).

Allerdings besitzt Erd2p ein aminoterminales NPF-Motiv, welches ein
Endozytosesignal darstellen konnte. Das NPFXD-Signal wurde erstmals in
der Furin-ahnlichen Protease Kex2p entdeckt (Tan et al.,, 1996). Kex2p
zirkuliert zwischen dem Golgi-Kompartiment und Endosomen, ohne
normalerweise die Zelloberflache zu erreichen (Wilcox et al., 1992).
Trotzdem vermittelt die zytoplasmatische Doméane von Kex2p, anfusioniert
an eine inaktive Form des a-Faktor Rezeptors Ste2p, diesem eine rasche
endozytotische Aufnahme (Tan et al., 1996). Mutationsanalysen des
chimeren Ste2/Kex2p-Proteins offenbarten, dass die Sequenz NPFSD als
das endozytotische Zielsignal wirkt. Die Charakterisierung einer ahnlichen
Sequenz, der in Ste3p (a-Faktor Rezeptor) natirlich vorkommenden
NPFSTD, fuhrte dazu, dass die Sequenz NPFX1D als Motiv fir die
schnelle Internalisierung eines integralen Membranproteins definiert wurde.
Das NPFXD-Motiv zeigt starke Ahnlichkeiten zum NPXY-Motiv des Saugers.
Beide Motive konnen die Clathrin-abhangige Aufnahme in eine Zelle
vermitteln (Tan et al., 1996). Tan und Mitarbeiter (1996) konnten ebenfalls



Diskussion 148

nachweisen, dass die verklrzte Sequenz NPF in Ste3p hinreichend und
notwendig fur die Aufnahme des a-Faktor-Rezeptors ist. Ein Austausch der
Sequenz NPF durch die Sequenz APA fuhrte zu einem Endozytoseblock.
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten belegen, dass das
Vorhandensein von Slalp, dem spezisichen Bindepartner der NPF-Sequenz,
notwendig fur die Aufnahme des K28-Toxins ist. Eine Aslal-Knock-out-
Mutante verhielt sich im Methylenblau-Agar-Diffusionstest komplett resistent
gegen K28-Toxin. Dies kann als weitere Bestatigung dafiir angesehen
werden, dass Erd2p der Membranrezeptor fur K28 ist und dass dessen NPF-
Motiv als Endozytosesignal fungiert. Dausend untersuchte 2006 die
Relevanz des NPF-Motivs von Erd2p auf die Endozytose von K28. Dabei
wurde in Erd2p die Sequenz NPF gegen NIF ausgetauscht. Hefen, die die
Erd2-NIF-Variante exprimierten, zeigten keine Abweichungen bei der
Internalisierung des Toxins im Vergleich zum Wildtyp. Pfluger und Mitarbeiter
(2005) konnten zeigen, dass in den Homologen zum Hefe-eigenen HDEL-
Rezeptor in Plasmodium falciparum, Arabidopsis thalia, Mus musculus,
Homo sapiens, Xenopus laevis und Drosophila melanogaster das N-
terminale NPF-Motiv in Form von NIF vorliegt. Gleichwohl die Endozytose,
vermittelt iber die Sequenz NIF, noch nicht beschrieben wurde, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass diese ebenfalls in der Lage ist, eine
Internalisierung auszulésen. Ein Austausch der NPF-Sequenz in Erd2p

gegen APA ware deshalb zu untersuchen.

4.1.3 Die Ubiquitinierung durch die Enzyme Ubcd4p un d Rsp5p
regulieren die Endozytose von K28

Untersuchungen an den Plasmamembranproteinen Ste2p, Ste3p und Furdp
haben gezeigt, dass deren Internalisierung eine Reihe von Modifikationen
vorausgeht, die als ,PURE-Pathway" (,Phosphorylation, Ubiquitination,
Recognition by endocytotic machinery and Endocytosis®) bezeichnet werden
(Kelm et al., 2004). Die Abfolge von Phosphorylierung, Ubiquitinierung und
Erkennung durch die Endozytose-Maschinerie leiten in diesem Modell die
Endozytose ein. Die internalisierten Membranproteine werden zum frihen
Endosom verbracht, wo sie in Vesikel verpackt und schlief3lich in der Vakuole

abgebaut werden.
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Die Ubiquitinierung von Plasmamembranproteinen scheint durch die
Phosphorylierung positiv reguliert zu werden. Das Protein Ste2p wird bei
Kontakt mit Pheromon phosphoryliert. In einer verkirzten Version dieses
o-Faktor-Rezeptors werden drei Serine, die fur die Phosphorylierung des
C-terminalen Teils bendtigt werden, auch fir die Ubiquitinierung und den
raschen Abbau gebraucht (Hicke and Riezman, 1996). Ein Zusammenhang
zwischen Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Aufnahme von der
Zelloberflache wurde u.a. fur die Proteine Ste3p (a-Faktor-Rezeptor) und
Furdp (Uracil-Permease) gezeigt (Marchal et al., 1998). Untersuchungen an
den Proteinen Ste2p, Ste3p, Furdp und Pdr5p wiesen einen direkten oder
indirekten Einfluss der Ser/Thr-spezifischen Protein-Kinasen Ycklp und
Yck2p auf die Phosphorylierung dieser Proteine nach (Decottignies et al.,
1999; Hicke et al., 1998; Panek et al., 1997). Der Einfluss der &hnlichen und
funktionell austauschbaren Kinasen auf die Endozytose des K28-Toxins
wurde anhand der Ayckl und Ayck2 Mutanten untersucht. Beide verhielten
sich sensitiv gegen K28-Toxin (siehe Tabelle 23). Da sich beide Kinasen
gegenseitig ersetzen konnen, musste, um deren Einfluss auf den K28-
Wirkungsmechanismus feststellen zu kodnnen, eine temperatursensitive
Doppelmutante (yckl4yck2-2ts) untersucht werden (Kelm et al., 2004).

Die Ubiquitinierung spielt als Regulator der Endozytose und des
endosomalen Transports eine entscheidende Rolle. Ubiquitin ist ein kleines
aus 76 Aminoséuren bestehendes Peptid, das in allen eukaryotischen
Organismen und Zelltypen gefunden werden kann. Es wird posttranslational
durch eine Isopeptidbindung an einen oder mehrere Lysinreste eines
Proteins geknupft. Die Ubiquitinierung erfolgt durch die Aktivitat dreier
nacheinander wirkender Enzyme: der Ubiquitin-aktivierenden Enzyme (E1),
der Ubiquitin-konjugierenden Enzyme (E2) und der Ubiquitin-Protein Ligasen.
(E3) Monoubiquitinierte Proteine kdnnen durch das Anhangen weiterer
Ubiquitin-Molekile an Lysinreste im Ubiquitin selbst (meist Lys48, oder
Lys63) modifiziert werden. Proteine mit mehr als vier Ubiquitin-Einheiten, die
Uber Lys48 miteinander verknUpft sind, werden gewdhnlich zum Proteasom
gesteuert und abgebaut (Ciechanover and Schwartz, 1998). Die Verkniupfung

von einem oder mehreren Ubiquitinresten, die Uber Lys63 miteinander
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verbunden sind, konnte als Internalisierungssignal fur
Plasmamembranproteine identifiziert werden (Rotin et al., 2000).

Rsp5p ist ein hefeeigenes E3-Enzym, das verantwortlich fir die
Ubiquitinierung aller Plasmamembranproteine der Hefe ist, die Ubiquitin als
Internalisierungssignal nutzen (Rotin et al., 2000). Rsp5p besteht unter
anderem aus einer Protein- und Lipid-bindenden C2-Doméne, aus einer
HECT-Domane, die fur die Kkatalytische Ubiquitin-Ligase-Aktivitat
verantwortlich ist, und aus drei WW-Domanen, die womdglich die
Proteininteraktionen steuern (Dunn and Hicke, 2001). Die E2-Enzyme, die
am besten in der Lage sind, Ubiquitin auf die HECT-Domé&ne von Rsp5p zu
transferieren, sind Ubc4p und Ubc5p (Hatakeyama et al., 1997).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass rsp5 Mutanten, die
defekt in der Formation von Thioester-Intermediaten (rsp5-1) oder der
Aufnahme des a-Faktors (rsp5-2) sind, eine Resistenz gegen K28-Toxin bei
restriktiver Tempratur ausbilden. Eisfeld (2001) konnte bereits belegen, dass
sich eine ubc4 Deletionsmutante vermindert sensitiv gegen K28, und alle
getesteten Doppelmutanten (ubc4/ubc6, ubc4/ubc7 und ubc4/ubcl) nahezu
resistent verhielten. In Zellfraktionierungsexperimente der rsp5-1 und dubc4
Mutanten war das Toxin nur in der Plasmamembran-Fraktion und weder in
der Vesikel-, noch in der zytosolischen Fraktion nachzuweisen. Letztendlich
konnte durch Toxinaufnahmestudien der vorliegenden Arbeit der endgiltige
Beweis erbracht werden, dass rsp5-1 und dubc4 Mutanten nicht mehr in der
Lage sind, K28-Toxin aufzunehmen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Plasmamembranrezeptor von K28 Uber
das E2-Enzym Ubc4p und das E3-Enzym Rsp5p ubiquitiniert werden muss,
um zusammen mit dem Toxin in die Zelle aufgenommen zu werden.

Da Rsp5p fur fast alle Plasmamembranproteine der Hefe als E3-Enzym die
Ubiquitinierung steuert (Rotin et al., 2000), wurde ein Grof3teil dieser Proteine
gegen K28 getestet, um auszuschlie3en, dass es sich bei diesen bekannten
.rargets” von Rsp5p um den Plasmamembranrezeptor von K28 handelt. Wie
vermutet, wiesen diese allerdings eine normale Sensitivitat gegen K28-Toxin

auf (Ergebnisse nicht dargestellt).
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Als Membranrezeptor des K28-Toxins musste der HDEL-Rezeptor Erd2p
Motive fiur die Phosphorylierung und Ubiquitinierung aufweisen. Da die
Topologie des hefeeigenen HDEL-Rezeptors nicht bekannt ist, er aber mit
dem bovinen KDEL-Rezeptor eine Sequenzhomologie von identischen und
biochemisch ahnlichen Aminoséuren von 65% zeigt, wurde das Modell des
bovinen Rezeptors nach Singh (1998) fur Erd2p Ubernommen (Dausend,
2006; Spindler, 2004).

Eine in-silico-Analyse des Erd2p-Rezeptors ergab sieben potentielle
Phosphorylierungsstellen, die alle innerhalb von sehr wahrscheinlich
zytoplasmatischen Sequenzbereichen gelegen sind darunter auch zwei
Phosphorylierungsstellen fur die Protein Kinase C, zu deren Typus die
Kinasen Ycklp und Yck2p gehoren. Mogliche Stellen zur Ubiquitinierung
fanden sich gehauft am C-Terminus des Proteins. Innerhalb eines
Sequenzbereichs von 12 Aminosauren sind vier Lysinreste vorhanden, die
fur zytosolische Enzyme der Ubiqutinierungsmaschinerie als Ubiquitin-
Akzeptoren dienen kdnnen (Dausend, 2006).

Rsp5p als Ubiquitin-Ligase miusste in der Lage sein, Erd2p zu ubiquitinieren.
Hierzu liegen allerdings bis jetzt noch keine Untersuchungen vor. Eine
direkte Interaktion zwischen Zelloberflachenproteinen und Rsp5p sowie eine
in-vitro-Ubiquitinierung dieser Proteine konnte noch nicht nachgewiesen
werden. Bis jetzt sind auch noch keine Erkennungssequenzen fir Rsp5p in
diesen Membranproteinen bekannt. Neben seiner Rolle im Transport von
Membranproteinen modifiziert Rsp5p noch eine Reihe weiterer Proteine, die
an anderen zellularen Prozessen beteiligt sind (Beaudenon et al., 1999;
Hoppe et al., 2000). Mga2p ist ein im ER lokalisierter Transkriptionsfaktor,
der zusammen mit seinem Homologen Spt23p die Expression des OLE1l
Gens reguliert, das fir die Synthese essenzieller Olsauren bendétigt wird.
Eine Proteasomen-abhangige Prozessierung dieser ER gebundenen,
120 kDa-grof3en Mgaz2- und Spt23-Proteine, fuhrt yAll
transkriptionskompetenten 90 kDa Proteinen. Die Ubiquitin-Protein-Ligase
Rsp5p modifiziert beide Proteine und leitet so den partiellen Abbau ein.
Untersuchungen von Shcherbik und Mitarbeitern (2004) zeigten, dass die

zwei Transkriptionsfaktoren Spt23p und Mga2p ein LPKY-Motiv an ihrem C-
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Terminus enthalten, welches fiur die Bindung von Rsp5p und die
darauffolgende Ubiquitinierung verantwortlich ist. Der HDEL-Rezeptor Erd2p
besitzt ebenfalls an seinem C-terminus ein LPK-Motiv, das als
Erkennungssequenz fir Rsp5p fungieren koénnte (siehe Abbildung 38).
Dieses Motiv stellt madglicherweise die Verbindung zwischen dem
Membranrezeptor von K28 und der Ubiquitin-Ligase her.
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Abbildung 38: Aminosauresequenz des HDEL-Rezeptors Erd2p

Doppelt unterstrichen sind die Endozytose-Signalsequenzen und die E3-
Erkennungssequenz, die in silico identifiziert werden konnten. Einfach unterstrichen
sind die potentiellen Phosphorylierungsstellen und fett unterstrichen die potentiellen
Ubiquitinierungsstellen in Erd2p (Dausend, 2006; Spindler, 2004). Die Topologie ist
analog zu dem  KDEL-Rezeptor nach Singh (1993) in roten
Transmembrandomanen, blauen zytosolischen Domanen und grinen luminalen
bzw. AuRenbereichen dargestellt.

4.1.4 Die Endozytose von K28 ist abhangig von Clath rin und dem
AP2-R-Komplex

Proteine, die endozytotisch aufgenommen werden sollen, werden in Vesikel
verpackt. In Saugerzellen ist der bekannteste und am besten untersuchte
Weg der rezeptorvermittelten Endozytose der tber durch Clathrin gebildete
“coated pits“ und ,coated vesicles” (Hirst and Robinson, 1998; Schmid,
1997). Clathrin-Vesikel bestehen aus drei grol3en (Clathrin schwere Kette)
und drei kleineren (Clathrin leichte Kette) Polypeptidketten, die zusammen
das Triskelion bilden. Mehrere dieser Gebilde lagern sich an der dem
Zytoplasma zugewandten Seite der Plasmamembran an und verbinden sich
zu einem kafigdhnlichen Netz aus Funf- und Sechsecken. Auf diese Weise
entsteht die aus Vielecken zusammengesetzte Hille an der Oberflache der
.coated pits" und ,coated vesicles” (Alberts et al., 1990). Die Assemblierung
der Clathrin-Hulle wird durch die Anwesenheit der heterotetrameren Adapter-
Proteine unterstitzt. Die Adaptine erkennen Sortierungssignale innerhalb der
zytoplasmatischen Bereiche der zu transportierenden Membranproteine und

rekrutieren und binden Clathrin. Sie bilden somit die Verbindung zwischen
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den zu transportierenden Proteinen und dem ,coated pit“ (Kirchhausen,
2000). ,Coated pits" reifen zu ,coated vesicles”, die in Saugerzellen
zusammen mit der GTPase Dynamin von der Plasmamembran abgeschnurt
werden.

Clathrin ist ein Proteinkomplex, der in der Evolution sehr konstant erhalten
geblieben ist. Das Hefegenom enthalt ein Gen fur die schwere Kette von
Clathrin (CHC1) und ein Gen fir die leichte Kette (CLC1). Hefestamme, bei
denen CHC1 oder CLC1 zerstort sind, sowie Stamme mit einem
temperatursensitiven Allel der schweren Kette (chcl-ts) zeigen eine um die
Halfte reduzierte Internalisierung des a-Faktors und sind defekt in der
Aufnahme des a-Faktor-Rezeptors Ste3p (Chu et al., 1996; Clare et al.,
1991; Huang et al., 1997; Tan et al., 1993). Dies beweist, dass Clathrin eine
wichtige Rolle bei der Endozytose in Hefe spielt. Die Tatsache, dass der a-
Faktor aber auch ohne die Anwesenheit von Clathrin in geringer Menge
aufgenommen werden kann, lasst auf das Vorhandensein eines
Clathrin-unabhangigen Weges schlie3en. Gestltzt wird diese Annahme
durch die Tatsache, dass sich die Internalisierung der Uracil-Permease
Furdp bei restriktiver Temperatur in einem chclts Stammhintergrund
unbeeinflusst zeigt (A. Gratias and R. Haguenauer-Tsapis, unpublished
data). Daraus kann gefolgert werden, dass eventuell ein zweites Protein in
Hefe existiert, welches in der Lage ist, die Funktion von Clathrin zu ersetzen
(Penalver et al., 1999).

