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1.5.2.1 Affinitätschromatographie . . . . . . . . . . . . . 19
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1

1 Einleitung

1.1 Die Hefe Saccharomyces cerevisiae als eukaryontischer

Modellorganismus

Die Bier- und Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae ist als Vertreter der Asco-

myceten (Schlauchpilze) der bekannteste und am besten untersuchte einzellige

Eukaryont. Sie besitzt alle wesentlichen Organellen höherer eukaryontischer Sy-

steme, ist jedoch einfacher, schneller und kostengünstiger als diese zu untersuchen.

Ihre durch Membranen abgegrenzten Kompartimente erfordern gleichfalls effizi-

ente und kontrollierte Transport-, Sortierungs- und Regulationsmechanismen, die

erstaunlich homolog zu denen in komplexen, mehrzelligen Organismen sind. So

existieren in menschlichen Zellen hochkonservierte Gene (z.B. die RAS -Gene),

die in der Lage sind Mutationen im Genom niederer Eukaryonten zu komplemen-

tieren. Ein Beispiel eines homologen Prozesses ist die Fusion sekretorischer Vesikel

mit der Plasmamembran in Hefe mit der Fusion synaptischer Vesikel mit der Plas-

mamembran in Nervenzellen von Säugern (Ferro-Novick and Jahn [1994], Bennett

and Scheller [1993]).

Die Hefe besitzt einen haplo-diplobiontischen Entwicklungszyklus, wobei sich so-

wohl die haploide Spore als auch die diploide Zygote durch Knospung (Mito-

se) vermehren kann. Durch die Verschmelzung zweier Sporen mit unterschiedli-

chem Geschlecht (Matingtype a und α) ensteht eine diploide Zygote, welche unter

nährstoffreichen Bedingungen in diesem Zustand verbleibt und sich ebenfalls nur

durch Mitose vermehrt. Unter Streßbedingungen (z. B. Stickstoffmangel und Feh-

len einer fermentierbaren Kohlenstoffquelle) bildet die Hefe durch Meiose vier

Sporen, die im Ascus von einer Hülle umgeben sind. Die Gene der ursprünglich

diploiden Zellen werden nach der Mendelschen Regeln voneinander unabhängig

2:2 verteilt (Herskowitz [1988]). Diese Fähigkeit der Hefe, kombiniert mit der Te-

tradenanalyse, ermöglicht es sogar die Vererbung von rezessiven Mutationen zu

untersuchen. Für die Zellteilung benötigt sie weniger als zwei Stunden und ist

somit für die schnelle Anzucht geeignet. Ihr Genom mit ca. 1,4·107 Basenpaaren

und 6 000 Genen ist auf 16 Chromosomen verteilt, vollständig sequenziert (Gof-

feau et al. [1996], Hieter [1996]) und in Datenbanken zugänglich. Es ist mehr als

200 mal kleiner als das Genom eines Säugers (Stryer [1994]) und nur ca. viermal

größer als das Genom von E. coli und kann so in einer genomischen Bibliothek

von einigen tausend Plasmiden oder Phagen untergebracht werden. Das humane

Genom besteht zum Vergleich aus ca. 3,5·109 Basenpaaren und müßte in einer

ungefähr eine Million Klone umfassenden genomischen Bibliothek untergebracht
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werden. Dieser Unterschied beruht auf der geringeren genetischen Komplexität

und der hohen Dichte an genetischer Information im Hefegenom, da nur wenige

Gene Introns (nichtkodierende DNA) aufweisen. Diese Unterschiede im Aufbau

des Genoms sowie der unterschiedliche Rekombinationsapparat ermöglichen die

gezielte Einführung von Mutationen (gene targeting und gene knockout), da eine

homologe Rekombination sehr viel wahrscheinlicher ist (Orr-Weaver et al. [1981]).

Zudem sind zahlreiche genetische Marker und Plasmide verfügbar, die Vorraus-

setzung für genetische Manipulation sind (Ausubel et al. [1997], Guthrie and Fink

[1991], Sambrook et al. [1989]). Außerdem ist in Säugerzellen eine korrekte Re-

gulation modifizierter Gene nicht gewährleistet, da das Wildtypgen im Genom

erhalten bleibt.

1.2 Transportprozesse in Saccharomyces cerevisiae

1.2.1 Protein-Sortierung

Die Komplexität der eukaryontischen Zelle erfordert eine subzelluläre Komparti-

mentierung, damit kontrollierte Stofftransporte und spezifische Reaktionen statt-

finden können. Zur Aufrechterhaltung der Kompartimentierung sind verschiede-

ne Transportmechanismen notwendig, um Proteine an ihren Bestimmungsort zu

bringen. Nach der Biosynthese der meisten Proteine (Ausnahmen sind die von

Mitochondrien- und Chloroplasten-DNA kodierende Proteine) an den freinen Ri-

bosomen werden sie zunächst in zwei Gruppen eingeteilt. Proteine mit einem

Signalpeptid für das endoplasmatische Retikulum (ER) werden über den sekreto-

rischen Weg transportiert; Proteine ohne diese Signalsequenz über den cytoplas-

matischen Weg.

Sekretorischer Weg : Die Proteine werden noch während der Synthese durch

die Membran in das ER transferiert. Dort werden sie aufgrund weiterer Signalpep-

tide auf verschieden Wegen weitertransportiert. Proteine mit einer Stop-Transfer-

Signalsequenz verbleiben in der Membran des rauhen ER als integrale Membran-

proteine und können über Vesikeltransport zu anderen Membranen gelangen. Alle

anderen Proteine werden zunächst mittels Vesikel zum Golgi-Apparat transpor-

tiert und dort weiter sortiert. Proteine mit einem Retentionssignal wandern in

Vesikel verpackt wieder ins ER zurück, die restlichen Proteine werden zu den

Lysosomen, zur Zellmembran (lösliche Proteine ohne Signal) oder in den extra-

zellulären Raum transportiert.

Cytoplasmatischer Weg : Proteine, die an freien Ribosomen im Cytoplasma

synthetisiert werden, werden aufgrund verschiedener Signale in die Mitochondri-
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en, den Zellkern oder in die Peroxisomen transportiert. Die restlichen Proteine

verbleiben im Cytoplasma.

1.2.2 Vesikeltransportprozesse in Saccharomyces cerevisiae

Viele Proteine werden auf ihrem Weg zum Bestimmungsort in Vesikel verpackt

transportiert. Die wichtigsten Vesikeltransportprozesse in Hefe sind die Sekretion

(SEC Gene, Schekman [1992], Schekman and Orci [1996]), die Endocytose (END

Gene, Riezman [1993], Munn and Riezman [1994]), die vakuoläre Biogenese (VPS

Gene, Stack et al. [1995a], Conibear and Stevens [1995]), der Aminopeptidase I

Transport (CVT Gene) und die Autophagocytose (AUT, APG und CVT -Gene,

Harding et al. [1995], Thumm et al. [1994], Tsukada and Ohsumi [1993]).

Die Entdeckung dieser Gene erfolgte aufgrund der Isolierung von Hefemutanten

(sec-, end -, vps-, cvt-, aut-, und apg-Mutanten), die einen Defekt in dem jewei-

ligen Transportprozeß aufweisen. Einige der isolierten Gene werden für mehrere

Transportsysteme benötigt.

1.2.2.1 Sekretion Sekretionsproteine werden aufgrund ihrer Signalsequenz in

der Regel cotranslational ins ER aufgenommen. Dort wird die Signalsequenz durch

eine Signalpeptidase an einer spezifischen Sequenz am N-Terminus gespalten. In-

nerhalb des endoplasmatischen Reticulums werden Cysteinseitenketten zu Disul-

fidbrücken oxidiert und mit Hilfe einer Protein-Disulfid-Isomerase in die richtige

Konformation gebracht. Desweiteren werden die Proteine durch Peptidyl-Prolyl-

Isomerasen, Transglycosidasen (N-Glykosylierung) und Glycosidasen modifiziert.

Chaperone unterstützen den Faltungsprozeß der Proteine und verhindern gleich-

zeitig unerwünschte Interaktionen mit anderen Proteinen. Anschließend werden

die Proteine in Vesikel verpackt zum Golgi-Apparat transportiert, wo sie wei-

ter enzymatisch modifiziert werden. Sie werden dort phosphoryliert, glykosyliert

und für den weiteren Transport sortiert. Ohne weitere Signalsequenzen werden

die löslichen Proteine in sekrektorischen Vesikeln zur Plasmamembran gebracht,

wo sie nach Verschmelzung der Vesikelmembran mit der Plasmamembran in den

extrazellulären Raum ausgeschüttet werden (Exocytose). Als Markerprotein für

diesen Prozeß wird die Invertase eingesetzt (Schekman [1992], Schekman and Orci

[1996]).

1.2.2.2 Endocytose Extrazelluläres Material und Plasmamembranproteine

werden mittels Endocytose (adsorptive, rezeptorvermittelte Endocytose oder Pi-

nocytose) von der Zelle aufgenommen. Bei der adsorptiven Endocytose (regulierte
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ligandabhängige Endocytose) findet eine Interaktion zwischen dem Liganden, der

internalisiert werden soll, und einem Zelloberflächenrezeptor statt. Diese rezep-

torabhängige Endocytose kann durch Messung der Aufnahme und des Abbaus

von radioaktiv markiertem α-Faktor verfolgt werden (Chvatko et al. [1986], Davis

et al. [1993], Schandel and Jenness [1994], Singer and Riezman [1990]). Bei der

Pinocytose oder Flüssigphasenendocytose (konstitutive ligandunabhängige Endo-

cytose) bindet der aufzunehmende Stoff nicht an die Zelloberfläche. Die Aufnahme

des extrazellulären Materials erfolgt durch Einstülpung der Plasmamembran nach

innen und anschließender Abschnürung von Vesikeln. Dieser Prozeß kann in der

Hefe Saccharomyces cerevisiae mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Lucifer Yellow

untersucht werden (Riezman [1985]). Die Einstülpung der Plasmamembran an so-

genannten
”
coated pits”, die auf ihrer cytoplasmatischen Seite von Clathrin um-

geben sind, ist der am besten untersuchte endocytotische Mechanismus (Schmid

[1997]). Das eingeschlossene Material gelangt über frühe und späte Endosomen

zur Vakuole (Singer-Krüger et al. [1993]).

1.2.2.3 Vakuoläre Biogenese In höheren Zellen benötigen lysosomale (va-

kuoläre) Proteine während des Sortierungsprozesses einen endständigen Mannose-

6-phosphat Rest. Ohne dieses Signal würden diese Proteine über den sekretori-

schen Weg zur Plasmamembran transportiert (Graham and Emr [1991]). Dieser

Mannose-6-phosphat Rest bindet an ein Rezeptormolekül, welches mit Hilfe von

Clathrin lokal konzentriert wird, in der Membran des Golgi-Apparates. Somit

können sich Transportvesikel (Endolysosomen) bilden, die zu primären Lysoso-

men reifen oder mit der Lysosomenmembran fusionieren können. Der Mannose-

6-phosphat-Rezeptor wird noch vor der Verschmelzung mit der Lysosomenmem-

bran abgespalten und wiederverwendet. Als Markerprotein wird zumeist die Car-

boxypeptidase Y (CPY), eine lösliche vakuoläre Serinproteinase, verwendet. Das

Vorläuferprotein der CPY wird von PRC1 (Wolf and Fink [1975]) kodiert. Im en-

doplasmatischen Reticulum wird das Signalpeptid abgespalten, die pro-CPY
”
co-

re” glykosyliert (Johnson et al. [1987]) und korrekt gefaltet (Ramos et al. [1994],

Winther and Soerensen [1991], Johnson et al. [1987]). Im Golgi-Apparat wird das

Protein weiter modifiziert und zur Vakuole transportiert. Innerhalb der Vakuole

wird die pro-CPY mit Hilfe der Proteinasen yscA und yscB (Hirsch et al. [1992b])

durch Abspaltung des Propeptids gereift und somit aktiviert. Vakuoläre Mem-

branproteine gelangen in Hefe, da sie über keine Signalsequenz verfügen, nicht auf

diesem Weg zur Vakuole (Roberts et al. [1992], Notwehr and Stevens [1994]).
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1.2.2.4 Aminopeptidase I Transport Die Aminopeptidase I (API), eine

lösliche vakuoläre Proteinase, wird vom Cytosol (1.2.1) direkt in die Vakuole

transportiert (Yoshihisa and Anraku [1990], Klionsky et al. [1992], Harding et al.

