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Abstract

Abstract

Saccharomyces cerevisiae strains infected with the M28 double-stranded RNA
killer virus naturally secrete the heterodimeric killer toxin (K28) which is a
member of the A/B toxin family. After a two-step entering process across the
cell wall and the plasma membrane the toxin reaches the cytosol of a
sensitive target cell by travelling the secretion pathway in reverse. The alpha-
toxin inhibits DNA synthesis in the nucleus, leads to a cell cycle arrest and
finally causes apoptotic cell death. The key component in the retrograde
transport of K28 is the HDEL receptor Erd2p. Previous experiments indicated a
function for Erd2p as secondary receptor of the toxin at the level of the
plasma membrane.

This study concentrates on structural as well as functional details of Erd2p.
Confocal fluorescence microscopy and a growth based reporter assay
confirmed the colocalization of Erd2p in ER and Golgi compartments and in
the plasma membrane. The topology of the HDEL receptor was elucidated by
a combination of in silico topology prediction and the analysis of truncated
receptor variants with three independent in vivo topology reporter systems.
Mutational analysis revealed N- and C-terminal endocytic motifs of Erd2p
relevant for the uptake of receptor toxin complexes. The corroboration of the
Erd2p/Rsp5p interaction via BiFC and the identification of Art-proteins crucial
for toxin sensitivity verified the ubiquitinylation of Erd2p signaling for the
receptor mediated endocytotic uptake of K28.

Saccharomyce cerevisiae Stamme sekretieren bei einer Infektion mit dem
M28 dsRNA Killervirus das heterodimere Killertoxin K28, ein Mitglied der A/B-
Toxin-Familie. Nach einem zweistufigen Aufnahmeprozess lber die Zellwand
und die Plasmamembran erreicht das Toxin das Zytosol der sensitiven
Zielzelle, indem es dem Sekretionsweg in entgegengesetzter Richtung folgt.
Die a-Untereinheit inhibiert im Kern die DNA-Synthese, |0st einen
Zellzyklusarrest aus und verursacht schliefSlich Apoptose. Die Schlisselrolle im
retrograden Transport von K28 nimmt der HDEL-Rezeptor Erd2p ein. Friihere
Experimente deuteten auf eine Funktion von Erd2p als Sekundarrezeptor des
Toxins auf Ebene der Plasmamembran hin.

Diese Arbeit konzentriert sich auf die Struktur und die Funktion von Erd2p.
Uber  konfokale Fluoreszenzmikroskopie und  wachstumsbasierte
Reportergenfusionen konnte die Erd2p-Kolokalisation in ER- und Golgi-
Kompartimenten sowie der Plasmamembran bestatigt werden. Die Topologie
des Rezeptors wurde Gber Kombination einer in silico Topologie-Vorhersage
mit drei unabhangigen in vivo Topologie-Reportern aufgeklart. Mutagenese-
Studien deckten N- und C-terminale Motive in Erd2p auf, die an der
Endozytose des Rezeptor/Toxin-Komplexes beteiligt sind. Die Bestatigung der
Erd2p/Rsp5p-Interaktion Uber BiFC und die Identifizierung fiir die K28-
Sensitivitdt notwendiger Art-Proteine belegen die Erd2p-Ubiqutinierung als
Signalgebung zur rezeptorvermittelten Endozytose von K28.



Einleitung

| Einleitung

1. Der HDEL-Rezeptor Erd2p

In eukaryotischen Zellen stellen Organellen membranumschlossene
Reaktionsbereiche dar, in denen Stoffwechselprozesse ablaufen. Um die
maximale Effizienz dieser Prozesse zu garantieren, muss eine spezifische
Zusammensetzung der Kompartimente beibehalten werden. Ein
Stoffaustausch kann durch den versikuldren Transport gewadhrleistet werden.
Durch Sortiersignale wird die Spezifitdt der Transportsysteme festgelegt.

In Sdugern tragen Proteine des luminalen ER an ihrem C-Terminus das
Peptidsignal KDEL (Lysin — Aspartat — Glutamat — Leucin). Diese Sequenz
wurde zunachst an dem ER-Chaperon BiP und der Proteindisulfidisomerase
identifiziert (Munro und Pelham, 1987). In der Hefe Saccharomyces cerevisiae
lautet die Sequenz HDEL (Pelham et al., 1988). Uber die Analyse zahlreicher
Mutanten, die das ER-Protein BiP sekretieren, wurden die Gene ERD1 und
ERD2 (ER retention defective) als essentielle Komponenten des
Rickhaltesystems identifiziert. Ein ERDI1-Defekt resultiert in veranderten
Glykosylierungsmodifikationen von ER-Proteinen, nicht jedoch in strukturellen
ER- oder Golgi-Defekten (Hardwick et al., 1990).

Parallel zum Genprodukt von ERD1 wurde auch Erd2p ndher charakterisiert.
Erste Hydropathieblots zeigten mehrere potentielle Transmembranbereiche
an und auch biochemisch konnte Erd2p in Membranfraktionen nachgewiesen
werden. Die Lokalisation einer getaggten Variante lieB sich auf ein post-
ER/Golgi-Kompartiment  eingrenzen. Die Uberexpression eines ER-
Retentionssubstrats fiihrt zu dessen Sekretion, was auf eine Sattigung des
Riickhaltemechanismus schlieRen l4sst. Eine ERD2-Uberexpression jedoch
erhoht die Kapazitat des Retentionssystems und lieferte somit einen weiteren
Hinweis, dass es sich bei Erd2p um den Rezeptor der HDEL-Fracht handelt.
Neben Verlust der ER-Retention tritt in Zellen mit einer erd2-Mutation ein
weiterer Defekt auf: Akkumulation innerer Membranen und Stérungen im

Sekretionsweg auf Ebene des Golgi-Apparats. Dieser Effekt wurde zundchst
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Einleitung

fir den fatalen Wachstumsdefekt verantwortlich gemacht, der in Zellen
auftritt, sobald die Kopienzahl an Erd2p vermindert wird (Semenza et al.,
1990).

Townsley et al. (1994) zeigten schlielllich, dass der Golgi-Defekt in erd2-
Deletionsmutanten nur ein sekundarer Effekt ist. Die Notwendigkeit von ERD2
liegt in der Rickfiihrung ER-residenter Fracht begriindet, ein bloBes Recycling
des Rezeptors zum ER ist nicht ausreichend. Erstaunlich ist, dass bisher kein
einzelnes essentielles ER-Protein identifiziert werden konnte, dessen
mangelnde Retention zu dem beobachteten letalen Phanotyp flihrt. Hefe-
Mutanten, deren essentielles ER-Chaperon Kar2p/BiP kein HDEL-Signal besitzt
sind lebensfahig (Hardwick et al., 1990), ebenso Stdamme mit HDEL-freier
Proteindisulfidisomerase (LaMantia et al., 1991). Denkbar ist also, dass nicht
der Verlust eines einzelnen ER-residenten Proteins ausschlaggebend ist,
sondern sich erst der Verlust mehrerer dieser essentiellen HDEL-tragenden
Proteine letal auswirkt (Townsley et al., 1994).

Inzwischen sind Homologe zu Erd2p in zahlreichen Eukaryoten bekannt
(Pfluger et al., 2004); von Protozoen wie Toxoplasma gondii oder Plasmodium
falciparum, Uber Pilze wie Schizosaccaromyces pombe oder Klyveromyces
lactis bis hin zum Pflanzen- (Arabidopsis thaliana) und Tierreich (u.a.
Drosophila melanogaster, Xenopus laevis, und Mus musculus). Im humanen
Proteom sind drei funktionell redundante Rezeptoren identifiziert, die in
unterschiedlichem Malle KDEL- und HDEL-Signale erkennen (Raykhel et al.,
2007). Die exakten Signalsequenzen unterscheiden sich in den einzelnen
Spezies haufig in der viertletzten Position des C-Terminus. So lautet das ER-
Retentionssignal in Schizosaccaromyces pombe ADEL (Pidoux und Armstrong,
1992), in Klyveromyces lactis meist DDEL (Lewis et al., 1990). Die hohe
Spezifitat des Rickhaltesystems zeigt sich auch an dem von Lewis und Pelham
(1990) identifizierten humanen KDEL-Rezeptor. ERD2.1 kann den erd2-
Phédnotyp in S. cerevisiae nicht komplementieren und in Saugerzellen kann der
Rezeptor aus der Hefe die Retentionsfunktion nicht gewahrleisten. Auch das
zweite ERD2-Homolog in Sdugern, ERD2.2, erkennt in erster Linie das

Signalmotiv KDEL, wenn auch eine schwache Reaktion auf DDEL-Fracht
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nachzuweisen war (Lewis und Pelham, 1992a). Obschon KDEL und HDEL die
hdufigsten Retentionssignale darzustellen scheinen, sind auch zahlreiche
Varianten des Signals wie RDEL, KEEL oder stark verdnderte Formen wie
NDELK in der Lage, die Rickfihrung in Sdugern und Pflanzen zu ermoglichen
(Vitale et al., 1993).

1993 wurde erstmals ein Modell fir den Riickhaltemechanismus beschrieben,
der auf einer pH-abhangigen KDEL-Bindung an den Rezeptor beruht (Wilson et
al., 1993). Der schwach saure pH-Wert in Golgi-Kompartimenten erlaubt die
Bindung HDEL-tragender Proteine an den Rezeptor. Der Liganden/Rezeptor-
Komplex wird tGber COP I-beschichtete Vesikel und tubuldre Strukturen zum
ER riicktransportiert. Bei neutralem pH-Wert des ER (Mellman et al., 1986)
dissoziieren Rezeptor und Frachtmolekdil. Die Fracht verbleibt im ER, wahrend
der Rezeptor Uiber den klassischen Sekretionsweg zum Golgi-Apparat

zuriickkehrt und dort fiir einen erneuten Riicktransportprozess bereit steht.

1.1 Die intrazelluldre Verteilung von HDEL- und KDEL-Rezeptoren

Der bovine KDEL-Rezeptor mERD2 (p23) zeigt in Sdugerzellen eine Verteilung
in kernnahen Golgi-Strukturen und in geringerem Ausmal} in punktuellen
Strukturen, die sich (ber die ganze Zelle verteilen und dem ER-Golgi-
Intermedidarkompartiment und ER-Substrukturen zugeordnet werden kénnen
(Tang et al., 1993). Auch PfERD2, das Rezeptor-Homolog aus Plasmodium
falciparum mit 42%iger Identitdt zu Hefe und Sduger, zeigt punktférmige
Strukturen in Kernndhe (Elmendorf und Haldar, 1993). Der Transport von
Erd2p zwischen punktformigen ER- und kernnahen Golgi-Strukturen in
Abhéangigkeit von Proteinen des GET-Komplexes wird von Schuldiner et al.
(2005) als Reaktion auf den Wechsel zwischen Minimal- und Komplexmedien
beschrieben. GET-Proteine, deren Funktionen noch nicht vollstandig geklart
sind, sind vermutlich an der ATP-abhangigen Golgi-ER-Passage, nicht aber am
anterograden Transport beteiligt und zeigen dhnliche Verteilungsmuster.

Die Expression von KDEL-Frachtmolekiilen verschiebt die hERD2-Expression in
Sdugerzellen aus Golgi-Strukturen zum ER (Lewis und Pelham 1992). Die

intrazelluldare Verteilung von Erd2p und seinen Homologen ist also sehr
3
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variabel und reagiert auf das Angebot an Liganden, um die korrekte

Lokalisation ER-residenter Proteine zu garantieren.

1.2 Suppressoren der erd2-Deletion

Hardwick et al. (1992) beschrieben erstmals SED-Gene (,suppressor of erd2
deletion”), die den Aerd2-Wachstumsdefekt komplementieren kdnnen. Bei
Uberexpression dieser Gene wird dennoch HDEL-Cargo sekretiert. Es wird also
nur der Wachstumsdefekt aufgehoben. Zellen ohne Erd2p zeigen Defekte im
anterograden Transport der Carboxypeptidase (CPY) zwischen Golgi und
Vakuole oder zuséatzlich bereits zwischen ER und Golgi. Morphologisch ist
erkennbar, dass der Sekretionsweg gestort ist. Es wird ein ,,geschwollener”
Golgi-Apparat beschrieben, ER und Golgi sind dennoch deutlich voneinander
getrennt. Dieser Phdnotyp lasst sich folgendermallen erkldaren: Erd2p als
Komponente der Recycling-Vesikel kontrolliert indirekt auch die Riickfiihrung
von Membranen vom Golgi zum ER. Wenn der Erd2p-Riicktransport ausfallt,
verbleiben andere Membranbestandteile wie Proteine und Lipide im Golgi-
Membransystem integriert. Der ER-Vorwartstransport erfolgt weiterhin, der
Golgi wird jedoch durch Akkumulation von ER-Komponenten ,vergiftet”, so
dass der weitere Sekretionsweg stark gestort ist. Erd2p konnte also als
Regulator fir Golgi-Zusammensetzung und -GréRe gesehen werden, eventuell
in Form einer strukturellen Komponente der Carrier-Vesikel. Inhibiert man
den anterograden ER-Golgi-Transport, kann der erd2-Wachstumsdefekt
aufgehoben werden. SED1 ist ein Zelloberflachen-Glykoprotein, das in hoher
Kopienzahl in der Zelle vorkommt. Dieser Uberfluss an Sedlp kann
moglicherweise das Budding von Golgi-Vesiklen stimulieren und so das
,Aufblihen” des Golgi verhindern. Eine Uberexpression der Dolicholphosphat-
Mannose-Synthase SED3/DPM1 (Orlean, 1990) schrankt den ER-Golgi-
Transport nicht ein, fihrt aber zum Akkumulieren kleiner Vesikel. Eine
mogliche  Erklarung wadre die Verdnderung der Fluiditdat und
Fusionseigenschaften der Golgi-Membran entweder auf strukturelle Art und
Weise oder durch die Verdanderung des Stoffwechselgeschehens innerhalb des

Golgi. So werden eventuell mehr Vesikel vom Golgi abgeschniirt, was dieses
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Kompartiment funktionell stabilisiert. SED2/SEC12 und SED4 zeigten die
starksten Auswirkungen auf den Aerd2-Phanotyp. SEC12 behindert den ER-
Golgi-Vorwartstransport und kdnnte damit den Golgi stabilisieren (Kaiser und
Schekman, 1990; Rexach und Schekman, 1991). Die N-Termini von Sed4p und
Sec12p sind zu 45 % identisch und kénnten dhnliche Funktionen haben. Fiir
Sed4p wird zusatzlich ein Kreislauf zwischen ER und Golgi vermutet, der selbst
einen Einfluss auf den Golgi-ER-Riicktransport haben kénnte (Hardwick et al.,
1992).

Es werden auch andere Kompensationswege etwa Uber die ERAD-
Komponente IRE1 beschrieben (Beh und Rose, 1995). Folglich wird bei
fehlender Retention von ER-Chaperonen ER-Stress induziert, der Uber Irelp

die Transkription dieser Faltungshelfer hochreguliert.

1.3 Die Topologie von HDEL- und KDEL-Rezeptoren

Die in vivo Topologie des zellularen HDEL-Rezeptors der Hefe S. cerevisiae ist
bisher noch unbekannt. Zur dreidimensionalen Struktur des bovinen Erd2p-
Homologs gibt es zwei divergierende Modelle. Townsley et al. (1993)
postulierten aufgrund einer Hydropathie-Analyse eine Struktur mit sieben
Transmembraneinheiten, wonach der C-Terminus zytosolisch orientiert
vorliegt, der N-Terminus luminal. Das von Sing et al. (1993) erstellte
Topologie-Modell geht von sechs hydrophoben Einheiten aus, welche die
Membran vollstandig durchspannen und einem hydrophoben Bereich, der
aufgrund seiner geringen Ldnge keine Transmembrandomane formt. Dieses
Modell basiert entgegen den Analysen von Townsley nicht nur auf einer
reinen in silico Sequenzanalyse auf Hydrophobizitat, sondern griindet sich auf
ein Glykosylierungsreportersystem. Es wurden Varianten des Rezeptors
hergestellt, in denen eine Gykosylierungsreporter-Domadne in einen der
,loop“-Bereiche zwischen zwei potentiellen Transmembraneinheiten
eingefligt wurde. Nach Translation in Mikrosomen konnten anhand einer
Massenzunahme diejenigen Varianten identifiziert werden, deren markierte
»,loop“-Struktur  luminal  orientiert  vorliegt und  entsprechende

Glykosylierungsmodifikationen erhalten konnte. Die Lokalisation der beiden
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Termini wurde durch ,Tagging” und immunzytochemische Analyse als
zytosolisch bestimmt.

Zu vergleichbaren Ergebnissen kommen Brach et al. (2009) bei der in vivo
Topologie-Analyse des ERD2-Homologs in Arabidopsis thaliana. Bei diesen
Analysen wurde ein redoxsensitives Fluoreszenzsystem an sukzessiv verkiirzte
Varianten des Rezeptors angefligt, das Aufschluss (iber die Orientierung der
jeweiligen C-Termini im ER-Lumen bzw. im Zytosol gibt. Der Rezeptor AtERD2
besitzt demnach sechs Transmembrandomanen, seine beiden Termini liegen

zytosolisch vor.

2. Topologie-Analyse

Das Auffinden von Interaktions- und Regulationsdomdnen in
Membranproteinen setzt voraus, dass bekannt ist, welche Teilbereiche des
Proteins auf zytosolischer oder nicht-zytosolischer Seite der Membran
vorliegen. Die Topologie eines integralen Membranproteins gibt Auskunft
Uber die Sequenzbereiche, welche die Membran durchspannen und Uber die
zytoplasmatische oder nicht-zytoplasmatische Orientierung der verbindenden
»loop“-Strukturen. Bitopische Membranproteine verfligen tber eine einzelne
Transmembraneinheit und werden nach ihrer Orientierung in zwei Kategorien
unterteilt. Membranproteine vom Typ | besitzten einen zytoplasmatischen
C-Terminus und einen ER-luminalen N-Terminus. Die Orientierung bei Typ Il ist
entgegengesetzt. Polytopische Membranproteine durchspannen die
Membran mehrfach.

Algorithmen zur Vorhersage der Topologie von Membranproteinen anhand
ihrer Primédrstruktur basieren sich auf den bisherigen Kenntnissen liber die
Aminosaure-Verteilung in Transmembrandoméanen. Diese bestehen aus

Ill

a-helikalen oder B-,barrel“-Strukturen. Auch wenn inzwischen Algorithmen

die Vorhersage von membrangingigen Elementen in pB-,barrel”-
Membranproteinen ermoglichen (Gromiha et al., 2008), ist die Identifizierung
von Transmembran-o-Helices durch die zahlreichen frei zugénglichen
Programme fundierter. Wahrend membrandurchspannende pB-,barrels”

neben hydrophoben auch polare und geladene Aminosauren enthalten,
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setzen sich a-helikale Transmembrandomadnen hauptsachlich  aus
hydrophoben Aminosduren zusammen. Diese Tatsache wurde von den ersten
Vorhersage-Algorithmen  genutzt, welche allen Aminosduren der
Proteinsequenz ihre Hydrophobizitdt zuordneten und Bereiche, in denen viele
hydrophobe Reste aufeinander folgen, als Transmembransegmente festlegten
(Kyte und Doolittle, 1982). Andere Algorithmen wie die ,dense alignment
surface”-Methode integrieren Informationen Uber die Zusammensetzung der
Transmembran-Helices bekannter Proteine in die Vorhersage. Potentielle
Transmembransegmente werden durch eine hohe Sequenzhomologie zu
bereits charakterisierten Transmembran-Helices eines Datensets festgelegt
(Cserzo et al., 1997). Nicht die exakte Ubereinstimmung der Sequenzfolge,
sondern die fir einzelne Substrukturen von Membranproteinen
charakteristische Verteilung von Aminosauren bildet die Grundlage von
Programmen, die mit dem ,hidden Markov model” arbeiten. Solche
Algorithmen beurteilen die Zusammensetzungen der Helix-Kernstruktur, des
Grenzbereichs zwischen Transmembransegment und ,loop“, sowie der
zytosolischen und Iluminalen Bereiche. Das sogenannte ,training” der
Programme erfolgt an Datensets bekannter polytopischer Membranproteine
(Tusnddy und Simon, 1998). Anhand hochauflésender Strukturen von
Membranproteinen wurde ermittelt, in welcher Haufigkeit die einzelnen
Aminosauren in bestimmten Substrukturen vorkommen (Ulmschneider et al.,
2005). Wahrend die hydrophoben Aminosauren Alanin, Isoleucin, Valin und
Leucin in der Kernregion der a-Helix dominieren, kommen kleine Reste wie
Glycin oder Alanin ebenso wie Serin meist in Grenzbereichen vor. Die
aromatischen Aminosduren Tyrosin und Tryptophan herrschen an der
Lipid/Wasser-Grenzfliche vor. Geladene Aminosdauren zeigen eine
asymmetrische  Verteilung in  hydrophilen, nicht-membrangéangigen
Segmenten; besonders Arginin und Lysin finden sich vorrangig auf der
zytosolischen Seite. Diese ladungsspezifische Anordnung spiegelt sich in der
»positive inside rule” wider und wurde inzwischen nicht nur in Prokaryoten,
sondern auch in eukaryotischen Systemen bestatigt (von Heijne, 1992; Goder

etal., 2004).
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Die in silico Analyse von polytopischen Membranproteinen sieht sich immer
noch mit zahlreichen Herausforderungen konfrontiert. Speziell die Sonderfille
von dualer, multipler oder dynamischer Topologie entziehen sich der Analyse
durch Vorhersage-Algorithmen (von Heijne, 2006). Auch unter der
Voraussetzung einer stabilen, unveranderlichen Einlagerung von a-Helices in
die Membran st die Festlegung der exakten Grenzen der
Transmembraneinheiten schwierig. Die Zahl der experimentell untermauerten
Topologie-Modelle ist immer noch gering, so dass die Datensets, auf denen
Vorhersage-Programme aufbauen, in ihrem Umfang und im Organismen-
Spektrum stark eingeschrankt sind. In Folge dessen differieren die in silico
vorhergesagte und die tatsachliche in vivo Topologie haufig stark (Ott und
Lingappa, 2002).

Es ist daher unerlasslich, ein in silico erstelltes Modell durch in vivo Analysen
experimentell zu bestatigen, um eine valide Aussage zur Topologie eines
Membranproteins treffen zu koénnen. Solche in vivo Topologie-Analysen
stitzen sich auf Genfusions-Experimente mit Reportersystemen, die im
Anschluss an die potentiellen Transmembransegmente angefligt werden. Als
Reporter bieten sich Proteine an, deren katalytische Funktion nur auf einer
Membranseite gewadhrleistet ist. In E. coli kann die alkalische Phosphatase
(PhoA) Aufschluss lber die periplasmatische Orientierung geben, da nur dort
die korrekte Faltung des Reporters erfolgen kann (Manoil und Beckwith,
1986). Einen weiteren periplasmatischen Reporter stellt die B-Lactamase dar,
welche eine Ampicillin-Resistenz vermittelt (Broome-Smith et al., 1990). Eine
Positionierung des  C-Terminus auf der gegenlberliegenden
zytoplasmatischen Membranseite kann Uber die Aktivitat der angefligten
B-Galaktosidase (Froshauer et al., 1988) nachgewiesen werden. Statt die
Enzym-Aktivitdt zu bestimmen, konnen in einem direkteren und weniger
aufwandigen Testsystem GFP-Fusionen Uber die Fluoreszenzintensitat
ausgewertet werden. Nur bei zytoplasmatischer Orientierung des
Fluoreszezproteins kdnnen Faltung und Reifung des Fluorophors stattfinden.

Mit einer Kombination aus PhoA und GFP nutzten Drew et al. (2002) ein
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duales System zur in vivo Topologie-Kartierung von zwolf Proteinen der
inneren Membran von E. coli.

Die Abhdngigkeit der katalytischen Aktivitat von Reporter-Proteinen wurde
auch in S. cerevisiae als erste Strategie zur in vivo Topologie-Analyse benutzt.
Bereits 1990 konnte die Orientierung von Tranmembranhelices in zwei Hefe-
Isozymen (iber Fusionsproteine in Wachstumstests bestimmt werden. Als
Reporter wurde die katalytische Domdne von His4p benutzt, welche den
letzten Schritt der Histidin-Biosysthese im Zytoplasma katalysiert (Sengstag et
al., 1990). Die in vivo Topologie von Gaplp (general amino acid permease),
einem integralen Membranprotein mit zwolf Transmembraneinheiten, wurde
Uber ein Glykosylierungsreportersystem aufgeklart (Gilstring und Ljungdahl,
2000). Dieses System liefert den Nachweis auf der ER-luminalen
Membranseite Uber eine GrofRenzunahme des Fusionsproteins durch das
posttranslationale Anfiigen von Zuckerresten. Uber ein duales System aus
Glykosylierungs- und Wachstumsreporter konnten Kim et al. (2003) die
Lokalisation der C-Termini von 37 Proteinen in S. cerevisiae bestimmen. Eine
im Zuge des MaBschneiderns von Fluoreszenzproteinen erzeugte GFP-
Variante lieferte kirzlich ein neues Werkzeug zur in vivo Topologie-Analyse.
Hanson et al. (2004) entwickelten redoxsensitive GFP-Varianten mit
veranderlichen Fluoreszenzeigenschaften. Bei redoxsensitivem GFP variieren
die Anregungsmaxima zwischen reduzierenden Bedingungen im Zytoplasma
und oxidierenden Bedingungen im ER-Lumen. So konnte die
Membrantopologie von AtErd2 mit einem einzigen Reporter bestimmt
werden, der auf beiden Membranseiten Signale lieferte (Brach et al., 2008). Es
ist zu erwarten, dass sich in den kommenden Jahren bioinformatische
Werkzeuge zur in silico Vorhersage und experimentelle Herangehensweisen
zusammen mit den wachsenden Kenntnissen der Transmembran-Erkennung
durch Translokon-Komplexe ergdanzen und folglich die Bestimmung der

Topologie von integralen Membranproteinen stetig verlasslicher wird.
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3. Ubiquitinierung

Die Ubiquitinierung ist eine reversible posttranslationale Proteinmodifikation,
bei der Ubiquitin — ein kleines, hochkonserviertes Protein von 76 AS — an das
Zielprotein angefuigt wird (Hershko und Ciechanover, 1998). Gewdhnlich
erfolgt die Verknilipfung Uber eine Isopeptid-Bindung an einen Lysinrest,
jedoch kénnen auch der N-Terminus oder Nicht-Lysin-Reste wie Cysteine den
Angriffspunkt fur die Ubiquitinierung darstellen (Ciechanover, 2005; Cadwell
und Coscoy, 2005).

Die Ubiquitinierung bendtigt drei aufeinanderfolgende Schritte, die jeweils
von einem zentralen Enzym katalysiert werden. Unter ATP-Verbrauch wird
Ubiquitin Gber eine Thioestherbindung an ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym
(E1) gebunden. Nach der Ubertragung des aktivierten Ubiquitins auf ein E2-
Enzym wird es schlieflich durch die Aktivitdt einer Ubiquitin-Ligase (E3)
kovalent mit dem Zielprotein verkniipft (Kerscher et al., 2006). Bisher ist
bekannt, dass das Hefe-Genom ein E1, elf E2s und 54 E3s kodiert (Lauwers et
al., 2010).

Ubiquitin selbst besitzt sieben Lysinreste, die ebenfalls Ziele fir weitere
Ubiquitinierungsschritte bieten kénnen. Bei kiirzeren Ketten spricht man von
einer Oligoubiquitinierung, mehr als vier Ubiquitin-Einheiten bilden eine
Polyubiquitinkette aus. Das zelluldre Schicksal wird durch die Lange der Ketten
ebenso wie durch die Topologie dieser Ketten bestimmt. Letztere wird durch
die Wahl des Ubiquitin-eigenen Lysinrests als Ansatzpunkt weiterer Ubiquitin-
Elemente festgelegt. Die Polyubiquitinierung der Ubiquitin-Einheiten Uber
Lysin 48 kennzeichnet Proteine, die dem Proteasom zugefiihrt und abgebaut
werden (Hershko und Ciechanover, 1992). Liegt eine Verkniipfung Gber Lysin
63 vor, signalisiert die Kette fiir einen Transport von der Plasmamembran zu
Lysosomen (Barriere et al., 2007). Die Monoubiquitinierung reguliert die
Transkription im Rahmen einer Histon-Modifikation und spielt eine
entscheidende Rolle bei der eukaryotischen DNA-Reparatur (Henry et al.,

2003; Muratani und Tansey, 2003; Garcia-Higuera et al., 2001).
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Die Bedeutung des Ubiquitinierungssystems zeigt sich an zahlreichen
Krankheitsbildern, die in einem Verlust der Ubiquitin-Signale begriindet sind;
z.B. bei neurodegenerativen Krankheiten wie Parkinson, bei verschiedenen
Tumoren, bei Kardio-vaskuldren Erkrankungen wie dem Liddle-Syndrom und
beim 3 M Syndrom, einer Wachstumsstorung (Shimura et al., 2000; Scheffner
und Staub, 2007; Huber et al., 2005). Ein Genprodukt des Karposi-Sarkom-
assoziierten Herpesvirus wurde als erstes Genprodukt identifiziert, das lber
Induktion der Ubiquitinierung die MHC I-abhdngige Immunabwehr stilllegt
(Hewitt et al., 2002).

Uber die Beeinflussung der Stabilitit oder der Lokalisation einzelner Proteine
nimmt die Ubiquitinierung eine essentielle Rolle bei zahlreichen zellularen
Prozessen ein. Die Signalwirkung der Ubiquitinierung zum proteasomalen
Abbau fehlgefalteter Proteine wurde anhand des Zusammenspiels
zytoplasmatischer Chaperone und des Ubiquitin/Proteasom-Systems erkannt
(Esser et al., 2004). Intrazellulare Signalwege wie der NFkB-Weg werden durch
nichtproteolytische Polyubiquitin-Ketten reguliert (Kanayama et al., 2004).
Ubiquitinierung stellt auch einen wichtigen Regulationsmechanismus im
Zellzyklus dar, wobei Zykline zyklisch ubiquitiniert und abgebaut werden
(Bassermann et al., 2005). Die Beteiligung der Ubiquitinierung an

endozytotischen Prozessen wird im Folgenden naher erlautert.

3.1 Ubiquitinierung und Endozytose

Transmembranproteine stellen in allen Organismen, vom Einzeller bis hin zu
Saugern, die Selektivitat des Transports Uber die Plasmamembran und die
inneren Membransysteme sicher. Diese Transportprozesse missen einer
strikten Regulation unterliegen, um die Anpassung an verdnderliche
Umweltbedingungen zu garantieren. Besonders gut untersucht ist die
Regulation von Plasmamembran-Transportern und -Rezeptoren in
Saccharomyces cerevisiae. So ist beschrieben, dass Permeasen fiir bestimmte
Nahrstoffe von der Plasmamembran internalisiert werden, sobald ein
Substrat-Uberschuss vorliegt. Das Signal fiir die Internalisierung liefert eine

Ubiquitinierung (Lauwers et al., 2010). Den ersten Hinweis auf einen
11
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Zusammenhang zwischen Ubiquitinierung und Transportereignissen lieferten
Kélling und Hollenberg (1994). Sie beobachteten, dass in MAT a-Hefen mit
Endozytosedefekten der Pheromontransporter Ste6p in einer ubiquitinierten
Form an der Plasmamembran akkumuliert. Inzwischen ist bekannt, dass die
Ubiquitinierung das Recycling von Ste6p zuriick zur Plasmamembran reguliert
(Krsmanovic et al., 2005). Die ligandeninduzierte Aufnahme des G-Protein
gekoppelten a-Faktor-Rezeptors Ste2p setzt eine Ubiquitinierung an einem
einzigen Lysinrest im C-Terminus voraus. Die Internalisierung folgt einem
geregelten  Ablauf, wonach infolge der Ligandenbindung eine
Hyperphosphorylierung stattfindet, welche wiederum die Ubiquitinierung
induziert (Hicke und Riezman, 1996; Hicke et al., 1998). Die Ubiquitin-Ligase
Rsp5p wurde als essentielle Komponente des Ubiquitin-abhdngigen Prozesses
identifiziert, der die Permeasen Gaplp und Furdp herunterreguliert. Die PEST-
dhnliche Sequenz im Pheromonrezeptor Ste3p enthdlt drei redundante
Lysinreste und steuert die Ubiquitinierung, Endozytose und den Abbau des
Rezeptors (Roth und Davis, 2000).

Die beiden Rezeptoren PDGFR (,platelet derived growth factor receptor”) und
EGFR (,,epidermal growth factor receptor”) sind die ersten beiden Rezeptoren
in Sdugern, bei denen eine Ubiquitinierung festgestellt wurde (Galcheva-
Gargova et al., 1995; Mori et al., 1993). Inzwischen ist fiir die Mitglieder aus
mindestens sechs Subfamilien von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) eine
Liganden-abhangige Ubiquitinierung beschrieben (Miranda und Sorkin, 2007).
An den beiden RTKs EGFR und HGFR/c-Met (,hepatocyte growth factor
receptor”) wurde die Ubiquitin-abhdngige Internalisierung als negativer
feedback-Mechanismus des Rezeptor-Signalwegs naher beschrieben.
Zundachst aktiviert die Bindung des Liganden die RTK, so dass spezifische
Tyrosine phosphoryliert werden. Diese modifizierten Reste der RTKs dienen
im Folgenden als Bindungsmotiv fiir die Tyrosinkinase-Bindedoméane (TKB) der
E3-Ubiquitin-Ligase. Nach der Ubiquitinierung der Rezeptoren erfolgt ihre
Internalisierung (Sorkin und von Zastrow, 2002). Schwacher ubiquitinierte
EGFR-Varianten, welche nicht effizient degradiert werden, bestétigten, dass

die korrekte Ubiquitinierung fiir die lysosomale Zielsteuerung notwendig ist.
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Bei einem reduzierten Ubiquitinierungsmuster tritt der Rezeptor in einen
Recycling-Prozess zur Plasmamembran ein (Levkowitz et al., 1999). Tubuladre
Membranstrukturen sogenannter ,multi vesicular bodies” (MVBs) sind die

zelluldren Substrukturen, die fiir dieses Recycling verantwortlich sind.

4, Killertoxine

Das Killerphdnomen in Saccharomyces cerevisiae wurde erstmalig in den 60er
Jahren des vorigen Jahrhunderts beschrieben. Bevan und Makower
untersuchten die antibiotische Wirkung eines sekretierten Proteintoxins, das
andere Stamme derselben und auch verwandter Gattungen abtotet (Bevan
und Makower, 1963). Inzwischen sind Killersysteme in den gut untersuchten
Hefen Candida, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia, Ustilago, Williopsis,
Zygosaccharomyces und zahlreichen anderen Gattungen identifiziert
(Yokomori et al. 1988; Schmitt et al., 1997; Stark et al., 1990; Bolen et al.,
1994; Koltin und Day, 1975; Ashida et al., 1983; Radler et al., 1993; Marquina
etal., 2002).

Die Produktion eines Killertoxins bedeutet fiir Hefezellen einen zusatzlichen
Energieaufwand und so ldsst sich die Existenz von Killerstimmen in
natdrlicher Umgebung nur durch einen Selektionsvorteil erkldren. In
Okosystemen kommt Hefen eine essentielle Rolle bei Abbauprozessen zu. An
natlrlichen Hefemischkulturen auf Frichten konnten Starmer und Mitarbeiter
zeigen, dass der Toxinproduzent Pichia kluyveri die Verbreitung der sensitiven
Hefe Cryptococcus cereanus einschrankt und damit einen entscheidenden
Wachstumsvorteil erzielt (Starmer et al., 1987). Die evolutiondre Bedeutung
von Killerstammen wirkt sich auch auf industrielle Prozesse aus. Bei der
traditionellen Weinherstellung durch spontane Fermentation sind zum
Uberwiegenden Teil Killerstamme beteiligt. Bei Kenntnis der endogenen
Stamme kann eine gezielte Auswahl von konkurrenzfahigen Starterkulturen
sowohl Produktionsleistung als auch -qualitat verbessern (Vagnoli et al., 1993;
Magliani et al., 1997). Die medizinische Anwendung von Killertoxinen als
Alternativen zu klassischen Antimykotika wurde bereits am Beispiel von

Pneumocystis carinii, dem Erreger von Pneumonien, vorgeschlagen (Cailliez et
13
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al., 1994). Auch erste Studien zum Einsatz von viral kodierten Killertoxinen zur
Fungizid-Produktion in Kulturpflanzen zeigen eine neue Strategie zur Kontrolle
von Pathogenen auf (Park et al., 1996). Vielversprechend ist das
Expressionssystem der viral kodierten Toxine in Hefen aus biotechnologischer
Sicht. Sekretions- und Prozessierungssignale aus Killtertoxinen erlauben die
effiziente Expression und Sekretion heterologer Proteine in Hefen (Heintel et
al., 2001; Schmitt und Breinig, 2002).

Die genetische Grundlage der Killer-Charakteristik kann wie bei Kluyveromyces
lactis auf doppelstrangigen DNA-Plasmiden beruhen oder chromosomal
kodiert sein, wie in Williopsis californica (Gunge et al., 1981; Theisen et al.,
2000). Die bislang am intensivsten untersuchten Killerhefen gehoren jedoch
der Gattung Saccharomyces an und erhalten ihren Phanotyp durch
zytoplasmatisch vererbte dsRNA-Viren (Tipper und Schmitt, 1991). In
Killerstammen sind stets zwei dsRNA-Genome vohanden, die in Form von
yvirus like particles” (VLP) encapsidiert sind. Die genetische Information fir
die toxische Komponente liegt in Form des M-Virus vor, das fiir dessen
Replikation auf ein L-A-Helfervirus angewiesen ist. Das Genom des L-A-Virus
aus der Totiviridae-Familie enthélt auf dem (+)-RNA-Strang zwei liberlappende
ORF. Sie kodieren fir das Hullprotein Gag und die RNA-abhéanigige RNA-
Polymerase, welche durch ein ,frame-shift“-Ereignis als Gag-Pol-
Fusionsprotein synthetisiert wird. Das toxinkodierende M-Satellitenvirus ist
fir die RNA-Replikation in Form des (-)-Strangs, die Synthese des (+)-Strangs
und die Verpackung in virale Capside auf das L-A-Virus angewiesen (Tipper
und Bostian, 1984; Schmitt und Breinig, 2002).

Durch ihren Wirkungsmechanismus und eine damit verknipfte spezifische
Immunitat lassen sich die drei Killertoxine K1, K2 und K28 abgrenzen, die
jeweils durch ein eigenes M-Virus kodiert sind (Hanes et al., 1986, Dignard et
al., 1991, Breinig et al., 2006). K1 gehort wie das von Zygosaccharomyces bailii
sekretierte Zygocin zu den ionophoren Toxinen (Weiler und Schmitt 2003;
Martinac et al., 1990). K2 zeigt starke Ahnlichkeit in Struktur und Funktion zu
K1; das Toxin wirkt ebenfalls durch Bildung von Kandlen in der

Plasmamembran. Dennoch scheinen sich die Mechanismen der Interaktion
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mit der Zellwand und der Membran im Detail zu unterscheiden (Novotna et
al., 2004). K28 hingegen zeigt trotz vergleichbarem Prozessierungs- und
Sekretionsweg einen vollig verschiedenen Wirkmechanismus als K1 und K2.
Nach Rezeptor-vermittelter Aufnahme und retrogradem Transport inhibiert
das Toxin die DNA-Synthese und |6st einen Zellzyklusarrest in der S-Phase aus.
Der beobachtete Phanotyp auflert sich in einer mittelgroBen Knospe und
einem haploiden Chromosomensatz des Nukleus, der vollstandig in der
Mutterzelle verbleibt. Werden sensitive Hefen niedrigen K28-Konzentrationen
ausgesetzt, zeigen sie apoptotisches Verhalten (Schmitt et al., 1996; Reiter et

al., 2005).

4.1 Das viral kodierte Proteintoxin K28 der Hefe
Saccharomyces cerevisiae

4.1.1 Prozessierung und Sekretion von K28 durch den Toxin-Produzenten

Die M28-dsRNA wurde erstmalig 1990 von Schmitt und Tipper isoliert. Sie
kodiert fiir ein Praprotoxin, welches gleichzeitig auch die Immunitdt des
Produzenten gegen das sekretierte K28-Toxin vermittelt (Schmitt und Tipper,
1990; Wickner, 1996; Breinig et al., 2006). Das K28-Praprotoxin (pptox) aus
345 Aminosauren zeigt als in vitro Translationsprodukt eine GréRe von 38 kDa
(Schmitt, 1995). Die Prozessierung der Toxinvorldaufer zeigt trotz signifikant
unterschiedlicher Sequenz auffillige Ubereinstimmungen bei K28 und K1 und
verlduft dhnlich zur Proinsulin-Reifung in Sduger-Zellen (Bostian et al., 1984;
Schmitt und Breinig, 2002). So kann die K28-pptox-Sequenz in finf
Untereinheiten unterteilt werden: die 10,5 kD groBe a-Untereinheit, welche
die Toxizitdt vermittelt, gefolgt von der in vivo N-glykosyslierten
v-Untereinheit und der 11 kD grofRen B-Untereinheit, der die Funktion der
Bindung an die Zielzelle und des retrograden Transports des reifen Toxins
zukommt. Am extremen N-Terminus sorgt die hydrophobe Pra-Sequenz als
ER-Import-Signal fiir den posttranslationalen Eintritt in den Sekretionsweg.
Die Funktion der darauf folgenden Pro-Sequenz ist noch nicht geklart, sie
scheint aber bei der intrazelluldren Expression von K28-a-Suizid-Varianten fir

die Toxizitdt notwendig zu sein (Schmitt und Breinig, 2002; Eisfeld et al.,
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2000; Riffer et al., 2002; Kelkel, 2009). Abbildung 1 zeigt schematisch wie der
Toxinvorlaufer im klassischen Sekretionsweg in mehreren Schritten
prozessiert wird. Unmittelbar nach dem posttranslationalen Import des
Vorlaufers ins ER wird durch eine Signalpeptidase die N-terminale
Pra-Sequenz abgespalten. Die y-Sequenz wird Uber N-Glykosylierung
modifiziert, wahrend die o- und die B-Untereinheit durch die
Proteindisulfidisomerase Uber eine Disulfidbricke zwischen a-Cyssg und
B-Cyssqo verkniift werden. Die ndchsten Prozessierungsschritte erfolgen in
spaten Kompartimenten des Golgi. Dort erkennt die Endopeptidase Kex2p
drei Spaltungsstellen, die zwischen der Pro- und der a-Sequenz, sowie
unmittelbar am N- und am C-Terminus der y-Untereinheit vorliegen, so dass
jene entfernt wird. Die Carboxypeptidase Kex1lp katalysiert die Prozessierung
des B-C-Terminus, so dass die endgiltige Konformation erreicht und das
endstandige HDEL-Motiv des Toxins freigelegt wird. Die besondere Bedeutung
dieses Prozessierungsschritts wird am Phanotyp von Hefen sichtbar, welche
eine Toxinvariante ohne den maskierenden Arginin-Rest exprimieren. Diese
Zellen sind immun gegen alle toxischen K28-Derivate, téten aber selbst
sensitive Zellen nicht. Der C-terminale Arginin-Rest muss also das HDEL-Motiv
im frihen Sekretionsweg des Produzenten maskieren, um die Retention im ER
zu verhindern. Vor der Sekretion muss dieser Rest jedoch entfernt werden, so
dass das HDEL-Motiv in sensitiven Zellen den Golgi-ER-Transport vermitteln
kann (Eisfeld, 2001). Das reife Toxin weist eine Grof3e von 21 kDa auf und wird

Uber sekretorische Vesikel ins Aulenmedium freigesetzt.
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Toxinvorlaufer im pri | pro a y B
Zytosol (pptox)

Faltung und
Modifikation im ER

Prozessierung im Golgi
zum reifen Toxin

SS 0

Kex2p-Spaltung Kex1p-Spaltung

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Prozessierung des K28-
Vorladuferproteins im Sekretionsweg von Saccharomyces cerevisiae.

In Modifikations- und Prozessierungsschritten unter Beteiligung der
Signalpeptidase (SP), der Endopeptidase Kex2p und der Carboxypeptidase Kexlp
reift der K28-Toxinvorlaufer zum o/B-Heterodimer aus, das sekretiert wird (verdndert
nach Riffer et al., 2002 und Schmitt und Breinig, 2006).

4.1.2 Aufnahme von K28 in sensitiven Zielzellen

Fiir die drei in Saccharomyces cerevisiae beschriebenen Killertoxine K1, K2
und K28 existiert ein gemeinsamer zweistufiger Aufnahmemechanismus (vgl.
Abbildung 2). Sensitive Zielzellen tragen auf ihrer Oberflaiche den
Primédrrezeptor in der Zellwand. Fir K1 und K2 handelt es sich bei diesem
Rezeptor um f-1,6-D-Glukan, K28 nutzt ein hochmolekulares a-1,3-
Mannoprotein. Die energieunabhangige Bindung an den Zellwandrezeptor
kdnnte das Toxin sowohl auf Ebene der Zellwand konzentieren als auch den
Kontakt zur darunterliegenden Zellmembran erleichtern (Al-Aidroos und
Bussey, 1978; Hutchins und Bussey, 1983; Schmitt und Radler, 1987; 1988).
Mit Krelp konnte der Sekundarrezeptor fir K1 auf Ebene der Membran
eindeutig identifiziert werden. Es handelt sich um ein O-glykosyliertes Protein,
das mit Hilfe einer GPI-Verankerung zur Membran gelangt und auch an der

Synthese des Primédrrezeptors beteiligt ist (Breinig et al., 2002; 2004).
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Zellwand

=
B/

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Aufnahme und des intrazelluldaren
Transports des Toxins K28 in Saccharomyces cerevisiae.

Nach dem derzeitigen Modell wird K28 (iber einen zweistufigen Mechanismus
aufgenommen. Der Priméarrezeptor (R1) ist ein hochmolekulares Mannoprotein der
Zellwand. Auf Ebene der Plasmamembran (PM) wird das Toxin anhand seines HDEL-
Motivs am B-C-Terminus von Erd2p (R2) erkannt. Der Rezeptor/Toxin-Komplex wird
internalisiert und retrograd Uber Endosomen und Golgi-Apparat bis zum ER
transportiert. Nach der Retrotranslokation des Toxins dissoziieren beide
Untereinheiten im Zytosol. Die B-Untereinheit wird der Degradation (iber das
Proteasom (P) zugefiihrt. Die a-Untereinheit diffundiert in den Zellkern und entfaltet
ihre toxische Wirkung (verandert nach Schmitt und Breinig, 2006).

Auch fir K28 steigt die Zahl der Hinweise auf einen spezifischen
Plasmamembran-Rezeptor. K28 (ibt nicht wie K1 bereits an der Membran
seine toxische Wirkung aus, sondern wird endozytotisch aufgenommen und
retrograd bis ins Zytosol der sensitiven Zielzelle transportiert (Eisfeld et al.,
2000). Fir die Existenz eines rezeptorvermittelten Prozesses spricht die
Kinetik der Toxinaufnahme. Bereits zehn Minuten nach Toxin-Zugabe ist K28
im Zytosol sensitiver Zielzellen nachweisbar. Diese hohe Geschwindigkeit ist
vergleichbar mit der raschen Endozytose des Cholera- und des Shiga-Toxins
(Eisfeld et al., 2000; Majoul et al., 1996; Sandvig et al., 1994). Spindler konnte

2004 an heterolog exprimierten K28-GFP-Derivaten mit C-terminalem ER-
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Retentionssignal die entscheidende Bedeutung des HDEL-Motivs fir die
Endozytose bestatigen. Erste fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von
Erd2GFP-Derivaten in end3-Mutanten deuteten an, dass Erd2p bei Defekten in
frihen Schritten der Endozytose in der Plasmamembran akkumuliert. Damit
scheint es plausibel, dass der HDEL-Rezeptor in Hefe nicht nur in Membranen
des Endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparats vorkommt,
sondern Uber intrazelluldre Transportprozesse bis zur Plasmamembran
gelangen kann (Heiligenstein, 2008). Dort kann Erd2p als Sekundarrezeptor
das Toxin K28 binden, so dass ein Rezeptor/Ligand-Komplex entsteht, der
internalisiert und retrograd bis zum ER transportiert wird. erd2-Mutanten
zeigten sich als K28-resistent, die Sensitivitdit wurde jedoch durch eine
plasmidgetriebene Expression von ERD2 wieder hergestellt (Mentges, 1997).
Dieser Phdnotyp wurde bisher auf eine Notwendigkeit der Interaktion von K28
mit Erd2p im retrograden Transportweg zurlickgefiihrt. Es steht jedoch zu
vermuten, dass Erd2p schon zu einem friheren Zeitpunkt, bereits bei der
Endozytose von K28, eine essentielle Rolle spielt. Ein beispielhaftes Indiz
hierfir ist die verstarkte Aufnahme von K28 durch Hefezellen nach
Uberexpression von ERD2-Derivaten auf ,multi copy“-Plasmiden (Ries, 2004).

Eisfeld bestatigte in ihrer Dissertation (2001) die Relevanz des B-C-terminalen
HDEL-Motivs fir den retrograden Transport des K28-Toxins. Anhand dieses
Motivs erfolgt die Erkennung des Rezeptor/Ligand-Komplexes und sein
retrograder Transport Uber COPI-beschichtete Vesikel vom trans-Golgi-
Netzwerk bis zum ER.

Diese Strategie nutzen auch andere Toxine, die ihre Wirkung im Zellinnern
entfalten mussen (Lord und Roberts, 1998). Das Cholera-Toxin (CT) und das
,heat labile“-Enterotoxin (LT) aus Escherichia coli tragen die HDEL-dhnlichen
Retentionssignale KDEL und RDEL. Diese Motive scheinen zwar fir die
Toxizitdt nicht essentiell zu sein, kdnnen den Transport und die biologische
Aktivitat aber maximieren (Cieplak et al., 1995; Lencer et al., 1995). Der
C-Terminus des Pseudomonas Exotoxins (PE) lautet REDLK und wird in
Sadugerzellen vom KDEL-Rezeptor erkannt und transportiert. Die Deletion

dieses Motivs fuhrt zum Verlust der cytotoxischen Aktivitdat, wahrend diese

19



Einleitung

durch das Anfligen des starken Retentionssignals KDEL fiir Sduger im Vergleich
zum wildtypischen Toxin verdoppelt werden kann (Jackson et al., 1999;
Chaudhary et al., 1989; Seetharam et al., 1991). Wird das KDEL-Motiv an den
C-Terminus der A-Untereinheit des Pflanzentoxins Ricin (RTA) angefigt, ist
die Zytotoxizitat in Sdugerzellen signifikant erhoht (Wales et al., 1993).

Ist das Toxin K28 im ER der sensitiven Zielzelle angelangt, muss es die ER-
Membran Uberwinden, um Uber das Zytosol bis zu seinem Zielort, dem
Zellkern zu gelangen. Schon seit 1997 ist bekannt, dass der Sec61-Kanal nicht
nur als Translokon zum Import sekretorischer Proteine dient, sondern auch
die Dislokation fehlgefalteter Proteine aus dem ER ins Zytosol vermittelt, wo
diese abgebaut werden (Pilon et al., 1997; Plemper et al., 1997). Mutanten,
die temperaturabhangig einen Defekt im Sec61-Komplex aufweisen, zeigten
sich in Sensitivitatsstudien als resistent gegen K28 (Eisfeld, 2001). Auch in
diesem Transportschritt zeigen sich Parallelen von K28 zu anderen Toxinen,
die ebenfalls diese Route nutzen, um aus dem ER zu gelangen, dabei aber
weitgehend dem Abbau entgehen. Die Al-Untereinheit des Cholera-Toxins
und die Ricin-Untereinheit RTA nutzen ebenfalls den Sec61-Kanal zur ER-
Zytosol-Dislokation (Hazes und Read, 1997; Schmitz et al., 2000; Lord et al.,
2003). Die Toxine scheinen dabei den natirlichen Weg zum Ausschleusen
fehlgefalteter Proteine zu nutzen, der als ER-assoziierte Degradation (ERAD)
beschrieben ist und an dem auller Sec61p zahlreiche akzessorische Proteine
Anteil haben (Ellgaard und Helenius, 2003;).

Heiligenstein bestatigte in ihrer Dissertation (2008) die Beteiligung der Dnal-
dhnlichen Chaperone Jem1p und Scjlp sowie der Proteindisulfidisomerase an
der Dislokation von K28 aus dem ER. Des Weiteren wird das Hsp70-Chaperon
BiP und das Hsp40-Chaperon Sec63p bendtigt (Eisfeld, 2001). Hingegen zeigte
sich kein Einfluss der klassischen ERAD-Komponenten wie Cdc48p oder seiner
Kofaktoren Ufdlp und Npldp auf die Retrotranslokation. Auch Defekte in
Komponenten der Erkennungs- und Degradationsmaschinerie des Proteasoms
zeigten keinen Einfluss. Interessanterweise scheint K28 also in der
Mechanistik seiner ER-Zytosol-Translokation von dem klassischen ERAD-Weg

abzuweichen (Heiligenstein et al., 2006).
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Nachdem das entfaltete Heterodimer das ER verlassen hat, wird unter
reduzierenden Bedingungen des Zytosols die Disulfidbriicke aufgebrochen
und das Toxin dissoziiert in beide Untereinheiten. Wahrend die B-Untereinheit
an der Position Lys,q4 ubiquitiniert und proteasomal degradiert wird, entzieht
sich die a-Untereinheit groRtenteils dem Abbau und bewirkt im Zellkern ihren

toxischen Effekt (Heiligenstein et al., 2006).

4.1.3 Wirkmechanismus von K28

Die Wirkungsweise von K28 zeigt sich im Gegensatz zu anderen Killertoxinen,
welche Zielzellen meist Gber ionophore Schadigung der Plasmamembran-
Integritdt abtoten, in einem bisher einmaligen zytotoxischen Mechanismus
(Weiler und Schmitt, 2002; Breinig et al., 2002 ; Novotna et al., 2004). K28
gelangt vermutlich durch seine geringe GroRe (iber passive Diffusion in den
Zellkern und inhibiert dort die DNA-Synthese. Dieser Effekt zeigt sich
morphologisch in einer Zelle mit mittelgrofRer Knospe und einer Blockade des
Zellzyklus in der S-Phase (Schmitt et al., 1996).

Die Kernlokalisation von K28 a konnte bisher weder in Zellkernisolaten noch
durch mikroskopische Analyse fluoreszenzmarkierter Derivate erbracht
werden (Hoffmann, personliche Mitteilung). Das Anfligen eines
Kernlokalisationssignals (NLS) des SV40-Virus fihrte jedoch zu einer
signifikanten Steigerung der K28-Toxizitdt, was die direkte Wirkung im
Zellkern bestatigt. Die Funktion im Zellkern wurde schlieflich durch den
Nachweis einer direkten Interaktion der a-Untereinheit mit Komponenten der
Transkriptionsmaschinerie und des ,anaphase promoting complex“ (APC)
verifiziert (Reiter, 2004). Der exakte Ablauf der toxischen Ereignisse, die a im
Kern auslost, ist noch nicht entschliisselt. Die Toxinkonzentration scheint
jedoch einen entscheidenden Einfluss auf die Wirkweise zu haben.

Bei niedrigen Toxinkonzentrationen, wie sie auch natirlicherweise in
Hefemischkulturen  vorkommen, konnte die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) und die Beteiligung der Caspase Ycalp nachgewiesen
werden. Die Akkumulation von ROS, die Fragmentierung der DNA und die

Veranderung der Plasmamembranzusammensetzung sind  klassische
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Anzeichen eines apoptotischen Zelltods. Dagegen |6sen hohe Konzentrationen
des Toxins nekrotische Vorgange aus, welche nicht Caspase-vermittelt sind
und keine ROS-Bildung bedingen (Reiter et al., 2005; Schmitt und Reiter,
2008).

4.1.4 Immunitat gegen K28

Toxin-Produzenten zeigen den gleichen Zellwandaufbau, die gleiche
Proteinzusammensetzung der Plasmamembran und besitzen die gleichen
Ziele zum Angriff des Toxizitdtsmechanismus wie sensitive Saccharomyces
cerevisiage Stamme. Somit steht einem sezernierten Toxin der gleiche
Transportmechanismus in die Produzenten-Zelle zur Verfligung.

Der Mechanismus der Immunitat von K1-Killerstimmen gegen das eigene
Toxin ist noch nicht detailliert beschrieben, basiert aber vermutlich auf einer
Interaktion des Sekundédrrezeptors Krelp mit dem K1-Protoxin im
Sekretionsweg. In  Folge dessen wird die Transportroute des
Rezeptor/Protoxin-Komplexes zur Vakuole umgeleitet. Die zentrale
Komponente des Kil-Immunitdtsmechanismus stellt ein N-terminales
Fragment der y-Untereinheit des Toxinvorldufers dar (Schmitt und Breinig,
2006; Sturley et al., 1986; Zhu et al., 1993).