Fur das K28-Toxin konnte nachgewiesen werden, dass sich eine Achcl
Mutante resistent, im Gegensatz dazu aber eine Aclcl Mutante sensitiv
gegen K28-Toxin verhélt. Die schwere Kette von Clathrin scheint bei der
rezeptorvermittelten Endozytose von K28 eine essenzielle Rolle zu spielen.
Das Fehlen der leichten Kette von Clathrin hat im Gegensatz dazu keinen
Einfluss auf die Toxinaufnahme. Verschiedene Arbeiten zeigen, dass, obwonhl
die leichte Kette Bestandteil des Triskelions ist, diese zur Bildung nicht
bendtigt wird, da die schwere Kette das strukturelle Ruickgrat bildet (Liu et al.,
1995). Newpher (2005) konnte beweisen, dass Clathrin sehr wohl eine
dynamische Komponente der Endozytose-Maschinerie in Hefe darstellt.

Endozytotische Defekte von Clathrin-Mutanten fahrt er auf die
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Funktionsunfahigkeit einiger endozytostischer Aufnahmestellen zurtick oder
auf partielle Effekte, die alle endozytostische Aufnahmestellen betreffen.

Die Rolle der leichten Kette von Clathrin ist noch nicht vollstandig geklart.
Huang und Mitarbeiter (1997) konnten zeigen, dass in Aclcl-Hefestammen
die schwere Kette auf 20-25% des normalen Gehaltes reduziert vorlag und
dass nur ein geringer Anteil der schweren Kette trimerisierte. Fir K28 kdnnte
dies bedeuten, dass der geringe Anteil an Triskelions in einer Aclcl Mutante
ausreicht, um eine effektive Aufnahme zu ermoéglichen, oder dass ein
alternatives Protein die Rolle der leichten Kette Gbernimmt.

In Saugerzellen ist Clathrin bei der Bildung von Vesikeln auf die Funktion
eines heteromeren Komplexes aus vier Proteinen, dem sogenannten
Adaptor-Protein-Komplex (AP), angewiesen, der als Bindeglied zwischen
Clathrin und Tyrosin-basierenden Signalen auf der zytosolischen Seite der
Transmembranrezeptoren an der Vesikel-Formation beteiligt ist (Schmid,
1997). Jeder AP-Komplex besteht aus zwei gro3en (B und entweder a, vy, 9,
oder ¢€), einer mittleren (1) und einer kleinen Untereinheit (o). Die vier
unterschiedlichen Adaptor-Protein-Komplexe des S&augers unterscheiden
sich aufgrund ihres Wirkungsortes in der Zelle voneinander. Zwei dieser AP’ -
Komplexe assoziieren mit Clathrin und sind an der Vesikelbildung beteiligt.
Der AP-1-Komplex, bestehend aus den Untereinheiten y, 1, pl und ol, ist
am TGN lokalisiert, wo er fur die Sortierung von Proteinen in den
lysosomalen oder sekretorischen Weg verantwortlich ist, wahrend der AP-2-
Komplex, zusammengesetzt aus den Untereinheiten a, 2, u2 und o2, seine
Funktion bei der Clathrin-vermittelten Endozytose erfullt.

Uber Sequenzhomologien konnten AP-Untereinheiten auch in der Hefe
gefunden werden, wobei diese in drei potentielle AP-Komplexe eingeteilt
wurden (Yeung et al., 1999).

Gegen K28 zeigten Mutanten der Komplexe AP-1 und AP-3 im Vergleich
zum Wildtypstamm keine signifikanten Unterschiede in ihrer Toxinsensitivitat.
Jedoch wiesen alle Mutanten des AP2R-Komplexes (dapll, dapm4, daps2)
eine komplette Resistenz gegen K28-Toxin auf, mit Ausnahme der dapl3
Mutante, die sich mit einem Hemmbhofdurchmesser von 2 mm im MBA-Test

nur noch minimal sensitiv verhielt. Diese Phanotypen gegen K28 sind die
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einzig beschriebenen, da alle bisher durchgefiuihrten Deletionen in den
verschiedenen Untereinheiten zu Wildtyp-Phénotypen fuhrten (Yeung et al.,
1999). Deletionen im APL2-Gen (2-Untereinheit) und im APS2-Gen haben
weder einen Einfluss auf die Aufnahme des a-Faktors noch verstarken sie
den Aufnahmedefekt in einer chc1®-Mutante (Phan et al., 1994; Rad et al.,
1995). Bei Untersuchungen zur Fahigkeit der Bindung von Clathrin an die
hefeeigenen AP-Komplexe konnte festgestellt werden, dass nur die -
Untereinheit des AP1-Komplexes in der Lage war, Clathrin zu binden.
Genetische Experimente, die Doppeltmutanten nutzten, bei denen
Deletionen der AP1-Untereinheiten mit einem chcl-Allel kombiniert wurden,
wiesen nur geringe synthetische Effekte auf. Deletionen der AP2-
Untereinheiten zeigten sogar keine synthetischen Effekte in Kombination mit
einem Clathrin-Aktivitatsverlust (Rad et al.,, 1995). Wahrend diese
Ergebnisse suggerieren, dass AP-2 in Hefe nicht an der Clathrin-abhéngigen
Endozytose beteiligt ist, besteht allerdings die Moglichkeit, dass andere
endozytotische Proteine die Funktion von AP-2 maskieren. Alternativ ist AP-2
fur die Endozytose nur einiger Proteine verantwortlich, die bis jetzt nicht
direkt untersucht wurden.

Als weiterer Hinweis auf Unterschiede in der Endozytose von Hefe und
Saugern kann das Fehlen von Sauger-spezifischen Internalisierungssignalen
in Hefe angesehen werden (D'Hondt et al., 2000; Geli and Riezman, 1996;
Santolini et al., 1999). Es ist mdglich, dass der AP-2-Komplex in Hefe einen
differenzierten und funktionell redundanten Proteinkomplex darstellt, der bei
der Endozytose eine zentrale Rolle spielt. Anstatt eines heterotetrameren
Adapterproteins, das die Selektion der Cargo-Proteine, anderer Adaptoren
und Clathrin Gbernimmt, kdnnten in Hefe mehrere verschiedene Proteine
diese Funktion innerhalb eines Komplexes oder im Austausch durch andere
Proteine erfullen (Baggett and Wendland, 2001).

Untersuchungen an Saugerzellen belegen, dass die Clathrin-vermittelte
Endozytose ohne den AP-2-Komplex stattfinden kann (Motley et al., 2003;
Traub, 2005). Alternative Adaptoren ersetzen beim Fehlen des AP-2-
Komplexes dessen Funktion und assemblieren mit Clathrin, was fur den

EGF-und den LDL-Rezeptor gezeigt werden konnte. Jedoch gibt es Cargo-
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Proteine wie den Transferrin-Rezeptor, der nur mit dem AP-2-Komplex
interagieren kann und bei einer Deletion des Komplexes an der
Zelloberflache verbleibt (Motley et al., 2003).

Coated Vesicles werden unter dem Einfluss der GTPase Dynamin von der
Plasmamembran abgeschnurt. In Hefe existieren drei Dynamin-ahnliche
Proteine (Vpslp, Dnmlp, Mgmlp), bei denen nur Dnmlp in die Endozytose
involviert ist (Gammie et al., 1995). Vpslp ist fur Sortierungsschritte am
Trans-Golgi verantwortlich und Mgm1p fur die Erhaltung des mitochondrialen
Genoms (Ekena et al., 1993; Hermann and Shaw, 1998). Deletionen aller
drei Gene liel3en keinen Phanotyp bei extrazellularer Applikation von K28-
Toxin erkennen. Dies steht im Einklang mit Untersuchungen, die zeigen,
dass weder eine Deletion von VPS1 noch von DNM1 einen Einfluss auf die
Aufnahme des a-Faktors hat (Gammie et al., 1995; Munn and Riezman,
1994; Nothwehr et al., 1995).

Proteintoxine, wie das K28-Toxin sind in der Lage, alle verfigbaren
endozytotischen Wege fir den Zelleintritt zu nutzen (Conner and Schmid,
2003). Das Pflanzentoxin Ricin zum Beispiel, welches an die gesamte
Zelloberflache bindet, da es sowohl Glykoproteine als auch Glykolipide mit
terminaler Galactose als Bindungspartner nutzt, wird Gber den Weg der
Clathrin-unabhangigen Endozytose aufgenommen (Sandvig et al., 1987). Die
Clathrin-unabhangige Endozytose kann wiederum abhéngig oder
unabhangig von sogenannten lipid rafts* (Plasmamembrandoménen, die
reich an Cholesterol und Sphingolipiden sind) und Dynamin ablaufen. So ist
die Clathrin-unabhangige Aufnahme des Interleukin2-Rezeptors abhangig
von L lipid rafts®, wohingegen Ricin und Cholera-Toxin ohne das
Vorhandensein von Clathrin und Cholesterol internalisiert werden kdnnen
(Rodal et al., 1999; Sandvig et al., 2004). Im Falle des Anthrax Toxins ist die
Endozytose abhéngig von lipid rafts® und resultiert in einem Clathrin-
abhangigen Prozess (Abrami et al., 2003). Eine Unterart der ,lipid rafts* sind
die Caveolae, bei denen es sich um 50 - 100 Nanometer grol3e, sackformige
Einbuchtungen der Plasmamembran handelt, die mit dem Protein Caveolin
assoziiert sind. Caveolae sind normalerweise sehr stabile Strukturen, kénnen

aber bei der Aufnahme des Cholera-Toxins involviert sein (Sandvig and van



Diskussion 158

Deurs, 2005). Interessanterweise konnte von Pelkmans und Mitarbeitern
(2004) gezeigt werden, dass Cholera-Toxin, welches Uuber caveolare
Strukturen aufgenommen wird, schlief3lich in sauren Endosomen endet. Da
die endozytotischen Kompartimente in der Lage sind, ihre zu
transortierenden Inhalte untereinander auszutauschen, scheint es keine
Rolle zu spielen, ob ein Ligand tUber Caveolae oder tber Clathrin-besetzte
Vesikel aufgenommen wird.

Wie zu erkennen ist, wird von Proteintoxinen jedmdgliche Kombination der
vorhandenen Endozytosewege genutzt, um das Zytosol einer sensitiven
Zelle zu erreichen. Sie stellen deshalb wilkommene Untersuchungsobjekte
bei der Studie der Endozytosemaschinerie dar. Jedoch muss darauf
hingewiesen werden, dass Toxine moglicherweise bestimmte Signalwege
stimulieren, die den endozytotischen Prozess beeinflussen und deshalb unter
diesen Bedingungen Kkeine Prozesse, wie sie im Wildtyp ablaufen,

beobachtet werden kdnnen (Sandvig et al., 2004).

4.1.5 Das Aktin-Zytoskelett beeinflu3t die Aufnahme von K28

Das Aktin Zytoskelett bt einen fundamentalen Einfluss auf die Endozytose
in Hefe aus (Kubler and Riezman, 1993). Das Aktin Zytoskelett in Hefe
besteht aus Aktinkabeln die aus F-Aktin gebildet werden. In der Zelle bildet
Aktin dynamische Filamente, die sogenannten Aktinfilamente. Diese
Filamente dienen als Bestandteil des Zytoskeletts der Stabilisierung der
aulReren Zellform und dem intrazellularen Transport. Durch den Einsatz von
Latrunculin A konnte gezeigt werden, dass die Aktinfilamente in vivo schnelle
Zyklen von Assemblierung und Deassemblierung durchlaufen, was auf ein
sehr dynamisches Zytoskelett selbst in einem nicht-beweglichen Organismus
wie Hefe schliel3en lasst (Lombardi and Riezman, 2001).

Hefen, denen das ,actin filament bundling protein Fimbrin“ fehlt (Sac6p),
zeigen einen kompletten Block in der Endozytose des a- Faktors (Kubler and
Riezman, 1993). Aktin-Bundlungsproteine wie Fimbrin sind fur den
Zusammenhalt von Aktin-Filamenten untereinander verantwortlich. Auch die
Endozytose von K28 wurde in einer dsac6 Mutante verhindert, sie verhielt

sich gegen Toxin komplett resistent.
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Verschiedene Proteine, die wichtig fur die Organisation des Aktins in der
Zelle sind, haben ebenfalls einen Einfluss auf die Endozytose und besitzen
Homologe zu Proteinen in anderen Organismen, die fiur die Clathrin-
abhangige Endozytose verantwortlich sind. Verschiedene Proteinkomplexe
konnten identifiziert werden, deren Komponenten mit Aktin direkt oder
indirekt Uber weitere Aktin-Bindeproteine assoziieren. Diese Abfolge von
Ereignissen an der Plasmamembran erfolgt in mehreren Schritten.

An der Plasmamembranoberflache befinden sich spezielle Regionen, an
denen die Endozytose stattfindet. Clathrin und Edelp sind die ersten
Proteine, die an diesen speziellen Regionen die Endozytose einleiten
(Newpher et al., 2005). Clathrin ist dabei nicht essentiell fir die Endozytose
in Hefe, aber verantwortlich fur die weitere korrekte Rekrutierung der
spateren Endozytose-Proteine (Kaksonen et al., 2006). Edelp, ein Homolog
zum Sauger-eigenen Epsl5, besitzt drei N-terminale EH-Doméanen und eine
C-terminale UBA-Doméane. Eine EH-Doméane ist eine Protein-Protein-
Interaktions-Domane, die etwa 100 Aminosauren lang ist und in der Evolution
hochkonserviert vorliegt. Als optimaler Ligand dieser Domane wurde das
Tripeptid Asn-Pro-Phe (NPF) identifiziert, welches in mehreren an der
Endozytose beteiligten Proteinen vorkommt (Gagny et al., 2000). Die UBA-
Doméane von Edelp (ubiquitin associated) ist in der Lage, Ubiquitin direkt zu
binden. Edelp kann somit ubiquitinierte Membranrezeptoren binden, um
weitere Endozytoseproteine zur Membran zu rekrutieren und mit diesen tber
die EH-Doménen eine Verbindung einzugehen. Gagny und Mitarbeiter
(2000) konnten zeigen, dass die rezeptorvermittelte Endozytose in einem
Aedel Stamm stark eingeschrankt ist. Gegentber dem Wildtyp zeigte eine
Aedel Deletionsmutante eine um 35% reduzierte Aufnahme des a-Faktors.
Fur K28 konnten diese Ergebnisse bestatigt werden. Ein Aedel Stamm
zeigte eine zwar noch geringe Sensitivitat gegen K28, jedoch war diese um
etwa 90% gegenuber dem Wildtyp herabgesetzt. Einen weiteren Hinweis auf
die Vernetzung zwischen dem Aktin Zytoskelett und der Ubiquitin-
abhangigen Endozytose ergibt sich aus der Tatsache, dass eine EDEL1-

Deletion in einer rsp5-1-temperatursensitiven Mutante synthetisch letal ist
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(Gagny et al., 2000). Moéglicherweise interagiert Edelp mit Rsp5p oder ist fur
die korrekte Lokalisation von Rsp5p verantwortlich.

Weitere zytosolische Proteine werden fur die ersten Schritte der Clathrin-
abhangigen Endozytose gebraucht, darunter der Adapter-Protein-Komplex
AP-2 und eine neue Klasse von Proteinen, die akzessorische Proteine
genannt werden (Brodsky et al., 2001; Kirchhausen, 2000). Dabei handelt es
sich um die Epsine Entlp und Ent2p sowie die Proteine YAP1801p und
YAP1802p, die alle Clathrin- als auch Ptins(4,5)P,-Bindedomanen besitzen
und deren Funktion darin besteht, Clathrin zu endozytotischen
Aufnahmestellen zu leiten (Newpher et al., 2005). Einzelmutanten der
akzessorischen Mutanten wurden im Screen auf K28-Sensitivitdt getestet,
zeigten aber keine Abweichungen in ihrem Phéanotyp zum Wildtyp. Fur die
Epsine Entlp und Ent2p ist bekannt, dass sie Uberlappende Funktionen
erfillen, weshalb eine Doppelmutante nicht lebensfahig ist (Wendland et al.,
1999). Um ihren Einfluss auf die Endozytose von K28 zu testen miussten
deshalb temperatursensitive Mutanten zum Einsatz kommen. Gleiches gilt
auch fur die Proteine YAP1801/2p (Wendland and Emr, 1998).

Die Endozytose wird weiterhin eingeleitet, indem sich Membranrezeptoren
zusammen mit ihrem gebundenen Liganden an den endozytotischen
Aufnahmestellen sammeln, nachdem sich dort die Proteine der frihen
Endozytose angelagert haben (Toshima et al., 2006). Die Bindung des
Liganden stimuliert die Phosphorylierung, die Ubiquitinierung und die
Erkennung von NPFXD-Motiven als Internalisierungssignale (Hicke et al.,
1998; Howard et al., 2002).