[1995]). Sie wird durch die Proteinase yscB in der Vakuole durch Abspaltung des

N-terminalen Propeptids (proAPI; 61 kDa) gereift und somit aktiviert (mAPI;

50 kDa) (Oda et al. [1996], Klionsky et al. [1992]). Dieser Transportprozeß wird

anhand von cvt-Mutanten (cytoplasm to vacuole targeting) untersucht, bei denen

die API-Reifung blockiert ist (Harding et al. [1995] und Harding et al. [1996]). Die

meisten Autophagocytose-Mutanten (aut-, apg-Mutanten) weisen ebenfalls einen

Defekt in der Reifung der proAPI auf und sind teilweise mit den cvt-Mutanten

allelisch (Harding et al. [1996], Scott et al. [1996]). Dies ist umso überraschender,

da die Autophagocytose im Gegensatz zum API-Transport ein unspezifischer Pro-

zeß ist. Der genaue Mechanismus des API-Transports ist noch nicht vollständig

aufgeklärt. Es ist ein rezeptorvermittelter Prozeß (Scott et al. [1996]), bei dem

dodekamere proAPI über Vesikel transportiert wird (Kim et al. [1997]), die kein

Cytosol enthalten (Cvt-Vesikel). Dabei fungiert das periphere Membranprotein

Cvt19p (Scott et al. [2001]) als spezifisches Rezeptormolekül, welches für die Auto-

phagocytose und den Cvt-Weg benötigt wird. Die Aufnahme der API ist limitiert,

da bei einer Überexpression der API unter vegetativen Bedingungen proAPI im

Cytosol akkumuliert. Auch bei einer Überexpression der α-Mannosidase (Ams1p)

(Hutchins and Klionsky [2001]), die ebenfalls rezeptorvermittelt auf dem Cvt-

Weg in die Vakuole transportiert wird, akkumuliert proAPI im Cytosol (Klionsky

et al. [1992]). Unter Hungerbedingungen ist der API-Transport jedoch nicht mehr

limitiert (Scott et al. [1996]). Die Theorie des Vesikeltransportes wird auch von

den Tatsachen gestützt, daß es sich hierbei um einen ATP und GTP abhängigen

Prozeß handelt, der bei Temperaturabsenkung und durch die Inhibierung einer v-

ATPase (Bafilomycin A) blockiert wird (Scott and Klionsky [1995]). Desweiteren

reichern sich in ypt7∆-Zellen cvt-Vesikel bzw. Autophagosomen an, bei denen die

proAPI vor Proteinase K-Verdau geschützt ist.

1.3 Proteolyse in Saccharomyces cerevisiae

Das Überleben der eukaryontischen Zelle hängt unter anderem davon ab, daß

sie die Proteinaktivitäten innerhalb der verschiedenen Kompartimente regulieren

kann. Nur durch Regulation der einzelnen Aktivitäten kann sie sich an wech-

selnde Umweltbedingungen anpassen und die unterschiedlichen Programme ihrer

Proteine durchführen. Variation der Enzymaktivität und der Affinität der Enzy-

me zum Substrat stellen einen schnellen Regulationsmechanismus dar. Dies wird

durch kovalente Modifikationen, wie z. B. durch Phosphorylierung, und allosteri-
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sche Wechselwirkungen erreicht. Mechanismen der langsamen Kontrolle sind die

Proteinsynthese, die durch Induktion und Repression auf der Ebene der Gentrans-

kription oder auch durch Kontrolle der Translation greift, sowie der Proteinabbau

(Proteolyse).

Unter Proteolyse versteht man die hydrolytische Spaltung der Peptidbindungen

von Proteinen. Zum vollständigen Abbau sind jedoch mehrere Enzyme mit un-

terschiedlichen Aktivitäten notwendig. Sie untergliedern sich in Endopeptidasen

(Proteinasen), die Peptidbindungen im Inneren von Proteinen spalten, und Exo-

peptidasen, die Peptidketten vom Ende her spalten. Auf diesem Weg werden

überschüssige, defekte und überalterte Proteine abgebaut und die Spaltprodukte

(Aminosäuren) dem Biosyntheseweg wieder zur Verfügung gestellt. Für die Pro-

teolyse stehen der Zelle zwei unterschiedliche Verdauungssysteme zur Verfügung.

Der proteolytische Abbau regulatorischer und kurzlebiger Proteine erfolgt spezi-

fisch durch das Proteasom der Zelle, bei Hungerung dagegen hauptsächlich un-

spezifisch im Lysosom bzw. in der Vakuole. Unter Hungerbedingungen findet der

Proteinabbau zu 85% in der Vakuole statt, unter Normalbedingungen nur zu 34-

44% (Teichert et al. [1989]). Da die meisten Proteine innerhalb der Vakuole auf-

grund der hohen proteolytischen Aktivität der unspezifischen Enzyme sehr schnell

degradiert werden, kann die Regulation dieses Abbaus nur über den Transport der

abzubauenden Proteine in die Vakuole stattfinden. Dies kann z. B. durch Auto-

phagocytose (Dunn [1990a], Dunn [1990b] und Dunn [1994], Seglen and Bohley

[1992]) oder über den in Säugerzellen entdeckten, selektiven KFERQ-Weg (Cu-

ervo and Dice [1996], Dice [1990], Terlecky et al. [1992]) geschehen. Die wichtig-

sten Proteinasen in der Vakuole stellen die Endoproteinasen yscA und yscB dar.

Mutanten mit einem Defekt dieser Proteinasen weisen eine erheblich verminder-

te Überlebensfähigkeit bei Hungerung auf, und sind nicht mehr in der Lage zu

sporulieren (Teichert et al. [1989], Jones et al. [1997]).

1.3.1 Selektive Proteolyse (cytosolisch)

Innerhalb des Cytosols und des Zellkerns der Eukaryontenzelle kann nur eine se-

lektive Proteolyse stattfinden, bei der kurzlebige, regulatorische, überalterte und

falsch gefaltete Proteine abgebaut werden (Voges et al. [1999]). Die wichtigsten

Vertreter dieser selektiven Proteasen sind die hochkonservierten 26S Proteasomen

(Coux et al. [1996], Hilt and Wolf [1995] Hilt and Wolf [1996], Hochstrasser [1996]).

Die abzubauenden Proteine werden durch das Ubiquitin-System markiert (Hoch-

strasser [1996]) und im Inneren des Proteasoms abgebaut. Über die Proteasomen-

aktivität wird z. B. auch der Zellzyklus (Abbau von Zyklinen; s. 1.6.1) (Seufert

et al. [1995], Richter-Ruoff and Wolf [1993]) und die Katabolitinaktivierung ge-
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steuert (Schork et al. [1994], Schork et al. [1995]). Zudem wird die cytosolische

Proteolyse für die Prozessierung von Antigenen in Säugerzellen benötigt (Tanaka

[1995]).

Das 26S Proteasom besteht aus einem zylinderförmigen multimeren 20S-Kern und

zwei regulatorischen 19S-Komplexen. Die proteolytische Aktivität befindet sich,

getrennt vom Cytosol, im Inneren des 20S-Kerns. Die Öffnungen werden von den

zwei 19S-Komplexen verschlossen, die für die Erkennung von Substraten, deren

Entfaltung und Transport abzubauender Proteine zuständig sind. Die zum Abbau

vorgesehenen Proteine werden durch kovalente Verknüpfung mit Polyubiquitin-

ketten markiert (Abb. 1). Dabei wird das carboxyterminale Glycin des Ubiquitins

unter ATP-Verbrauch mit einer Lysin-ε-Aminogruppe des Proteins verknüpft. Die

Aktivierung des Ubiquitins erfolgt über eine Enzymkaskade, bei der die terminale

Carboxylgruppe des Ubiquitins über eine energiereiche Thioestergruppe an einem

Cysteinrest eines Ubiquitin-aktivierenden Enzyms E1 (McGrath et al. [1991]) ge-

bunden und anschließend auf ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym E2 übertragen

wird (Jentsch [1992]). Der Transfer des Ubiquitins vom E2-Enzym zum Zielprote-

in wird durch eine Ubiquitin-Protein-Ligase E3 katalysiert. Das E3-Enzym wird

als Rekrutierungsfaktor, der das E2-Enzym an das Zielprotein bindet, oder als

Ubiquitinüberträger benötigt. Abzubauende Proteine werden durch mehrere Ubi-

quitinketten markiert (Varshavsky [1992]). Diese polyubiquitinylierten Proteine

werden vom 19S-Komplex erkannt, unter ATP-Verbrauch entfaltet und ins Inne-

re des 20S-Kerns geschoben, wo sie abgebaut werden. Das Ubiquitin selbst wird

abgespalten und nach erneuter Aktivierung wiederverwendet. Bei der Ubiquitin

abhängigen Proteolyse werden die Proteine unter anderem nach der
”
N-end”-

Regel abgebaut. Diese Regel besagt, daß die Halbwertszeit von Proteinen von

der N-terminalen Aminosäure abhängt (artifizielle Substrate). Primär destabili-

sierte Proteine werden dabei durch das Proteasom abgebaut (Chau et al. [1989],

Richter-Ruoff et al. [1994]).

Das in allen eukaryontischen Zellen hochkonservierte Proteasom besteht aus ei-

nem hohlzylindrischen vierlagigen α7β7β7α7-Kernkomplex mit einer Masse von

700 kDa. Im Inneren des Komplexes liegt entlang der Längsachse ein Hohlraum

mit drei Kammern, wobei sich die 3 proteolytisch aktiven Zentren, aminotermi-

nale Threoninreste, in der zentralen, durch β-Ringe gebildeten Kammer befinden

(Zwickl et al. [1992], Löwe et al. [1995], Seemüller et al. [1995], Goll et al. [1997]).

Diese Zentren weisen chymotryptische, tryptische und peptidylglutamylpeptid-

spaltende Aktivität (Spaltung nach hydrophoben, basischen und sauren Ami-

nosäuren) auf (Rivett [1993]). Die α-Ringe sind proteolytisch inaktiv und werden

zur Stabilisierung der β-Ringe und zur Bindung der 19S-Komplexe benötigt.
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Abbildung 1: Das Ubiquitinsystem. Ubiquitinmoleküle werden kovalent an ein
E1-Enzym gekoppelt. Die so aktivierten Ubiquitinmoleküle werden auf das ak-
tive Cystein eines E2-Enzyms übertragen. Zumeist wird für die Ubiquitinierung
eines Substrats ein E3-Enzym benötigt, welches als Rekrutierungsfaktor (1) oder
als zusätzlicher Überträger (2) von Ubiquitin benötigt wird. Das Substrat wird
polybiquitinyliert und dadurch vom 26S Proteasom als abzubauendes Substrat
erkannt. Das Ubiquitin selbst wird abgespalten und wiederverwendet.

1.3.2 Unselektive Proteolyse (lysosomal)

Die unselektive Proteolyse findet im Lysosom der eukaryontischen Zelle statt.

In der Hefe entspricht dieses Kompartiment der Vakuole. Sie ist von einer ein-

fachen Membran umgeben, in der ATP-getriebene Protonenpumpen einen pH-

Wert von ca. 6 aufrecht erhalten (Kane and Stevens [1992]). Dies entspricht dem

pH-Optimum der vakuolären Enzyme. Bei einem neutralen pH-Wert, wie er im

Cytosol vorliegt, sind diese Enzyme ebenfalls teilweise aktiv, jedoch existieren

spezifische Inhibitorproteine, die neben der Membran einen weiteren Schutzme-

chanismus der Zelle vor Selbstverdau darstellen. Abzubauende Substanzen können

über verschiedene Transportsysteme in die Vakuole gelangen, über Endocytose,
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Autophagocytose, Phagocytose, Poren oder über den selektiven KFERQ-Weg.

Normalerweise besitzt die Vakuole ein Volumen, das 10-20% des gesamten Zellvo-

lumen ausmacht, und dient neben dem Proteinabbau (Thumm and Wolf [1998]) als

Speicherorganell für Metabolite, Polyphosphate, Aminosäuren und Ionen, wie z.

B. Calciumionen. Zudem ist sie an der Osmoseregulation, der pH-Homeostase und

der Sporulation beteiligt (Jones et al. [1997]). Zu den wichtigsten proteolytischen

Enzymen der Vakuole, die außer der Aminopeptidase I über den sekretorischen

Weg (1.2.1) in die Vakuole gelangen, gehört

1. die durch PRA1 (PEP4) kodierte Proteinase A (yscA), eine Aspartatpro-

teinase (Mechler and Wolf [1981], Ammerer et al. [1986], Woolford et al.