Bei K28 wird die Immunitat auf eine vollkommen andere Weise vermittelt; die
Aufnahme des Toxins durch den Produzenten selbst wird nicht verhindert.
Tatsachlich kénnen der K28-Toxin-Vorldaufer und das reife Toxin-Heterodimer
gleichzeitig im Zytosol von K28-Killerstimmen nachgewiesen werden. Die
extrazelluldre Zugabe von K28 zu toxinproduzierenden Zellen steigerte die
Menge an intrazelluldr nachweisbarem Toxin (Schmitt und Breinig, 2002;
Breinig et al., 2006).

Die Immunitat des Killerstamms gegen das eigene Toxin muss somit durch
eine Inaktivierung des aufgenommenen Toxins im Zytosol umgesetzt werden,
bevor das Toxin seinen Wirkungsort im Zellkern erreichen kann. Eine
Beschleunigung des ER-Import-Prozesses hat fatale Auswirkungen auf die
Immunitdt von K28-Produzenten. Wird das K28-eigene Signal fir den

posttranslationalen ER-Import durch eine Signalsequenz fir den
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kotranslationalen ER-Import ersetzt und damit die Verweildauer des
Toxinvorlaufers im Zytosol verringert, zeigt der Killerstamm eine gesteigerte
Sensitivitat flr sein eigenes Toxin. Dieses Ergebnis lieferte den ersten Hinweis,
dass der unreife Toxinvorldufer das entscheidende Element bei der
Auspragung der Immunitat ist (Breinig et al., 2006).

Die intrazellulare Expression der a-Untereinheit ist zwar notwendig, um eine
Immunitdt zu entwickeln, reicht jedoch alleine nicht aus. Erst die
sequenzunspezifische Verlangerung der a-Untereinheit am C-Terminus
resultiert in der Ausbildung einer vollstandigen Immunitat. Dies erklart auch
die Immunitdt von kex2-Mutanten, die wegen des Defekts in der
Prozessierung zwar kein funktionelles Toxin sekretieren kdnnen, aber durch
den unvollstdndig prozessierten Toxin-Vorldaufer vor reifem K28 geschiitzt sind
(Schmitt und Tipper, 1995). Breinig et al. gelang 2006, die direkte Interaktion
eines His-markierten K28-Vorlaufers mit internalisiertem reifem K28 in
zytosolischen Komplexen nachzuweisen.

Inzwischen ist auch der ndchste Schritt im Immunitatsprozess aufgeklart.
Toxinproduzenten mit konditionalen Proteasom-Mutationen sowie Hefen, die
ein lysinfreies K28-Derivat exprimieren, zeigten sich nicht mehr resistent
gegen reifes K28. Weitere Ergebnisse zeigten, dass ohne die Bildung
funktioneller Polyubiquitinketten (nach Uberexpression der Ubiquitin-
Variante Ub-RRyg/e3) oder bei Reduktion des intrazelluldren Niveaus an
Ubiquitin-Monomeren (bei Deletion der Deubiquitinase Doa4) ein
Immunitatsverlust auftritt. Auf diesen Daten basiert das aktuelle
mechanistische Modell der K28-Immunitat Virus-infizierter S. cerevisiae
Killerstamme. Reinternalisierte K28-Heterodimere interagieren spezifisch mit
dem Vorlauferprotein im Zytosol des Toxinproduzenten. Der Komplex aus
unreifem und reifem Toxin wird ubiquitiniert und dem proteasomalen Abbau
zugefiihrt. Der posttranslationale Import ins ER halt die Sekretion des Toxins
aufrecht und bildet den Killerphdnotyp aus, wahrend das zytosolische Niveau
an freien Toxinvorlaufer-Molekilen hoch genug bleibt, um aufgenommenes

K28-Toxin abzufangen und zu neutralisieren (Breinig et al., 2006).
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5. Ziele und Fragestellung der Arbeit

Frihere Untersuchungen von Eisfeld (2001) und Heiligenstein (2008) weisen
auf die Funktion des HDEL-Rezeptors Erd2p als Sekundarrezeptor des viral
kodierten Killertoxins K28 in Hefe hin. Fiir den Rezeptor ist bisher eine
Lokalisation im ER und in Golgi-Kompartimenten beschrieben, die mit seiner
Funktion beim Rlcktransport ER-residenter I6slicher Proteine aus dem
spateren Sekretionsweg korreliert. Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunachst
geklart werden, ob eine Subfraktion der zellularen HDEL-Rezeptoren
tatsachlich bis zur Plasmamembran gelangt. Um die Lokalisation von Erd2p
mikroskopisch in lebenden Hefezellen zu erfassen, sollten
fluoreszenzmarkierte  Rezeptor-Derivate in  Saccharomyces cerevisiae
exprimiert und ihre intrazelluldre Verteilung Uber konfokale Laserscanning-
Mikroskopie untersucht werden. Neben Kolokalisationsstudien mit
Markerproteinen fiir zellulare Substrukturen sollte auch ein zweites in vivo-
Testsystem angewendet werden. Hierbei sollte Erd2p in einem Fusionsprotein
an einen Reporter gekoppelt werden, der bei Lokalisation an der
Plasmamembran Uber Aktivierung eines Signalwegs das Wachstum von
temperatursensitiven Hefezellen stimuliert.

In einem weiteren Projekt sollte der Rezeptor Erd2p auf seine Topologie
untersucht werden. Nach Erstellung eines in silico Modells Gber Programme
zur Topologie-Vorhersage anhand der Priméarsequenz sollte dieses Modell
experimentell Gberprift werden.

Die Kenntnis der in vivo Topologie sollte es schlieRlich ermoglichen,
potentielle Endozytosemotive in der Rezeptorsequenz zu identifizieren. Es
galt, durch Deletion oder Substitution dieser Endozytosesignale ihren Einfluss
auf die Funktionalitdit des Rezeptors und dessen Beteiligung an der
Endozytose des K28-Toxins zu prifen. Besonderes Augenmerk sollte auf einer
moglichen Ubiquitinierung des Rezeptors liegen, da bereits in friitheren
Arbeiten die Bedeutung der Ubiquitinligase Rsp5p fiir die Internalisierung des

Rezeptor/Toxin-Komplexes vorgeschlagen wurde.
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1} Material und Methoden

1. Organismen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterien- und Hefestamme
wurden der Stammsammlung des Lehrstuhls fiir Molekular- und Zellbiologie
der Universitat des Saarlandes entnommen und sind in den Tabellen 1 und 2
aufgefuhrt. Tabelle 3 zeigt die Eigenschaften der Saccharomyces cerevisiae

Stamme, die in dieser Arbeit konstruiert wurden.

1.1 Bakterienstamme

Tabelle 1: Verwendete E. coli Stimme, deren Genotyp und Herkunft.

E. coli Stamm || Genotyp Herkunft

TOP 10 F F'{laclq Tn10 (TetR)} mcrA A(mrr-hsdRMS- Invitrogen
mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL

endAl nupG
NovaBlue endA1 hsdR17 (r¢i; Myaa') sSupE44 thi-1 Novagen
GigaSingles recA1 gyrA96 relA1 lac F'[proA’B’

lacl’ZAM15::Tn10] (Tet")

1.2 Hefestamme

Tabelle 2: Verwendete S. cerevisiae Stamme, deren Genotyp und Herkunft.

S. cerevisiae Genotyp Herkunft
Stamm
BY4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 Open Biosystems
cdc25-2 MATa ura3 leu2 trp1 hisA200 ade2-101 Broder et al.,
1998
YBLO40cGFP MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Invitrogen
clone ERD2::ERD2GFP HIS3MX
YA12 MATa ade2 ade3 his3-200 leu2-3,112 ura3- Semenza et al.,
52 erd2-Nco pYA12[2u URA3 ADE3 SEC12] 1990
YWO01 Mata prcl-1 trp1-1(am) his3-A200 ura3-52 Seufert und
lys2-801 leu2-3,-112 Jentsch, 1990
YWO013 Mata, ubc4::HIS3 Seufert und
Jentsch, 1990
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Tabelle 3: In dieser Arbeit konstruierte S. cerevisiae Stamme und deren Genotyp.
Die aufgefiihrten S. cerevisiae Stimme wurden in dieser Arbeit durch Modifikation

aus YA 12 (vgl. Tabelle 2) durch Einbringen von pJD.1-Derivaten zur Expression von

ERD2-Varianten und anschlieBender FOA-Selektion hergestellt (vgl. Ergebnisse, Punkt

3.2.1).

S. cerevisiae Genotyp Plasmid
Stamm
YA ERD2 MATa ade2 ade3 his3-200 leu2-3,112 ura3- pJD.1ERD2
52 erd2-Nco pJD.1[2u LEU2 ERD2]
YA ERD2-NPF MATa ade2 ade3 his3-200 leu2-3,112 ura3- pJD.1ERD2-NPF
52 erd2-Nco pJD.1[2u LEU2 ERD2-NPF]
YA ERD2K/R MATa ade2 ade3 his3-200 leu2-3,112 ura3- pJD.1ERD2K/R

52 erd2-Nco pJD.1[2u LEU2 ERD2K/R]

YA ERD2-T,q,

MATa ade2 ade3 his3-200 leu2-3,112 ura3-
52 erd2-Nco pJD.1[2u LEU2 ERD2-T ;]

pJD.1ERD2-T,q,

YA ERD2T;07A

MATa ade2 ade3 his3-200 leu2-3,112 ura3-
52 erd2-Nco pJD.1[2u LEU2 ERDT,y,A]

pJD.1ERD2T ;oA

YA ERD2T,,L

MATa ade2 ade3 his3-200 leu2-3,112 ura3-
52 erd2-Nco pJD.1[2p LEU2 ERD2T »p5L]

pJD.1ERD2T,o,L

YA ERD2+KTN

MATa ade2 ade3 his3-200 leu2-3,112 ura3-
52 erd2-Nco pJD.1[2u LEU2 ERD2+KTN]

pJD.1ERD2+KTN

YA ERD2EGFP

MATa ade2 ade3 his3-200 leu2-3,112 ura3-
52 erd2-Nco pJD.1[2u LEU2 ERD2EGFP]

pJD.1ERD2EGFP

YA
ERD2EGFPIST2C

MATa ade2 ade3 his3-200 leu2-3,112 ura3-
52 erd2-Nco pJD.1[2u LEU2 ERD2EGFPIST2C]

pID.1
ERD2EGFPIST2C

2. Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit zur Klonierung verwendeten Plasmide wurden
der Plasmid-Sammlung des Lehrstuhls fiir Molekular- und Zellbiologie der
Universitat des Saarlandes entnommen und sind in Tabelle 4 beschrieben.
Tabelle 5 enthdlt die Auflistung der in dieser Arbeit konstruierten

Expressionsvektoren. Detaillierte Plasmidkarten sind unter Punkt 2.1

aufgefihrt.

26



Material und Methoden

Tabelle 4: Verwendete Plasmide, deren Eigenschaften und Herkunft

Plasmid Eigenschaften Herkunft
pRS316 ,Shuttle“-Vektor mit , yeast centromere Sikorski und
sequence” (CEN), ,autonomously Hieter, 1989
replicating sequence” (ARS), URA3- und
AmpR-Gen
pRS315 »shuttle“-Vektor mit , yeast centromere Sikorski und
sequence” (CEN), ,autonomously Hieter, 1989
replicating sequence” (ARS), LEU2- und
AmpR-Gen
pYES2.1/V5-His- “TA-Cloning”-Vektor, erlaubt Klonierung Invitrogen
TOPO eines Tag-amplifizierten PCR-Produkts,
ermoglicht Expression in Hefe mit
induzierbarem GALI-Promotor, URA3-
und AmpR-Gen
pSTBluel “TA-Cloning”-Vektor, erlaubt Klonierung Novagen
eines Tag-amplifizierten PCR-Produkts,
AmpR-Gen, ermoglicht Blau/WeiR-
Selektion
PESCLEU »shuttle“-Vektor mit 2 “origin of Stratagene
replication”, LEU2- und Amp®-Gen,
erlaubt Expression hinter GAL1- oder
GAL10-Promotor
puUL28 Expressionsvektor Degl-yEGFP Lenk und
Sommer, 2000
pmCherry Sauger-Expressionsvektor, enthalt Clontech

mCherry-Sequenz

pMet425-Myc-Ras

enthalt myc-getaggtes RAS-Gen

Broder et al.,

1998
pADNS-JZ-Ras erlaubt Expression von c-Jun Leucin Broder et al.,
Zipper-RAS-Fusion 1998
pUra-M-JDP2 erlaubt Expression von myristyliertem Broder et al.,
JDP2 1998
pAF18 enthalt Kex2-GFP-IST2878-941-Fusion Franz et al., 2007

YIpSTE/SUC2-CAN1

enthélt STE2-SUC2-CAN1-Fusion

Cartwright und
Tipper, 1991

pRS315CAN1
mCherry

erlaubt Expression von CAN1-mCherry-
Fusionsgen unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

Sevrieva, 2008

pRS315PIL1 mCherry

erlaubt Expression von CAN1-mCherry-
Fusionsgen unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

Sevrieva, 2009

pRS315SUR7
mCherry

erlaubt Expression von CAN1-mCherry-
Fusionsgen unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

Sevrieva, 2009
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PRS316Pg4,;Erd2.93 || erlaubt Expression von ERD2.93 mit V5- GieRelmann,
V5-Suc2A- SUC2A-HIS3-Reportersystem unter 2007
His3CYCITT Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-

Terminator
PRS316P4,:Erd2.147 || erlaubt Expression von ERD2.147 mit V5- || GieRelmann,
V5-Suc2A- SUC2A-HIS3-Reportersystem unter 2007
His3CYCLITT Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-

Terminator
PRS316P4,:Erd2.291 || erlaubt Expression von ERD2.291 mit V5- || GieRelmann,
V5-Suc2A- SUC2A-HIS3-Reportersystem unter 2007
His3CYCLITT Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-

Terminator
PRS316Pg4,:Erd2.363 || erlaubt Expression von ERD2.363 mit V5- || GieRelmann,
V5-Suc2A- SUC2A-HIS3-Reportersystem unter 2007
His3CYCITT Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-

Terminator
PRS316Pg4,:Erd2.462 || erlaubt Expression von ERD2.462 mit V5- || GieRelmann,
V5-Suc2A- SUC2A-HIS3-Reportersystem unter 2007
His3CYCLITT Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-

Terminator
PRS316Pg4,1Erd2.546 || erlaubt Expression von ERD2.546 mit V5- || GieRelmann,
V5-Suc2A- SUC2A-HIS3-Reportersystem unter 2007
His3CYCITT Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-

Terminator
PRS316Pg4,:Erd2.657 || erlaubt Expression von ERD2.657 mit V5- || GieRelmann,
V5-Suc2A- SUC2A-HIS3-Reportersystem unter 2007

His3CYCITT

Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-
Terminator

pRS316MN

Centromervektor zur Expression des N-
terminalen Teils von mCherry (bp 1-477)
unter Kontrolle von GALI-Promotor und
CYC1-Terminator

Schorr, 2009

PRS315MC

Centromervektor zur Expression des C-
terminalen Teils von mCherry (bp 488-
711) unter Kontrolle von GAL1-Promotor
und CYC1-Terminator

Schorr, 2009

PYSCE

Vektor enthalt das wildtypische ERD2-
Gen und einen LEU2-Marker

Pelham
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Tabelle 5: In dieser Arbeit konstruierte Expressionsvektoren und deren

Eigenschaften

Expressionsvektor

Eigenschaften

pID.6
ERD2yEGFP

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus ERD2
und yEGFP unter Kontrolle von GAL1-Promotor und CYCI1-
Terminator

pJD.6
ERD2YEGFPA,6K

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus ERD2
und einer yEGFP-Variante unter Kontrolle von GAL1-Promotor
und CYCI1-Terminator; diese monomerische EGFP-Variante
besitzt einen Aminosaureaustausch an Position 206
(Ala = Lys) und liegt rein monomerisch vor

pID.6
ERD2yEGFPIST2C

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus ERD2
und YEGFP mit der kodierenden Sequenz fiir die 69 letzten AS
von IST2 am C-Terminus unter Kontrolle von GALI1-Promotor
und CYCI-Terminator

pID.6
ERD2-NPFyEGFP

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus einer
ERD2-Variante und aus yEGFP unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator; die kodierende Sequenz fiir
das N-terminale NPF-Signal ist in dieser ERD2-Variante
deletiert

pJD.6 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus einer

ERD2K/RyEGFP ERD2-Variante und yEGFP unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator; diese ERD2-Variante besitzt
Punktmutationen, die zum AS-Austausch (Lys = Arg) an den
Positionen 208, 213, 216 und 219 fuhren

pRS316 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus einer

ERD2-T,5;yEGFP

ERD2-Variante und yEGFP unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYCI1-Terminator; in dieser ERD2-Variante ist
das Codon fur Thryg; deletiert

pJD.5 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus ANP1

ANP1mCherry und mCherry unter Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-
Terminator

pJD.5 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus PMA1

PMA1mCherry und mCherry unter Kontrolle von GALI-Promotor und CYC1-
Terminator

pJD.6 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus ERD2

ERD2RAS und RAS unter Kontrolle von GALI-Promotor und CYC1-
Terminator

pJD.6 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus SEC63

SEC63RAS und RAS unter Kontrolle von GALI-Promotor und CYC1-
Terminator

pJD.6 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den

ERD2.1RAS ersten 93 bp von ERD2 und RAS unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

pJD.6 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den

ERD2.2RAS ersten 147 bp von ERD2 und RAS unter Kontrolle von GAL1-

Promotor und CYC1-Terminator

29




Material und Methoden

pJD.6 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den

ERD2.3RAS ersten 291 bp von ERD2 und RAS unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

pJD.6 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den

ERD2.4RAS ersten 363 bp von ERD2 und RAS unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

pJD.6 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den

ERD2.5RAS ersten 462 bp von ERD2 und RAS unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYCI1-Terminator

pJD.6 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den

ERD2.6RAS ersten 546 bp von ERD2 und RAS unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

pJD.6 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den

ERD2.7RAS ersten 657 bp von ERD2 und RAS unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

pJD.6 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den

ERD2.1SUC2AV5

ersten 93 bp von ERD2 und dem C-terminalen
Glykosylierungsreporter SUC2AV5 unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

pID.6
ERD2.2SUC2AV5

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den
ersten 147 bp von ERD2 und dem C-terminalen
Glykosylierungsreporter SUC2AV5 unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

pJD.6
ERD2.3SUC2AV5

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den
ersten 291 bp von ERD2 und dem C-terminalen
Glykosylierungsreporter SUC2AV5 unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

pID.6
ERD2.4SUC2AV5

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den
ersten 363 bp von ERD2 und dem C-terminalen
Glykosylierungsreporter SUC2AV5 unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

pID.6
ERD2.5SUC2AV5

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den
ersten 462 bp von ERD2 und dem C-terminalen
Glykosylierungsreporter SUC2AV5 unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

pJD.6
ERD2.6SUC2AV5

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den
ersten 546 bp von ERD2 und dem C-terminalen
Glykosylierungsreporter SUC2AV5 unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

pID.6
ERD2.7SUC2AV5

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den
ersten 657 bp von ERD2 und dem C-terminalen
Glykosylierungsreporter SUC2AV5 unter Kontrolle von GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator

pJD.6
ERD2.1ro2GFP

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den
ersten 93 bp von ERD2 und dem Gen der redoxsensitiven
GFP-Variante ro2GFP unter Kontrolle von GALI-Promotor und
CYC1-Terminator
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pJD.6
ERD2.2ro2GFP

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den
ersten 147 bp von ERD2 und dem Gen der redoxsensitiven
GFP-Variante ro2GFP unter Kontrolle von GAL1-Promotor und
CYC1-Terminator

pJD.6
ERD2.3r02GFP

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den
ersten 291 bp von ERD2 und dem Gen der redoxsensitiven
GFP-Variante ro2GFP unter Kontrolle von GALI-Promotor und
CYCI1-Terminator

pID.6
ERD2.4ro2GFP

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den
ersten 363 bp von ERD2 und dem Gen der redoxsensitiven
GFP-Variante ro2GFP unter Kontrolle von GALI-Promotor und
CYC1-Terminator

pJD.6
ERD2.5r02GFP

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den
ersten 462 bp von ERD2 und dem Gen der redoxsensitiven
GFP-Variante ro2GFP unter Kontrolle von GAL1-Promotor und
CYC1-Terminator

pID.6
ERD2.6r02GFP

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den
ersten 546 bp von ERD2 und dem Gen der redoxsensitiven
GFP-Variante ro2GFP unter Kontrolle von GALI-Promotor und
CYC1-Terminator

pID.6
ERD2.7r02GFP

Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus den
ersten 657 bp von ERD2 und dem Gen der redoxsensitiven
GFP-Variante ro2GFP unter Kontrolle von GAL1-Promotor und
CYC1-Terminator

pJD.6
ro2GFP

Centromervektor zur zytosolischen Expression der
redoxsensitiven GFP-Variante ro2GFP unter Kontrolle von
GAL1-Promotor und CYCI-Terminator

pID.6
SSro2GFPHDEL

Centromervektor zur Expression der redoxsensitiven GFP-
Variante ro2GFP mit der kodierenden Sequenz fiir ein N-
terminales Sekretionssignal aus KAR2 und fiir ein C-terminales
HDEL-Signal unter Kontrolle von GALI-Promotor und CYC1-
Terminator

pJD.5
ERD2

Centromervektor zur Expression von wildtypischem ERD2
unter Kontrolle von GALI-Promotor und CYC1-Terminator

pID.5
ERD2-NPF

Centromervektor zur Expression einer ERD2-Variante unter
Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-Terminator; die
kodierende Sequenz fiir das N-terminale NPF-Signal ist in
dieser ERD2-Variante deletiert

pJD.5
ERD2K/R

Centromervektor zur Expression einer ERD2-Variante unter
Kontrolle von GAL1-Promotor und CYCI-Terminator; diese
ERD2-Variante besitzt Punktmutationen, die zum AS-
Austausch (Lys = Arg) an den Positionen 208, 213, 216 und
219 fiihren

pJD.5
ERD2-T207

Centromervektor zur Expression einer ERD2-Variante unter
Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-Terminator; in dieser
ERD2-Variante ist das Codon fiir Thr,y; deletiert
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pJD.5 Centromervektor zur Expression einer ERD2-Variante unter

ERD2T207A Kontrolle von GAL1-Promotor und CYCI-Terminator; diese
ERD2-Variante enthalt eine Mutation, die zum AS-Austausch
(Thr = Ala) an der Position 207 fiihrt

pJD.5 Centromervektor zur Expression einer ERD2-Variante unter

ERD2T207L Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-Terminator; diese
ERD2-Variante enthalt eine Mutation, die zum AS-Austausch
(Thr = Ala) an der Position 207 fiihrt

pJD.5 Centromervektor zur Expression einer ERD2-Variante unter

ERD2-C Kontrolle von GALI-Promotor und CYC1-Terminator; diese
ERD2-Variante hat eine Deletion der letzten 39 bp, so dass
der C-Terminus bis zur letzten potentiellen
Transmembraneinheit deletiert ist

pJD.5 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus ERD2

ERD2yEGFP und yEGFP unter Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-
Terminator

pJD.5 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus ERD2

ERD2yEGFPIST2C und YEGFP mit der kodierenden Sequenz fir die 69 letzten AS
von IST2 am C-Terminus unter Kontrolle von GAL1-Promotor
und CYCI1-Terminator

pJD.1 2u-Vektor zur Expression von wildtypischem ERD2 unter

ERD2 Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-Terminator

pJD.1 2u-Vektor zur Expression einer ERD2-Variante unter Kontrolle

ERD2-NPF von GAL1-Promotor und CYC1-Terminator; die kodierende
Sequenz fir das N-terminale NPF-Signal ist in dieser ERD2-
Variante deletiert

pJD.1 2u-Vektor zur Expression einer ERD2-Variante unter Kontrolle

ERD2K/R von GAL1-Promotor und CYC1-Terminator; diese ERD2-
Variante besitzt Punktmutationen, die zum AS-Austausch (Lys
- Arg) an den Positionen 208, 213, 216 und 219 fihren

pJD.1 2u-Vektor zur Expression einer ERD2-Variante unter Kontrolle

ERD2-T207 von GAL1-Promotor und CYCI1-Terminator; in dieser ERD2-
Variante ist das Codon fiir Thr,y; deletiert

pJD.1 2u-Vektor zur Expression einer ERD2-Variante unter Kontrolle

ERD2T207A von GAL1-Promotor und CYC1-Terminator; diese ERD2-
Variante enthélt eine Mutation, die zum AS-Austausch (Thr 2>
Ala) an der Position 207 fiihrt

pJD.1 2u-Vektor zur Expression einer ERD2-Variante unter Kontrolle

ERD2T207L von GAL1-Promotor und CYC1-Terminator; diese ERD2-
Variante enthélt eine Mutation, die zum AS-Austausch (Thr 2>
Ala) an der Position 207 fihrt

pJD.1 2u-Vektor zur Expression einer ERD2-Variante unter Kontrolle

ERD2-C von GAL1-Promotor und CYC1-Terminator; diese ERD2-
Variante hat eine Deletion der letzten 39 bp, so dass der C-
Terminus bis zur letzten potentiellen Transmembraneinheit
deletiert ist

pJD.1 2u-Vektor zur Expression eines Fusionsgens aus ERD2 und

ERD2yEGFP YEGFP unter Kontrolle von GAL1-Promotor und CYC1-

Terminator
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pJD.1
ERD2yEGFPIST2C

2u-Vektor zur Expression eines Fusionsgens aus ERD2 und
YEGFP mit der kodierenden Sequenz fiir die 69 letzten AS von
IST2 am C-Terminus unter Kontrolle von GAL1-Promotor und
CYC1-Terminator

pJD.6 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus ERD2

ERD2MN und dem N-terminalen Teil von mCherry (bp 1-477) unter
Kontrolle von GAL1-Promotor und CYCI-Terminator

pJD.5 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus RSP5

MCRSP5 und dem C-terminalen Teil von mCherry (bp 488-711) unter
Kontrolle von GAL1-Promotor und CYCI-Terminator

pJD.5 Centromervektor zur Expression eines Fusionsgens aus UBC4

MCUBC4 und dem C-terminalen Teil von mCherry (bp 488 — 711) unter

Kontrolle von GAL1-Promotor und CYCI1-Terminator
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2.1 Plasmidkarten

2.1.1 Plasmide zur Zwischenklonierung
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der zur Zwischenklonierung verwendeten
Plasmide.

Die abgebildeten Plasmide pYES2.1/V5-His-TOPO und pSTBlue-1 wurden zur
Zwischenklonierung und Sequenzierung von PCR-Amplifikaten verwendet. Beide
Vektoren erlauben die Insertion von DNA-Fragmenten mit 3’A-Uberhdngen, wie sie
wahrend der PCR-Amlifikation durch die Tag-Polymerase angefiigt werden.
pYES2.1/V5-His-TOPO besitzt ein Ampicillin-Resistenz-Gen zur Selektion in E. coli, bei
dem Einsatz von pSTBlue-1 erfolgt die Selektion mit Kanamycin. Die
Sequenzierungsreaktion wurde in pYES2.1/V5-His-TOPO mit den kommerziell
erhaltlichen Primern GAL1for und V5rev durchgefiihrt, in pSTBlue-1 mit den Primern
Sp6 und T7.
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2.1.2 Grundvektoren zur Konstruktion der Expressionsvektoren
fiir S. cerevisiae

N pRS

mé//f_]

pRS316PGAL1Erd2.657- pRS315.PT
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E% 6773 bp
& 7079 bp .
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Expressionsvektoren pRS315.PT und
PRS316Pg4,:Erd2.657-V5-Suc2AHis3CYCITT.

Die abgebildeten Expressionsvektoren wurden durch Modifikation von pRS316
und pRS315 (Sikorski und Hieter, 1989) hergestellt. Das Riickgrat beider Vektoren
enthalt eine autonom replizierende Sequenz (ARS), eine Centromersequenz (CEN),
einen bakteriellen ,origin of replication” (pUC ori) und ein Ampicillinresistenz-Gen
(Amp R). pRS316 verfiigt Gber den Auxotrophiemarker URA3, pRS315 lber LEU2. Zur
induzierbaren Expression heterologer Gene wurde in beide Vektoren der Promotor
Psaz und der Terminator CYC1 TT integriert. Der Vektor pRS316Pg4,;Erd2.657-V5-
Suc2AHis3CYCITT enthalt eine Genfusion aus der ERD2-Sequenz und einem
Reporterkonstrukt (vgl. GieRelmann, 2007). Auf diesem Vektor basieren alle in dieser
Arbeit eingesetzten plD.6-Derivate, die sich nur durch die einklonierten ERD2-
Varianten und Fusionsgene unterscheiden. Der Vektor pRS315.PT enthalt ein 93 bp
groBes ERD2-Fragment (vgl. Posaric, 2008). Auf diesem Vektor basieren alle in dieser
Arbeit eingesetzten pJD.5-Derivate, die sich in den einklonierten Fusionsgenen
unterscheiden.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pESC-LEU und des
pESC-LEU-Derivats pJD.1ERD2.

Der abgebildete Expressionsvektor pJD.1ERD2 wurde durch Modifikation von
pPESCLEU (Stratagene liber Agilent, Waldbronn) hergestellt. Das Riickgrat des Vektors
enthdlt einen bakteriellen ,origin of replication” (pUC ori), einen Hefe-
Replikationsursprung (2u ori), ein  Ampicillinresistenz-Gen (AmpR) und den
Auxotrophiemarker LEU2. Die in pESCLEU enthaltenen Promotoren Pga; und Pgasio
wurden durch Integration eines Apal/Sacl-Fragments aus dem GALI-Promotor (Pga1),
dem ERD2-Gen und dem CYC1 Terminator (TT) aus pJD.5ERD2 zwischen MCS2 und
MCS1 ersetzt. Auf diesem Vektor basieren alle in dieser Arbeit eingesetzten pJD.1-
Derivate, die sich in den enthaltenen ERD2-Varianten unterscheiden.
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2.1.3 Expressionsvektoren: pJD.6-Derivate

Xhol FcoRI 657 bp Spel 717bp BamHI
ERD2 YEGFPA, K
Xhol EcoR 657 bp Spel T14bp 210bp BamHI
ERD2 yEGFP IST2C
Xhol EcoRI 648 bp Spel 17bp BamHI
ERD2-NPF yEGFP
Xhol EcoR 657 bp Spel 717bp BamHlI
ERD2K/R yEGFP
Xhol EcoRl 654 bp Spel 17bp BamHI
ERD2-T,,, yEGFP

Abbildung 6: Schematische Darstellung der pJD.6-Derivate zur Expression von
ERD2EGFP-Varianten.

Die Abbildung zeigt den Aufbau des Expressionsvektors pJD.6ERD2yEGFP und die
schematische Darstellung aller in dieser Arbeit hergestellten und in pJD.6 klonierten
ERD2EGFP-Fusionsgene. Es sind die entsprechenden Restriktionsschnittstellen
angegeben, wie sie nach Klonierung Uber Xhol und BamHl in den
Expressionsvektoren enthalten sind.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der pJD.6-Derivate zur Expression der ERD2-
Reporter-Fusionsgene.

Die Abbildung zeigt den Aufbau des Expressionsvektors pJD.6 und die
schematische Darstellung aller in dieser Arbeit hergestellten und in pJD.6 klonierten
Fusionsgene aus den verkiirzten ERD2-Fragmenten und den drei verwendeten
Reportern. Es sind die entsprechenden Restriktionsschnittstellen angegeben, wie sie
nach Klonierung Uber Xhol und Spel (fiir ERD2-Fragmente) und liber Spel und BamHI
(fir Reporter) in den Expressionsvektoren enthalten sind.

(A) pJD.6

(B) ERD2-Fragmente zur Topologie-Analyse

(C) Reporter-Konstrukte zur Toplogie-Analyse

(D) Kontrollen zur Topologie-Analyse
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2.1.4 Expressionsvektoren: pJD.5-Derivate

Xhol 2754 bp Spel 711bp Sall BamHI
9
g
Xhol Spel 1500 bp Xbal Spel 711 bp Sall BamHI
pJD.5SmCherry
7390 bp
Xhol 1770 bp Xbal Spel 711 bp Sall BamHI
'\v "
Gy Q
{7 -
o mCherry
% 3y
4 Xhol 1017 bp Spel 711bp Sall BamHI
’;'750/ sgc\
%5, sal\ *
Y] Bamt
Xhol 918 bp Xbal Spel 711bp Sall BamHI

*

Abbildung 8: Schematische Darstellung der pJD.5-Derivate zur Expression der
mCherry-Markerproteine.

Die Abbildung zeigt den Aufbau des Expressionsvektors pJD.5 und die
schematische Darstellung aller in dieser Arbeit hergestellten und in pJD.5 klonierten
Fusionsgene aus den Genen der Plasmamembranmarker PMA1, CAN1, PIL1, SUR7
bzw. des Golgi-Markers ANP1 und mCherry. Es sind die entsprechenden
Restriktionsschnittstellen angegeben, wie sie nach Klonierung in den
Expressionsvektoren enthalten sind.

* vgl. Sevrieva 2008 und 2009
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pJD.5ERD2

7337 bp

Xhol EcoRl /a1 o Bglll Spel Xbal Xhol f:'coRI 657 bp Bglll Spel Xbal
Xhol FcoRI 657 F;Sall Bglll Spel Xbal Xhol IECOR| 657 bp Spel 17b pSalI Bglll Spel Xbal
Xhol EcoRl Bglll Spel Sall Xbal Xhol EcoRI Spel GGATCT Spel Xbal
654bp gt op | 657 bp T14bp 210p
ERD2 yEGFP IST2C

Xhol EcoRl o Bglll Spel Xbal Xhol EcoRI BamHI Bglll Spel Xbal

Abbildung 9: Schematische Darstellung der pJD.5-Derivate zur Expression der ERD2-
Varianten.

Die Abbildung zeigt den Aufbau des Expressionsvektors pJD.5 und die
schematische Darstellung aller in dieser Arbeit hergestellten und in pJD.5 klonierten
ERD2-Varianten. Es sind die entsprechenden Restriktionsschnittstellen angegeben,
wie sie nach Klonierung in den Expressionsvektoren enthalten sind.
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2.1.5 Expressionsvektoren: pJD.1-Derivate

Alle pJD.1-Derivate wurde durch Insertion eines Apal Sacl-Fragments aus den
entsprechenden pJD.5-Derivaten hergestellt. Dabei wurde der Promotor Pgqs,
die entsprechende ERD2-Variante und die CYCI-Terminatorsequenz eingefiigt

(vgl. Abbildung 9 und Abbildung 5)

2

ERD2K/R

EIR[)2'1507

pJD.1ERD2
8391 bp

ERD2T,,,A

ERD2T,,,L

ERD2 yEGFP
S

\ ERD2 yEGFP  IST2C
4000 N
T s ERD2-C
‘;a// ho | EA
& EcoRl Fp

Abbildung 9: Schematische Darstellung der pJD.1-Derivate zur Expression der ERD2-
Varianten.

Die Abbildung zeigt den Aufbau des Expressionsvektors pJD.1 und die
schematische Darstellung aller in dieser Arbeit hergestellten und in pJD.1 klonierten
ERD2-Varianten. Die Varianten wurden als Apal Sacl-Fragmente mit der Pgg-
Promotor- und der CYCI-Terminatorsequenz aus den entsprechenden plJD.5-
Vektoren einkloniert.
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3. Oligonukleotide

Tabelle 6: Auflistung der eingesetzten Oligonukleotide und deren Verwendung.
Die Sequenzen sind in 5°-3‘-Orientierung aufgefiihrt. Start- und Stopp-Codons sind

fett gedruckt,

Schnittstellen sind in Klein-

und kodierende Sequenzen in

GrolBbuchstaben angegeben. Eingefligte Mutationen sind unterstrichen dargestellt.
Rechts sind die Konstrukte aufgefiihrt, welche mit den entsprechenden Primern
hergestellt wurden bzw. ihre Verwendung als Sequenzierungs- oder Kontrollprimer.

Primer Sequenz Verwendung

3' ANP1 t ct agaGT TTCTATCAGGGTCGAAGTCTAA || ANPImCherry
TGGAACTTC

3'CYC1ITT gagct cGCAGCTTGCAAATTAAAGCCTTCG | cyci-Terminator
AG

3' EGFP agat ct gt cgacTTATTTGTACAATTCATC | yEGFP
CATACCATGGGTAATACC

3' EGFPAcK || CGTTTGGATCTTTGGATAATTTAGATTGAG || ERD2YEGFPA 06K
TG

3' EGFPIST2C | GAGTAGCATCTGTAGTAGTAGTAGTAGTAG || ERD2YEGFPIST2C
TATTGITTATTAGATGGICTgt cgacTTTGT
ACAATTCATCCATACCATGGGTAATAC

3'ERD2 gt cgact ct agaact agt agat ct TTATTT || ERD2; ERD2-NPF;
TGGCAGI TTGAAACCCTTTCCTCT ERD2EGFP-Varianten

3' ERD2 Spel | CAACACCAGTGAATAATTCTTCACCTTTAG || ERD2yEGFPAxK;

EGFP ACATact agt TTTTGGCAGITTGAAACCCT | ERD2yEGFPIST2C;
TTCCTC ERD2-NPFyEGFP;

ERD2-T,o7;yEGFP

3'ERD2.147 || act agtt ct agaCAAGTATCGTGITATGAA || ERD2.2
AACCAAAGCGTAC

3'ERD2.291 || act agtt ct agaATCATGCATAAGCATTTC || ERD2.3
ATTATACGCAATG

3'ERD2.363 || act agtt ct agaAAAAGTGAACTTGIGATG || ERD2.4
GAAAAAAACACTCATTAG

3'ERD2.462 || act agtt ct agaAGTTAGACTTCTAGICITT || ERD2.5
CCCACCCTTAGATAGC

3'ERD2.546 | actagttctagaTTTTTTATCTTCCGIGCT | ERD2.6
GTACCTCCAAATC

3'ERD2.657 || act agttct agaTTTTGGCAGITTGAAACC || ERD2.7
CTTTCCTC

3' ERD2+KTN | agat ct gt cgacTTAATTAGITTTTTTTGG || ERD2+KTN
CAGTTTGAAACCCTTTCCTCT

3' ERD2-C agat ct ggat ccTTAGTAGTAAATGTAAAA || ERD2-C
GAAATCAGAGTACAACAGAGTTTGC

3' ERD2EGFP | CAACACCAGTGAATAATTCTTCACCTTTAG || ERD2yEGFP
ACATgt cgac TTTTGECAGT TTGAAACCCT
TTCCTC

3' ERD2K/R agat ct gt cgacTTATCTTGECAGICTGAA || ERD2K/R

ACCCCTTCCTCTGATGACTCTAGTGTAGTA
AATGTAAAAGAAATCAG
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3' ERD2K/R | CAACACCAGTGAATAATTCTTCACCTTTAG || ERD2K/RyEGFP

EGFP ACATgt cgac TCTTGGCAGI CTGAAACCCC
TTCCTCT

3'ERD2-T,,; | tctagagt cgacact agtagat ct TTATTT | ERD2-T,,,
TGGCAGT TTGAAACCCTTTCCTCTGATGAC
TTTGTAGTAAATGTAAAAG

3' ERD2T,,A | 90at ccagat ct TTATTTTGGECAGITTGAA | ERD2T,,,A
ACCCTTTCCTCTGATGACTTTAGCGTAGTA
AATGTAAAAG

3' ERD2T,o,L | 9gat ccagat ct TTATTTTGGCAGITTGAA || ERD2T,,,L
ACCCTTTCCTCTGATGACTTTTAAGTAG a
aat gt aaaag

3' FLAG V5 CAACAATGGATTTGGAATTGGTTTACCTTT | Reporter SUC2AVS5
ATCATCATCATCTTTATAATC

3'GAL1.1 AATCACCTAAGATTCTAAACGGATTCATga | Pg,-Promotor
attcct cgagGGITTTTTCTCCTTGACGT T
AAAGTATAGAGGTATATTAACAATTTTTTG
TTGATACTTTTATTACATTTGAATAAGAAG

3'GAL1.2 t ct agaACCTTCAATGTACCTTGIGGTCITT | Pgos-Promotor
GATATTATGAATCAGGATCAGTATACTGGT
TAGATGTGATAAATCACCTAAGATTCTAAA
CGGATTCATgaatt c

3' GALL1.3 t ct agaACCTTCAATGTACCTTGTGGICTT || Pg,;-Promotor
GATATTATGAATCAGGATC

3'IST2 ggat ccTTAaagctt CTTTTTCAGCTTATG || ERD2yEGFPIST2C
C

3'mCherry | 99at ccgt cgacTTACTTGTACAGCTCGIC | mcCherry
CATGCCG

3' PMA1 act agt GGTTTCCTTTTCGTGITGAGTAGA | PMAImCherry
GACTC

3'RAS ggat ccTTACTTGCAGCTCATGCAGCCG Reporter RAS

3' ro2GFP ggat ccTTACTTGTACAGCTCGICCATGCC || Reporter ro2GFP
GAG

3' ro2GFP ggat ccTTAt agct cat cgt gCTTGTACAG | SSro2GFPHDEL

HDEL CTCGTCCATGCCGAG

3' SEC63 t ct agaTTCTGGTGATTCATCATCTTCAGC || SEC63mCherry
TTCTG

3' SEC63RAS || CACCACCACCAGCTTATATTCCGTCATTTC | SEC63RAS
TGGTGATTCATCATCTTCAGCTTCTG

3'SUC2A GITTACCTTTATCATCATCATCTTTATAAT | Reporter SUC2AV5

FLAG CAGTGTAACCACCATCAAGAGAATAG

3' UBC4 gcgcgcTTATACAGCGTATTTCTTTGICCA || McuBc4
TTCTCTG

3'V5c-MYC | ggat ccTTACAAATCTTCTTCAGAAATCAA || Reporter SUC2AV5
TTTTTGITCAGTAGAATCCAAACCCAACAA
TGGATTTGGAATTGGITTAC

5' ANP1 ct cgagact agt ATCAAGTATAATAACAGA | ANPImCherry
AAACTCTCGI TCAACCCTAC

5'CYC1TT t ct agagt cgacggat ccCATGTAATTAGT || cYC1-Terminator
TATGTCACGCTTACATTCACGC
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5' EGFPA,cK | CACTCAATCTAAATTATCCAAAGATCCAAA | yEGFPA 6K
CG
5' EGFPIST2C | GTATTACCCATGGTATGGATGAATTGTACA || ERD2yEGFPIST2C
AAgt cgac AGACCATCTAATAACAATACTA
CTACTACTACTACTACAGATGCTACTC
5' ERD2 ct cgaggaat t cCATCAATCCGITTAGAATC | alle ERD2-Varianten
Terminus
5' ERD2 Spel | GAGGAAAGGGI TTCAAACTGCCAAAAact a || ERD2yEGFPAxK;
EGFP gt ATGTCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTG || ERD2yEGFPIST2C;
GIGITG ERD2-NPFyEGFP;
ERD2-T,o,yEGFP
5' ERD2EGFP | GAGGAAAGGGT TTCAAACTGCCAAAAQt g || ERD2yEGFP
acATGICTAAAGGTGAAGAATTATTCACTG
GIGITG
5'ERD2K/R | AGAGGAAGGGGT TTCAGACTGCCAAGAQt ¢ | ERD2K/RyEGFP
EGFP gac ATGTCTAAAGGT GAAGAATTATTCACT
GGIGITG
5' ERD2-NPF | ct cgaggaat t CATCAGAATCTTAGGIGAT || ERD2-NPF;
TTATCACATCTAACCAG ERD2-NPFyEGFP
5' GAL1 gt cgacgcggccgc ACGGATTAGAAGCCCLC || Pg,;-Promotor
CGAGC
5'HA SUC2A | ACTAGTCCTAGGTATCCATATGATGITCCA || Reporter SUC2AV5
GATTATGCTGGTGCTTTCTCTGGCTCCATG
5' mCherry ct cgagt ct agaact agt ATCGTGAGCAAG | mcCherry
GGCGAGGAG
5' PMA1 ct cgagATCACTGATACATCATCCTCTTCA | pMAImCherry
TCATCCTC
5' RAS act agt ATCACGGAATATAAGCTGGTGGIG | Reporter RAS
GIG
5' ro2GFP act agt ATCGTGAGCAAGGGCGAGGAG Reporter ro2GFP
5' SEC63 ct cgagATCCCTACAAATTACGAGTATGAT || SEC63RAS;
GAGGCTAG SEC63mCherry
5'SEC63RAS | CAGAAGCTGAAGATGATGAATCACCAGAAA | SEC63RAS
TGACGGAATATAAGCTGGTGGTGGT G
5'SS. ct cgaggaat t cCATCTTTTTCAACAGACTA | SSro2GFPHDEL
AGCGCTGGECAAGCTGCTGGTACCACTCTCC
GITGGTCCTGTACGCCCTTTTCGTGGTAATA
TTACC
5'SS.I CTGTACGCCCTTTTCGTGGTAATATTACCT || SSro2GFPHDEL
ro2GFP TTACAGAACTCTTTCCACTCCTCCAATGIT
TTAGT TAGAGGTGCCGATGATATGGTGAGC
AAGGGCGAGGAG
5' UBC4 gt cgacATCTCTTCTTCTAAACGTATTGCT || mMcuBc4
AAAGAACTAAGTG
5' Xhol EcoRlI | ct cgaggaat t cATCGTGAGCAAGGGECGAG || ro2GFP fur
ro2GFP GAG zytosolische
Expression
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4, Kultivierung
4.1 Kultivierung von E. coli

Die Anzucht von E. coli in Flissigkulturen erfolgte in LB-Medium bei 37°C und
220 Upm in einem Schittelinkubator (Multitron von Infors, Basel). LB-

Agarplatten wurden bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Néhrmedien zur Anzucht von E. coli

LB-Medium
Pepton 1,0 % (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NacCl 0,5 % (w/v)

Das Medium wurde autoklaviert.

Zur Herstellung von festem Medium wurden 1,5 % Agar zugegeben. Zur Selektion
wurde das Medium mit Stammloésungen von Ampicillin oder Kanamycin
supplementiert.

SOC-Medium
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
Pepton 2,0 % (w/v)
NacCl 10 mM
Glukose 20 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
KCl 25 mM

Das Medium wurde autoklaviert.

Antibiotika

Ampicillin-Stamml&sung

Ampicillin 0,05 % (w/v)

EtOH 50 % (v/V)
Die Stammlésung wurde sterilfiltriert. Ampicillin wurde zur Selektion von E. coli in
LB-Medium in einer Endkonzentration von 100 pg/ml eingesetzt.

Kanamycin-Stamml&dsung

Kanamycin 0,05 % (w/v)
Die Stammlodsung wurde sterilfiltriert. Kanamycin wurde zur Selektion von E. coli in
LB-Medium in einer Endkonzentration von 50 pg/ml eingesetzt.
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4.2 Kultivierung von S. cerevisiae

Die Anzucht der temperatursensitiven S. cerervisiae Stamme in den
aufgefihrten Flissigmedien erfolgte unter permissiven Bedingungen bei 20°C
und unter nicht-permissiven Bedingungen bei 36°C auf dem Drehrad (Frobel
Labortechnik, Lindau). Die Kultivierung auf festem Medium erfolgte in

Brutschranken bei entsprechenden Temperaturen.

Die Anzucht der Ubrigen S. cerervisiae Stamme in Flissigmedien erfolgte bei
30°C und 220 rpm im Schittelinkubator (Multitron von Infors, Basel). Die

Kultivierung auf festem Medium erfolgte im Brutschrank bei bei 30°C.

Komplexmedien zur Anzucht von Hefestammen

YPD-Medium bzw. YPG-Medium

Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
Pepton 2,0 % (w/v)
Glukose bzw. Galaktose 20 mM

Das Medium wurde autoklaviert.
Zur Herstellung von festem Medium wurden 1,5 % Agar zugegeben.

Mimimalmedien zur Anzucht von Hefestammen

d/o-Medium
d/o-Mix 0,13 % (w/v)
(NH,),S0, 0,5 % (w/v)
Glukose bzw. Galaktose 2 % (w/v)

Die Losung der Kohlenstoffquelle wurde getrennt von der Lésung mit (NH,),SO, und
d/o Mix autoklaviert. Die YNB-L6sung wurde sterilfiltriert. Fiir die Herstellung von
festem Medium wurden zusatzlich 1,5 % Agar zugegeben, der zusammen mit der
Kohlenstoffquelle autoklaviert wurde.
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d/o-Mix
Adenin 0,25 g
Aspartat 0,6 g
Glutamat 0,6 g
Histidin HCl Monohydrat 012 g
Lysin Monohydrat 0,18 g
Methionin 012 g
Phenylalanin 0,3 g
Serin 2,25 g
Threonin 1,2 g
Tryptophan 024 g
Tyrosin 0,18 g
Valin 0,9 g

Zur Herstellung von 1 | eines entsprechenden d/o-Mediums wurden 1,3 g d/o Mix
eingesetzt und mit Zugabe von 10 ml einer Uracil-Stammlésung (2 mg/ml), 6 ml
einer Leucin-Stammlésung (10 mg/ml) oder 2 ml einer Arginin-Stammldsung
(10 mg/ml) komplettiert. Zur Expression von CANI1-Konstrukten in S. cerevisiae
wurde 1 | Medium mit 0,2 ml der Arginin-Stammldsung komplettiert.

5-FOA d/o-Medium

5-Fluororotsaure 0,1 % (w/v)

2x d/o Agar 50 % (w/v)
Zur Herstellung von 5-FOA-Agar wurde entsprechendes d/o Medium in doppelter
Konzentration hergestellt und mit sterilfiltrierter 0,2 %iger 5-FOA-Stammldsung im
Verhaltnis 1:1 gemischt, so dass eine 5-FOA-Endkonzentration von 0,1% erreicht
wurde.

4.3 Dauerkulturen

Zur langfristigen Lagerung von Mikroorganismen wurden Dauerkulturen in
Form von Glycerin-Suspensionen erstellt. Eine frische Ubernacht-Kultur wurde
im Verhaltnis 1:1 mit 99%igem sterilem Glycerin versetzt und in Kryoréhrchen
(Nalgene, Uber Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Danemark) bei —80°C

gelagert.

5. Zellzahlbestimmung
5.1 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl von S. cerevisiae Kulturen wurde mit Hilfe einer
Zahlkammer mit einer Kammertiefe von 0,1 mm (Neubauer improved von

Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen) durchgefihrt.
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5.2  Bestimmung der Optischen Dichte

Die Optische Dichte einer Kultur wurde durch Messung der Extinktion bei
einer Wellenlange von 600 nm an einem Spektralphotometer (Ultrospec 2100
pro, Amersham Biosciences Freiburg) bestimmt. Die Schichtdicke der
verwendeten Kivetten betrug 1 cm. Als Referenz diente das entsprechende

unbeimpfte Medium.

6. Transformationsmethoden
6.1 Elektroporation von E. coli

Die Elektroporation stellt eine hocheffektive Methode dar, Plasmid-DNA in
pro- und eukaryotische Zellen einzubringen. Diese Transformation beruht auf
dem Effekt, dass mit Hilfe eines Kondensators durch das Anlegen eines
elektrischen Feldes die Bildung von Poren in der Zellmembran
elektrokompetenter Zellen induziert werden kann. Durch diese Poren kdnnen
im Umgebungsmedium vorhandene Makromolekiile von den Zellen
aufgenommen werden (Calvin und Hanawalt, 1988; Dower et al., 1988). Uber
Elektroporation werden im Vergleich zu chemischen Transformations-
methoden deutlich héhere Transformationsraten erreicht.
Elektrokompetente E. coli Zellen des Stammes TOP10 wurden nach folgender
Methode hergestellt: 300 ml LB-Medium wurden 1 %ig mit einer frischen
TOP10-Ubernachtkultur beimpft und bei 37°C und 220 Upm bis zu einer ODggo
von 0,5 bis 0,7 inkubiert. Nach 15-mindtiger Inkubation auf Eis wurde die
Kultur 5 Minuten bei 4°C und 8.000 Upm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
zweimal mit sterilem 10 %igem Glycerin gewaschen. Nach Entfernen des
Uberstands wurden die Zellen in der verbleibenden Fliissigkeit resuspendiert
und in ein EppendorfgefaR lberflihrt. Nach 5-minitiger Zentrifugation bei 4°C
und 8.000 Upm wurde das Pellet aus elektrokompetenten Zellen in gleichem
Volumen 10 %igem Glycerin resuspendiert, zu 40 pl (ca. 10 Zellen)
aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Um bei der Elektroporation eine Spannungsentladung im Ansatz zu

vermeiden, muss sowohl die eingesetzte Bakteriensuspension als auch die
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DNA-LOsung frei von Salzen sein. Daher wurden die zu transformierenden
Ligationsansatze 60 min auf einer Nitrocellulosemembran (Millipore,
Eschborn) gegen 10 %iges Glycerin dialysiert. 40 ul der elektrokompetenten
TOP10-Zellen wurden mit 5 pl des dialysierten Ligationsansatzes in einer
vorgekuhlten Elektroporationskiivette bei 200 Q, 2,5 kV/cm und 25 pF
elektroporiert. Nach sofortiger Zugabe von 1 ml SOC-Medium wurden die
Zellen 1 h unter Schitteln bei 37°C inkubiert und danach auf LB-Agar mit

ensprechenem Antibiotikum-Zusatz ausplattiert.

6.2 Lithium-Acetat-Transformation von S. cerevisiae

Die natiirliche Fahigkeit von Hefezellen, DNA aus dem umgebenden Medium
aufzunehmen, kann durch die Zugabe von alkalischen Kationen und
hochmolekularer chromosomaler DNA gesteigert werden (lto et al., 1983;
Schiestl und Gietz, 1989). Auf diese Weise wurden in Hefezellen gezielt
rekombinante Plasmid-DNA oder ,knock-out“-Kassetten aus linarer
doppelstrangiger DNA eingebracht.

Bei der Transformation wurde das Zellpellet aus 1 ml Ubernacht-Kultur in
500 pl LiAc/TE-Losung gewaschen und in 100 pl LiAc/TE-Losung resuspendiert.
Zu 100 pl Zellsuspension wurden 10 pl hitzedenaturierter Carrier-DNA-
Stammlosung (10 mg/ml DNA aus Heringsspermien), 2 pl Plasmid, 3 pl
10x LiAc-Lésung und 600 pl PEG-Losung gegeben und 30 Minuten bei 30°C
unter Schitteln inkubiert. Nach 15-minitigem Hitzeschock bei 42°C im
Heizblock wurden die Zellen bei 13.000 Upm 1 min zentifugiert. Das Zellpellet
wurde zweimal mit 1x TE-Losung gewaschen und in 500 pl 1x TE-Losung
aufgenommen. Die Zellsuspension wurden auf entsprechendem

d/o Selektions-Agar ausplattiert und drei bis fiinf Tage bei 30°C inkubiert.

10x TE-Puffer
Tris-HCI 100 mM
EDTA 10 mM
Der pH-Wert des Puffers wurde mit HCl auf 7,5 eingestellt.
Der Puffer wurde autoklaviert.
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10x Lithiumacetat-Losung
Lithiumacetat 1 M
Der pH-Wert der Losung wurde mit Essigsaure auf pH 7,5 eingestellt.

PEG-Stammldsung
PEG 4000 50 % (w/v)
Die Losung wurde autoklaviert.

LiAc/TE-Losung

10x TE-Puffer 1 Teil

10x Lithiumacetat-Losung 1 Teil

Hzosteril 8 Teile
PEG-LOsung

10x TE-Puffer 1 Teil

10x Lithiumacetat-L6sung 1 Teil

PEG-Stammldsung 8 Teile
7. Methoden zur DNA-Isolierung

7.1  Alkalische Lyse

Die alkalische Lyse ist eine einfache und schnelle Methode, Plasmid-DNA aus
Bakterien zu gewinnen. Bei Zugabe der GTE-Losung werden zweiwertige
Metallkationen durch EDTA komplexiert und somit die Membran
destabilisiert. Das anionische Detergenz SDS denaturiert die zellularen
Proteine und die Erhéhung des pH-Werts durch NaOH fihrt zum Ausfallen der
chromosomalen DNA und der Plasmide. Nach Zugabe neutralisierender
Kaliumacetat-Losung kann die Plasmid-DNA im Gegensatz zur chromosomalen
renaturieren. Nach Zentrifugation verbleibt die doppelstrangige Plasmid-DNA
in Losung und kann in einem spéateren Schritt mit Hilfe von Ethanol gefallt
werden. Verunreinigungen durch RNA kdénnen durch Zugabe von RNase
abgebaut werden. Die Durchfiihrung erfolgte nach einer modifizierten
Methode von Birnboim und Doly (1979).