Ein bis zwei Minuten nachdem Clathrin an endozytotischen Aufnahmestellen
erscheint, wird Lasl7p (Hefe-Homolog zu dem humanen Wiskott-Aldrich
Syndrom Protein WASP) rekrutiert, welches wiederum den Arp2/3-Komplex
aktiviert, der fur die Aktin-Assemblierung verantwortlich ist (Kaksonen et al.,
2006). Eine Deletion des LAS17-Gens ist letal, weshalb dieses Protein im
Screen nicht getestet werden konnte. Gleichzeitig mit der Rekrutierung von
Lasl17p verschwindet Edelp und weitere Hullproteine wie Sla2p/End4p und
der Panl Komplex akkumulieren (Kaksonen et al., 2006). Der Einfluss von

Sla2p auf die Aufnahme von K28 wurde bereits diskutiert. Der Panlp
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Komplex besteht aus den Proteinen End3p und Slalp, wobei Slalp als
negativer Regulator von Las17p fungiert und den Cargo-Adapter fur die
NPFXD-vermittelte Endozytose darstellt (Howard et al., 2002). Panlp enthalt
ebenfalls eine EH-Doméane (Tang et al., 1997; Wendland and Emr, 1998).
Eine Deletion von PANL ist letal. Eisfeld (2001) konnte bereits den Einfluss
von END3 und END4/SLA2 auf die Endozytose von K28 nachweisen. Panlp
und End3p interagieren im Yeast-Two-Hybrid-System und ihre
Komplexbildung konnte durch Koimmunprazipitation verifiziert werden. Eine
Jend3-Deletion zusammen mit einer panl-4 Mutation ist ebenfalls letal (Tang
et al., 1997).

Als néachster Schritt wird die Aktin-Assemblierung eingeleitet. Verprolin
(Vrplp) stimuliert Myo5p, ein Typ I-Myosin-Motor-Protein, welches wiederum
den Arp2/3 Komplex aktiviert, der die Aktin-Assemblierung fir die
Internalisierung vermittelt (Sun et al.,, 2006). Das Typ I-Myosin ist
verantwortlich fur die Aktin-abhangigen Membranbewegungen (Mermall et
al., 1998). Das Hefegenom enthalt zwei Gene fur zwei Typ | Myosine, MYO3
und MYOS5. Im Gegensatz zu einem Amyo3-Stamm, ist eine Amyo5 Mutante
nicht mehr in der Lage a-Faktor bei 37 zu internalisieren, was auf eine
direktere Rolle von Myo5p im Internalisierungsschritt schlie3en lasst (Geli
and Riezman, 1996). Ubereinstimmend mit diesen Literaturdaten konnte im
Screen der Deletionsmutanten des zellularen Transports eine Amyo3
Mutante als sensitiv gegen K28 getestet werden. Ein Amyo5 Stamm verhielt
sich aufgund seines Einflusses auf die Endozytose des Toxins funfmal
sensitiver als der zugehorige Wildtyp. Die genaue Funktion von Myo5p im
Internalisierungsschritt ist noch unbekannt. Da keines der in Hefe zu
Dynamin homologen Proteine eine Rolle bei der Endozytose spielt, wird
angenommen, dass Myo5p als Ersatz fir Dynamin in Hefe wirkt (Geli and
Riezman, 1996). Myo5p interagiert Uber seine SH3-Domane mit
End5p/Vrplp und diese Interaktion wird gebraucht, um eine korrekte
Lokalisation von Myo5p zu gewadhrleisten (Anderson et al.,, 1998). Vrpl
konnte in einem Screen nach Endozytose-defekten Mutanten isoliert werden
(Munn and Riezman, 1994) und zeigte auch gegen K28-Toxin eine komplette

Resistenz. Vrplp/ End5p interagiert mit Aktin im Two-Hybrid-System und
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enthdlt eine Aktin-Bindedomane innerhalb der ersten 70 Aminosauren
(Vaduva et al., 1997). Der Arp2/3-Komplex konnte in mehreren Organismen
identifiziert werden, wo er eine Rolle bei der Regulation des Aktin-Zytoskelets
spielt. Er besteht aus sieben Untereinheiten, die die Zusammenlagerung der
Aktin-Filamente stimulieren (Goley and Welch, 2006). Mutationen in den
Genen ARP2 (Moreau et al., 1997) und ARP3 (C. Schaerer-Brodbeck and H.
Riezman, unverdffentlicht) blockieren die rezeptorvermittelte Endozytose.
Deletionsmutanten dieser Gene sind letal und wurden nicht getestet.

Die Verbindung zwischen dem Aktin-Zytoskelett und der Vesikelhille wird
wahrscheinlich Uber Sla2p hergestellt (Kaksonen et al., 2006; Newpher and
Lemmon, 2006).

Die Aktivitdit des Myosin-Motors und das assemblierende Aktin an der
Plasmamembran fuhren zur Abschnirung des Vesikels (Sun et al., 2006)
und zur Rekrutierung der Amphiphysine Rvs161p und Rvs167p (Kaksonen et
al., 2006). Die Proteine Rvsl67p und Rvsl6lp zeigen starke
Sequenzhomologien untereinander und zum Saugerprotein Amphiphysin,
welches in Sdugerzellen mit Dynamin, Synaptojanin , dem AP2-Komplex und
Clathrin interagiert (Sivadon et al., 1995). Da Rvsl16lp und Rvsl1l67p im
Yeast-Two-Hybrid-System interagieren und Deletionen der Gene gleiche
Phanotypen verursachen, wurde gefolgert, dass sie gemeinsame Aufgaben
erfillen (Navarro et al., 1997). Die Proteine scheinen aber auch unabhangig
voneinander zu funktionieren, da Rvs167p, im Gegensatz zu Rvs161p, eine
Interaktion mit Aktin im Yeast-Two-Hybrid-System zeigt (Amberg et al., 1995)
und beide Proteine auch unterschiedlich in der Zelle lokalisiert sind
(Balguerie et al., 1999). Gleiche Funktion scheinen die Proteine allerdings bei
der Endozytose des a-Faktors zu erfullen, denn Mutationen beider Gene
reduzieren die Endozytoserate um 50% (Munn, 2000). Die Endozytose des
K28-Toxins scheint dagegen starker von Rvs167p abhangig zu sein, da die
Deletionsmutante Arvs167 nur noch eine 30%ige, die A4rvsl61l Mutante
dagegen einen nahezu unveranderte Toxinaufnahme zeigte. Weitere
Bestandteile dieses Komplexes sind die Proteine Pho85p, End4p, Abplp, die
alle mit Rvs167 interagieren. Pho85p ist eine Zyklin-abhéangige Kinase. Die
Ahnlichkeiten der Phanotypen bei der Deletion von PHO85 und RVS167 als
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auch die reduzierte Phosphorylierung von Rvs167p in einem Apho85 Stamm
in vivo deuten auf eine regulatorische Funktion der Pho85p Kinase auf die
Aktivitat von Rvs167p (Lee et al., 1998). Reiter (2004) konnte zeigen, dass
die Deletion der Kinase Pho85p eine verminderte Sensitivitat gegen K28-
Toxin verursacht.

Nach der Abschnirung des Vesikels und nach ungefahr 200 nm
Fortbewegung in der Zelle, findet die Rekrutierung von deassemblierenden
Proteinen statt, die die Verbindung zu den Aktinkabeln und den Hullproteinen
l6sen. Anschliel3end assoziiert das Vesikel mit Aktinkabeln innerhalb der
Zelle (Huckaba et al., 2004) und fusioniert schlie3lich mit Endosomen, wobei
die fur diese Mechanismen verantwortlichen Proteine noch nicht identifiziert
werden konnten. Eine zusammenfassende Darstellung der Vorgdnge an der

Plasmamembran und bei der Vesikelbildung zeigt Abbildung 39.
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4.1.6 Nur ein Teil des K28-Toxins gelangt tber Endo  somen zum Golgi

Die Testung von Hefedeletionsmutanten brachte Aufschluss dber die
Mechanismen der spaten Endozytose, die bei der Toxinwirkung von K28 eine
Rolle spielen. Im Screen zeigten die Proteine Vps27p und Vps2p/Did4p eine
verminderte Sensitivitdt gegen K28. Bei beiden Proteinen handelt es sich um
Mitglieder des ESCRT-Komplexes, der an der Ausbildung von Vesikeln aus
Endosomen beteiligt ist. Der Ubiquitin-abhangige Abbau der aktivierten
Signalrezeptoren in der Vakuole setzt eine Sortierung der Rezeptoren in den
Endosomen in bestimmte Arten von Vesikeln voraus. Das endosomale
Kompartiment, das diese Vesikel aufnimmt, wird als MVB (,multivesicular
body*) oder pravakuoldres Kompartiment bezeichnet. Die Verschmelzung
des MVB mit der vakuolaren Membran fuhrt die lumenalen MVB-Vesikel und
deren Inhalt dem Abbau in der Vakuole zu. Untersuchungen zeigten, dass
auch hier Ubiquitin als ein Signal fir die effiziente Sortierung in den MVB-
Transportweg sorgt (Katzmann et al., 2001). Vps27p und Vps2p gehoren zu
den Klasse E Vps-Proteinen. Mutanten dieser Klasse akkumulieren
endosomale Membranen und zeigen Defekte in der Ausbildung von MVB-
Vesikeln. Es konnten drei hochmolekulare, zytoplasmatische
Proteinkomplexe charakterisiert werden, die bei der Sortierung zum
pravakuolaren Kompartiment fur die Vesikelbildung verantwortlich sind und
als ESCRT (,Endosomal Sorting Complex Required for Transport”)-Komplex
LI, und 1l bezeichnet werden. Vps27p bildet mit Hselp einen Komplex im
Zytoplasma und bindet anschliel3end an monoubiquitinierte Substrate in der
endosomalen Membran und rekrutiert ESCRT 1 (Vps23p, Vps28p, Vps37p),
das ebenfalls mit Ubiquitin interagiert. Daraufhin erscheint ESCRT I
(Vps22p, Vps25p, Vps36p), der wiederum ESCRT I (Vps20p-Snf7p,
Vps2p/Did4p-Vps24p) rekrutiert, woraufhin die Vesikelbildung erfolgt.

Da bekannt ist, dass das K28-Toxin retrograd uber Golgi-Apparat und ER
das Zytoplasma erreicht, stellt sich die Frage, auf welchem Wege es nach
der Endozytose zum spaten Golgi gelangt. In Hefe existieren zwei
Moglichkeiten des Transports vom Endozytoseweg zum Golgi-System: zum

einen Uber das ,sorting® von Proteinen im frihen Endosom, zum anderen
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konnen Proteine (wie z.B. Kex2p und CPY) aus einem spéaten
endosomalen/pravakuolaren Kompartiment selektiv zum Golgi zurtickgeleitet
werden (Pelham, 2002). Eisfeld (2001) konnte eine Hypersensitivitdt von
Ypt51lp, einer GTPase der Rab-Familie, nachweisen und stellte deshalb die
These auf, dass das Toxin direkt aus einem frihen Endosom zum trans-
Golgi transportiert wird. Da allerdings die Ergebnisse dieser Arbeit auf einen
Einfluss des ESCRT-Komplexes am endozytotischen Weg des Toxins
schlieBen lassen und auch der gestdrte Abbau in der Vakuole zu einer stark
erhdhten Toxinwirkung fuhrt, ist davon auszugehen, dass das Toxin ein
spates Endosom durchlauft, um den Golgi zu erreichen. Da sich jedoch die
getesteten Mutanten des ESCRT-Komplexes nicht komplett resistent
verhielten, kann daraus geschlossen werden, dass das Toxin eventuell auch
auf einem alternativen Weg, namlich aus dem frihen Endosom, den Golgi
erreicht. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von Eisfeld (2002), die
zeigen, dass ein ausschlielBlicher Transport von K28-Toxin Uber das
pravakuolare Kompartiment ausgeschlossen werden kann, da sich Mutanten,
die das ,retrieval® aus dem MVB in das Golgi System betreffen (wie vps5,
vpsl7, vps29, vps35 und vps27), sensitiv verhielten und nicht die zu
fordernde Toxinresistenz zeigten.

Auch fur das Pflanzentoxin Ricin, das ahnlich wie K28 retrograd in das
Zytosol der Zielzelle transportiert wird, konnte gezeigt werden, dass nur eine
kleine Fraktion der internalisierten Toxinmolekule bis zum Golgi transportiert
wird (Sandvig and van Deurs, 1996). Es wird vermutet, dass Ricin das Golgi
System nicht oder nicht ausschlieBlich Uber das spate endosomale
Kompartiment erreicht, sondern entweder sowohl tber das frihe als auch
das spate Endosom oder ausschlief3lich Gber das frithe Endosom (Sandvig
and van Deurs, 2000). Fur das B-Fragment des Shiga-Toxins konnte gezeigt
werden, dass dieses direkt vom frihen Endosom in den Golgi Apparat
transportiert wird, ohne das spate endosomale Kompartiment zu durchlaufen
(Mallard et al., 1998).

Die Frage, ob K28 in einem ersten Schritt endozytotisch in ein frihes oder
spates Endosom aufgenommen wird, kann hier allerdings nicht beantwortet

werden. Einen weiterern Hinweis dafiir, dass ein Grof3teil des K28-Toxins in
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der Vakuole abgebaut wird und nur ein geringer Teil das Zytosol erreicht,
liefern Ergebnisse, die eine Hypersensitivitat bei Fehlen der Proteine
Vpsl15p, Vps34p, Vps4d5, Pep7p/Vaclp, Pep3p und Pep5p zeigen. Die zwei
VPS-Gene VPS15 und VPS34 kodieren fir einen regulatorischen Komplex,
der fir die Sortierung von vakuolaren Proteinen bendtigt wird. Mutanten mit
einer Deletion der Gene zeigen gleiche Phanotypen wie Defekte im
Transport von mehreren l6slichen vakuolaren Hydrolasen, einen
temperatursensitiven Wachstumsdefekt und Defekte in der Osmoregulation
(Herman et al., 1992). Genetische, molekulare und biochemische Analyse
nkonnten zeigen, dass die VPS15 und VPS34 Gene eine Serin/Threonin-
Proteinkinase und eine Phosphatidylinositol-3-Kinase kodieren, die den
vesikularen Transport vom Golgi zur Vakuole regulieren (Stack et al., 1995).
Das VPS45 Gen der Hefe kodiert fr ein Seclp-ahnliches Protein und ist fur
die Verschmelzung von Golgi-Vesikeln mit dem MVB auf dem Weg zur
Vakuole verantwortlich. Mutanten dieses Gens zeigen eine Akkumulation
kleiner Vesikel und eine Sekretion der vakuolaren Hydrolase
Carboxypeptidase Y (Piper et al., 1994). Pep7p/Vaclp ist ein peripheres
Membranprotein, welches mit endosomalen Kompartimenten assoziiert.
Pep7p/Vaclp bindet hauptséachlich an strukturelle und regulatorische
Faktoren, die fur die Bindung und Fusion von Vesikeln aus dem Golgi mit
dem prevakuolaren Kompartiment verantwortlich sind, darunter auch Vps45p
(Peterson et al., 1999). Die Proteine Pep3p und Pep5p bilden einen
Komplex, der ebenfalls am endosomalen, vakuolédren Transportweg beteiligt
ist und mit SNARE-Komponenten interagiert, um die Bindungs- und
Fusionsreaktionen zu vermitteln (Srivastava et al., 2000). Mutanten der Gene
VPS7, PEP3 und PEP5 zeigen alle verminderte Hydrolaseaktivitdten. Die
Hypersensitivitdt dieser Mutanten kann durch zwei alternative Hypothesen
erklart werden. Zum einen kann angenommen werden, dass in diesen
Mutanten die Hydrolasen, die flr den Abbau des Toxin-Rezeptorkomplexes
in der Vakuole bendtigt werden, nicht mehr in die Vakuole gelangen und das
Toxin deshalb effekiver in den reversen Sekretionsweg eingeschleust wird.
Da es sich bei dem Transport der vakuolaren Proteine aus dem Golgi zur

Vakuole ebenfalls um einen rezeptorvermittelten Prozess handelt, wére auch
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vorstellbar, dass der Rezeptor-Toxin-Komplex aus dem Golgi Uber die
Mechanismen der vakuolaren Proteinsortierung zur Vakuole gelangt, um dort
abgebaut zu werden.

Auch fur andere Proteintoxine ist bekannt, dass ein Teil der aufgenommenen
Toxine zu den Lysosomen geleitet wird, wo sie einem Abbau unterliegen
(Sandvig and van Deurs, 2005). Das Pflanzentoxin Ricin wurde benutzt, um
zu quantifizieren, wieviel des Toxins in unterschiedliche Kompartimente wie
Golgi-Apparat oder Lysosom gelangt. Van Deurs und Mitarbeiter (1988)
konnten zeigen, dass nach 60-minutiger Inkubation mit Ricin nur 4-6% des
aufgenommenen Toxins den Golgi-Apparat erreichen, was ungefahr 6-8x10*
Ricin-Molektlen entspricht. Dahingegen befanden sich zwischen 57-63% des
Toxins in Endosomen und 33-35% in Lysosomen. Interessanterweise zeigte
sich, dass multivalente Komplexe von Ricin und auch Ricin, welches an
Goldpartikel gekoppelt war, direkt zu den Lysosomen geleitet wurden,
wohingegen monovalentes Ricin auch zum Golgi-Apparat gelangte. Die Art
des Toxin-Konjugates scheint deshalb den Transportweg und das letztliche

Ziel innerhalb der Zelle festzulegen.