[1986]). Diese Proteinase gelangt auf dem sekretorischen Weg als enzyma-

tisch inaktives Vorläuferprotein in die Vakuole. Sie spielt bei der Reifungs-

kaskade der proteolytischen Enzyme eine zentrale Rolle (Hirsch et al. [1992]).

Mutanten, denen diese Proteinase fehlt, weisen ungereifte Proteinasen in der

Vakuole auf, die somit inaktiv sind (Teichert et al. [1989]). Zunächst ent-

stehen aufgrund autokatalytischer Prozessierung geringe Mengen an aktiver

Proteinase A. Diese prozessiert eine ebenfalls geringe Menge an Proteinase

B, die dann sich selbst und alle weiteren vakuolären Proteinasen reift (van

den Hazel et al. [1996], Hirsch et al. [1992] und Hirsch et al. [1992b], Rupp

et al. [1991], Woolford et al. [1986]).

2. die durch PRB1 kodierte Proteinase B (yscB), eine subtilisinartige Serin-

proteinase (Moehle et al. [1987]). Eine geringe Menge an Proteinase B wird

von der autokatalytisch gereiften Proteinase A prozessiert und ist für die

Prozessierung aller weiteren vakuolären Proteinasen zuständig.

3. die durch PRC1 kodierte Carboxypeptidase Y (yscY), eine Serinprotein-

ase (Wolf and Fink [1975], Wolf and Weiser [1977]). Die Carboxypeptidase

Y (1.2.2.3) gelangt ebenfalls auf dem sekretorischen Weg als enzymatisch

inaktives Vorläuferprotein in die Vakuole.

4. die durch CPS1 kodierte Carboxypeptidase S (yscS), eine Zn2+-Exopepti-

dase (Spormann et al. [1992]). Die Carboxypeptidase S ist ebenfalls eine

lösliche Proteinase, die als membranassoziertes enzymatisch inaktives Vor-

läuferprotein auf dem sekretorischen Weg in die Vakuole transportiert wird.

Dort wird die Proteinase nach der Membrandomäne gespalten und somit

aktiviert.

5. und die durch APE1 kodierte Aminopeptidase I (API), eine Exopeptidase

(Chang and Smith [1989], Cueva et al. [1989]). Die Aminopeptidase I wird
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unabhängig vom sekretorischen Weg in die Vakuole transportiert und dort

gereift (Klionsky et al. [1992]) (s. 1.2.2.4).

1.4 Autophagocytose

Autophagocytose ist die unselektive Aufnahme von abzubauendem Zellmaterial

in das Lysosom bzw. in die Vakuole. Aufgrund morphologischer und elektronen-

mikroskopischer Untersuchungen werden zwei Mechanismen vorgeschlagen.

Bei der Mikroautophagocytose werden kleine Mengen an Cytoplasma durch

Invagination der Lysosomenmembran eingeschlossen (Seglen and Bohley [1992],

Dunn [1994]). Es bilden sich einlagige Vesikel, die im Inneren des Lysosoms lysiert

werden. In der methylotrophen Hefe Pichia pastoris konnte sogar die Aufnahme

von ganzen Peroxisomen nachgewiesen werden, wenn man die Zellen von Methanol

auf glucosehaltiges Medium umsetzte (Tuttle and Dunn [1995]).

In Säugerzellen, durch morphologische Untersuchungen an Rattenleberzellen be-

legt (Dunn [1990a], Seglen and Bohley [1992], Dunn [1994]), wird bei der Ma-

kroautophagocytose Cytoplasma und ganze Organellen von ribosomfreien Be-

reichen des rauhen endoplasmatischen Retikulums (rER) umschlossen, wobei sich

doppel- oder mehrlagige autophagische Vesikel (Autophagosomen) bilden (Takes-

hige et al. [1992]). Sie verschmelzen nach Erhalt der ATPase und lysosomaler

Enzyme, die sie zu einlagigen frühen Autolysosomen (Dunn [1990a], Ueno et al.

[1991]) reifen, mit späten Endosomen oder direkt mit dem Lysosom (Dunn [1994],

Lawrence and Brown [1992],Tooze et al. [1990], Baba et al. [1994], Punnonen et al.

[1993]). Nach der Hydrolyse der Proteine des Autolysosoms wird dieses als
”
re-

sidual body” bezeichnet. In Hefezellen läuft vermutlich ein ähnlicher Prozeß ab,

der jedoch noch genauer untersucht werden muß.

In Säugerzellen werden zudem Proteine mit einer KFERQ ähnlichen Sequenz un-

ter Hungerbedingungen selektiv ins Lysosom transportiert (Dice [1990]). Soweit

bekannt ist, sind an diesem Prozeß ein Protein zur Erkennung der Signalsequenz

(Prp73) und ein spezifischer Rezeptor (LGP96) beteiligt (Terlecky et al. [1992],

Cuervo and Dice [1996]). In Hefezellen ist über einen solchen Prozeß noch nichts

bekannt.

Die Autophagocytose in der Hefe Saccharomyces cerevisiae ist noch nicht voll-

ständig aufgeklärt. Sie ist jedoch ebenso ein unspezifischer Transportprozeß wie

in Säugerzellen, da die verschiedenen Proteine in enzymatisch aktiver Form mit

gleicher Kinetik in die Vakuole transportiert werden (Egner et al. [1993]). Unter

Hungerbedingungen reichern sich in Proteinase B defizienten Stämmen Vesikel
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(300-900 nm) in der Vakuole an. Die Verwendung eines Proteinase B Inhibitors

wie z. B. Phenylmethylsulfonsäurefluorid (PMSF) führt auch in Wildtypzellen zu

einer Anreicherung von Vesikeln in der Vakuole. Die Proteinase B lysiert entweder

direkt die Vesikel oder prozessiert die für die Lyse notwendige(n) noch unbekann-

te(n) Proteine. Diese Vesikel (Autophagosomen) enthalten cytosolische Proteine,

Zellorganellen wie Mitochondrien oder auch Ribosomen (Takeshige et al. [1992],

Thumm et al. [1994]). Sie konnten in elektronenmikroskopischen Studien im Cyto-

sol hungernder Hefezellen nachgewiesen werden und sind von zwei verschiedenen

Membranlagen umgeben, die wie Gefrierbruchsanalysen zeigen kaum Membran-

proteine und Polysaccharide enthalten (Fengsrud et al. [2000], Baba et al. [1994],

Baba et al. [1995]). Die äußere Membran fusioniert mit der Vakuolenmembran, so

daß ein einlagiges Vesikel (
”
autophagic body”) in die Vakuole entlassen werden

kann, dessen Membran im Inneren der Vakuole abgebaut wird.

Um den Mechanismus und die Regulation der Autophagocytose in der Hefe Sac-

charomyces cerevisiae untersuchen zu können, wurden Hefemutanten isoliert, die

einen Defekt in den Genen besitzen, die für die Autophagocytose wichtig sind. Für

die Isolierung solcher Mutanten wurden zwei verschieden
”
Screens” entwickelt

(Tsukada and Ohsumi [1993], Thumm et al. [1994]). Die Apg-Mutanten wur-

den anhand eines Phloxin B-Screens isoliert (Tsukada and Ohsumi [1993]), der

auf der Überlebensfähigkeit unter Hungerbedingungen beruht, die Aut-Mutanten

aufgrund eines Defekts im Abbau eines cytosolischen Markerproteins, der Fett-

säuresynthase (Thumm et al. [1994]). Die Fettsäuresynthase ist ein dodecamerer

Enzymkomplex α6β6, der aus den Untereinheiten α und β besteht (Lynen [1980])

und fast ausschließlich über die Vakuole abgebaut wird (Egner et al. [1993]). Mit

Hilfe eines immunologischen Kolonietests (Lyons and Nelson [1984]) konnten bis-

her sieben Komplementationsgruppen identifiziert werden (aut1, aut2, aut3, aut4,

aut5, aut6, aut9 ), die einen Defekt im Abbau der Fettsäuresynthase aufweisen.

Autophagocytosemutanten reichern entweder Vesikel innerhalb der Vakuole un-

ter Hungerbedingungen ähnlich den Proteinase B defizienten Stämmen an (die

Lysemutanten aut4 und aut5 ) oder sind selbst bei Zugabe eines Proteinase B

Inhibitors nicht in der Lage Vesikel unter Hungerbedingungen in der Vakuole

anzureichern. Zudem weisen homozygot diploide Mutantenzellen eine reduzierte

Sporulationsfrequenz auf. Dieser Defekt war Grundlage einer Methode mit der

die meisten Aut-Mutanten kloniert wurden (Schlumpberger et al. [1997], Straub

et al. [1997], Lang et al. [1998], Suriapranata et al. [2000]). Interessanterweise

sind bisher sieben cvt-Mutanten entdeckt worden, die allelisch zu den apg- bzw.

aut -Mutanten sind, was auf einen genetischen Zusammenhang der beiden Wege

schließen läßt (Harding et al. [1996], Scott et al. [1996]). Dies könnte erklären,
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warum die meisten Cvt- und Autophagocytose Proteine konstitutiv exprimiert

werden (Ausnahme: Aut7p/Apg8p). Die cvt-Mutanten weisen einen Defekt im

spezifischen API-Transport auf, der unter vegetativen Bedingungen erfolgt (Scott

et al. [1996], Harding et al. [1996]).

1.4.1 Aut1p/Apg3p

Das Aut1-Protein ist ein lösliches Protein mit einem Molekulargewicht von 36

kDa (Schlumpberger et al. [1997]). Es interagiert als E2 ähnliches Enzym mit

Aut7p und vermittelt so die Amidierung des Aut7p mit Phosphatidylethanolamin

(Kirisako et al. [2000], Ichimura et al. [2000], Sovarasteanu [2000]). Desweiteren

interagiert es mit Aut2p (Schäffeler [1999], Ito et al. [2000], Uetz et al. [2000])

und besitzt ein potentielles KEKE-Motiv, welches für die Zusammensetzung von

Proteinen zu größeren Komplexen benötigt wird (Realini et al. [1994]). Es ist,

vergleichbar mit dem Aut7p, hungerinduziert (Reiche [2001]).

1.4.2 Apg1p/Aut3p

Das lösliche Apg1p/Aut3p besitzt ein Molekulargewicht von 102 kDa (Straub et al.

[1997])), eine N-terminale Serin-/Threoninkinase Domäne und kann sich in vitro

autophosphorylieren (Matsuura et al. [1997]). Es wird sowohl für den Cvt- Weg

als auch für die Autophagocytose benötigt, wobei die Menge an phosphoryliertem

Protein bei Hungerung abnimmt. Ein GFP getaggtes Protein ist im Cytosol an ei-

nem punktförmigen Organell lokalisiert. Die Überexpression des Apg1p/Aut3p in

einer apg13∆, apg13-1 oder apg17∆ Mutante komplementiert den autophagischen

Defekt dieser Zellen, was ein Interaktion der beiden Proteine nahelegt (Funakos-

hi et al. [1997]). Apg1p/Aut3p interagiert auch mit den Proteinen Apg12p und

Cvt9p und gehört zu einem Kinase-Komplex zusammen mit den Kontrollprotei-

nen Apg13p und Apg17p, der für die Induktion der Autophagocytose notwendig

ist (Kamada et al. [2000], Scott et al. [2000]).

1.4.3 Aut2p/Apg4p

Das lösliche Aut2p besitzt ein Molekulargewicht von 56 kDa (Lang et al. [1998])

und ist eine Cysteinprotease (Kirisako et al. [2000]). Das Substrat der Protease

ist das Aut7p, welches als ein
”
low copy” Suppressor der aut2-1 Mutante isoliert

wurde (1.4.6). Das Aut2p besitzt eine schwache Homologie zur α-Kette des Tu-

bulins in anderen Organismen und interagiert in Hefe mit den Proteinen Tup1p

und Tub2p. Das GFP-Aut2p ist innerhalb des Cytosols lokalisiert.
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1.4.4 Aut4p

Das Aut4p (Suriapranata et al. [2000]) ist ein 64 kDa Protein mit 10-12 Trans-

membrandomänen. In einer aut4-Mutante reichern sich unter Hungerbedingun-

gen Vesikel innerhalb der Vakuole an, die im Gegensatz zu den bisher bekannten

autophagischen Vesikeln (300-900 nm) nur einen Durchmesser von ca. 350 nm

besitzen. Die Proteinabbaurate bei Hungerung entspricht in etwa dem der prb1∆-

Mutante und ist somit höher als die der meisten anderen Mutanten. Dies kann

auch erklären, daß die API im Gegensatz zu den meisten Autophagocytosemu-

tanten gereift wird. Das GFP-Aut4p ist an der Vakuolenmembran lokalisiert, so

daß anzunehmen ist, daß das Aut4p für die Lyse autophagischer Vesikel ohne API

benötigt wird.