Die Zellen aus 1,5 ml einer Ubernachtkultur wurden 20 Sekunden bei
13.000 Upm in einer Tischzentrifuge pelletiert und in 100 pl GTE-L&sung
resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl NaOH/SDS-Loésung wurde durch
Invertieren gemischt und 5 — 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, bis die

Losung klar erschien. Die Neutralisation erfolgte durch Zugabe von 150 pl
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Kaliumacetat-Lésung (pH-Wert 4,8) und die Fallung von Proteinen und
chromosomaler DNA wurde 5 Minuten auf Eis durchgefiihrt. Nach
10-mindtiger Zentrifugation bei 4°C und 10.000 Upm wurde der klare
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR {berfiihrt. Die Plasmid-DNA wurde
durch Zugabe von 800 ul 95 %igem Ethanol 5 min auf Eis gefallt und 5 min bei
13.000 Upm zentrifugiert. Das getrocknete Pellet aus Plasmid-DNA wurde in

20 pl sterilem Wasser resuspendiert und bei -20°C aufbewahrt.

GTE-Losung
Glukose 50 mM
Tris-HCI 25 mM
Na,EDTA 10 mM

Die Loésung wurde autoklaviert.

NaOH/SDS-Losung
NaOH 0,2 M
SDS 1 % (w/v)

Kaliumacetat-Losung

Fiir die Herstellung von 100 ml Kaliumacetatlésung wurden KOH-Platzchen zu
29,5 ml Eisessig bis zum Erreichen eines pH-Werts von 4,8 zugegeben und die
Losung mit Aqges—Zugabe auf 100 ml gebracht.

7.2 innuPREP Plasmid Mini Kit

Das innuPREP Kit Plasmid Mini Kit (analytikjena, Jena) erlaubt die schnelle
Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien. Das Prinzip der Reinigung beruht
auf der alkalischen Lyse der Bakterien mit darauf folgender Bindung der DNA
an das Filtermaterial einer Zentrifugationssdule. Die DNA wird durch
Waschschritte gereinigt und kann tber einen Niedrig-Salz-Puffer oder steriles
Wasser vom Filtermaterial eluiert werden. Die Plasmidisolierung wurde nach

Herstellerangaben durchgefiihrt.
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7.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Zur lIsolierung von DNA-Fragmenten nach Restriktion und Auftrennung im
Agarosegel wurde das ,E.Z.N.A. Gel Extraction (Q-spin) Kit“ von Omega bio-
tek (Norcross, Georgia) nach Herstellerangaben verwendet. Dieses System ist
optimiert fiir die Aufreinigung von DNA einer GréRRe von 50 bp bis 40 kbp. Es
wird die reversible Bindung der DNA an die HiBind®-Matrix einer
Zentrifugationssaule genutzt. Die gereinigte DNA ist frei von Ethidiumbromid,
Agarose, Proteinen und Salzen und kann fiir Ligationen, PCR, Sequenzierung,

Restriktionsverdau und Labeling-Reaktionen eingesetzt werden.

7.4 Isolierung chromosomaler DNA aus S. cerevisiae

Zur lsolierung chromosomaler DNA wurden Hefezellen aus 2 ml einer
Ubernachtkultur 3 min bei 11.000 Upm pellettiert. Nach einem Waschschritt
mit 1,5 ml sterilem Wasser wurde das Pellet in 40 ul ,Breaking“-Puffer
resuspendiert und 0,06 g Zirkonia/Silica Beads (Carl Roth, Karlsruhe) und 40 pl
Phenol/Chloroform/Isoamyl-Alkohl zugegeben. Nach 3-miniitigem Vortexen
wurde die Suspension mit 40 pl 1xTE-Lésung versetzt und kurz gemischt. Nach
5-minltiger Zentrifugation bei 12.500 Upm wurde die obere wassrige Phase in
ein steriles ReaktionsgefaR Gberfihrt. Durch die Zugabe von 1 ml 99 %igem
Ethanol wurde die chromosomale DNA bei 20°C mindestens 2 h gefallt und bei
4°C und 14.000 Upm drei Minuten abzentrifugiert. Das getrocknete Pellet
wurde in 30 pl sterilem Wasser aufgenommen, bei -20°C gelagert und als

»template“-DNA zur PCR eingesetzt.

,Breaking”“-Puffer

Triton X-100 2 % (v/v)
SDS 1 % (wW/v)
NacCl 100 mM
Tris-HCI 10 mM
Na,EDTA 1 mM
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10x TE-Puffer
Tris-HCI 100 mM
EDTA 10 mM
Der pH-Wert des Puffers wurde mit HCl auf 7,5 eingestellt.
Der Puffer wurde autoklaviert.

7.5 Bestimmung der DNA-Konzentration und -Reinheit

Die spektralphotometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von
DNA-L6sungen nutzt die unterschiedlichen Absorptionsspektren von DNA und
Proteinen aus. Das Absorptionsmaximum von DNA liegt bei einer Wellenlange
von 260 nm. Um die Konzentration von Proteinen zu bestimmen, wird die
charakteristische Absorption aromatischer Aminosauren bei 280 nm
vermessen. Bei einer Verunreinigung durch Proteine liegt der Quotient
Aye0/Azg0 Unter einem Wert von 1,8.

Die Absorptionsmessungen wurden am Spektralphotometer , Gene Quant”
des Herstellers Pharmacia durchgefiihrt. Es wurden 1:60-Verdiinnungen der
DNA-Proben in einer Quarzkiivette mit einer Schichtdicke von 1 cm
vermessen. Das verwendete Gerdat berechnet das Absorptionsverhaltnis

Ass0/Azs0 und die DNA-Konzentration der Probe.

8. Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (kurz: PCR, ,polymerase chain reaction”) ist ein
Verfahren zur selektiven Vervielfaltigung von DNA-Sequenzen. Es werden
kurze einzelstrangige Oligonukleotide eingesetzt, die spezifisch innerhalb der
beiden Endbereiche der zu amplifizierenden Sequenz an die ,template“-DNA
binden. Dort bilden sie einen kurzen doppelstrangigen Bereich aus, an den die
DNA-Polymerase binden kann, um den komplementdren Strang an der
eingesetzen Matrize zu synthetisieren. Eine PCR wird in aufeinanderfolgenden
Zyklen aus drei Schritten durchgefiihrt: Im ersten Schritt wird der Ansatz aus
eingesetztem DNA-,template”, Oligonukleotid-Primern, der thermostabilen
Polymerase, Desoxyribonukleotiden und MgCl, auf 95°C erhitzt. Dabei erfolgt
die Denaturierung der eingesetzten ,template“-DNA durch Aufschmelzen

beider Strange, so dass im ,Annealing“-Schritt bei sequenzspezifischer
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Temperatur die beiden Primer an die einzelstrangigen Enden des zu
vervielfaltigenden Bereichs binden kénnen. Bei der Elongation werden durch
die Syntheseaktivitdit der Polymerase Nukleotide komplementar zum
Matrizenstrang an die Primer-3’-Enden anfiigt. Die Wiederholung dieser
Zyklen erzielt eine exponentielle Vermehrung des eingesetzen DNA-
Fragments.

Einen speziellen Ansatz der PCR stellt die SOE-PCR (,,splicing by overlapping
extension”) dar. Dabei kdnnen zwei DNA-Fragmente lber einen gemeinsamen
Sequenzbereich verbunden werden, ohne dass Restriktions- und
Ligationsschritte notwendig werden. Mit dieser Technik kann z.B. innerhalb
eines Gens ein Teilbereich deletiert werden oder es kdnnen zwei
Gensequenzen zu einem Fusionskonstrukt verbunden werden. In einer ersten
Reaktion wird der vordere Teil des Fusionsgens (iber entsprechende Primer so
amplifiziert, dass er in einer ca. 30 bp langen Sequenz endet, die dem
5‘-Anfang des hinteren Teils entspricht. Analog dazu wird der hintere Teil des
Fusionsgens mit dem 3‘-Ende des vorderen Teils versehen. Werden nun beide
Amplifikate in einer Reaktion vereint, konnen sich die angefligten Enden der
Teilbereiche aneinander anlagern und so selbst als Primerbereiche fungieren.
Bei Sequenzen unter 1500 bp wurde die Tag-Polymerase der Firma 5Prime
(Hamburg) eingesetzt. Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten mit mehr als
1500 bp wurde eine Tag-DNA-Polymerase mit Zusatz eines ,proofreading”-
Enzyms mit einer im Vergleich zu herkdmmlicher Tag-Polymerase um den
Faktor vier niedrigeren Fehlerrate von 8,5x 10° (Roche, Mannheim)
verwendet. In allen Reaktionen wurden die spezifischen Primer in der
Konzentration 1 uM eingesetzt, 0,2 mM dNTPs, 4 ng/ul ,template“-DNA und
0,05 U/ul der jeweiligen DNA-Polymerase.
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Eine Standard-Reaktion verlief nach folgendem Schema:

Denaturierung 94°C 4 min

Denaturierung 94°C 30 sec

,Annealing” 54°C  30sec } 25 Zyklen
Elongation 72°C  30sec

termlna.ler ‘ 72°C 7 min
Elongationsschritt

Lagerung 4°C oo

Die exakten Temperaturen und Zeitspannen der einzelnen Schritte wurden fir
die jeweiligen Sequenzen optimiert. Es kamen die Thermocycler ,,Primus 96
plus“ (MWG-Biotech, Ebersberg) und epgradient S (Eppendorf, Hamburg) zum

Einsatz. Der Erfolg der PCR wurde durch Agarosegelelektrophorese tberpriift.

9. Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine schnelle und kostengiinstige Methode,
DNA-Molekiile flir analytische und praparative Zwecke nach ihrer GroRe zu
trennen. Dabei wird an eine Gelmatrix, deren Porengrofle von der
Konzentration des Zuckerpolymers Agarose abhdngt, eine Spannung angelegt.
Die negative Ladung der Phosphatgruppen bedingt eine Bewegung der DNA-
Fragmente zur Anode hin. Dabei nimmt die Geschwindigkeit mit
zunehmender GroBe der DNA-Molekile logarithmisch ab. Anhand eines
mitgefliihrten Markers, der ein Gemisch von DNA-Fragmenten bekannter
GroRe und Konzentration enthélt, kann die GrofRe der getesteten Fragmente
bestimmt und die Konzentration abgeschatzt werden. Der Nachweis kann
optisch Uber den interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid unter UV-
Belichtung erbracht werden.

Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte nach Sambrook et al. (1989)
in 1 %igen Agarosegelen mit 1x TBE-Puffer. Die Spannung betrug 8 V/cm. Die
Proben wurden mit einem Flnftel ihres Volumens an ,Gel-loading buffer”
(GLB) versetzt. Als GroRRenstandard wurden 5 pl ,SmartLadder” der Firma
Eurogentec eingesetzt (vgl. Abbildung 10). Die Agarosegele wurden 15 min in

wassriger Ethidiumbromidlosung (0,5 %o) gefdrbt und die Fluoreszenzsignale
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Uber das ,Molecular Imager Gel Doc XR“ System (Biorad, Minchen)

dokumentiert.

10x TBE-Puffer

Tris-HCI 0,89 M
Borsaure 0,89 M
Na,EDTA 20 mM
Der Puffer wurde autoklaviert.
GLB (,,gel loading buffer”)
Glyzerin 50 % (v/v)
SDS 1 % (w/v)
Na,EDTA 125 mM
Bromphenolblau 0,05 % (w/v)
Xylencyanol 0,05 % (w/v)
Band size  ng/band
\ 8000 80
\ 5000 50
\ 4000 40
3000 30
2500 25
2000 20
\ 1500 15
\ 1000 100
\ 800 80
T @ ow
- 200 20

Abbildung 10: Laufmuster, Gr6Ben und Konzentrationen des DNA-Gré6Benstandards
,SmartLadder” (Eurogentec, Koln).

links: Markerbanden-Muster im Agarosegel
Mitte: GrolRe der Markerbanden in bp
rechts: Konzentration der Markerbanden

10. DNA-Restriktion

Mit Restriktionsendonukleasen der Klasse Il kann doppelstrangige DNA an
spezifischen, meist palindromischen Erkennungssequenzen enzymatisch
geschnitten werden. Je nach gewédhltem Enzym besteht die Erkennungs- und
Schnittstelle aus vier bis sechs Nukleotiden und es entstehen durch die
Spaltung der Phosphodiester-Bindung entweder Ulberhangende
Einzelstrangenden, sogenannte ,sticky ends”, oder glatte Doppelstrangenden,

sogenannte ,,blunt ends”.
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Flir eine Restriktionsanalyse wurden 0,5 — 1 pg der Plasmid-DNA und 5 U des
entsprechenden Restriktionsenzyms in einem Ansatz von 20 bis 30 ul
eingesetzt. Nach Angaben des Herstellers Fermentas (St. Leon-Rot) wurden
entsprechende Reaktionspuffer (www.fermentas.com/doubledigest/index.
html) und 5 U DNase-freier RNase zugegeben. Nach 1 — 2 h Reaktionszeit bei
37°C wurde der Restriktionsansatz mit 1/5 des Volumens an GLB versetzt und

im 1 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

11. DNA-Ligation

DNA-Ligasen katalysieren unter ATP-Verbrauch die Verknifung der Enden
zweier linearisierter DNA-Molekiile durch Bildung einer Phosphodiester-
Bindung zwischen einer freien 5’-Phosphat-Gruppe und einer 3’-Hydroxy-
Gruppe. Diese Funktion wird beim Klonieren eines Restriktionsfragments in
den gewiinschten Vektor genutzt. Nach komplementarer Basenpaarung der
Uberstehenden Enden entsteht hierbei ein kovalent geschlossenes DNA-
Ringmolekdl.

In der vorliegenden Arbeit wurde das T4-Ligase-System der Firma Fermentas
(St. Leon-Rot) nach Herstellerangaben verwendet. Das molekulare Verhaltnis
von linearisiertem Vektor und Insert betrug meist 1:3, musste bei einigen
Ligationen aber angepasst werden. Die Ligationsreaktion wurde vor der
Elektroporation in E. coli-Zellen hitzeinaktiviert und gegen 10 %iges Glyzerin
dialysiert. Die Uberprifung auf erfolgreiche Ligation wurde durch

Restriktionsanalyse an aus Liganden isolierter Plasmid-DNA durchgefihrt.
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12. TOPO- und Acceptor-Klonierung von PCR-Amplifikaten
12.1 pYES2.1 TOPO® TA Expression Kit

Bei der TOPO-Klonierung wird ausgenutzt, dass die Tag-Polymerase am
3’-Ende jedes amplifizierten Fragments ein zusatzliches Adenosin anfiigt. Der
linearisierte TOPO-Vektor besitzt die dazu komplementdren 3’-Thymidin-
Uberhinge, die ein Einfiigen eines PCR-Fragments erlauben. Die Integration
eines PCR-Amplifikats wird im verwendeten System Uber die Topoisomerase |
des Vaccinia-Virus ermoglicht, welche kovalent lber ihren Tyr-274-Rest an die
5’-Phosphatreste der Vektoriiberhdange gebunden ist. Bei der Ligation von
einem PCR-Amplifikat in den Vektor wird die Topoisomerase verdrangt. Die
Insertionsrichtung ist dabei zufdllig und kann mit Restriktionsanalysen
Uberprift werden.

Die genaue Vorgehensweise erfolgte gemafR dem Klonierungsprotokoll fir den
Vektor pYES2.1/V5-His-TOPO der Firma Invitrogen (Manual Version J, Catolog
no. K4150-01) mit anschlieBender Transformation der im Expression Kit
enthaltenen chemisch kompetenten E. coli-Zellen. Mit Hilfe der Primer
GALlfor und V5rev kann das integrierte PCR-Produkt im Vektor pYES

sequenziert werden.

12.2 AccepTor™-Cloning

Als alternativer Zwischenklonierungsvektor wurde das pSTBlue-1 AccepTor™
Vector Giga Kit von Novagen (Darmstadt) laut Herstellerangaben verwendet.
Der linearisierte AccepTor-Vektor enthilt einzelstringige 3‘ dU-Uberhinge,
mit denen in einer direkten Ligationsreaktion die 3‘ dA-Uberhinge von PCR-
Produkten nach Amplifikation mit einer Tag-Polymerase verknlipft werden
konnen. Die Transformation erfolgt in chemisch kompetente E. coli-Zellen
»NovaBlue Singles™”. Das Klonierungssystem bietet die Moglichkeit fir ein
Blau-Weil3-,Screening”. Zur Sequenzierung der Inserts in pSTBluel wurden die

Primer T7 und SP6 eingesetzt.
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Reagenzien fir Blau-WeiR-Screening

X-GAL-Stammlésung
X-Gal 20 mg/ml
in N,N-Dimethylformamid
Die Stammlosung wurde sterilfiltriert. Zum Blau-Weil3-Sceening wurden 35 ul X-Gal-
Stammldsung auf einer LB-Agar- ausplattiert.

IPTG-Stammldsung

IPTG 100 mM
Die Stammlosung wurde sterilfiltriert. Zum Blau-Weif3-Sceening wurden 20 ul IPTG-
Stammlésung auf einer LB-Agar- ausplattiert.

13. DNA-Sequenzierung

Zur Uberpriifung der Konstrukte auf korrekte DNA-Sequenz wurden alle
Plasmide aus Zwischenklonierungen sequenziert. Die Sequenzierungsreaktion
nach der Didesoxy-Methode von Sanger et al. (1977) und die Kapillar-
Elektrophorese wurde von der Firma GATC Biotech (Konstanz) durchgefihrt.

Die Sequenzauswertung wurde mit Hilfe des Computerprogramms , Seqman®

aus dem , DNA-Star“-Software-Paket durchgefiihrt.

14.  Zellaufschluss-Methoden
Gewinnung von Ganzzelllysat durch Glasperlen-Zellaufschluss

Bei dieser Zellaufschlussmethode wird die rigide Zellwand der Hefezellen
durch die Scherkrifte aufgebrochen, die beim Vortexen der Zellen mit
Glasperlen entstehen. Die Zugabe von EDTA und DTT erleichtert die Losung
von Proteinkomplexen, Proteaseinhibitoren verhindern den Abbau der
zelluldren Proteine.

Hefekulturen wurden unter induzierenden Bedingungen bis zu einer optischen
Dichte OD600 von 1-5 angezogen und bei 4°C und 8000 Upm geerntet. Pro
Gramm Nassgewicht des Zellpellets wurde mit 4 ml H2Osteril gewaschen. Der
Waschschritt wurde einmal wiederholt. Die Zellen wurden in einem 1,5 ml
ReaktionsgefaR in 4 ml eiskaltem Disruptionspuffer pro Gramm Nassgewicht
resuspendiert. Nach Zugabe von 4 g Glasperlen (Zirkonia/Silica ,beads”, Roth,

Karlsruhe) pro Gramm Zellen wurde der Ansatz 1 min auf Stufe 8 gevortext
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gefolgt von einem 1-minitigen Kihlungsschritt auf Eis. Abwechselndes
Vortexen und Kihlen wurde dreimal wiederholt. Das Ganzzelllysat wurde
abpipettiert, ohne Glasperlen mitzufiihren. Die Proteine des Ganzzellysats
wurden durch Aceton-Fallung aufkonzentriert und Gber SDS-PAGE und

Western-Analyse untersucht.

Disruptionspuffer

Tris 20 mM
MgCl, 10 mM
Na,EDTA 1 mM
Glyzerin 5 % (v/v)
DTT 1 mM
(NH,4),S0,4 0,3 M

Die Losung wurde bei Gebrauch frisch mit einer Proteaseinhibitor-Stammldsung
versetzt.

25x Proteaseinhibitor-Stammldsung
Eine Tablette , protease inhibitor cocktail with EDTA“ (Roche, Mannheim) wurde in 2
M| H,O4eii gelost. Die Stammldsung wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Schnellaufschluss von Hefezellen nach Gardner et al. (1998)

In dieser Arbeit wurde ein alternatives Zellaufschluss-Protokoll verwendet, mit
Hilfe dessen Hefezellen durch Detergenzien und Galsperlen aufgeschlossen
werden und das Ganzzelllysat direkt in Probenpuffer vorliegt. Die Methode
wurde modifiziert nach Gardner et al. (1998) durchgefihrt. Die Hefezellen aus
10 ml einer UN-Kultur wurden geerntet, einmal mit sterilem Wasser
gewaschen und in ein 2 ml Reaktionsgefal® Gberfuhrt. AnschlieRend wurden
200 pl SUMEB-Puffer, 20 pl einer Protaseinhibitor-Stammlésung und 0,3 g
Glasperlen zugegeben. Die Proben wurden dreimal 60 sec bei hochster
Geschwindigkeit gevortext. Zwischen den Aufschlussschritten wurden die
Proben 2 min auf Eis gekihlt. Nachfolgend wurde das Ganzzelllysat 15 min bei
70°C im Wasserbad erhitzt, um die Proteine zu solubilisieren. Das Lysat wurde
von den Glasperlen abpipettiert und konnte sofort zur SDS-PAGE eingesetzt

werden.
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SUMEB-Puffer

SDS 1 % (w/v)
Harnstoff 8 M
MOPS pH 6,8 10 mM
EDTA 10 mM
Bromphenolblau 0,01 % (w/v)
(NH,),S0, 03 M

Der Puffer wurde ohne MOPS hergestellt, autoklaviert und anschliefend mit einer
sterilfiltrierten MOPS-Stamml6sung komplettiert.

15. Proteinbiochemische Methoden
15.1 Proteinfdllung mit Aceton

Um Proteine aus Losungen aufzukonzentrieren wurde eine Acetonfdllung
durchgefihrt. Ein Teil einer wassrigen Probe wurde dabei mit vier Teilen
eiskaltem Aceton versetzt, gemischt und bei —20°C lber Nacht gefallt. Die
gefdllten Proteine wurden bei 4°C und 14.000 Upm 20 min in einer
Tischzentrifuge abzentrifugiert und in einem moglichst geringen Volumen an

mit Proteaseinhibitor versetztem Wasser und SDS-Probenpuffer geldst.

15.2 SDS-PAGE

Die erstmals von Shapiro et al. (1967) beschriebene SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ermoglicht die Auftrennung von Proteinen
nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld. Ein Proteingemisch wird in
einem Puffer mit dem anionischen Detergens SDS gel6st. Dabei werden
nichtkovalente = Wechselwirkungen aufgebrochen und die Proteine
denaturiert. Es entstehen Protein-SDS-Komplexe, die ein konstantes
Ladungs-/Masse-Verhaltnis aufweisen und durch die negative Ladung im
elektrischen Feld wandern. Das Proteingemisch wird in einem vertikalen Gel
aus einer Polyacrylamidmatrix aufgetrennt. Die Zusammensetzung des Gels
aus unterschiedlichen Konzentrationen von Acrylamid und quervernetzendem
Bisacrylamid  bestimmt dabei die PorengréBe. Der Start der
Polymerisationsreaktion erfolgt durch die Zugabe des Radikalbildners

Ammoniumperoxodisulfat, TEMED kommt eine katalytische Funktion zu. Zum
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GroRenvergleich wird ein GroRenstandard - ein Gemisch aus Proteinen
bekannten Molekulargewichts - mit aufgetragen.

In der vorliegenden Arbeit wurden 12 %ige Tris/Tricin-Gele in einem Tricin-
Puffersystem eingesetzt (Schdgger und von Jagow, 1987). Um eine scharfere
Bandentrennung zu erreichen, wurden diskontinuierliche Gele verwendet. In
der Sammelgelmatrix erfolgt eine Konzentrierung des Proteingemischs, das im
folgenden engporigen Trenngel in die einzelnen Proteine aufgetrennt wird.

Die Zusammensetzung der Gele ist im Folgenden aufgefiihrt:

Trenngele
Rotiphoresegel 30 5,88 ml
TrisHCI/SDS 5,0 ml
H,04gest 2,12 ml
Glyzerin 79% 2 ml
TEMED 25 ul
APS 10% 80 pl

Die Angaben gelten fiir 2 Gele der GréBe 10 cm mal 8,2 cm und 1 mm Dicke.

Sammelgele
Rotiphoresegel 30 1,62 ml
TrisHCI/SDS 3,1 ml
H204est 7,78 ml
TEMED 25 pl
APS 10% 80 pl

Die Angaben gelten fiir 2 Gele.

Als GroRenstandard wurden in eine Spur 7 ul ,page ruler prestained” von
Fermentas aufgetragen (vgl. Abbildung 11). Die Proteinproben wurden im
Verhaltnis 1:1 mit SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 100°C denaturiert.
Proben mit Membranproteinen wurden 15 min bei 60°C denaturiert, um die
Bildung von Aggregaten zu vermeiden. Die Elektrophorese erfolgte im
Elektrophoresesystem ,Mini-Protean 11 von BioRad bei 80 - 120V. Der
Proteinnachweis wurde nach Transfer auf eine PVDF-Membran im Western

Blot-Verfahren erbracht.
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2x SDS-Probenpuffer

SDS 4 % (w/v)
EDTA 4 mM

Glyzerin 20 % (v/v)
Bromphenolblau 0,01 % (w/v)

in 0,1 M Tris/HCI-Puffer pH6,8
reduzierender Probenpuffer enthalt zusatzlich 10% B-Mercaptoethanol

Tris-HCI/SDS-Puffer

Tris-HCl 3 M

SDS 0,3 % (W/v)
Der pH-Wert wurde durch Zugabe von HCI auf 8,45 eingestellt.

5x Anodenpuffer
Tris-HCI 1 M
Der pH-Wert wurde durch Zugabe von HCI auf 8,9 eingestellt.

5x Kathodenpuffer

Tris 500 mM
Tricin 500 mM
SDS 0,5 % (W/v)
A B
PageRuler™ Prestained Protein Full-Range
Ladder, #5M0E71 RPNBOOE
Lot specific MW, kDa
M. = 10° Color
170~ 250
~130— 160 Red
-9 105 Green
-~ 72 75 vellow
55
437 50
% .
li 30
N T 25
“10 15

Blot

3 e
10 Red
4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Abbildung 11: Laufmuster und GroRen der verwendeten Protein-Gr6Benstandards.
(A) ,page ruler prestained protein ladder” (Fermentas, St. Leon-Rot)
(B) ,full range rainbow molecular weight marker” (Amersham Life Science, GE
Healthcare, Freiburg)
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15.3 Western-Analyse

Als Western Blot wird eine immunologische Nachweismethode fiir Proteine
bezeichnet, die sich einer Elektrophorese anschlieRt. Die elektrophoretisch
aufgetrennten Proteine werden dabei aus der Gelmatrix mit Hilfe eines
elektrischen Feldes auf eine Membran libertragen, auf welcher der spezifische
Nachweis von Proteinbanden Uber Antikdrper durchgefiihrt wird (Gershony

und Palade, 1983).

»Semi-dry blotting”

In der vorliegenden Arbeit wurden Proteine im ,,Semi-dry-blotting“-Verfahren
in einer ,Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell“-Apparatur von BioRad auf
eine PVDF-Membran (Roche, Mannheim) fixiert. Dazu wurde zunéachst die
PVDF-Membran in Methanol getrdnkt und in Transferpuffer dquilibriert. Die
SDS-Polyacrylamidgele wurden in Transferpuffer von Salzen und Detergenzien
befreit. Gel und Membran wurden luftblasenfrei aufeinandergelegt und
zwischen  Transferpuffer-getrankten ~ Whatman-Papierschichten in die
horizontale Blotting-Apparatur eingespannt. Bei einer Stromstdarke von 1 mA

pro cm? wurden die Proteine aus dem Gel auf die Membran tibertragen.

Transferpuffer

Tris 25 mM
Glycin 190 mM
SDS 0,1 % (w/v)
Methanol 20 %

Immunodetektion

Bei der Immunodetektion von Proteinen auf Membranen wird die spezifische
Bindung von Antikorpern an Antigene genutzt. Mono- oder polyklonale
Antikorper binden an das nachzuweisende Protein auf der PVDF-Membran. An
die Fc-Region des primdren Antikorpers bindet wiederum ein sekundarer
Antikorper, der meist Uber eine gekoppelte Enzymfunktion eine Farb- oder

Lumineszenzreaktion auslost, welche optisch detektiert werden kann.

64



Material und Methoden

Um im nachfolgenden immunologischen Nachweis unspezifische Protein-
Antikorper-Bindungen zu minimieren, wurde die PVDF-Membran (iber Nacht
in Blockingpuffer abgesattigt. Die Hybridisierungszeiten fiir den primaren und
den sekundaren Antikdrper betrugen 1 h. Die priméaren Antikorper wurden
entsprechend Herstellerangaben in Blockingpuffer verdinnt (vgl. Tabelle 7).
Vor Zugabe des Sekundar-Antikdrpers wurde die Membran zweimal mit
Waschpuffer gewaschen. Als Sekundar-Antikérper kam der polyklonale anti-
Maus-Antikdrper ,ImmunoPure Goat Anti-Mouse IgG HRP Conjugated” des
Herstellers Thermo Scientific (Rockford, USA) zum Einsatz. Die kovalent an die
Antikorper gebundene Meerrettich-Peroxidase ermoglichte die
Nachweisreaktion Uber Chemolumineszenz unter Verwendung des
»SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate”-Kits (Thermo
Scientific). Die Membran wurde vor der Zugabe der Entwicklungslosung
viermal mit Waschpuffer gewaschen.

Die Detektion der Chemolumineszenz erfolgte am ,Molecular Imager”
ChemiDoc XRS (BIO RAD, Miinchen) oder auf Fotofilmen (Roche, Mannheim)
Uber Nacht bei 20°C. Die Filme wurden mit den Losungen , Roentogen Liquid“,
2%iger Essigsdaure und ,Roentogen Superfix“ entwickelt (Tetenal,

Norderstedt).

Tabelle 7: In der Arbeit verwendete Antikorper, deren Eigenschaften und Herkunft.

Antikorper | Klon Herkunft || Isotyp || Verdliinnung || Hersteller

anti-c-Myc || 9E10, monoklonal | murin IgG1 1 pg/ml Roche

anti-FLAG | M2, monoklonal murin lgG1 1:10.000 Sigma
M2

anti-GFP Mischung 7.1 murin IgG1 | 0,4 pg/ml Roche
und 13.1, beide
monoklonal

anti-HA 12CA5, murin IgG2b || 0,1 pug/ml Roche
monoklonal

anti-V5 SV5-Pk1, murin lgG2a || 1:1.000 AbD
monoklonal Serotec
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10x TBS
Tris-HCI 1 M
Nacl 1 M

Der pH-Wert des Puffers wurde mit HCl auf 7,5 eingestellt.

Waschpuffer
Tween 20 0,05 % (v/v)
in 1x TBS

Blockingpuffer
Magermilchpulver 5 % (w/v)
in Waschpuffer

15.4 Deglykosylierung mit EndoH

Die erstmals aus Streptomyces plicatus isolierte Glukosidase Endo-B-N-
acetylglucosaminidase H (EndoH) spaltet spezifisch die mannosereichen
Glykosylreste von Proteinen zwischen der ersten und der zweiten N-
Acetylglukosamin-Einheit der ,,core“-Glykosylierung (Maley et al., 1989; vgl.
Abbildung 12). In dieser Arbeit wurde das rekombinante Enzym EndoH (NEB,
Frankfurt) nach Herstellangaben verwendet, um in ,, mobility shift“-Analysen
Aufschluss Uber den Glykosylierungszustand von Fusionsproteinen zu
erhalten. Nach einer Reaktionszeit von 2 h wurden die deglykosylierten
Proben mit reduzierendem SDS-Probenpuffer versetzt und tber SDS-PAGE

und Western-Analyse weiterbearbeitet.
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Abbildung 12: Erkennungs- und Schnittstelle fiir Endoglykosidase EndoH (NEB,
Frankfurt).

Endoglykosidase H ist eine rekombinante Glykosidase, die nur im Chitobiose-Kern
von Oligosacchariden des ,high mannose“-Typs (n = 2-150, x = (Man),,, y = H) und
einiger Hybrid-Oligosaccharide (n = 2, x and/or y = AcNeu-Gal-GlcNAc) von
N-Glykosylierungen schneidet.
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16. Fluoreszenzmikroskopische Methoden

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine spezielle Form der Lichtmikroskopie. Sie
beruht auf dem physikalischen Effekt der Fluoreszenz — einer Form von
Lumineszenz, bei der von organischen oder anorganischen Verbindungen
nach Anregung ein sehr kurzes Nachleuchten im Bereich von millionstel
Sekunden ausgesendet wird. Diese optische Strahlung ldsst sich durch
Energielibergange in den fluoreszierenden physikalischen Systemen, den
Fluorophoren erklaren. Wird ein Fluorophor mit Licht der entsprechenden
Anregungswellenlange bestrahlt, werden Elektronen auf ein hoheres
Energieniveau angehoben. Unter Energieverlust fallen sie auf das
urspriingliche Niveau zurlick und es wird Emmissionslicht ausgesendet. Die
Wellenldnge der Emission st dabei immer geringer als die
Anregungswellenlange, dieses Phanomen bezeichnet man als Stokes-Shift.

Wird die Fluoreszenz in einem Objekt bei der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie mit einer Quecksilberlampe angeregt, erfolgt die
Beleuchtung lber das ganze Objekt. Die konfokale Mikroskopie bietet den
Vorteil, das von einer Probe reflektierte oder emittierte Licht aus einer
einzigen Ebene zu sammeln. Eine Lochblende schlie8t Licht, das von auBerhalb
der Fokusebene stammt aus, so dass nur Signale aus dieser Ebene vom
Detektor, einer Photomultiplier-Einheit, erfasst werden kénnen. Beim Laser
Scanning Mikroskop wird die Probe durch einen Laserstrahl in einer x-y-Ebene
Punkt fiir Punkt und Zeile fir Zeile abgerastert und das Bild aus dieser
Datenmenge zusammengesetzt. Durch schrittweises Verschieben der
Fokusebene in z-Richtung kdnnen optische Schnitte einer Probe erzeugt
werden, die nach digitaler Verarbeitung das Objekt in Form eines
dreidimensionalen Bildstapels wiedergeben. Mit diesem Ansatz wird eine
bessere rdaumliche Auflosung und ein deutlich geringerer Verlust an
Fluoreszenzausbeute durch Ausbleichen erreicht als bei der klassischen
Fluoreszenzmikroskopie. In dieser Arbeit wurden alle Aufnahmen mit einem
konfokalen Laserscanningmikroskop LSM 510 META (Carl Zeiss GmbH, Jena,
Deutschland) durch ein 100x Objektiv (Zeiss, numerische Apertur 1,3) mit

Olimmersion angefertigt.
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Bei der Multiphotonen-Anregung wird die notwendige Energie, die Elektronen
auf hohere Energieniveaus anzuheben, von mehreren Photonen geliefert, die
gleichzeitig auf die Probe gelenkt werden und deren Wellenlangen sich
aufaddieren. Dieses System zeichnet sich durch eine deutlich schonendere
Behandlung der Proben aus, da das Anregungsvolumen sehr eng begrenzt ist.
Zusatzlich ermoglicht diese Technik die Analyse von Zellen in
Gewebeverbdnden, da langerwelliges Laserlicht eine héhere Eindringtiefe in
In der

biologische Proben aufweist. vorliegenden Arbeit wurde die

Zweiphotonenmikroskopie  (iber ein ,Chameleon”“-Laser-System des
Herstellers Coherent (Glasgow, UK) angewandt, um die Fluoreszenz von
oxidiertem ro2GFP anzuregen.

Zur Trennung von Anregungs- und Emissionslicht missen dichroische Teiler-
Sets mit entsprechenden Grenzwellenlangen ausgewdhlt werden. Diese Teiler
sorgen fir die Reflexion des kurzwelligen und Transmission des langwelligen
Lichts. Die in dieser Arbeit verwendeten Laser und dichroischen Teiler sind in

Tabelle 8 aufgefihrt.

Tabelle 8: Zur konfokalen Laserscanning-Mikroskopie verwendete Filtersets.

Anwendung Fluoreszenz- | Laserwellen- | Beam splitter Filter
Proteine lange [nm]

Lokalisation EGFP 488 HFT 488; NFT 490 | BP 500-530

von ERD2

Kolokalisations- ||| EGFP 488 HFT 488; NFT 490 || BP 500-530

studien mCherry 543 HFT 514; NFT 545 | LP 560

BiFC mCherry 514 HFT 514; NFT 545 || LP 560

ratiometrische || ro2GFP,, 2x 800 KP 700 BP 500-550

Fluoreszenz- ro2GFP,.q4 488 HFT 488 BP 500-550

messung

16.1 Fluoreszenzfarbstoffe

Zur Fluoreszenzmikroskopie werden verschiedene Fluorochrome eingesetzt,
um selektiv zelluldre Strukturen anzufarben. Lipophile Fluoreszenzfarbstoffe
reichern sich in Membranen an (Maier et al., 2002). An Antikorper gebundene

Fluorochrome koénnen in permeabilisierten Zellen Proteine hochspezifisch
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sichtbar machen und liefern inzwischen bei hoher Photostabilitdt eine
optimierte Ausbeute (Panchuk-Voloshina et al., 1999). Die Verwendung von
Fusionsproteinen aus dem zu untersuchenden zelluldren Protein und einem
Fluoreszenzprotein ermoglicht die Analyse von Verteilungsmustern in
lebenden Zellen. Inzwischen sind zahlreiche fluoreszierende Proteine bekannt,
die z.T. durch rationales Design optimiert wurden. So ist inzwischen das
gesamte Spektrum des sichtbaren Lichts durch die Emissionen der
verschiedenen Fluoreszenzproteine abgedeckt (Shaner et al.,, 2005). Das
bekannteste Fluoreszenzprotein ist das griin fluoreszierende Protein (GFP),
welches erstmalig von Shimomura aus Aequorea victoria isoliert und
charakterisiert wurde (Shimomura et al., 1962).

In Tabelle 9 sind die fluoreszierenden Proteine aufgelistet, die in dieser Arbeit
den mikroskopischen Nachweis von Fusionsproteinen erbracht haben. Fir
GFP-Fusionen in den Kolokalisationsstudien wurde eine modifizierte
Gensequenz des Grin fluoreszierenden Proteins, ,yeast enhanced green
fluorescent protein” (yEGFP) eingesetzt, die auf die Codon-Verwendung in S.
cerevisiae optimiert ist. Diese GFP-Variante enthalt gleichzeitig im Vergleich
zur Wildtyp-Sequenz den Aminosaure-Austausch S65G und S72A, womit eine
hohere Fluoreszenzintensitat erzielt wird (Cormack et al., 1997). Wahrend
EGFP eine leichte Tendenz zeigt, Dimere zu bilden, fihrt der Aminosaure-
Austausch A,psK zu einem rein monomerischen Fluoreszenzprotein (Zacharias
et al., 2002). Mit dieser Variante wurde ebenfalls die Lokalisation von Erd2p-
Fusionen in Hefezellen untersucht. mCherry ist ein monomerisches Derivat
des aus Discosoma sp. isolierten rot fluoreszierenden dimerischen dsRED
(Shaner et al., 2004). mCherry wurde in dieser Arbeit in den
Kolokalisationsstudien ~ zur  Herstellung von  Fusionsproteinen  zur
Fluoreszenzmarkierung von zellularen Markerproteinen und im Bimolekularen

Fluoreszenzkomplementationsassay eingesetzt.

69



Material und Methoden

Tabelle 9:
Emmissionsmaxima

Verwendete

Fluoreszenzproteine,

deren Absorptions-

und

Fluoreszenzprotein

Absorptionsmaximum
[nm]

Emissionsmaximum
[hm]

EGFP 488 507
EGFPA;06K 488 507
mCherry 587 610
ro2GFpP 405/488 507

16.2 Probenvorbereitung fiir die Fluoreszenzmikroskopie

In der Arbeit wurden alle Aufnahmen an lebenden, unfixierten Zellen
durchgefihrt. Um die Hefezellen zu immobilisieren und damit auch langere
Aufnahmezeiten zu ermoglichen wurde eine Zellsuspension im Verhaltnis 1:1
mit einer auf 50°C angewarmten 1 %igen ,low melting point“-Agarose-L6sung
(Biozym, Oldendorf) gemischt und vor dem Erkalten auf Objekttrager

aufgebracht.

16.3 Ratiometrische Fluoreszenzmessungen

Eine weitere GFP-Variante, redoxsensitives GFP (roGFP), fand ihren Einsatz bei
Untersuchungen zur Membrantopologie von Erd2p. Die von Hanson et al.
(2004) charakterisierte Variante ro2GFP erhélt durch die Sequenzdanderungen
S$147C, Q204C und S65T zwei von den Redox-Bedingungen der Umgebung
abhangige Anregungsmaxima. Bei Oxidation steigt die Emission nach
Anregung mit 400 nm, die Emission nach Anregung mit Licht der Wellenlange
480 nm sinkt. Bei Reduktion hingegen lasst sich die Emission nach Anregung
mit 480 nm steigern, wahrend die Emissionsintensitdt nach Anregung mit
400 nm fallt. Die Wellenlange des Emissionsmaximums bleibt unveradndert.
Anderungen im Redoxzustand des Proteins kénnen durch die Verinderung
des Quotienten aus der Emission nach Anregung mit 400 nm geteilt durch die
Emission nach Anregung mit 488 nm bestimmt werden (Brach et al., 2008). In
der vorliegenden Arbeit wurden ratiometrische Fluoreszenzanalysen an Zellen
ro2GFP-Fusionsproteinen an einem konfokalen

nach Expression von

Laserlicht der
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Wellenlange 400 nm wurde dabei durch das Zwei-Photonen-System
,Chameleon” (Coherent, Glasgow, UK) bei 800 nm vermittelt. An den
unbearbeiteten Aufnahmen wurden die gemittelten Fluoreszenzintensitaten
nach Anregung mit 488 nm und nach Anregung mit 400 nm Uber die Software
LSM Image Examiner (Zeiss) bestimmt. Nach Subtraktion der Intensitdten der
Kontrolle ohne Expression eines Fluoreszenzproteins wurde der Quotient
ex400/ex488 ermittelt. Dieser Quotient liegt bei oxidierenden Bedingungen

hoch, bei reduziernden Bedingungen sinkt er.

16.4 Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC)

Die Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation beruht auf der Rekonstitution
eines in zwei Teile gespaltenen Fluoreszenzproteins. In dieser Arbeit wurde
ein BiFC-System mit dem rot fluoreszierenden Protein mCherry angewendet.
Hierbei wird mCherry zwischen den Aminosauren 159 und 160 in ein N-
terminales und ein C-terminales Fragment gespalten (Fan et al., 2008).
Gelangen beide Fragmente in unmittelbare rdumliche Ndhe zueinander, wird
das Fluoreszenzprotein komplettiert, das Fluorophor wird gebildet und die
Fluoreszenzeigenschaften sind wiederhergestellt. Werden beide Fragmente
koexprimiert, reicht ihre eigene Affinitdt zueinander nicht aus, um die
Rekonstitution zu erméglichen. Um die Interaktion zweier zellularer Proteine
nachzuweisen, wird ein Fragment mit dem Fangerprotein und das andere
Fragment mit einem Beuteprotein fusioniert. Werden beide Fusionsproteine
koexprimiert, zeigt eine Fluoreszenz die Rekonstitution von mCherry an und
weist damit auf eine direkte Interaktion zwischen Fanger- und Beuteprotein

hin.
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17. Wachstumstests
17.1 Agardiffusionstest

Der Nachweis der Sensitivitat von Hefezellen gegen das Toxin K28 wurde mit
Hilfe des Agardiffusionstests in Methylenblauagar (MBA) durchgefihrt.
Methylenblau wird in toten Zellen aufkonzentriert und sorgt gleichzeitig fur
einen hoéheren Kontrast zwischen bewachsem und unbewachsenem Agar. Fiir
einen MBA-Test wurden 1x10° Zellen aus einer Ubernacht-Kultur in 8 ml
Minimalmedium mit Methylenblau eingebettet. In ein eingestanztes Loch mit
einem Durchmesser von 1 cm wurden 100 pl K28-Toxinkonzentrat gegeben.
Das Toxin diffundiert in den Agar ein, wobei die Konzentration und damit die
Toxizitdt vom Mittelpunkt zur Peripherie logarithmisch abnimmt. Die nach
sieben Tagen vermessene Grofle des Hemmhofs, innerhalb dessen kein
Wachstum festzustellen ist, ist dabei ein MaR fiir die Sensitivitit des

eingebetteten S. cerevisisae Stamms.

17.2 Wachstumsstudien mit dem ,Ras recruitment system”

Das ,Ras recruitment system” (RRS) ermdglicht den in vivo Nachweis der
Interaktion zweier Proteine. Das System beruht auf der Notwendigkeit des
monomeren G-Proteins Ras, Plasmamembran-lokalisiert vorzuliegen, um
seine Funktion im cAMP-Signalweg wahrnehmen zu kdénnen. Es eignet sich
daher speziell fir den Nachweis der Wechselwirkungen zwischen Proteinen
der Plasmamembran. Die im Test eingesetzte S. cerevisiae Mutante cdc25-2
zeigt einen temperaturabhangigen Wachstumsdefekt bei 36°C. Dieser
Phanotyp kann nur kompensiert werden, wenn ein konstitutiv aktives Sauger-
Ras-Protein exprimiert wird, das Uber die Fusion an ein anderes Protein bis zur
Plasmamembran gelangt. Im Testsystem wurden cdc25-2 Transformanden bei
der permissiven Temperatur von 20°C unter induzierenden Bedingungen
kultiviert. 1x10° Zellen wurden auf entsprechenden Galaktose-d/o-
Agarplatten ausgestrichen. Es wurden je zwei Testplatten angefertigt, die
parallel bei 20°C und bei 36°C in einer feuchten Kammer inkubiert wurden.

Nach funf bis acht Tagen wurde das Wachstum ausgewertet.
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18. Chemikalien, Kits und Verbrauchsmaterialien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien, Enzyme, Kits und

Verbrauchsmaterialien sowie deren Hersteller sind in Tabelle 9 aufgefihrt.

Tabelle 9: Verwendete Chemikalien, Enzyme, Kits und Verbrauchsmaterialien sowie

deren Hersteller

Hersteller
(Firmensitz)

Produkte

5Prime

Tag DNA-Polymerase

Ambion
(Austin, USA)

Lachssperma-DNA

analyticjena

,iNnNUPREP Kit Plasmid Mini Kit”

(Jena)

Applichem T4 DNA-Ligase-System, Magermilchpulver, X-Gal, Phenol/
Chloroform/Isoamylalkohol

BioRad Elektroporationskiivetten, Whatman Blotting-Papier

(Miinchen)

Biozym Agarose, DNA Low Melt Agarose

(Oldendorf)

Difco ,YNB without aminoacids and ammoniumsulfate”

(Detroit, USA)

Eurogentec ,smart ladder” DNA-GroRenstandard

(Seraining, Belgien)

Fermentas Dnase-freie Rnase, Restriktionsendonukleasen, ,page ruler
(St. Leon-Rot) prestained” Protein-GroRenstandard

Formedium Galaktose

(Norfolk, GB)

GE Healthcare ,full range rainbow molecular weight marker”
(Freiburg)

Invitrogen ,PYES2.1 TOPO® TA Expression Kit”, yeast GFP clone
(Darmstadt)

Marcor Agar, Casein-Pepton, Hefeextrakt

(New Jersey, USA)

Millipore Nitrocellulose-Dialysefilter

(Eschborn)

Miiller’s Miihle Glukose

(Gelsenkirchen)

Nalgene (Roskilde, || Kryorohrchen

Danemark)

NEB EndoH

(Frankfurt)

Novagen »Acceptor pSTBlue-1 Vektor Kit”

(Darmstadt)
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Omega bio-tek ,E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit”
(Norcross, USA)

Roche Diagnostics || ,,Expand™ High Fidelity PCR system dNTPack ”, ,,Lumi-Film

(Mannheim) Chemiluminiescent Detection Film”, ,Protease inhibitor
cocktail tablets”, PVDF-Membran

Serva B-Mercaptoethanol, DMSO

(Heidelberg)

Sigma-Aldrich Ampicillin, Bromphenolblau, TEMED

(Deisenhofen)

Tetenal ,Roentogen Liquid”, ,,Roentogen Superfix”

(Norderstedt)

Thermo Scientific ,SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate”
(Rockford, USA)

Merck (Darmstadt) || alle weiteren Chemikalien
Roth (Karlsruhe)
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" Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Charakterisierung des zelluldren
HDEL-Rezeptors Erd2p in der Hefe S. cerevisiae. Besonderes Augenmerk sollte
dabei auf der Lokalisation, der Membranstruktur des Rezeptors und seiner
Funktion bei der Endozytose des Proteintoxins K28 liegen. Die
Untersuchungen lassen sich in vier Schwerpunktbereiche gliedern. Zunachst
wurden Studien zur Lokalisierung des Rezeptors durchgefiihrt. Im zweiten Teil
wurde die Topologie des Rezeptors analysiert. In darauf folgenden
Untersuchungen wurden Sequenzmotive zur endozytotischen Internalisierung
des Rezeptors identifiziert und deren Beteiligung an der
Sensitivitdtsvermittlung gegen das Killertoxin K28 uberprift. AbschlieRend

wurden Untersuchungen zur Ubiquitinierung des Rezeptors durchgefihrt.

1. Nachweis der Kolokalisation des HDEL-Rezeptors Erd2p in der
Plasmamembran von S. cerevisiae

Friihere Untersuchungen zeigten eine Abhangigkeit der K28-Aufnahme von
der Verflugbarkeit des HDEL-Rezeptors Erd2p. Studien zum Bindungsverhalten
von Spiaroplasten nach Uberexpression des Rezeptors bestétigten seine
Bedeutung fir die Bindung des Toxins an der Plasmamembran (Heiligenstein,
2008; Spindler, 2004). Auf diesen Beobachtungen basiert das aktuelle Modell
der K28-Aufnahme, wonach der Rezeptor nicht nur eine Rolle bei dem
retrograden Transport des Toxins spielt, sondern zusatzlich in vermutlich
geringer Kopienzahl den Aufnahmeprozess Uber die Plasmamembran
vermittelt (Schmitt und Breinig, 2006). Zusatzlich zu der beschriebenen
Lokalisation von HDEL- und KDEL-Rezeptoren in ER und Golgi-
Kompartimenten konnte die Verteilung des Rezeptors im Bereich der
Zellgrenzen bisher nur in einer Hefe-Mutante mit blockiertem Endozytoseweg
(end3) nachgewiesen werden (Lewis und Pelham, 1990; Semenza et al., 1990;

Heiligenstein, 2008).
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Um die postulierte Funktion von Erd2p als Rezeptor fiir das Toxin K28 auf
Ebene der Plasmamembran zu bestdtigen, wurde zundchst die zellulare
Verteilung dieses HDEL-Rezeptors in S. cerevisiae untersucht. In dieser Arbeit
wurden zwei Methoden zur Bestatigung der Plasmamembran-Kolokalisation
von Erd2p durchgefiihrt; der fluoreszenzmikroskopische Nachweis des

Rezeptors und ein in vivo Reporterassay fur Plasmamembranproteine.

1.1 Untersuchungen zur zelluldaren Verteilung von Erd2pGFP-Varianten in
S. cerevisiae

1.1.1 Vergleichende fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach
Expression verschiedener Erd2pGFP-Fusionen

Im Hinblick auf die Lokalisierung des zellularen HDEL-Rezeptors Erd2p in
S. cerevisiae durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen musste
zunachst ein geeignetes Expressionssystem identifiziert werden. Der
eingesetzte Hefestamm muss in der Lage sein, eine fluoreszenzmarkierte
Variante des Rezeptors stabil und in ausreichender Kopienzahl zu exprimieren.
In Abbildung 13 findet sich eine Ubersicht aller ERD2GFP-Varianten, die in
dieser Arbeit zur Lokalisierung des HDEL-Rezeptors in Hefe hergestellt und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht wurden.

Um die Verteilung eines Proteins in Hefezellen nah am wildtypischen Zustand
beobachten zu konnen, wird in der Regel eine Expression unter Kontrolle des
endogenen Promotors bevorzugt. Aus diesem Grund wurde in einem ersten
Ansatz der S. cerevisiae Stamm YBLO40cGFPclone wie unter Punkt 16
(Material und Methoden) beschrieben fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Dieser kommerziell erhdltliche Stamm ermoglicht die Expression von
C-terminal GFP-markiertem Erd2p unter Kontrolle des eigenen Promotors und
der eigenen 3‘UTR. Die GFP-Sequenz ist auf chromosomaler Ebene in
direktem Anschluss an das ERD2-Strukturgen integriert (Invitrogen,
Darmstadt). Im Stamm YBLO40cGFPclone sind sowohl ringférmige
fluoreszierende Bereiche im Inneren der Zellen als auch punktféormige
Strukturen im Zellinneren und im Zellgrenzbereich erkennbar, die sich jedoch

nur schlecht von der Hintergrundfluoreszenz abheben (siehe Abbildung 14, A
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und B). Eine Steigerung der Anregungsintensitdt erbrachte durch das damit
einhergehende schnelle ,bleaching” des Farbstoffs keine Verbesserung der
Signalstarke. Die Emissionsintensitaten im Stammhintergrund
YBLO40cGFPclone lassen keine hochauflosenden Aufnahmen zu, welche
notwendig sind, um in Kolokalisationsstudien Aufschluss Uber die Erd2p-
Verteilung innerhalb von Hefezellen zu geben.

Um die Fluoreszenzsignale durch eine hohere Kopienzahl zu verstdarken,
wurde eine GFP-markierte Rezeptor-Variante zur Expression unter Kontrolle
eines starken Promotors konstruiert. Als Expressionsvektor wurde der
Centromervektor pJD.6 mit  URA3-Auxotrophie-Marker  verwendet.
Centromervektoren kommen in geringer Kopienzahl vor und zeichnen sich
durch eine hohe mitotische Stabilitat aus. Die vier Plasmide des pRS-Systems
(Sikorski und Hieter, 1989) enthalten das gleiche Vektorriickgrat mit autonom
replizierender Sequenz, Centromersequenz, einem bakteriellen ,origin of
replication”, einem Amicillinresistenz-Gen und einer ,multiple cloning site”.
Sie unterscheiden sich in den Auxotrophiemarkern und sind daher optimiert
auf die kombinierte Nutzung in Hefezellen, um die Expression zweier oder
mehrerer Gene unter gleichen Kontrollmechanismen zu ermdglichen. Die
GFP-markierten ERD2-Varianten sind in dieser Arbeit stets in pRS316-
Derivaten enthalten, Fusionsgene aus den kodierenden Sequenzen fir die
Markerproteine und das rot fluoreszierende mCherry in pRS315-Derivaten.
Die pRS-Vektoren enthalten weder Promotor- noch Terminator-Sequenzen.
Beide Komponenten sind in pJD.6 integriert (vgl. Material und Methoden,
Punkt 2.1.3).

In pJD.6ERD2yEGFP ist das Uber SOE-PCR mit den Primern 5°ERD2,
5‘ERD2EGFP, 3’ ERD2EGFP und 3‘ EGFP hergestellte Fusionsgen aus ERD2 und
YEGFP unter Kontrolle des Promotors Pga; und des Terminators CYCITT

enthalten.
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ERD2-NPF yEGFP
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der zur Fluoreszenzmikroskopie
eingesetzten ERD2GFP-Derivate.

(A) Klonierungsstrategie zur Erstellung der ,yeast gfp collection” (Invitrogen,
Darmstadt). Die aus dieser Sammlung stammende Hefe YBLO40cGFPclone wurde
eingesetzt, um die intrazellulare Verteilung des HDEL-Rezeptors unter
Expressionskontrolle des eigenen Promotors zu untersuchen.