4.1.7 Ein Grol3teil des Toxins wird in der Vakuole a  bgebaut

Untersuchungen an einer Vielzahl von Plasmamembranproteinen zeigten,
dass diese nach ihrer Liganden-stimulierten Endozytose internalisiert und
zum frihen Endosom verbracht werden, wo sie in Vesikel verpackt und
schlief3lich in der Vakuole abgebaut werden. Nachdem fur K28 im Rahmen
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Toxin-Internalisierung fast
identisch zu der von Plasmamembranproteinen verlauft, zeigte sich im
Mutanten-Screening ebenfalls ein Einfluss der Vakuole auf die K28-Toxizitat.
Die Vakuole der Hefe stellt das Aquivalent zum Lysosom im Sauger und der
pflanzlichen Vakuole dar. In Wildtyp-Zellen stellt sie bis zu 25% des
zellularen Volumens. Die vakuoléare, Protonen-pumpende ATPase (V-
ATPase) generiert und halt den azidischen pH von 6,2 dieses Kompartiments
aufrecht. Als Hauptabbauort in der Zelle enthalt die Vakuole eine Reihe
kataboler Enzyme, darunter Endo- und Exoproteasen, Ribonukleasen,

Polyphosphatasen, a-Mannosidasen, Trehalasen und alkaline
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Phosphatasen. Die Vakuole ist Speicherstatte verschiedener zellularer
Nahrstoffe wie Aminosauren, Purine, Polyamine,
S-Adenosinmethionin und Polyphosphaten. Die hefeeigene Vakuole dient
ebenfalls als Reservoir fir mono- und divalente Kationen. Duch die
Moglichkeit der Vakuole, hohe Konzentrationen an lonen abzufangen, erfullt
sie auch eine detoxifizierende Funktion (Preston et al., 1989).

Die V-ATPase ist aus zwei Multiprotein-Komplexen aufgebaut: die
Vo-Untereinheit verankert die V-ATPase in der vakuoldren Membran und die
Vi-Untereinheit stellt die katalytische Funktion. Die V;-Domé&ne assoziiert
reversibel mit der vakuolaren Membran und besteht aus acht Polypeptiden
mit Gré3en von 69, 57, 54, 42, 32, 27, 14 und 13 kDa. Tfplp (69 kDa) und
Vma2p (60 kDa) sind fir die katalytische Funktion verantwortlich. Ein
Strukturmodell, erstellt auf der Basis der bovinen V-ATPase, besitzt jeweils
drei Kopien von Tfplp und VmaZ2p in der V;-Domane (Abbildung 40). Bei den
anderen Polypeptiden der V;-Untereinheit handelt es sich um Vmal3p
(54kDa), Vmabp (42 kDa), Vma8p (32 kDa), Vmadp (27kDa), Vma7p
(14kDa) und VmalOp (13kDa). Die Vp-Untereinheit ist aus den funf
Polypeptiden Vphlp (95 kDa), Vma6p (36 kDa), Vmal6p (23 kDa), Vma3p
(17 kDa) und Vmall (17 kDa) aufgebaut (Forgac, 1999).
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cytoplasm

lumen

Abbildung 40: Aufbau der V-ATPase der Hefe (aus For  gac,1999)

V1-Sektor: Vmalp (A), Vmazp (B), Vmab5p (C), Vma8p (D), Vmadp (E),
Vma7p (F), VmalOp (G), Vmal3p (H)
VO-Sektor: Vphlp/Stvlp (a), Vma6p( d), Vma3p (c), Vmallp (c¢"), Vmal6p

(c”)
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Funktionsdefekte in der Vakuole manifestieren sich in der Mislokation von
Proteinen, Stérungen des lonen-Gleichgewichts und haben Einfluss auf
Osmoregulation und Sporulation (Kucharczyk and Rytka, 2001). Mutanten
mit Defekten der V-ATPase wachsen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen nur sehr
langsam auf einem komplexen Medium und zeigen kein Wachstum auf
Medium, das auf einen pH von 7,5 eingestellt ist (Yamashiro et al., 1990).
Nelson und Nelson (1990) stellten die These auf, dass in Abwesenheit der
vakuolaren ATPase-Aktivitdt die Fluid-phase-Endozytose ausreicht, um
endozytotische Kompartimente anzuséuern, wenn das externe Medium einen
sauren pH zwischen 5 und 6 aufweist. Mutationen, die in Defekten der
Endozytose resultieren, zeigen sich deshalb in Kombination mit Defekten der
vakuolaren Azidifikation letal (Munn and Riezman, 1994).

Hefen mit Deletionen in den Genen der V-ATPase zeigten gegen K28-Toxin
im Minimal-MBA einen hypersensitiven Phanotyp im Vergleich zum
Wildtypstamm BY4742. Mutationen in der integralen Membrandomane V,
hatten einen starkeren Einfluss als Mutationen in der zytoplasmatischen
Domane V;. Die Hefedeletionsmutanten 4vmall/16 und 4Avma6 zeigten um
das 13 bzw. 19-fache gesteigerte Sensitivitaten, bei denen es sich um die
starksten im Screen identifizierten Hypersensitivitdten handelte. Disruptionen
der Gene, die fur die Untereinheiten der V-ATPase kodieren, verursachen
gleiche Phanotypen, mit Ausnahme der Gene VPH1 und STV1, deren
Genprodukte Polypeptide der Vo-Untereinheit sind. Knock-out-Mutanten der
Gene vphl weisen nur geringe Effekte auf, wahrend Astvl Mutanten gar
keine Veranderungen ihres Phanotyps zeigen (Manolson et al., 1994). Fur
den Phanotyp gegen K28-Toxin konnten diese Ergebnisse ebenfalls bestatigt
werden. Gegenuber dem Wildtyp zeigte eine Astvl Mutante gleiche und eine
Avphl Mutante nur eine um das 2,5-fache gesteigerte Sensitivitat.

Die vakuolare H*-ATPase generiert die Energie und den dazugehorigen pH-
Wert in verschiedenen Kompartimenten des vakuolaren Systems der Zelle
(Nelson and Harvey, 1999). Sie ist in den Organellen des Sekretionswegs
vorhanden und spielt bei dessen Funktion, vor allem im Golgi-Komplex eine
zentrale Rolle (Grunow et al.,, 1999; Moriyama and Nelson, 1989;
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Schoonderwoert et al., 2000; Ying et al., 2000). Der pH-Wert des
sekretorischen Weges fallt vom ER zum Golgi hin ab und erreicht sein
Maximum an Aziditdt in den Lysosomen. Im Golgi-Komplex ist der am
starksten azidische Teil der trans-Golgi, da hier auch die Menge an V-
ATPase am grofiten ist. Das Verhaltnis zwischen V-ATPase-Funktion und
dem endozytotischen Prozess ist verbliffend, da einerseits die Endozytose
fur die Lebensfahigkeit der V-ATPase-Nullmutanten verantwortlich ist,
andererseits einige Endozytose-Mutanten einen sehr ahnlichen Phanotyp wie
V-ATPase-Nullmutanten aufweisen (D'Hondt et al., 2000; Munn and
Riezman, 1994). Die Ansduerung endosomaler Kompartimente durch die
Aktivitat der V-ATPase und die dadurch stattfindende Dissoziation des
Liganden-Rezeptor-Komplexes in der rezeptorvermittelten Endozytose ist im
Saugersystem gut untersucht (Mellman et al., 1986). In Hefe muss dieser
Zusammenhang noch gezeigt werden. Perzov und Mitarbeiter (2002)
konnten nachweisen, dass der fluoreszierende Endozytosemarker FM 4-64
(Vida and Emr, 1995) in V-ATPase-Nullmutanten nur unzureichend in die
Zelle aufgenommen wird. Nach 60 Minuten zeigte sich in den Wiltyp-Zellen
eine Konzentration des Farbstoffes in der vakuoldren Membran, wohingegen
in den Mutanten der Farbstoff nur in Endosomen nachzuweisen war und die
Vakuole nicht erreichte. Fir das K28-Toxin kann postuliert werden, dass der
Komplex aus Membranrezeptor und K28 in den V-ATPase Nullmutanten
ebenfalls nicht mehr die Vakuole erreichen kann. Das Toxin zeigt dadurch
eine starkere Toxizitat, indem es effektiver in den retrograden Sekretionsweg

eingeschleust wird und nicht teilweise dem Abbau in der Vakuole unterliegt.

4.1.8 Die Doadp Ubiquitin Isopeptidase deubiquitini ert den K28-
Membranrezeptor

Wie bereits vorher dargestellt, kann davon ausgegangen werden, dass der
Membranrezeptor des Toxins nach der Bindung von K28 vor der
Internalisierung durch die Enzyme Ubc4p und Rsp5p ubiquitiniert wird. Die
meisten ubiquitinierten Membranproteine  werden endozytotisch
aufgenommen und dann zum Abbau in die Vakuole transportiert. Da eine

konstante Ubiqutin-Konzentration wichtig fir die Erhaltung der Zellfunktionen
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ist, werden ubiquitinierte Membranproteine vor ihrem Abbau in der Vakuole
deubiquitiniert. In Hefe existieren 17 deubiquitinierende Enzyme (Dubs),
wobei das Doa4-Enzym das am besten untersuchte ist und eine Rolle bei der
Ubiquitin-abhangigen Proteolyse und Ubiquitin-Homé&ostase spielt (Papa and
Hochstrasser, 1993; Singer et al., 1996; Swaminathan et al., 1999).

Zellen, denen Doadp fehlt, zeigen einen signifikanten Mangel an freiem
Ubiquitin in der Zelle (Swaminathan et al., 1999). Fur die Uracil-Permease
konnte gezeigt werden, dass diese vor dem Abbau in der Vakuole eine
Deubiquitinierung durch Doadp erfahrt (Dupre and Haguenauer-Tsapis,
2001).

Die in der vorliegenden Arbeit getestete A4doa4 Mutante zeigte im
Agardiffusionstest eine komplette Resistenz gegen K28 im Gegensatz zum
Doa4 Wildtyp, was auf einen Einfluss von Doad4p auf den

Deubiquitinierungsschritt im Wirkungsmechanismus von K28 schlie3en lasst.

4.1.9 Eine Monoubiqutinierung des K28-Membranrezept ors reicht far

die Endozytose aus

Da Doa4p sowohl an der Deubiquitinierung von Substraten des Proteasoms
als auch von Plasmamembranproteinen auf dem Weg zur Vakuole beteiligt
ist, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, an welchem Schritt Doa4p
beim Wirkungsmechanismus von K28-Toxin beteiligt ist. Das Proteasom baut
vorzugsweise polyubiquitinierte Substrate ab (Kette aus mindestens vier
Ubiquitin Molekilen), bei denen der Carboxy-Terminus eines Ubiquitins mit
dem Lys48 des vorhergehenden Ubiquitins verknlpft ist. Die Ubiquitinierung
von Plasmamembranproteinen erfolgt Uber Monoubiquitin oder kurze
Ubiquitin-Ketten. Diese sind, anders als der Typ von Ubiquitin-Kette, der vom
Proteasom erkannt wird, Uber Lys63 miteinander verbunden (Dupre and
Haguenauer-Tsapis, 2001). Um zu Uberprifen, welcher Typ von Ubiquitin-
Verknipfung am Wirkungsmechanismus des K28-Toxins eine Rolle spielt,
wurden Ubiquitin-Varianten, in denen die Lysin-Reste 48 und 63 gegen
Arginin ausgetauscht wurden, in einer Adoa4 Mutante tUberexprimiert, die nur

einen reduzierten Anteil an freiem, intrazellularem Ubiquitin aufweist. Diese
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Ubiquitin-Varianten wurden statistisch gesehen 6fter in Ubiquitin-Konjugate
eingebaut und die Elongation der Ubiquitin-Ketten an den Positionen 48 und
63 wurde weitgehend verhindert. Sowohl die Uberexpresion von UbK48R, als
auch die von UDbK48R/K63R in einer Addoa4 Mutante filhrte zu einer
wiederhergestellten Sensitivitat der Mutanten gegen K28-Toxin. Dies
bedeutet, dass eine Verknupfung der Ubiquitinkette tber Lysin 48 keinen
Einfluss auf die Wirkung des Toxins besitzt und so auch nicht abhéngig vom
Abbau am Proteasom ist. Da neben der Verknupfung tber den Lysinrest 48
auch die Verknupfung tber den Lysinrest 63 keinen Einfluss auf K28 besitzt,
kann davon ausgegangen werden, dass eine Monoubiquitinierung oder eine
kurze Ubiquitinkette Uber Lys63 fur die Wirksamkeit von K28 ausreicht. Die
Art der Ubiquitin-Verknupfung konnte auch fur Furdp und Gaplp gezeigt
werden. Beide Transporter besitzen zwei Lysinreste, die jeweils kurze Ketten
aus bis zu zwei Ubiquitin-Molekulen (bzw. drei fur Gaplp), verbunden Uber
Lys63, akzeptieren kdnnen. Fur beide Transporter gilt, dass jeweils ein
Ubiquitinrest an den beiden Lysinresten ausreicht, um eine Endozytose
auszulésen, aber eine kurze Ubiquitinkette, verbunden tber Lys63, bendétigt
wird, um eine maximale Endozytoserate zu erreichen (Galan and

Haguenauer-Tsapis, 1997; Springael et al., 1999).



Diskussion 174

4.2  Der retrograde Toxintransport

Sekretorische Proteine und Transmembranproteine treten Uber den Sec61-
Kanal in der Membran des endoplasmatischen Retikulums in den
sekretorischen Weg ein. Im ER werden Proteine gefaltet, kovalent modifiziert
und oligomerisiert, bevor sie in Transportvesikel verpackt und zum Golgi
geleitet werden. Fehlgefaltete Proteine gelangen selektiv tUber die ER-
Membran ins Zytosol zurtick, um am Proteasom abgebaut zu werden. In
Abhangigkeit des Proteindefektes sind lumenale oder zytosolische
Chaperone am Transport zum Proteasom beteiligt. Der Exportkanal fur
fehlgefaltete Proteine besteht ebenfalls aus Sec61p als zentralem Element.
Die Energie fur den Export wird wahrscheinlich durch die AAA-ATPase der
19S-Untereinheit des Proteasoms oder von Cdc48p/p97 generiert. Die
exportierten Proteine werden vor dem Abbau ubiquitiniert und durch
Ubiquitin-bindende Proteine zum Proteasom eskortiert (Rémisch, 2005).

Bakterielle und pflanzliche Toxine wie das Cholera-Toxin, das Shiga-Toxin,
das Pseudomonas Exotoxin A und Ricin gelangen von der Zelloberflache
zum ER, um den Mechanismus der Retrotranslokation fehlgefalteter Proteine
auszunutzen und das Zytosol zu erreichen (Spooner et al., 2006). Warum
Toxine diesen erschwerten Weg des retrograden Transports durch die Zelle
nutzen, kann durch mehrere Punkte begriindet sein. Einige Toxine werden
erst bei ihrem Weg durch die Zelle durch zellulare Proteasen aktiviert und
erreichen so ihre Toxizitat. Die ER-Membran weist aullerdem einen
geringeren Cholesterol-Gehalt als die Plasmamembran auf und ist deshalb
maoglicherweise permeabler als Plasmamembran oder endosomale
Membran, was vor allem fiir Molekule mit Zuckerresten von Bedeutung sein
konnte. Am wichtigsten erscheint allerdings die Tatsache, dass im ER
Chaperone und Translokatoren vorhanden sind, die den ER-Zytosol-Ubertritt

vermitteln (Sandvig and van Deurs, 2005).
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4.2.1 DnaJ Chaperone sind essentiell fir den ER-Exp  ort von K28

Nishikawa und Mitarbeiter (2001) konnten zeigen, dass zwei verschiedene
J-Doménen enthaltende ER-Proteine den Export von ERAD (“ER-associated
degradation”) Substraten vermitteln. Deletionen in Genen der Chaperone
Jemlp und Scjlp, fuhrten zur Stabilisation und Aggregation des mutierten
pro-a-Faktors. ER lumenale Chaperone sind notwendig, um Substrate dem
ERAD-Weg zuzufihren. Hefemutanten der Proteine Calnexin, Kar2p und
dessen Partnerproteinen Scjlp und Jemlp verhindern die Degradation
verschiedener l6slicher Proteine (Brodsky et al., 1999; McCracken and
Brodsky, 1996; Nishikawa et al., 2001; Plemper et al., 1997). Fur das Hsp70
Chaperon Kar2p/BiP konnte bereits die Notwendigkeit fur die korrekte
Zielsteuerung des K28-Toxins zum Sec61-Translokon nachgewiesen werden
(Eisfeld, 2001; Eisfeld et al., 2000). DnaJ-&hnliche Proteine regulieren den
ATP-abhangigen Reaktionszyklus von Hsp70 Chaperonen, indem sie mit
ihnen Uber ihre konservierte DnaJ-Domaéne interagieren (Kelley, 1998). Das
ER der Hefe enthalt drei DnaJ-ahnliche Proteine: Sec63p, Jemlp und Scjlp
(Nishikawa and Endo, 1997; Sadler et al., 1989; Schlenstedt et al., 1995).
Sec63p ist ein essenzielles Membranprotein und interagiert mit BiP. Eisfeld
konnte in Zusammenarbeit mit Wolf und Mitarbeitern beweisen, dass auch
dieses Hsp40 Chaperon an der Translokation des Toxins beteiligt ist (Eisfeld,
2001). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten einen Einfluss der
DnaJ-ahnlichen Proteine Jemlp und Scjlp auf die Translokation von K28
nachweisen. Wie die mutierte Caboxypeptidase Y (CPY*) und paF
(Nishikawa et al., 2001) zeigte auch das K28-Toxin in einem djeml4scjl-
Stamm eine Stabilisierung im ER und verlor deshalb in diesem
Stammbhintergrund seine Toxizitat.