1.4.5 Cvt17p/Aut5p

Das Cvt17p/Aut5p (Teter et al. [2000], Epple et al. [2001]) ist ein glykosiliertes 59

kDa Protein mit einer Transmembrandomäne. Es ist homolog vermutlich zu einer

Familie von Triglyceridlipasen und ist für die Lyse von einlagigen 140-160 nm Cvt-

Vesikel und 300 nm autophagischen Vesikel innerhalb der Vakuole essentiell ist. Es

besitzt enthält ein für die Funktion essentielles Serin (Teter et al. [2000]). In einer

Mutante akkumulieren diese Vesikel bei Stickstoffmangel in der Vakuole. Unter

vegetativen Bedingungen ist das Cvt17p/Aut5p im Endoplasmatischen Reticulum

in einer pep4∆-Mutante immer in der Vakuole lokalisiert. Die proAPI ist in einer

Mutante vor Proteaseverdau geschützt und befindet sich innerhalb der Vakuole

in Vesikeln.

1.4.6 Aut7p/Cvt5p/Apg8p

Das Aut7p ist ein lösliches Protein mit einem Molekulargewicht von 13,6 kDa.

Es interagiert mit dem Aut2p (Lang et al. [1998]), ist allelisch zum Cvt5p und

Apg8p (Scott et al. [1996]) und besitzt eine Homologie zu Proteinen mit verschie-

den Funktionen, GATE-16, GABARAP und MAP-LC3. GABARAP bindet den

GABAA-Rezeptor und verstärkt die Bildung von Clustern, die dann an Mikrotu-

bulin binden (Chen et al. [2000]). GATE-16 stimuliert den intra-Golgi Transport in

vitro und ist innerhalb des Golgi-Komplexes lokalisiert (Sagiv et al. [2000]). Es in-

teragiert mit NSF und dem Golgi v-SNARE GOS-28. Das Aut7p kann GATE-16 in

vitro substituieren und interagiert physikalisch mit den Hefe v-SNARE Bet1p (ER

zu Golgi Transport) und Nyv1p (Vakuolenvererbung) und genetisch mit Sec22p

(ER zu Golgi Transport). Daraus folgt, daß das Aut7p mehrere Funktionen in
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Hefe ausführt (Legesse-Miller et al. [2000]). MAP-LC3 wird in autophagosomalen

Membranen von HeLa Zellen in prozessierter Form angereichert (Kabeya et al.

[2000]). Alle drei Aut7p Homologe interagieren physikalisch mit Apg7p, so daß

anzunehmen ist, daß sie ebenfalls mit Proteinen oder Lipiden konjugiert werden

(Tanida et al. [2001]). Es wurde als
”
low copy”-Suppressor der aut2-1 Mutante ge-

funden und die Interaktion mit dem Aut2p mittels Affinitätschromatographie und

durch ein
”
Two Hybrid”-Experiment (1.5.3.3) bestätigt. Das Aut7p-GFP wurde

im Wildtypstamm am preautophagosomalen Kompartment (PAC) lokalisiert, in-

nerhalb einer cvt17 -/aut5 -Mutante auch in den Vesikeln innerhalb der Vakuole

(Kirisako et al. [1999], Huang et al. [2000]). Die Lokalisation ist abhängig von der

Apg5p-Apg12p Konjugation und von der Aut1p vermittelten Membranassoziati-

on. Das Aut7p wird vor der Vervollständigung der autophagischen-/cvt-Vesikel

benötigt, da in einer Mutante proAPI nicht vor Proteasenverdau geschützt und

an eine Membran assoziiert pelletierbar ist (Harding et al. [1995], Kirisako et al.

[1999], Thumm et al. [1994]). Es ist ein Ubiquitin ähnliches Protein (vgl. 1.4.11),

bei dem das C-terminale Glycin116 nach der proteolytischen Abspaltung des Ar-

ginin117 durch die Aut2p/Apg4p Protease kovalent mit der Aminogruppe von

Phosphatidylethanolamin (PE) gekoppelt wird. Die Abspaltung des Arginin ist

für die Membranassoziation des sonst cytosolischen Proteins von Bedeutung (Kim

et al. [2001a]). Die Verknüpfung des Aut7p wird von dem Apg7p (E1) und dem

Aut1p/Apg3p (E2) katalysiert (Kirisako et al. [2000], Ichimura et al. [2000]). Die

Expression des Aut7p ist hungerinduziert, so daß die Menge an Aut7p um das 10

bis 20-fache zunimmt (Huang et al. [2000]).

1.4.7 Apg9p/Aut9p/Cvt7p

Das Apg9p/Aut9p/Cvt7p ist ein integrales Membranprotein mit einem berechne-

ten Molekulargewicht von 115 kDa (Noda et al. [2000], Lang et al. [2000]). Es ist

an einem noch unbekannten perivakuolären Kompartment lokalisiert (Suzuki et al.

[2001]). Seine Funktion wird vor der Vervollständigung der Cvt- und Autophago-

cytose Vesikel benötigt, da die Oligomerisierung der pro-API und die Bildung des

Cvt-Komplexes zwar analog zum Wildtyp abläuft (Kim et al. [1997]), die pro-API

jedoch nicht vor Proteasenverdau geschützt und dem Cytosol zugänglich ist (Noda

et al. [2000]).

1.4.8 Apg2p

Das Apg2p ist ein peripheres Membranprotein mit einem Molekulargewicht von

178 kDa (Wang et al. [2001], Shintani et al. [2001]). Es ist am gleichen periva-
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kuolären Kompartment wie das Apg9p/Aut9p/Cvt7p lokalisiert und interagiert

auch mit diesem Protein. Diese Lokalisation ist von der korrekten Funktion des

Apg9p, des Apg1p/Aut3p Kinase-Komplexes (1.4.2) und des Phosphatidylinositol-

3 Kinase-Komplexes (1.4.10) abhängig. In einer apg2∆-Mutante gelangt das au-

tophagische Markerprotein Aut7p/Cvt5p/Apg8p nicht mehr in die Vakuole und

die API ist dem Cytosol zugänglich. Daraus läßt sich schließen, daß das Apg2p

vor der Vervollständigung der Vesikel benötigt wird.

1.4.9 Apg1p/Aut3p Kinase-Komplex

Der Apg1p/Aut3p Kinase-Komplex ist für die Induktion der Autophagocytose

essentiell (Kamada et al. [2000], Scott et al. [2000]). Die Apg1p/Aut3p Kinase

wird durch die Interaktion mit dem teilweise dephosphorylierten Apg13p aktiviert

(Abb. 2). Die Dephosphorylierung des Apg13p erfolgt durch die Inhibierung von

Tor2p (4.3.8.1), welches die Aktivierung der Proteinphosphatase 2A bewirkt. An

diesem Komplex sind auch das Autophagocytose spezifische Apg17p und das Cvt-

Weg spezifische Cvt9p beteiligt. Die Apg1p/Aut3p Kinase agiert vermutlich als

katalytische Untereinheit mit den Proteinen Vac8p, Agp13p, Cvt9p und Apg17p

in verschiedenen Proteinkomplexen, je nachdem, ob die Autophagocytose oder

der Cvt-Weg induziert werden muß. Dieser Wechsel in der Funktion der Kinase

ist unabhängig von der Neusynthese von Proteinen.

PP2A

Apg13

PP P

Vac8

P

Apg13

P

Vac8

Apg1

Cvt9

Apg17

Apg1

Cvt9

Apg17

Inhibierung der Autophagocytose

Induktion der AutophagocytoseP

P

P
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P
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Abbildung 2: Induktion der Autophagocytose. Die aktivierte Proteinphosphatase
2A (PP2A) dephosphoryliert teilweise das Apg13p, welches daraufhin mit dem
Apg1-Kinase-Komplex interagieren kann. Diese Interaktion bewirkt eine Aktivie-
rung der Apg1-Kinase, die die Autophagocytose induziert. Proteine, die gestrichelt
dargestellt werden, sind für den jeweiligen Prozeß nicht essentiell.
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1.4.10 Phosphatidylinositol-3 Kinase Komplex

Vps34p ist die einzige in Hefe bekannte PI 3-Kinase (Phosphatidylinositol-3 Kina-

se) (Herman and Emr [1990], Schu et al. [1993]). Sie ist homolog zu Typ III PI

3-Kinasen aus Säugerzellen. Ihre Funktion wird durch die Vps15p Kinase geregelt,

mit welcher sie einen stabilen membrangebundenen Komplex bildet (Stack et al.

[1993], Stack et al. [1995a]). Die Proteine Apg6p/Vps30p und Apg14 kontrollieren

den Proteinsubkomplex Vps34p-Vps15p und bilden den Phosphatidylinositol-3

Kinase Komplex (PI-3). Dieser Komplex kontrolliert sowohl die Autophagocytose

als auch den Cvt-Weg (Kihara et al. [2001]). Die Membranassoziierte Kinase ist an

spezifischen Stellen des trans-Golgi lokalisiert und kann von dort die Sortierung

von Proteinen in Vesikel für den Transport zum Endosom katalysieren (Stack et al.

[1995b]). Vps34p agiert eventuell auch als
”
second messenger”, der die Interakti-

on von Vac1p (Pep7p) und von Vps27p mit der endosomalen Membran bewirkt

(Burd and Emr [1998], Peterson et al. [1999], Simonsen et al. [1998]).

1.4.11 Ubiquitinähnliche Proteinsysteme

In Hefe sind bisher zwei Ubiquitin ähnliche Proteinsysteme bekannt, die für den

Cvt-Weg und für die Autophagocytose essentiell sind. Im ersten System übernimmt

das Aut7p die Funktion des Ubiquitins (1.4.6) und wird kovalent mit der Amino-

gruppe von Phosphatidylethanolamin gekoppelt (Kirisako et al. [2000], Ichimura

et al. [2000]) (Abb. 3). Aut7p besitzt keine Homologie zu Ubiquitin, jedoch weist

die dreidimensionale Struktur eine Ubiquitin ähnliche Windung auf (Paz et al.

[2000]). Das C-terminale Arginin117 des Aut7p wird von der Aut2p Cysteinpro-

tease hydrolisiert (Kirisako et al. [2000]), so daß das nun C-terminale Glycin116

mit dem Apg7p (E1-Homolog zu Uba1p) unter ATP-Verbrauch eine aktivierte

Thioesterbindung eingehen kann (Kim et al. [1999], Tanida et al. [1999]). An-

schließend wird das aktivierte Aut7p auf einen Cysteinrest des Aut1p (
”
E2”)

übertragen, welches dann die Bildung einer Amidbindug mit Phosphatidyletha-

nolamin (PE) katalysiert. Das an eine Membran gebundene Aut7p-PE wird eben-

falls von der Aut2p Cysteinprotease hydrolisiert. Die Hydrolyse des Aut7p ist

für den Ablauf der Autophagocytose wichtig, da ein mutiertes Aut7p ohne ein

C-terminales Arginin117 die autophagischen Defekte einer aut2∆-Mutante nicht

vollständig komplementieren kann. Das freigesetzte Aut7p befindet sich dann in-

nerhalb des Autophagosoms und wird im Inneren der Vakuole abgebaut.

Im zweiten System wird die Rolle des Ubiquitins von Apg12p übernommen, wel-

ches kovalent and das Lysin149 des Apg5p gekoppelt wird (Mizushima et al.

[1998a], Mizushima et al. [1998b]) (Abb. 4). Zuerst wird das Apg12p unter ATP-
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Abbildung 3: Übertragung des Aut7p auf Phosphatidylethanolamin (PE). Das
terminale Arginin des Aut7p wird von der Aut2p-Protease hydrolisiert und das
Glycin über eine Thioesterbindung zuerst mit dem Apg7p (E1-Homolog) und
anschließend mit dem Aut1p (

”
E2”) gekoppelt. Zuletzt wird das Aut7p kovalent

mit der Aminogruppe des Phosphatidylethanolamin (PE) verbunden.

Verbrauch über eine Thioesterbindung mit dem Cystein507 des Apg7p (E1-Homo-

log) aktiviert (Tanida et al. [1999], Kim et al. [1999]) und auf das Apg10p (
”
E2”)

(Shintani et al. [1999]) übertragen. Danach wird das Apg12p mit seinem C-

terminalen Glycin kovalent über eine Isopeptidbindung an das interne Lysin149

von Apg5p gebunden. Die Menge an konjugiertem und unkonjugierten Apg12p

ist unabhängig von Autophagocytose induzierenden Mitteln (Mizushima et al.