(B) Schematische Darstellung der zur Lokalisation von Erd2p konstruierten
Fusionsgene aus ERD2 und GFP-Varianten. Neben wildtypischem ERD2 und einem
Fusionsgen mit dem DNA-Sequenzbereich fiir die 69 C-terminalen Aminosauren von
IST2 (IST2C) wurden verschiedene Varianten der Gensequenz hergestellt, in denen
potentielle Endozytosesignale deletiert sind. In ERD2-NPF sind die Codons des
N-terminalen NPF-Motivs deletiert. ERD2K/R kodiert fir ein Genprodukt, in dem die
vier C-terminalen Lysinreste gegen Arginin ausgetauscht sind. In ERD2-T,,; ist das
Codon fiir Threonin 207 deletiert. Die eingesetzten GFP-Derivate sind yEGFP, eine auf
die Codon-Verwendung der Hefe optimierte GFP-Variante mit hoherer
Fluoreszenzausbeute im Vergleich zu wildtypischem GFP (Cormack et al., 1997),
und yEGFPA,yK, dessen Genprodukt an Position 206 den Aminosaureaustausch
Alanin nach Lysin aufweist und daher keine Dimere bildet (Zacharias et al., 2002).
Die dargestellten ERD2GFP-Derivate wurden unter Kontrolle des GAL1-Promotors im
Vektor pJD.6 exprimiert.
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Der wildtypische Saccharomyces cerevisiae Stamm BY4742 wurde mit dem
Expressionsvektor pJD.6ERD2yEGFP transformiert. Die Expression wurde 24 h
in Galaktose-haltigem Medium bei 30°C induziert. In Abbildung 14 (D, E, F)
sind die Fluoreszenzintensititen in BY4742 [pJD.6ERD2yEGFP] und
YBLO40cGFPclone grafisch durch eine Farbkodierung verdeutlicht und dem
Wildtyp BY4742 ohne Expression eines Fluoreszenzproteins
gegenlbergestellt. Wahrend die Fluorenzenzintensitat bei YBLO40cGFPclone
nur in einzelnen Punkten Uber den Intensitaten der Negativkontrolle BY4742
liegt, erreichen die Signale in BY4742 [pJD.6ERD2yEGFP] die Sattigungsgrenze.
Wie aus Abbildung 14 (l) hervorgeht, erlauben die in BY4742
[pJD.6ERD2YEGFP] erreichten Fluoreszenzintensitdten bei verdanderten LSM-
Einstellungen hoher auflésende Aufnahmen. Die intrazelluldre Erd2GFP-
Verteilung ist in klar abgegrenzten, punktuellen Fluoreszenzsignalen
erkennbar, die Uber die ganze Zelle verteilt vorliegen. Schwacher fluoreszieren
ringformige Strukturen im Zellinneren, die als Golgi-Kompartimente
beschrieben sind (Schuldiner et al, 2005) und einzelne Foki im

Zellgrenzbereich.
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Abbildung 14: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Erd2GFP in S. cerevisiae
YBL040c GFP clone und BY4742 pJD.6ERD2yEGFP.

Die Abbildung zeigt die Erd2GFP-Fluoreszenz nach Expression unter Kontrolle des
ERD2-Promotors in S. cerevisiae YBLO40cGFPclone (A). Als Kontrolle wurde der
Wildtyp-Stamm BY4742 mitgefiihrt (B). Im Vergleich ist die Fluoreszenz des
Fusionsproteins nach Expression unter Kontrolle des GALI-Promotors in BY4742
[pJD.6ERD2yEGFP] gezeigt (C). Einstellungen: LSM 510 META; 100fache
VergroRerung; Messbalken: 10 um; detector gain: 1004; average 8; scan speed 6;
pinhole 240; transmission 10,1%

Farbkodierte Fluoreszenzintensitaten fir YBLO40cGFPclone (D), den Wildtyp
BY4742 (E) bzw. BY4742 [pJD.6ERD2yEGFP] (F). Die detektierte Intensitat ist fiir die
links gezeigten Aufnahmen von blau (schwach) bis rot (Sattigung) angegeben.
Bearbeitung: palette rainbow, Zeiss LSM Image Examiner v. 4.2.0.121

Expressionsmuster in  YBLO4OcGFPclone (G), BY4742 (H) bzw. BY4742
[pJD.6ERD2yEGFP] (I) unter verringerter Signalverstarkung. Die gleichen
Bildausschnitte sind unter verdnderten Einstellungen aufgenommen: LSM 510 META;
100fache VergroRerung; Messbalken: 10 um; detector gain: 600; average 8; scan
speed 6; pinhole 240; transmission 10,1%

Um den Einfluss einer Dimerisierung von EGFP auf die Verteilung von
Erd2EGFP in der Hefe auszuschlieBen, wurde als Kontrolle eine Fusion aus
Erd2p und der rein monomerischen GFP-Variante EGFPA,ysK (Zacharias et al.,
2002) hergestellt (vgl. Material und Methoden, Punkt 2.1.3). Mit Hilfe der
Primer 5 ERD2, 5‘EGFPA,cK, 3 EGFPA,06K und 3 EGFP wurde tber SOE-PCR
der Austausch A,psK in die ERD2yEGFP-Sequenz eingebracht. ERD2yEGFPA ;06K
wurde in den Vektor pSTBluel zwischenkloniert, sequenziert und in den
Expressionsvektor pJD.6 einkloniert.

Nach Transformation von pJD.6ERD2EGFPA,xsK in den S. cerevisiae Stamm
BY4742 wurde die Expression unter Kontrolle des GAL1-Promotors induziert
und die intrazelluldire  Verteilung des  markierten Rezeptors
fluoreszenzmikoskopisch untersucht. Nach Transformation mit pJD.6
ERD2yEGFPA,psK zeigt der Stamm BY4742 keine Unterschiede im
Expressionsmuster zu Erd2EGFP. Es zeigen sich auch hier die punktuellen

Signale im Zellinneren und im Zellrandbereich (vgl. Abbildung 15).
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EGFP-Fluoreszenz Hellfeld merge
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Abbildung 15: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis einer Erd2p-Fusion mit
monomerischem EGFPA,.K in S. cerevisiae.

Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zeigt das Expressionsmuster von
Erd2EGFPA,,cK (A) im Vergleich zu Erd2EGFP (B) in S. cerevisiae BY4742.
Einstellungen: LSM 510 META; 100fache VergréBerung; Messbalken: 5 um; detector
gain: 772; average 8; scan speed 7; pinhole 200 pm; transmission 3,2%

In einem weiteren Versuchsansatz wurde der von Schuldiner et al. (2005)
beschriebene Einfluss des Kulturmediums auf die Verteilung des
fluoreszenzmarkierten HDEL-Rezeptors untersucht. Um den Verlust des
Expressionsplasmids durch den fehlenden Selektionsdruck in Komplexmedien
zu verhindern, wurde in diesem Ansatz der S. cerevisiae Stamm YA ERD2EGFP
eingesetzt. Dieser Stamm besitzt keine chromosomale Kopie des ERD2-Gens,
sondern Uberlebt einzig durch die plasmidgetriebene EGFP-markierte Erd2p-
Variante (vgl. Ergebnisse, Punkt 3.2.1).

Zunachst wurden die Zellen in Minimalmedium unter induzierenden
Bedingungen uber Nacht kultiviert. In einem Ansatz wurde anschlieBend
Minimalmedium (leu d/o Gal) und in einem parallelen Ansatz
Komplexmedium  (YPGal) verwendet. Nach 24 Stunden wurde
fluoreszenzmikroskopisch die Verteilung des markierten Rezeptors bestimmt.
Abbildung 16 zeigt, dass keine deutlichen Unterschiede in der zelluldren

Verteilung erkennbar sind. Die von Schuldiner et al. (2005) beschriebenen
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Golgi-Strukturen sind auch in den Zellen klar erkennbar, die in
Minimalmedium kultiviert wurden. Auch die punktuellen Strukturen, die sich
Uber das gesamte Zellinnere bis zu den Zellgrenzbereichen verteilen, finden
sich in beiden Ansatzen.

Eine zuverldssige Aussage dariiber, ob die im Grenzbereich der Zellen
lokalisierten punktférmigen Signale der Ebene der Plasmamembran
zuzuordnen sind, sollte im Folgenden durch Kolokalisationsstudien mit

Markerproteinen erbracht werden.

EGFP-Fluoreszenz Hellfeld merge

leu d/o Gal

YPGal

Abbildung 16: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Erd2EGFP in S. cerevisiae
YA ERD2EGFP in Minimal- und Komplexmedium.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen das Expressionsmuster von
Erd2EGFP in YA ERD2EGFP nach Anzucht in Minimalmedium leu d/o Gal (A) und
Komplexmedium (B). Einstellungen: LSM 510 META; 100fache VergroRerung;

Messbalken: 5 um; detector gain: 772; average 8; scan speed 9; pinhole 200 um;
transmission 3,2%
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1.1.2 Fluoreszenzmikroskopische Kolokalisationsstudien
an GFP-markiertem Erd2p

Durch mikroskopische Aufnahmen, welche die vergleichende Lokalisierung
von Erd2pEGFP mit Markerproteinen fiir zelluldre Substrukturen ermoglichen,
sollte bestatigt werden, dass Erd2EGFP nicht nur im Endoplasmatischen
Retikulum und im Golgi-Apparat vorkommt, sondern auch in der
Plasmamembran der Hefe kolokalisiert ist. Die Ebene der Plasmamembran
sollte durch mCherry-markierte Varianten der Plasmamembran-ATPase
Pmalp, der Arginin-Permease Canlp und den Eisosomenmarkern Pillp und
Sur7p sichtbar gemacht werden. Desweiteren wurden Kolokalisationsstudien
mit dem Golgi-Marker Anplp durchgefiihrt. Die Gene der Markerproteine
wurden mit den entsprechenden Primern amplifiziert, in den Vektor pSTBluel
zwischenkloniert und nach der Sequenzierung in den Expressionsvektor pJD.5
vor die mCherry-Gensequenz einkloniert (vgl. Material und Methoden, Punkt
2.1.4). Nach der Kotransformation mit pJD.6ERD2yEGFP in den Hefestamm
BY4742 wurde die Expression beider Fusionsgene 24 h durch Galaktose-
Zugabe induziert. Die Induktionszeit bei CANImCherry wurde auf 10 h
reduziert und ein Medium mit 2 pug/ml Arginin statt 20 pg/ml gewahlt, da das
Genprodukt von CAN1, die Argininpermease, bei hoheren
Argininkonzentrationen verstarkt zur Vakuole transportiert wird (Grossmann
et al., 2008; vgl. Master-Arbeit Sevrieva, 2009).

Die Ergebnisse der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie sind in Abbildung
17 dargestellt. Bei allen Markerproteinen der Plasmamembran und der
Eisosomen ist ein deutliches ringformiges Fluoreszenzsignal im
Zellrandbereich zu erkennen, das in einzelnen Foci im Zellgrenzbereich eine
Uberlagerung mit der Erd2pEGFP-Fluoreszenz zeigt. Die Kolokalisation wurde
anhand von Intensitdtsprofilen bestdtigt. Wahrend im Zellinneren keine
Kolokalisation von Erd2pEGFP mit den Plasmamembranmarkern vorliegt,
Uberlagern sich im Bereich der Plasmamembran in einzelnen punktuellen
Strukturen die Intensitatsmaxima der EGFP- und der mChery-Fluoreszenz. Es
konnte keine Kolokalisation von Anplp und Erd2p in abgegrenzten

intrazellularen  Struturen detektiert werden. Bereiche mit hoher
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Fluoreszenzintensitat des mCherry-markierten Golgi-Markers Gberlappen nur
teilweise mit den intrazelluldaren Strukturen, die durch Erd2EGFP angefarbt
sind. Eine vollstindige Ubereinstimmung in den Verteilungsmustern von
Erd2p existiert weder fiir die Plasmamembranmarker, noch fir den Golgi-
Marker Anplp. Dies bestatigt eine auf mehrere zelluldre Substrukturen
verteilte Lokalisation des HDEL-Rezeptors.

Wie erwartet kommt Erd2p nicht nur im Golgi vor, sondern auch in klar
abgegrenzten intrazelluldren Strukturen, die dem ER und Komponenten des
vesikuldren und tubuldren Transports zwischen ER und Golgi entsprechen.
Punktuelle Strukturen, wie sie durch die Kolokalisationsstudien unmittelbar
unterhalb der Plasmamembran nachgewiesen wurden, kdnnten sowohl
Tranportvesikel zur Zelloberflache als auch endosomale Strukturen darstellen.
Die Kolokalisation der einzelnen Erd2EGFP-Foci mit den Plasmamembran- und
Eisosomenmarkern im Zellgrenzbereich bekraftigt das von Heiligenstein
(2008) postulierte Modell der intrazelluldren Verteilung von Erd2p. Demnach
kommt Erd2p in geringer Kopienzahl auch an der Zelloberflache vor. Dieser
geringe Anteil an Plasmamembran-standigen Rezeptoren konnte in der
vorliegenden Arbeit erstmals durch die Expression fluoreszenzmarkierter
Varianten unter Kontrolle eines starken Promotors nachgewiesen werden. Die
Funktionalitdt der Erd2EGFP-Fusion wurde in spateren Experimenten in einer

erd2-Deletionsmutante bestatigt (vgl. Ergebnisse, Punkt 3.2.1).
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Abbildung 17: Fluoreszenzmikroskopische Kolokalisationsstudien an Erd2EGFP und
mCherry-markierten Markerproteinen in S. cerevisiae BY4742.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen die zellulare Verteilung von
Erd2EGFP in S. cerevisiae BY4742 nach Koexpression mit mCherry-markierten
Markerproteinen. PmalmCherry und CanlmCherry dienen der Anfarbung der
Plasmamembran, Sur7mCherry und PillmCherry verdeutlichen eisosomale
Strukturen an der zytosolischen Seite der Plasmamembran und der intrazelluldre
Marker AnplmCherry stellt eine Kontrolle fiir den Golgi-Apparat dar. Es sind jeweils
die Einzelfluoreszenzen und deren Uberlagerung dargestellt. Rechts sind die
Intensitatsprofile liber Bereiche mit Kolokalisation aufgefiihrt.

Einstellungen: LSM 510 META; 100fache VergroRerung; detector gain (543 nm):
451 - 700; detector gain (488 nm): 581 - 791; mean 2 - 8; scan speed 6 - 8; pinhole
(543 nm): 160 - 248; pinhole (488 nm): 160 - 240; transmission (543 nm): 9,1 — 52 %;
transmission (488 nm): 4,1 - 50 %; Intensitatsprofile wurden mit Hilfe der profile-
Funktion der Sofware Zeiss LSM Image Examiner v. 4.2.0.121 erstellt.

1.1.3 Untersuchungen zur Lokalisation einer Erd2GFP-Variante
mit zusatzlichem Transportsignal

Der Uiberwiegende Teil aller integralen Proteine der Plasmamembran erreicht
Uber den klassischen Sekretionsweg durch ER und Golgi seinen Zielort.
Daneben existieren aber auch unkonventionelle Mechanismen der
Zielsteuerung zur Plasmamembran, die unabhangig von einem funktionellen
Golgi-System aktiv sind. In S. cerevisiage gelangt das polytopische
Membranprotein Ist2p unabhdngig von COPII-Vesikel-Bildung, intra-Golgi-
Transport und Vesikel-Fusion zur Zellperipherie. Die externe Zugabe von
Proteasen fuhrt zu einem Abbau von Ist2p. Dies zeigt, dass Ist2p in Hefe ohne
den ER-Golgi-Transport spezifische Doméanen der Plasmamembran erreicht,
auch wenn kein vergleichbarer Transportweg in Sdugerzellen zu existieren
scheint. Der exakte Mechanismus des Ubergangs vom kortikalen ER zur
Plasmamembran ist noch nicht vollstindig bekannt. Experimente mit
Chimaren aus anderen Membranproteinen, welche natlrlicherweise nicht bis
zur Zellperipherie gelangen, bestatigten die Bedeutung des C-Terminus von
Ist2p als Transportsignal (Nickel und Seedorf, 2008; Jischke et al., 2005; Ercan
etal., 2009).

87



Ergebnisse

An einer Chimdre aus Erd2p, einer GFP-Markierung und dem C-Terminus von
Ist2p sollte bestimmt werden, ob der HDEL-Rezeptor analog zu anderen Ist2p-
Fusionen eine periphere Lokalisation in Hefezellen erreicht. Hierzu wurde die
Genfusion aus ERD2 und yEGFP um die kodierende Sequenz fiir die 69 letzten
Aminosauren von Ist2p ergdnzt. Dieser C-terminale Sequenzbereich von Ist2p
sollte nach Franz et al. (2007) geniigen, um den Anteil an Plasmamembran-
lokalisiertem Erd2GFP zu steigern. Das Fusionsgen ERD2yEGFPIST2C wurde in
pJD.6 einkloniert (vgl. Material und Methoden, Punkt 2.1.3). Nach
Transformation von BY4742 wurde die Expression durch Zugabe von
Galaktose induziert und die intrazelluldre Verteilung des Fusionsproteins in
lebenden Zellen am konfokalen Laserscanning-Mikroskop untersucht (vgl.
Abbildung 18). Die Fluoreszenz von Erd2EGFPIST2C zeigt sich in der
Zellperipherie und in ringférmigen Strukturen um den Zellkern, welche dem
perinukledaren ER entsprechen. Die peripheren Signale kénnen sowohl das
kortikale ER darstellen als auch die Plasmamembran. Die fur Erd2pEGFP
beobachteten, punktformigen intrazelluldren Strukturen bleiben nach dem
Anfligen des C-Terminus von Ist2p aus. In Form dieser Chimadre ist es
gelungen, eine Erd2p-Variante herzustellen, deren Lokalisation von ER- und
Golgi-Strukturen hin zur Zellperipherie verschoben ist. Ein Einfluss dieser
veranderten Lokalisation wurde in Studien zur Erd2p-Funktion nédher

untersucht (vgl. Punkt 3.2.2.4).

EGFP-Fluoreszenz Hellfeld merge

‘ ":/'

Abbildung 18: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis einer Erd2GFP-Variante mit
zusatzlichem Transportsignal in S. cerevisiae.

Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zeigt das Expressionsmuster von
Erd2EGFPIST2C in S. cerevisiae BY4742. Einstellungen: LSM 510 META; 100fache
VergrofRerung; Messbalken: 5 um; detector gain: 604; average 4; scan speed 6;
pinhole 240 um; transmission 10,1%

88



Ergebnisse

In Kolokalisationsstudien mit Markerproteinen der Plasmamembran sollte die
Lokalisation von Erd2EGFPIST2C in der Zellperipherie bestéatigt werden. Hierzu
wurde der Stamm BY4742 mit pJD.6 ERD2yEGFPIST2C und einem der Plasmide
zur  Expression der mCherry-Markerproteine  kotransformiert.  Die
intrazelluldare Verteilung beider Fusionsproteine wurde wie bereits
beschrieben am konfokalen Laserscanning-Mikroskop bestimmt und ist in
Abbildung 18 dargestellt. Erkennbar ist eine Uberlagerung der griinen
Fluoreszenz von Erd2EGFPIST2C und der roten Fluoreszenzsignale bei allen
eingesetzten Markerproteinen. Am Beispiel der Koexpression von
Sur7mCherry zeigt sich im Profil der Emissionsintensitaten im Zellgrenzbereich

eine deutliche Uberlagerung der Fluoreszenzmaxima beider Fusionsproteine.

mCherry- Erd2EGFP-
merge
Fluoreszenz Fluoreszenz
A
Sur?7
mCherry
Pill
mCherry
B Intersity
250
200
Intensitats- 2 gk‘:] o ,;:h &:t ,ﬁ;\
profil o e

0 2 4 ] 8 10 12 14
Distance (um)

Intensity Ch3-T1 — Intensity Ch3-T2 —

Abbildung 19: Fluoreszenzmikroskopische Kolokalisationsstudien an Erd2EGFPIST2C
und mCherry-markierten Markerproteinen in S. cerevisiae BY4742.

(A) Kolokalisationsstudien an BY4742 nach Koexpression von ERD2yEGFPIST2C
und SUR7mCherry bzw. PILImCherry. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
zeigen die zellulare Verteilung von Erd2EGFP in S. cerevisiae BY4742 nach
Koexpression mit mCherry-markierten Markerproteinen. Sur7mCherry und
PillmCherry wurden zur Anfarbung der Plasmamembran verwendet. Es sind jeweils
die Einzelfluoreszenzen und deren Uberlagerung dargestellt.

Einstellungen: LSM 510 META; 100fache VergroRerung; detector gain (543 nm):
652 - 836; detector gain (488 nm): 604 - 716; mean 4 - 8; scan speed 7 - 8; pinhole
(543 nm): 248; pinhole (488 nm): 240 - 260; transmission (543 nm): 9,1 %;
transmission (488 nm): 4,1 - 10,1 %.

(B) Intensitatsprofil der Fluoreszenz von Erd2EGFPIST2C und PillmCherry,
erstellt mit Hilfe von Zeiss LSM Image Examiner v. 4.2.0.121, profile-Funktion.
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Die Kolokalisation von Erd2EGFPIST2C mit Markerproteinen der
Plasmamembran konnte verdeutlichen, dass ein Anfligen des
unkonventionellen Transportsignals von Ist2p die Verteilung des HDEL-
Rezeptors von intrazelluldaren Strukturen zur Plasmamembran verschiebt. Es
kann durch diese Studien allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass die
peripheren Signale dem kortikalen ER zuzuordnen sind und sich nicht einzig
auf die Plasmamembran beschranken. Die relativ geringe Grofle von
Hefezellen lasst keine genauere rdumliche Einordnung der Signale zu. Sollte es
gelungen sein, durch das Anfligen des Ist2p-C-Terminus den Rezeptor in einer
hoheren Kopienzahl in der Plasmamembran zu lokalisieren, kdnnte dies eine
Auswirkung auf die rezeptorvermittelte Endozytose von K28 haben. Um diese
Frage zu beantworten, sollte in spdateren Experimenten zur Funktion des
Rezeptors die in vivo Funktionalitdt dieser Chiméare untersucht und der
Einfluss des zusatzlichen Sortiersignals auf die Endozytose von K28 bestimmt

werden (vgl. Punkt 3.2.2.4).

1.2 Nachweis der Plasmamembran-Lokalisation von Erd2p durch das
»RAS recruitment system”

Das ,,Ras recruitment system” (RRS) ist ein in vivo Testsystem zum Nachweis
einer Protein-Protein-Interaktion in S. cerevisiae. Im Gegensatz zu anderen
Methoden wie dem ,Yeast two hybrid“-System werden jedoch nicht zwei
zytosolische Interaktionspartner eingesetzt. Die Nachweisreaktion erfolgt an
der Plasmamembran und setzt einen membranstdandigen Interaktionspartner
voraus. Der Mechanismus, auf dem das RRS beruht, wurde erstmals 1985 von
Toda et al. beschrieben. Das monomere G-Protein RAS interagiert an der
zytosolischen Seite der Plasmamembran mit der Adenylatzyklase Cyrlp, der
essentiellen Komponente des cAMP-Signalwegs. RAS selbst wird (ber das
Genprodukt von CDC25 durch einen GDP/GTP-Austausch aktiviert (Broek et
al., 1987). Die temperatursensitive Mutante cdc25-2 ist bei 36°C nicht mehr in
der Lage, die Aktivitat des hefeeigenen RAS-Proteins zu regenerieren und
stellt das Wachstum ein (Petitjean, 1990). Im RRS wird daher eine konstitutiv

aktive RAS-Variante aus Saugern (mRAS) exprimiert, der die CAAX-Box, das
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Signal zur Farnesylierung fehlt, welche fir die Plasmamembranlokalisation des
G-Proteins notwendig ist. Nur durch eine anfusionierte Komponente, welche
den Transport zur Plasmamembran vermittelt, kann mRAS seinen Wirkungsort
erreichen und den Wachstumsarrest aufheben. Die Lokalisation von mRAS an
der Plasmamembran wird im von Broder und Mitarbeitern (1998) etablierten
RRS durch eine Interaktion von einem Plasmamembranprotein mit einem an
mRAS gekoppelten Beute-Protein vermittelt. Denkbar ist auch eine
Verankerung eines l6slichen Proteins Uber eine Farnesylierung oder
Myristylierung, das Uber seinen Interaktionspartner das anfusionierte mRAS
an die Membran heranfihrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine modifizierte Methode etabliert, mit
deren Hilfe die Lokalisation eines integralen Membranproteins an der
Plasmamembran detektiert werden kann. Die eingesetzte Methode greift
nicht auf den Interaktionspartner eines Membranproteins zuriick, der als
Vehikel mRAS indirekt zur Membran transportiert, sondern nutzt den direkten
Plasmamembran-Transport von mRAS in einer Fusion am C-Terminus des
Membranproteins, in diesem Fall Erd2p. Die Aktivierung der Adenylatzyklase
Cyrlp kann in S. cerevisiae cdc25-2 nur dann erfolgen, wenn Erd2RAS (iber
den Sekretionsweg bis zur Plasmamembran gelangt. Die resultierende
Aufhebung des temperatursensitiven Phanotyps ist experimentell Uber
Wachstumstests unkompliziert zu detektieren.

Als Positivkontrolle wurde das von Broder et al. (1998) beschriebene
Interaktionspaar c-JunRAS, eine Fusion der DNA-Bindedomadne c-Jun und der
RAS-Variante des Testsystems, und ein myristyliertes JDP2-Derivat, ein
Mitglied der Leucin-Zipper-Familie, eingesetzt. Hierzu wurden die Vektoren
pPADNS-JZ-Ras und pUra-M-JDP2 in den Stamm cdc25-2 kotransformiert. Die
Doppel-Transformanden wurden in ura leu d/o Glc-Medium angezogen und
parallel auf je zwei Glukose- und Galaktose-haltige Agarplatten ausgestrichen,
von denen jeweils eine bei der permissiven Temperatur (20°C) und eine bei
der restriktiven Temperatur (36°C) inkubiert wurde.

Wie erwartet konnte nach flinf Tagen bei restriktiver Temperatur nur auf dem

induzierenden Galaktose-haltigen Medium ein Wachstum festgestellt werden,
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wahrend die Doppel-Transformanden auf reprimierendem Medium kein

Wachstum zeigten (vgl. Abbildung 20).

Glukose Galaktose

permissive

Temperatur

restriktive

Temperatur

Abbildung 20: Wachstumstest nach Expression des Interaktionspaars c-JunRAS und
M-JDP2 in S. cerevisiae cdc25-2 als Positivkontrolle fiir das ,Ras recruitment
system”.

Die Abbildung zeigt den Wachstumstest an dem temperatursensitiven
S. cerevisiae-Stamm cdc25-2 nach Expression der beiden Interaktionspartner
c-JunRAS und M-JDP2. Acht Kotransformanden wurden parallel auf induzierendes
Galaktose-haltiges und reprimierendes Glukose-haltiges Medium ausplattiert und bei
permissiver wie restriktiver Temperatur inkubiert.

Abbildung 21 zeigt in schematischer Darstellung die Fusionskonstrukte, die im
RRS zur Bestdtigung der Plasmamembran-Kolokalisation von Erd2p getestet
wurden. Als Testplasmid diente ERD2RAS im Centromervektor pJD.6. Als
Negativkontrolle wurde der Expressionsvektor pADNS-JZ-Ras mitgefiihrt, der
ohne Koexpression des membranlokalisierten Interaktionspartners M-JDP2
kein Wachstum erlauben sollte. Eine Genfusion aus RAS und SEC63 sollte als
Kontrolle mitgefiihrt werden. Bei Sec63p handelt es sich um ein
Membranprotein, dessen Funktion und Lokalisation auf das ER beschrankt ist.
Der C-Terminus von Sec63p wurde experimentell als zytosolisch bestatigt
(Rothblatt et al., 1989; Sato et al., 1997; Feldheim et al., 1992). Mit der
Expression von SEC63RAS sollte Uberpriift werden, ob eine Aktivierung des
Cyclp-abhangigen Wachstumssignalwegs im RRS aus ER-Membranen maoglich

ist.
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Abbildung 21: Schematische Darstellung der im ,RAS recruitment system”
eingesetzten RAS-Fusionsgene.

Die Abbildung zeigt in schematischer Darstellung die Genfusionen, die zur
Bestatigung der Plasmamembran-Kolokalisation von Erd2p im ,RAS recruitment
system” eingesetzt wurden. ERD2RAS diente dem Nachweis der Plasmamembran-
Lokalisation von Erd2p. c-JunRAS und das myristylierte JDP2-Derivat M-JDP2 sind ein
von Broder et al. (1998) bestatigtes Interaktionspaar, das ein positives Signal im RRS
liefert. Mit der Fusion aus SEC63 und RAS sollte die Mdglichkeit einer Aktivierung des
RRS-Signalwegs aus ER-Membranen lberprift werden.

Die Expressionsplasmide pJD.6ERD2RAS, pJD.6SEC63RAS und pADNS-JZ-Ras
wurden in den Teststamm cdc25-2 transformiert. Die Anzucht der
Transformanden erfolgte unter induzierenden Bedingungen in Galatkose-
haltigem Medium bei der permissiven Temperatur von 20°C. Der Phanotyp
wurde bei permissiver und restriktiver Temperatur sowohl unter induzierter
als auch unter reprimierter Expression auf entsprechenden Agar-Platten
bestimmt (vgl. Material und Methoden, Punkt 17.2). Die Ergebnisse des
Wachstumstests mit Expression von ERD2RAS-Expression und den beiden

Kontrollen sind in Abbildung 22 dargestellt.
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Glukose Galaktose

permissive

Temperatur

restriktive

SEC63
Temperatur

ERD2

Abbildung 22: Wachstumstest nach Expression von RAS-Fusionsgenen in
S. cerevisiae cdc25-2 zum Nachweis der Plasmamembran-Kolokalisation von Erd2p
durch das ,,Ras recruitment system®”.

Die Abbildung zeigt den Wachstumstest an dem temperatursensitiven
S. cerevisiae-Stamm cdc25-2 nach Expression von RAS-Fusionsgenen. Es wurden
jeweils zwei Transformanden parallel auf induzierendes Galaktose-haltiges und
reprimierendes Glukose-haltiges Medium ausplattiert und bei permissiver wie
restriktiver Temperatur inkubiert.

ERD2RAS: cdc25-2 [pJD.6ERD2RAS]

SEC63RAS: cdc25-2 [pJD.6SEC63RAS]

(-) cdc25-2 [pADNS-JZ-Ras]

Ein klar erkennbares Wachstum der cdc25-2 Mutante tritt unter restriktiven
Bedingungen nur bei Expression von ERD2RAS auf. ER-standiges Sec63pRAS
kann den temperatursensitiven Phanotyp ebenso wenig aufheben wie das
rein zytosolisch lokalisierte RAS ohne Zielsteuerungssignal zur Membran. Eine
ER-Lokalisation von RAS-Fusionsproteinen reicht demnach nicht aus, um ein
positives Wachstumssignal im RRS zu liefern. Das Anfligen von RAS an Erd2p
hingegen konnte dem G-Protein zu einer Lokalisation an der Plasmamembran
verhelfen. Somit konnte bestdtigt werden, dass Erd2p nicht nur in
intrazellularen Membransystemen von ER und Golgi vorkommt, sondern in

der Lage ist, die Plasmamembran zu erreichen.

94



Ergebnisse

2. Topologie des HDEL-Rezeptors Erd2p

Die Topologie eines Membranproteins bestimmt, welche Sequenzbereiche die
Membran durchspannen und legt die Orientierung der verbindenden ,,loop“-
Strukturen als zytoplasmatisch oder nicht-zytoplasmatisch fest. Die Kenntnis
dieser Anordnung der Polypeptidkette ist essentiell, um Protein-Domanen
identifizieren zu konnen, welche mit anderen zelluldren Bestandteilen
interagieren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Topologie des HDEL-Rezeptors Erd2p der
Hefe S. cerevisiae bestimmt werden. Im Hinblick auf die Funktion von Erd2p
als Rezeptor zur Internalisierung des K28-Toxins galt es, die Zuganglichkeit
potentieller  Transportsignale  fiir  zytosolische = Komponenten der
Endozytosemaschinerie zu bestimmen. Zu diesem Zweck sollte zunachst unter
Zuhilfenahme von Vorhersage-Algorithmen ein in silico Topologie-Modell
ermittelt werden. SchlieRlich sollte ein Reportersystem etabliert werden, das

experimentell die in vivo Topologie des HDEL-Rezeptors aufkldaren kann.

2.1  Insilico Topologie Analyse der Erd2p-Sequenz

Es ist bekannt, dass die Verteilung der Aminosduren im Bereich einer
membrangadngigen a-Helix stark von der in den hydrophilen Elementen eines
Membranproteins abweicht. Transmembranhelices enthalten vorrangig
hydrophobe Aminosduren, polare Aminosaduren befinden sich hauptsachlich in
Sequenzbereichen, die in wissriger Umgebung vorliegen. Ubergangsbereiche
weisen vermehrt aromatische Aminosduren auf. Diese Verteilung von
Aminosauren sowie bereits experimentell bestdtigte Topologien bekannter
Transmembranproteine bilden die Grundlage bioinformatischer Algorithmen,
welche anhand der Primarstruktur eines Proteins dessen potentielle
Tranmembraneinheiten und deren Orientierung vorhersagen (von Heijne,

2006).
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Um einen ersten Anhaltspunkt zur experimentellen Bestimmung der
Topologie des HDEL-Rezeptors Erd2p der Hefe S. cerevisiae zu erhalten, wurde
zundchst eine in silico Topologie-Analyse durchgefiihrt. Dabei wurden die frei
verfiigbaren Vorhersage-Programme des ,ExPASy proteomics server” (Expert
Protein Analysis System) des Swiss Institute of Bioinformatics angewandt
(www.expasy.org). Die durch die einzelnen Vorhersagen erhaltenen
Topologie-Modelle sowie die bereits experimentell bestdtigten Topologien
zweier Homologe zu Erd2p sind in Abbildung 23 vergleichend dargestellt. In
gleicher farblich kodierter Darstellung ist das in dieser Arbeit erstellte in silico
Topologie-Modell gezeigt, anhand dessen die Strategie zur in vivo Topologie-

Analyse entworfen wurde.
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Abbildung 23: In silico-Topologie Modell fiir Erd2p aus S. cerevisiae.

Die Abbildung zeigt die Aminosauresequenz von Erd2p (A) und die grafische
Darstellung von zehn Topologie-Modellen (B) durch Vorhersage-Algorithmen. Zum
Vergleich sind die Topologie-Modelle fir den homologen Sdugerrezeptor merd2 (C)
nach Singh et al. (1993) und den homologen Pflanzenrezeptor AtErd2 (D) nach Brach
et al., (2008) dargestellt. Durch einen Abgleich der Vorhersagen fiir Erd2p und den
bereits bestatigten Topologie-Modellen fiir die beiden Homologe wurde ein in silico-
Topologie-Modell (E) fur Erd2p erstellt.

Rote Doppelstriche zeigen die Positionen an, bis zu denen in der Topologie-
Analyse (iber Reportersysteme die ERD2-Fragmente C-terminal verkiirzt wurden. Die
Topologie der Proteinsequenzen ist durch folgende Farbkodierung verdeutlicht:

M potentielle Transmembranbereiche

O zytoplasmatische Bereiche

O nicht-zytoplasmatische Bereiche

[ nicht-membrangangige Bereiche ohne Festlegung der Orientierung

Der Vergleich der zehn Topologie-Modelle zeigt, dass die Vorhersagen im
Bereich der hydrophoben Einheiten 3, 4, 5, 6 und 7 eine hohe
Ubereinstimmung ergeben. In der Festlegung der ersten beiden potentiellen
Transmembranbereiche differieren die Modelle stark. Vier der sechs
Algorithmen, welche die Bestimmung der ,loop“-Orientierung erméglichen,
geben den C-Terminus als zytolsolisch an. Bezliglich zytosolischer oder nicht-
zytosolischer Lokalisation des N-Terminus und der ersten drei ,loops” ist liber
die verwendeten Programme keine eindeutige Aussage moglich.

Im Vergleich mit den bereits experimentell untermauerten Topologie-
Modellen des bovinen Homologs sowie des KDEL-Rezeptors aus Arabidopsis
thaliana lassen sich sieben hydrophobe Einheiten bestimmen, die eine hohe
Sequenzidentitat zu Erd2p aus S. cerevisiage aufweisen. Anhand der
identifizierten hydrophoben Elemente wurden Positionen festgelegt, an
denen der Rezeptor fir in vivo Topologie-Experimente C-terminal hinter
jedem potentiellen Transmembranelement verkiirzt wurde. Die Verkirzung
wurde vorzugsweise an  Positionen  durchgefiihrt, welche den
Trunkierungsmustern am bovinen KDEL-Rezeptor und dem Homolog aus

Arabidopsis thaliana entsprechen (Singh et al., 1993; Brach et al., 2008).
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2.2 Invivo Topologie-Analyse von Erd2p

Nachdem anhand von in silico Analysen und Sequenzabgleich mit zwei
Homologen ein Topologiemodell fiir den HDEL-Rezeptor Erd2p erstellt wurde,
sollte dieses Modell iber ein in vivo Testsystem validiert werden. Es kamen
drei Testsysteme zum Einsatz, die in Kombination die zytosolische bzw. nicht-
zytosolische Orientierung des C-Terminus jedes der sieben hydrophoben

Elemente bestdtigen sollten. Die Versuchsstrategie ist in Abbildung 24

schematisch dargestellt.

B Erd2p A
extrazellular ER-Lumen

N Zytosol

ro2GFP oxidierend
ER-Lumen

Zytosol

reduzierend

Z

ro2GFP

Abbildung 24: Modell der drei Testsystme zur in vivo Topologie-Analyse von Erd2p
in S. cerevisiae.

(A) RRS. Ein Wachstum der temperatursensitiven Mutante cdc25-2 kann nur
erfolgen, wenn der C-Terminus eines verklrzten Erd2p-Fragments mit dem
angefligten Reporterprotein RAS zytosolisch orientiert ist.

(B) SUC2AVS5. Eine Glykosylierung des Reporters SUC2AV5 (Invertase-Kassette)
erfolgt nur, wenn der C-Terminus eines verkirzten Erd2p-Fragments Zugang zum ER-
Lumen hat. Die GroBenzunahme kann durch SDS-PAGE und Western-Analyse
nachgewiesen werden.

(C) ro2GFP. Der C-terminal angefligte redoxsensitive Reporter ro2GFP zeigt
unterschiedliche Fluoreszenzeigenschaften zwischen ER-Lumen und Zytosol. Die
Auswertung erfolgt mikroskopisch durch ratiometrische Fluoreszenzmessung.
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2.2.1 Invivo Topologie-Analyse von Erd2p iiber den Wachstumsreporter
RAS

Bei einer Lokalisation des C-Terminus eines verkirzten Erd2p-Fragments auf
der zytosolischen Seite der Membran muss ein Nachweissystem ausgewahlt
werden, das auf einer Reaktion basiert, die nur im Zytosol stattfindet. In der
Regel kommen zu Topologie-Analysen in S. cerevisiae Wachstumsexperimente
nach Expression von Fusionen mit einem Enzym aus einem essentiellen
Stoffwechselschritt zum Einsatz (Sengstag et al., 1990; Gilstring und Ljungdabhl
2000). Nachdem jedoch Genfusionen mit HIS3 und HIS4 zur in vivo Topologie-
Kartierung von Erd2p erfolglos blieben (Diplomarbeiten GieRelmann, 2007
und Kolb, 2008), wurde in dieser Arbeit ein anderes Nachweisverfahren
gewahlt. Ein Fusionsprotein aus Erd2p mit dem monomeren G-Protein RAS
erwies sich bereits als stabil und konnte den Nachweis der
Plasmamembranlokalisation von Erd2p erbringen (vgl. Ergebnisse, Punkt 1.2).
Analog zu den bereits beschriebenen Wachstumstests wurden im Folgenden
sukzessive um potentielle Transmembraneinheiten verkirzte Erd2p-Varianten
auf ihre Fahigkeit untersucht, eine l6sliche RAS-Variante an die zytosolische
Seite der Membran zu transportieren.

Die Gensequenz des Reporters RAS wurde ,in frame” hinter die sieben
verklirzten =~ ERD2-Varianten = ERD2.1  bis  ERD2.7  kloniert.  Die
Verkiirzungspositionen wurden entsprechend des in silico Topologie-Modells
gewadhlt (vgl. Abbildung 23). Jede verkiirzte Erd2p-Variante endet dabei hinter
einem der potentiellen Transmembransegmente und wird von der Sequenz
des Reporters mRAS gefolgt. Die Fusionsgene ERD2.1RAS bis ERD2.7RAS
wurden in den Vektor pJD.6 einkloniert und in den S. cerevisiae Stamm
cdc25-2  transformiert. Nach Anzucht der Transformanden unter
induzierenden Bedingungen bei der permissiven Temperatur von 20°C wurden
1x10° Zellen auf Glukose- und Galaktose-haltiges Medium ausgestrichen und
parallel bei 20°C und bei der restriktiven Temperatur (36°C) inkubiert. Nach
finf bis acht Tagen wurde das Wachstum Uberpriift. Die Ergebnisse dieser

Wachstumstests sind in Abbildung 25 dargestellt.
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restriktive Temperatur permissive Temperatur

Abbildung 25: Wachstumstest nach Expression der Fusionsgene aus den sukzessive
verkiirzten ERD2-Fragmenten und dem Reporter RAS im ,,Ras recruitment system”.

Die Abbildung zeigt den Wachstumstest an dem temperatursensitiven
S. cerevisiae Stamm cdc25-2 nach Expression der sukzessive verkiirzten Erd2p-
Fragmente mit dem C-terminal angefligten Topologie-Reporter RAS. Die
Transformanden wurden auf induzierende Galaktose-haltige Agarplatten
ausgestrichen und parallel bei permissiver wie restriktiver Temperatur inkubiert. Als
Negativkontrolle wurde der Stamm cdc25-2 nach Expression von c-JunRAS
mitgefihrt.

(1) cdc25-2 [pJD.6ERD2.1RAS]

(2) cdc25-2 [pJD.6ERD2.2RAS]

(3) cdc25-2 [pJD.6ERD2.3RAS]

(4) cdc25-2 [pJD.6ERD2.4RAS]

(5) cdc25-2 [pJD.6ERD2.5RAS]

(6) cdc25-2 [pJD.6ERD2.6RAS]

(7) cdc25-2 [pJD.6ERD2.7RAS]

(-) cdc25-2 [pADNS-JZ-Ras]

Die Expression der verkiirzten ERD2-Varianten ERD2.3, ERD2.5, ERD2.6 und
ERD2.7 mit dem C-terminal angefiigten Reporter RAS fiihren in cdc25-2 zur
Aufhebung des temperatursensitiven  Phdnotyps. Die  verkiirzten
Reporterkonstrukte ERD2.1RAS, ERD2.2RAS und ERD2.4RAS sind nicht in der
Lage, das Wachstum bei restriktiver Temperatur wieder herzustellen. In
Entsprechung zu dem in dieser Arbeit erstellten in silico Tpologie-Modell (vgl.
Abbildung 23) sollte ein Wachstum nur moglich sein, wenn wie in den
verkiirzten Konstrukten ERD2.3, ERD2.5 und ERD2.7 eine gerade Anzahl an
Transmembran-Helices vorliegt. Der C-Terminus hinter der hydrophoben
Einheit sechs liegt dem in silico Modell zufolge ER-luminal bzw. extrazellular
vor. Im dargestellten Wachstumstest ist dennoch ein geringes Wachstum nach
Expression von ERD2.6RAS zu verzeichnen. Dies Ergebnis ist nicht vereinbar

mit der verifizierten zytosolischen Orientierung der C-Termini nach den
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hydrophoben Einheiten finf und sieben. Diese Orientierung der direkt
benachbarten Transmembran-Elemente bedingt durch ihre parallele
Integrationsrichtung eine entgegengesetzte, antiparallele Orientierung des
dazwischen liegenden Elements sechs. Die Orientierung der sechsten
potententiellen Transmembraneinheit sollte deshalb durch ein alternatives
Testsystem Uberprift werden. Die Ubrigen sechs hydrophoben Elemente
bestdtigen nach dem RRS-Wachstumstest das in silico erstellte Modell.

Das Wachstum nach Expression von ERD2.1RAS zeigt die zytosolische
Orientierung des N-Terminus an. Die Expression von ERD2.2RAS, der
Rezeptor-Variante mit zwei hydophoben Elementen, lieferte kein
Wachstumssignal. Wie bereits in der durchgefihrten in silico Analyse
beschrieben, scheint die zweite hydrophobe Einheit keine ausreichende Lange
aufzuweisen, um eine Integration in die Membran zu ermodglichen. Die
Expression des Reporters am C-Terminus der dritten potentiellen
Transmembraneinheit ebenso wie am Ende der fiinften und siebten
ermoglicht ein Wachstum und bekraftigt das Topologiemodell. Das vierte
potentielle Transmembransegment ist in der RRS-Analyse entsprechend dem
Modell nicht-zytosolisch ausgerichtet. Wird das widerspriichliche Ergebnis
nach Expression von ERD2.6RAS aulRer Acht gelassen, bestatigt die mittels RRS
ermittelte in vivo Topologie von Erd2p das in silico erstellte Modell. Die in
dieser Arbeit etablierte modifizierte RRS-Methode wurde somit erfolgreich als

in vivo Testsystem zur Topologie-Analyse von Erd2p eingesetzt.
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2.2.2 Invivo Topologie Analyse von Erd2p liber den
Glykosylierungsreporter SUC2AV5
Die Ergebnisse des ersten in vivo Topologie-Reportersystems, welches auf das
Zytosol beschrankt arbeitet, sollten durch ein zweites System komplettiert
werden. Ein alternativer Reporter muss Signale flir die entgegengesetzte
Orientierung der C-Termini von Transmembraneinheiten liefern und damit auf
einer Reaktion im ER-Lumen oder im Extrazelluldrbereich basieren.
Die N-Glykosylierung von Proteinen erfolgt ausschlieflich im Lumen des
Endoplasmatischen Retikulums eukaryotischer Zellen. Dort wird auf einen
Asparagin-Rest des Zielproteins innerhalb der auch als Sequon bezeichneten
Erkennungssequenz NXS/T (Asparagin - beliebige Aminosdaure — Serin oder
Threonin) das , Core“-Oligosaccharid Ubertragen. Dessen Endbereich wird
zunachst im ER einem ,Trimming” unterzogen und kann im Golgi-Apparat
weiteren Prozessierungsschritten unterliegen (Lehle et al.,, 2006). Diese
sowohl sequenz- als auch organellspezifische Modifikation wurde in der
vorliegenden Arbeit als Nachweisreaktion genutzt, um innerhalb von Erd2p
ER-luminale Sequenzbereiche zu identifizieren. Da Erd2p selbst kein
endogenes Glykosylierungssequon besitzt, sollte sich diese Nachweismethode
in besonderem Mal3e zur Analyse seiner Topologie eignen.
In Hefe wurde die Glykosylierungsreporter-Kassette SUC2A, eine Teilsequenz
des in vivo glykosylierten Enzyms Invertase mit drei Glykosylierungsstellen,
bereits erfolgreich zur Topologie-Kartierung eingesetzt (Gilstring und
Ljungdahl, 2000). Diese Sequenz wurde Uber entsprechende Primer in
aufeinanderfolgenden SOE-PCR-Schritten mit den kodierenden Sequenzen fiir
die ,tags” HA, FLAG, V5 und MYC versehen. Diese ,tags” sollten den Nachweis
der exprimierten Fusionsproteine in Western-Analysen ermaoglichen.
Nachdem in Vorversuchen nur der V5-Antikdrper einen Nachweis des
Fusionsproteins aus Erd2p und dem Reporterkonstrukt in vergleichenden
Western-Analysen ermaoglichte (vgl. Abbildung 26), sollte der Nachweis Uber

das V5-tag gefiihrt werden.
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Das im Folgenden als SUC2AV5 bezeichnete Reporterkonstrukt wurde hinter
die sukzessive verkiirzten ERD2-Varianten kloniert. Die Fusionsgene
ERD2.1SUC2AVS5 bis ERD2.7SUC2AV5 wurden in den Vektor pJD.6 einkloniert
und in den S. cerevisiage Stamm BY4742 transformiert. Nach 42-stiindiger
Induktion in Galaktose-haltigem Minimalmedium wurde an 5x10® Zellen ein
Hefezellaufschluss durchgefiihrt, um das Gesamtzelllysat zu gewinnen. Es
wurde eine Proteinfallung mit Aceton durchgefiihrt, um die Proteine zu
konzentrieren (vgl. Material und Methoden, Punkte 14 und 15). Nach SDS-
PAGE und Western-Analyse gab eine GroRBenzunahme der Fusionsproteine
Aufschluss Uber eine ER-luminale Orientierung des entsprechenden
verkurzten C-Terminus.

M 1 2 - M1 2 - - 12 M - 12

nnw
!
-
el
HULE U

anti-HA anti-FLAG anti-V5 anti-c-MYC

Abbildung 26: Western-Analyse von ERD2.7SUC2AV5 iiber verschiedene
Primarantikorper.

Die Abbildung zeigt die Western-Analyse des Ganzzelllysates zweier Klone von
S. cerevisiae  BYA742  [pJD.6ERD2.7SUC2AV5] und den Nachweis mit
Primarantikorpern gegen folgende ,tags“: HA, FLAG, V5, c-MYC. Die Zelllysate
wurden durch Glasperlenzellaufschluss aus 5x10° Zellen erhalten. Mitgefiihrt wurde
das Ganzzelllysat des wildtypischen Stamms ohne Expression eines Fusionsproteins.
Die Auftrennung erfolgte in 12%igen SDS-Polyacrylamid-Gelen.

(M) Protein-GroRenstandard ,page ruler prestained” (Fermentas)

(1) BY4742 [pJD.6ERD2.7SUC2AV5].1

(2) BY4742 [pJD.6ERD2.7SUC2AV5].2

(-) Negativkontrolle BY4742

Als Sekundar-Antikoérper wurde stets ein HRP-gekoppelter anti-Maus-Antikorper
verwendet. Der Nachweis wurde (ber eine Chemolumineszenzreaktion und
Entwicklung auf Fotofilmen erbracht.
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In der vorliegenden Arbeit wurde zudem eine Deglykosylierung der Zelllysate
durchgefihrt. Mit Hilfe der ,mobility shift“-Analyse sollte die Modifikation
glykosylierter Erd2p-Derivate bestatigt werden. Dabei wurde das Ganzzelllysat
einem EndoH-Verdau unterzogen, bevor die Western-Analyse durchgefiihrt
wurde. EndoH ist eine aus Streptomyces plicatus isolierte Glykosidase, die
spezifisch die N-Glykosylierung von Glykoproteinen des , high mannose“-Typs
entfernt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abbildung 27

zusammenfassend dargestellt.

1 1 M 2 2 3 3 M 4 4 5 5 M 6 6 M M 7 7
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Abbildung 27: Western-Analyse des , mobility shift“-Assays an verkiirzten Erd2p-
Varianten zur Bestimmung der in vivo Topologie von Erd2p in S. cerevisiae.

Die Abbildung zeigt die Western-Analyse der Zelllysate von BY4742 nach
Expression von Fusionsgenen aus den verkilrzten ERD2-Varianten und dem
Glykosylierungsreporter SUC2A. Benachbarte Spuren zeigen jeweils das
unbehandelte Lysat sowie die Probe nach Deglykosylierung mit EndoH. Nach
Auftrennung im 12%igen SDS-Polyacrylamid-Gel wurden die Proteine auf eine PVDF-
Membran (ibertragen. Der Nachweis der Fusionsproteine erfolgte mit einem anti-V5-
Antikorper und einem sekundaren HRP-gekoppelten anti-Maus-Antikorper, der tber
eine Chemolumineszenzreaktion die Detektion auf Fotofilmen ermdglichte.

M: Protein-GroRenstandard ,page ruler prestained” (Fermentas)

Ganzzelllysat aus BY4742 ERD2.1SUC2AV5
Ganzzelllysat aus BY4742 ERD2.2SUC2AV5
Ganzzelllysat aus BY4742 ERD2.3SUC2AV5
Ganzzelllysat aus BY4742 ERD2.4SUC2AV5
Ganzzelllysat aus BY4742 ERD2.5SUC2AV5
Ganzzelllysat aus BY4742 ERD2.6SUC2AV5
Ganzzelllysat aus BY4742 ERD2.7SUC2AV5
vor EndoH-Verdau

+: nach EndoH-Verdau
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Die Western-Analyse lasst erkennen, dass die Fusionskonstrukte fiir die
verkirzten ERD2-Varianten ERD2.1, ERD2.2, ERD2.3 und ERD2.4 eine
GroRenzunahme von ca. 10 kDa gegeniiber dem theoretischen
Molekulargewicht aufweisen. Dies weist auf eine N-Glykosylierung hin, welche
durch einen EndoH-Verdau der Fusionsprodukte bestdtigt werden konnte.
Eine N-Glykosylierung in Form des ,,Core“-Oligosaccharids GIcNAc,MangyGlcs
(GIcNAc: N-Acetylglycosamin; Man: Mannose; Glc: Glukose) steigert das
Molekulargewicht eines Proteins um ca. 2,6 kDa. Nach Abspaltung der
Oligosaccharid-Modifikation konnten Signale detektiert werden, die der
theoretischen GroRe der Fusionsproteine entsprechen. Diese Differenz
entspricht zumindest einer einfachen ,Core“-Glykosylierung aller drei
Sequons.

Wie erwartet, zeigten die Genprodukte mit den verkiirzten ERD2-Varianten
ERD2.5SUC2AVS5 und ERD.7 SUC2AVS5 im hier verwendeten Testsystem keine
Glykosylierungsmuster. Das Ganzzelllysat nach Expression der Variante
ERD2.3SUC2AV5 zeigte wider Erwarten zwei Signale in der Western-Analyse.
Nach EndoH-Verdau war nur noch das Signal niedrigeren Molekulargewichts
erkennbar, was eine N-Glykosylierung vermuten l3dsst. Die Ergebnisse
bestadtigen die Orientierung der hydrophoben Sequenzbereiche 1, 2, 4, 5 und
7 entsprechend des in silico Topologie-Modells. Das abweichende Ergebnis fiir
die Variante ERD2.3 sollte Uber ein drittes Testsystem Uberprift werden,
welches einen Nachweis auf beiden Membranseiten ermaoglicht.

Die Ergebnisse des Glykosylierungsassays lassen auch Rickschlisse auf die
Membran-Insertion stark verkirzter Erd2p-Varianten zu. Der Nachweis der
Glykosylierung des kirzesten Fragments Erd2.1p zeigt an, dass die erste
hydrophobe Einheit ausreicht, um die Verankerung des Proteins in der
Membran zu ermoglichen. Damit konnte gezeigt werden, dass es sich bei
diesem hydrophoben Element also tatsdchlich um eine Transmembraneinheit
handelt, welche in der in silico Analyse von einigen Vorhersage-Algorithmen

jedoch nicht als solche erkannt wurde.
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2.2.3 In vivo Topologie-Analyse von Erd2p liber ratiometrische
Fluoreszenzmessung

Die dritte in dieser Arbeit angewendete Strategie zur in vivo Toplogie-
Bestimmung basiert auf den Fluoreszenzeigenschaften einer redoxsensitiven
GFP-Variante. Herrschen reduzierende Bedinungen, nimmt die Emission bei
Anregung von ro2GFP mit Laserlicht einer Wellenldange von 400 nm zu,
wahrend die Emission bei Anregung mit 480 nm sinkt. Bei Oxidation zeigt sich
ein entgegengesetztes Anregungsverhalten (Hanson et al., 2004). Diese
Dynamik lasst sich nutzen, um die Redoxbedingungen innerhalb der Zelle
fluoreszenzmikroskopisch zu bestimmen. Bei ratiometrischen Messungen
werden die Emissionen nach Anregung bei 400 bzw. 480 nm detektiert, deren
Intensitaten bestimmt und der resultierende Quotient ex400/ex480 ermittelt.
Brach und Mitarbeiter nutzten 2008 erstmalig die ratiometrische
Fluoreszenzmessung an ro2GFP-Fusionen, um die Topologie eines
Membranproteins, des KDEL-Rezeptors aus Arabidopsis thaliana in vivo zu
bestimmen. Hierzu wurden C-terminale Fusionen von ro2GFP an verkiirzte
Rezeptor-Varianten eingesetzt, welche die Orientierung von
Transmembraneinheiten anzeigten.

Analog zu dieser Vorgehensweise wurde in der vorliegenden Arbeit ro2GFP als
Topologiereporter am C-Terminus der bereits beschriebenen, sukzessive
verkirzten Erd2p-Fragmente eingesetzt. Das Reporterkonstrukt ro2GFP wurde
durch PCR mit Hilfe der Primer 5'ro2GFP und 3’ro2GFP hergestellt und Gber
Spel und BamHI ,in frame” hinter die verkiirzten ERD2-Varianten in pJD.6
kloniert. Als Kontrolle fiir die zytosolische Lokalisation wurde das Konstrukt
ro2GFPcyt mit Hilfe der Primer 5‘ Xhol EcoRI ro2GFP und 3 ro2GFP hergestellt
und Uber Xhol und BamHl in pJD.6 einkloniert. Als Kontrolle zur ER-
Lokalisation wurde eine Variante exprimiert, welche am N-Terminus das
Sekretionssignal von Kar2p (SS) trdagt und Uber ein ER-Retentionssignal in
Form eines HDEL-Motivs am C-Terminus verfiigt. Die Sequenz des
Sekretionssignals wurde in zwei PCR-Schritten tber die Primer 5 SS| und

5SS ro2GFP Il angefiigt. Der 3’Primer ro2GFPHDEL fligte die Sequenz des
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Retentionssignals an. Das resultiertende Kontrollkonstrukt SSro2GFPHDEL
wurde Uber Xhol und BamHI in pJD.6 einkloniert.