Da K28 im ER Lumen wahrscheinlich ein falsch gefaltetes Protein vortauscht
und so den Translokationsmechanismus ausnutzt, um ins Zytosol zu
gelangen, kann angenommen werden, dass die Hsp40 Chaperone mit BiP
interagieren und der Aggregation von K28 entgegenwirken, um es in einer

translokationskompetenten Form zu halten (Nishikawa et al., 2001).



Diskussion 176

2

4.2.2 Anderungen der Ca “"-Homdostase im Sekretionsweg verhindern

die Ausbildung der K28-Toxizitat

Ein wichtiger Punkt fir die Toxizitat von K28 ist die Ca®*-Konzentration im
Sekretionsweg der Hefe. Eine Mutante mit einem Defekt in der ATPase
Pmrlp zeigte sich toxinresistent und nicht mehr in der Lage, das Toxin aus
dem ER ins Zytosol zu entlassen. Die Sensitivitat dieser Mutante konnte
durch die Zugabe von bis zu 40 mM Ca*" vollstandig wiederhergestellt
werden. Die Ca?*/Mn**-Pumpe, die im medialen Golgi ansassig ist, ist fir die
Erhaltung der Ca** -Konzentration im Sekretionsweg zustéandig (Strayle et al.,
1999). Lumenale Ca®'-Konzentrationen im ER sind fiir die Retention von
residenten, lumenalen Proteien (Booth and Koch, 1989), die Proteinfaltung
(Lodish and Kong, 1990) und den Proteinabbau wichtig (Wileman et al.,
1991). Eine Deletion von PMR1 fuhrt zur Stabilisierung von CPY* und konnte
somit auch als Komponente des ERAD identifiziert werden (Durr et al.,
1998). Eine Mutante mit einer Deletion des COD1-Gens, das fur eine
strukturell &hnliche P-Typ ATPase ansassig im ER kodiert, zeigte in der
Sensitivitat gegen K28 nur geringfligige Abweichungen zum Wildtyp. Far
Codlp ist bis jetzt noch kein direkter Transport von Calcium-lonen
nachgewiesen worden. Die ATPase-Aktivitat von Codlp wird durch
Magnesium aktiviert, allerdings zeigen beide Deletionen von PMR1 und
COD1 einen Anstieg in zellularem Calcium (Cronin et al., 2002; Durr et al.,
1998). Obwohl viele Chaperone im ER Calcium-abhangig operieren,
beeinflusst die Deletion von PMR1 und COD1 den ERAD-Weg nicht generell.
So zeigt sich der Abbau von Ste6-166p und Hmg2p in diesen Mutanten
unbeeinflusst (Cronin et al., 2002; Vashist et al., 2002), der Abbau von CPY*
im Gegensatz dazu, in Einzelmutanten verzégert, in einer dpmrl4codl-
Doppelmutante sogar blockiert (Vashist et al., 2002). Erklart wird dieser
Effekt durch die Unfahigkeit der Spaltung von N-Glykosiden von Man9 zu
Man8 der Adpmrldcodl-Doppelmutante . Dadurch soll der Abbau des
Glykoproteins CPY* betroffen sein und die nicht glykosylierten Proteine Ste6-
166p und Hmg2p weiterhin abgebaut werden kénnen (Vashist et al., 2002).
Ob das K28-Toxin bei seinem retrograden Transport durch die Zelle oder im

Verlauf des ERAD-Weges eine Glykosylierung erfahrt, ist nicht bekannt. Da



Diskussion 177

sich die Einzelmutanten der P-Typ ATPasen jedoch vdllig unterschiedlich
hinsichtlich ihrer Sensitivitat gegen K28-Toxin verhalten, ist  davon
auszugehen, dass die Glykosylierung im Wirkungsmechanismus von K28

keine Rolle spielt.

4.2.3 Die Protein-Disulfid-Isomerase sorgt  fur die ER-

Retrotranslokations-Kompetenz des Toxins

Eine weitere wichtige Komponente im Lumen des ER, die fehlgefaltete
Proteine erkennt und zum Translokon steuert, ist die Protein-Disulfid-
Isomerase PDI. Dabei ist die Isomerase-Funktion der PDI verantwortlich fur
den Export von ERAD-Substraten mit Disulfidbriicken (R6misch, 2005).
Experimente mit chemischen Reduktanten und Oxidanten zeigten, dass die
Disulfidbriicken reduziert werden mussen, bevor eine Translokation Uber die
ER-Membran stattfinden kann (Fagioli et al.,, 2001; Gillece et al., 1999;
Tortorella et al., 1998; Tsai et al., 2001). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
dass PDI als Teil der Qualitatskontrolle fehlgefalteter Proteine im ER an der
Toxizitat von K28 beteiligt ist. Der toxinresistente Phanotyp einer Apdi 1
Mutante und die Wiederherstellung ihrer Sensitivitat gegen K28 durch
plasmidgetriebene Expression von Wildtyp Pdilp belegen dies. Des Weiteren
konnte in GST-Pulldown Experimenten eine direkte Interaktion des K28-
Toxins mit PDI nachgewiesen werden (Heiligenstein et al., 2006). Die leichte
Hypersensitivitat einer Apdil Mutanten bei Ricktransfomation mit einem
PDI1-tragenden Plasmid wird vermutlich durch das Fehlen von PDI-
ahnlichen Proteinen in der Apdil Mutante ausgeldst. Fur Cholera-Toxin ist
bekannt, dass dessen Retrotranslokation durch PDI unterstitzt wird,
wohingegen die PDI-ahnlichen Proteine eher fir die Retention des Toxins im
ER sorgen (Forster et al., 2006). Fur K28 kbénnte dies bedeuten, dass bei
einem Ausschalten der PDI-ahnlichen Proteine effektiver Toxin ins Zytosol
gelangt, um dort seine toxische Wirkung zu entfalten. Beim Proteinimport in
das ER durch das Sec6l-Translokon missen die Proteine vollstandig
entfaltet sein. Die Rolle der Protein-Entfaltung wéahrend der

Retrotranslokation wird noch diskutiert (Romisch, 2005). Im Zytosol von K28-
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behandelten Zellen ist das Toxin als Heterodimer im Zytosol detektierbar,
was auf eine Stabilitait der Disulfidbricke zwischen beiden
Toxinuntereinheiten in der reduzierenden Umgebung des Zytosols hinweist.
Gleiches gilt fur die humane Superoxid-Dismutase, die ebenfalls fahig ist,
intermolekulare Disulfidbriicken im Zytosol aufrecht zu erhalten (Lindberg et
al., 2004). Im Falle von K28 bedeutet dies aber auch, dass das Toxin in der
Lage sein muss, im heterodimeren und gefalteten Zustand die ER-Membran
zu passieren, da zytosolische Chaperone keinen Einfluss auf die Toxizitat
von K28 haben, d.h. nicht fur eine eventuelle Neufaltung des Toxins im
Zytosol zustandig sind. Dass die Entfaltung eines Proteins keine
Voraussetzung fur die ER-Dislokation ist, zeigen auch Untersuchungen an
Proteinchimeren mit dem N-Terminus der schweren Kette des MHC-Klasse-
[I-Molekils, GFP-HC und DHFR-HC (Tirosh et al., 2003; Zietkiewicz et al.,
2004). Unter den AB-Toxinen ist K28 das einzige Beispiel fur ein
Proteintoxin, welches als Heterodimer das ER verlassen kann. Fir die A-
Untereinheit des Cholera-Toxins konnten Tsai und Mitarbeiter (2001) zeigen,
dass PDI die A-Kette entfaltet und so einen Ubertritt aus dem ER in das
Zytosol ermoglicht. PDI wirkt dabei als ein Redox-abhangiges Chaperon,
welches in seinem reduzierten Zustand das A-Fragment bindet, es duch
Uberfiihrung in seinen oxidierten Zustand freigibt und durch den Sec61-
Kanal schleust. Eine Entfaltung der Ricin A-Kette wird ebenfalls bendtigt, um
eine ER-Retrotranslokation zu gewahrleisten, da eine eingefuhrte
Disulfidbricke in RTA zu einer Inhibierung der in-vivo-Toxizitat fuhrt (Wesche
et al., 1999).

Die Protein-Disulfid-lIsomerase ist ein Multidomanen-Protein, das aus den
vier strukturellen Domanen a, b,b” und a” aufgebaut ist, denen eine Reihe
von azidischen Resten am C-Terminus folgt (Doméane c) (Xiao et al., 2001).
Die a und a” Domanen zeigen 47%-ige gegenseitige Homologie und 27%-ige
Homologie zu Thioredoxin. Beide Doméanen enthalten ein aktives Zentrum
mit dem Motiv CGHC und tragen zur Aktivitat der PDI bei, obwohl sie in ihrer
katalytischen Funktion nicht &quivalent sind (Vuori et al., 1992; Walker et al.,
1996). Die Peptidbindung wird durch die b"-Domane der PDI vermittelt, was

auf eine allgemeine Polypeptid-Bindungsstelle in diesem Bereich schlie3en
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lasst (Pirneskoski et al., 2001). Bei gréReren Protein-Substraten (von mehr
als 10-15 Aminosaureresten) werden aber auch die weiteren PDI-Domanen
fur eine Bindung bendtigt (Klappa et al., 1998).

Untersuchungen von Freedman und Mitarbeitern (1994) zeigen, dass die PDI
zwei unterschiedliche Funktionen erflllen kann. Zum einen katalysiert sie die
Formation, Reduktion und Isomerisierung von Disulfid-Bricken, zum anderen
besitzt sie die Fahigkeit, Polypeptidketten zu binden. Letztere erméglicht es
der PDI, als molekulares Chaperon bei der Faltung von Polypeptiden zu
assistieren.

Gegen die Redox-abhangige Chaperon-Funktion von Pdilp auf die
Toxinwirkung von K28 sprechen die Ergebnisse, die die Sensitivitat einer
Aerol Mutante gegen K28-Toxin zeigen. Eine funktionelle Erolp-Oxidase
wird bendtigt, um die Oxidation der reduzierten PDI zu gewahrleisten, die
dann wiederum in der Lage ist, das entfaltete Toxin freizusetzen, wie es beim
Cholera-Toxin der Fall ist (Tsai et al., 2002).

Um die Wirkung der PDI auf K28 genauer zu untersuchen, wurden Pdilp-
Varianten getestet, die Mutationen im aktiven Zentrum der a- und a’-
Domanen besal3en. In den katalytisch aktiven Zentren Cys-Gly-His-Cys, die
beide an der Formation von Disulfid-Briicken beteiligt sind, sind nur die
ersten beiden Cystein-Reste essentiell fur die Isomerase-Funktion der PDI
(Holst et al., 1997; Solovyov et al., 2004). Beide Mutanten waren in der Lage,
die Sensitivitat einer Apdil Mutante wiederherzustellen. Allgemein wurde
angenommen, dass die Bindung der PDI auch hierbei durch das Redox-
Potential gesteuert wird und die Assoziation von Polypeptid und PDI, die
Gegenwart von Glutathion und die Dissoziation die Gegenwart von
Glutathion-Disulfid bendtigt. Neuere Untersuchungen von Lumb und
Mitarbeitern (2002) zeigen, dass die Bindung der PDI an ein Polypeptid nicht
durch das Redox-Potential reguliert wird, sondern dass die Dissoziation der
PDI von ihrem Substrat vielmehr durch die Kompetition zwischen Glutathion-
Disulfid und der Polypeptidkette entsteht. Diese These kann durch
Untersuchungen von Reiter et al. (2005) gestutzt werden, die nachweisen,
dass eine Agshl Mutante, die nicht mehr in der Lage ist, Glutahion zu

synthetisieren, eine leichte Hypersensitivitat zeigte, da hier keine Kompetition
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zwischen Glutathion und dem K28-Toxin um die Bindungsstelle in der PDI
stattfindet und die Translokation des Toxins aus dem ER ins Zytosol
ungehindert erfolgen kann. Umgekehrt zeigte eine erhdhte Konzentration an
Glutathion im Medium eine Schutzwirkung gegen K28-Toxin, da hier die
Polypeptid-Bindungsstelle der PDI durch Glutathion besetzt ist und fur das
K28-Toxin nicht zuganglich ist.

Eine Isomerisierung der Disulfidbriicke in K28 durch die PDI ist durchaus
vorstellbar. Die Praprosequenz von K28 enthélt einen Cysteinrest in der a-
Untereinheit an Position 56 und vier Cysteinreste in der -Untereinheit an
den Positionen 292, 307, 333 und 340. Riffer und Mitarbeiter (2002) zeigten,
dass die Disulfidbricke des K28-Toxins zwischen den Cysteinresten 56 in
der a-Untereinheit und 340 in der B-Untereinheit ausgebildet sein muss, um
einen Wildtyp-Killer-Phanotyp zu verursachen. Ein Toxinderivat mit einer
Mutation des Cys** in Ser*® fiihrte zwar zur Sekretion eines o/
heterodimeren Toxins, allerdings zeigte die betreffende Variante keine
biologische Aktivitat. Wie das Wildtyp-Toxin dissozierte auch die C**°*-
Variante unter reduzierenden Bedingungen in die beiden Untereinheiten o
und (3, was bedeutet, dass im mutierten Toxin eine alternative Disulfidbriicke
aufgebaut wurde. Zellfraktionierungsexperimente zeigten, dass das mutierte
Toxin nur in der Membranfraktion einer sensitiven Zelle nachweisbar war. Die
biologische Inaktivitat des Toxins ist aufgrund der falsch ausgebildeten
Disulfidbriicke durch die Maskierung des HDEL-Signals am (-C-Terminus zu
erklaren, wodurch das Toxin nicht mehr in eine sensitive Zelle eindringen
kann (Riffer et al., 2002). Moglicherweise handelt es sich bei dieser Toxin-
Variante um die Form des Toxins, die durch die Isomerase-Funktion der PDI
im ER gebildet wird und die schlieBlich in der Lage ist, das Zytosol zu

erreichen.
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4.2.4 Lysin-freies Toxin transloziert aus dem ER un  d ist toxisch

Der Export von K28 vom ER in das Zytosol einer sensitiven Zielzelle erfolgt
Uber das Sec6l Translokon. Sec6l1 Mutanten, die einen Defekt
ausschlief3lich in der Dislokation falsch gefalteter Proteine zeigen, verhielten
sich sensitiv gegen K28-Toxin (Eisfeld, 2001; Eisfeld et al., 2000).