[1999]). Der Apg12p-Apg5p Komplex interagiert mit Apg16p, welches dann ein

homo-Oligomer mit seiner C-terminalen
”
coiled-coiled” Region bildet (Mizushima

et al. [1999]). Dieses Konjugationssystem wird sowohl für den Cvt-Weg als auch

die Autophagocytose benötigt. Die pro-API wird in Zellen mit defektem Konju-

gationssystem noch oligomerisiert und an Membranen gebunden, ist jedoch nicht

mehr vor Proteasen-Verdau geschützt (George et al. [2000], Kim et al. [1999]).

Zusätzlich wird dieser Komplex für die Rekrutierung des Aut7p an die Membran

benötigt.

1.5 Protein-Protein Wechselwirkungen

Protein-Protein Wechselwirkungen sind an der Kontrolle vieler zellulärer Regu-

lationsprozesse beteiligt (Phizicky and Fields [1995]). Diese Wechselwirkungen

können über eine kleine Proteinregion stattfinden, in der sich die kleine Prote-

ineregion in eine Domäne eines anderen Proteins einfügt wie ein
”
Schlüssel in

sein Schlüsseloch”. Ein Beispiel hierfür ist die SH2-Domäne (Src homolog 2), die

mit den phosphorylierten Resten von Peptiden interagiert (Felder et al. [1993],

Songyuang et al. [1993], Waksman et al. [1992] und Waksman et al. [1993]). An-

dererseits können Proteine auch über größere Regionen miteinander interagieren,

wie z.B. beim Leucin-Zipper, bei dem zwei α-Helices verschiedener Proteinunter-

einheiten wie ein
”
Reißverschluß” ineinander passen (Alber [1992], Ellenberger



18 1 EINLEITUNG

Apg12

Gly C
O S

Apg7

Apg12

C
O S

Apg10

Apg12

C
O Lys149

Apg5

Apg12

C
O Lys149

Apg5

Apg12

Apg16

Apg16

Apg5

Lys149
C

O

Apg12

Abbildung 4: Übertragung des Apg12p auf das Apg5p. Das terminale Glycin des
Apg12p wird unter ATP-Verbrauch über eine Thioesterbindung zuerst mit dem
Apg7p (E1-Homolog) und anschließend mit dem Apg10p (

”
E2”) gekoppelt. Da-

nach wird das Apg12p kovalent mit dem Apg5p verbunden, welches dann mit dem
Apg16p interagiert und über dessen

”
coiled-coiled” Region ein homo-Oligomer bil-

det.

et al. [1992]).

Protein-Protein Wechselwirkungen können zu einer Änderung der kinetischen Ei-

genschaften führen, d. h. zu einer Änderung in der Substratbindung, der Ka-

talyse oder der allosterischen Eigenschaften eines Protein-Komplexes. Desweite-

ren können sie die Leitung der Substrate an ihren Wirkort (
”
substrate channe-

ling”), die Bildung neuer Bindungstellen, die (In)aktivierung eines Proteins und

die Änderung in der Spezifizität von Protein zu Substrat bewirken. Solche Wech-

selwirkungen können mit verschiedene Methoden nachgewiesen werden. Es exi-

stieren chemische (Cross-Linking), biochemische (Affinitätschromatographie, Af-

finitätsblotting, Immunpräzipitation) molekularbiologische (Protein-Sonden, Pha-

gen-Display, Two-Hybrid und andere Methoden, die auf einer Genbibliothek basie-

ren) und genetische (Suppressor-Screens, Synthetisch letale Effekte, Überexpres-

sions-Phänotypen und Effekte, die auf einer Akkumulierung nichtkomplementie-

render Mutationen beruhen) Methoden. Im folgenden Text wird hauptsächlich auf

die Methoden näher eingengangen, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

1.5.1 Chemische Methoden

1.5.1.1 Cross-Linking Die Bindungspartner werden beim Cross-Linking über

Linker kovalent miteinander verknüpft. Dies wird über die Verbindung mit ei-
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nem spaltbaren bifunktionellen Reagenz der Art RSSR´ ermöglicht, welches durch

ein Reduktionsmittel gespalten werden kann (Traut et al. [1989]). Die Architek-

tur von Protein-Komplexen kann somit mit Hilfe einer zwei dimensionalen SDS-

Elektrophorese ermittelt werden, indem man die erste Dimension ohne und die

Zweite mit einem Reduktionsmittel durchführt. Diese Methode kann auch in Kom-

bination mit anderen Methoden in vivo durchgeführt werden, wenn man Linker

verwendet, die die Zellwand durchdringen können. Die Zellen werden nach der

Interaktion aufgeschlossen und die Zellbestandteile mittels Immunpräzipitation

analysiert. Diese Kombinationsmethode wurde auch zur Detektion eines 60 kDa

Proteins verwendet, welches mit dem Ras-Protein interagiert (de Gunzberg et al.

[1989]).

1.5.2 Biochemische Methoden

Proteinextrakt

immobilisertes
Protein

nicht	     schwach	    stark
  wechselwirkende Proteine

Abbildung 5: Affinitätschromatographie. Ein Proteinrohextrakt wird auf eine
Säule gegeben, die das interagierende Protein immobilisiert enthält. Proteine, die
nicht interagieren laufen durch die Säule durch, interagierende Proteine werden
gebunden. Je nach Elutionsbedingungen werden zuerst schwach und zuletzt stark
gebundene Proteine eluiert.

1.5.2.1 Affinitätschromatographie Bei der Affinitätschromatographie wird

ein gereinigtes Protein spezifisch und reversibel an einem matrixgekoppelten Bin-
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dungspartner adsorbiert (z. B. Antigen an Antikörper oder Enzym an Coenzym).

Dieser Bindungspartner wird kovalent an eine Matrix gebunden und dient somit

als immobilisierter Ligand. Beispiele für gruppenspezifische Liganden sind die an

Sepharose gekoppelten bakteriellen Proteine A und G, welche an die Fc-Region

von IgG-Molekülen binden. Die Glutathion S-Transfersase, ein monospezifischer

Ligand, ist für die Affinitätschromatographie besonders gut geeignet, da sich mit

ihr in E. coli expremierte Fusionsproteine über eine Glutathion-Sepharose Säule

reinigen lassen (Smith and Johnson [1998]). Diese Methode wurde zum ersten Mal

verwendet, um Proteine zu finden, die mit den verschiedenen Formen der E. coli

RNA Polymerase interagieren (Ratner [1974]). Der immobiliserte Ligand wird mit

einem Proteinextrakt inkubiert, gewaschen und anschließend das gebundene Pro-

tein eluiert. Das Protein kann durch kompetitive Verdrängung aus der Bindung

(z. B. Verdrängung von Glykoproteinen durch Zucker von einer Lectinsäule) oder

durch Konformationswechsel des Proteins (z. B. durch Änderung des pH-Wertes

oder der Ionenstärke, Cofaktoren oder SDS) eluiert werden (Beeckmann and Ka-

narek [1981], Formosa et al. [1991], Miller et al. [1991]). Die zu bindenden Proteine

können vor der Inkubation mit dem Liganden markiert werden, so daß eine höhere

Sensitivität erreicht werden kann, da Proteinfragmente und nicht kovalent gebun-

dene Untereinheiten nicht mehr detektiert werden. Die Affinitätschromatographie

ist eine Trennmethode mit der größten Sensitivität. Es können Wechselwirkungen

mit einer Dissoziationskonstante KM von bis zu 10−5 M (Formosa et al. [1991])

detektiert werden. Dies stellt jedoch auch ein Nachteil dieser Methode dar, da

nur Dissoziationskonstanten bis 10−3 M biologisch relevant sind. Durch die Ver-

wendung nativer Proteinrohextrakte bleibt die Aktivität der Proteine erhalten,

so daß sie nahezu wie in ihrer biologischen Umgebung miteinander um Bindungs-

stellen konkurrieren. Ein in E. coli exprimiertes Protein, welches als immobili-

sierter Ligand verwendet wird, ist jedoch eventuell biologisch nicht aktiv, da in

E. coli keine posttranslationalen Modifikationen vorgenommen werden und der

N-terminus des Fusionsproteins blockiert ist. Spezifische Interaktionen von Pro-

teindomänen können mittels Mutationen ermittelt werden (Cohen et al. [1993],

Truant et al. [1993]). Mit dieser Methode werden jedoch auch Proteine detektiert,

die indirekt über andere Proteine interagieren oder in vivo aufgrund der verschie-

denen Kompartimente in der Zelle niemals aufeinander treffen. Deshalb müssen

Interaktionen, die mit dieser Methode gefunden wurden, durch andere Methoden

bestätigt werden.

1.5.2.2 Affinitätsblotting Beim Affinitätsblotting wird ein Proteinrohextrakt

mittels einer PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese) nach dem Molekularge-

wicht aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. Diese Membran wird dann
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mit einem Protein, Peptid oder auch anderen Liganden inkubiert. Dies entspricht

im wesentlichen dem Western-Blotting oder auch Immunoblotting (3.10.5), bei

dem zur Detektion der Proteine Antiserum verwendet wird. Bei der PAGE darf

kein SDS (Natriumdodecylsulfat) verwendet werden, da die Proteine sonst denatu-

riert werden und dadurch ihre biologische Aktivität verlieren. In Ausnahmefällen

können die denaturierten Proteine jedoch auch wieder renaturiert werden. Ein

großer Vorteil dieser Methode besteht darin, daß selbst unlösliche Membranprote-

ine, wie zum Beispiel Oberflächenrezeptoren der Zelle (Soutar and Wade [1990])

analysiert werden können.

1.5.2.3 Immunpräzipitation Die Immunopräzipitation ist ein Spezialfall der

Affinitätschromatographie (1.5.2.1). Ein Antiserum wird hierbei durch Bindung

an einen matrixgekoppelten Liganden, z. B. Protein A-Sepharose, präzipitiert.

Das Serum wird zumeist zuerst mit einem Proteinextrakt inkubiert, wobei bei der

Antigen-Antikörper Reaktion ein unlösliches Aggregat ensteht und ausfällt. Die-

ses Aggregat kann durch Kopplung des Antikörpers an eine Matrix vom restlichen

Proteingemisch abgetrennt und aufgereinigt werden. Durch die Verwendung eines

monoklonalen oder aufgereinigten Antikörpers kann sichergestellt werden, daß der

reine Antikörper und keine Verunreinigung des Serums in der Lage ist, das Prote-

in zu fällen. Zur Analyse von Protein-Protein Wechselwirkungen wird ein nativer

Proteinextrakt verwendet, so daß Proteine, die mit dem Antigen interagieren mit

ausgefällt werden (Coimmunopräzipitation).

1.5.3 Molekularbiologische Methoden

1.5.3.1 Protein-Sonden Bei dieser Methode werden Zellkolonien auf Nitro-

cellulosefiltern herangezogen, lysiert und mit einer markierten Protein-Sonde in-

kubiert. Anstatt einer Protein-Sonde kann auch ein Antiserum verwendet werden

(Young and Davis [1983]). Zumeist wird zur Expression der zu untersuchenden

Proteine eine E. coli Gen-Bibliothek verwendet, eine Methode, die jedoch auch

mehrere Nachteile beinhaltet. Es muß sicher gestellt sein, daß die Proteine in E.

coli richtig gefaltet werden und man muß berücksichtigen, daß in E. coli keine

posttranslationalen Modifikationen stattfinden. In einer λgt11 E. coli Bibliothek

werden die Proteine mit der β-Galaktisodase fusioniert und durch Induktion des

Promotors mit Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) exprimiert.

1.5.3.2 Phagen-Display Phagen können auf ihrer Zelloberfläche Fusionspro-

teine exprimieren (Smith [1985]). Diese Proteine dürfen jedoch nicht zu groß sein,
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da der Phage sonst nicht mehr in der Lage ist, den entsprechenden Wirt zu infi-

zieren. Die Phagen können in ihrem Wirt angereichert werden, so daß große geno-

mische Bibliotheken konstruiert werden können (109-1010). Zudem lassen sich die

Phagen mittels einer Affinitätsreinigung bis zu einer Konzentration von über 1013

Phagen pro Milliliter Eluat aufreinigen (Devlin et al. [1990]). Wie bei der Ver-

wendung von Prokaryonten wie E. coli kann auch bei dieser Methode nicht sicher

gestellt sein, daß die Fusionsproteine richtig gefaltet werden. Posttranslationale

Modifikationen finden ebenfalls nicht statt.