Nach Transformation der Vektoren zur Topologieanalyse und der
Expressionsvektoren fiir die ER- und die Zytosol-Kontrolle wurde die
Expression 24 Stunden in Galaktose-haltigem Medium induziert. Die
Vorbereitung der Proben erfolgte wie in Material und Methoden, Punkt 16.2
beschrieben. Als Negativkontrolle wurde der Stamm BY4742 ohne die
Expression einer ro2GFP-Variante mitgefiihrt. In Abbildung 28 sind die bei 500
bis 550 nm detektierten Fluoreszenz-Signale nach Anregung bei 488 nm
(ex488) grin und nach Anregung bei 400 nm (ex400) blau als ,merge“-
Darstellung mit den Hellfeld-Aufnahmen fir alle Proben und Kontrollen

gezeigt.
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BY4742

»,merge”: Hellfeld; ,merge”: Hellfeld;
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Abbildung 28: Mikroskopische Aufnahmen nach Expression von ERD2ro2GFP-
Fusionen zur Topologie-Analyse {iber ratiometrische Fluoreszenzmessung in
S. cerevisiae.

Die Abbildung zeigt die Erd2ro2GFP-Fluoreszenz nach Expression in S. cerevisiae
BY4742 nach Anregung bei 488 nm bzw. 400 nm. Die ,merge“-Darstellungen
enthalten die Hellfeldaufnahme und die Fluoreszenzsignale.

Einstellungen: LSM 510 META; 100fache VergroBRerung; Messbalken: 5 um;
detector gain (ex488): 1019; detector gain (ex400): 1035; average 4; scan speed 9;
pinhole (ex488): 696 um; pinhole (ex400): 1000 um; transmission (ex488): 1 %;
transmission (ex400): 17 %; Anregung mit 400 nm erzielt durch Zweiphotonen-Laser
»Chameleon” (800 nm)

Die schwachen Fluoreszenzsignale, insbesondere bei der Anregung bei
400 nm, erlauben keine rein optische Auswertung durch einen einfachen
Vergleich der Fluoreszenzaufnahmen. Daher wurde eine Auswertung der
Einzelfluoreszenzen nach Anregung bei 488 bzw. 400 nm durch die Software
Zeiss LSM Image Examiner an den unbearbeiteten Aufnahmen aller Proben
und Kontrollen durchgefiihrt.

Um die Zellgrenzen zu verdeutlichen, wurde mit ,,merge“-Bildern gearbeitet,
bei denen die Fluoreszenzsignale ex400 und ex488 mit dem Hellfeldbild
Uberlagert wurden. Zunachst wurde der Bildbereich aulRerhalb der Zellen tGber
die ,Mask“-Funktion ausgeblendet. Uber die Funktion ,Histo” wurden
Intensitatsdiagramme erstellt. Innerhalb des ausgewadhlten Zell-Bereichs ist
die Haufigkeit der Bildpunkte gegen die Fluoreszenzintensitat der Emission
aufgetragen. In Abbildung 29 sind die resultierenden Diagramme fir die
Proben nach Expression von ERD2.2ro2GFP, ERD2.4ro2GFP, ERD2.6ro2GFP,
ERD2.7ro2GFP, ro2GFPcyt und SSro2GFPHDEL gezeigt. Als Negativkontrolle
wurde der Stamm BY4742 ohne Expression eines ro2GFP-Fusionsproteins

mitgefihrt.
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Abbildung 29: Intensititsdigramme an Aufnahmen nach Expression von
ERD2ro2GFP-Fusionen in S. cerevisiae zur Topologie-Analyse iiber ratiometrische
Fluoreszenzmessung.

Die Abbildung zeigt die Erd2ro2GFP-Fluoreszenz nach Expression in S. cerevisiae
BY4742 nach Anregung bei 488 nm und 400 nm in einer ,,merge“-Darstellungen mit
den Hellfeldaufnahmen. Die Auswahl der Bildbereiche innerhalb der Zellgrenzen
wurde fir jede Aufnahme mit der Funktion ,Mask” festgelegt. In den durch die
Funktion ,Histo” erstellten Intensitatsdiagrammen ist die Haufigkeit der Bildpunkte
gegen ihre Fluoreszenzintensitat aufgetragen.

Einstellungen: LSM 510 META; 100fache VergroBerung; Messbalken: 5 um;
detector gain (ex488): 1019; detector gain (ex400): 1035; average 4; scan speed 9;
pinhole (ex488): 696 um; pinhole (ex400): 1000 um; transmission (ex488): 1 %;
transmission (ex400): 17 %

Auswertung: Zeiss LSM Image Examiner v.4.2.0.121; Funktionen ,Mask” und
,Histo”, Darstellung der Diagramme: Intensitdaten fiir ex488 oben, Intensitdten fir
ex400 unten

Aus den Intensitdatsdiagrammen ist ersichtlich, dass in den Proben nach
Expression von ERD2.7ro2GFP und nach Expression von zytosolischem ro2GFP
im Bereich der Zellen deutlich mehr Bildpunkte mit hoher
Fluoreszenzintensitat nach Anregung bei 488 nm detektierbar sind, als in den
Aufnahmen von Hefen nach Expression von ERD2.2ro2GFP, ERD2.4ro2GFP,
ERD2.6ro2GFP oder der Kontrolle mit der ER-lokalisierten Variante
SSro2GFPHDEL. Dies bestatigt einen Unterschied in der Orientierung der
C-Termini der Fusionsproteine. Die Intensitdtsdiagramme nach Anregung bei
400 nm zeigen einen weniger deutlichen Unterschied zwischen den Proben.
Genaueren Aufschluss sollten daher die ratiometrischen
Fluoreszenzberechnungen des Quotienten aus ex400 und ex488 geben.

Die Berechnung des Quotienten ex400/ex488 basiert auf den durch die
Funktion ,Statistics” ermittelten Intensitatsmitteln. Hierzu wurden zunachst
von den Mittelwerten der Intensitdten ex400 und ex488 der Proben und
Kontrollen flr zytosolische und ER-Lokalisation die Intensitatsmittel der
Negativkontrolle subtrahiert. Aus den auf diese Weise erhaltenen um
Hintergrund- und Autofluoreszenz bereinigten Intensitatswerten wurde der
Quotient ex400/ex488 berechnet. Die Intensitdatsmittel der Rohdaten nach
Expression von ERD2.2ro2GFP, ERD2.4ro2GFP, ERD2.6ro2GFP, ERD27ro2GFP,
ro2GFPcyt, SSro2GFPHDEL, der Negativkontrolle sowie die ermittelten
Quotienten ex400/ex488 sind in Tabelle 10 aufgefuhrt.
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Tabelle 10: Ergebnisse der ratiometrischen Fluoreszenzmessung an S. cerevisiae
nach Expression von ERD2ro2GFP-Derivaten.

Die Intensitatsmittelwerte wurden an Hefezellen nach Expression von
ERD2.2ro2GFP,  ERD2.4ro2GFP, = ERD2.6ro2GFP, ERD2.7ro2GFP, ro2GFPcyt,
SSro2GFPHDEL und an dem wildtypischen Stamm ohne Expression einer GFP-
Variante bestimmt. Grundlage der Berechnungen sind die Aufnahmen aus Abbildung
29. Gezeigt sind die Mittelwerte der Fluoreszenzintensitat nach Anregung bei 488 nm
(ex488) bzw. nach Anregung bei 400 nm (ex400). Die Mittelwerte wurden anhand
der Aufnahmen am konfokalen Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe der Software Zeiss
LSM Image Examiner ermittelt. Die Bildbereiche innerhalb der Zellen wurden durch
die Funktion ,Mask” ausgewahlt und die Intensititen der Bildpunkte mit der
Funktion ,Histo” bestimmt. Die Funktion ,Statistics“ berechnete die Mittelwerte
»,mean” der Fluoreszenzintensitaten und die Standardabweichung o. Zur Bestimmung
des Quotienten ex400/ex488 wurden die Intensitatsmittel der Proben nach
Subtraktion der Werte der Negativkontrolle eingesetzt.

,mean” o ,mean” o
exs8 | (exas8) | exa00 | (exaoo) | S*A00/ex488
BY4742 5,3 7,4 8,3 9,7 -
(Negativkontrolle)

BY4742 25,7 18,4 19,3 16,3 0,54
[ERD2.2r02GFP]

BY4742 38,6 23,4 21,1 17,3 0,38
[ERD2.4r02GFP]

BY4742 26,2 19,9 17,1 15,1 0,42
[ERD2.6ro02GFP]

BY4742 153,4 60,8 5,9 7,2 <0,01
[ERD2.7r02GFP]

BY4742 98,9 44,3 17,0 16,5 0,09

[ro2GFPcyt]

BY4742 13,8 13,0 12,1 12,2 0,44

[SSro2GFPHDEL]

Erwartet wurde ein niedriger ex400/ex488-Wert in der reduzierenden
Umgebung des Zytosols, wahrend bei ER-Lokalisation des C-terminalen
Reporters der Quotient steigen sollte. Der ex400/ex488-Wert liegt fir die rein
zytosolisch exprimierte Variante ro2GFPcyt bei 0,09 und bei Expression der
ER-lokalisierten Variante SSro2GFPHDEL bei 0,44. Die Werte bei Expression
der Fusionen aus den verkirzten ERD2-Varianten und ro2GFP liegen bei den
Varianten ERD2.2ro2GFP, ERD2.4ro2GFP und ERDZ2.6ro2GFP zwischen 0,38
und 0,54. Diese Varianten besitzen nach dem in silico Topologie-Modell einen

ER-Luminal orientierten C-Terminus (vgl. Abbildung 23). Die Expression der
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ro2GFP-Fusion mit der vollstandigen ERD2-Sequenz (ERD.7ro2GFP) lieferte
einen ex400/ex488-Wert, der mit weniger als 0,01 deutlich unterhalb des
Werts der Zytosol-Kontrolle liegt. Aufgrund der insgesamt niedrigen
Intensitatswerte fir alle Proben und einer recht hohen Standardabweichung
lassen sich die Ergebnisse jedoch nur tendenziell beurteilen. So lassen sich die
Fusionsproteine Erd2.2ro2GFP, Erd2.4ro2GFP, Erd2.6ro2GFP in die Kategorie
eines hohen ex400/ex488-Werts zusammenfassen und scheinen daher
ebenso wie die Variante SSro2GFPHDEL mit ihrem C-Terminus im ER lokalisiert
zu sein. Ein um den Faktor 4 bis 6 niedrigerer Wert fiir ex400/ex488 deutet bei
der Expression von ro2GFPcyt auf die zytosolische Expression hin. Bei der
Expression von ERD2.7ro2GFP liegt dieser Wert sogar noch niedriger. Diese
Ergebnisse der ratiometrischen Fluoreszenzmessung bestdtigen die
zytosolische Orientierung des C-Terminus von Erd2p und die ER-luminale
Orientierung des C-Terminus nach Verkiirzung auf zwei, vier oder sechs
potentielle Transmembransegmente.

Insbesondere aufgrund der sehr niedrigen Fluoreszenzintensitaten nach
Anregung bei 400 nm, welche im Mittel maximal den 2,5fachen Wert der
Negativkontrolle erreichen, sind die Ergebnisse der ratiometrischen
Fluoreszenzmessung nur im Zusammenhang mit den beiden bereits
beschriebenen Topologie-Analysen zu interpretieren (vgl. Ergebnisse, Punkte
2.2.1 und 2.2.2). Die in der vorliegenden Arbeit experimentell ermittelten
Daten aller drei in vivo Testsysteme sind in Tabelle 11 zusammengefasst und

dem in silico Modell gegenibergestellt.
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Tabelle 11: Vergleich des in silico Topolgie-Modells von Erd2p aus S. cerevisiae mit
der in vivo Topologie-Analyse.

Die Tabelle stellt die Daten der drei in der Arbeit durchgeflihrten in vivo
Topologie-Analysen dem erstellten in silico Modell gegeniiber. Fiir die in silico
Analyse ist die Orientierung des C-Terminus des jeweils letzten hydrophoben
Segments angegeben. Die experimentell erhaltenen Daten der in vivo Topologie-
Analysen und die daraus abgeleitete Orientierung des jeweils letzten hydrophoben
Segments sind aufgefiihrt.

I zytosolische Orientierung des C-Terminus (Ny.: Ci,-Orientierung)
1t ER-luminale Orientierung des C-Terminus (Nj, Cout)

+  Wachstum bzw. Glykosylierung

- kein Wachstum bzw. keine Glykosylierung

>  hoher ratio-Wert ex400/ex488

< niedriger ratio-Wert ex400/ex488

Erd2p- in silico Wachstums- Glykosylierungs- || ratiometrische
Variante || Topologie- reporter RAS reporter Fluoreszenz-
Analyse SUC2AV5 messung
(ro2GFP)
Wachstum Glykosyl.- ex400/ex488
zustand
Erd2.1p t - ) + t n.d.
Erd2.2p ) - ) + ) > )
Erd2.3p l + J + 1 n.d.
Erd2.4p ) - ) + ) > )
Erd2.5p | + ! - | n.d.
Erd2.6p ) (+) ! - | > )
Erd2.7p l + | - | < |

Werden die experimentellen Daten der drei in dieser Arbeit eingesetzten in
vivo Topologie-Analysen von Erd2p verglichen, ldsst sich das erstellte in silico
Modell bestdtigen. Der C-Terminus des Volllangen-Erd2p, Erd2.7p, ist nach
den Ergebnissen aller drei in vivo Testsysteme zytosolisch gelegen. Diese
Ergebnisse stimmen mit der in silico Analyse Uberein. Die zytosolische
Orientierung des N-Terminus leitet sich aus den Ergebnissen der
Wachstumstests im RRS her, wonach das Wachstum nicht wiederhergestellt

werden konnte. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit der im zweiten
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Testsystem verifizierten Glykosylierung. Die zweite hydrophobe Einheit wurde
im in silico Modell ebenfalls als luminal beschrieben. Der Wachstumsdefekt
im RRS konnte durch diese Variante nicht tberwunden werden, was ebenso
wie die nachgewiesene Glykosylierung fiir eine luminale Orientierung spricht.
Die ratiometrische Fluoreszenzanalyse nach Expression dieser verkiirzten
Variante deutet ebenfalls auf eine ER-luminale Orientierung des C-Terminus
hin. Liegt auch die dritte hydrophobe Einheit vor, kann ein positives Signal im
RAS-Wachstumstest erzielt werden. Neben der unglykosylierten Form zeigt
Erd2.2p mit C-terminalem Reporter SUC2AV5 jedoch auch eine
hohermolekulare, glykosylierte Form. In allen drei in vivo Testsystemen
bestatigte sich jedoch der C-Terminus der vierten hydrophoben Einheit als
luminal. Aufgrund der in drei Testsystemen erhaltenen Ergebnisse fir die
Erd2p-Varianten mit zwei und vier hydrophoben Elementen, deren C-Termini
eindeutig eine luminale Orientierung zugewiesen werden konnte, lasst sich
der dazwischen liegende dritte hydrophobe Bereich als Transmembraneinheit
nur in umgekehrter Richtung integrieren. Der C-Terminus nach dem fiinften
potentiellen  Transmembransegment wurde Uber RRS und den
Glykosylierungsreporter als zytosolisch angezeigt. Die Ergebnisse fiir Erd2.6p
lassen keine eindeutige Zuordnung zu. Jedoch lasst auch hier die verifizierte
zum Zytosol gerichtete Insertion der beiden direkt benachbarten
Transmembraneinheiten aus Erd2.5p und Erd2.7p nur eine entgegengesetzte,
dem ER-Lumen zugewandte Orientierung der sechsten hydrophoben Einheit
zu.

Somit lief} sich im Einklang mit der in silico Analyse von Erd2p ein in vivo
Toplogiemodell experimentell untermauern. Diesem Modell entsprechend
liegen N- und C-Terminus des HDEL-Rezeptors im Zytoplasma vor. Von den
sieben hydrophoben Elementen werden nur sechs als Transmembran-
einheiten in die Membran inseriert. Dieses Modell ist in Abbildung 30

schematisch dargestellt.
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Erd2p ER-Lumen

Membran

Zytosol

Abbildung 30: Topologie-Modell des HDEL-Rezeptors Erd2p in S. cerevisiae.

Die Abbildung zeigt das in dieser Arbeit erstellte Topologie-Modell von Erd2p in
schematischer Darstellung mit der Orientierung aller sieben hydrophoben
Sequenzbereiche. Dieses Modell basiert auf einer Kombination der in silico
Sequenzanalyse, des Vergleichs mit der Topologie zweier homologer Rezeptoren und
den durch drei in vivo Testsysteme erhaltenen experimentellen Daten. Die Analysen
identifizieren Erd2p als polytopisches Transmembranprotein mit sechs
Transmembrandomanen und zytosolischen N- und C-Termini.
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3. Untersuchungen zur Funktion von Erd2p bei der
Internalisierung des Toxins K28

3.1 Sequenzanalyse von Erd2p auf moégliche Endozytosesignale

Die selektive Endozytose von Plasmamembranrezeptoren setzt eine
Erkennung durch Adaptoren voraus, welche die Verbindung der
Transportfracht mit der Clathrin-Hille herstellen (Brodsky et al., 2001). Um
Aufschluss Uber den Mechanismus der Internalisierung des K28/Erdp-
Komplexes zu erhalten, sollten in dieser Arbeit zundchst Endozytosemotive in
der Erd2p-Sequenz identifiziert werden.

Zwei mogliche Signale zur Erkennung des K28/Erd2p-Komplexes sind denkbar.
Die Erkennung spezifischer Peptidfolgen als Signalmotive oder die Erkennung
einer posttranslationalen Modifikation, der Ubiquitinierung (Polo et al., 2003).
In Tabelle 12 sind bekannte Motive aufgefiihrt, die als Endozytosesignal in
Saugern wie auch in Hefe fungieren. Die Erd2p-Sequenz zeigt kein Di-Leucin-
basierendes Signal in der klassischen Form [D/E]JXXXL[L/I]. Einzig eine
Abwandlung in der Sequenzfolge ESVAIL ist erkennbar. Diese Motiv-Variation
liegt jedoch zentral in der flinften hydrophoben Doméane des Rezeptors und
ist daher fir zytosolische Adaptoren nicht zuganglich. Die von Paoluzi und
Mitarbeitern (1998) fiir S. cerevisiae beschriebenen Erkennungsmotive FW,
WW oder H[T/S]F liegen in Erd2p nicht vor. Ein Tyrosin-basierendes Signal der
Form YXXO® findet sich an funf Positionen der Erd2p-Sequenz. Die erste
Position, Y48-L51, liegt in einer vermutlich nicht-zytosolischen ,loop“-Struktur
des Rezeptors und ist damit ebenso wenig zugdnglich wie die vermutlich
transmembran vorliegenden Motive Ygo-Les, Yisa-L167 und YiggF2p1. In einem
vermutlich zytosolisch orientierten ,loop“ befindet sich das YXX®-dhnliche
Motiv Ygo-Mgs. Am N-Terminus von Erd2p befindet sich ein NPF-Motiv, fiir das
eine Erkennung durch EH-Domédnen von Clathrin-Adaptoren bei der
rezeptorvermittelten Endozytose beschrieben ist (Polo et al., 2003). Dieses
Motiv liegt zytosolisch orientiert vor. Um den Einfluss dieses Signals auf die

Endozytose von K28 durch sensitive Hefen zu untersuchen, wurde in dieser
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Arbeit die Funktionalitat eines Erd2p-Derivats ohne NPF-Signal tGberpriift und

der Einfluss auf die K28-Sensitivitat in S. cerevisiae bestimmt.

Tabelle 12: potentielle Endozytosemotive in der Sequenz des HDEL-Rezeptors Erd2p
der Hefe S. cerevisiae.
Motive innerhalb der Erd2p-Sequenz, fiir die eine Beteiligung an der Endozytose
von Plasmamembranrezeptoren beschrieben ist, sind in dieser Tabelle aufgelistet.
Aminosauren sind im Einbuchstaben-Code angegeben; X: beliebige Aminosaure;
@: groRer, hydrophober Rest (F, |, L oder M)

Motiv Referenz Position in Erd2p
Di-Leucin-basierende Rapoport et al., 1998; || 133-138 (ESVAIL)
Signale: Kozik et al., 2010

[D/E]XXXL[L/1]

FW oder WW Paoluzi et al., 1998 -

H[T/S]F Paoluzi et al., 1998 -

NPF; NPFX(1,2)D Salcini et al., 1997; Paoluzi ||| 2-4 (NPF)

et al., 1998; Bonifacino
und Traub, 2003

Tyrsosin-basierende Folsch et al., 1999; Boll et || 48-51; 60-63; 90-94; 164-
Signale: al., 1996 167; 198-201

YXX®

NPXY Chen et al., 1990 -

3.1.1 Identifikation von Ubiquitinierungsmotiven in Erd2p

Die von Heiligenstein (2008) postulierte Beteiligung von Rsp5p und Clathrin an
der Endozytose des Toxin/Rezeptor-Komplexes spricht flr ein
Ubiquitinierungssignal, das Gber Clathrin-Adaptoren erkannt werden kann. In
der vorliegenden Arbeit sollten Lysinreste identifiziert werden, welche nach
einer posttranslationalen Modifikation mit Ubiquitin durch spezifische
Adaptoren der Internalisierungsmaschinerie erkannt werden koénnen.
Besonderes Augenmerk lag dabei auf der Orientierung der potentiellen
Ubiquitinierungsstellen, da nur zytosolische Lysinreste fir die Ubiquitinligase
Rsp5p zugadnglich sind. Die Lysinreste der Erd2p-Sequenz sind in Abbildung 31

markiert und ihre Orientierung zur Membran farbkodiert dargestellt.
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AS-Position 10 20 30 40 50
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Abbildung 31: Potentielle Ubiquitinierungsstellen in der Erd2p-Sequenz.

Die Abbildung zeigt die Erd2p-Sequenz in Farbkodierung nach dem erstellten
Topologiemodell. Mdégliche Ubiquitinierungsstellen sind durch rote Pfeile unterhalb
der Sequenzfolge angedeutet. Lysinreste in potentiell zytoplasmatisch orientierten
Sequenzbereichen sind mit zwei Pfeilen versehen.

B Transmembran-Einheiten

O zytoplasmatische Bereiche

O nicht-zytoplasmatische Bereiche

Die Erd2p-Sequenz verfiigt Giber 15 Lysinreste, von denen nach dem erstellten
Topologiemodell 8 in zytoplasmatisch orientierten Schleifen bzw. im
zytoplasmatischen C-Terminus vorliegen. Die (ibrigen sieben Lysinreste liegen
vermutlich auf der nicht-zytoplasmatischen Membranseite bzw. in
membrangadngigen Alphahelices vor und sind somit fiir die Ubiquitinligase
nicht zuganglich. Auffallig sind vier Lysine, die im engen Abstand von nur zwei
bzw. vier Aminosauren im C-Terminus vorliegen. Dieser Sequenzbereich
wurde in Analysen zur Funktion des HDEL-Rezeptors ndaher untersucht (vgl.

Punkt 3.2.2).

3.1.2 Insilico Analyse von Erd2p mit NetPhosK 1.0

Die Phosphorylierung an Serin-, Threonin- oder Tyrsosin-Resten ist eine
Proteinmodifikation, die als Regulationsmechanismus der Aktivitdten und
Affinitaten einzelner Proteine zahlreiche zelluldre Prozesse beeinflusst. Auch
bei der Endozytose von Plasmamembranrezeptoren kann ein
Phosphorylierungsereignis die Internalisierung steuern. Der fir S. cerevisiae

beschriebene ,PURE pathway” setzt eine Phosphorylierung eines integralen
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Plasmamembranproteins voraus, damit eine Ubiquitinierung erfolgen kann,
welche den Internalisierungsprozess auslost (Kelm et al., 2004).

Um in spateren in vivo Versuchen den Einfluss einer Phoyphorylierung des
HDEL-Rezeptors Erd2p auf die Aufnahme von K28 durch Hefezellen
untersuchen zu kénnen, sollten zundchst potentielle Phosphorylierungsstellen
in der Proteinsequenz identifiziert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
die Erd2p-Sequenz mit Hilfe der ,prediction software” des NetPhosK 1.0
Servers der Technischen Universitdt von Danemark (Blom et al., 2004)
analysiert. NetPhosK basiert auf einem neuralen Netzwerk, das den
theoretischen Phosphorylierungzustand anhand von Datensets aus
experimentell validierten Serin-, Threonin- und Tyrosin-
Phosphorylierungsstellen ermittelt. Die Ergebnisse dieser in silico Vorhersage

sind in Abbildung 32 aufgezeigt.

T c?

MHPFRILGDLSHLTSILILINNIKTTRYIEGISFRKTOTLYALVFITRYLDLLTFHWVSLY 60
1 11 21 31 41 51

e ¢ 0

HALMKIFFIVSTAYIVVLLOGSKRTNTIAYNEMLMHDTFEKIQHLLIGSALMSVFFHHKFT 120
61 71 81 3 101 111

1
FLELAWSFSVWLESVAILPOLYMLSKGGRTRSLTVHYIFAMGLYRALYIPRNWIWRYSTED 130
121 131 141 151 161 171

¢ IC

KKLDKIAFFAGLLOQTLLYSDFFYIYYTRKVIRGKGFKLPK 240
181 1391 201 211

Abbildung 32: In silico Vorhersage potentieller Phosphorylierungsmotive in Erd2p.
Die Abbildung zeigt die Vorhersage moglicher Phosphorylierungsmotive fiir die
Erd2p-Sequenz nach NetPhosK 1.0 in Form einer grafischen Darstellung (,PMT
landscape”). Oberhalb der Sequenz sind die Kinasen angegeben, die an den
entsprechenden Positionen Phosphorylierungen katalysieren kénnen.
A:  cAMP-abhdngige Proteinkinase
Proteinkinase C
cGMP-abhédngige Proteinkinase
Insulinrezeptor-Kinase
Kasein-Kinase Il
DNA PK

XAxZTO0
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Die wildtypische Erd2p-Sequenz zeigt 21 potentielle Phosphorylierungsstellen
an, deren ,score” oberhalb des Grenzwertes von 0,5 liegt. Von diesen
Positionen sind zwdlf nach dem unter Punkt 2.1 beschriebenen
Topologiemodell nicht zytosolisch orientiert. Da die Phosphorylierung nur im
Zytosol katalysiert wird, nicht aber auf der Zelloberflache, werden nur die
zytosolisch vorliegenden potentiellen Phosphorylierungsstellen in Tabelle 13

mit den entsprechenden Kinasen und ,,scores” aufgefiihrt.

Tabelle 13: Potentielle Phosphorylierungsstellen in Erd2p.

Aufgelistet sind die potentiellen Phosphorylierungsstellen in zytosolischen
Sequenzbereichen von Erd2p nach in silico Vorhersage durch NetPhosK 1.0. Die
»scores” als Richtwerte fur die Wahrscheinlichkeit der Phosphorylierung und die
entsprechenden Kinasen sind aufgefihrt.

PKA:cAMP-abhangige Proteinkinase

PKC:Proteinkinase C

Position Kinase ,score”
Ss2 PKC 0,52
Tgy PKA 0,53
Tos PKC 0,58
Tis0 PKA 0,50
S152 PKA 0,55
Tis4 PKC 0,62
Tao7 PKC 0,59

Die durch NetPhosK angezeigten Phosphorylierungsstellen fiir die
Insulinrezeptor-Kinase und fiir die cGMP-abhédngige Proteinkinase sind in der
Tabelle nicht bericksichtigt, da fir diese Enzyme keine Homologe in
S. cerevisiae identifiziert sind  (Saccharomyces Genome Database,
www.yeastgenome.org; Jacinto und Lorberg, 2008). Fiir die beiden Kinasen
PKA (cAMP-abhéngige Proteinkinase) und PKC (Proteinkinase C) sind in S.
cerevisiae Homologe mit hoher Sequenzidentitat zu den Kinasen in Sdugern
bekannt (Toda et al., 1987; Lewin et al., 1990). Somit verbleiben sieben
potentielle Phosphorylierungsstellen, die nach dem in dieser Arbeit
prasentierten Topologiemodell Angriffspunkte fir eine Regulation des
Rezeptors darstellen kdnnen. In unmittelbarer Nahe zu den vier potentiell

ubiquitinierten Lysinresten des C-Terminus von Erd2p liegt der Threoninrest
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207 (T,97), der in Analysen zur Funktion des HDEL-Rezeptors naher untersucht
wurde (vgl. Ergebnisse, Punkt 3.2.2). Durch Deletion bzw. Austausch von Tyq7
nach Alanin oder Leucin sollte der Einfluss dieser potentiellen
Phosphorylierungsstelle auf die Funktion von Erd2p bei der Internalisierung
des Toxins K28 bestimmt werden. Abbildung 33 zeigt, dass durch Deletion
oder Aminosdureaustausch an Position 207 die durch NetPhosK angezeigte

Phosphorylierung des C-Terminus durch PKC ausbleibt.

Erd2p Ic

LLYSDFFYIYYTEVIRGEGFELPE
201 211

Erd2p-Tyo; I I

LLYSDFFYIYYEVIRGEGFELEFE
201 211

Erd2 pT207A I

LLYSDFFYIYYARVIRGEGFELFEFE
201 211

Erd2 pT207L I

LLYSDFFYIYYLEVIRGEGFELFEFE
201 211

Abbildung 33: In silico Vorhersage potentieller Phosphorylierungsmotive in Erd2p-
Varianten ohne Threonin 207.

Die Abbildung zeigt die Vorhersage moglicher Phosphorylierungsmotive im C-
Terminus der drei Erd2p-Varianten Erd2p-T,g;, Erd2pT,;A und Erd2pT,p;L im
Vergleich zur wildtypischen Sequenz nach NetPhosK 1. Oberhalb der Sequenz sind die
Kinasen angegeben, die an den entsprechenden Positionen Phosphorylierungen
katalysieren kénnen.

A: cAMP-abhdngige Proteinkinase
Proteinkinase C
cGMP-abhangige Proteinkinase
Insulinrezeptor-Kinase
Kasein-Kinase Il
DNA PK

XATOO0
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3.2  Untersuchungen zur Funktionalitdt von Erd2p-Varianten ohne
Endozytosesignale
Die Arbeiten von Eisfeld und Heiligenstein (2001, 2008) schreiben dem
zelluldren HDEL-Rezeptor Erd2p nicht nur eine Funktion beim retrograden
Transport des Proteintoxins K28 in sensitiven Zielzellen zu, sondern auch eine
Beteiligung an der Endozytose des Toxins. Die Internalisierung eines
Toxin/Rezeptor-Komplexes setzt Endozytosesignale in  zytosolischen
Sequenzbereichen des Rezeptors voraus. Solche Endozytosemotive werden in
Eukaryoten von Adaptoren erkannt, welche wiederum die Verbindung mit
Strukturproteinen wie Clathrin ermdglichen. Bei Anlagerung einer Clathrin-
Hille wird die Plasmamembran zur Innenseite eingestiilpt. Unter Einsatz
weiterer Hilfsproteine wie Dynamin wird ein endozytotisches Vesikel
abgeschniirt. Clathrin und AP2-Komponenten, welche den klassischen
Komplex zur rezeptorvermittelten Endozytose bilden, wurden bereits als
essentielle Komponenten fir die Toxizitdt von K28 in Zielzellen beschrieben
(Heiligenstein, 2008; Carroll et al., 2009).
In dieser Arbeit wurden potentielle Endozytosesignale identifiziert, welche
den Kontakt von Erd2p mit Adaptoren des Clathrin-,,coats” vermitteln kdnnen
(vgl. Ergebnisse, Punkt 3.1). Diese Motive wurden durch Sequenzanalyse
identifiziert. Die Bestdtigung der in vivo Topologie des Rezeptors (vgl.
Ergebnisse, Punkt 2.2) ist die Grundlage fiir die Beurteilung der Orientierung.
Nur die zytosolische Orientierung der Motive stellt ihre Erkennung durch
Proteine der Endozytose-Maschinerie sicher.
Am zytosolischen N-Terminus von Erd2p liegt ein NPF-Motiv vor. Firr dieses
Motiv ist eine B-turn-Struktur beschrieben, welche durch EH-Domanen von
Adaptoren erkannt wird und somit wahrend der Rezeptor-Internalisierung die
Verbindung an den Clathrin-,,coat” vermittelt (Torrisi et al., 1997; deBeer et
al., 2000). Der C-Terminus des HDEL-Rezeptors weist einen Sequenzbereich
auf, der zahlreiche Lysinreste benachbart zu dem potentiell phosphorylierten
Threoninrest 207 enthalt. Nach dem Modell des in Hefe beschriebenen PURE-
pathways konnte der C-Terminus die Endozytose ({iber eine

Phosphorylierungs-/Ubiquitinierungsabfolge einleiten (Kelm et al., 2004).
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Um den Einfluss der Endozytosesignale zu untersuchen, wurden
Rezeptorvarianten hergestellt, denen jeweils eines der identifizierten Motive
fehlte (vgl. Abbildung 34). Diese Varianten sollten im Folgenden auf ihre
Funktionalitdt und auf einen moglichen Einfluss auf die Internalisierung von
K28 analysiert werden. Abbildung 34 zeigt in schematischer Darstellung die in
dieser Arbeit hergestellten ERD2-Derivate, welche auf ihre Funktionalitdt und
ihren Einfluss auf die K28-Sensitivitat untersucht wurden. Die wildtypische
Sequenz ERD2 ohne Intron wurde mit Hilfe der Primer 5 ERD2 und 3 ERD2 an
der wildtypischen ERD2-Sequenz aus pYSCE amplifiziert. Das Amplifikat diente
als ,template” zur Herstellung von ERD2-NPF, wobei die kodierende Sequenz
des N-terminalen NPF-Motivs durch Einsatz des Primers 5 ERD2-NPF deletiert
wurde. Um eine im C-Terminus lysinfreie Erd2p-Variante untersuchen zu
kénnen, wurde das ERD2-Derivat ERD2K/R mit Hilfe des Primers 3‘ ERD2K/R
an der ERD2-Sequenz amplifiziert. Dieser Primer filihrte einen gezielten
Basenaustausch in vier Codons ein, so dass der C-Terminus des Genprodukts
die Modifikationen KysR Ky13R Ky16R Ky19R erhielt. Um den Einfluss einer
potentiellen Phosphorylierung an dem C-terminalen Threoninrest 207
bestimmen zu kdnnen, wurden drei weitere ERD2-Derivate hergestellt. Eine
Deletion des Codons fiir Threonin 207 wurde durch den Primer 3 ERD2-T,g7
eingefihrt, wiahrend Uber 3 ERD2T,07A und 3‘ ERD2T,;L an dieser Position
des Genprodukts ein Aminosaureaustausch von Threonin nach Alanin bzw.
Leucin bewirkt wurde. In dem ERD2-Derivat ERD2-C wurde der gesamte
Sequenzbereich des C-Terminus nach der letzten Transmembraneinheit
deletiert, um gleichzeitig den Einfluss der Lysinreste und von Thryg
ausschalten zu kénnen. Das Genprodukt der durch 5" ERD2 und 3 ERD2+KTN
erstellten Variante ERD2+KTN weist ein zusatzlich angefligtes ER-
Retentionssignal fir Membranproteine des ,KKXX“-Typs auf. Alle ERD2-
Derivate wurden in pSTBlue-1 zwischenkloniert, sequenziert und in pJD.5
einkloniert (vgl. Material und Methoden, Punkt 2.1.4). Die in Abbildung 34
aufgeflihrten ERD2EGFP-Varianten wurden wie zuvor beschrieben hergestellt

(vgl. Ergebnisse, Punkt 1.1.1) und in pJD.5 einkloniert.

125



Ergebnisse

ERD2K/R

ERD2-T,,
ERD2T,,;,A
ERD2T,,L

ERD2 yEGFP

ERD2 yEGFP IST2C

ERD2+KTN

ERD2-C

Abbildung 34: Schematische Darstellung der zur Untersuchung der Erd2p-Funktion
eingesetzten ERD2-Derivate.

Die Abbildung zeigt ERD2-Varianten, die in dieser Arbeit auf ihre Funktionalitat
untersucht wurden. Die wildtypische ERD2-Sequenz enthalt das fir Erd2p kodierende
Strukturgen ohne die Intronsequenz. In dem Derivat ERD2-NPF sind die fir das N-
terminale NPF-Motiv kodierenden drei Codons deletiert. Das C-terminal lysinfreie
Genprodukt des Derivats ERD2K/R weist an den Positionen 208, 213, 216, 219 den
Aminosaure-Austausch Lysin nach Arginin auf. In ERD2-T,y, ist das Codon fiir das
potentiell phosphorylierte Threonin 207 deletiert. An dieser Position wurde in den
Varianten ERD2T,;;A und ERD2T,y,L ein Austausch nach Alanin bzw. Leucin
eingefiihrt. Die Variante ERD2-C weist eine vollstandige Deletion des C-Terminus
nach dem letzten potentiellen Transmembransegment auf. Parallel zu den
beschriebenen ERD2-Derivaten ohne Endozytosesignale wurden zwei ERD2GFP-
Varianten auf ihre Funktionalitat getestet. ERD2yEGFP besteht aus einer Fusion des
wildtypischen ERD2 mit yEGFP. Durch das Anfligen der IST2C-Sequenz entstand die
Variante ERD2yEGFPIST2C, deren Genprodukt eine zur Zellperipherie verschobene
Lokalisation aufweist.

3.2.1 Stammkonstruktion zur funktionellen Untersuchung von
Erd2p-Varianten

Um den Endozytose-Mechanismus, der den K28 Toxin/Rezeptor-Komplex zur
Internalisierung bringt naher zu charakterisieren, sollten in der vorliegenden
Arbeit Erd2p-Varianten ohne die potentiellen Endozytosesignale zum Einsatz
kommen. Es galt, den Einfluss von wildtypischem Erd2p auszuschalten, so dass
die Internalisierung von K28 einzig auf den mutierten Erd2p-Varianten beruht.
Da es sich bei Erd2p um ein essentielles Protein handelt, standen keine

klassischen ,knock out“-Mechanismen zu Verfiigung. Der Einsatz einer
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temperatursensitiven Mutante ermaoglichte die Validierung der Funktionalitat
der Erd2p-Derivate. In diesem System konnten jedoch aufgrund der
Instabilitdt des K28-Toxins bei der restriktiven Temperatur von 37°C keine
Sensitivitdtstests durchgefiihrt werden (Daten nicht gezeigt). Aus diesem
Grund mussten geeignete S. cerevisiae Stamme konstruiert werden, welche
die Expression von ERD2-Derivaten in Hefe ohne Vorhandensein einer
wildtypischen ERD2-Kopie ermdglichen. Bei den ersten Untersuchungen zur
ERD2-Funktion machten Semenza und Mitarbeiter (1990) Gebrauch von dem
S. cerevisiae Stamm YA12. Das wildtypische ERD2 wurde deletiert, das
Uberleben des Stamms beruht auf der Uberexpression des SED-Gens SEC12
Uber das Plasmid pYA12, das die ERD2-Deletion kompensieren kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde YA12 als Ausgangsstamm verwendet, um
durch Einbringen der ERD2-Derivate und anschlieBende Eliminierung des
SEC12-Plasmids Stamme zu konstruieren, die einzig eines der ERD2-Derivate
exprimieren und keine wildtypische ERD2-Kopie besitzen. Der
Wachstumsdefekt von erd2-Deletionsmutanten beruht auf der Verfligbarkeit
des Retentionsrezeptors Erd2p. Townsley und Mitarbeiter zeigten, dass sich
das System nicht nur durch HDEL-Peptide absattigen lasst, sondern dass auch
die Reduktion der Rezeptor-Kopien durch Expression tber einen Centromer-
Vektor das Wachstum beeintrachtigt ist (Townsley et al., 1994). Aus diesem
Grunde musste zur Funktionalitdtsanalyse auf , multi-copy“-Vektoren zur
Expression der ERD2-Varianten zuriickgegriffen werden. Die Wahl fiel auf den
2u-Expressionsvektor pESC-LEU. Die ERD2-Varianten wurden als Apal/Sacl-
Fragmente aus pJD.5 mit der Pgqi-Promotor- und der CYCI-Terminator-
Sequenz in pESC-LEU integriert. Dabei wurden die beiden pESC-LEU-eigenen
Promotoren Pga;; und Pgarip sowie die beiden ,multiple cloning sites” ersetzt.
Die resultierenden Expressionsvektoren werden als pJD.1-Derivate bezeichnet
(vgl. Material und Methoden, Punkt 2.1.6). Nach Transformation in YA12
wurde durch FOA-Selektion das URA3-Plasmid pYA12 eliminiert.
5-Fluororotsdure (FOA) wird durch das URA3-Genprodukt zu toxischem 5-
Fluoruracil umgesetzt. Zur Selektion wurden leu d/o Galaktose-Agarplatten

mit 0,1% FOA eingesetzt. Unter diesen Bedinungen wurde der Selektionsdruck
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auf das LEU2-Plasmid pJD.1 aufrecht erhalten, wahrend der Verlust des URA3-
Plasmids pYA12 beglinstigt wurde. Ein Wachstum der Transformanden auf
FOA-Agar verifiziert also die Funktionalitat der jeweiligen ERD2-Variante. Die

Ergebnisse der Selektion sind in Tabelle 14 aufgefiihrt.

Tabelle 14: Funktionalitatstest an ERD2-Varianten.

Die Tabelle zeigt die Ergebnisse des Wachstumstests der Aerd2-Transformanden
(YA12) auf FOA-Selektions-Agar. Ein Wachstum (+) bestatigt die Funktionalitdt der
ERD2-Variante. Konnte der Wachstumsdefekt durch die exprimierte ERD2-Variante
nicht kompensiert werden (-), liegt keine Funktionalitat des ERD2-Derivats vor.

Wachstum

ERD2-Genotyp auf FOA-Agar

Aerd? -

ERD2

ERD2-NPF

ERD2KR

ERD-T5o;

ERDT ;L

ERDT;p,A

ERD2yEGFP

ERD2yEGFPIST2C

N B BN B (B R Ry [y

ERD2+KTN

ERD2-C

Erkennbar ist, dass alle Varianten ohne potentielle Endozytosemotive den
Wachstumsdefekt der erd2-Deletionsmutante aufheben konnen, wahrend
eine Deletion des C-Terminus unmittelbar nach dem letzten
Transmembransegment die Funktionalitdat des Rezeptors zerstort. Als
Positivkontrolle diente das wildtypische ERD2-Gen ohne Intron. Ein Leervektor
mit LEU2-Plasmid wurde als Negativkontrolle mitgefiihrt. Durch FOA-Selektion
wurde auch die Funktionalitat der zur Fluoreszenzmikroskopie eingesetzten
GFP-markierten Erd2p-Variante Erd2EGFP und der beiden Rezeptor-Varianten
mit zusatzlichen Transportsignalen Erd2EGFPIST2C und Erd2p+KTN bestatigt.
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Der Verlust des YA12-Plasmids konnte durch Wachstumstests der selektierten
Stamme auf ura leu d/o Agar verifiziert werden. Durch PCR-Analysen wurde
der chromosomale Aerd2-Status validiert. Hierzu wurde die genomische DNA
isoliert und das Bandenmuster nach PCR mit den Primern 5’ERD2intctrl und
3’ERD2.545 gelelektrophoretisch tGberprift. In YA12 ist am Genlokus YBLO40c
ein 1315 bp grofRes Ncol-Fragment zwischen den Positionen -739 in der 5 UTR
von ERD2 und 576 im ERD2-Strukturgen deletiert. Wie in Abbildung 35
schematisch dargestellt, bindet der 5’Primer 5 ERD2intctrl unmittelbar vor
der Deletionsstelle und der 3’Primer 3‘ERD2.546 unmittelbar hinter der
Deletionsstelle. Bei wildtpyischer Genkonstellation entsteht durch PCR-
Amplifikation an chromosomaler DNA (gezeigt an BY4742) mit diesem
Primerpaar ein Amplifikat von 1445 bp. Im Stamm YA12 ist durch die Deletion
im Bereich der 5’UTR, des 5’Exons, des Introns und eines Grofteils des
3’Exons das Amplifikat auf eine GréRe von 130 bp verkiirzt. Dieses verkirzte
PCR-Produkt ist bei allen konstruierten Stammen erkennbar. Die verifizierten
Stamme zur Plasmid-getriebenen Expression der ERDZ2-Varianten ohne
chromosomale ERD2-Kopie werden im Folgenden als YA ERD2, YA ERD2-NPF,
YA ERD2K/R, YA ERD2-Ty07, YA ERD2T207A, YA ERD2T,p;L, YA ERD2EGFP, YA
ERD2EGFPIST2C und YA ERD2+KTN bezeichnet.
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Abbildung 35: PCR-Analyse der chromosomalen Genkonstellation am Lokus
YBLO40c in erd2-Deletionsstammen.

(A) Wildtypische Genkonstellation am Lokus YBLO40C. ERD? liegt in S. cerevisiae
auf dem Crick-Strang von Chromosom Il und besitzt ein Intron (schematische
Darstellung nach www.yeastgenome.org).

(B) PCR-Analyse. Mit den Primern 5’ERD2intctrl und 3’ERD2.545 wird bei
wildtypischer Genkonstellation ein Produkt von 1445 bp erhalten. Durch die Deletion
von 1315 bp im 5’UTR-Bereich bis zum 3’Bereich des ORF von ERD2 wird ein Produkt
von 130 bp amplifiziert.

(C) Ergebnisse der PCR-Analyse an erd2-Deletionsstimmen. Nach FOA-Selektion
wurden die Stimme YA ERD2, YA ERD2-NPF, YA ERD2K/R, YA ERD2-Tyy YA
ERD2T,0,A, YA ERD2T,0;L, YA ERD2EGFP, YA ERD2EGFPIST2C und YA ERD2+KTN auf
die chromosomale Deletion Uberpriift (1-9). Als Kontrolle wurde die chromosomale
DNA des Stamms BY4742 mit wildtypischer Genkonstellation (+) und die der Aerd2-
Mutante (-) mitgefthrt.
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In den durchgeflihrten Funktionalitdtstests konnte bestatigt werden, dass die
in den Lokalisationsstudien eingesetzten ERD2GFP-Derivate funktionell sind.
Ferner wurde gezeigt, dass sich die Deletion einzelner Endozytosemotive nicht
auf die Funktionalitdt des Rezeptors als Komponente des ER-
Retentionssystems auswirkt. Weder das N-terminale NPF-Motiv, noch die
C-terminalen Lysinreste 208, 213, 216 und 219 oder das C-terminale Threonin
207 sind essentiell. Der Gesamtheit des zytosolischen C-Terminus kommt
jedoch eine essentielle Funktion zu, so dass beim Verlust dieser Domane die
Lebensfihigkeit beeintrachtigt ist.

Die hergestellten Stamme YA ERD2, YA ERD2-NPF, YA ERD2K/R, YA ERD2-T57,
YA ERD2T,07A, YA ERD2Typ;L, YA ERD2EGFP, YA ERD2EGFPIST2C und YA
ERD2+KTN  erlauben eine  Expression eines ERD2-Derivats im
Stammhintergrund einer erd2-Deletionsmutante. Im Folgenden sollte nun in
diesen Hefestimmen ein Einfluss der ERD2-Varianten auf die Sensitivitdt

gegenlber dem Toxin K28 untersucht werden.

3.2.2 Einfluss verschiedener Erd2p-Varianten auf die K28-Sensitivitat von
S. cerevisiae

An lebenden Hefezellen wurde mit Hilfe von Agardiffusionstests der Einfluss
von ERD2-Varianten auf die K28-Sensitivitdat bestimmt. Das wildtypische K28-
Toxin des Produzenten-Stamms MS300b wurde in zehnfacher Konzentration
eingesetzt. Die in dieser Arbeit konstruierten S. cerevisiage Stamme ohne
chromosomale ERD2-Kopie mit plasmidgetriebener Expression der ERD2-
Derivate wurden unter induzierenden Bedingungen in Minimal-Galaktose-
Methylenblau-Agar (pH 4,7) eingebettet. Als KenngrofRe der K28-Sensitivitat
wurde der Hemmhofdurchmesser herangezogen. Die Ergebnisse der
Sensitivitdtstests werden im Folgenden dargestellt und sind abschlieRend in

Tabelle 15 aufgefiihrt.
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3.2.2.1 Einfluss des N-terminalen NPF-Signals von Erd2p

Am N-Terminus von Erd2p wurde das potentielle Endozytosesignal NPF
indentifiziert. An dem Hefestamm YA ERD2-NPF mit Expression einer Erd2p-
Variante, deren NPF-Motiv vollstandig deletiert ist, sollte der Einfluss dieses
Signals auf die K28-Sensitivitdt von Hefezellen untersucht werden. Abbildung
36 zeigt den Methylenblau-Agardiffusionstest an YA ERD2-NPF im Vergleich zu
YA ERD2, dem Hefestamm der plasmidgetriebener Expression von
wildtpyischem ERD2. Die GroRe des Hemmbhofs, innerhalb dessen das K28-
Toxinkonzentrat die eingebetteten Zellen abtotet, dient als MaR fiir die
Sensitivitdt des eingebetteten S. cerevisiae Stamms. Der Verlust des NPF-
Signals flihrt zu einer deutlichen Reduktion des Hemmhofs von 8,5 mm auf 4,5
mm im Vergleich zur Expression von wildtypischem ERDZ2. Dieses Ergebnis
bestadtigt, dass das NPF-Signal von Erd2p eine relevante Rolle bei der
Toxizitatsvermittlung von K28 spielt. Der Verlust dieses Signals wirkt sich nicht
auf die Lokalisation des HDEL-Rezeptors aus, wie an der Expression einer

ERD2GFP-Fusion ohne NPF-Motiv gezeigt werden konnte (vgl. Abbildung 37).

YA 12 YA ERD2-NPF YA ERD2
@0mm @ 4,5 mm @ 8,5 mm

Abbildung 36: Agardiffusionstest zur Untersuchung der K28-Sensitivitit von
S. cerevisiae nach Expression einer ERD2-Varinate ohne NPF-Signal.

Die Abbildung zeigt die Agardiffusionstests an einem S. cervisiae Stamm nach
Expression von Erd2p ohne das N-terminale NPF-Signal. Als Positivkontrolle wurde
der Stamm YA ERD2 mitgeflihrt, welcher wildtypisches Erd2p exprimiert. Beide
Stamme besitzen kein chromosomales ERD2. Bei der Negativkontrolle handelt es sich
um die K28-resistente Aerd2-Mutante ohne ERD2-Kopie, deren Lebensfahigkeit durch
eine SEC12-Uberexpression garantiert wird. Die GroRe der Hemmhofdurchmesser [@]
der in Minimal-Galaktose-Methylenblau-Agar eingebetteten Stamme wurde nach
5 Tagen bestimmt und dient als MaR fir die K28-Sensitivitat.
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EGFP-Fluoreszenz Hellfeld merge

BY4742
[pJD.6ERD2-NPFEGFP]

BY4742
[pJD.6ERD2EGFP]

Abbildung 37: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis einer GFP-markierten Erd2p-
Variante ohne N-terminales NPF-Signal.

Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zeigt das Expressionsmuster von
Erd2-NPFEGFP im Vergleich zu Erd2EGFP in S. cerevisiae BY4742. Einstellungen: LSM
510 META; 100fache VergroBerung; Messbalken: 5 um; detector gain: 772;
average 8; scan speed 7; pinhole 200 um; transmission 3,2%

3.2.2.2 Einfluss des C-terminalen Lysin-Clusters und des potententiell
phosphorylierten Threoninrests von Erd2p

Am C-Terminus von Erd2p wurde ein potentielles Endozytosemotiv aus vier
Lysinresten und einem potentiell phosphorylierten Threoninrest identifiziert.
Diese Sequenzfolge konnte fir eine Internalisierung des K28-Toxin/Rezeptor-
Komplexes tiber den PURE-Transportweg notwendig sein. An dem Hefestamm
YA ERD2K/R mit Expression einer Erd2p-Variante, deren C-terminale
Lysinreste gegen Argininreste ausgetauscht sind, sollte der Einfluss einer
moglichen Ubiquitinierung von Erd2p auf die Sensitivitat von Hefezellen gegen
von aullen zugegebenes K28-Toxin untersucht werden. Den Varianten ERD2-
T207, ERD2T507A und ERD2T,4,L fehlt das C-terminale Phosphorylierungssignal.
An diesen Varianten sollte der Einfluss einer C-terminalen Phosphorylierung
von Erd2p auf die Sensitivitdt gegen K28 untersucht werden. Abbildung 38
zeigt den Methylenblau-Agardiffusionstest an YA ERD2K/R, YA ERD2T,p7A und
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YA ERD2T,p7L im Vergleich zu YA ERD2, dem Hefestamm mit Expression von
wildtpyischem ERD2.

YA 12 YA ERD2K/R YA ERD2
@0 mm @0 mm @ 8,5 mm

YA ERD2-T,q7 YA ERD2T,q7A YA ERD2T,qg7L
@7,5mm @6 mm @7 mm

Abbildung 38: Agardiffusionstest zur Untersuchung der K28-Sensitivitit von
S. cerevisiae nach  Expression von ERD2-Derivaten ohne C-terminale
Endozytosemotive.

Die K28-Sensitivitdt wurde in Agardiffusionstests an S. cervisiae Stimmen nach
Expression von Erd2p-Varianten ohne C-terminale Lysinreste bzw. ohne das
potentiell phosphorylierte Threonin 207 bestimmt. Das Genprodukt der Variante
ERD2K/R weist an den Positionen 208, 213, 216 und 219 Austausche von Lysin nach
Arginin auf. In ERD2-T,y;, liegt eine Deletion an Position T,y; vor, bei ERD2T,y,A bzw.
ERD2T,y,L ein Threonin-Austausch gegen Alanin bzw. Leucin. Zum Vergleich ist der
Sensitivitatstest an YA ERD2 (Expression einer wildtypischen ERD2-Kopie) und an
YA12 (Aerd2) gezeigt. Die GréRe der Hemmhofdurchmesser [@] der in Minimal-
Galaktose-Methylenblau-Agar eingebetteten Stdmme wurde nach 5 Tagen bestimmt
und dient als MaR fiir die K28-Sensitivitat.

Der Verlust des Ubiquitinierungsmotivs am C-Terminus fihrt zu einem
vollstandigen Sensitivitatsverlust. Dieses Ergebnis bestatigt, dass einer
Ubiquitinierung von Erd2p am C-Terminus eine essentielle Rolle bei der
Toxizitatsvermittlung von K28 zukommt. Wenn auch der Sensitivitatsverlust
nach Deletion oder Austausch von T,97 gegen Alanin oder Leucin sich weniger
deutlich auswirkt als der Verlust der Lysinreste, beeintrachtigt auch der
Verlust des Phosphorylierungssignals die K28-Sensitivitdt. Diese Ergebnisse an
Erd2p-Varianten ohne Ubiquitinierungs- und Phosphorylierungsmotiv am

C-Terminus sprechen fir eine Internalisierung von Erd2p nach dem Modell
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des PURE-Transportwegs. Die zelluldare Lokalisation des Rezeptors ist durch
Verlust der Signale nicht verandert, wie im Vergleich der Expressionsmuster
von ERD2K/REGFP bzw. ERD2-T,o7EGFP zu ERD2EGFP gezeigt werden konnte
(vgl. Abbildung 39).

EGFP-Fluoreszenz Hellfeld

BY4742 BY4742
[pJD.6ERD2-T,;,EGFP]  [pJD.6ERD2K/REGFP]

BY4742
[pJD.6ERD2EGFP]

Abbildung 39: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis einer GFP-markierten Erd2p-
Variante ohne C-terminale Lysinreste bzw. ohne Threonin 207.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen die zellulare Verteilung von
Erd2K/REGFP bzw. Erd2-T,o;EGFP im Vergleich zu Erd2EGFP in S. cerevisiae BY4742.
Einstellungen: LSM 510 META; 100fache VergroRerung; Messbalken: 5 um; detector
gain: 772; average 8; scan speed 7; pinhole 200 pm; transmission 3,2%
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3.2.2.3 Einfluss einer GFP-Markierung von Erd2p

In Funktionalitatstests wurde bereits bestatigt, dass die C-terminale Fusion
von EGFP an Erd2p nicht zu einem Funktionsverlust des Rezeptors fiihrt. In
Agardiffusionstests sollte nun bestatigt werden, dass die
Fluoreszenzmarkierung auch keinen Einfluss auf die K28-Sensitivitdt in
S. cerevisiae hat. Der Stamm YA ERD2yEGFP wurde daher im Vergleich zur
Expression von wildtypischem ERD2 im Methylenblau-Agardiffusionstest
untersucht. Abbildung 40 zeigt, dass die HemmhofgroRe unverdndert bleibt.
Somit konnte gezeigt werden, dass die K28-Internalisierung und der
intrazelluldre Transport des Toxins durch die GFP-Markierung des HDEL-

Rezeptors nicht gestort sind.