Der Sec61-Komplex setzt sich aus dem trimeren Sec61-Komplex und dem
tetrameren Sec62/63-Subkomplex zusammen. Letzterer besteht aus den
Proteinen Sec62p, Sec63p, Sec7lp (homolog Sec66p) sowie Sec72p
(Deshaies et al., 1991; Panzner et al., 1995; Wittke et al., 1999). Wahrend
der Sec6l-Komplex die Pore in der Membran bildet, Gbernimmt der
Sec62/63-Subkomplex zusétzliche Funktionen, die far den
posttranslationalen Proteinimport in das ER-Lumen benétigt werden. Wie
bereits erwahnt, konnte eine Wirkung von Sec63p auf die Toxizitat von K28
gezeigt werden (Eisfeld, 2001). Mit Ausnahme von Sec63p selber, wies bis
jetzt noch keine Komponente des Sec63-Komplexes einen Einfluss auf die
Translokation fehlgefalteter Proteine aus. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit konnte durch die verminderte Sensitivitat einer Asec66 (sec71)
Mutante die Notwendigkeit einer weiteren Komponente des Sec63-
Komplexes auf die Retrotranslokation des Toxins festgestellt werden. Jedoch
bleibt zu klaren, ob der Effekt einer Asec71 Mutante auf die Toxizitat von K28
direkt oder indirekt ist. Null-Mutanten von SEC71 zeigen eine Akkumulation
von unprozessierten Vorlaufer-Proteinen von Suc2p und Kar2p (Fang and
Green, 1994). Moglicherweise fuhrt dies dazu, dass das K28-Toxin aufgrund
des geringeren Gehalts der Zelle an aktivem Kar2p nicht effektiv das Sec61-
Translokon erreichen kann. Brizio und Mitarbeiter (1999) konnten einen
Chaperonen-Komplex aus Kar2p, Kar5p und Jem1p beschreiben, der bei der
Kernfusion in der Hefe eine Rolle spielt . Dieser Komplex wird durch die
Proteine Sec71p, Sec72p und Sec63p stabilisiert. Moglicherweise hat die
Interaktion der Chaperone Kar2p und Jem1p mit dem Sec62/63-Subkomplex
einen direkten Einfluss auf die Retrotranslokation des K28-Toxins.
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Viele ERAD-Substrate erfahren wahrend ihres Exports aus dem ER eine
Polyubiquitinierung. Das Ubiqutin ist dabei nicht nur als Signal fir den Abbau
am Proteasom zu sehen, sondern auch fir die Retrotranslokation einiger
Proteine verantwortlich (Biederer et al., 1997; Bordallo et al., 1998; de Virgilio
et al, 1998; Jarosch et al, 2002; Kikkert et al., 2001). Das
Ubiquitinierungssystem der Hefe, welches teilweise gebunden an der
zytosolischen Seite der ER-Membran vorliegt, besteht aus E2- und E3-
Enzymen (R6misch, 2005). Wie bereits gezeigt werden konnte, resultieren
Mutationen in dieser Ubiquitinierungsmaschinerie nicht in der Akkumulation
von K28 im ER (Eisfeld, 2001; Heiligenstein et al., 2006). Da die [-
Untereinheit von K28 im Gegensatz zur a-Untereinheit im Zytosol einer
sensitiven Zelle ubiquitiniert vorliegt (Eisfeld, 2001; Heiligenstein et al., 2006)
sollte geklart werden, inwieweit dies fur die Toxizitat von K28 verantwortlich
ist. Der Austausch des einzigen Lysin-Restes in der [-Untereinheit
verhinderte weder die Retrotranslokation des Toxins noch dessen toxische
Wirkung. Weitere Untersuchungen an einer komplett Lysin-freien
Toxinvariante, in der nicht nur der Lysinrest der (3-Untereinheit, sondern auch
die drei Lysin-Reste der a-Untereinheit gegen Arginin ausgetauscht wurden,
wiesen eine unverédnderte in-vivo-Abtbtungs-Aktivitat im Vergleich zum
Wildtyp-Toxin  auf.  Zellfraktionierungsexperimente  bewiesen  eine
ungehinderte Retrotranslokation der Toxinvariante ins Zytosol. Eine
Coimmunprazipitation mit anti-Ub und anti- zeigte keine Ubiquitinierung der
B-Untereinheit mehr. Es kann also gefolgert werden, dass in vivo keine K28-
Ubiquitinierung vorliegen muss, um eine Retrotranslokation des Toxins zu
gewahrleisten. Ein geringer Lysingehalt ist eine allgemeine Eigenschaft aller
Toxin-Untereinheiten, die Uber die ER-Membran translozieren (Deeks et al.,
2002; Hazes and Read, 1997). RTA, die Cholera-Toxin-A-Kette und das A-
Fragment des Shiga-ahnlichen Toxins enthalten jeweils zwei Lysin-Reste,
Pseudomons exotoxin A enthalt drei, das hitzelabile E. coli Enterotoxin einen
und Pertussis Toxin keinen Lysin-Rest. Im Gegensatz dazu zeigen Toxine,
die das Zytosol Uber Endosomen erreichen, einen deutlich héheren Gehalt
an Lysinen. Das Diphtherie-Toxin besitzt beispielsweise 16 Lysine. Die
Beobachtung, dass alle Toxine, die Uber das ER ins Zytosol gelangen, einen
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extrem geringen Gehalt an Lysinen aufweisen, deutet auf eine evolutive
Strategie hin, der Markierung durch Ubiquitin und schlie3lich dem Abbau am
Proteasom zu entgehen. Als Konsequenz kénnte dies bedeuten, dass die
noch vorhandenen Lysin-Reste der a- und B-Untereinheit von K28 keine
bevorzugten Substrate der Ubiquitinierung darstellen. Die Ubiquitinierung von
K28-B ist also weder fur den Toxin-Export, noch fur die Toxizitdt von K28
notwendig. Im Einklang mit dieser These steht auch die Beobachtung, dass
prel-1 und pre2-2 Mutanten keine Stabilisierung des K28-Toxins im ER
bewirken. Die sechs ATPase-Untereinheiten innerhalb des 19S Cap’s des
Proteasoms stellen moglicherweise die treibende Kraft fir die
Retrotranslokation ubiquitinierter Proteine dar (Brodsky and McCracken,
1999; Mayer et al., 1998; Plemper et al., 1998; Yu and Kopito, 1999). Keinen
Einfluss auf die Toxizitat zeigten auch Cdc48p und seine Interaktionspartner
Ufdlp und Npl4. Ye und Mitarbeiter (2001) postulierten, dass der Komplex
aus Cdc48/p97-Ufdlp-Npldp Proteine aus der ER-Membran fir den
zytosolischen Abbau extrahiert. Rabinovich und Mitarbeiter (2002) vermuten
eine Assistenz des Cdc48p-Komplexes auf der zytosolischen Seite des ER
bei der Dislokation von ERAD-Substraten, der in einem ATP-verbrauchenden
Prozess Proteine fir den Abbau am Proteasom aus der ER-Membran zieht.

Gestutzt auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann postuliert werden,
dass die Ubiquitinierung der B-Untereinheit des K28-Toxins ein sekundérer
Effekt ist und nicht fiir die ER-Zytosol-Translokation gebraucht wird. Der ER-
Export von K28 ist moglicherweise &hnlich der Retrotranslokation von
Calreticulin, fur die eine Unabhangigkeit von Ubiquitinierung und Proteasom-
Aktivitat gezeigt werden konnte (Afshar et al., 2005). Wie jedoch genau
dieser Vorgang ablaufen konnte, ist noch nicht bekannt. Moglicherweise
katalysieren beide Proteine den Membranubertritt selber durch ihre Fahigkeit
sich im Zytosol wieder zu falten. Auch fur die Cholera-Toxin-A-Kette und den
ppa-Faktor konnte eine Ubiquitin- und Cdc48p-Komplex-unabhangige
Retrotranslokation gezeigt werden, wobei jedoch der ppa-Faktor auf das
Proteasom flr die ER-Translokation angewiesen ist (Kothe et al., 2005; Lee
et al., 2004). Es wird postuliert, dass die unterschiedlichen ERAD-Substrate

ganz individuell dem Abbau am Proteasom zugefihrt werden, was auch
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durch die Beobachtung gestiutzt wird, dass bis jetzt noch keine ERAD-
Substrate beschrieben wurden, die eine identische Protein-Maschinerie fir
ihren Abbau benutzen (Lee et al., 2004).

4.3  Modell der Toxinwirkung

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann ein Modell fur die
Toxinwirkung postuliert werden (Abbildung 41). Das K28-Toxin wird nach der
Bindung an den Primarrezeptor auf die Ebene der Plasmamembran
tranferiert und bindet dort an den sekundaren Membranrezeptor Erd2p. Die
Bindung des Toxins stimuliert die Phosphorylierung und die anschliel3ende
Monoubiquitinierung von Erd2p durch das Ubiquitin-konjugierende Enzym
Ubc4p und die Ubiquitin-Protein-Ligase Rsp5p. Das NPF-Motiv am C-
Terminus von Erd2p fungiert als Internalisierungssignal. Uber Clathrin-
vermittelte Endozytose gelangt der Toxin-Rezeptor-Komplex in die sensitive
Zelle. Das an den Komplex gebundene Ubiquitin wird durch das
deubiquitinierende Enzym Doadp wieder freigesetzt und ein Grof3teil des
Toxins gelangt zum Abbau in die Vakuole. Aus dem friihen Endosom und
dem pravakuolaren Kompartiment wird der Komplex aus K28-Toxin und
HDEL-Rezeptor zum Golgi-Apparat dirigiert, von wo aus der Transport in das
ER stattfindet. Mit Hilfe der Chaperone Kar2p, Scjlp und Jemlp sowie der
Protein-Disulfid-lsomerase findet der Export des K28-Toxins Ubiquitin-
unabhangig Uber das Sec61-Translokon ins Zytosol statt. Dort dissoziiert das
Heterodimer in seine beiden Untereiheiten; 3 wird ubiquitiniert und abgebaut,
wahrend die zytotoxische a-Komponente durch passive Diffusion in den
Zellkern gelangt und einen Zellzyklusarrest am G1/S-Ubergang und einen
DNA-Synthese-Stopp induziert.
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5 Zusammenfassung

K28-Killerstamme der Hefe S. cerevisiae sezernieren ein nicht-glykosyliertes
Protein-Toxin, das sensitive Hefen in einem rezeptorvermittelten Prozel3
abtotet, indem es im Zellkern einen Zellzyklusarrest auslost und die DNA-
Synthese inhibiert. Ziel der Arbeit war die nahere Charakterisierung von
Endozytose, Ubiquitinierung und retrogradem Toxintransport in K28-

behandelten Hefezellen.

Es wurde gezeigt, dass es sich bei dem sekundaren Membranrezeptor des
K28-Toxins um den HDEL-Rezeptor Erd2p handelt. Eine Aerd2
Deletionsmutante war nicht in der Lage, Toxin endozytotisch aufzunehmen.
Durch Immunfluoreszenz-Mikrosopie konnte Erd2p in einer Endozytose-
defekten end3 Mutante in der Plasmamembran durch die Kolokalisation mit

der Plasmamembran-ATPase Pmrlp nachgewiesen werden.

Als  Endozytosesignal fungiert, neben der NPF-Sequenz im
Plasmamembranrezeptor Erd2p, auch eine Markierung durch Ubiquitin, die
durch das Ubiquitin-konjugierende Enzym Ubc4p und die Ubiquitin-Protein-
Ligase Rsp5p erfolgt. Mutanten dieser Enzyme (rsp5-1, ubc4) verhielten sich
toxinresistent und waren nicht mehr in der Lage K28-Toxin zu

internalisieren.

Die endozytotische Aufnahme des viralen K28-Toxins verlauft durch einen
Clathrin- und Aktin-vermittelten Prozess unter Beteiligung des AP2-
Komplexes. Komponenten dieses Sytems wurden in einem Screen von

Deletionsmutanten identifiziert.

In vorliegender Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Proteindisulfid-
Isomerase Pdilp essentiell fir den Toxin-Export aus dem ER in das Zytosol
einer sensitiven Zelle ist. Der toxinresistente Phanotyp einer pdil Mutanten

und die vollstindige Wiederherstellung einer K28-Sensitivitat durch
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plasmidgetriebene Expression von Wildtyp Pdilp belegten dies. Aus den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann gefolgert werden, dass es die
Isomerase-Aktivitat und nicht die Oxidase-Aktivitdt der PDI ist, die fir den
ER-Zytosol-Ubertritt von K28 bendétigt wird. An der Retrotranslokation
beteiligt sind ebenfalls die ER-lumenalen Chaperone Scjlp und Jemlp. Ein
Einfluss der zytosolischen Chaperone konnte nicht nachgewiesen werden.

Der Transport des K28-Toxins aus dem ER ist abhangig von der Ca?*-
Konzentration im Sekretionsweg der Hefe. Eine Mutante mit einem Defekt in
der lonen-Pumpe Pmrlp zeigte sich toxinresistent und nicht mehr in der
Lage, das Toxin aus dem ER in das Zytosol zu entlassen. Die Sensitivitat
dieser Mutante konnte durch Zugabe von 40 mM Ca*" vollstandig

wiederhergestellt werden.

Eine Beteiligung des Cdc48/Ufd4p/Npllp-Komplexes und des Proteasoms
am Export von K28 aus dem ER in das Zytosol konnte ausgeschlossen
werden. Ein Austausch des einzigen Lysinrestes in der B-Untereinheit zeigte
keinen Einfluss auf die Toxizitat von K28. Eine komplett Lysin-freien
Toxinvariante, in der nicht nur der Lysinrest der (3-Untereinheit, sondern auch
die drei Lysin-Reste der a-Untereinheit gegen Arginin ausgetauscht wurden,
wies eine unveranderte in-vivo-Abtotungs-Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp-
Toxin auf. Zellfraktionierungsexperimente bewiesen eine ungehinderte
Retrotranslokation der Toxinvariante ins Zytosol. Eine Coimmunprazipitation
mit anti-Ub und anti-f3 zeigte keine Ubiquitinierung der (3-Untereinheit mehr.
Es kann also gefolgert werden, dass in vivo keine K28-Ubiquitinierung

vorliegen muss, um eine Retrotranslokation des Toxins zu gewahrleisten.
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6 Summary

K28 Kkiller strains of the yeast Saccharomyces cerevisiae secrete a
non-glycosylated protein toxin which kills sensitive yeast cells in a receptor-
mediated process by inducing a cell cycle arrest in the nucleus and an
inhibition of DNA synthesis.

The main objective of this thesis was the characterization of endocytosis,

ubiquitination, and retrograde transport in K28-treated yeast cells.

The secondary membrane receptor of K28 toxin has very recently been
identified as the HDEL receptor Erd2p. It could be shown that an
Aerd2 mutant was no longer capable to take up the toxin via the endocytotic
maschinery. By immunofluorescence microscopy, Erd2p could be detected in
the plasma membrane of an endocytosis defective Aend3 mutant colocalized

with the plasma membrane ATPase Pmrlp.

Within the sequence of the plasma membrane receptor Erd2p, the motive
NPF acts as an endocytosis signal, as well as an ubiquitination mediated by
the ubiquitin-conjugation enzyme Ubc4p and the ubiquitin-protein-ligase
Rsp5p. Mutants defevtive in these enzymes were toxin resistant and no
longer capable to internalize K28 toxin as was shown by toxin uptake studies

in the mutant cells.

The endocytosis of the virally encoded K28 toxin is based on a clathrin- and
actin-mediated process in cooperation with the AP2 complex. Components of

this system could be identified by a screen of deletion mutants.

Within this thesis the function of the protein disulfid isomerase was shown to
be essential for the export of K28 from the ER to the cytosol of a sensitive
yeast cell. This is based on the toxin resistant phenotype of a 4pdil mutant

and its conversion to sensitivity after coexpression of wild-type Pdilp. It could
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be concluded that it is the unfolding activity rather than its oxidase avtivity
that is required for ER cytosol transport of K28.

In additon, the ER lumenal chaperones Scjlp and Jemlp play an important
role in toxin retrotranslocation. An influence of cytosolic chaperones in this

mechanism could so far not be shown.

The transport of K28 out of the ER is dependent on the Ca®*-concentration in
the secretory pathway of a yeast cell. A mutant defective in the ion pump
Pmrlp was toxin resistant and unable to release the toxin from the ER into
the cytosol. Sensitivity of this mutant could be fully restored by increasing the

extracellular Ca®* concentration up to 40 mM.

An involvement of the Cdc48/Ufd4p/Npllp complex and the proteasom in
retrotranslocation of K28 could be excluded. Substitution of the only internal
lysine residue in the B-subunit showed no influence on toxicity.

A toxin variant in which all four lysin residues had been converted to arginine
(0" %/B¥° variant) showed almost identical in vivo killing activity as the wild-
type toxin. Cell fractionation on yeast treated with wild-type toxin or its
a"“%/B*° mutant variant confirmed that in either case the a/p toxin is present
in the cytosol, demonstrating that retrotranslocation is not prevented in a
toxin devoid of internal ubiquitination. Furthermore a toxin-specific

K03 treated cells.

ubiquitination was not detectable in the cytosol of a
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Abbildung 42: Eichgerade zur Ermittlung der halblog arithmischen Beziehung
zwischen der Sensitivitat des Stammes  S. cerevisiae SEY6210 und steigenden
Toxinkonzentrationen in Minimal-Methylenblau-Glukos e-Agar.

In Minimal-Methylenblau-Glukose-Agar mit eingebettetem Wildtypstamm SEY6210
wurde in ein ausgestanztes Loch jeweils 100 ul verschiedener Toxinverdiinnungen
pippettiert, der Hemmhofdurchmesser nach dreitédgiger Bebritung bei 20C
bestimmt und die Werte halblogarithmisch aufgetragen. (Korrelationskoeffizient
R:0,98)
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Abbildung 43: Eichgerade zur Ermittlung der halblog arithmischen Beziehung
zwischen der Sensitivitat des Stammes  S. cerevisiae SEY6210 und steigenden
Toxinkonzentrationen in Minimal-Methylenblau-Galact ~ ose-Agar.

In  Minimal-Methylenblau-Galactose-Agar mit eingebettetem  Wildtypstamm
SEY6210 wurde in ein ausgestanztes Loch jeweils 100 ul verschiedener
Toxinverdinnungen pippettiert, der Hemmhofdurchmesser nach dreitagiger
Bebriitung bei 20 T bestimmt und die Werte halbloga rithmisch aufgetragen.
(Korrelationskoeffizient R:0,99)
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Abbildung 44: Eichgerade zur Ermittlung der halblog arithmischen Beziehung
zwischen der Sensitivitat des Stammes  S. cerevisiae 192.2d und steigenden
Toxinkonzentrationen in Methylenblau-Glukose-Agar.