Abbildung 6: Das Two-Hybrid System. (A) Die DNA-Bindedomäne (BD), die mit
einem Protein X fusioniert ist, ist nicht in der Lage die Transkription des Repor-
tergens (hier: lacZ aus E. coli) ohne die Aktivierungsdomäne (AD) zu starten.
(B) Die mit einem Protein Y fusionierte Aktivierunsdomäne (AD) kann die Tran-
skription des Reportergens nicht starten, da sie nicht an der entsprechenden Stel-
le lokalisiert ist. (C) Die Aktivierungsdomäne (AD) und die DNA-Bindedomäne
(BD) werden durch die Interaktion der Proteine X und Y an der Up-Stream Ak-
tivatorsequenz (UAS) zusammenführt, so daß die Transkription des Reportergens
gestartet werden kann.

1.5.3.3 Two-Hybrid System Das Two-Hybrid System (Fields and Sternglanz

[1994], Chien et al. [1991], Fields and Song [1989]) stellt eine genetische Methode

zum Nachweis von Protein-Protein Wechselwirkungen in vivo dar, es ist jedoch
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kein Phänotyp der Zelle wie bei anderen genetischen Systemen erforderlich. Es ver-

wendet eukaryontische Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel das Gal4-Protein

aus Saccharomyces cerevisiae, welches aus zwei trennbaren funktionellen Domänen

besteht (Durfee et al. [1993], Chien et al. [1991]). Die DNA bindende Domäne (BD)

interagiert mit einer spezifischen Up-Stream-Aktivatorsequenz (UAS) und bindet

somit das Protein in der Nähe einer Transkriptionseinheit oder eines Promotors,

z. B. am mit Galaktose induzierbaren GAL1 -Promotor (Abb. 6). Zur Funkti-

on des Transkriptionsfaktors ist eine zweite unspezifische Domäne notwendig, die

Aktivierungsdomäne (AD), die die Transkription durch Interaktion mit dem ba-

salen Transkriptionsapparat auslöst (Brent and Ptashne [1985], Hope and Struhl

[1986], Keegan et al. [1986]). Dabei wird die Expression eines Reportergens gest-

artet, welches analytisch meßbar sein muß. Als Reportergen wird zum Beispiel das

lacZ -Gen aus E. coli verwendet, welches für das Enzym β-Galaktosidase kodiert

(Fields and Song [1989]). Dieses Enzym katalysiert die Oxidation des farblosen

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoyl-β-D-galactopyranosid) zu 5-Brom-4-chlorindigo,

einem blauen Farbstoff. Zusätzlich können an das Reportergen Selektionsmarker

wie LEU2, HIS3 oder TRP1 angehängt werden, was das Screenen einer genomi-

schen Bibliothek erheblich erleichtert, da außer einer Farbreaktion auch eine Selek-

tion nach Proliferation stattfindet (Durfee et al. [1993]). Bei der Verwendung des

HIS3 Selektionsmarkers kann der Hintergrund von schwach interagierenden Pro-

teinen zusätzlich durch den kompetitiven Inhibitors 3-Aminotriazol weitgehend

unterdrückt werden.

Da für die Funktion des Transkriptionsfaktors keine kovalente Bindung zwischen

den beiden Domänen bestehen muß, reicht die Interaktion von Proteinen, die mit

den Domänen fusioniert sind, zur Expression des Reportergens aus. Die Fusions-

proteine müssen dabei vollständig exprimiert, korrekt gefaltet und in den Kern

transportiert werden. Zudem darf die Bindungsstelle, die für die Protein-Protein

Wechselwirkungen notwendig ist, nicht vom Transkriptionsfaktor besetzt sein. Das

Fusionsprotein einer Domäne darf außerdem nicht in der Lage sein, die Transkrip-

tion alleine zu aktivieren. Die gefundenen Interaktoren müssen anschließend in

heterologen biochemischen oder biologischen Systemen getestet werden, um fest-

zustellen, ob sie auch unter physiologischen Bedingungen interagieren. Zur Fest-

stellung, ob die Interaktoren unter diesen Bedingungen überhaupt in räumlichen

Kontakt kommen können, eignet sich besonders die Immunfluoreszenz.

Diese Methode kann theoretisch in allen eukayontischen Zellen angewendet wer-

den. Hauptsächlich wird sie aber in Hefezellen oder zum Teil auch in Säugerzellen

durchgeführt (Dang et al. [1991]). Sie eignet sich zur Analyse der Wechselwir-

kung zweier bekannter Proteine und zum Screenen einer genomischen Bibliothek.
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Hierfür sind fast alle Proteine geeignet, jedoch sind Membranproteine mit diesem

System nur schwer erfassbar. Extrazelluläre Proteine und Proteine, die für die

Transkription zuständig sind, können mit dieser Methode nicht analysiert wer-

den. Ein bekanntes Beispiel für diese Methode ist das Studium von Onkogenen

und Tumorsuppressoren, sowie der Kontrolle des Zellzyklusses. Hiermit konnte

die Wechselwirkung zwischen dem Ras-Protein und der Raf-Proteinkinase nach-

gewiesen werden (Zhang et al. [1993]).

1.5.4 Genetische Methoden

Genetische Methoden können nur dann angewendet werden, wenn ein Phänotyp

der Zelle bekannt ist oder ein Phänotyp aufgrund von Protein-Protein Wechsel-

wirkungen erwartet wird.

1.5.4.1 Extragene Suppressoren Suppressoren sind Proteine, die in der La-

ge sind den Phänotyp einer Mutante zu komplementieren. Dies kann entweder

aufgrund einer unphysiologischer hohen Menge an Suppressorprotein in einer Zel-

le geschehen, oder aufgrund einer Mutation des Suppressors, welche die Mutation

in einem anderem Protein wieder aufhebt. Ein Beispiel für den ersten Fall ist das

Aut7-Protein aus Saccharomyces cerevisiae, welches den Defekt in der Autopha-

gocytose der aut2-1 Mutation komplementiert (Lang et al. [1998]).

Da Mutationen in einem Suppressor-Gen nicht zwangsläufig zu einem Phänotyp

führen, werden oft Temperatur-sensitive Mutanten verwendet (Jarvik and Bot-

stein [1975]). Mit dieser Methode wurden Kälte sensitive Zellteilungszyklus-Mu-

tanten (cdcts) aus Saccharomyces cerevisiae isoliert, um Temperatur sensitive Re-

vertanten zu isolieren (Moir et al. [1982]).

1.5.4.2 Synthetisch-letaler Screen Beim synthetisch-letalen Screen werden

mutierte Proteine mit Hilfe einer genomischen Bibliothek in einer nicht letalen Mu-

tante exprimiert. Dies führt meist zum Absterben der Zelle, wenn beide Proteine

für die gleiche essentielle Funktion benötigt werden. Zumeist werden diese Screens

mit der Hefe Saccharomyces cerevisiae durchgeführt. Hierfür gibt es einen
”
colony-

sectoring Assay”, bei dem Zellen, die ein bestimmtes Plasmid tragen rot und die

Zellen ohne Plasmid weiß erscheinen (Hieter et al. [1985], Koshland et al. [1985]).

Eine Kolonie, die ein nicht essentielles Gen auf einem Plasmid trägt, erscheint rot

und weiß, da die Zelle das Plasmid ohne Schaden verlieren kann. Ist dieses Plasmid

für das Überleben der Zelle essentiell, so erscheint die Kolonie vollständig rot.
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1.6 Zellzyklus

Proliferierende Zellen durchlaufen einen Teilungszyklus (Zellzyklus), der bei Säu-

gern 10-24 Stunden, bei der Hefe Saccharomyces cerevisiae ca. 90 Minuten dauert.

Der Zellcyklus beginnt mit dem Übergang der Zelle von der G1-Phase (GAP1)

in die S-Phase (Synthese der DNA), wo die DNA dupliziert wird. Während die-

ser Phase bilden sich in Saccharomyces cerevisiae Tochterknospen aus. In der

G1-Phase wächst die Zelle durch Synthese von RNA, Proteinen und anderen Zell-

bestandteilen. Die Dauer dieser G1-Phase ist variabel und kann von einer G0-

Phase unterbrochen werden. Ausdifferenzierte Zellen, die nicht mehr wachsen,

gehen in die G0-Phase über, wo sie auf zunächst Dauer verbleiben. Nur Mito-

se auslösende Signale (z. B. Wachstumsfaktoren oder Tumorviren) können einen

erneuten Übergang in die G1-Phase auslösen und nach Überschreitung eines Re-

striktionspunktes (
”
point of no return”) tritt die Zelle in die S-Phase ein. An die

S-Phase schließt sich eine G2-Phase (Ruhephase) an, in der sich die Zelle auf die

Mitose vorbereitet. Die Gx-Phasen sind sogenannte Interphasen.

Die Mitose ist in mehrere Abschnitte unterteilt. Nach der Interphase geht die

Zelle in die Prophase über, in der die Chromosomen kondensieren und die Cen-

triolenpärchen in entgegengesetzte Richtung wandern und somit die Pole der

Teilungsspindel festlegen. Die Kernmembran löst sich aufgrund der Phospho-

rylierung des Lamins auf. Zudem findet eine Verdoppelung der Centrosomen

und deren Transport zu den gegenüberliegenden Kernpolen statt. Die Schwester-

chromatidenpärchen werden an von gegenüberliegenden Spindelpolen ausgehen-

den Mikrotubuli angeheftet. In der Metaphase werden die Chromosomen in die

Äquatorialebene angeordnet. Die Chromosomen teilen sich in der Anaphase und

je ein Chromatid wandert zum entgegengesetzten Pol. In der Telophase bildet

sich aufgrund der Dephosphorylierung des Lamins wieder eine Kernmembran, so

daß sich zwei neue Kerne ausbilden können. Anschließend teilt sich während der

Cytokinese auch das Cytosol und zwei neue Zellen entstehen.

In der Hefe Saccharomyces cerevisiae läuft dieser Zellzyklus etwas modifiziert ab.

Die Ruhephase ist in Saccharomyces cerevisiae im Gegensatz zu anderen Euka-

ryontenzellen zytologisch nicht klar unterscheidbar und biochemisch kaum defi-

niert. Zellteilungsschritte, die in anderen Eukaryonten nur in der G2-Phase oder

in der Mitose ablaufen, wie z. B. die Verdoppelung der Spindelpolkörper, der

Aufbau der mitotischen Spindel und die Aktivierung B-Typ Zyklin abhängiger

Kinasekomplexe werden in Saccharomyces cerevisiae während der S-Phase aus-

geführt (Deshaies [1995]). Außerdem bleibt die Kernhülle in Hefezellen während

der Mitose erhalten.
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1.6.1 Kontrolle des Zellzyklus

Der Zellzyklus wird durch Interkonversionen reguliert. Interkonversion von En-

zymen stellt eine schnellere Kontrolle als die Transkription dar. Hierbei ist ein

Schlüsselenzym bereits an seinem Zielort vorhanden und wird aufgrund eines Si-

gnals unter Verwendung von
”
second messengern” (z. B. cAMP) von einem ak-

tivierenden Enzym aktiviert und mittels eines inaktivierenden Enzyms in seine

inaktive Ruheform zurück versetzt. Dies wird zumeist über eine ATP-abhängige

Phosphorylierung (z. B. Interkonversion der Glycogen-Phosphorylase) der Enzy-

me durch Proteinkinasen und Dephosphorylierung durch Phosphatasen erreicht.

Die Regulation des Zellzyklus muß einer strengen Kontrolle unterliegen, da Fehler

zu einem Absterben der Zelle oder zur Ausbildung schwerer Krankheiten wie die

Bildung maligner Tumore führen können (Nowell [1993]). Aufgrund von Kontroll-

mechanismen ist die Zelle in der Lage auftretende Fehler zu erkennen und nach-

folgende Prozesse so lange zu blockieren, bis diese repariert sind (Russell [1998]).

Zu diesen Kontrollmechanismen gehört auch die Ubiquitin-vermittelte Proteolyse

mit Hilfe des Proteasoms (Mann and Hilt [2000]).

Der Übergang von der G2-Phase in die Mitose wird über die spezifische Serin/Thre-

onin-Proteinkinase MPF (
”
maturation promoting factor”) vermittelt. Der MPF

phosphoryliert an der Mitose beteiligte Proteine wie z.B. Bestandteile des Chro-

matins wie das Histon H1, Komponenten des Cytoskeletts wie die Lamine der

Kernmembran, Transkriptionsfaktoren, Proteine der Mitosespindel und einige En-

zyme. Nach der Beendigung der Mitose wird die Phosphorylierung durch den MPF

dadurch beendet, daß seine regulatorische Komponente, das Zyklin, ubiquitiny-

liert und im Proteasom abgebaut wird (1.3.1)(Glotzer et al. [1991]).