YA 12 YA ERD2yEGFP YA ERD2
@0mm @ 8,5 mm @ 8,5 mm

Abbildung 40: Agardiffusionstest zur Untersuchung der K28-Sensitivitit von
S. cerevisiae nach Expression einer ERD2EGFP-Fusion.

Die K28-Sensitivitat wurde in Agardiffusionstests an S. cerevisiae Stammen nach
Expression einer C-terminal GFP-markierten Erd2p-Variante bestimmt. Zum Vergleich
ist der Sensitivitatstest an YA ERD2 (Expression einer wildtypischen ERD2-Kopie) und
an YA12 (Aerd2) gezeigt. Die GroRe der Hemmhofdurchmesser [@] der in Minimal-
Galaktose-Methylenblau-Agar eingebetteten Stdmme wurde nach 5 Tagen bestimmt
und dient als Mal} fiir die K28-Sensitivitat.

3.2.2.4 Einfluss von Erd2p-Varianten mit zusatzlichen Transport-Signalen

Durch das Anfligen des Transport-Signals von Ist2p an den HDEL-Rezeptor
wurde bereits in Kolokalisationstudien gezeigt, dass eine fast vollstandige
Lokalisation im Zellgrenzbereich erzielt werden kann. Der auf diese Weise
modifizierte Rezeptor ist jedoch immer noch in der Lage, die erd2-Deletion zu
kompensieren. Ob die verdanderte Lokalisation sich auf die K28-Sensitivitat
auswirkt, sollte in Methylenblau-Agardiffusionstests untersucht werden.

Durch die Variante ERD2+KTN wird ein HDEL-Rezeptor kodiert, der liber ein
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C-terminales ER-Retentionsmotiv des ,KKXX“-Typs verfligt. Es galt nun zu
bestatigten, dass die verstarkte Retention des Rezeptors im ER eine
verminderte Kopienzahl an der Plasmamembran zur Folge hat, was sich in
einem K28-Sensitivitatsverlust zeigen sollte. Abbildung 41 zeigt, dass nach
Expression von ERD2yEGFPIST2C bzw. ERD2+KTN die HemmhofgrofRe im
Vergleich zur Expression von wildtypischem ERD2 deutlich reduziert ist. Beide
zusatzlich angefligten Transportsignale fiihren demnach zu einer

verminderten Sensitivitat gegen das Toxin K28.

YA ERD2
@ 8,5 mm

YA ERD2yEGFPIST2C YA ERD2+KTN
@5 mm @ 6 mm

Abbildung 41: Agardiffusionstest zur Untersuchung der K28-Sensitivitit von
S. cerevisiae nach  Expression von ERD2-Derivaten mit zusatzlichen
Transportsignalen.

Die K28-Sensitivitat wurde in Agardiffusionstests an S. cerevisiae Stammen nach
Expression einer C-terminal GFP-markierten Erd2p-Variante mit dem Transportsignal
aus dem C-Terminus von IST2 bzw. nach Expression einer Erd2p-Variante mit
zusatzlichem ER-Retentionssignal des ,,KKXX“-Typs bestimmt. Zum Vergleich ist der
Sensitivitatstest an YA ERD2 (Expression einer wildtypischen ERD2-Kopie) und an
YA12 (Aerd2) gezeigt. Die GréRe der Hemmhofdurchmesser [@] der in Minimal-
Galaktose-Methylenblau-Agar eingebetteten Stamme wurde nach 5 Tagen bestimmt
und dient als Maf fiir die K28-Sensitivitat.
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Tabelle 15: K28-Sensitivitdtstests an S. cerevisiae nach Expression von ERD2-

Derivaten.

Aufgelistet sind die im K28-Sensitivitatstest bestimmten Hemmhofdurchmesser in
erd2-Deletionsstimmen nach Expression von ERD2-Derivaten. Als Kontrolle wurde
der erd2-Deletionsstamm YA12 mitgefiihrt, der keine funktionelle ERD2-Kopie besitzt
und durch die Uberexpression des Aerd2-Suppressors SEC12 iiberlebt. Die
Sensitivitatstests wurden in Methylenblauagar durchgefiihrt. Eingesetzt wurde

wildtypisches zehnfach konzentriertes K28-Toxin.

Der vermessene Hemmhof

entspricht dem Durchmesser der wachstumsfreien Zone nach Subtraktion des
eingestanzten Lochs, in welches 100 pl Toxin gegeben wurde.

Saccharomyces exprimierte Erd2p-Variante Hemmhof @
cerevisiae

YA ERD2 (wt) wildtypische ERD2-Sequenz ohne Intron || 8,5 mm
YA12 (Aerd2) - 0 mm
YA ERD2-NPF Deletion des N-terminalen NPF-Motivs 4,5 mm
YA ERD2K/R Lysin/Arginin-Austausch im C-Terminus 0 mm
YA ERD2-T,p7 Deletion von Threonin 207 7,5 mm
YA ERD2T,07A Threonin 207-Austausch gegen Alanin 6 mm
YA ERD2T,q7L Threonin 207-Austausch gegen Leucin 7 mm
YA ERD2EGFP C-terminale GFP-Markierung 8,5 mm
YA ERD2EGFP GFP-Markierung und C-terminales Signal | 5 mm
IST2C von IST2

YA ERD2+KTN C-terminales ER-Retentisonssignal KKXX | 6 mm
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4, Ubiquitinierung von Erd2p

Die durch Sensitivitatstests bestatigte Abhangigkeit der Erd2p/K28-
Internalisierung von den C-terminalen Lysinresten des HDEL-Rezeptors weist
auf eine Ubiquitinierung des Rezeptors hin. Bisher ist bekannt, dass Hefen mit
Mutationen in RSP5, dem Gen der Ubiquitinligase, eine stark verminderte
Sensitivitdit gegen K28 zeigen. Dieser Effekt scheint bei der ER-Zytosol-
Dislokation des Toxins keine Rolle zu spielen (Heiligenstein, 2008). Eine
Erklarung flir den Sensitivitatsverlust konnte die Beteiligung von Rsp5p an
einer Ubiquitinierungsreaktion im Rahmen der Internalisierung des

Rezeptor/Toxin-Komplexes liefern.

4.1 Untersuchungen zur in vivo Ubiquitinierung von Erd2p

In der vorliegenden Arbeit sollte Gberpriift werden, ob in Western-Analysen
ubiquitinierte Varianten von Erd2p im Zelllysat toxinbehandelter Hefen
nachweisbar sind. Sollte Erd2p bei der Internalisierung von Erd2p/K28-
Komplexen durch die Funktion der Ubiquitinligase Rsp5p monoubiquitiniert
werden, koénnten Erd2p-Kopien mit einem um 8,5 kDa vergroBerten
Molekulargewicht nachgewiesen werden. Bei einer Oligo-, Poly- oder
Multiubiquitinierung waren entsprechend hoéhere Molekulargewichte zu
erwarten. Der Nachweis von wildtypischem Erd2p im Western-Blot kann nur
Uber anti-Erd2p-Antikorper erfolgen. In Vorversuchen wurde jedoch ermittelt,
dass der kommerziell erhdltliche anti-Erd2p-Antikérper nicht die notwendige
Sensitivitdt aufweist, um geringe Konzentrationen des Proteins nachzuweisen
(Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund sollte die bereits als funktionell
verifizierte Erd2pEGFP-Fusion (Uber anti-GFP-Antikorper nachgewiesen
werden. Als Kontrolle wurde die ERD2GFP-Variante ERD2K/RyEGFP
exprimiert. Dieser Variante fehlen die fur die K28-Sensitititdt notwendigen
Lysinreste im C-Terminus, so dass vermutlich keine Ubiquitinierung der
Rezeptorvariante stattfinden kann. Die Expression der ERD2GFP-Varianten
wurde 24 Stunden in Galaktose-haltigem Medium induziert. AnschliefRend
wurden je 5x10° Zellen zwei Stunden bei 20°C parallel in Toxinkonzentrat und

in einem entsprechenden Phosphat-Citrat Puffer (pH 4,7 nach Mcllvaine,
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1921) inkubiert. Als Negativkontrolle wurde der S. cerevisiae Stamm BY4742
ohne Expression einer ERD2GFP-Variante mitgefiihrt. Nach der Inkubation
wurden die Zellen geerntet und zweimal mit sterilem Wasser gewaschen. Der
Zellaufschluss erfolgte nach einem modifizierten Protokoll nach Gardner (vgl.
Material und Methoden, Punkt 14). Das Ganzzelllysat wurde Gber SDS-PAGE
aufgetrennt und der Nachweis der Fusionsproteine durch Western-Analyse

erbracht (vgl. Abbildung 42).

- + - + - + K28

Abbildung 42: Western-Analyse zum Nachweis von Erd2EGFP-Derivaten in
S. cerevisiae nach K28-Toxinbehandlung.

Die Abbildung zeigt die Western-Analyse der Zelllysate von BY4742 nach
Expression von ERD2GFP-Fusionen. 5x10° Zellen von S. cerevisiage BY4742 nach
Expression von ERD2yEGFP bzw. der C-terminal lysinfreien Variante ERD2K/RyEGFP
wurden 2 h bei 20°C mit K28-Toxinkonzentrat inkubiert. Der Wildtypstamm ohne
Expression eines Fusionsgens wurde mitgefiihrt. Die Zelllysate wurden durch
Glasperlenzellaufschluss nach Gardner (1998) erhalten. Nach Auftrennung im
12%igen SDS-Polyacrylamid-Gel wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. Der Nachweis erfolgte liber anti-GFP-Antikérper und einem sekundaren
HRP-gekoppelten anti-Maus-Antikérper, der Uber eine Chemolumineszenzreaktion
die Detektion auf Fotofilmen ermdoglichte. Benachbarte Spuren zeigen jeweils das
Lysat aus unbehandelten Zellen sowie nach Toxinbehandlung.

M: Protein-GroRenstandard ,page ruler prestained” (Fermentas)

1: Ganzzelllysat aus BY4742 [pJD.6 ERD2yEGFP]

2: Ganzzelllysat aus BY4742 [pJD.6 ERD2K/RyEGFP]

3: Ganzzelllysat aus BY4742 (Negativkontrolle)

-: ohne K28-Toxinbehandlung

+: nach K28-Toxinbehandlung

Im Ganzzelllysat nach Expression von Erd2EGFP ist das unmodifizierte
Fusionsprotein entsprechend seiner theoretischen Grofle von 53 kDa
nachweisbar. Ein Signal auf gleicher Hohe ist auch in den Ansatzen nach

Expression der C-terminal lysinfreien Erd2EGFP-Variante erkennbar. Ein
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héhermolekulares Signal, das um das Molekulargewicht von Ubiquitin von
8,5 kDa (bei Monoubiquitinierung) oder ein Vielfaches (bei Poly- oder
Multiubiquitinierung) vergroBert ist, war in keinem Ansatz erkennbar. Es war
somit nicht moglich, eine Ubiquitinierung von Erd2p mit Hilfe von Western-

Analysen zu bestatigen.

4.2  Nachweis der Interaktion von Erd2p und Rsp5p mittels
bimolekularer Fluoreszenzkomplementation

Um in vivo eine Bindung von Rsp5p an Erd2p bei der Internalisierung von K28
nachzuweisen, wurde die bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC)
eingesetzt. Wie von Fan et al. (2008) beschrieben wurden dabei
Fusionskonstrukte aus den beiden zu testenden Interaktionspartnern mit
einem Teilbereich des rot fluoreszierenden Proteins mCherry erstellt. Der
N-terminale Sequenzbereich (MN) enthélt die ersten 159 Aminosduren, der
C-terminale Bereich (MC) die Aminosaduren 160 bis 236.

Analog zu den von Schauble und Schorr etablierten Vektoren zur Expression
von Fanger- und Beute-Fusionen zum Nachweis der Interaktion verschiedener
zelluldrer Proteine mit K28-Varianten, wurden in dieser Arbeit die Plasmide
pRS316ERD2IiIMN, pRS315MCIiRSP5 und pRS315MCIiUBC4 verwendet (vgl.
Diplomarbeiten Schauble, 2008 und Schorr, 2009). Die wildtypische ERD2-
Sequenz ohne Intron wurde Uber Xhol und Xbal in den Expressionsvektor
pRS316liMN einkloniert. Die Strukturgene von RSP5 und UBC4 wurden Uber
Sall und Xbal bzw. Sall und Paul in pRS315MCli einkloniert. Die Expression
steht in diesen Vektoren unter der Kontrolle des Promotors P,z und des
CYC1-Terminators. Der S. cerevisiae Stamm BY4742 wurde mit dem
Fangerplasmid pRS316ERD2IIMN mit einem der beiden Beuteplasmide
pRS315MCIiRSP5 bzw. pRS315MCliUBC4 kotransformiert. Um auszuschliel3en,
dass eine Fluoreszenzkomplementation einzig durch eine Affinitat der beiden
mCherry-Teilsequenzen zu Stande kommt oder eine Interaktion zwischen
einer der Teilsequenzen mit einem der beiden Fusionsproteine auftritt,
wurden entsprechenden Koexpressionen durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten

die Koexpression mit pRS315MC bzw. pRS316MN, welche die alleinige
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Expression der mCherry-Teilsequenzen ermoglichen (Schorr,
unveroffentlicht). Die ,linker“-Sequenz zwischen den beiden Proteinen sollten
nach Kerppola (2006) die Faltung des Fusionsproteins erleichtern und somit
verhindern, dass die natlirliche Funktion des Beute- oder Fangerproteins
eingeschrankt ist oder die Zuganglichkeit des mCherry-Teilbereichs zu seinem
Partner beeinflusst ist.

Nach Koexpression der ERD2- und der RSP5-Fusionen wurde Uber konfokale
Fluoreszenzmikroskopie die Rekonstitution des mCherry-Fluorophors zum
Nachweis einer Interaktion beider Proteine Uberprift. Hierzu wurden die
Zellen nach 24stiindiger Induktion in Galaktose-haltigem Medium geerntet
und wie in Material und Methoden Punkt 16.2 beschrieben zur Mikroskopie
vorbereitet. Die Aufnahmen zeigen eine schwache Fluoreszenz, welche bei
den Kontrollen mit Koexpression des Beute- oder Fangerplasmids mit der
jeweils anderen mCherry-Teilsequenz sowie der Koexpression der solitdren
mCherry-Teile nicht auftritt (vgl. Abbildung 43). Diese wenn auch schwache
Fluoreszenz weist darauf hin, dass ein Teil der zelluldren Kopien des
markierten Rezeptors Erd2p mit der Ubiquitinligase Rsp5p interagiert.

Um diese Interaktion moglicherweise partiell zu verstirken, wurde eine
Inkubation der Kotransformanden mit K28-Toxin durchgefiihrt (vgl. Abbildung
44). Die postulierte Beteiligung der Ubiquitinligase an der Internalisierung des
Rezeptor/Toxin-Komplexes sollte dazu fiihren, dass die Interaktion von Erd2p

und Rsp5p nach Liganden-Bindung verstarkt wird.
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Abbildung 43: Nachweis der Interaktion von Erd2p mit Rsp5p mittels bimolekularer
Fluoreszenzkomplementation in S. cerevisiae.

Gezeigt sind die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von S. cerevisiae BY4742
nach Koexpression von ERD2/iMN und MCIiRSP5 bzw. nach Koexpression der
Kontroll-Konstrukte (von links nach rechts: ERD2/iMN und MCIiRSP5; ERD2/iMN und
MC; MCIiRSP5 und MN; MN und MC). Anhand der unbearbeiteten Aufnahmen wurde
die Intensitat der Bildpunkte innerhalb der Zellgrenzen bestimmt.

(A) mCherry-Fluoreszenz und Hellfeld. Gezeigt ist die Uberlagerung der roten
mCherry-Fluoreszenzsignale mit dem Hellfeldbild. Einstellungen: LSM 510 META;
100fache VergroBerung; detector gain: 1010; average 4; scan speed 9; pinhole 240
pm; transmission 4,1 %

(B) Bildbereichsauswahl iiber ,,Mask”. Mit Hilfe der ,Mask“-Funktion wurden
die Bildbereiche aulRerhalb der Zellen ausgeblendet.

(C) Fluoreszenzintensititen liber ,Histo”. Die Intensitidten der Bildpunkte in den
ausgewahlten Bildbereichen innerhalb der Zellen wurden Uber die Funktion ,Histo”
in Form von Diagrammen angezeigt. Die Anzahl der Bildpunkte ist gegen ihre
Intensitat aufgetragen. Unter den Diagrammen ist das liber die Funktion ,Statistics”
ermittelte Intensitatsmittel aufgefiihrt.

Auswertung: Zeiss LSM Image Examiner v. 4.2.0.121
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Abbildung 44: Nachweis der verstarkten Interaktion von Erd2p mit Rsp5p nach
Behandlung mit K28-Toxin mittels bimolekularer Fluoreszenzkomplementation in
S. cerevisiae.

Gezeigt sind die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von S. cerevisiae BY4742
nach Koexpression von ERD2/IMN und MCI/iRSP5 bzw. nach Koexpression der
Kontroll-Konstrukte (von links nach rechts: ERD2/iMN und MCIiRSP5; ERD2I/iMN und
MC; MCIiRSP5 und MN; MN und MC). Die Zellen wurden 2 h bei 20°C in K28-
Toxinkonzentrat inkubiert. Anhand der unbearbeiteten Aufnahmen wurde die
Intensitat der Bildpunkte innerhalb der Zellgrenzen bestimmt.

(A) mCherry-Fluoreszenz und Hellfeld. Gezeigt ist die Uberlagerung der roten
mCherry-Fluoreszenzsignale mit dem Hellfeldbild. Einstellungen: LSM 510 META;
100fache VergroRerung; detector gain: 1010; average 4; scan speed 9; pinhole 240
pKm; transmission 4,1 %

(B) Bildbereichsauswahl iiber ,,Mask”. Mit Hilfe der ,Mask“-Funktion wurden
die Bildbereiche auRerhalb der Zellen ausgeblendet.

(C) Fluoreszenzintensitadten liber ,Histo”. Die Intensitdten der Bildpunkte in den
ausgewahlten Bildbereichen innerhalb der Zellen wurden Uber die Funktion , Histo“
in Form von Diagrammen angezeigt. Die Anzahl der Bildpunkte ist gegen ihre
Intensitat aufgetragen. Unter den Diagrammen ist das Uber die Funktion ,Statistics”
ermittelte Intensitatsmittel aufgefiihrt.

Auswertung: Zeiss LSM Image Examiner v. 4.2.0.121
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Die Intensitat der vermessenen Fluoreszenz kann als Mal} fur die Starke der
Interaktion zweier Proteinfusionen im BiFC-System herangezogen werden. Mit
Hilfe der Funktion ,Histo” der Software LSM Image Examiner (Zeiss, Jena)
wurden anhand der unbearbeiteten Aufnahmen die Fluoreszenzintensitdten
ermittelt. Um die Zellgrenzen zu verdeutlichen, wurde mit ,merge“-Bildern
gearbeitet, bei denen die mCherry-Fluoreszenzsignale mit dem Hellfeldbild
Uberlagert wurden. Zunachst wurden die Bildbereiche aulRerhalb der Zellen
Uber die ,Mask“-Funktion ausgeblendet. Uber die Funktion ,Histo”“ wurde
innerhalb des ausgewahlten Zell-Bereichs die Haufigkeit der Bildpunkte gegen
ihre  Fluoreszenzintensitdat aufgetragen. In Abbildung 44 sind die
resultierenden Diagramme sowie die durch die Funktion ,Statistics”
ermittelten Intensitatsmittel fir das Interaktionspaar und die Kontrollen
gezeigt. Die Intensitdt der mCherry-Fluoreszenz nach einer zweistiindigen
Inkubation der Kotransformanden wurde mit der unbehandelter Zellen
verglichen. Die vorliegenden Intensitatsmittel sind in Tabelle 16 aufgefiihrt
und erlauben einen Vergleich der Fluoreszenzkomplementation bei der
Koexpression der beiden Interaktionspartner Erd2p und Rsp5p mit den

Kontrollexpressionen.
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Tabelle 16: Fluoreszenzintensitat durch bimolekulare Fluoreszenzkomplementation
bei Koexpression des Interaktionspaares Erd2p und Rsp5p in S. cerevisiae.

Gezeigt sind die Mittelwerte der Fluoreszenzintensitdt nach Koexpression von
ERD2IiMN und MCIiRSP5 sowie die Vergleichswerte der Kontrollen. Die Mittelwerte
wurden anhand der Aufnahmen am konfokalen Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe der
Software Zeiss LSM Image Examiner ermittelt. Die Bildbereiche innerhalb der Zellen
wurden durch die Funktion ,,Mask” ausgewahlt und die Intensitdaten der Bildpunkte
mit der Funktion , Histo” bestimmt. Die Mittelwerte der Fluoreszenz wurden durch
die Funktion , Statistics” berechnet.

Mittelwerte der Fluoreszenz-Intensitat im BiFC-
System in S. cerevisiae nach Koexpression von

ERD2IiMN ERD2IiMN MCIiRSP5 MN
MCIiRSP5 MC MN MC
Inkubation in 65,9 21,1 21,4 19,4
Mcllvaine-Puffer
Inkubation in K28- 104,3 21,0 18,6 20,5
Toxinkonzentrat

Die Fluoreszenz beim Interaktionspaar ERD2MN/MCRSP5 liegt bei
unbehandelten Zellen im Mittel bei einem Wert von 65,9 und zeigt damit eine
auf das Dreifache erhdhte Intensitdt im Vergleich zu den Kontrollen. Durch die
zweistiindige K28-Toxinbehandlung konnte die Fluoreszenzintensitat im Mittel
auf einen Wert von 104,3 gesteigert werden. Damit liegt eine um den Faktor 5
erhohte Intensitdt gegenlber den Kontrollen vor. Diese deutliche
Fluoreszenzkomplementation bestatigt eine direkte Interaktion von Rsp5p
und Erd2p.

Analog zur Identifizierung von Rsp5p als Interaktionspartner von Erd2p sollte
auch eine mogliche Beteiligung von Ubc4p an der Internalisierung von K28 mit
Hilfe des BiFC-Systems Uberprift werden. Bei der Koexpression von MCUBC4
mit ERD2MN konnten jedoch keine signifikanten Fluoreszenzsignale
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Die in vivo Funktionalitdt der im BiFC eingesetzten Ubc4p- und Rsp5p-
Fusionen wurde in K28-Sensitivitatstests bestatigt. Wie schon Heiligenstein in
ihrer Dissertation zeigen konnte, weisen Mutanten mit reduzierter Rsp5p-
Aktivitat eine verminderte Sensitivitit gegen K28 auf. Eine Uberexpression der
Ubiquitinligase kann den Phanotyp wieder herstellen (Heiligenstein, 2008).
Die Funktionalitat der im BiFC verwendeten Fusion MCIiRSP5 sollte durch eine
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Uberexpression anhand einer Steigerung der K28-Sensitivitit bestétigt
werden. Abbildung 45 zeigt das Ergebnis der Agardiffusionstests an
S. cerevisiae nach Expression der RSP5-Fusion. Im Vergleich zum Wildtyp-
Stamm, der einen Hemmhof von 7 mm zeigt, wurde nach Expression der
Rsp5-Variante ein Hemmhof von 10 mm vermessen. Diese deutliche
Steigerung der Sensitivitdt bestatigt die Funktionalitdt der mCherry-

markierten Ubiquitin-Ligase-Variante.

BY4742 BY4742
[PRS315MCIiRSP5]
@7 mm @ 10 mm

YWO013 YWO013
[pPRS315MCIliUBC4]
@6 mm @ 10 mm

Abbildung 45: K28-Sensitivitatstest zum Nachweis der in vivo Funktionalitat der
Fusionen MCIiUBC4 und MCIiRSP5.

Die Abbildung zeigt die Agardiffusionstests der folgenden S. cerevisiae Stdmme:
BY4742 (Wildtyp); BY4742[pRS315MCIiRSP5] (Expression des BiFC-Konstrukts
MCIiRSP5); YWO013 (Aubc4); YWO013 [pRs315MCIiUBC4] (Expression des BiFC-
Konstrukts MCIiUBC4). Es wurde ein K28-Toxin in 20facher Konzentration eingesetzt.
Die GréRe des Hemmbhofdurchmessers [@] der in Minimal-Galaktose-Methylenblau-
Agar eingebetteten Stdmme wurde nach 5 Tagen bestimmt und dient als MaR fiir die
K28-Sensitivitat.

147



Ergebnisse

Auch die Funktionalitdt der UBC4-Fusion wurde in Agardiffusionstests
bestatigt (vgl. Abbildung 45). Somit konnte ausgeschlossen werden, dass die
mangelnde Interaktion von Ubc4p und Erd2p im BiFC-System auf einen
Funktionsverlust der eingesetzten Ubc4-Variante zurickzufiihren ist. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass keine direkte Interaktion von Ubc4p (E2)
mit dem HDEL-Rezeptor stattfindet, wahrend eine Bindung von Rsp5p (E3) an
Erd2p nachgewiesen werden konnte. Ferner konnte diese Interaktion durch
extrazelluldare Toxin-Zugabe signifikant verstarkt werden. Dies bestatigt die
Funktion von Rsp5p bei der Internalisierung des Rezeptor/Toxin-Komplexes in

sensitiven Hefezellen.

4.3 Nachweis der Beteiligung des Art-Adapter-Systems an der
Toxizitatsvermittlung von K28

Nachdem eine Interaktion von Erd2p und Rsp5p im Rahmen der K28-
Endozytose gezeigt wurde, sollte die Frage adressiert werden, auf welche
Weise die Erkennung des Rezeptors durch die E3-Ubiquitinligase erfolgt.
Rsp5p stellt in S. cerevisiae das Homolog der HECT-Domanen-Ubiquitin-Ligase
Nedd4 aus Sdugerzellen dar. Rsp5p assoziiert mit Membranen und zeigt einen
multi-Domanen-Aufbau. Die C-terminale HECT-Domane ist flr die E3-Aktivitat
verantwortlich. Klassischerweise erkennen die WW-Domanen von Rsp5p das
Substrat an dessen PY-Motiv (Dunn und Hicke, 2001; Belgareh-Touze et al.,
2008)). Ein solches Motiv ist allerdings in der Erd2p-Sequenz ebenso wie in
den meisten Plasmamembranproteinen, die ber eine Ubiquitinierung zur
Endozytose markiert werden, nicht enthalten. Die Interaktion von Erd2p und
Rsp5p kdnnte Uber sogeannte ,arrestin related trafficking adaptors”, kurz
Arts, vermittelt werden. In Hefe sind zahlreiche redundante Art-Proteine
identifiziert, welche selbst PY-Motive enthalten und mit Rsp5p interagieren.
Sie werden selbst ubiquitiniert und kénnen Uber Bindung an
Transmembranproteine der Plasmamembran auch deren Rsp5p-abhangige
Ubiquitinierung ermdoglichen (Lin et al.,, 2008; Mittal und McMahon, 2009;
Nikko und Pelham, 2009).
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Eine mogliche Beteiligung der Art-Proteine an der Erd2p-vermittelten K28-
Internalisierung sollte sich an einer verminderten Sensitivitdit in art-
Deletionsmutanten zeigen. In Agardiffusionstests wurden die S. cerevisiae
Stamme Aartl, Aart2, Aart3, Aart4, Aart5, Aart6, Aart7, Aart8, und Aart9 auf
ihre K28-Sensitivitdt untersucht. Die Deletionsmutanten fir die Art-Proteine
Art2p, Art8p und Art9p zeigen im MBA-Test eine leicht verminderte
Sensitivitat gegen K28 (vgl. Abbildung 46). Die Ubrigen Stamme zeigten keine

veranderte Sensitivitat im Vergleich zum Wildtyp BY4742.

Aart2 Aart8
@ 12,5 mm @ 13,5 mm
Aart9 BY4742
@ 14,5 mm @ 15,5 mm

Abbildung 46: K28-Sensitivitdtstest an ART-Deletionsmutanten von S. cerevisiae.

Die Abbildung zeigt die MBA-Sensitivitatstests gegen K28-Toxin in folgenden
S. cervisiae Deletionsmutanten: Aart2, Aart8 und Aart9. Als Kontrolle wurde der
wildtypische Stamm BY4742 mitgefiihrt. Die GroRe des Hemmhofdurchmessers [@]
der in Minimal-Galaktose-Methylenblau-Agar eingebetteten Stamme wurde nach
5 Tagen bestimmt und dient als MaR fiir die K28-Sensitivitdt. Es wurde ein K28-Toxin
in 400facher Konzentration eingesetzt.
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Der Effekt der Einzeldeletionen von ART2, ART8 und ART9 wirkt sich durch
eine Reduktion des Hemmhofs im Agardiffusionstest um 1 bis 3 mm
gegeniber dem wildtypischen Stamm (15,5 mm) aus und ist damit zwar recht
schwach, kann jedoch aufgrund der logarithmischen Abhéangigkeit zwischen
Toxindosis und Hemmhofdurchmesser als signifikant angesehen werden.
Dennoch bestéatigen diese Ergebnisse eine Beteiligung der Art-Proteine an der
K28-Sensitivitat in S. cerevisiae, was auf eine liber Adapter-Funktion der Art-
Proteine bei der Rsp5p-vermittelten Internalisierung des Erd2p/K28-

Komplexes hinweist.
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v Diskussion

Die hochkomplexen Abldufe in eukaryotischen Zellen beruhen auf einer
strikten Trennung von Stoffwechselprozessen in abgeschlossenen
Reaktionsraumen, den Organellen. Die umgebende Lipiddoppelschicht enthalt
Membranproteine, welche neben katalytischen und strukturgebenden
Funktionen auch den Kontakt einzelner Organellen zueinander, zum
Zytoplasma und im Fall der Plasmamembran zur Zellumgebung und zu
Nachbarzellen vermitteln. Der Transport Gber Membranen erfolgt mit Hilfe
von Carriern und Kandlen oder durch Abschnirung kleiner,
membranumschlossener Einheiten, den Vesikeln, welche mit dem Zielorganell
verschmelzen. Membranrezeptoren sind spezialisierte Membranproteine, die
eine spezifische Bindung zu ihren Liganden eingehen. Die Rezeptor/Ligand-
Komplexe werden Uber vesikuldren Transport zwischen den Organellen
befordert. Die Spezifitdt der Rezeptor/Ligand-Erkennung kann durch
Sequenzmotive festgelegt werden.

Fiir den Rezeptor Erd2p der Hefe S. cerevisiae lautet das Erkennungsmotiv
HDEL (Histidin — Aspartat — Glutamat — Leucin). Dieses Tetrapeptid findet sich
am C-Terminus l0slicher ER-residenter Proteine (Pelham et al., 1988). In
Saugern lautet das Signal KDEL (Munro und Pelham, 1987). Ein C-terminales
Anflgen des Tetrapeptids bewirkt die Riickhaltung von Proteinen im ER von
COS-Zellen ohne Beeinflussung ihrer Glykosylierungsmuster. Dies deutete auf
einen RickfUihrungsmechanismus aus Golgi-Strukturen hin (Pelham, 1988).
Durch ein Screening nach Mutanten, deren ER-Retention gestort ist, wurden
in Hefe die Gene ERD1 und ERD2 identifiziert. Ein ERD1-Defekt resultiert in
veranderten Glykosylierungsmustern (Hardwick et al., 1990). Die exakte
Funktion von Erd1lp ist noch ungeklart, Interaktionsstudien deuten aber auf
eine direkte Bindung an Erd2p hin (Miller et al., 2005). Bei Funktionsverlust
von ERD2 wird HDEL-Fracht sekretiert. Die Vermutung, dass es sich bei Erd2p
um den HDEL-Rezeptor handelt, konnte durch die Kompensation des

Retentionsdefekts bei Uberexpression von ERD2 bestitigt werden. Die
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Membranlokalisation des 26 kDa groBen Rezeptors wurde durch
Hydropathieblots und Fraktionierungsexperimente bestatigt. Eine Reduktion
der Erd2p-Kopienzahl fuhrt zu gravierenden Golgi-Defekten, eine vollstandige
Deletion des Rezeptors ist letal (Semenza et al., 1990).

Das Retentionssystem wurde inzwischen in Vertretern aller eukaryotischer
Reiche bestatigt. Die exakten Erkennungsmotive variieren zumeist in der
viertletzten Position des C-Terminus. Aber auch stark abweichende
Sequenzfolgen wie z.B. NDELK kdnnen die Rickfihrung zum ER vermitteln
(Pfluger et al., 2004; Vitale et al., 1993). In Sdugern scheint die Erkennung
vorwiegend Uber das Peptidmotiv KDEL zu erfolgen. In der Spalthefe
Schizosaccaromyces pombe lautet die Erkennungssequenz ADEL, in der
Milchhefe Kluyveromyces lactis meist DDEL. Das humane Proteom verfligt
Uber drei funktionell redundante Rezeptoren mit unterschiedlicher Affinitat
fir KDEL- und HDEL-Signale (Munro und Pelham, 1987; Pidoux und Armstrong,
1992; Lewis et al., 1990; Raykhel et al, 2007). Waiahrend keine
Komplementation zwischen einem humanen Rezeptor und Erd2p aus
S. cerevisiae moglich ist, kann das Rezeptor-Homolog aus Arabidopsis thaliana
den letalen Phanotyp einer erd2-Hefemutante aufheben (Lewis und Pelham,
1990; Lee et al., 1993).

Der kontinuierliche Rilckflihrungsmechanismus beruht auf dem pH-
Unterschied zwischen den beteiligten Kompartimenten. Wahrend die Bindung
des HDEL-Motivs im schwach sauren pH des Golgi-Apparats favorisiert wird,
flhrt der neutrale pH-Wert im ER zur Dissoziation von Rezeptor und Ligand.
Der Rezeptor kann Uber den klassischen Sekretionsweg zum Golgi zurlick
geflihrt werden, so dass ein erneuter retrograder Transport ER-residenter
Proteine ausgeldst werden kann (Mellman et al., 1986; Wilson et al., 1993).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der hefeeigene HDEL-Rezeptor Erd2p
beziglich seiner Struktur und Funktion naher charakterisiert werden.
Besonderes Augenmerk lag dabei auf seiner Bedeutung fir die Endozytose
des Proteintoxins K28 in der Hefe S. cerevisiae. Nach dem aktuellen Modell
der K28-Endozytose stellt Erd2p nicht nur die Rezeptorfunktion zum

retrograden Transport des Toxins, sondern nimmt auch die zentrale Position
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bei der Clathrin-vermittelten Internalisierung Uber die Plasmamembran ein
(Heiligenstein, 2008; Schmitt und Breinig, 2006). In dieser Arbeit sollte
zunachst die postulierte Plasmamembran/ER-Kolokalisation des HDEL-
Rezeptors in Hefe bestatigt werden. Im Zentrum des zweiten Projekts stand
die Aufklarung der Membrantopologie von Erd2p, um anschlieBend anhand
von Funktionalitats- und Sensitivitatsstudien potentielle Endozytosemotive
identifizieren zu konnen. Die von Heiligenstein gezeigte Beteiligung der
Ubiquitinligase Rsp5p an der Toxizitatsvermittlung von Erd2p konnte bisher
nicht in Verbindung mit einer Interaktion mit dem Toxin selbst gebracht
werden (Heiligenstein, 2008; Heiligenstein et al., 2006; Schorr, 2009). Eine
mogliche Rsp5p-vermittelte Ubiquitinierung von Erd2p im Rahmen einer
Ubiquitin-abhangigen rezeptorvermittelten Aufnahme des Toxins war

Gegenstand weiterer Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit.

Die Lokalisation des HDEL-Rezeptors Erd2p in S. cerevisiae

Das aktuelle Modell der K28-Aufnahme geht von einem zweistufigen
Mechanismus aus. Als Primarrezeptor wurde ein Mannoprotein der Zellwand
identifiziert (Schmitt und Radler, 1987). Der Sekundéarrezeptor auf Ebene der
Plasmamembran vermittelt die spezifische Endozytose des Toxins. Fir einen
rezeptorvermittelten Prozess spricht die rasche Aufnahme von K28,
vergleichbar mit den Aufnahmekinetiken von Cholera- und Shiga-Toxin
(Eisfeld, 2001; Majoul et al., 1996; Sandvig et al., 1994). Die Genprodukte von
END3 und END4 sind am Internalisierungsprozess an der Plasmamembran der
Hefe beteiligt. End3p wird im Komplex mit Slalp und Panlp fur die
Internalisierung und die kortikale Aktin-Zytoskelett-Reorganisation bendétigt
(Benedetti et al., 1994; Tang et al., 2000). End4p/Sla2p hat eine Funktion als
Adapter zwischen Aktin und Clathrin bei der Endozytose (Baggett et al., 2003).
Die Deletion eines dieser Gene hat keinen Einfluss auf die Sensitivitat von
S. cerevisiage gegen ein ionophores Toxin wie K1, bewirkt jedoch eine
vollstandige Resistenz gegen K28 (Dissertation Eisfeld, 2001).

Eine Vielzahl an Daten spricht fiir den HDEL-Rezeptor Erd2p als Schliissel zur

endozytotischen Internalisierung von K28. Die Beteiligung des Rezeptors bei
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der Sensitivitatsvermittlung in Zielzellen wurde erstmals durch eine K28-
Resistenz von erd2-Deletionsmutanten beobachtet (Mentges, 1997).
Nachdem eine Deletion des HDEL-Signals zu einem Toxizitatsverlust von K28
fihrte, wurde vermutet, dass der Rezeptor Erd2p das Retentionssignal des
Toxins erkennt und dessen retrograden Transport innerhalb der sensitiven
Zielzelle vermittelt (Eisfeld, 2001). Dass der Rezeptor zudem die zentrale Rolle
bei der Internalisierung des Toxins liber die Plasmamembran spielt, zeichnete
sich anhand von Experimenten mit GFP-Toxin-Fusionen ab. In ihrer
Dissertation konnte Spindler 2004 zeigen, dass das C-terminal angefligte
HDEL-Motiv zur Aufnahme der K28-GFP-Derivate a-GFP-HDEL, o-GFP-B-HDEL
und GFP-B-HDEL durch S. cerevisiae flihrt. Sogar die Toxin-freie Variante GFP-
HDEL wurde internalisiert. Entsprechende Fusionen ohne HDEL-Signale waren
nicht in der Lage, den Aufnahmemechanismus zu nutzen. Das Modell der
Erd2p-vermittelten Internalisierung von K28 wird auch durch den Nachweis
der Absittigung des Endozytosesystems bei Uberangebot eines Liganden
bestatigt. So  waren GFP-HDEL-Fusionen in der Lage, in
Kompetitionsexperimenten die Aufnahme von K28 signifikant zu reduzieren
(Spindler, 2004).

Sollte Erd2p die Funktion des Plasmamembranrezeptors zur Internalisierung
des Killertoxins K28 darstellen, misste der Rezeptor zumindest in geringer
Kopienzahl bis zur Zelloberflaiche gelangen. Die bislang beschriebene
intrazelluldre Verteilung der KDEL- und HDEL-Rezeptoren ist recht variabel
und ergibt sich aus der Rezeptor-Funktion bei der Riickflihrung ER-residenter
Proteine aus Golgi-Kompartimenten. Die derzeitige Vorstellung des
Erd2p/Liganden-Recyclings zum ER geht von einem COPI-vermittelten (,coat
protein complex”) Vesikel-Transport aus. Der anterograde vesikulare intra-
Golgi-Transport ist als Alternativmodell zu dem Prinzip der Zisternenreifung
stark umstritten (Pelham, 2001; Weiss und Nilsson, 2000). Gut belegt ist
hingegen die Bedeutung von COPI-Vesikeln im retrograden Weg. In Hefe
unterstliitzen experimentelle Daten ein Modell, nachdem der Golgi-ER-
Transport (iber COPl vermittelt wird. Mutationen in COPI-Untereinheiten

fuhrten ebenso wie eine Deletion des KKXX-Motivs ER-residenter
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Membranproteine dazu, dass diese Proteine bis zur Zelloberflache gelangen.
Auch eine direkte Interaktion von COPI-Untereinheiten mit KKXX-Peptiden
konnte in vitro nachgewiesen werden (Letourneur et al., 1994; Cosson und
Letourneur, 1994). An ERGIC-53 und anderen Transmembranproteinen der
Saugerzelle, welche Golgi-Kompartimente retrograd durchlaufen, wurde der
vesikuldre retrograde Transport bestatigt (Hauri et al., 2000; Martinez-
Menarguez et al., 2001).

Ubereinstimmend mit dem Golgi-ER-Recycling-Modell zeigt der bovine KDEL-
Rezeptor in Sadugerzellen eine Verteilung in kernnahen Golgi-Strukturen.
Schwiachere Signale wurden in punktuellen Strukturen des ER-Golgi-
Intermedidrkompartiments und ER-Substrukturen nachgewiesen (Tang et al.,
1993). Wird die intrazelluldre Konzentration an KDEL-Fracht erhoht,
verschiebt sich die Verteilung zweier humaner KDEL-Rezeptoren von Golgi-
Strukturen hin zum ER. Daraus kann gefolgert werden, dass sich die Rezeptor-
Verteilung Liganden-abhangig anpasst, so dass ein Recycling unbeladener
Rezeptoren zum ER minimiert wird (Lewis und Pelham, 1992a und b). Die
Golgi-Lokalisation von PfErd2, dem KDEL-Rezeptor in Plasmodium falciparum,
wurde Uber den gesamten Lebenszyklus des Parasiten bestatigt, eine Teilung
der punktférmigen Strukturen tritt bei der Kernteilung auf (ElImendorf und
Haldar, 1993). Uber indirekte Immunfluoreszenz konnte der HDEL-Rezeptor in
punktférmigen Strukturen lokalisiert werden, die weder dem Nukleus, noch
vakuoldren oder reinen ER-Strukturen entsprechen (Semenza et al., 1990).
Experimente von Miesenbdck und Rothman (1995) deuten darauf hin, dass

Ill

sich in der CHO-Zelllinie das ER-,retrieval®“-System bis hin zum Trans-Golgi-
Netzwerk erstreckt.

Eine Lokalisation des HDEL-Rezeptors an der Zelloberfliche wirde
voraussetzen, dass Erd2p nicht vollstandig im ER zurlickgehalten wird, so dass
zumindest wenige Kopien (iber den Sekretionsweg jenseits des Golgi bis zur
Plasmamembran gelangen. Eine solche Misslokalisation ist bei ER-Proteinen
mit KKXX oder KDEL-Signalen in Saugerzellen zwar hinreichend bekannt, in

ihrer Funktion aber noch nicht detailliert untersucht. So ist beschrieben, dass

Calnexin in unreifen Thymozyten auf der Zelloberflache kolokalisiert und nicht
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nur seine Funktion als Chaperon innerhalb des ER wahrnimmt. Als Funktion
fir Calnexin an der Plasmamembran wurde die Steuerung der Thymozyten-
Reifung in einem CD3-Signal-Komplex vorgeschlagen (Wiest et al., 1995). Auch
|6sliche ER-residente Proteine mit C-terminalen KDEL-Signalen wie die
Chaperone BiP und GRP94 wurden in Form von Komplexen mit anderen
Membranproteinen auf der Oberflache von Thymocyten nachgewiesen (Wiest
et al., 1997). In einer Hybridoma-Zelllinie wurden die Proteindisulfidisomerase
und Calretikulin auf der Plasmamembran detektiert, wahrend andere KDEL-
Proteine vollstandig im ER zuriickgehalten wurden. Vermutet wird ein
Mechanismus, Uber den bestimmte KDEL-Proteine mit anderen zelluldren
Proteinen interagieren, so dass bei einer Komplex-Bildung ihre
Retentionssignale blockiert sind und sie dem Rickhalte-System entgehen
(Xiao et al., 1999). Interessanterweise unterscheiden sich Tumorzellen von
gesunden Zellen haufig durch die Zelloberflaichen-Expression ER-residenter
Hitzeschock-Proteine. Basierend auf diesem Unterschied in den
Zelloberflaichenmarkern wurde bereits ein Ansatz zur Immuntherapie
vorgeschlagen (Multhoff et al., 1995; Altmeyer et al., 1996; Dai et al., 2003).

Am Beispiel des Mannosephosphat-Rezeptors (MPR) wird ersichtlich, dass
eine Rezeptor-Funktion in einem zentralen, intrazellularen Mechanismus
weitere Aufgaben an der Zelloberfliche nicht ausschlieft. Die klassische
Funktion der Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren besteht darin, saure
Hydrolasen, welche an ihren Mannose-6-Phosphat-Gruppen erkannt werden,
vom Golgi zu endosomalen und lysosomalen Strukturen zu transportieren. Der
Rezeptor gelangt Gber den Sekretionsweg bis zur Zelloberfliche und fungiert
dort als Rezeptor fir andere Proteine, welche nicht zur Klasse der Hydrolasen
gehoren. Zu diesen Proteinen gehoéren u.a. die phosphomannosylierten
Faktoren IGF Il (,insulin-like growth factor 11“), TGF B (,transforming growth
factor B), Proliferin, LIF (,leukemia inhibitory factor”) und CD26 (,cluster of
differentiation” 26). Die Erkennung und Internalisierung kann auch
unabhdngig von Mannose-6-Phosphat-Modifikationen erfolgen; dies ist der
Fall bei der Internalisierung von Plasminogen, Retinsdure und Heparanase. Auf

diese Weise spielen MPRs eine entscheidende Rolle auf der Zelloberflache bei
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der Regulation zahlreicher Signalwege und Differenzierungsprozesse (Kim et
al., 2009; MacDonald et al., 1988; Purchio et al., 1988; Lee und Nathans, 1988;
Blanchard et al., 1998; lkushima et al., 2000; Godar et al., 1999; Kang et al.,
1998; Wood und Hulett, 2008).

In der vorliegenden Arbeit sollte gezeigt werden, dass Erd2p analog zu
anderen Rezeptoren intrazelluldre Prozesse mit zusatzlichen Funktionen an
der  Zelloberflaiche verbindet und Uber einen unvollstindigen
Retentionsmechanismus in einer relevanten Kopienzahl bis zur
Plasmamembran gelangt. Uber Immunfluoreszenz erhielt Heiligenstein in
ihrer Dissertation erste Hinweise darauf, dass eine Subpopulation des
Rezeptors Erd2p in Zellgrenzbereichen fixierter Hefezellen vorkommt. In
fixierten Zellen einer Aend3-Mutante mit blockierter Endozytose wurde eine
C-terminal mit einem Myc-tag markierte Rezeptorvariante Gber Antikorper in
einer Ringstruktur nachgewiesen, welche mit dem Verteilungsmuster der
Plasmamembran-ATPase Pmalp vergleichbar war (Heiligenstein, 2008).

Um die Verteilung des Rezeptors in S. cerevisiae moglichst nah am natdirlichen
Zustand untersuchen zu kdnnen, sollten Rezeptor-GFP-Fusionen verwendet
werden. Bei diesem Versuchsansatz kann auf eine Fixierung verzichtet und die
Verteilung in lebenden Hefezellen untersucht werden. Eine Expression unter
Kontrolle des endogenen Promotors ist hierbei grundsatzlich einer
Uberexpression vorzuziehen, da die Verteilung zelluldrer Proteine bei einer
stark erhohten Kopienzahl zu veranderten Transportprozessen fihren kann
(Huh et al., 2003). Der S. cerevisiae Stamm YBLO40cGFPclone erlaubt die
Expression von ERD2GFP unter Kontrolle des ERD2-eigenen Promotors und
stammt aus der kommerziell erhaltlichen ,yeast GFP collection” (Invitrogen,
Darmstadt). Die Sammlung wurde im Rahmen einer groRangelegten Studie zur
Lokalisation des Hefe-Proteoms erstellt und deckt drei Viertel aller
identifizierten Gene ab. Hierbei wurde fiir jeden in der Datenbank SGD
(,saccharomyces genome database”; www.yeastgenome.org; Stanford
University) annotierten ORF Uber PCR eine Genfusion fiir das C-terminal GFP-
markierte Derivat hergestellt. Die Genfusion wurde zusammen mit einem

Selektionsmarker lGber homologe Rekombination spezifisch an die endogene
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Position der chromosomalen DNA eines haploiden Wildtyp-Stamms integriert.
Auf diese Weise ist fur essentielle Proteine die Funktionalitat der Fusion
bestdtigt und die Expression erfolgt unter der Kontrolle des eigenen
Promotors (Huh et al., 2003).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte konfokale Fluoreszenzmikroskopie an
S. cerevisiae YBLO40cGFPclone zeigte die bereits beschriebene Verteilung in
intrazelluldaren, punktféormigen Substrukturen des Golgi, sowie eine
ringformige Fluoreszenz im Bereich des perinukledren ER. Einige der schwach
fluoreszierenden Foci konnten dem Zellgrenzbereich zugeordnet werden.
Dennoch erwies sich die detektierte Fluoreszenz als so schwach, dass keine
Kolokalisationsstudien durchgefiihrt werden konnten.

Die Fluoreszenzintensitat der zelluldren Substrukturen konnte durch
Expression verschiedener ERD2EGFP-Varianten unter Kontrolle des GAL1-
Promotors signifikant verstarkt werden. Die Verteilung stimmte dabei mit den
Fluoreszenzmustern in YBLO40cGFPclone liberein. Im Zusammenhang mit der
durchgefiihrten Funktionalitatsanalyse in einer Aerd2-Mutante und der
Bestatigung einer identischen K28-Sensitivitat nach Expression von Erd2EGFP
und  wildtypischem Erd2p kann gefolgert werden, dass die
Fluoreszenzmarkierung keinen Einfluss auf die Funktion und Lokalisation des
Rezeptors hat. Ein Einfluss des leicht zur Bildung von Dimeren tendierenden
EGFP konnte durch vergleichende Lokalisationsstudien an einem Erd2-
Fusionsprotein mit rein monomerischem EGFP ausgeschlossen werden. Die
von Schuldiner und Mitarbeitern (2005) beobachtete, variierende Erd2p-
Verteilung zwischen ER und Golgi in Abhdngigkeit von dem gewahlten
Kulturmedium bestatigte sich in dieser Arbeit nicht. Unabhangig von Minimal-
oder Komplexmedium konnte Erd2EGFP stets sowohl in ER- als auch in Golgi-
Strukturen nachgewiesen werden. Diese Verteilung zwischen zwei
Kompartimenten entspricht der von Tang et al. (1993) beschriebenen
Lokalisation des bovinen KDEL-Rezeptors in Saugerzellen. mErd2 kann in
kernnahen Golgi-Strukturen und in geringerem Ausmal auch in punktuellen
Strukturen des Golgi-ER-Intermedidrkompartiments und ER-Subdomanen

nachgewiesen werden (Tang et al., 1993). Von Lewis und Pelham wurde
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bereits 1992 beschrieben, dass sich nach Uberexpression von KDEL-Fracht die
Verteilung des KDEL-Rezeptors zum ER hin verschiebt. Die Verteilung der
KDEL- und HDEL-Rezeptoren erweist sich also nicht als statisch, sondern passt
sich an das Angebot an Liganden an, um eine optimale Rickfihrung bei
gleichzeitig minimiertem unbeladenem Transport zu gewadhrleisten. Die
Variabilitdit der Rezeptor-Lokalisation und die Tatsache, dass Erd2p kein
klassisches ER-Retentionssignal des Typs KKXX zur eigenen Rickfliihrung zum
ER besitzt, legt nahe, dass ein Teil der Kopien sich auf dem Sekretionsweg
jenseits des Golgi bewegen kann. Die in dieser Arbeit beobachteten
Fluoreszenzfoci von Erd2EGFP im &duReren Zellgrenzbereich stiitzen diese
These.

Die gewahlte Expressionsstrategie mit Hilfe des GAL1-Promotors lieferte im
Gegensatz zur Expression unter Kontrolle des endogenen Promotors
Signalintensitdten, welche die Durchfiihrung von Kolokalisationsstudien mit
Markerproteinen ermoglichten. Wie bereits in ersten experimentellen
Ansdtzen von Sevrieva gezeigt, kolokalisieren einzelne Fluoreszenzfoci mit der
ringférmigen Fluoreszenz des mCherry-markierten Plasmamembranmarkers
Canlp und den Eisosomenmarkern Pillp und Sur7p (Sevrieva, 2009).
Zusatzlich wurde in dieser Arbeit auch die Kolokalisation mit dem
Plasmamembranmarker Pmalp gezeigt. Bei Pmalp handelt es sich um die
Plasmamembran-ATPase der Hefe, welche Protonen aus der Zelle ausschleust
und somit den Hauptregulator des intrazelluliren pH-Werts und des
Membranpotentials der Plasmamembran darstellt. Sie besitzt zehn
Transmembran-Einheiten und eine Nj,-Ci,-Topologie (Serrano, 1978§;
Scarborough, 2000). Pmalp oligomerisiert innerhalb der Plasmamembran in
Llipid raft“-Strukturen. Dieses Kompartiment innerhalb der Plasmamembran
wird als MCP (,membrane compartment of Pmalp“) bezeichnet und ist lateral
vollstandig abgegrenzt gegen eine zweite Gruppe von Subdomanen, das MCC
(,membrane compartment of Canlp“). Definiert wird das MCC von der
Arginin-Permease Canlp, einem N;,-Ci,-Transmembranprotein mit zwolf
o-Helices. Dieses Kompartiment zeigt eine Ergosterol-abhangige ,patch”-

Organisation aus ca. 50 Flecken eines Durchmessers von 300 nm pro Zelle

159



Diskussion

(Ahmad und Bussey, 1986; Malinska et al., 2003). Weitere in MCCs
beherrbergte Transporter sind die Uracilpermease Furdp und die
Tryptophanpermease Tat2p. Nur durch ein Aufheben der ,patch-Struktur”
der MCCs z.B. in einer Apil1-Mutante, wird Can1lp homogen in der Membran
verteilt und endozytiert. Die MCCs stellen also stabile Organisationsbereiche
innerhalb der Plasmamembran dar, innerhalb derer die Membranproteine vor
Endozytose geschiitzt sind. Bei Pillp (,phosphorylation is inhibited by long
chain bases”) handelt es sich um eine Komponente des Eisosomenkomplex,
welcher direkt unterhalb der MCCs lokalisiert werden konnte. Es wird
postuliert, dass Pillp zusammen mit Lsplp im Zellkortex unmittelbar
unterhalb der MCCs die Endozytose verhindert (Grossmann et al., 2008;
Malinsky et al., 2010). Bislang sind Pillp und Lsplp als Komponenten der
Eisosomen, spezialisierter Proteinkomplexe unmittelbar unterhalb der
Plasmamembran beschrieben. Ihnen wird eine Beteiligung an der Initiation
der Endozytose zugeschrieben (Walther et al., 2006). Dieser scheinbare
Widerspruch kénnte jedoch durch die Beteiligung eines kirzlich identifizierten
Lipid-Sensor-Proteins aufgehoben werden. Demnach nimmt NcelO2p uUber
Transmembran-Bereiche die Lipidumgebung von Plasmamembran-
Subdomanen wahr. In den dichteren, Sphingolipid- und Ergosterol-reichen
MCCs inhibiert Nce102p Pkh-Kinasen unmittelbar unterhalb dieser Domdnen
in Eisosomen. Ohne Pkh-Kinaseaktivitdt ist die Eisosomen-Struktur verandert.
Die Eisosomen-Proteine kolokalisieren mit den Proteinen des MCC, werden
aber durch NcelO2p in einer Organisationsform gehalten, welche eine
Endozytose nicht zuldsst. Andert sich durch intrazellulire Signale die
Lipidzusammensetzung, verldasst Ncel02p die MCCs, die Eisosomen werden
phosphoryliert. Die typische Eisosomen-Struktur wird ausgebildet, welche mit
der Initiation der Endozytose in Verbindung steht (Fréhlich et al., 2009; Luo et
al., 2008). Die wichtigsten Komponenten der Eisosomen-Komplexe stellen
Pillp, Lsplp (,long chain bases stimulate phosphorylation“) und Sur7p dar.
Lsplp ist strukturell und funktionell mit Pillp verwandt, wahrend Sur7p als
Transmembranprotein direkten Einfluss auf den Sphingolipid-Gehalt in

Plasmamembran-Subdoméanen nehmen kann (Zhang et al., 2004; Young et al.,
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2002). Sphingolipide reichern sich mit Ergosterol, dem Analogon zu
Cholesterin der Sauger, in , lipid rafts” sowie in den groReren SRDs (,sterole
rich domains”) innerhalb von Membranen an und spielen u.a. eine Rolle bei
der Endozytose. Eine Verwandtschaft zwischen Eisosomen und SRDs konnte
bisher noch nicht nachgewiesen werden. Die Plasmamembran-Substrukturen
wie Eisosomen, ,lipid rafts“, SRDs und DRMs (,detergent resistant
membranes”) lassen sich mikroskopisch nur schwer gegeneinander
abgrenzen, sind aber funktionell nicht identisch und gewahrleisten eine
laterale Strukturierung der Plasmamembran (Alvarez et al., 2007; Lichtenberg
et al., 2005; Edidin, 2003). Pillp und Sur7p wurden in dieser Arbeit in Form
von mCherry-Fusionen als Eisosomen-Marker eingesetzt.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Kolokalisationsstudien erlauben einen
Vergleich der Erd2EGFP-Fluoreszenz nach dem bereits beschriebenen Muster
zur Fluoreszenz der mCherry-markierten Markerproteine. Sowohl Pmalp als
auch Canlp zeigen als Plasmamembranmarker die typische Verteilung im
Zellgrenzbereich. Im fokussierten Querschnitt durchbrechen einzelne
Erd2EGFP-Foci die ringformige Fluoreszenz der markierten Plasmamembran.
Der Vergleich der Erd2GFP-Verteilung mit den Expressionsmustern einer
mCherry-markierten Variante des Golgi-Markers Anplp, einer Untereinheit
des Mannosyltransferase-Komplexes (Jungmann et al., 1999), zeigte eine
unvollstdandige Kolokalisation an. Die intrazellularen punktuellen Strukturen
von Erd2EGFP sind nicht vollstandig dem Golgi zuzuordnen, sondern dem ER-
und ER-Golgi-Intermedidr-Kompartiment. Die Eisosomen-Markierung uber
mCherry-Fusionen von Pillp und Sur7p erzielte ein Verteilungsmuster analog
zur Plasmamembran-Markierung. Auch hier wird erkennbar, dass die
peripheren Erd2p-Foci im Bereich der ringformigen Eisosomen-Fluoreszenz
liegen. Diese Daten bestatigen das Vorkommen einer Erd2p-Fraktion in
Clustern innerhalb oder unmittelbar unterhalb der Plasmamembran zusatzlich
zur bereits belegten Lokalisation in ER und Golgi.