In Methylenblau-Glukose-Agar mit eingebettetem Wildtypstamm 192.2d wurden in
ein ausgestanztes Loch jeweils 100 pl verschiedener Toxinverdiinnungen
pippettiert, der Hemmhofdurchmesser nach dreitdgiger Bebritung bei 20T
bestimmt und die Werte halblogarithmisch aufgetragen. (Korrelationskoeffizient
R:0,98)
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Abbildung 45: Eichgerade zur Ermittlung der halblog arithmischen Beziehung
zwischen der Sensitivitdt des Stammes  S. cerevisiae BY4742 und steigenden
Toxinkonzentrationen in Minimal-Methylenblau-Glukos e-Agar.

In Minimal-Methylenblau-Glukose-Agar mit eingebettetem Wildtypstamm BY4742
wurde in ein ausgestanztes Loch jeweils 100 ul verschiedener Toxinverdiinnungen
pippettiert, der Hemmhofdurchmesser nach dreitdgiger Bebritung bei 20T
bestimmt und die Werte halblogarithmisch aufgetragen. (Korrelationskoeffizient
R:0,98)
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Tabelle 23: Auflistung des ,Screenings* der Hefemut anten mit Funktion der
deletierten Genprodukte und ihrer Sensitivitat gege n K28-Toxin.

Informationen zur Funktion der Proteine wurden der Protein-Datenbank MIPS
(http://mips.gsf.de) entnommen. (K28-Sensitivitat des Wildtyps BY4742: 13 mm, (--)
resistent, (-) vermindert sensitiv, (+) sensitiv wie WT, (++) hypersensitiv)

Deletiertes Funktion des g "
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
vacuolar sorting protein, 134
1 YALOO2w VPS8 WD 13 +

heat shock protein of
2 YALOO5c SSAl 12 +
HSP70 family, Zytosolic

p24 protein involved in
3 YALOO7c ERP2 o 12 +
membrane trafficking

4 YALO14c SYNS8 hypothetical protein 11 +
P-type ATPase reported to
act as an
5 YALO26¢ DRS2 6 -

aminophospholipid

translocase (flippase)

myosin heavy chain,
6 YALO29c MYO4 unconventional (class V) 12 +

isoform

synaptic vesicle-associated
7 YALO30w SNC1 _ 11 +
membrane protein

component of copii vesicles
involved in transport

8 YALO42w ERV46 . 11 +

between the ER and golgi

complex

9 YALO48c vacuolar aspartic protease 13 +

p24 protein involved in
10 |YARO0O02c-a ERP1 o 13 +
membrane trafficking

cytoskeleton assembly
11 YBLOO7c SLA1 _ 0 --
control protein

vacuolar protein
12 YBLO17c PEP1 _ _ , 11 +
sorting/targeting protein
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
EH domain protein involved
13 YBL047c EDE1 _ _ 7 -
in endocytosis
14 YBLO63w KIP1 kinesin-related protein 11 +
15 YBLO78c AUT7 essential for autophagy 12 +
F1F0-ATPase complex, F1
16 YBLO99w ATP1 _ 13 +
alpha subunit
polarized exocytosis by
17 YBL106¢c SRO77 , , 13 +
regulating SNARE function
18 YBR021w FUR4 Uracil permease 15 +
F1F0-ATPase complex, F1
19 YBRO0O39w ATP3 _ 24 ++
gamma subunit
Broad-specificity amino-
acid permease - inductible
20 YBRO068c BAP2 ) 21 ++
by most neutral amino
acids
Broad-specificity amino-acid
21 YBRO069c TAT1 11 +
permease
22 YBRO97w VPS15 ser/thr protein kinase 20 ++
required for vacuolar import
23 YBR105c VID24 _ 11 +
and degradation of Fbplp
H+-ATPase V1 domain 60
24 YBR127c VMA2 19 ++
KD subunit, vacuolar
Calcium Caffeine Zinc
25 YBR131w Cczl o 17 ++
sensitivity
26 |YBR162w-a YSY6 secretory pathway protein 11 +
27 YBR164c ARL1 ADP-ribosylation factor 15 +
Heat shock protein of the
28 YBR169c SSE2 _ 11 +
HSP70 family
nuclear protein
29 YBR170c NPL4 localization factor and ER 9 -
translocation component
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
ER protein-translocation
30 YBR171w SEC66 _ 5 -
complex subunit
31 YBR172c SMY2 kinesin-related protein 11 +
Component of the
32 YBR217w APG12 _ 14 +
autophagic system
similarity to GTP-binding
33 YBR264c YPT10 _ 11 +
proteins
Protein involved in co-
34 YBR283c SSH1 translational pathway of 11 +
protein transport
35 YBR286w APE3 Aminopeptidase Y 14 +
AP-3 complex subunit, mu3
36 YBR288c APM3 _ 13 +
subunit, 55 KD
37 YBR294w SUL1 Sulfate permease | 13 +
38 YBR298c MAL31 Maltose permease 13 +
required for vacuolar
targeting of temperature-
39 YCL008c STP22 N 12 +
sensitive plasma membrane
proteins, Ste2p and Canlp
breakdown of autophagic
40 YCLO038c AUT4 _ o 11 +
vesicles inside the vacuole
aldohexose specific
41 YCLO40w GLK1 _ 12 +
glucokinase
similarity to human
42 YCRO009c RVS161 _ , 11 +
amphiphysin and Rvs167p
similarity to human beige-
like protein and mouse
43 YCRO032w BPH1 o 13 +
lysosomal trafficking
regulator
protein of the endoplasmic
44 YCRO067c SED4 13 +

reticulum
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
Protein similar to the human
lysosomal CTNS cystine
transporter mediating H+-
45 YCRO075c ERS1 _ _ 13 +
driven cystine export from
lysosomes - unknown
function
46 YDLO18c ERP3 weak similarity to Deplp 11 +
VAM6/VPS3| vacuolar carboxypeptidase
47 YDLO77c 12 +
9 Y
COX2 pre-mRNA splicing
48 YDL107w MSS2 11 +
factor
Vacuolar Ca++/H+
49 YDL128w VCX1 10 -
exchanger
GTP-binding protein of the
50 YDL137w ARF2 _ 11 +
ARF family
clathrin binding protein,
51 YDL161w ENT1 , _ 11 +
required for endocytosis
encodes 3 region protein
52 YDL185w TFP1 which is self-spliced into 19 ++
TFP1p and PI-Scel
small GTP- binding protein
53 YDL192w ARF1 _ 9 -
of the ARF family
Sensor of low external
54 YDL194w SNF3 , 11 +
Glukose concentrations
Protein of the mitochondrial
55 YDL198c YHM1 carrier family (MCF) - 13 +
unknown function
GABA permease - also
56 YDL210w UGA4 involved in delta- 11 +

aminolevulinate transport
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
ADP-ribosylation factor
57 YDL226¢ GCs1 GTPase-activating protein 11 +
(ARF-GAP)
subunit of VP51-54
complex, required for
58 YDRO027c VPS54 . . 11 +
protein sorting at the yeast
late Golgi
Broad-specificity amino-acid
59 YDRO46¢c BAP3 permease - inductible by 11 +
most neutral amino acids
ER to golgi transport of GPI-
60 YDRO57w YOS9 _ 11 +
anchored proteins
61 YDR108w GSG1 sporulation specific protein 14 +
similarity to mouse ligatin, a
62 YDR117c TMAG64 trafficking receptor for 11 +
phosphoglycoproteins
actin filament bundling
63 YDR129c SAC6 o 0 -
protein, fimbrin
involved in vacuolar protein
64 YDR136¢c VPS61 _ 13 +
sorting
65 YDR139c RUB1 13 +
peroxisomal import protein -
66 YDR142c PEX7 , 12 +
peroxin
epsin-related protein
67 YDR153c ENT5 required for golgi-endosome| 11 +
traffic
68 YDR229w VY1 phospholipid-binding protein| 12 +
F1F0-ATPase complex,
69 YDR298c ATP5 11 +

OSCP subunit
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
clathrin-binding protein
required for normal clathrin
70 YDR320c SWA2 _ _ 13 +
function and for uncoating of
clathrin-coated vesicles
vacuolar segregation
71 YDR323c PEP7 _ 16 ++
protein
multicopy supressor of
72 YDR335w MSN5 _ 6 -
snfl mutation
Low-affinity hexose
73 YDR345c HXT3 . 13 +
facilitator
similarity to hypothetical
74 YDR372c VPS74 _ 0 -
S. pombe protein
ammonium export
75 YDR384c ATOS3 12 +
transporter
reduced viability upon
76 YDR388w | RVS167 _ , 10 -
starvation protein
77 YDR395w SXM1 putative beta-karyopherin 13 +
78 YDR400W URH1 Uridine ribohydrolase 12 +
dynein light chain 1,
79 YDR424c DYN2 _ 11 +
Zytosolic
80 YDR432w NPL3 nucleolar protein 15 +
Na+/H+ exchanger of the
81 YDR456w NHX1 prevacuolar compartment - 12 +
involved in salt tolerance
outer membrane protein
82 YDR470c UGO1 required for mitochondrial 13 +
fusion
83 YDR481c Pho8 aglkaline Phosphatase 15 +
ubunit of VP51-54 complex,
84 YDR484w VPS52 required for protein sorting 11 +

at the yeast late Golg
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
required in the absence of
85 YDR488c PAC11 _ 11 +
Cin8p
86 YDR490c Pkhl ser/thr protein kinases 9 -
87 YDR497c ITR1 Inositol permease 6 -
Broad-specificity amino-acid
88 YDR508c GNP1 11 +
permease
similarity to peroxisomal
membrane and
89 YELOO6w YEAG 13 +
mitochondrial carrier
proteins
H+-ATPase VO domain 17
90 YELO27w CUP5 18 ++
KD subunit, vacuolar
P-type ATPase - unknown
91 YELO31w |SPF1/ Codl _ 11 +
function
H+-ATPsynthase V1
92 YELO51w VMAS8 domain 32 KD subunit, 18 ++
vacuolar
93 YELO060c Prbl Proteinase B 12 +
94 YELO61c CINS kinesin-related protein 14 +
95 YELO63c CAN1 Arginine permease 12 +
protease of the
AFG3/YTAL _
96 YERO17c 0 SEC18/CDC48/PAS1 family| 14 +
of ATPases (AAA)
ER protein-translocation
97 |YERO19c-a SBH2 , 14 +
complex subunit
GTP-binding protein of
98 YERO031c YPT31 _ 10 -
the rab family
strong similarity to vanadate
99 YERO039c HVG1 _ , 11 +
resistance protein Gog5p
100 | YEROS3c PIC2 Vacuolar carrier protein 12 +
101 | YERO56¢ FCY2 Purine/cytosine permease 14 +
102 | YER110c KAP123 RAN-binding protein 16 ++
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
involved in amino acid efflux
103 | YER119c AVT6 11 +
from the vacuole
104 | YER144c UBP5 |ubiquitin-specific protease 14 +
Hxt family protein with
intrinsic hexose transport
105 | YFLO1lw HXT10 o 11 +
activity - unknown
physiological function
negative regulator of COPII
106 | YFLO25c BST1 _ _ 9 -
vesicle formation
pheromone alpha-factor
107 | YFLO26w STE2 11 +
receptor
108 | YFLO41w FET5 multicopy oxidase 14 +
Transporter of magnesium
109 | YFLO50c ALR2 _ _ 12 +
and other divalent cations
phosphatidylinositol 3-
110 | YFRO19w FAB1 , 15 +
phosphate 5-kinase
similarity to members of the
111 | YFRO45w - mitochondrial carrier (MCF) 13 +
family
strong similarity to human
112 | YGLOO2w ERP6 , 11 +
gp25L2 protein
conserved oligomeric golgi
113 | YGLOO5c COG7 14 +
complex
Vacuolar P-type ATPase
114 | YGLOO6w PMC1 transporting Ca++ into the 11 +
vacuole
Member of the karyopherin-
115 | YGLO16w | KAP122 _ _ 14 +
beta family, nuclear import
Multicopy suppressor of Sec
116 | YGLO51w MST27 11 +
Twenty-one
117 | YGLO54c ERV14 ER-derived Vesicles 9 -
118 | YGLO77c HNM1 Choline permease 12 +
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
vacuolar protein sorting-
119 | YGLO95c VPS45 , , 16 ++
associated protein
similarity to Glukose
120 | YGL104c VPS73 _ 11 +
transport proteins
weak similarity to
121 | YGL114w - permeases - unknown 12 +
function
122 | YGL156w AMS1 alpha-Mannosidase 11 +
Ca++-transporting P-type
123 | YGL167c PMR1 P g yp. 0 -
ATPase located in Golgi
essential for
124 | YGL180w APG1 _ 12 +
autophagocytosis
component of the COPII-
125 | YGL200c EMP24 _ 12 +
coated vesicles, 24 kDa
126 | YGL206¢c CHC1 clathrin heavy chain 0 --
small GTP-binding protein
127 | YGL210w YPT32 _ _ _ 12 +
essential for Golgi function
vacuolar morphogenesis
128 | YGL212w VAM7 , 13 +
protein
VAM7/VPS4| vacuolar morphogenesis
129 | YGL212w _ 15 +
3 protein
kinesin-related protein
130 | YGL216w KIP3 required for nuclear 13 +
migration
conserved oligomeric golgi
131 | YGL223c COG1 13 +
complex
H+-ATPase V1 domain 14
132 | YGRO020c VMA7 _ 11 +
kDa subunit, vacuolar
High affinity methionine
133 | YGRO55w MUP1 11 +

permease
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
required for amino acid
134 | YGRO057¢c LST7 permease transport from the| 12 +
Golgi to the cell surface
High-affinity ammonium
135 | YGR121c MEP1 11 +
permease
136 | YGR131w - strong similarity to Nce2p 11 +
beta-glucan synthesis-
137 | YGR166w |KRE11 , , 5 -
associated protein
138 | YGR167w CLC1 clathrin light chain 12 +
Yeast Adaptor Protein,
139 | YGR241c | YAP1802 | member of AP180 protein 13 +
family
AP-3 complex subunit,
140 | YGR261c APL6 _ 13 +
beta3-adaptin, 91 KD
part of Vps27p Hselp
141 | YHLOO2w HSE1 13 +
complex
involved in clathrin-
142 | YHLO19c APM2 independent transport 14 +
processes
SNARE protein of Golgi
143 | YHLO31lc GOsS1 14 +
compartment
Low-affinity methionine
144 | YHLO36w MUP3 14 +
permease
involved in vacuolar protein
145 | YHRO12w VPS29 _ 13 +
sorting
146 | YHRO028c DAP2 dipeptidyl aminopeptidase B| 13 +
2-deoxyglucose-6-
147 | YHRO043c DOG2 12 +
phosphate phosphatase
Transporter of divalent
148 | YHRO50w SMF2 metal cations (manganese, 13 +

copper, iron)
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
regulator protein involved
149 | YHRO64c SS71 in pleiotropic drug 9 -
resistance
Hexose facilitator of
150 | YHRO092c HXT4 o 12 +
moderately low affinity
Low-affinity hexose
151 | YHRO094c HXT1 . 11 +
facilitator
152 | YHR108w GGA2 Arf-binding protein 13 +
similarity to human gp25L2
153 | YHR110w ERP5 , 15 +
protein
sn-1,2-diacylglycerol
154 | YHR123w EPT1 ethanolamine- and 14 +
cholinephosphotransferase
155 | YHR127w HSN1 hypothetical protein 11 +
156 | YHR129c ARP1 centractin 14 +
157 | YHR135c YCK1 casein kinase | isoform 12 +
control of protein export
158 | YHR142w CHS7 from the ER (like chitin 13 +
synthase III)
Yeast Adaptor Protein,
159 | YHR161c | YAP1801 | member of AP180 protein 12 +
family
part of nucleus-vacuole
160 | YHR195w NVJ1 _ _ 11 +
junctions
161 YILOOSw EPS1 disulfide-isomerase 12 +
SSM4/
162 YILO30c involved in mMRNA turnover 12 +
DOA10
epsilon-COP coatomer
163 YILO76w SEC28 _ 11 +
subunit
strong similarity to sugar
164 YIL170w HXT12 11 +

transport proteins
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
DnaJ-li ke protein involved
specifically in
165 | YIR004w DJP1 _ _ 10 -
peroxisomal protein
import
166 | YIRO028w DAL4 Allantoin permease 13 +
multi copy suppressor of
167 YJLOO4c SYS1 13 +
ypt6
AP-3 complex subunit,
168 YJLO24c APS3 _ _ 11 +
sigma3 subunit, 22 KD
subunit of VP51-54
complex, required for
169 YJLO29c VPS53 , , 11 +
protein sorting at the yeast
late Golgi
170 YJLO44c GYP6 GTPase-activating protein 11 +
Voltage-gated, outward-
rectifying K+ channel
171 | YJL093c TOK1 _ 10 -
protein of the plasma
membrane
172 | YJLO99w CHS6 chitin biosynthesis protein 11 +
173 YJL129c TRK1 Potassium transporter | 11 +
Protein of the mitochondrial
174 | YJL133w MRS3 carrier family (MCF) - 12 +
unknown function
protein-sorting protein,
175 YJL154c VPS35 15 +
vacuolar
176 | YJL172w CPS1 CPS 12 +
effector of the Vps34 Ptdins
177 YJL178c ETF1 _ 11 +
3-kinase
facilitates ER export of the
178 YJL192c SOP4 yeast plasma membrane 12 +