Der MPF ist ein Heterodimeres Enzym bestehend aus einer katalytischen Unter-

einheit, des Zyklin-abhängigen Kinasekomlexes CDK (
”
cyclin dependent kinase”

oder p34cdc2), und einer regulatorischen Untereinheit, dem Zyklin, welches phasen-

spezifisch erscheint und verschwindet (Mendenhall and Hodge [1998]). Der MPF

wird erst nach Anlagerung des Zyklins an das CDK aktiv. Die Aktivität wird

zusätzlich durch Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen kontrolliert. Es

existieren mehrere unterschiedliche Zykline und Zyklin-abhängige Kinasen (in He-

fe nur Cdc28p), die durch unterschiedliche Kombinationen auch den Beginn der

Transkription in der G1-Phase, Überschreiten des G1-Restriktionspunktes, den

Beginn der DNA-Replikation in der S-Phase und andere kinetische Übergänge

kontrollieren.
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1.7 Laccaria bicolor

Pilze: Pilze gehören zu den Eukaryonten und besitzen wie die Pflanzen eine

Zellwand, zellsaftgefüllte Vakuolen und sind weitgehend bewegungsunfähig. Sie

besitzen jedoch keine photosynthetischen Pigmente, sind chemoorganoheterotroph

(C-heterotroph) und besitzen im Gegensatz zu Pflanzen nur einen geringen Grad

an morphologischer Differenzierung. Sie wachsen unter aeroben Bedingungen und

erhalten ihre Energie aus der Oxidation organischer Substanzen. Mehrzellige Pil-

ze bilden eine Hyphenmasse (Myzel), die apikal wächst. Sie können sich sowohl

sexuell als auch asexuell vermehren.

Abbildung 7: Der Pilz Laccaria bicolor ist an der oberen Seite des Hutes rot, an
der unteren Seite, wo sich die Lamellen befinden, violett gefärbt.

Laccaria bicolor ist ein Vertreter der sogenannten Hutpilze und bildet mit den

Wurzeln verschiedener Baumarten, z. B. Pinus resinosa, ein Ectomycorrhiza (Har-

ley and Smith [1983], Richter and Bruhn [1998], Richter and Bruhn [1990]). Unter

Mycorrhiza versteht man die Symbiose von Baumwurzeln mit Pilzen. Dabei drin-

gen die Pilze in die Wurzeln der Bäume ein und bewirken dort ein verstärktes

Wurzelwachstum. Dies ist an bläschen- und bäumchenförmigen Verzweigungen

(vesikuläre bzw. arbuskuläre Mycorrhiza) der Wurzeln erkennbar. Der Pilz erhält

durch diese Symbiose Assimilationsprodukte der Pflanze und ermöglicht ihr wie-

derum eine effektivere Absorption von Wasser und Ionen, vor allem gebundenen

Stickstoff und Phosphat (Smith et al. [1994]). Zudem erhält sie durch den Pilz

Schutz vor Pathogenen und Schwermetallen (Colpaert and Assche [1992], Galli

et al. [1994]). Interessant ist diese Symbiose für den Menschen vor allem bei der

Anpflanzung von Setzlingen in der Waldpflege und in der Holzwirtschaft (Peter-

son et al. [1984]). Setzlinge sind aufgrund der Symbiose in der Lage, sich auch auf

qualitativ schlechteren Böden anzusiedeln (Boyle and Hellenbrand [1990], Smith

and Read [1997]), wobei das Ausmaß der Symbiose von der Art der Symbionten
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Abbildung 8: Der Pilz Laccaria bicolor geht mit einem Setzling des Pinus resinosa
eine Symbiose ein.

und ihrer Umgebung abhängig ist (Kropp [1990], Kropp et al. [1987], Wong et al.

[1990]).

Der Mechanismus der Interaktion der Symbionten ist noch nicht aufgeklärt und

muß noch genauer untersucht werden. Während der Interaktion müssen eine Viel-

zahl von Genen der Pflanze und des Pilzes an- und abgeschaltet werden (Burgess

et al. [1995], Gianinazzi-Pearson and Gianinazzi [1989]). Hierzu gehören zum Bei-

spiel auch jene Gene, die für die Abstoßung eingedrungener Fremdkörper essentiell

sind.
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2 Themenstellung

Zur Aufklärung der Mechanismen und der Regulation autophagischer Prozes-

se sind Studien von Protein-Proteinwechselwirkungen notwendig. Daher sollten

im Rahmen dieser Arbeit Interaktionspartner der Proteine Aut2p, Aut7p und

Aut9p ermittelt werden. Hierfür sollte die Affinitätschromatographie, Coimmu-

nopräzipitation, Überexpression eines Proteins und das Two-Hybrid System ver-

wendet werden.

Zunächst sollte ein GST-Aut7p in E. coli exprimiert, mit Hilfe einer Sepharose-

matrix isoliert und über FPLC aufgereinigt werden. Das gereinigte Aut7-Protein

sollte dann zur Ermittlung der 3D-NMR-Struktur verwendet werden. Außerdem

sollte das homologe LB-Aut7p aus Laccaria bicolor in einen aut7∆-Stamm trans-

formiert und auf Komplementation getestet werden.

Desweiteren sollte ein Antikörper gegen das Aut2-Protein hergestellt und getestet

werden. Die Interaktion des Aut2-Proteins mit den Proteinen Aut1p (Schäffeler

[1999], Ito et al. [2000], Uetz et al. [2000]) und Aut7p (Lang et al. [1998]) wurde

in früheren Arbeiten nachgewiesen und sollte im Rahmen dieser Arbeit mit Aut2-

Proteinfragmenten zur Ermittlung interagierender Domänen mit Hilfe des Two-

Hybrid Systems weiter untersucht werden. Noch unbekannte Interaktionspartner

des Aut2-Proteins sollten mit Hilfe eines Two-Hybrid Screens ermittel werden.

Interaktionspartner des Aut9-Proteins sollten ebenfalls mit Hilfe eines Two-Hybrid

Screens ermittel und auf Autophagocytosephänotypen hin untersucht werden.

Die sai2∆-Mutante (früher: aip1∆ Schäffeler [1999]) sollte auf Wachstum und

das überexprimierte Sai2-Protein auf Wachstumsphänotypen in Aut-Mutanten

hin untersucht werden.

Das zu Syntaxin (t-SNARE) homologe Vam3-Protein, ein integrales Membran-

protein, das an der Vakuolenmembran lokalisiert ist, sollte auf eine mögliche In-

teraktion mit Tubulin hin untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Abkürzungsverzeichnis

BSA Rinderserumalbumin

bp, kb (kilo-) Basenpaare

Da, kDa (kilo-) Dalton

DAPI 4´, 6-Diamino-2-phenylindol

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalaktosid

GFP grün fluoreszierendes Protein

GST Glutathion-S-Transferase

KAN Kanamycin

LB Luria-Broth-Medium für E. coli

M, mM (milli-)molar

NP-40 Nonidet P-40

OD600 optische Dichte bei 600 nm

ONPG 2-Nitrophenyl-β-D-Galactopyranosid

ORF offener Leserahmen

PCR Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

PGK Phosphoglyceratkinase

PMSF Phenylmethylsulfonsäurefluorid

RNA Ribonukleinsäure

TCA Trichloressigsäure

TEMED N,N,N´,N´,-Tetramethylendiamin

Tris Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

Tween Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

Upm Umdrehungen pro Minute

xg x-fache Erdbeschleunigung

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoyl-β-D-galaktosid

3.2 Material

3.2.1 Chemikalien und Bezugsquellen

Soweit nicht anders vermerkt wurden alle Chemikalien in mindestens analysenrei-

ner Qualität von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma
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(Deisenhofen) bezogen.

Amersham Pharmacia Biotech Europe

GmbH

ECL-Detection Kit, Hybond-

N+Membran

Biorad München PVDF Membran

Boehringer Mannheim Enzyme zur DNA-Manipulation

MWG-Biotech synthetische Oligonukleotide

Pharmacia, Freiburg Glutathion-Sepharose c© 4B, pGEX-

Vektoren

Qiagen, Hilden Qiagen DNA und RNA Purification

Kits, Qiaex Gel Extraction Kit, One

Step RT-PCR Kit

Seikagaku Kyogo, Tokio, Japan Zymolyase 100-T

3.2.2 Antikörper

anti-AminopeptidaseI, Hase polyklonal Eurogentec

anti-AUT1, Huhn polyklonal E. Schäffeler

anti-AUT2, Hase polyklonal diese Arbeit

anti-HA, Maus monoklonal (12CA5) BabCo

anti-CarboxypeptidaseY, Maus monoklonal Molecular Probes

anti-GFP für Western, Hase polyklonal Molecular Probes

anti-GFP für IF, Hase polyklonal Clontech

anti-GFP für Western, Maus monoklonal Clontech

anti-PGK, Maus monoklonal Molecular Probes

anti-Rindertubulin, Maus monoklonal BoehringerMannheim

anti-α-tubulin, Maus monoklonal Sigma

goat-anti-mouse IgG, Cy3 konjugiert Sigma

goat-anti-mouse IgG, Peroxidase konjugiert Boehringer Mannheim

goat-anti-rabbit IgG Peroxidase konjugiert Medac

goat-anti-chicken IgY, Peroxidase konjugiert Biogenes

3.2.3 Medien

Alle Medien wurden mit deionisiertem Wasser (Millipor) angesetzt und durch 20-

minütiges Autoklavieren bei 120◦C sterilisiert. Der pH-Wert wurde auf 5,5 (S.

cerevisiae) bzw. auf 7,5 (E. coli) eingestellt. Agarplatten wurden durch Beimi-

schung von 4%-igem Bacto-Agar dem entsprechenden Flüssigmedium zugefügt,

so daß sich ein Endgehalt von 2% an Bacto-Agar ergab.
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3.2.3.1 Medien für Hefekulturen

YPD (Vollmedium): 1% Yeast Extract

2% Bacto-Pepton

2% D-Glucose

Zur Selektion auf Kanamycin wurden YPD-Platten vor dem Ausgießen 200 mg/l

Geniticin (Sigma) zugesetzt.

CM : 0,67% Yeast Nitrogen Base w/o amino acids

(synthetisches Medium) 0,4% Dropout Powder

2% D-Glucose

Dropout Powder: je 1 g Alanin, Arginin, Aspartat, Cystein, Glutamin, Glutamat,

Glycin, Isoleucin, Methionin, Prolin, Phenylalanin, Serin, Threonin, Tyrosin, Va-

lin, Myo-Inositol, sowie 0,1 g p-Aminobenzoesäure

MV (Minimalmedium): 0,67% Yeast Nitrogen Base w/o amino acids

2% D-Glucose

CM- und MV-Medien wurden je nach benötigten Selektionsbedingungen zusätzlich

mit 0,3 mM Adenin, 0,3 mM Histidin, 1,7 mM Leucin, 1 mM Lysin, 0,4 mM Tryp-

tophan und 0,2 mM Uracil supplementiert.

YPA (Präsporulationsmedium): 2% Kaliumacetat

2% Pepton

1% Yeast Extract

3.2.3.2 Medien für E. coli

LB (Vollmedium): 0,5% Yeast Extract

1% Bacto-Trypton

0,5% Natriumchlorid

Zur Selektion auf Plasmide wurde dem fertigen Medium 50 mg/l Ampicillin zu-

gesetzt.

YTG (Vollmedium): 1% Yeast Extract

1,5% Bacto-Trypton

0,5% Natriumchlorid

2% D-Glucose

Zur Selektion auf Plasmide wurde dem fertigen Medium 50 mg/l Ampicillin zu-

gesetzt.



3.3 Dauerkulturen 33

3.3 Dauerkulturen

Für Hefedauerkulturen wurde eine streichholzkopfgroße Hefemenge von einer Agar-

platte genommen, in 1 ml sterilem 15%-igem Glycerin suspendiert und bei -80◦C

aufbewahrt.

E. coli Dauerkulturen wurden durch Mischen von 0,5 ml einer E. coli Flüssigkultur

mit 0,5 ml 30%-igem Glycerin hergestellt und ebenfalls bei -80◦C aufbewahrt.