Das Anfligen des C-Terminus von Ist2p, einem zusatzlichen Signal fir den
Transport zur Zelloberflache, flihrte zu einer grundlegenden Umverteilung von

Erd2EGFP. Uber die exakte Lokalisation von Ist2p herrscht noch keine
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vollkommene Klarheit. Durch ,protease protection assays” erzielte Ergebnisse
belegen eine Zelloberflachen-Lokalisation von Ist2p in Hefezellen (Jischke et
al., 2004). Spatere Studien an Saugerzellen sprechen jedoch dafir, dass Ist2p
zwar Uber einen vom klassischen Sekretionsweg unabhédngigen
Transportmechanismus bis zur Zellperipherie gelangt, dort aber in kortikalen
ER-Strukturen unmittelbar unterhalb der Plasmamembran verbleibt (Ercan et
al., 2009). Der Versuch, Ist2-Fusionsproteine in extrazelluldaren Loops Uber
Antikorper-Farbung an der Zelloberflache nachzuweisen, blieb erfolglos. Ercan
und Mitarbeiter stellen darliber hinaus fest, dass es mit konfokaler
Mikroskopie nicht moglich ist, die kortikalen ER-Strukturen und die
Plasmamembran getrennt voreinander aufzulésen. Auch wenn bei kofokaler
Mikroskopie der Fokus auf Ebene der Plasmamembran liegt, erzeugen
darunter liegende Bereiche bis zu einer Tiefe von 500 nm einen Hintergrund,
der schwachere Signale kleinerer Strukturen unterhalb und Komplexe
innerhalb der Plasmamembran (iberdecken kann. Die TIRF-Mikroskopie (,,total
internal reflection”) hingegen regt die Fluoreszenz in einem auf 100 nm
begrenzten Bereich unterhalb der Plasmamembran an (Steyer und Almers,
2001). Mit dieser Methode konnte die Kolokalisation von Membranproteinen
mit Ist2C-Signal und einem Plasmamembran-Marker zwar bestatigt werden,
dennoch konnten diese Aufnahmen eine Zuordnung von Ist2-Fusionen zur
Plasmamembran weder ausschlieBen noch bestatigen (Ercan et al., 2009).

In den letzten Jahren wurde zunehmend deutlich, dass die intrazelluldren
Membransysteme der einzelnen Organellen liber spezialisierte Substrukturen
miteinander verbunden sind. Von Levine und Loewen (2006) beschreiben
Kontaktstellen, welche auch das ER mit der Plasmamembran verbinden und
die Membranen zweier Organellen auf einen Abstand von nur 10 nm
zusammenfihren. Diese Kontaktstellen sind zwischen Mitochondrien und ER,
zwischen Mitochondrien und Plasmamembran und zwischen ER und Vakuole
nachgewiesen worden (Csordas et al., 2010; Pan et al., 2000). Ein gut
untersuchtes Beispiel flr eine Zusammenarbeit von ER und Plasmamembran
bietet die STIM-aktivierte (,stromal interacting molecule”) Kanal-Offnung

nach Caz+—Freisetzung in Sdugerzellen. Bei diesem Vorgang gelangen STIMs,
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ER-Transmembranproteine, auf 10 bis 25 nm an die Zelloberfdache heran und
wirken aktivierend auf lonenkanéle innerhalb der Plasmamembran (Wu et al.,
2006). Fir den Lipidtransfer zwischen ER und trans-Golgi werden ebenfalls
inter-Organell-Kontaktstellen vorgeschlagen (Perry und Ridgway, 2006). Die
Existenz solcher Kontaktstellen, an denen ER-Substrukturen und die
Plasmamembran in unmittelbarer Ndhe zueinander stehen, schlieRt einen
zweifelsfreien Nachweis der Plasmamembran-Lokalisation von Ist2p und auch
von Erd2p Uber das konventionelle = Methodenspektrum  der
Fluoreszenzmikroskopie aus. Dennoch konnte in dieser Arbeit erstmals die
Kolokalisation von Erd2p mit Plasmamembran-Markern und Proteinen der
Eisosomen im Zellgrenzbereich gezeigt werden. Fiir eine Kolokalisation von
Erd2p mit Canlp in Subdomdnen der Plasmamembran sprechen
Interaktionsstudien von Miller und Mitarbeitern. In dieser groRangelegten
Studie zur Interaktion von integralen Membranproteinen in Hefe wurde eine
direkte Interaktion von Erd2p mit den MCC-Markerproteinen Canlp und
Tat2p nachgewiesen (Miller et al., 2005). Es scheint also durchaus plausibel,
dass eine Fraktion des zelluldren Erd2p-Pools in diesen Substrukturen der
Plasmamembran vorkommt.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein zweites System zum Nachweis der
Plasmamembran-Lokalisation einer zelluldren Erd2p-Fraktion zur Anwendung
gebracht. Diese Nachweismethode basiert auf der Rekonstitution eines
Signalwegs, welcher essentiell flir das Wachstum ist. Die
Schliisselkomponente dieses Signalwegs stellt RAS (,,rat sarcoma“), ein Proto-
Onkogen dar. RAS-Proteine gehoren einer Superfamilie kleiner GTP-bindender
Proteine an. Punktmutationen in RAS-Genen sind fur einen Verlust der
Regulationsmechanismen verantwortlich und fiihren zu konstitutiv aktiven
RAS-Varianten, welche in 20 % aller Tumore auftreten (Downward, 2003). Die
normale Funktion der RAS-Proteine setzt eine posttranslationale Modifikation
voraus. An der C-terminalen CAAX-Box wird RAS durch die Farnesyltransferase
erkannt, welche die Isoprenoid-Kette auf einen Cysteinrest Gbertragt. Fiir zwei
der drei humanen RAS-Isoformen wurde auch eine Palmitoylierung

beschrieben. Wird die Farnesylierung verhindert, gelangt RAS nicht zur
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Plasmamembran und verbleibt im Zytosol, unfahig, nachgeschaltete Ziele des
Signalwegs zu aktivieren. Dieser Angriffspunkt wurde bereits durch
verschiedene Ansdtze z.B. unter Zuhilfenahme von Farnesyltransferase-
Inhibitoren oder kompetitiven Farnesylcystein-Mimetika zur Tumortherapie
vorgeschlagen (Cox und Der, 1997; Hancock et al., 1989 und 1990; Rotblat et
al., 2008). Untransformiertes RAS wird durch zwei Klassen regulatorischer
Proteine in seiner Aktivitat gesteuert. Zur ersten Klasse gehdren die GAPs
(,GTPase activating proteins”), welch die GTPase-Aktivitdt stimulieren und
RAS in GDP-gebundener Form inaktivieren. Die zweite Klasse regulatorischer
Proteine wird durch die GEFs (,,guanine nucleotide exchange factors”) gebildet
(Boguski und McCormick, 1993). In der Hefe S. cerevisiae wurde gezeigt, dass
der Austauschfaktor Cdc25p, welcher den GDP-GTP-Austausch an RAS
vermittelt, {ber seine SH3-Domane an das RAS-Zielprotein, die
Adenylatzyklase Cyrlp bindet (Mintzer und Field, 1999). Zur Bindung von RAS
an Cyrlp ist zudem das akzessorische Protein Srv2p notwendig. RAS stimuliert
daraufhin die Adenylatzyklase-Aktivitat des Komplexes, wodurch die
intrazelluldre Konzentration an cAMP (,cyclic AMP“) steigt. In Folge dessen
werden durch die Aktivitdit der cAMP-abhdngigen Proteinkinase PKA
Zielproteine phosphoryliert, welche ihrerseits u.a. die Transkription
beeinflussen, den Energie-Metabolismus regulieren und das Zellwachstum
fordern (Fedor-Chaiken et al., 1990; Broach, 1991).

Border, Katz und Aronheim etablierten 1998 basierend auf dem RAS/cAMP-
Signalweg ein in vivo Testsystem fiir die Interaktion von Proteinen in
S. cerevisige. Das System nutzt den von Petitjean konstruierten Hefestamm
cdc25-2, der einen Defekt des Austauschfaktors fir RAS aufweist. Der
Aminosaure-Austausch E1328K in Cdc25p hat eine temperaturabhangige,
vollstandige Inaktivierung zur Folge, wodurch RAS nicht in seine aktive Form
regeneriert werden kann (Petitjean et al., 1990). Die Expression einer
konstitutiv aktiven RAS-Variante aus dem Sduger kann den auftretenden
Wachstumsdefekt aufheben. Im RAS ,recruitment“-System (RRS) wird die
RAS-Onkogen-Variante Ras(61)AF, deren Farnesylierungssignal CAAX deletiert

ist, als Bestandteil eines Fusionsproteins eingesetzt. Die Variante kann die
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Plasmamembran nicht autonom erreichen, sondern ist auf ein angefligtes
Protein angewiesen, das bis zur Oberflache gelangt. Ein solches |6sliches, an
RAS gekoppeltes Beuteprotein kann liber eine direkte Interaktion mit einem
Fangerprotein, welches an der Plasmamembran vorliegt, den
temperaturabhdngigen Phanotyp kompensieren. Die Lokalisation des Fangers
kann durch ein Myristylierungssignal gewahrleistet werden oder durch ein
endogenes Transportsignal zur Plasmamembran. Die Methode wurde an den
bereits bekannten Interaktionspaaren p110/p85, c-Jun/c-Fos; hSos/Grb2 und
Pak65 mit SH3-Domadne-Proteinen sowie Racl-Mutanten validiert. Das
Testsystem wurde anfangs verwendet, um die Genprodukte einer cDNA-Bank
auf ihre Interaktion mit zytoplasmatischen Faktoren zu Gberpriifen. Die ersten
durch das RRS identifizierten Interaktionen betreffen ein Mitglied der Leucin-
LZipper“-Familie, JDP2, und das Enhancer-bindende Protein C/EBPy sowie die
Kinase Pak2 und das G-Protein Cdc42Hs (Border et al., 1998; Aronheim et al.,
1998). Maroun und Aronheim entwickelten 1999 eine Variante des
Testsystems, das innerhalb von Saugerzellen als Nachweismethode genutzt
wird. In Hefezellen hat sich inzwischen auch die modifizierte Methode des
reversen RRS bewahrt, indem als Beute ein Plasmamembranprotein
eingesetzt wird und RAS an den zytosolischen Fanger fusioniert wird. Das RRS
und seine Varianten wurden bereits angewendet, um Interaktionspartner fir
Plasmamembran-Kanadle und zytosolische Rezeptoren zu identifizieren und um
Inhibitoren von Rezeptor-Tyrosinkinasen zu testen (Liu und Gelli, 2008; Ecker
et al., 2009; Gunde und Barberis, 2005).

Die vorliegende Arbeit beschreibt eine neuartige Modifikation des RRS, das
sich nicht auf den Nachweis einer Interaktion zweier Proteine, sondern auf die
Lokalisation eines Membranproteins konzentriert. Die Nachweismethode
wurde genutzt, um die Plasmamembran-Lokalisation von Erd2p zu bestatigen.
Die konstitutiv aktive Sduger-RAS-Variante RAS(61)AF wurde an den
C-Terminus des HDEL-Rezeptors angefiigt und die Proteinfusion auf ihre
Fahigkeit untersucht, den temperatursensitiven Phdnotyp einer cdc25
Mutante zu kompensieren. Um zwischen ER-Strukturen und der

Plasmamembran unterscheiden zu konnen, wurde als Kontrolle eine
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Proteinfusion aus Sec63p, einem ER-Transmembranprotein, mitgefiihrt. Der C-
Terminus von Sec63p liegt zytoplasmatisch vor, erlaubt daher die zytosolische
Orientierung des Reporterproteins RAS (Feldheim et al., 1992). Es konnte
gezeigt werden, dass die Sec63RAS-Fusion nicht in der Lage ist, den
Wachstumsdefekt von cdc25-2 aufzuheben. Es konnte also bestatigt werden,
dass aus der ER-Lokalisation heraus die Aktivierung der Adenylatzyklase nicht
moglich ist. Die durch Wachstumstests bestadtigte Wiederherstellung des
RAS/cAMP-Signalwegs durch Expression der Erd2RAS-Fusion konnte somit die
Plasmamembranlokalisation einer Fraktion des zelluldren Erd2p-Pools
bestatigen. Diese Ergebnisse belegen, dass ein Teil der auch
fluoreszenzmikrokopisch bereits in der Zellperipherie nachgewiesenen HDEL-
Rezeptor-Kopien nicht nur in Oberflaichen-nahen ER-Strukturen vorkommt,
sondern zweifelsfrei auch die Plasmamembran erreicht.

Die Bedeutung der Erd2p-Kolokalisation an der Plasmamembran im Rahmen
der K28-Aufnahme konnte in dieser Arbeit durch zwei Rezeptor-Varianten mit
zusatzlichen Transportsignalen bestatigt werden. Eine Einflussnahme auf die
zelluldare Verteilung durch das Anfligen des IST2C-Signals bzw. eines ER-
Retentionssignals KKXX reduzierte die K28-Sensitivitdt. Stehen dem Toxin
durch ein verdndertes Erd2p-Verteilungsverhdltnis zwischen ER und
Plasmamembran oder einer Beeinflussung des Erd2p-Transports weniger
Kopien des Rezeptors an der Plasmamembran zur Verfliigung, kann demnach
weniger Toxin internalisiert werden. Die Kolokalisation des Rezeptors in
beiden Membransystemen ist fiir die Aufnahme des Toxins K28 essentiell.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage nach der natirlichen Aufgabe
des Rezeptors auf Ebene der Plasmamembran. Die Funktion einer solchen
Kolokalisation konnte in der Riickflihrung von ER-residenten Proteinen liegen,
die Giber den Sekretionsweg jenseits des Golgi bis zur Zelloberflaiche gelangt
sind. Fir die Chaperone Bip und GRP94 ist eine Lokalisation auf der
Saugerzelloberflache beschrieben. Auch die Proteindisulfidisomerase und
Calretikulin, die ebenfalls KDEL-Signale tragen, wurden bereits auf der
Plasmamembran detektiert (Wiest et al., 1997; Xiao et al., 1999). Der

Nachweis des BiP-Homologs Kar2p unmittelbar unterhalb der Zellwand wurde
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in Hefe bisher noch nicht gefiihrt und wiirde sich experimentell deutlich
schwieriger gestalten als eine Oberflachenfarbung an Saugerzellen. So kann
zur Zeit noch keine Aussage getroffen werden, ob auch in Hefe ER-residente
Chaperone dem Retentionsmechanismus entgehen und bis zur Oberfliche
gelangen. Die Anpassung der zelluldren BiP/Kar2p-Konzentration an Stress wie
Hitzeschock oder ein Ubermal fehlgefalteter sekretorischer Proteine wurde
bereits hinreichend beschrieben. Zwei regulatorische Elemente im Bereich des
KAR2-Promotors sind fir die Verstarkung der KAR2-Expression als Reaktion
auf zellularen Stress verantwortlich (Seppa und Makarow, 2005; Mori et al.,
1992; Kohno et al., 1993). Unter extremen Bedingungen garantiert bei der
einzelligen Hefe nur die durch eine erhohte Kar2p-Kopienzahl gewéhrleistete
,Reparatur” fehlgefalteter Proteine das Uberleben. Dennoch erscheint es
plausibel, dass ER-residente Proteine wie Kar2p unter natirlichen
Bedingungen durch den HDEL-Rezeptor auch aus Kompartimenten jenseits
des Golgi riickgefihrt werden kénnen. Die Kolokalisation des HDEL-Rezeptors
an der Plasmamembran kann auf diese Weise den Verlust an ER-residenten
Chaperonen minimieren. Erste in vivo Experimente deuten in der Tat darauf
hin, dass in KAR2-defizienten Zellen von auflen zugefiihrtes Kar2p die
Uberlebensfihigkeit wiederherstellt (GieRelmann, persénliche Mitteilung). Ein
Transportweg der zur Zelloberflache fehllokalisierten ER-residenten Proteine
mit HDEL-Signal Gber den Rezeptor Erd2p scheint demnach in der Hefe zu
existieren und wird von dem HDEL-tragenden Proteintoxin K28 als

Mechanismus zur Einschleusung in die Zielzelle parasitiert.

Die Topologie des HDEL-Rezeptors

Zelluldre Membranen sind Barrieren zur Trennung unterschiedlicher zellularer
Reaktionsrdaume. Das Geschehen innerhalb eines Reaktionsraums wird von
den vorhandenen l6slichen Proteinen als auch von Membranproteinen
bestimmt. In Abhdngigkeit von der jeweiligen Funktion unterscheidet sich von
Zelle zu Zelle bzw. von Organell zu Organell der Gehalt an
Transmembranproteinen in Art und Menge. Sie machen typischerweise 50%

der Biomembranen aus. Die auf elektrische Isolierung angepassten
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Myelinmembranen von Neuronen weisen einen Proteinanteil von nur 18%
auf, wahrend die Membranen der Mitochondrien fir ihre Beteiligung am
Metabolismus und der Energieerzeugung zu 75% aus Proteinen bestehen (Tan
et al., 2008). Bedenkt man, dass ein Drittel der Gene eines Organismus fir
Membranproteine kodiert und dass diese ca. 60% der ,drug targets”
ausmachen, wird die Bedeutung der Membranproteine offensichtlich (Wallin
und von Heijne, 1998; Hopkins und Groom, 2002). Die Funktionen von
Membranproteinen reichen von Transportprozessen (iber die Membran, der
enzymatischen Katalyse, der Verankerung von Zellen mit dem Zytoskelett und
der extrazellularen Matrix, bis hin zur Zell-Zell-Interaktion und der
Signallbertragung. Strukturell lassen sich drei Klassen festlegen: periphere
Membranproteine, welche keinen direkten Kontakt zum Inneren der
Doppellipidschicht eingehen; Lipid-verankerte Proteine, welche kovalent an
Lipide gebunden sind und Transmembranproteine, welche die Membran ein-
oder mehrfach durchqueren. Die Form, in der ein Transmembranprotein in
die Lipiddoppelschicht eingelagert ist, bestimmt, welche seiner Domanen fir
Interaktionspartner und modifizierende Enzyme zuganglich sind. Somit ist die
Kenntnis der Topologie — der Anordnung zytoplasmatischer, extrazellularer
und luminaler Bereiche sowie der Transmembraneinheiten — essentiell, um
seine Funktion nachvollziehen zu kdnnen (Tan et al., 2008).

In den dulReren Membranen von Bakterien, Mitochondrien und Chloroplasten
befinden sich Membranproteine mit ,B-barrel“-Struktur, wahrend in den
Ubrigen zelluldaren Membranen Transmembranproteine einem Schema aus
einer oder mehreren a-Helices folgen (Schulz, 2000). Der GroRteil aller
Rezeptoren in Sdugerzellen gehort topologisch wie funktionell einer der
beiden grolRen Rezeptor-Klassen an. 67% der in einer Studie von Almen et al.
(2009) erfassten Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit der
typischen Topologie von sieben Transmembraneinheiten und einem
zytosolischen C-Terminus. Die zweite groRRe Gruppe stellen die Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen, welche dem Muster von Typ |-Transmembranproteinen mit
einer TM-Einheit und einem zytosolischen C-Terminus entsprechen (Almen et

al., 2009). Die experimentell bestatigten Topologien der beiden Erd2p-
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Homologe aus Bos taurus und Arabidopsis thaliana hingegen zeigen eine
abweichende Topologie mit jeweils sechs Transmembransegmenten und
zytosolisch orientierten Termini (Singh et al., 1993; Brach et al., 2008). Mit
diesem Aufbau folgen sie der in vivo begiinstigten Topologie mit einer Nj,-Ci,-
Orientierung, wie sie von Krogh und Mitarbeitern bereits 2001 beschrieben
wurde. In vergleichenden Topologie-Analysen am Membranproteom von S.
cerevisiae, Caenorhabditis elegans, D. melanogaster, A. thaliana und
zahlreicher gram-positiver wie gram-negativer Bakterien wurde bestatigt, dass
eine gerade Anzahl an Transmembraneinheiten mit einer N;,-Ci,-Topologie
bevorzugt auftritt. Die einzige Ausnahme stellt C. elegans dar; der
aulRergewohnlich hohe Anteil an Rezeptoren des sieben-Transmembran-Typs
mit nicht-zytoplasmatischem N-Terminus verschiebt das Gleichgewicht
einseitig. Der evolutionar konservierte Membranprotein-Aufbau aus einer
geraden Anzahl an Transmembraneinheiten kann als Abfolge aneinander
gereihter helikaler ,Hairpins” aufgefasst werden, die Module aus zwei
Transmembran-Helices darstellen, welche tber einen nicht-zytoplasmatischen
Loop verbunden sind (Krogh et al., 2001). Diese Struktur wird vermutlich als
,Insertionseinheit” wahrend des Membran-Protein-Einbaus Uber den Sec-
Komplex integriert (Gafvelin et al., 1997). Fiir die Aminosduresequenz des
N-Terminus gelten hohe Anforderungen, um eine Translokation Uber
bakterielle und eukaryotische Membranen zu erlauben. Daraus ldsst sich
ebenfalls ableiten, dass sich eine No-Konformation evolutionar unglinstiger
erweist als eine zytosolische Orientierung des N-Terminus mit gréBeren
Freiheitsgraden (Monne et al., 1999).

Auch das in dieser Arbeit vorgestellte in silico Modell der Erd2p-Topologie
folgt einer Nj,-Ci,-Konformation. Diesem Modell liegt eine Kombination aus
Topologie-Vorhersagen und dem Vergleich mit den experimentell bestatigten
Topologien zweier homologer Rezeptoren zugrunde. Die Topologie eines
Membranproteins - eine Beschreibung seiner Struktur in sehr niedriger
Auflésung - kann Uber experimentelle Methoden wie Genfusionen,
proteolytischen Verdau, Antikérper-Bindung und chemische Modifikation

bestimmt werden. In grolerem MaRstab haben sich automatisierte
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Vorhersage-Methoden Uber bioinformatische Algorithmen bewadhrt. Solche
Algorithmen begriinden sich auf den bisherigen Kenntnissen Uber die
Aminosaure-Verteilung  in  Transmembrandomdnen.  Transmembran-
sequenzen zeichnen sich durch eine hohe Hydrophobizitat aus, welche als
physikochemischer Parameter z.B. in Form des von Kyte und Doolitte
aufgestellten Hydropathieindex in die Vorhersagealgorithmen eingeht (Kyte
und Doolittle, 1982). Ein Amphiphilizitatsindex tragt der Stabilisierung der
Helix innerhalb der Membran durch amphiphile Seitenketten an den Helix-
Enden Rechnung (Hirokawa et al., 1998). Dariber hinaus ist die Lange der
hydrophoben Segmente ausschlaggebend, ob eine membrandurchspannende
Helix ausgebildet wird. Der hydrophobe Kern hat im Allgemeinen eine Lange
von 15 bis 30 Aminosauren (von Heijne, 1995). Eine weitere Charakteristik von
Transmembran-Helices ist ihre Einlagerung in die Membran, so dass
verbindende, nicht-membrandurchspannende Schleifenstrukturen (,loops”)
mit positiv geladenen Seitenketten zytosolisch vorliegen. Dieser Grundsatz
geht als ,positive inside rule” in die Topologie-Vorhersage ein. Diese
praferierte Orientierung wurde in Bakterien mit dem elektrochemischen
Potential der inneren Membran begriindet, welche gegen eine Translokation
positiv geladener Reste arbeitet (Andersson und von Heijne, 1994). Eine
Kombination mehrerer Vorhersage-Algorithmen kann die Zuverldssigkeit des
in silico Ansatzes steigern (Xia et al., 2003). Die Integration evolutionarer
Information, also die Bericksichtigung homologer Sequenzen mit vermutlich
homologer Topologie, fuhrt ebenfalls zu einer héheren Genauigkeit der
Vorhersagen (Viklund und Elofsson, 2004). Eine weitere Verbesserung der
Vorhersage-Ergebnisse kann durch eine Beschrankung der Freiheiten vor
Durchlaufen des Vorhersage-Prozesses erzielt werden. 11 % der
eukaryotischen Membranproteine besitzen Doménen, fir die eine
Kompartiment-spezifische Lokalisation bekannt ist. Geht eine Suche nach
solchen Doméanen der Topologie-Vorhersage voraus und legt fiir einzelne
Substrukturen die Orientierung bereits zuvor fest, kénnen die Vorhersagen
deutlich verbessert werden (Bernsel und von Heijne, 2005). Fir alle

Vorhersage-Programme wird eine Optimierung durch ein Training an
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Datenbanken mit bekannter Topologie durchgefiihrt. Unerlasslich sind die
Datenbanken mit experimentell bestatigten Topologien. Die Struktur eines
Transmembranproteins aufzuklaren gestaltet sich experimentell ungleich
schwieriger als die Struktur-Analyse globuldrer Proteine (von Heijne, 1999).
Folglich gehoren weniger als 1 % aller bekannten dreidimensionalen
Proteinstrukturen den Transmembranproteinen an (Berman et al., 2000). Die
erste dreidimensionale Struktur eines Transmembranproteins wurde mit der
licht-sensitiven Protonenpumpe Bakteriorhodopsin aufgeklart und liegt
inzwischen in einer nahezu atomaren Auflésung vor (Henderson und Unwin,
1975; Henderson et al, 1990). Aktuell sind in Proteindatenbanken die
hochaufgeldsten Strukturen von 180 einzelnen Membranproteinen abrufbar.
Diese Zahl steht mehr als 60.000 hoch auflésenden Strukturen von l6slichen
Proteinen gegeniber (White, 2008; Protein Data Bank,
www.pdb.org/pdb/home/home.do). Eine vollkommen neue Strategie gingen
kiirzlich Cooper und Mitarbeiter ein. Sie lieRen die menschliche
Mustererkennung als zusatzliches Werkzeug in die Vorhersage von
Proteinstrukturen einflieBen. In ,foldit“, einem , multiplayer online game”
versuchen Computer-Spieler, fir eine ungefaltete Proteinkette die
energetisch  glnstigste dreidimensionale Struktur zu finden. Diese
Herangehensweise optimiert die Vorhersage-Methodik, welche bisher auf
reine Rechenoperationen beschrankt war. Selbst kleine l6sliche Proteine
haben etwa 1000 Freiheitsgrade, was zu einer enormen Vielfalt an moglichen
Strukturen flhrt. Die rein rechnerische Losung solcher Problemstellungen ist
beschrankt. Die menschliche visuelle Mustererkennung und
erfahrungsbasierte Entscheidungsfindung koénnen zusammen mit den
stochastischen und deterministischen Fahigkeiten der ,Rosetta structure
prediction“-Algorithmen einen neuen, leistungsfahigeren Ansatz zur Struktur-
Vorhersage liefern (Cooper et al.,, 2010). Inwiefern ein solches Mensch-
Computer-Netzwerk auch die Vorhersage-Programme fir Transmembran-
proteine erweitern und verbessern kann, ist noch unklar.

Zur Festlegung des in silico Topologie-Modells flir Erd2p aus S. cerevisiae

wurde zundchst die Anzahl und die Orientierung der Transmembran-Helices
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mit Hilfe der Vorhersageprogramme SOSUI, HMMTOP, TMHMM, DAS, DAS-
Tmfilter, Tmpred, Phobius, MEMSAT und TopPred bestimmt (Hirokawa et al.,
1998; Tusnady und Simon, 1998; Krogh et al., 2001; Cserzo et al., 1997; Cserzo
et al., 2002; Hofmann und Stoffel, 1993; Kall et al., 2004; Jones et al., 1994;
von Heijne, 1992). Die erhaltenen Vorhersagen differieren erwartungsgemaf
stark. Waé&hrend die dritte, filinfte, sechste und siebte hydrophobe
Sequenzeinheit von Erd2p mit hoher Ubereinstimmung erkannt wird, werden
die ersten beiden hydrophoben Segmente sehr unterschiedlich beurteilt. Die
Unterschiede in der Festlegung von Ldnge und Position sowie der Anzahl der
Transmembraneinheiten zeigen die Schwachen der Vorhersagealgorithmen
auf. Der deutliche Vorteil der ,prediction server” im Vergleich zur in vivo oder
in vitro Analyse einer Membrantopologie liegt sicherlich darin, ohne
nennenswerten finanziellen Aufwand innerhalb kiirzester Zeit ein Modell der
Membran-Insertion eines Transmembranproteins aufstellen zu koénnen.
Dennoch bleibt die Erkennung bestimmter Transmembransequenzen
schwierig; die fehlerhafte Einordnung einer Signalsequenz als
Transmembraneinheit kann drastische Unterschiede der berechneten zur
tatsachlichen Topologie zur Folge haben. Ignoriert werden immer noch ,re-
entrant loops®, kurze Unterbrechungen des Strukturmotivs zwischen zwei
aufeinander folgenden Helices sowie Helices, welche der Membran nur
aufgelagert sind, sie aber nicht durchspannen (Kall et al., 2004; von Heijne,
2006). Neuere Erkenntnisse bezliglich der topologischen Vielfalt zeigen grof3e
Schwierigkeiten bei der Vorhersage auf. Demnach muss die Topologie von
Membranproteinen nicht statisch sein, sondern kann je nach Bedingungen
variieren. Das an der Lyse von Bakterien beteiligte Holin des Phagen 21 besitzt
zwei hydrophobe Einheiten. Beide werden zunéachst in die zytoplasmatische
Membran eingelagert, als Reaktion auf eine Anderung des
Membranpotentials verldsst eine Transmembraneinheit die Membran ins
Periplasma. Der Membranaustritt der N-terminalen Helix ist notwendig, damit
die Dimerisierung zweier Holine erfolgen kann, welche wiederum die Bildung
von Poren in der Membran auslost (Park et al., 2006). An monocistronisch

kodierten Mitgliedern der SMR-Familie (,,small multidrug resistance transport
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proteins“) wurde kirzlich gezeigt, dass durch dasselbe Gen kodierte Kopien
eines polytopischen Membranproteins in gegenldufiger Orientierung
vorliegen (Kolbusz et al., 2010). Da bioinformatische Algorithmen einzig auf
der Analyse der Primarsequenz eines Proteins beruhen und weder Protein-
Protein-Interaktionen, Signalprozesse noch Anderungen der
Umgebungsbedingungen in die Analyse mit einflieBen lassen kénnen,
entziehen sich die letztgenannten topologischen Sonderfille einer
umfassenden Untersuchung durch Computer-basierte Methoden. Die
Einschrankungen der Algorithmen-basierten Topologie-Analyse machen
deutlich, dass die Bestdtigung eines in silico erstellten Topologie-Modells
anhand von in vitro bzw. in vivo durchgefiihrten experimentellen Studien
unabdingbar ist.

Das aufgestellte Modell der Erd2p-Topologie wurde in drei experimentellen
Ansdtzen in vivo Uberprift. Zu diesem Zweck wurden lber PCR verkiirzte
ERD2-Varianten hergestellt, deren Genprodukte nach einer der sieben
hydrophoben Einheiten des in silico Modells C-terminal verkirzt sind (vgl.
GieRBelmann, 2007). Mit pJD.1 wurde ein Vektorsystem konstruiert, welches
die Expression der ERD2-Varianten als Fusionen mit einem der drei in dieser
Arbeit eingesetzten, C-terminalen Reporter ermdglichte. Nachdem die Erd2p-
Topologie mithilfe der in vivo Reporter SUC2A-HIS3 und HIS4C (vgl.
GieRBelmann, 2007; Kolb, 2008) nicht aufgeklart werden konnte, wurden in der
vorliegenden Arbeit drei voneinander unabhangige Reporter zum Einsatz
gebracht.

Der Glykosylierungsreporter SUC2AVS5 sollte einen Nachweis von verkiirzten
Erd2p-Reporter-Fragmenten erbringen, deren C-Terminus auf der luminalen
Membranseite liegt. Eine  N-Glykosylierung an dem klassischen
Erkennungsmotiv NXT/S (Asparagin — jede Aminoaure auBer Prolin — Threonin
oder Serin) ist nur innerhalb des ER-Lumens, nicht aber auf der zytosolischen
Membranseite moglich (Lehle et al., 2006). Die durch diese posttranslationale
Modifikation erreichte GréBenzunahme kann Uber SDS-PAGE mit
anschlieBRender Western-Analyse nachgewiesen werden. SUC2A ist eine

Kassette der Invertase Suc2p mit drei N-Glykosylierungsstellen. Erstmalig
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wurde Suc2p von Sengstag und Mitarbeitern (1989) erfolgreich zur Topologie-
Analyse von zwei Isozymen in Hefe eingesetzt. In diesen Experimenten kam
die vollstandige Suc2p-Sequenz am C-Terminus zusammen mit einem
Wachstumsreporter zum Einsatz. Gilstring und Ljungdahl (2000) untersuchten
die Topologie von Gaplp (,general amino acid permease”) mit deutlich
kiirzeren Sequenzen aus Suc2p2, den Kassetten SUC2A und SUC2B, welche
zwischen die hydrophoben Einheiten des vollstandigen Membranproteins
insertiert werden konnen. Erd2p selbst besitzt keine eigenen
N-Glykosylierungsmotive und ist daher optimal geeignet zur in vivo Topologie-
Analyse Uber Glykosylierungsreporter. Der Nachweis aller sieben Erd2p-
Reporter-Varianten gelang in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des V5-,tags”,
das im Vergleich mit drei weiteren ,tags“ (HA, FLAG, Myc) die hdochste
Sensitivitat fur die Detektion von Erd2p-Varianten gewahrleistete. Es wurden
zusatzlich Deglykoslyierungen lber einen Endoglykosidase-Verdau mit EndoH
durchgefiihrt. Die in vivo Topologie-Analysen mit Hilfe von SUC2AV5
bestatigten die zytoplasmatische Orientierung der N- und C-Termini von Erd2p
und konnten auch die luminale Orientierung des vierten hydrophoben
Segments bestatigen. Die Schwache des verwendeten Systems zeigte sich an
der Reporterfusion mit Verkiirzung nach dem dritten bzw. sechsten
hydrophoben Segment. Erd2.3SUC2AVS5 zeigte bereits ohne EndoH-Verdau in
der Westernanalyse zwei Banden, welche einer unglykosylierten und einer
glykosylierten Form entsprachen. Der C-Terminus dieser verkirzten Erd2p-
Variante liegt demnach bei etwa der Halfte der Kopien zytosolisch und der
anderen Halfte nicht-zytosolisch orientiert vor. Diese Verteilung kann durch
eine unvollstindige Integration der dritten hydrophoben Einheit erklart
werden. Die sechste hydrophobe Einheit wurde wider Erwarten in einer
unglykosylierten Form nachgewiesen. Ohne die siebte hydrophobe Einheit
erfolgt demnach keine Integration der vorangehenden Helix. Auch drei
weitere leicht verdndert verkirzte Erd2.6p-Varianten zeigten nicht das
erwartete Insertionsmuster (Daten nicht gezeigt). Die Verkiirzung von
Transmembranproteinen mit mehreren Transmembraneinheiten kann zu

sogenannten ,frustrierten” Topologien fiihren. Die C-terminale Fusion eines
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Reporters an verkiirzte Erd2p-Varianten kann dazu fiihren, dass die
Aminosaureverteilung der verbindenden ,loop“-Struktur verandert ist. Diese
veranderte Aminosaureverteilung kann zu einem Effekt fiihren, welcher aus
Insertionsstudien von polytopischen Membranproteinen mit verdnderter
Ladungsverteilung innerhalb von ,loops” bekannt ist. In solchen artifiziellen
Systemen zeigte sich, dass Membranproteine, deren Ladungsverteilung
entsprechend der ,positive inside rule” eine inkompatible Orientierung einer
Transmembran-Helix zur Folge hatte, eine ,leave one out“-Topologie
annehmen. In diesem Fall werden nicht alle hydrophoben Einheiten als
Transmembransegmente integriert (Gafvelin und von Heijne, 1994). Im Fall
von Erd2p bestétigten die Ergebnisse des Glykosylierungsreporter-Assays die
Orientierung der ersten, zweiten, vierten, fiinften und siebten hydrophoben
Einheit. Im Zusammenhang dieser Daten kann der dritten hydrophoben
Einheit nur eine Transmembran-Orientierung in Richtung Lumen bzw.
extrazelluldr zugeordnet werden. Auch die sechste hydrophobe Einheit kann
nur in entgegengesetzter Orientierung zu ihren beiden benachbarten
Transmembranbereichen insertiert werden. Es lasst sich also folgern, dass das
hier vorgestellte in silico Topologie-Modell durch den Reporter SUC2AV5
bestatigt wird.

Zur Topologie-Analyse des HDEL-Rezeptors wurde zudem die bereits
erfolgreich zur Plasmamembran-Lokalisierung eingesetzte, modifizierte
Methode des RRS verwendet. Es stand nicht zu erwarten, dass die
schrittweise Verkirzung des C-Terminus von Erd2p im Rahmen der in vivo
Topologie-Analyse zu einer veranderten Lokalisation flihren wirde. Die
Plasmamembran-Lokalisation beruht einzig auf einem Einschleusen des
Proteins in den Sekretionsweg unter der Voraussetzung, dass keine
vollstandige Retention im ER oder Golgi erfolgt. Erd2p verfiigt nicht liber ein
klassisches Retentionssignal und die Ergebnisse der Lokalisationsstudien
zeigen, dass eine Fraktion des zelluldren Erd2p-Pools bis zur Plasmamembran
gelangt. Daraus kann geschlossen werden, dass auch alle verkiirzten Varianten
in der Lage sein sollten, die Plasmamembran zu erreichen. Die Topologie-

Analyse mit Hilfe des C-terminalen RAS-Reporters konnte das Topologie-
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Modell bestatigen. Wie erwartet wurde der temperaturabhangige
Wachstumsdefekt einer cdc25-2 Mutante kompensiert durch die Expression
der verkilrzten Erd2p-Varianten Erd2.3p, Erd2.5p und Erd2.7p, deren um die
RAS-Sequenz verldngerter C-Terminus im Zyotsol zu liegen kommt. Die
Varianten Erd2.1RAS und ERD2.4RAS, deren C-Termini auf der
entgegengesetzten Seite der Membran vorliegen, konnten keine
Komplementation des Wachstumsdefekts bewirken. Auch mit dieser Methode
zeigte die Expression der nach dem sechsten hydrophoben Segment
verkiirzten Erd2p-Reporterkonstrukte nicht das erwartete Ergebnis. Es konnte
ein schwaches Wachstum beobachtet werden, das im Widerspruch zur
bestatigten Orientierung der beiden benachbarten Transmembransegmente
steht. Eine Erklarung fiir dieses Verhalten der sechsten Transmembraneinheit
konnte in einem durch die Verkiirzung des Rezeptors begriindeten Defekt bei
der Insertion in die Membran zu finden sein. Es ist beschrieben, dass die
Insertion von polytopischen Membranproteinen nicht nur nach dem Muster
der einzelnen Insertion von Transmembranhelices erfolgen muss, sondern
auch in einem paarweisen Einbau durch den Translokon-Komplex verlaufen
kann. Es kdnnen sogar mehrere Transmembraneinheiten im Translokon-Kanal
zurlickgehalten werden, bevor sie gemeinsam seitlich in die Membran
entlassen werden (Ismail et al., 2008; Skach, 2009). Fehlt die letzte
Transmembraneinheit wie im Falle von Erd2.6p, dessen Aminosdurefolge nach
der vorletzten potentiellen Transmembraneinheit endet, kann keine
paarweise Integration erfolgen. Dies kdnnte dazu fuhren, dass die sechste
hydrophobe Einheit nicht insertiert werden kann oder nicht stabil in der
Membran bleibt. In Einzelfdllen wurde bereits nachgewiesen, dass die
Insertion einzelner Transmembran-Helices erst nach der vollstandigen
Translokation des Membranproteins erfolgt. Bei der Reifung von Aquaporinen
werden die zweite und vierte Transmembranhelix erst in einem
posttranslationalen Reifungsprozess in die Membran integriert, wobei die
dritte Transmembraneinheit ihre Orientierung umkehrt (Pitonzo und Skach,
2006). Bei der Verkirzung von Erd2p ist es demnach moglich, dass die

Erkennung bzw. der Einbau der sechsten Transmembraneinheit ohne die
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folgende siebte Einheit nicht zuverldssig erfolgen kann. Unter
Berlicksichtigung einer moglichen Fehlorientierung der sechsten hydrophoben
Einheit in verklrzten Erd2p-Fragmenten bestatigen die Ergebnisse der in vivo
Topologie-Analyse Uber das modifizierte ,,RAS recruitment“-System das in
dieser Arbeit prasentierte Topologie-Modell des HDEL-Rezeptors in
S. cerevisiae.

Uber einen weiteren Ansatz sollte an Erd2p untersucht werden, ob sich die
von Brach und Mitarbeitern (2008) in A. thaliana etablierte redoxbasierte
ratiometrische Fluoreszenzmessung zur Topologie-Analyse in S. cerevisiae
eignet. Diese Methode basiert auf der Fusion von Transmembranproteinen
mit redox-sensitivem GFP (roGFP) und ratiometrischen Aufnahmen. Die
Fluoreszenzeigenschaften von ro2GFP andern sich mit dem Redoxpotential.
Durch Glutathion-Dimere im ER werden oxidierende Bedingungen aufrecht
erhalten, wadhrend im Zytosol monomeres Glutathion reduzierende
Bedingungen zur Folge hat (Hwang et al., 1992). In roGFP-Varianten werden
diese Unterschiede im Redoxpotential durch Anderungen in den beiden
Anregungsmaxima bei 488 bzw. 400 nm umgesetzt. Die Emission ist
unabhangig vom Redox-Zustand bei 510 nm maximal. Unter reduziernden
Bedingungen steigt die Emission nach Anregung bei 488 nm und die Emission
nach Anregung bei 400 nm fallt (Hanson et al.,, 2004). Sogenannte ratio-
Aufnahmen lassen Riickschlisse auf die Orientierung des roGFP zur Membran
zu. Die sukzessive Verkirzung des K/HDEL-Rezeptors aus A. thaliana fiihrte
zur wechselseitigen Orientierung des C-terminalen Reporters. Aus diesen
Ergebnissen konnte die Topologie des Erd2p-Homologs nach einem Ni, - Cin-
Muster mit sechs Transmembraneinheiten bestatigt werden (Brach et al.,
2008). In der vorliegenden Arbeit wurden die ratiometrischen Anderungen der
roGFP-Variante ro2GFP als Antwort auf die Anderungen im umgebenden
Redoxpotential zur in vivo Topologie-Analyse der verkirzten Erd2p-Varianten
eingesetzt. Die exemplarische Untersuchung von ERD2.2ro2GFP,
ERD2.4r02GFP, ERD2.6ro2GFP und ERD2.7r02GFP ergab ein Insertionsmuster
entsprechend der in silico Analyse und der in vivo Analyse mit dem

Glykosylierungsreporter und dem Wachstumsreporter RAS. Als Kontrollen
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wurden rein zytosolische bzw. ER-residente ro2GFP-Varianten ohne
Transmembrandomanen mitgefiihrt. Die Fluoreszenzintensitaten wurden
parallel nach Anregung bei 488 bzw. 400 nm vermessen und um die
Autofluoreszenz bereinigt. Die aus beiden Intensitdten berechnete ratio
ex400/ex488 liegt bei luminal orientierten Varianten mindestens um den
Faktor 4 hoher als bei zytosolisch orientierten Varianten. Die schwache
Fluoreszenzintensitat nach Anregung bei 400 nm schrankt die Anwendbarkeit
des Systems in Hefe stark ein. Sie erreicht maximal den 2,5fachen Wert der
Negativkontrolle. Die geringe Fluoreszenzausbeute nach Anregung bei 400 nm
wurde bereits bei der reTA-Anwendung in Pflanzenzellen beobachtet (Brach
et al., 2008). Die eigenen Ergebnisse zeigen auf, dass die Topologie-Analyse
mittels reTA in S. cerevisiae nur eingeschrankt moglich ist. Die erhaltenen
Daten besitzen eigenstindig wenig Aussagekraft, lassen sich aber im
Zusammenhang mit den experimentellen Daten der beiden alternativen in
vivo Methoden interpretieren und bestatigen das Topologie-Modell von Erd2p

mit sechs Transmembran-Helices und zytosolischen N- und C-Termini.

Endozytose-Motive innerhalb der HDEL-Rezeptor-Sequenz

Die Clathrin-vermittelte Endozytose von Rezeptoren und Transportern
verlauft nach einem geordneten Mechanismus aus Einzelereignissen. Die
Bedeutung einzelner Faktoren scheint zwar zwischen Hefe und Saugerzellen
unterschiedlich gewichtet zu sein, der grundlegende Ablauf ist jedoch
konserviert (Conibear, 2010). Zunachst werden spezifische Signale innerhalb
der zytosolischen Domdnen der Transmembranproteine durch Adaptoren
erkannt, welche den Kontakt zwischen Frachtmolekilen und der Clathrin-
Hulle herstellen. Die Konzentration der vernetzten Proteine an der
Endozytosestelle, die sukzessive Anlagerung von Clathrin-Monomeren und die
Ausbildung eines Aktinnetzwerks fiihren zur Anderung der Membrankurvatur.
SchliefRlich wird das endozytotische Vesikel von der Plasmamambran
abgeschniirt (Toret und Drubin, 2007). Der weitere intrazellulare Weg wird
ebenso von den Transportsignalen der Fracht bestimmt wie deren erste

Erkennung durch die Adapter-Proteine. Inzwischen sind anhand zahlreicher
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Rezeptoren und Transporter einzelne Peptidsequenzen identifiziert, welche
den im Folgenden beschriebenen Signal-Klassen zugeordnet werden kdnnen.
Tyrosin-basierende Signale entsprechen der Abfolge YXX®, wobei Y fir
Thyrosin steht, X eine beliebige und © eine sperrige hydrophobe Aminosaure
bedeutet. Leucin-basierende Signale zeigen ein Konsensus-Motiv der Formen
[DE]XXXL[LI] oder DXXLL. In Saugerzellen sind YXX® und [DE]XXXL[LI] die
beiden Motive, welche am C-Terminus G-Protein-gekoppelter Rezeptoren
vorherrschen und von den Adapter-Protein-Komplexen AP-1, AP-2, AP-3 und
AP-4 erkannt werden. DXXLL-Motive binden an eine andere Adapter-Familie,
die GGAs (Bonifacino und Traub, 2003). Signale des Typs NPXD, wie sie z.B. am
C-Terminus des LDL-Rezeptors vorkommen, werden sowohl von GGAs, als
auch von AP-2-Komplexen erkannt (Chen et al., 1990). Motive nach dem
Muster NPF oder NPF[X);.,D, welche u.a. bei den beiden Mating-Faktor-
Rezeptoren der Hefe identifiziert wurden, kénnen durch eine Vielzahl an
Proteinen mit EH- oder SHD-Domanen (,Epsl15 homology”“ bzw. ,Slalp
homology“) erkannt werden (Salcini et al., 1997; Howard et al., 2002).

Die Mating-Faktor-Rezeptoren lieferten auch den ersten Hinweis auf ein
weiteres, von den beschriebenen Peptid-Motiven abweichendes Signal. So
kénnen posttranslationale Modifikationen in Form einer Ubiquitinierung die
Endozytose steuern (Hicke und Riezman 1996; Roth und Davis, 2000). Die
Erkennung verlauft dabei Gber UIMs (,ubiquitin interacting motifs“), welche
auch in Epsinen und Epsin-dhnlichen Adaptoren vorkommen (Bonifacino und
Traub, 2003).

Anhand von  Sequenzanalysen  konnten innerhalb von  Erd2p
Endozytosemotive am N-Terminus, innerhalb eines zytoplasmatischen Loops
und am C-Terminus des Rezeptors identifiziert werden. Dem N-terminalen
Methionin folgt in der Erd2p-Sequenz unmittelbar ein NPF-Motiv. Nach einer
in silico Vorhersage an Erd2p, welche mit Hilfe des SignalP 3.0-Servers
(Bendtsen et al., 2004) durchgefiihrt wurde, liegt kein abspaltbares
Signalpeptid vor, der N-Terminus bleibt also unprozessiert. Entsprechend dem
in dieser Arbeit exprimentell bestdtigten Topologiemodell liegt der

N-Terminus von Erd2p zytoplasmatisch vor und ist somit flir zytosolische
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Adaptoren des Endozytose-Apparats zugadnglich. In dieser Arbeit wurde
zunichst die Funktionalitit einer NPF-freien Erd2p-Variante untersucht. Uber
PCR-Mutagenese wurde das N-terminale NPF-Motiv vollstandig deletiert. Das
Derivat ERD2-NPF wurde plasmidgetrieben in dem Aerd2-Hefestamm YA12
exprimiert. YA12 zeigt zwar ein verlangsamtes Wachstum, bleibt aber durch
die Expression des ,suppressor of erd2 deletion“-Gens SEC12 lebensfahig.
Nach Verlust des SECI12-tragenden Plasmids Uber FOA-Selektion konnte
gezeigt werden, dass der Wachstumsdefekt einer Aerd2-Mutante durch die
Expression von ERD2-NPF komplementiert wurde. Die von Townsley und
Mitarbeitern identifizierte, essentielle Funktion des Rezeptors kommt bei der
Retention ER-residenter Proteine zum Tragen (Townsley et al., 1994). Eine
Beteiligung des NPF-Motivs an der essentiellen Golgi-ER-Riickfihrung kann
demnach durch die Lebensfdhigkeit von S. cerevisiae YA ERD2-NPF
ausgeschlossen werden. Der wie beschrieben konstruierte Stamm YA ERD2-
NPF exprimiert einzig die NPF-freie Erd2p-Variante und besitzt keine
wildtypische ERD2-Genkopie. An YA ERD2-NPF und YA ERD2, einem
konstruierten erd2-Deletionsstamm mit Expression von wildtypischem ERD2,
wurden Agardiffusionstests mit dem Proteintoxin K28 durchgefiihrt. Die
Ergebnisse belegten, dass die Deletion des NPF-Motivs im HDEL-Rezeptor in
Hefe eine partielle Resistenz gegen das Toxin vermittelt. In Kombination mit
der bestatigten Funktionalitat des Rezeptors lasst sich somit folgern, dass das
NPF-Motiv eine Rolle bei der Endozytose des Rezeptor/Toxin-Komplexes, nicht
aber beim retrograden Transport von K28 spielt. Damit konnte erstmalig in
vivo die Bedeutung dieses N-terminalen Endozytosesignals fir die K28-
Sensitivitiatsvermittlung in Hefe gezeigt werden. Im Gegensatz zu YA12, dem
Stamm ohne Erd2p, wurde in YA ERD2-NPF keine vollstandige Resistenz
erzielt. Die Restsensitivitdat ~ deutet  auf  einen redundanten
Endozytosemechanismus hin, wonach ein zweites Signalsystem die
Internalisierung steuern kann, wenn die NPF-Adapter-Interaktion ausfallt.

Kurzliche Studien von Kieken und Mitarbeitern an modifizierten NPF-Motiven
deuten darauf hin, dass fiir eine optimale EH-Bindung proximale saure Reste

eine entscheidende Rolle spielen (Kieken et al., 2010). Am N-Terminus von
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Erd2p folgt die nachste saure Aminosaure erst flinf Positionen nach dem NPF-
Motiv. Ein solches saures Cluster fehlt im HDEL-Rezeptor in unmittelbarer
Nahe des Motivs. So steht zu vermuten, dass die Bindung an Adapter-Proteine
mit EH-Domédnen Uber NPF zwar erfolgt, die Affinitdt der interagierenden
Partner jedoch vergleichsweise schwach ist. Das N-terminale NPF-Motiv ist
folglich an der Internalisierung der Erd2p/K28-Komplexe beteiligt, stellt
jedoch nicht die Hauptkomponente des Endozytosemechanismus dar.
Vorstellbar sind zwei Szenarien; entweder existiert ein zweiter, redundanter
oder sogar effizienterer Mechanismus, der unabhangig von dem NPF-Signal
arbeitet oder es ist ein primarer Prozess zu erwarten, der durch ein
funktionelles NPF-Signal verstarkt werden kann.

Ein weiteres, tyrosinbasiertes Endozytosemotiv der Form YXX® in einem
zytoplasmatischen Loop von Erd2p, YgNEMsgs, erwies sich kirzlich als nicht
beteiligt an der essentiellen Funktion des Rezeptors bei der ER-Retention,
noch an der K28-Sensitivitatsvermittlung (GieBelmann, personliche
Mitteilung). Diese Erkenntnis wirft die Frage auf, auf welche Weise die AP2-
Beteiligung an der K28-Endozytose gedeutet werden kann. Die bereits von
Heiligenstein beobachtete Bedeutung der Untereinheiten Apllp, Apm4p und
Aps2p des AP2R-Komplexes bezliglich der K28-Sensitivitat von Zielzellen
wurde kiirzlich anhand eines Screenings an Hefemutanten auf verdnderte
K28-Sensitivitat bestatigt (Heiligenstein, 2008; Carroll et al., 2009). Dies ist die
erste Beobachtung, die dem AP2-Komplex in Hefe eine Bedeutung bei der
Endozytose zuschreibt. Der Erkennungsmechanismus endozytotischer Fracht
durch AP2 in Hefe konnte im Detail noch nicht nachvollzogen werden. Im Falle
von K28 kann die Erkennung des Rezeptors nicht an einem klassischen AP2-
Bindemotiv der Form YXX®, DE]JXXXL[LI] oder NPXY erfolgen, sondern muss
einem alternativen, bisher noch nicht beschriebenen Erkennungsprinzip
folgen.