[H+]ATPase, Pmal
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
Hxt family protein with
intrinsic hexose transport
179 | YJL214w HXT8 o 11 +
activity - unknown
physiological function
required for the vacuolar
180 | YJROO1lw AVT1 uptake of large neutral 12 +
amino acids
AP-2 complex subunit,
181 | YJROO5w APL1 0 -
beta2-adaptin, 78 KD
GDP/GTP exchange factor
182 | YJRO031c GEA1 11 +
for ARF
Chloride channel of Golgi
183 | YJRO40w GEF1 and endosomal 11 +
compartments
involved in late endosome
184 | YJRO044c VPS55 o 11 +
to vacuole trafficking
AP-2 complex subunit,
185 | YJRO058c APS2 _ _ 0 -
sigma2 subunit, 17 KD
involved in polyamine
186 | YJRO59w PTK2 14 +
uptake
required for nuclear-protein
187 | YJRO74w MOG1 _ _ _ 11 +
import, GSP1-interacting
Mitochondrial phosphate
carrier - member of the
188 | YJRO77c MIR1 , _ _ 11 +
mitochondrial carrier (MCF)
family
required for Glukose
189 | YJR090c GRR1 repression and for Glukose 11 +

and cation transport
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
Mitochondrial succinate-
fumarate carrier - member
190 | YJRO95w SFC1 _ _ _ 11 +
of the mitochondrial carrier
(MCF) family
F1F0-ATPase complex, F1
191 | YJR121w ATP2 _ 0 -
beta subunit
192 YJR131w MNS1 alphal,2-mannosidase 13
Allantoate and
193 | YJR152w DAL5 _ _ 11 +
ureidosuccinate permease
class E vacuolar-protein
194 | YKLOO2w DID4 sorting and endocytosis 9 -
factor
F1F0-ATPase complex, FO
195 | YKLO1l6c ATP7 _ 10 -
D subunit
endosomal Vps protein
196 | YKLO41w VPS24 , 11 +
complex subunit
197 | YKLO79w SMY1 kinesin-related protein 12 +
H+-ATPase V1 domain 42
198 | YKLO80w VMAS5 16 ++
KD subunit, vacuolar
199 | YKL103c LAP4 Aminopeptidase | 14 +
ser/thr-specific protein
200 | YKL126w YPK1 _ 5 -
kinase
201 | YKL129c MYO3 myosin type | 12 +
AP-1 complex subunit,
202 | YKL135c APL2 _ 12 +
betal-adaptin, 82 KD
involved in amino acid efflux
203 | YKL146w AVT3 11 +
from the vacuole
204 | YKL175w ZRT3 Vacuolar zinc efflux protein 11 +
205 | YKL179c Cov1l CASP Of Yeast 12 +
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
Half-size ABC transporter
required for import of long-
206 | YKL188c PXA2 _ o 11 +
chain fatty-acids into
peroxisomes
polyamine transport
207 | YKL198c PTK1 _ _ 12 +
enhancing protein
PTK1-YKT9 overlapping
sequences may arise from a
208 | YKL199c YKT9 gene duplication event 12 +
involving chromosomes X
and XI
Protein of unknown function
209 | YKL206C ADDG66 involved in ER-associated 11 +
protein degradation
recessive suppressor of
210 | YKL212w SAC1 16 ++
secretory defect
GTP-binding protein of the
211 | YKROl4c YPT52 _ 12 +
rab family
subunit of VP51-54
complex, required for
212 | YKRO20w VPS67 , , 13 +
protein sorting at the yeast
late Golgi
General amino acid
213 | YKRO39w GAP1 12 +
permease
Protein of the mitochondrial
214 | YKRO052c MRS4 carrier family (MCF) - 15 +
unknown function
dynein heavy chain,
215 | YKRO054c DYN1 _ 11 +
Zytosolic
216 | YKRO93w PTR2 Di- and tripeptide permease| 11 +
heat shock protein of
217 | YLLO24c SSA2 9 -

HSP70 family, Zytosolic
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
Glycerol channel of the
plasma membrane -also
218 | YLLO43w FPS1 involved in arsenite and 0 --
antimonite uptake (MIP
family)
component of nuclear pore
219 | YLRO18c POM34 , 13 +
complex (nucleoporin)
220 | YLRO25w SNF7 class E Vps protein 13 +
221 | YLRO81w GAL2 Galactose permease 13 +
222 | YLRO83c EMP70 endosomal protein 12 +
suppressor of rnal-1
223 | YLR119w SRN2 _ 12 +
mutation
224 | YLR148w PEP3 vacuolar membrane protein 15 +
AP-1 complex subunit,
225 | YLR170c APS1 _ _ 11 +
sigmal subunit, 18 KD
Protein involved in
226 | YLR207w HRD3 _ 13 +
degradation of Hmg2p
phosphatidylinositol 3-
227 | YLR240w VPS34 ) 19 ++
kinase
228 | YLR250w SSP120 secretory protein 12 +
GTP-binding protein of the
229 | YLR262c YPT6 _ 13 +
rab family
230 | YLR268w SEC22 |[synaptobrevin (V-SNARE) 6 -
ER protein-translocation
231 | YLR292c SEC72 _ 13 +
complex subunit
F1FO-ATPase complex,
232 | YLR295c ATP14 13 +
subunit h
involved in vesicular
233 | YLR309c IMH1 11 +
transport
234 | YLR337c VRP1 verprolin 0 --
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
Mitochondrial dicarboxylate
carrier - member of the
235 | YLR348c DIC1 _ _ _ 13 +
mitochondrial carrier (MCF)
family
subunit of the Arp2/3
236 | YLR370c ARC18 9 -
complex
Phosphatidylinositol transfer
237 | YLR380W CSR1 , 12 +
protein
238 | YLR396c VPS33 vacuolar sorting protein 11 +
H+-ATPase VO domain 36
239 | YLR447c VMAG6 _ 22 ++
KD subunit, vacuolar
GTP-binding protein of the
240 | YMLOO1w YPT7 _ 12 +
RAB family
component of the COPII-
241 | YMLO12w ERV25 11 +
coated vesicles, 25 Kda
carnitine O-
242 | YMLO42w CAT2 12 +
acetyltransferase
mitochondrial fusion target
243 | YMLO62c MFT1 _ 15 +
protein
component of copii vesicles
involved in transport
244 | YMLO67c ERV41 , 11 +
between the ER and golgi
complex
conserved oligomeric golgi
245 | YMLO71c COG8 11 +
complex
246 | YMLO97c VPS9 vacuolar sorting protein 11 +
247 | YML103c NUP188 nuclear pore protein 11 +
ubiquitin- mediated protein
248 | YML11l1lw BUL2 _ 10 -
degradation
Inorganic phosphate
249 | YML123c PHO84 12 +

permease
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Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
Hexose facilitator of
250 | YMRO1l1lw HXT2 moderately low affinity for 11 +
Glukose
251 | YMRO17w SP0O20 Dbf2p interacting protein 13 +
H+-ATPase VO domain 102
252 | YMRO54w STV1 13 +
KD subunit, not vacuolar
cell surface ferroxidase,
253 | YMRO58w FET3 _ o 15 +
high affinity
Protease of the
254 | YMRO089c YTA1l2 |SEC18/CDC48/PAS1 family| 12 +
of ATPases (AAA)
255 | YMR109w MYO5 myosin | 9 -
similarity to members of the
256 | YMR166¢c - mitochondrial carrier protein| 11 +
family
257 | YMR183c SS02 syntaxin (T-SNARE) 12 +
258 | YMR184W 13 +
spindle pole body
259 | YMR198w CIK1 , , 13 +
associated protein
vacuolar biogenesis
260 | YMR231w PEP5 _ 18 ++
protein
Vacuolar transporter of zinc
261 | YMR243c ZRC1 _ 12 +
(and possibly other metals)
involved in ubiquitination
262 | YMR264w CUE1l and degradation at the ER 12 +
surface
carboxypeptidase vy, serine-
263 | YMR297w PRC1 12 +
type protease
Low affinity iron and copper
264 | YMR319c FET4 12 +

transporter




Anhang 235
Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
Protein of the mitochondrial
265 | YNLOO3c PETS8 carrier family (MCF) - 11 +
unknown function
conserved oligomeric golgi
266 | YNLO4lc COG6 11 +
complex
267 | YNLO44w YIP3 protein of unknown function 11 +
conserved oligomeric golgi
268 | YNLO51w COG5 14 +
complex
Voltage dependent anion-
selective channel (YVDAC1)
269 | YNLO55c POR1 12 +
of the mitochondrial outer
membrane
mitochondrial outer
270 | YNLO70w TOM7 membrane import receptor 11 +
subunit, 7 kD
271 | YNLO79c TPM1 tropomyosin 1 12 +
similarity to members of the
272 | YNLO83w SAL1 mitochondrial carrier (MCF) 11 +
family
required for endocytosis
273 | YNLO84c END3 and cytoskeletal 0 --
organization
GTP-binding protein of the
274 | YNLO93w YPT53 RAB family (RAS 11 +
superfamily)
involved in amino acid
275 | YNL101w AVT4 10 -
efflux from the vacuole
mitochondrial outer
276 | YNL121c TOM70 membrane specialized 11 +
import receptor




Anhang 236
Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
High affinity ammonium
permease - proposed role
277 | YNL142w MEP2 also as ammonium sensor 9 -
involved in pseudohyphal
growth
278 | YNL154c YCK2 casein kinase | isoform 12 +
279 | YNL183c NPR1 ser/thr protein kinase 17 ++
END4/ cytoskeleton assembly
280 | YNL243w 0 -
SLA2 control protein
281 | YNL268w LYP1 Lysine permease 16 ++
Protein of the amino-acid
282 | YNL270c ALP1 permease family - unknown 12 +
biological function
similarity to Yptlp and rab
283 | YNL304w YPT11 o _ 11 +
GTP-binding proteins
Protein of the sugar
transporter superfamily -
284 | YNL318c HXT14 , 11 +
able to sustain slow growth
on galactose
weak similarity to inositol
285 | YNL325c FIG4 12 +
phosphatase
vacuolar protein sorting-
286 | YNROO6w VPS27 _ _ 9 -
associated protein
essential for
287 | YNROO7c AUT1 _ 11 +
autophagocytosis
secretion protein, multicopy
288 | YNRO49c MSO1 11 +
suppressor of secl
Hxt family protein with
intrinsic hexose transport
289 | YNRO72w HXT17 13 +

activity - unknown

physiological function




Anhang 237
Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
involved in degradation of
290 | YOLO13c HRD1 11 +
Hmg2p
member of the syntaxin
291 | YOLO18c TLG2 _ 14 +
family of t-SNARES
Broad-specificity amino-acid
292 | YOLO20w TAT2 permease - inductible by 13 +
most neutral amino acids
required for peroxisome
293 | YOLO44w PEX15 _ 14 +
assembly - peroxin
AP-2 complex subunit,
294 | YOLO62c APM4 _ 0 -
mu2 subunit, 55 KD
295 | YOLO82w CVT19 similarity to YOL083w 12 +
296 | YOL103w ITR2 Inositol permease 15 +
Manganese transporter of
297 | YOL122c SMF1 14 +
the plasma membrane
involved in constitutive
298 | YORO034c AKR2 _ 15 +
endocytosis of Ste3p
required for mother cell-
299 | YORO035c SHE4 N _ 0 -
specific gene expression
syntaxin (T-SNARE),
300 | YORO036w PEP12 13 +
vacuolar
cytochrome-c mitochondrial
301 | YORO37w CYyC2 _ 11 +
import factor
mitochondrial outer
302 | YORO45w TOM6 membrane import receptor 14 +
subunit, 6 kD
GTPase activating protein
303 | YORO070c GYP1 13 +
for Yptlp and Sec4p
304 | YORO87w YVC1 vacuolar cation channel 13 +
305 | YORO089c VPS21 GTP-binding protein 14 +
306 | YOR094w ARF3 ADP-ribosylation factor 3 11 +




Anhang 238
Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
Mitochondrial carnitine
carrier - member of the
307 | YOR100c CRC1 _ _ _ 13 +
mitochondrial carrier (MCF)
family
308 | YOR106w VAM3 syntaxin (t-SNARE) 13 +
309 | YOR106w Vam3 syntaxin (t-SNARE) 15 +
TRAPP subunit of 33 kDa
involved in targeting and
310 | YOR115c TRS33 _ , 9 -
fusion of ER to golgi
transport vesicles
Mitochondrial ornithine
carrier - member of the
311 | YOR130c ORT1 , _ _ 14 +
mitochondrial carrier (MCF)
family
GTP-binding protein of the
312 | YOR185¢c GSP2 _ 13 +
RAS superfamily
suppressor of usol-1
313 | YOR216c RUD3 11 +
transport defect
H+-ATPase VO domain
314 | YOR270c VPH1 16 ++
95K subunit, vacuolar
Putative transporter of the
triose phosphate
315 | YOR307c SLY41 11 +
translocator family -
unknown function
Vacuolar zinc (and possibly
316 | YOR316c COT1 13 +
other metals) transporter
synaptobrevin (v-SNARE)
317 | YOR327c SNC2 homolog present on post- 11 +
Golgi vesicles
H+-ATPase V1 domain 27
318 | YOR332w VMA4 _ 13 +
KD subunit, vacuolar
319 | YOR348c PUT4 Proline permease 14 +




Anhang 239
Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
strong similarity to
320 | YPLO19c VTC3 YFLOO4w, similarity to 9 -
YJLO12c
321 | YPLO45w VPS16 vacuolar sorting protein 12 +
ADP-ribosylation factor-like
protein, member of the arf-
322 | YPLO51w ARL3 o 14 +
sar family in the ras
superfamily
323 | YPLO65w VPS28 involved in vacuolar traffic 12 +
F1F0-ATPase complex, FO
324 | YPLO78c ATP4 _ 15 +
subunit B
involved in vacuolare
325 | YPL120w VPS30 protein sorting and 12 +
autophagy
nuclear transport factor,
326 | YPL125w KAP120 |[member of karyopherin-beta| 12 +
family
involved in ergosterol
327 | YPL145c KES1 _ _ 11 +
biosynthesis
"Half-size™ ABC transporter
required for import of long-
328 | YPL147w PXAl _ o 13 +
chain fatty-acids into
peroxisomes
329 | YPL155c KIP2 kinesin-related protein 12 +
component of the dynactin
330 | YPL174c NIP100 12 +
complex
AP-3 complex subunit,
331 | YPL195w APL5 _ 13 +
gamma-adaptin, 107 KD
332 | YPL232w SSO1 syntaxin-related protein 13 +
H+-ATPase VO domain 17
333 | YPL234c TFP3 21 ++

KD subunit, vacuolar




Anhang 240
Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
AP-1 complex subunit, mul
334 | YPL259c APM1 _ 11 +
subunit, 54 KD
F1F0-ATPase complex, F1
335 | YPL271w ATP15 _ _ 12 +
epsilon subunit
similarity to sterol uptake
336 | YPROO9w SUT2 , 10 +
protein Sutlp
similarity to members of the
337 | YPROllc - mitochondrial carrier (MCF) 13 +
family
GDP/GTP exchange factor
338 | YPRO17c DSS4 11 +
for Secdp
protease of the
339 | YPRO24w YME1l |SEC18/CDC48/PAS1 family| 11 +
of ATPases (AAA)
340 | YPRO28w YOP1 Ypt-interacting protein 10 -
AP-1 complex subunit,
341 | YPRO029c APL4 , 11 +
gamma-adaptin, 94 KD
polarized exocytosis by
342 | YPRO32w SRO7 _ _ 14 +
regulating SNARE function
H+-ATPase V1 domain 54
343 | YPRO36w VMA13 _ 20 ++
KD subunit, vacuolar
Flavin-linked sulfhydryl
344 | YPRO37c ERV2 _ 11 +
oxidase
Protein of the mitochondrial
345 | YPRO58w YMC1 carrier family (MCF) - 11 +
unknown function
guanine nucleotide
346 YPR095c SYT1 exchange factor, contains a 11 +
conserved Sec7p-domain
Plasma membrane copper
347 | YPR124w CTR1 12 +

transport protein




Anhang 241
Deletiertes Funktion des O e
ORF Sensitivitat
Gen Genproduktes [mm]
suppressor of clathrin
348 | YPR129w SCD6 o 11 +
deficiency
349 | YPR141lc KARS3 kinesin-related protein 11 +
involved in non-classical
350 | YPR149w | NCE102 , 15 +
protein export pathway
351 | YPR173c VPS4 vacuolar sorting protein 13 +
protein required for the
352 | YPR185w APG13 12 +

autophagic process
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