Neben Peptidmotiven kbnnen auch posttranslationale Modifikationen wie die
Ubiquitinierung die Endozytose steuern. Klassischerweise erfolgt die
Ubiquitinverknlipfung an Lysinresten (Hershko und Ciechanover, 1992). Die

Erd2p-Sequenz weist zahlreiche Lysinreste auf. Nach experimenteller
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Bestatigung der Topologie konnten die zytoplasmatischen Positionen
selektiert werden, welche fir Ubiquin-bindende Adaptoren des
Endozytoseapparats zuganglich sind. Zwischen den hydrophoben Regionen 3
und 4 bzw. 5 und 6 liegen jeweils zwei Lysinreste in hydrophilen Schleifen,
welche nach der ermittelten Topologie zytoplasmatisch orientiert sind.
Besonders auffallig jedoch erwies sich der zytosolische C-Terminus des
Rezeptors. Hier kommen in einem Cluster vier Lysinreste vor, welche in
unmittelbarer Nahe zueinander liegen. Dieses Cluster wurde in Studien zur
Funktion von Erd2p ndher untersucht. Bei einer Steuerung der
Rezeptor/Toxin-Internalisierung nach einem klassischen
Ubiquitinierungsmechanismus am C-Terminus des Rezeptors sollte die
Deletion der Lysinreste eine Endozytose verhindern und damit eine Resistenz
gegen K28 bewirken. Uber PCR-Mutagenese wurde ein ERD2-Derivat
hergestellt, das fir ein C-terminal Lysin-freies Erd2p kodiert. In dieser
Rezeptor-Variante Erd2pK/R sind die vier Lysinreste an den Positionen 208,
213, 216 wund 219 durch Arginin ersetzt. Die Ergebnisse der
Funktionalitatstests an Erd2pK/R bestdtigten einen zweiten
Aufnahmemechanismus, der dem NPF-Signal Gibergeordnet ist. Der Austausch
dieser Lysinreste zu Arginin fiihrt zu einem vollstandigen Verlust der K28-
Sensitivitdt. Die Kompensation des Wachstumsdefekts der Aerd2-Mutante
durch ERD2K/R belegt, dass die ER-Retentionsfunktion dieser Erd2p-Variante
unbeeintrachtigt ist. Die Veranderungen im C-Terminus wirken sich demnach
auf die Endozytose des HDEL-Rezeptors aus.

Die Deletion des dem Lysin-Cluster vorausgehenden, potentiell
phosphorylierten Threoninrests 207 oder dessen Austausch nach Alanin oder
Leucin wirkte sich nur schwach auf die K28-Sensitivitat aus. Diese Ergebnisse
stellen heraus, dass eine potentielle Phosphorylierung am C-Terminus des
HDEL-Rezeptors nicht im gleichen MaRe an der Endozytose beteiligt ist, wie
dies bei der Aufnahme des mating-Faktor-Transporters Ste6p der Hefe der Fall
ist. Fir die Ubiquitinierung und Endozytose dieses Transporters nach dem
,PURE“-Signalweg ist die Phosphorylierung absolut notwendig (Kelm et al.,

2004). Im Bereich des C-Terminus von Erd2p existiert keine weitere
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potentielle Phosphorylierungsstelle. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass zusatzlich eine Phosphorylierung in einem zytoplasmatischen
,Loop” die Voraussetzung fiir die Ubiquitinierung des HDEL-Rezeptors
darstellt. Kinftige Mutagenese-Studien, in denen alle potentiellen
Phosphorylierungsstellen einzeln und in Kombiantion deletiert sind, kénnten
Aufschluss geben, ob eine Phosphorylierung an mehreren Positionen
innerhalb des Rezeptors der Ubiquitinierung entsprechend dem ,PURE“-
Prinzip vorausgehen muss.

Im Mittelpunkt weiterflihrender Versuche stand die Frage nach dem
Mechanismus der Ubiquitinierung von Erd2p. Ein direkter Nachweis Uber
Western-Analyse erwies sich leider als experimentell nicht durchfihrbar. Dies
konnte durch eine zu geringe Kopienzahl an ubiquitinierten Rezeptoren
bedingt sein. Die Aufgabe von Erd2p an der Plasmamembran, welche mit
einer Ubiquitinierung verbunden ist, stellt vermutlich nur eine sekundare
Funktion des Rezeptors im Vergleich zur Vermittlung der ER-Retention dar.
Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass nur eine geringe Anzahl an
HDEL-Rezeptoren ubiquitiniert vorliegt, welche sich dem Nachweis in der
Western-Analyse entzieht. Somit ist bislang auch kein Aufschluss Gber Mono-
oder Polyubiquitinierung zu erreichen. Um dennoch die postulierte
Ubiquitinierungsreaktion von Erd2p durch Rsp5p experimentell bestatigen zu
kdnnen, sollte in dieser Arbeit ein direkter in vivo Nachweis der Erd2p/Rsp5p-
Interaktion mit Hilfe des BiFC-Assays erbracht werden. Im BiFC-Assay wird die
Rekonstitution zweier Fragmente eines Fluoreszenzproteins unter Bildung
eines funktionellen Fluorophors zum Nachweis der Interaktion zweier
Proteine in vivo genutzt (Hu et al., 2002). Das System gehort zu einer Vielzahl
an Nachweismethoden Uber eine Protein-Rekonstitution und wurde
inzwischen erfolgreich am Beispiel der gelb bzw. grin fluoreszierenden
Proteine YFP und GFP (Ozawa, 2009; Bracha-Drori et al., 2004; Cabantous et
al., 2005) eingesetzt. Das von DsRed, einem tetrameren rot fluoreszierenden
Protein abgeleitete monomere mCherry weist einen entscheidenden Vorteil
gegenlber vergleichbaren Fluoreszenzproteinen auf. Seine

Fluoreszenzeigenschaften sind weniger anfidllig in N- sowie C-terminaler
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Position in Fusionsproteinen (Shaner et al., 2004). Die Spaltung von mCherry
zwischen den Aminosduren 159-160 resultiert in einem Proteinpaar, das
erstmalig von Fan und Mitarbeitern genutzt wurde. Mit MN (N-terminales
mCherry-Fragment; AS 1 bis 159) und MC (C-terminales mCherry-Fragment;
AS 160 bis 236) wurde die Interaktion zwischen LTag, dem ,large T antigen”
von SV40 und dem humanen p53 nachgewiesen. Die kurze Reifungsdauer und
die Anregung und Emission bei hoher Wellenldnge, wodurch weniger Energie
in den analysierten Zellen deponiert wird, sind weitere Vorteile von mCherry
als Reporter der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation (Fan et al.,
2008). Basierend auf den von Schduble und Schorr erstellten Konstrukten
wurden Vektoren zur induzierbaren Expression von ERD2- und RSP5-Fusionen
hergestellt (Diplomarbeiten Schauble 2008 und Schorr 2009). Die
Koexpression von Erd2MN, einer Erd2p-Variante mit dem N-terminalen
mCherry-Fragment am C-Terminus und MCRsp5, einer Rsp5p-Variante mit
dem C-terminalen mCherry-Fragment am N-Terminus des Fusionsproteins
fihrte zu einer Rekonstitution der Fluoreszenz. Die Intensitdat des Signals
konnte durch Zugabe von K28-Toxin ins Auflenmedium noch deutlich
gesteigert werden. Dies bestatigt die Interaktion von Erd2p mit Rsp5p, welche
durch die externe Zugabe des Liganden gesteigert werden kann und weist
abermals auf die Rsp5p-vermittelte Ubiquitinierung von Erd2p als Signal zur
Internalisierung des Erd2p/K28-Komplexes hin.

Neben Rsp5p wurde auch das Ubiquitin-konjugierende Enzym Ubc4p auf eine
Interaktion mit Erd2p untersucht. Trotz der in K28-Sensitivitatstests
bestatigten Funktionalitdt der eingesetzten Ubc4p-mCherry-Fusion konnte
keine Interaktion mit dem Rezeptor nachgewiesen werden. Moglicherweise
wird Erd2p direkt von Rsp5p erkannt, so dass Ubcdp keine Rolle bei der
initialen Ubiquitinierungsreaktion spielt, sondern erst bei Oligo- oder
Polyubiquitinierung beteiligt ist. Rsp5p gehort wie sein humanes Homolog
Nedd4 zum Typus der HECT-Domanen-Ligasen. Im Gegensatz zu einer zweiten
Klasse von Ubiquitin-Ligasen, den RING-Finger-E3s, welche eher als Gerust die
Interaktion von E2 und Substrat ermoglichen, ist bei der HECT-Domanen-

vermittelten Ubiquitinierungsreaktion keine direkte Interaktion des E2 mit
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dem zu ubiquitinierenden Substrat notwendig (Belgareh-Touze et al., 2008).
Rsp5p kann demnach das Ubiquitinmolekil unmittelbar (ibertragen, so dass
eine Interaktion mit dem E2-Enzym Ubcd4p und Erd2p nicht zwingend
notwendig ist. Eine weitere Erklarung bietet die Redundanz von Ubc4p mit
anderen Ubiquitin-konjugierenden Enzymen im Gegensatz zu Rsp5p, welches
kein funktionelles Isozym in S. cerevisiae besitzt. Ubc4p und Ubc5p sind
zentrale Komponenten der zelluldren Stressantwort, zeigen grolSe
Sequenzibereinstimmung und komplementieren sich (Seufert und Jentsch,
1990). Es steht also zu vermuten, dass bei Deletion von UBC4 das Ubiquitin-
konjugierende Enzym Ubc5p die Funktion Ubernehmen kann. Diese
Redundanz erklart, weshalb bei einer Einfachmutante keine vollstédndige K28-
Resistenz ausgelost wird und kénnte auch der Grund sein, warum kein
deutliches Signal im BiFC-System fiir die Interaktion von Ubc4p mit Erd2p
detektierbar ist.

Der Nachweis der Interaktion von Rsp5p mit Erd2p im BiFC bestédtigt die
Ubiquitinierung nicht direkt, liefert aber einen weiteren Hinweis darauf, dass
diese Ubiquitin-Ligase die Internalisierung von Erd2p bei der K28-Aufnahme
steuert. Insbesondere die Tatsache, dass die Inkubation mit K28-Toxin eine
Signalverstarkung im BiFC-System zur Folge hat, bekraftigt die Beteiligung von
Rsp5 an der K28-Internalisierung Giber einen ubiquitinierten Rezeptor Erd2p.
Zundachst erscheint eine Rsp5p-Interaktion mit Erd2p unwahrscheinlich, da
dem Rezeptor das klassische Erkennungsmotiv PY fiir die WW-Domanen der
Ubiquitin-Ligase fehlen. Berticksichtigt man jedoch neuere Erkenntnisse, nach
denen Adapter die Bindung der Ligase an ihre Substrate vermitteln kdnnen,
wird der Mechanismus der Erkennung klarer. Wahrend lange Zeit vermutet
wurde, dass die Erkennung von Substraten der Nedd4-dhnlichen E3-Ligasen
ausschlieBlich mit Hilfe der WW-Domanen erfolgt, wird inzwischen deutlich,
dass sich dieses Prinzip auf die Regulation von lonenkandlen und Connexin
beschrankt (Leon und Haguenauer-Tsapis, 2009). Die Zahl an Beispielen fir
eine Adapter-bedingte E3-Interaktion mit ihren Substraten steigt stetig. Die
Beteiligung von Bull/2p an der Ubiquitinierung und Internalisierung von

Gaplp (,general amino acid permease”) und dem Kupfer-Transporter Ctrlp
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sind die ersten Belege fiir PY-tragende Adapter. Sogenannte ARTs (,arrestin
related trafficking adaptors“) bilden in der Hefe S. cerevisiae eine neue Klasse
von Proteinen mit PY-Motiven, deren Beteiligung bei der Internalisierung von
Transportern wie Canlp, Furdp, Hxtép, Itrlp, Lyslp, Muplp, Smflp und Tat2p
(Transporter fir Arginin, Uracil, Glucose, Inositol, Lysin, Methionin, Mangan
bzw. Tryptophan) nachgewiesen wurde (Lin et al., 2008; Nikko und Pelham,
2008). Strukturell sind sie verwandt mit den ,echten” humanen Arrestinen,
welche mit dem phosphorylierten C-Terminus aktivierter Rezeptoren
interagieren und Adapter-Proteine sowie Clathrin rekrutieren (Aubry et al.,
2009). Die zehn Art-Proteine interagieren mit Rsp5p, werden selbst
ubiquitiniert und binden an Transmembranproteine, wodurch diese wiederum
durch Rsp5p modifiziert werden koénnen. Der eingeleitete Endozytose-
Mechanismus kann Clathrin- und AP2-abhangig erfolgen oder unabhédngig von
diesen beiden Komponenten unter Beteiligung von Epsinen (Mittal und
McMahon, 2009).

Die eigenen Ergebnisse belegen eine Beteiligung der Art-Proteine Art2, 8 und
9 an der Internalisierung von K28. Die Deletionsmutanten dieser ART-Gene
zeigten zwar nur einen geringen Sensitivitdtsverlust gegen K28-Toxin im
Agardiffusionstest, der Effekt kann aber durch die Redundanz der Art-Proteine
Uberdeckt sein (Nikko und Pelham, 2008). Die Rolle der Schlisselkomponente
zur Vermittlung der Rsp5p-Interaktion mit Erd2p bei der K28-Aufnahme wird
demnach nicht von einem spezifischen Art-Protein, sondern von mehreren
Adaptern der Art-Familie wahrgenommen. Die in dieser Arbeit festgestellte
Bedeutung des C-terminalen Threoninrests, dessen Deletion zu einer
verminderten K28-Sensitivitat fiihrt, liefert einen Hinweis darauf, wie die
Erkennung des Rezeptors durch die Art-Proteine erfolgt. Fiir Smflp wurde
bereits bestdtigt, dass eine terminale Phosphorylierung die Erkennung des
Transporters durch Art2 und Art8 ermdoglicht (Nikko et al., 2008). Ungeachtet
der unterschiedlichen strukturellen Eigenschaften von Smflp und Erd2p zeigt
sich mit der Phosphorylierung, der Erkennung durch Art2 und 8 sowie der
Rsp5p-Interaktion an einem zytosolischen Terminus eine erstaunliche

Ubereinstimmung im Ubiquitin-abhingigen Endozytose-Mechanismus beider
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Transmembranproteine. Die Bedeutung des C-terminalen Threonin-Restes
und des Lysin-Clusters fiir die Rsp5p-abhangige Ubiquitinierung von Erd2p
nach dem in dieser Arbeit vorgestellten Modell ist in Abbildung 47 dargestellt.
Nachdem Erd2p am C-Terminus ubiquitiniert vorliegt, muss eine Erkennung
dieses Signals durch akzessorische Faktoren der Endozytose-Maschinerie
erfolgen. Ubiquitin wird von einer Vielzahl strukturell und funktionell
unterschiedlicher Proteine mit Hilfe von Ubiquitin-bindenden Domanen
erkannt. Die grofSte Klasse Ubiquitin-bindender Domanen stellen a-helikale
Strukturen. UBA-Domdnen (,ubiquitin associated”) waren die ersten
Domanen fir die eine Ubiquitin-Bindung gezeigt wurde. Sie weisen eine drei-
Helix-Bliindel-Konformation auf und spielen vorrangig eine Rolle in
Ubiquitinierungskaskaden (Hofmann und Bucher, 1996). UIMs (,ubiquitin
interacting motifs“) in Endozytose-Proteinen erkennen ubiquitinierte Fracht
Uber eine einzelne a-Helix (Polo et al., 2002). CUE-Doménen (,coupling of
ubiquitin conjugation to endoplasmic reticulum degradation”) und GAT-
Domanen (“golgi-localized, gamma-ear containing, ADP-ribosylation-factor-
binding protein and target of Myb”) spielen vorrangig eine Rolle bei Prozessen
abseits der Plasmamembran. Daneben existieren noch zahlreiche andere
Ubiquitin-bindende Motive mit unterschiedlichen zellularen Funktionen
(Hurley et al., 2006).

Von Aguilar und Mitarbeitern (2003) wurde ein Modell aufgestellt, nachdem
Epsine eine Schlisselrolle als Adaptoren zwischen ubiquitinierten
Frachtmoleklilen und der Endozytosemaschinerie an der Plasmamembran
spielen. Im Einzelnen wurde in S. cerevisiae gezeigt, dass Entl in einem UIM-
abhédngigen Mechanismus an Ubiquitin bindet und tber die ENTH-Domane an
Phosphoinositide der Plasmamembran. Ob beide UIMs von Entl gemeinsam
eine Ubiquitineinheit binden oder verschiedene Einheiten in einem
multivalenten Komplex binden, ist noch nicht geklart. Auch fir Edelp existiert
ein Ubiquitin-abhangiger Rekrutierungsprozess an die Plasmamembran, der
durch die Interaktion mit Entlp Uber eine EH-Domé&nen/NPF-Motiv-
Interaktion verstarkt wird. Zudem konnte gezeigt werden, dass die

C-terminale CBD (,clathrin binding domain“) in Entlp ausreicht, um die
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Bindung an die terminalen Domanen von Clathrin zu vermitteln (Aguilar et al.,
2003). Dieses Modell spricht fiir eine Vernetzung von ubiqutinierten
Membranrezeptoren lber Adapter-Komplexe mit dem Clathrin-,,coat”.

Das in Abbildung 47 dargestellte Modell der Erkennung von Erd2p Uber
Adaptoren beruht nicht nur auf der in dieser Arbeit gezeigten Beteiligung der
Art-Proteine an der K28-Aufnahme. Es gehen auch frihere Erkenntnisse von
Heiligenstein ein, nach denen die Deletion der Clathrin-Untereinheiten Chclp
(,clathrin heavy chain“) zu einer K28-Resistenz fuhrt. Die K28-Sensitivitat in
einer Aedel-Mutante ist stark vermindert (Dissertation Heiligenstein, 2008).
Dieser Effekt wurde bereits bei der Aufnahme des a-Faktors und der
Internalisierung der Uracil-Permease beobachtet (Gagny et al., 2000). Eine
ENT1-Deletion zeigte keinen Einfluss auf die K28-Sensitivitat. Entlp
Ubernimmt seine Funktion innerhalb der Zelle redundant mit Ent2p, so dass
ein Effekt in einer Einzelmutante nicht zu erwarten ist. Die Doppelmutante
erweist sich als letal (Wendland et al., 1999). Ein Nachweis der Entlp- und
Ent2p-Beteiligung ware demnach nur mit temperatursensitiven Mutanten
moglich. Diese Methode kann aber wegen der Instabilitat von K28 bei hohen
Temperaturen nicht angewandt werden. Die Beteiligung von Edelp an der
K28-Aufnahme deutet jedoch darauf hin, dass der Aufnahme-Prozess des
Erd2p/K28-Komplexes dem klassischen, Clathrin-abhangigen Weg uber
Interaktion mit den Adaptern Entl/2p und Edelp folgt. Komponenten der
folgenden Schritte im intrazellularen Transport des Rezeptor/Toxin-Komplexes
sind bereits durch das genetische Screening anhand von Deletionsmutanten
identifiziert worden. Das durch SAC6 kodierte Aktin-biindelnde Protein
Fimbrin ist notwendig fur die Internalierung des a-Faktors und ebenso fir die
K28-Aufnahme. Eine Asac6-Mutante erwies sich als vollstandig resistent gegen
K28 (Heiligenstein, 2008). Andere Faktoren des Endozytose-Prozesses, welche
eine Rolle bei der Ausbildung der Clathrin-Hiille, der Vesikel-Abschniirung und
dem Transport entlang des Aktin-Zytoskeletts spielen, zeigten zum Teil bei
Deletion nur eine reduzierte Sensitivitat. Dies belegt abermals, dass bei der
Endozytose des Erd2p/K28-Komplexes viele verschiedene Mechanismen auf

komplexe Weise ineinandergreifen und zum Teil redundante Wege existieren,
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die von dem Toxin auf seinem Weg in die Zelle genutzt werden (Caroll et al.,

2009).
A Erd2p
O\
\ (e
Ub ~/
Rsp5p
* alternativ: Art8p/Art9p

B Erd2p

o

@ k~K-K.
%@ Edelp

Ent1p
\ Clathrin

Abbildung 47: Modell der Erd2p-Erkennung durch Adaptoren zur Ubiquitinierung
und Endozytose.

(A) Art-vermittelte Interaktion von Rsp5p mit Erd2p. Die Erkennung von Erd2p
(dargestellt in braun, mit den Transmembranhelices 1, 3, 4, 5, 6 und 7) durch die
Ubiquitin-Ligase Rsp5p erfolgt nicht direkt, sondern unter Vermittlung durch
Adaptoren. Art2p erkennt den phosphorylierten C-Terminus von Erd2p und wird
selbst an einer Ubigitinierung von Rsp5p erkannt. Die Redundanz der Art-Proteine
erlaubt auch die Erkennung von Erd2p durch die Adapter Art8p und Art9p. Rsp5p
katalysiert die Ubiquitinverkniipfung im Bereich des C-terminalen Lysinclusters von
Erd2p.

(B) Erkennung des Rezeptors Erd2p durch Clathrin-Adaptoren. Das am
N-Terminus von Erd2p vorliegende NPF-Motiv wird durch EH-Domanen von Edelp
erkannt. Die UIM-Domanen von Entlp interagieren mit Erd2p an dem ubiquitinierten
C-terminalen Lysincluster des Rezeptors. Der Komplex wird durch die Interaktion der
NPF-Motive von Entlp und den EH-Domanen von Edelp stabilisiert. Die Assoziation
mit der Plasmamembran kann durch die Bindung der ENTH-Domane von Entlp an
Phosphatidylinositolphosphat (PIP,) verstarkt werden. Die Clathrin-Bindedomane des
Adaptors vermittelt die Bindung des Komplexes an das Hillprotein Clathrin.
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Vergleich der K28-Aufnahme mit der Endozytose anderer Toxine

Der Aufnahmemechanismus von K28 Uber Erd2p in sensitiven Hefen weist
trotz einiger Unterschiede starke Ahnlichkeit zur Internalisierung von
bakteriellen und pflanzlichen Toxinen auf. Zahlreiche pathogene Bakterien
setzen Toxine frei, welche in der Lage sind, ihre eigene Aufnahme in eine
Zielzelle zu steuern und im Zytosol an Schliisselkomponenten anzugreifen.
Dieser Mechanismus setzt voraus, dass die Toxine auf einer bestimmten
Ebene die Zellmembran des Wirts (iberwinden. Proteintoxine der A-B-Familie
bestehen aus mindestens einer katalytischen A- und einer Zell-bindenden
B-Untereinheit (Barth et al., 2004). Die Zelloberflaichenrezeptoren der AB-
Toxine gehoren verschiedenen Stoffklassen an und auch der Ablauf der
Endoyztose unterscheidet sich im Detail. Ein Vergleich der A-B-Toxine
beziiglich ihrer Aufnahme-Mechanismen wird in Tabelle 17 gezogen.

Cholera-Toxin (CT) als klassisches Beispiel eines ABs-Toxins bindet (iber seine
B-Untereinheiten an die Zellmembran und wird ber Endosomen und das
Trans-Golgi-Netzwerk retrograd bis hin zum ER retrograd transportiert. Im ER
wird das Toxin von der Proteindisulfidisomerase erkannt und entfaltet.
Wahrend K28 nur einen Teil der ERAD-Maschinerie fur seine Translokation in
das Zytosol nutzt, beruht die Retrotranslokation der CTA-Untereinheit
vollstandig auf dem ERAD-Komplex. Die ADP-Ribosyltransferase-Funktion von
CTA aktiviert im Zytosol ein heterotrimeres G-Protein. In Folge dessen wird die
Adenylatzyklase stimuliert, es kommt zum Anstieg des cAMP-Levels, wodurch
ein massiver Chlorid- und Wasserausstrom initiiert wird (Chinnapen et al.,
2006). Erste Untersuchungen zur Endozytose des Cholera-Toxins (CT)
deuteten auf eine reine Aufnahme Uber Caveolae hin, wo die Ganglioside als
Rezeptoren des Toxins im Uberfluss vorkommen (Montesano et al., 1982;
Parton, 1994). Inzwischen ist bekannt, dass die CT-Aufnahme (iber zwei
weitere Wege erfolgen kann; (iber Clathrin-abhdngige Endozytose und (iber
einen non-Caveolae/non-Clathrin-Mechanismus in tubuldren Strukturen
(Torgersen et al., 2001; Kirkham et al., 2005). Alle drei Wege basieren auf
einem gemeinsamen, Lipid-basierten Sortiermechanismus, der das an

Ganglioside gebundene Toxin in lipid raft-Mikrodomadnen konzentriert
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(Chinnapen et al., 2006). Es wurde beschrieben, dass im trans-Golgi das am
C-Termius der A2-Kette lokalisierte KDEL-Signal durch den KDEL-Rezeptor
erkannt wird und den retrograden Weg des Toxins bis zum ER vermittelt
(Majoul et al., 1996 und 1998). K28- und Cholera-Toxin nutzen demnach beide
den ER-Riickhalterezeptor als Vehikel fur den retrograden Transport innerhalb
der Zielzelle. Neueren Untersuchungen zufolge ist fiir das Cholera-Toxin das
KDEL-Signal jedoch nicht unabdingbar nétig fiir den retrograden Transport,
sondern maximiert lediglich die Transport- und Wirkungseffizienz des Toxins.
CT kann einen direkten Weg vom Trans-Golgi-Netzwerk zum ER nutzen, der
unabhangig von COPI-Vesikeln arbeitet (Chen et al., 2002; Lencer et al., 1995).
Das von enterotoxigenen Escherichia coli-Stammen produzierte ,heat labile
toxin“ (LT) zeigt mehr als 80 %ige Sequenzidentitdt zum Cholera-Toxin und
besitzt ebenfalls ein C-terminales ER-Retentionsmotiv. Im intrazellularen
Transport sowie der Wirkung stimmt LT grofStenteils mit dem Cholera-Toxin
Uiberein, auch wenn die Mechanismen bisher nicht detailliert untersucht sind
(Fan et al., 2004). LT kann in Zellen sowohl die intrinsische als auch die
extrinsische Apoptose auslésen; der durch das Cholera-Toxin ausgeldste
Apoptose-Mechanismus ist bisher noch nicht ndher charakterisiert (Tamayo et
al., 2009; Lin et al., 2010).

Shiga-Toxine (STx) bilden eine Subfamilie der AB-Toxine, die von Shigella
dysenteriae und enterohaemorrhagischen E. coli Stammen produziert werden
(Johannes und Romer, 2010). Sie zeigen den klassischen ABs-Aufbau mit einer
pentameren B-Ringstruktur, welche die Bindung an die Zelloberflache
Ubernimmt. Die nicht-kovalent mit dem B-Ring verbundene A-Untereinheit
besitzt die katalytische Aktivitat und inaktiviert eukaryotische Ribosomen. Als
Rezeptor nutzt STx Glykosphingolipide und ist damit stark abhangig von der
Membranzusammensetzung (Sandvig et al., 2010). Shiga-Toxine konnen
Clathrin-abhangig und Clathrin-unabhangig Uber einen Toxin-induzierten
Rezeptor-Clustering-Mechanismus aufgenommen werden. Der Transport von
Endosomen zum TGN jedoch kann nur mit Clathrin-beschichteten Vesikeln
erfolgen (Walchli et al., 2009; Romer et al., 2007). Nach Durchlaufen des

retrograden Wegs durch den Golgi bis zum ER wird das Toxin teilweise
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entfaltet, die Al-Untereinheit wird durch den Sec61-Komplex ins Zytosol
transloziert. Dort entfaltet sie ihre RNA-N-Glykosidase-Aktivitat, wodurch
dhnlich wie durch Ricin A eine Adenin-Base im a-Sarcin/Ricin-Loop der rRNA
eukaryotischer Ribosomen gespalten wird (Saxena et al.,, 1989). STx zeigt
einen zweiten Wirkungsmechanismus, der Ahnlichkeiten zu dem viral
kodierten Hefetoxin K28 aufweist. Durch STx-Einfluss k&énnen in
eukaryotischen Zellen die Apoptose-induzierenden Caspasen 8 und 3 aktiviert
und der programmierte Zelltod eingeleitet werden (Lee et al., 2008).

Bei Ricin handelt es sich um ein pflanzliches AB-Toxin, das in seinem Aufbau
aus einer A- und einer B-Kette (RTA und RTB) K28 gleicht. RTA (bt seine
Ribosomen-inaktivierende Aktivitdt nach dem gleichen Mechanismus wie das
Shiga-Toxin aus. RTB ist ein Lektin, das an eine Vielzahl an Glykoproteinen und
Glykolipiden der Zelloberflache binden kann (Hartley und Lord, 2004). Die
Aufnahme von Ricin kann sowohl Clathrin-abhangig als auch -unabhangig
erfolgen (van Deurs et al., 1985; Moya et al., 1985). Auch fiir den Weg aus den
Endosomen zum ER existieren mehrere Wege, die von Ricin gleichzeitig
genutzt werden koénnen. Ricin besitzt kein KDEL-Signal, kann aber Uber die
Bindung an Calretikulin Uber einen COPIl-vermittelten Weg Uber Golgi-
Kompartimente zum ER transportiert werden. Dieser Weg scheint jedoch
nicht die einzige Route zum retrograden Transport dieses Pflanzentoxins zu
sein (Spooner et al., 2006). Die Dislokation der Ricin-A-Kette erfolgt nach dem
klassischen ERAD-L-Weg (Li et al., 2010). Im Zytosol angelangt, inaktiviert RTA
spezifisch die eukaryotischen Ribosomen (Endo et al., 1978).

Das Pseudomonas Exotoxin A (PEx) beeintrachtigt ebenfalls die
Proteinsynthese und I6st gleichzeitig die Caspase-vermittelte Apoptose aus
(Hafkemeyer et al., 1999). Die B-Untereinheit des Dimers bindet dhnlich wie
K28 nicht an Glykolipide sondern an ein Zelloberflichenprotein. Als
Rezeptoren werden der a2-Makroglobulin-Rezeptor und die beiden
Rezeptoren LRP 1 und LRP 1B (,low-density lipoprotein receptor-related
protein“) benutzt. Die Endozytose erfolgt Clathrin-abhdngig oder in einem
Lipid-abhdngigen Prozess. Im retrograden Transport ist eine weitere Parallele

zwischen K28 und PEx erkennbar. Das KDEL-ahnliche Signalmotiv REDLK am
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C-Terminus von PEx vermittelt den retrograden Transport bis zum ER (Jackson
et al, 1999). Daneben scheint ein weiterer, direkter Weg von friihen
Endosomen zum ER zu existieren, der Glber DRM-Strukturen erfolgt (Smith et
al., 2006). Nach der ER-Zytosol-Dislokation entfaltet die katalytische
Untereinheit des Pseudomonas Exotoxins ihre Wirkung durch die ADP-
Ribosylierung des Elongationsfaktors 2 (Deng und Barbieri, 2008).

Den gleichen Wirkmechanismus zeigt das Diphterie-Toxin (DT), welches von
Corynebacterium diphtheriae produziert wird. DT durchbricht jedoch bereits
auf endosomaler Ebene die Membran. Im sauren pH-Bereich der Endosomen
kommt es zur Konformationsanderung, wodurch die B-Untereinheit in die
Membran eingelagert wird und einen Translokationskanal formt. Die teilweise
entfaltete A-Untereinheit wird ins Zytosol entlassen (Lord et al., 1999). DT
gehort wie K28 und PEx zu den AB-Toxin-Dimeren, die einen Proteinrezeptor
zur Aufnahme in die Zelle nutzen. Der DT-Rezeptor ist das Vorlauferprotein
des humanen Wachstumsfaktorrezeptors HB-EGF (,heparinbinding EGF-like
growth factor”). Fiir den Endozytoseprozess wurde ein Clathrin-abhangiger
Mechanismus vorgeschlagen (Naglich et al., 1992; Morris et al., 1985).

Das Pertussis-Toxin (PT) zeigt wie das Cholera-Toxin, Shiga-Toxine und das von
E. coli produzierte ,heat Ilabile toxin“ LT einen Aufbau aus fiunf
B-Untereinheiten, welche die Bindung zu N-glykosylierten Membranproteinen
vermitteln und einer A-Untereinheit mit ADP-Ribosylierungsaktivitat (Witvliet
et al., 1989; Stein et al., 1994a und 1994b). PT gehort somit der Klasse von
Toxinen an, welche durch Modifikation von G-Proteinen
Signaltransduktionsereignisse  beeintrdchtigen. Die = B-Untereinheiten
erkennen Sialoglykoproteine auf der Zelloberflache. Pertussis-Toxin wird wie
K28 lber Clathrin-beschichtete Vesikel aufgenommen und retrograd zum ER
transportiert, wo die katalytische S1-Untereinheit ins Zytosol entlassen wird.
Der Mechanismus ist im Einzelnen noch unklar, ein KDEL-Signal ist jedoch
nicht beteiligt (Kligler et al., 2007; Plaut und Carbonetti, 2008).

Das von Clostridium tetani synthetisierte Neurotoxin (TeNT) und die von
C. botulinum, butyricum und barati produzierten Botulinum-Toxine (BoNTs)

werden aus Vorlaufer-Proteinen durch bakterielle oder Wirts-Proteasen zu
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Heterodimeren aus einer leichten (LC) und einer schweren Kette (HC)
prozessiert. Die LC-Untereinheit stellt die toxische Komponente dar, welche
als Protease spezifisch ihr Zielprotein an der zytosolischen Seite der
Plasmamembran spaltet. Die resultierende Inhibierung der Neurotransmitter-
Freisetzung in den synaptischen Spalt setzt die Regulation der Motoneuronen
auler Kraft (Binz und Rummel, 2009). Die Bindung der HC-Untereinheit ist die
Voraussetzung fiir die Toxizitat der LC-Untereinheit. Die schwere Kette beider
Toxine gewahrleistet den Transport des Toxins Uiber die Plasmamembran bis
zum Wirkort, dem Zytoplasma. HC selbst besteht aus einer groftenteils
a-helikalen  Untereinheit am N-Terminus und einem C-terminalen
Sequenzbereich. Fiir die ,belt“-Region des N-Terminus wurde eine Chaperon-
Funktion vorgeschlagen, welche die Entfaltung, den Transit und die erneute
Faltung von LC erleichtert. Sowohl bei NeNT als auch bei BoNT ist der
C-Terminus der HC-Untereinheit flr die Bindung an die Zelloberflache und die
Internalisierung des Toxins verantwortlich (Brunger et al., 2007; Lalli et al.,
1999). Als Rezeptoren fiur TeNT sind inzwischen die Polysialo-Ganglioside
GT1b, GD1b und GQ1b bekannt. BoNT bindet tGiberwiegend an GT1b und GD1a
(Angstrom et al., 1994; Yowler und Schengrund, 2004).

Im Unterschied zu Cholera-Toxin erfolgt die Interaktion mit der
Zellboberflache bei BoNT nicht einzig mit Gangliosiden, sondern folgt dem
dual-Rezeptor-Konzept  durch die zusatzliche Bindung an die
Membranproteine Synaptotagmin |, Il und SV2 (Dong et al., 2003 und 2006).
Nach dem aktuellen Modell fihrt die Bindung von BoNT an den zahlreich
vorkommenden Gangliosid-Rezeptoren zu einer Konzentration des Toxins an
der Plasmamembran. Die Endozytose von BoNT vollzieht sich Uber den
Recycling-Mechanismus synaptischer Vesikel, der hauptsachlich auf Clathrin-
Beschichtung beruht (Maycox et al., 1992). Nach Verschmelzung eines
sekretorischen Vesikels gelangen die Protein-Rezeptoren an die Oberflache
und erlauben die Bindung des Toxins mit gesteigerter Affinitdt. Die
Rickfuhrung des synaptischen Vesikels flihrt zur Endozytose des
Rezeptor/Toxin-Komplexes in Recycling-Endosomen. Deren Ansduerung

bewirkt eine Konformationsanderung des Toxins, welches einen Kanal durch

194



Diskussion

die Membran bildet und seine eigene Translokation initiiert. Fiir TeNT ist noch
kein Protein-Rezeptor identifiziert, so dass der weitere Transportweg in das
Zellinnere weniger gut untersucht ist (Binz und Rummel, 2009). Eine
Beteiligung von Clathrin, Dynamin und dem Adapter-Komplex AP-2 wurde fir
TeNT jedoch bereits vorgeschlagen (Deinhardt et al., 2006). Im Zyotsol
angelangt, werden die L-Untereinheiten beider Toxine als Zink-abhangige
Endopeptidasen durch die Spaltung von Synaptobrevin-2, SNAP-25
(,synaptosome associated protein of 25 kDa“) bzw. Synaptobrevin-1 aktiv. Die
neuroparalytische Wirkung zeigt sich im Fall von TeNT in Form von
Muskelspasmen durch den Mangel an inhibitorischen Neurotransmittern,
wahrend BoNT die Ausschiittung aktivierender Transmitter verhindert und so
die Muskelkontraktion ausbleibt (Schiavo et al., 1992).

Die Aufnahme von Anthrax-Toxin folgt ebenfalls einem koordinierten Ablauf
von Membranbindung, Phosphorylierungs- und Ubiquitinierungsereignissen,
bevor die Clathrin-abhangige Endozytose initiiert wird (Abrami et al., 2010a).
Das Toxin besteht aus drei Untereinheiten, dem Edema-Faktor (EF), einer
Calmodulin-abhangigen Adenylatzytklase; dem Lethal-Faktor (LF), einer Zink-
abhangigen Metalloprotease und einer dritten Untereinheit, dem Protektiven
Antigen (PA). LF spaltet MAP-Kinase-Kinasen und unterbindet damit die MAP-
Kinase-Signal-Transduktion. PA vermittelt die Bindung des Toxins an die
Zelloberflache und den Durchtritt von EF und LF ins Zytoplasma (Scobie und
Young, 2005). Der hetero-oligomere Komplex PA’™-EF/LF bindet uber einen
PA-heptameren Ring an die Oberflache, wird internalisiert und zu Endosomen
transportiert. Dort unterlauft der PA-Ringkomplex eine
Konformationsanderung, welche zu seiner Membraninsertion und der Bildung
einer Pore fihrt, durch die EF und LF ins Zytoplasma gelangen. Fir das
Anthrax-Toxin wurden bisher zwei Oberflaichenrezeptoren identifiziert. Es
handelt sich um ATR/TEMS8 (,tumor epithelial marker 8“) und CMG2
(,capillary morphogenesis gene 2“). Diese beiden Transmembranproteine,
zeichnen sich durch eine hohe Sequenzibereinstimmung in den
extrazelluldren und zytoplasmatischen Domanen aus (Bradley et al., 2001;

Scobie et al., 2003). Die Parallele in der Aufnahme von Anthrax- und K28-Toxin
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beschrankt sich nicht nur auf die Nutzung eines Protein-Rezeptors, sondern
zeigt auch Ubereinstimmungen im Ablauf der Internalisierung. Auch Antrax-
Toxin wird in einem Clathrin-abhdngigen Mechanismus unter Aktin-
Beteiligung endozytiert. Die fir K28 postulierte Rezeptor-Phosphorylierung
und -Ubiquitinierung wurde fiir die Anthrax-Toxin-Aufnahme bereits bestatigt
und auch eine Beteiligung von Arrestinen konnte gezeigt werden. Somit zeigt
das aktuelle Modell der K28-Aufnahme bemerkenswerte Ahnlichkeit zur
Endozytose des trimeren Anthrax-Toxin-Komplexes (Abrami et al., 2010 a
und b).

Am Beispiel von Pet, dem ,plasmid encoded toxin“ enteroaggregativer E. coli
Stamme, wurde erstmalig ein nicht-AB-Toxin beschrieben, das von der
Zelloberflache zum ER transportiert und vom ER ins Zytosol retrotransloziert
wird. Die durch Pet verursachte Schadigung der intestinalen Mucosa setzt
nicht nur die Serin-Protease-Funktion des Toxins, sondern auch seine
Endozytose voraus, um sein intrazelluldres Ziel, das Aktin-Zytoskelett zu
erreichen. Der Aufnahme-Prozess wird durch die Bindung an die
Zelloberflache initiiert, die Internalisierung erfolgt Clathrin-vermittelt und
unabhangig von lipid rafts (Navarro-Garcia et al., 2007a). Das Toxin wird
innerhalb kurzer Zeit aufgenommen und verhalt sich damit analog zu den
AB-Toxinen CT, Shiga, Ricin und K28, welche ebenfalls liber einen schnellen,
Rezeptor-vermittelten Prozess aufgenommen werden. Nur ein geringer Teil
des Toxins gelangt in Lysosomen. Pet fehlt ein C-terminales KDEL-Motiv. Der
Rickfuhrungsmechanismus verlauft vermutlich dhnlich wie bei Shiga-Toxin
oder Ricin Uiber einen COPl-unabhangigen Weg (Navarro-Garcia et al., 2007b;
Chen et al., 2003; Girod et al., 1999). Auch fir Pet wurde eine ERAD-
abhangige ER-Zytosol-Dislokation durch Sec61 vorgeschlagen. Im Unterschied
zu den AB-Toxinen CT, Ricin und den Shiga-Toxinen wird jedoch das
vollstandige Pet-Protein transloziert. Hier unterscheidet sich Pet also von der
Translokation von K28, welches kurz nach seinem Zytosol-Eintritt dissoziiert.
Pet entfaltet seine toxische Wirkung im Zytosol seiner Zielzelle, indem es

durch Spaltung von Fodrin, einem Aktin-bindenden Protein, die Zytoskelett-
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Organisation zerstort, was zur Auflosung von Zellverbdanden fihrt (Navarro-
Garcia et al., 2007b).

Das viral kodierte Proteintoxin K28 stimmt in der Erkennung seines
Membranrezeptors, der Aufnahme Uber beschichtete Vesikel und dem
retrograden Transport bis hin zur ER-Zytosol-Dislokation mit dem Zelleintritt
und intrazellularen Weg zahlreicher AB-Toxine (iberein. Gleichzeitig lassen
sich anhand der in dieser Arbeit identifizierten Endozytosemotive des K28-
Rezeptors Erd2p Parallelen zur Internalisierung von Rezeptoren und
Transportern in S. cerevisiage sowie in Sdugerzellen aufzeigen. Diese
Charakteristika machen den Rezeptor/Toxin-Komplex zu einem idealen
Modellsystem zur Untersuchung der von Hefe zu Saugerzellen konservierten

Transportprozesse.
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Tabelle 17: Vergleich der K28-Endozytose mit der Aufnahme anderer AB-Toxine.

Die Tabelle fiihrt den Aufbau, das Angriffsziel, den Zelloberflachenrezeptor und
die Clathrin- bzw. KDEL-vermittelten Transportwege innerhalb der Zielzelle fiir K28
und andere bakterielle sowie pflanzliche AB-Toxine auf.

Toxin Aufbau || Ziel Rezeptor Endozytose || KDEL-
Organismus Signal
K28 AB Zellzyklus Erd2p Clathrin HDEL
Saccharomyces Apoptose Ubiquitin
cerevisiae Art-Adapter
Cholera-Toxin (CT) f ABs Signaltrans- || Ganglioside Clathrin, KDEL
Vibrio cholerae duktion, Caveolae,
Apoptose rafts,

tubulare

Strukturen
,heat labile toxin“ || ABs Signaltrans- || Ganglioside noch RDEL
(LT) duktion, unbekannt
Eschericha coli Apoptose
Shiga-Toxine (STx, f ABs Translation [ Glyko- Clathrin oder || -
SLTx) Apoptose sphingo- DRMs
Shigella lipide
dysenteriae;
Escherichia coli
Ricin AB Translation || galaktosyl. Clathrin oder ||| -
Ricinus communis Glykolipide, - || Clathrin-

proteine unabh.

Pseudomonas AB Translation, ||| Protein- Clathin- oder [ REDL
Exotoxin A Apoptose rezeptoren DRMs
(PEx)
Pseudomonas
aeruginosa
Diphtherie-Toxin AB Translation [| Protein- Clathrin -
(DT) rezeptor
Coryne-bacterium
diphtheriae
Pertussis-Toxin ABg Signaltrans- || Glykoprotein || Clathrin -
(PT) duktion
Bordetella pertussis
Tetanus- AB Signaltrans- || Ganglioside Clathrin, AP2 || -
Neurotoxin (TeNT) duktion
Clostridium tetani
Botulinum- AB Signaltrans- || Ganglioside Recycling -
Neurotoxin (BoNT) duktion SNAREs synapt.
Clostridium Vesikel,
botulinum Clathrin
Anthrax-Toxin AB Signaltrans- || Protein- Clathrin -
Bacillus anthracis duktion rezeptoren Ubiquitin

Arrestine
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Ausblick

Die Mdoglichkeit, Toxine spezifisch in bestimmten Organellen Uber
Fluoreszenzmikroskopie nachzuweisen, ist in Hefe aufgrund der geringen
ZellgroBe nur sehr eingeschrankt gegeben. Ein weiterer limitierender Faktor
ist die vermutlich geringe intrazellulare Konzentration (Sandvig und van Deurs,
2002). So ist es bisher zwar gelungen, fluoreszenzmarkierte, aktive K28-Toxin-
Varianten und Toxin-Untereinheiten an der Zelloberflaiche von Hefezellen
mikroskopisch nachzuweisen, die Endozytose und der retrograde Transport
konnte bislang jedoch noch nicht nachvollzogen werden (GieBelmann,
personliche Mitteilung). Durch Mikroinjektion konnte die Toxizitat von K28
auch in Saugerzellen gezeigt werden (Kelkel, 2009). Die Inkubation von K28-
Varianten mit KDEL- oder HDEL-Signalen in verschiedenen immortalisierten
Zelllinien weist auf eine selektive Aufnahme des HDEL-markierten Toxins
durch den humanen ERD23-Rezeptor hin (Klein, 2009). Dieser Rezeptor zeigt
im Gegensatz zu den beiden humanen Rezeptoren - dem KDEL-Rezeptor
ERD21 und HVEL-Rezeptor ERD22 — eine Praferenz fiir das HDEL-Motiv
(Raykhel et al., 2007). Die apoptotische Wirkung der K28-Variante mit HDEL-
Signal konnte in immortalisierten Zelllinien jedoch nicht eindeutig
nachgewiesen werden. Der Versuch, Aufnahme und Wirkung
fluoreszenzmarkierter K28-Varianten in Sdugerzellen zu beobachten,
scheiterte an den pH-Bedingungen. Das pH-Optimum fir die Toxin-Bindung
liegt im sauren Bereich, was sich nicht mit den Kultivierungsbedingungen fir
Saugerzellen vereinbaren ldsst. Mit steigendem pH sinkt die Aktivitat von K28,
zudem werden fluoreszenzmarkierte Toxinvarianten instabil und bilden
unlosliche Aggregate (Spindler, 2004; GieRRelmann, personliche Mitteilung).
Weitere Untersuchungen zur Endozytose von K28 bleiben somit auf
Hefezellen beschrankt. Kirzliche Studien durch TIRF-Mikroskopie deuten
darauf hin, dass fluoreszenzmarkiertes Erd2p in Endozytose-defizienten end3-
Deletionsstammen signifikant kiirzere Wege zuriicklegt als in wildtypischen
Hefen. Die Blockade der Endozytose wirkt sich einzig auf das
Bewegungsverhalten von Plasmamembranproteinen aus. Die verringerte

Erd2p-Vesikel-Mobilitdt im Zellgrenzbereich von Aend3-Mutanten bestatigt
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somit die Lokalisation des Rezeptors in der Plasmamembran und dessen
regulare Aufnahme ins Zellinnere in endozytotisch aktiven Hefestammen
(GieRelmann, personliche Mitteilung). Kinftige Untersuchungen bei der
Entschliisselung des Clathrin-abhangigen Endozytosewegs sehen sich vor
allem mit der Redundanz zahlreicher Komponenten konfrontiert. Wie auch bei
den anderen AB-Toxinen CT, Ricin oder STx kdnnten alternative Routen und
Adaptoren ineinandergreifen. Die Beteiligung des AP-2-Komplexes, fiir den
weder das NPF-Motiv noch die Ubiquitin-Markierung von Erd2p die
Erkennung ermoglichen, wirft die Frage nach dem Interaktionsmotiv innerhalb
der Erd2p-Sequenz auf. Dem klassischen Tyrosin-basierenden Signal der Form
YXXO® konnte keine Funktion zugewiesen werden. Es muss demnach ein bisher
fur S. cerevisiae noch nicht beschriebener Mechanismus existieren, der die
Erd2p-vermittelte K28-Endozytose mit dem AP-2-Komplex verbindet (Caroll et
al., 2009). Die Beantwortung der Frage, ob die Lipid-Zusammensetzung der
von Erd2p besetzten Plasmamembran-Subdoméanen eine Rolle fiir die
Endozytose spielt, stellt eine experimentelle Herausforderung dar. Die
Signalwirkung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (Pl4sP) fur die Entlp-
vermittelte Endozytose kdnnte auch bei der K28-Internalisierung eine Rolle
spielen. Mss4p besitzt eine Phosphatidylinositol-4-phosphat-5-kinase-
Aktivitat, welche von Hefe zu Mensch konserviert ist. Das Enzym setzt PI4P zu
PlysP (PIP;) um und seine Lokalisation an der Plasmamembran ist essentiell
fur die Aktin-Organisation (Homma et al., 1998). Als essentielles Gen kann
sein Einfluss auf die K28-Aufnahme jedoch nicht in dem bisher angewandten
genetischen Screening-System untersucht werden.

Abgesehen von den Details zur Internalisierung des Rezeptor/Toxin-
Komplexes ist auch noch nicht vollstandig geklart, auf welche Weise der
Komplex dem Abbau in der Vakuole entgeht. Der intrazelluldire Weg muss
analog zu anderen AB-Toxinen von endosomalen Kompartimenten zum Golgi-
Apparat flihren, ohne der klassischen Route internalisierter Rezeptoren und
Transporter zum lysosomal/vakuolaren Abbau zu folgen. Erste Hinweise
lieferte Heiligenstein mit der Bestadtigung der K28-Hypersensitivitat von

Deletionsmutanten mit vakuoldaren Defekten. Bei gestortem Transport von
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Hydrolasen zur Vakuole sowie einem Eingriff in die pH-Stabilisierung der
Vakuole erreicht eine groRere Anzahl an Rezeptor/Toxin-Komplexen den Golgi
(Heiligenstein, 2008). Mit welcher Effizienz der Toxin-gebundene Rezeptor in
wildtypischen Zellen den retrograden Weg zum Golgi statt zur Vakuole folgt,
ist noch unklar. Dass eine Verhinderung des Abbaus der toxischen K28-a-
Untereinheit nach ER/Zytosol-Dislokation dhnlich wie bei Shiga-Toxinen und
Ricin auf einen geringen Lysin-Gehalt zurlickzufiihren ist, kann bisher nur
vermutet werden (Johannes und Rémer, 2010; Deeks et al., 2002).

Die Funktion der Kolokalisation des HDEL-Rezeptors an der Plasmamembran,
die von dem viral kodierten Killertoxin K28 parasitiert wird, ist der
Ansatzpunkt weiterer Betrachtungen. Obschon die essentielle Bedeutung im
Golgi-ER-Transport zur Retention ER-residenter Proteine bekannt ist, muss der
Rezeptor-Fraktion an der Zelloberfliche der Hefe eine weitere Bedeutung
zukommen. Kinftige Studien werden zeigen, ob sich das Retentionssystem in
S. cerevisiae auf sezernierte Proteine im periplasmatischen Raum ausdehnt
oder ein davon mechanistisch verschiedener Prozess die Existenz des HDEL-

Rezeptors an der Plasmamembran erfordert.
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Vv Zusammenfassung

K28, ein viral kodiertes A/B-Toxin von Killerstammen der Hefe Saccharomyces
cerevisige totet sensitive Zielzellen durch Inhibierung der DNA-Synthese,
Arretierung des Zellzyklus und Induktion der Apoptose. Die Aufnahme erfolgt
in einem zweistufigen, rezeptorvermittelten Prozess liber die Zellwand und
die Plasmamembran. Das Toxin durchldauft den Sekretionsweg retrograd und
wird Heterodimer in das Zytosol disloziert. Die a-Untereinheit entfaltet im
Nukleus ihre Toxizitdat, wahrend die p-Untereinheit ubiquitiniert und
proteasomal abgebaut wird. Die Schliisselrolle im retrograden Transport von
K28 nimmt der HDEL-Rezeptor Erd2p ein. Friihere Experimente deuteten auf
eine Funktion von Erd2p als Sekundarrezeptor des Toxins auf Ebene der
Plasmamembran hin.

In der vorliegenden Arbeit wurde der HDEL-Rezeptor der Hefe S. cerevisiae
auf seine zelluldre Lokalisation, Struktur und Funktion untersucht, um den

Mechanismus der Erd2p-vermittelten Endozytose von K28 aufzuklaren.

Die Lokalisation von Erd2p wurde mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-
Fluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Als zweites Nachweissystem wurde ein
nach dem ,RAS recruitment“-System modifizierter, wachstumsbasierter
Plasmamembran-Lokalisationsreporter zur Anwendung gebracht.
Zusammenfassend bestéatigen die Ergebnisse eine Kolokalisation von Erd2p in

ER- und Golgi-Kompartimenten sowie in der Plasmamembran.

Zur Topologie-Analyse von Erd2p wurde eine in silico Vorhersage mit drei in
vivo Topologie-Reportern kombiniert. Die Fusionsproteine aus verkiirzten
Erd2p-Varianten mit dem C-terminalen Wachstumsreporter RAS fir die
zytosolische Orientierung, mit dem Glykosylierungsreporter SUC2AVS5 fir die
luminale Orientierung und mit dem wechselseitigen, redoxsensitiven Reporter
ro2GFP bestatigten eine N;, - Cj,-Topologie von Erd2p mit sechs

Transmembranhelices.
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Uber Mutagenese wurden Erd2p-Rezeptor-Varianten ohne potentielle
Endozytosemotive hergestellt. Diese Varianten waren in der Lage, den Verlust
der chromosomalen ERDZ2-Kopie funktionell zu komplementieren. Die
Deletion des N-terminalen NPF-Signals in Erd2p flihrte zu einem
Sensitivitatsverlust gegen K28 und weist auf eine untergeordnete Funktion in

der Endozytose der Erd2p/K28-Komplexe hin.

Aus dem Ersetzen aller vier Lysinreste innerhalb des zytosolischen
C-terminalen Lysin-Clusters geht ein funktioneller Erd2p-Rezeptor hervor, der
jedoch nicht mehr in der Lage ist, eine endozytotische K28-Aufnahme zu
vermitteln. Im Zusammenhang mit der Bestatigung der Erd2p/Rsp5p-
Interaktion in der BiFC-Analyse belegen diese Ergebnisse die Notwendigkeit

einer signalgebenden Ubiquitinierung von Erd2p fir die Endozytose von K28.

Art-Proteine konnen die Aufgabe von Adaptern zwischen der Ubiquitin-Ligase
Rsp5p und ihren Substraten an der Plasmamembran Ubernehmen. Die
verminderte Sensitivitdt von Aart2, Aart8 und Aart9-Mutanten gegen K28
liefert einen Hinweis, dass die Interaktion von Erd2p und Rsp5p Uber die

redundanten Art-Proteine vermittelt wird.
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Vv Summary

K28, a viral A/B toxin produced by killer strains of the yeast Saccharomyces
cerevisiae, kills sensitive yeast cells by inhibition of DNA-synthesis, cell cycle
arrest and induction of apoptosis. Cell entry is performed by a two-step
receptor-mediated process across the cell wall and the plasma membrane.
After retrograde transport through the secretory pathway the toxin dislocates
into the cytosol. The a subunit enters the nucleus and displays its toxicity
whereas the B subunit is ubiquitinated and proteasomaly degraded. The key
component for the retrograde transport of K28 is the HDEL receptor Erd2p.
Previous experiments indicated a function for Erd2p as secondary receptor of
the toxin at the level of the plasma membrane.

In this study the S. cerevisiae HDEL receptor Erd2p was analyzed in terms of
cellular localization, structure and function in order to elucidate the

mechanism of the Erd2p conducted endocytic uptake of K28.

The localization of Erd2p was analyzed in vivo by means of confocal laser
scanning fluorescence microscopy. As a second detection system, a growth
based plasma membrane localization reporter modified from the RAS
recruitment system was applied. Together the results confirmed a
colocalization of Erd2p in ER and Golgi compartments as well as in the plasma

membrane.

The topogical analysis of Erd2p combined in silico prediction and three in vivo
topology reporters. Fusion proteins of truncated Erd2p variants with the
C-terminal growth reporter RAS for cytosolic orientation, the glycosylation
reporter SUC2AVS5 for luminal orientation and the ambilateral redoxsensitive
reporter ro2GFP verified an Ni, - Ci, topology of Erd2p with six

transmembrane helices.
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Mutational analysis of Erd2p resulted in several receptor variants avoid of
potential endocytotic motifs but still capable to complement an otherwise
lethal loss of the chromosomal ERD2 copy. Deletion of the N-terminal NPF
signal in Erd2p resulted in a significant decrease in K28 sensitivity indicating a

subsidiary function in the endocytosis of Erd2p/K28 complexes.

Substitution of all four lysine residues within the cytosolic C-terminal lysine
cluster of Erd2p resulted in a functional ER retention receptor yet unable to
conduct the endocytosis of K28. Taken together with the confirmation of the
Erd2p/Rsp5p interaction via BiFC, those results demonstrate the necessity of a

ubiquitinylation process for the Erd2p mediated endocytosis of K28.

Art proteins can carry out the task of adaptors between the ubiquitin ligase
Rsp5p and its substrates at the plasma membrane. Due to the fact that
deletion mutants for ART2, ART8 or ART9 turned out to be less sensitive to
K28, the interaction of the endocytic toxin receptor Erd2p and Rsp5p is likely

to be mediated by redundant Art proteins.
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