3.4 Wachstumsbedingungen

Soweit nicht anders vermerkt, erfolgte die Kultivierung von S. cerevisiae und E.

coli nach Standardmethoden (Ausubel et al. 1997, Guthrie und Fink 1991).

Die Bestimmung der erreichten Zelldichte bei Hefekulturen und bei E. coli Kul-

turen erfolgte durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm gegen reines Medi-

um. Ein OD = 1 entspricht bei Hefezellen ca. einer Zelldichte von 2·107 Zellen/ml

(abhängig vom jeweiligen Hefestamm).

3.5 Stämme

3.5.1 E.coli Stämme

BL21 F−ompT[lon] hsdSB (rB
−mB

−)

DH5α F´/endA1 hsdR17(rk
−mk

+) supE44 thi-1 recA1

gyrA (Nalr) relA1 ∆(laclZYA-argF)U169 deoR

(Φ80dlac∆(lacZ)M15)

3.5.2 Hefestämme

WCG4 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3

(W. Heinemeyer, Stuttgart)

YMTA Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 pra1∆::HIS3

(M. Thumm, Stuttgart)

YMS6 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 ade2 ∆aut1∆::ADE2

(M. Schlumpberger, Stuttgart)

YTL9 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut2∆::KAN

(T. Lang, Stuttgart)

YTL10 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut2∆::KAN
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(T. Lang, Stuttgart)

YMS31 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut3∆::KAN

(M. Straub, Stuttgart)

YIS3 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut4∆::KAN

(I. Suriapranata, Stuttgart)

YIS4 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut5∆::KAN

(I. Suriapranata, Stuttgart)

YTL11 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut7∆::KAN

(T. Lang, Stuttgart)

YTL12 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut7∆::KAN

(T. Lang, Stuttgart)

YSR3 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut9∆::KAN

(S. Reiche, Stuttgart)

YES5 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 sai2∆::KAN

(E.Schäffeler, Stuttgart)

PJ69-4α Matα trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4∆ gal80∆

GAL2-ADE2 Lys2::GAL1-HIS3 met2::GAL7-lacZ

(P. James, Madison USA)

Y190a Mata gal4 gal80 his3 trp1-901 ade2-101 ura3-52 leu2-3,-112

URA3::GAL→lacZ, LYS2::GAL(UAS)→HIS3 cyhr

(S. J. Elledge, Houston USA)

YDB1 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 sai1∆::KAN

(diese Arbeit)

YDB2 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 sai1∆::KAN

(diese Arbeit)

YDB3 Matα / Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 sai1∆::KAN

(diese Arbeit)

YDB4 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 ade2 aut1∆::ADE2 sai1∆::KAN

(diese Arbeit)

YDB5 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 ade2 aut1∆::ADE2 sai1∆::KAN

(diese Arbeit)

YDB6 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut2∆::KAN sai1∆::KAN

(diese Arbeit)

YDB7 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut2∆::KAN sai1∆::KAN

(diese Arbeit)

YDB8 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut3∆::KAN sai1∆::KAN

(diese Arbeit)

YDB9 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut9∆::KAN sai1∆::KAN

(diese Arbeit)
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YDB10 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 sai2∆::KAN sai1∆::KAN

(diese Arbeit)

YDB11 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 ade2 aut1∆::ADE2 sai2∆::KAN

(diese Arbeit)

YDB12 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aip1∆::KAN aut3∆::KAN

(diese Arbeit)

YDB13 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB14 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB15 Matα / Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB16 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 SAI2::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB17 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 SAI2::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB18 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 ade2 aut1∆::ADE2

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB19 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 ade2 aut1∆::ADE2

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB20 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut2∆::KAN

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB21 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut2∆::KAN

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB22 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut3∆::KAN

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB23 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut3∆::KAN

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB24 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut4∆::KAN

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)
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YDB25 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut4∆::KAN

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB26 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut5∆::KAN

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB27 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut5∆::KAN

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB28 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut7∆::KAN

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB29 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut7∆::KAN

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB30 Matα his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut9∆::KAN

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

YDB31 Mata his3-11, 15 leu2-3,112 ura3 aut9∆::KAN

SAI1::HA3::HIS5(S. pombe)

(diese Arbeit)

SEY6210 Matα leu2-3,112 ura3-52 his3-∆200 trp1-∆901

lys2-801 suc2-∆9 Gal

(Robinson et al. 1988)

3.6 Oligonukleotide

AUT9-2H/8-Del1 TCG AGG TTA AGG TGT TAC ACT ACG CTG

TCA TTG AGG AAG TAG CAG CTG AAG CTT

CGT ACG C

(zur Deletion von SAI1 )

AUT9-2H/8-Del2 TCT CAT TAC GTG CTA TGC TGC CAC CTC

AAA AGC GTT AGC ATA GGC CAC TAG TGA

ATC TG

(zur Deletion von SAI1 )
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AUT9-2H/8-1 AAG TAG GAA TTC ATG AAT AAA CTT GTT

GAT GCC

(SAI1 mit EcoRI -Schnittstelle)

AUT9-2H/8-2 AGC GTT GTC GAC CTT GAT AAA TTT CTG

AAA GTT

(SAI1 mit SalI -Schnittstelle)

8-Sot GCT CGT CCA GAT GCT CC

(zur Überprüfung der sai1∆::KAN Deletion mittels

PCR)

Kan P3 GGT TCT GTT AAA GTA GGA CC

(zur Überprüfung der sai1∆::KAN Deletion mittels

PCR)

8-1/SpeI AAG TAG ACT AGT ATG AAT AAA CTT GTT

GAT GCC

(SAI1 mit SpeI -Schnittstelle)

8-2/HindIII AGC GTT AAG CTT CTT GAT AAA TTT CTG

AAA GTT

(SAI1 mit HindIII -Schnittstelle)

8-2/XhoI AGC GTT CTC GAG TCA CTT GAT AAA TTT

CTG

(SAI1 mit XhoI -Schnittstelle)

8/Prom+Term1 ATT GAG GTT GCC CGT GGT TAT TAG TCT

GTG G

(SAI1 mit Promotor und Terminator)

8/Prom+Term2 TAC TAC TCA GTA TAT ACC TAT CCT TCG

ATT TGC

(SAI1 mit Promotor und Terminator)

8-HA-1 TGC GCT TTG CGT GTA TAC GAA AAC TTT

CAG AAA TTT ATC AAG GGA GCA GGG GCG

GGT GC

(zur chromosomalen Integration des SAI1-HA3)

8-HA-2 ATC TCA TTA CAG TGC TAT GCT GCC ACC

TCA AAA GCG TT GAG GTC GAC GGT ATC

GAT AAG

(zur chromosomalen Integration des SAI1-HA3)

BI-HA-1 GAC GGC AAT AGA TGC GCT AGA TGT GGA

TAT CTG TCG TCA AAA GGA GCA GGG GCG

CGT GC

(zur chromosomalen Integration des SAI2-HA3)



38 3 MATERIAL UND METHODEN

BI-HA-2 TCT CCA GTC CTT CCA GCA ACA TGC ACG

CCT TGC AAA TGG AGG TCG ACG GTA TCG

ATA AG

(zur chromosomalen Integration des SAI2-HA3)

AIP1/Prom+Term1 ATT AAT GAG TTA CTA TCC GGG TTA CAA

ATC C

(AIP1 mit Promotor und Terminator)

AIP1/Prom+Term2 GGA AAA CAA TAT GCT TGG TTC GCT CTT

TAT CAC C

(SAI2 mit Promotor und Terminator)

AIP1-HA-1 GCG CCG TTT GAA AAT GGC GGC AAA CTA

AAA GAA GTT GAC AAA GGA GCA GGG GCG

GGT GC

(zur chromosomalen Integration des SAI2-HA3)

AIP1-HA-2 ATG TTG AAT AAT GCA CAT TCT GTG CTA

AAA TAT ATA CT GAG GTC GAC GGT ATC

GAT AAG

(zur chromosomalen Integration des SAI2-HA3)

AUT1-1 ATT ATC GGA TCC ATG ATT AGA TCT ACA

CTA AGT

(AUT1 )

AUT1-2 TTA CTC GAG CCA ACC TTC CAT GGT ATA

GTC

(AUT1 )

AUT1-1 prom TTT TTA CTC GAT TGT CGC CGA ATT CGT

TGG TAG AG

(AUT1 Promotor)

Tef-prom CCA TTT TTC TTT CTC TCT TTC TAA TAT

ATA AAT TC

(TEF Promotor)

API-1 AAA AGA CCC GGG ATG GAG GAA CAA CGT

GAA ATA

(API mit SmaI -Schnittstelle)

API-2 AAA ATC GCG GCC GCA CAA CTC GCC GAA

TTC ATC GT

(API mit NotI -Schnittstelle)

GSTant2 AGT AGA GGA TCC ATG GAC GAC TTC TTA

TCA CGT

(AUT2 mit BamHI -Schnittstelle)
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GST*ant2 TTC CTT CTC GAG GCA TTT TTC ATG AAT

AGG ACT

(AUT2 mit XhoI -Schnittstelle)

Vam3k-1 TTC CCC GAA TTC ATG TCC TTT TTC G

(VAM3 mit EcoRI -Schnittstelle)

Vam3k-2 TCC CCC AGA TCT ATC ATG TAA ATG

(VAM3 mit BglII -Schnittstelle, ohne Membran-

domäne)

ACT1-1 ATG GAT TCT GGT ATG TTC TAG CGC TTG

CAC C

(0,75 kb DNA-Fragment des ACT1-Gens)

ACT1-2 CTA CCG GAA GAG TAC AAG GAC AAA ACG

GC

3.7 Vektoren, Plasmide und Genbanken

3.7.1 pRS315 und pRS425

Die pRSXX5 Shuttel-Vektoren (Sikorski and Hieter [1989]Christianson et al. [1992])

enthalten das Ampizillinresistenzgen (amp) und den Selektionsmarker LEU2. In-

nerhalb des lacZ -Gens befindet sich der Polylinker, so daß die Insertion von DNA

mittels eines Blau-Weiß-Screens detektierbar ist. pRS315 ist ein bis zweimal pro

Zelle vorhanden, da neben der ARSH4 -Sequenz die zur Stabilisierung notwendi-

ge CEN6 -Sequenz enthalten ist. pRS425 ist in hoher Kopienzahl (10-30 Kopien)

vorhanden, da er die 2µ-Sequenz enthält. Mit beiden Vektoren kann auf LEU

selektioniert werden.

3.7.1.1 pDB1 und pDB2 Die Plasmide pDB1 und pDB2 enthalten das

vollständige SAI1 Gen mit Promotor und Terminator. Das 1,55 kb große DNA-

Fragment wurde in die SmaI Schnittstelle der Vektoren pRS315 bzw. pRS425

eingefügt.

3.7.1.2 pDB3 und pDB4 Die Plasmide pDB3 und pDB4 enthalten das

vollständige SAI2 Gen mit Promotor und Terminator. Das 1,4 kb große DNA-

Fragment wurde in die SmaI Schnittstelle der Vektoren pRS315 bzw. pRS425

eingefügt.
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3.7.1.3 pDB5 und pDB6 Die Plasmide pDB5 und pDB6 enthalten das

vollständige SAI1 Gen mit Promotor, Terminator, HA-tag und dem HIS5 Gen

aus S. pombe. Das 3,2 kb große DNA-Fragment wurde mittels PCR aus chromo-

somaler DNA des Hefestammes YDB4 amplifiziert und in die SmaI Schnittstelle

der Vektoren pRS315 bzw. pRS425 eingefügt.

3.7.1.4 pRS426/AUT2 Der Vektor pRS426 entspricht im wesentlichen dem

Vektor pRS425. Die Selektion erfolgt jedoch auf URA. Das vollständige AUT2 -

Gen wurde in die BclI /SacI Schnittstelle des Vektors pRS426 eingefügt (Lang

[1998]).

3.7.2 pGAD-C1, pGAD-C2 und pGAD-C3

Die Vektoren basieren auf dem 6,6 kb großen 2µ-Plasmid pGAD424 (Bartel [1993]),

welches den Replikationsursprung (ori), das Ampizillinresistenzgen (amp) und den

Selektionsmarker LEU2 enthält. Unmittelbar vor dem Polylinker befindet sich

eine GAL4 (768−881)-Aktivatordomäne unter der Kontrolle des ADH1 -Promotors.

Der ADH1 -Terminator beendet die Transkription. Mittels PCR wurde die ClaI

Schnittstelle im LEU2 -Gen entfernt und eine ClaI Schnittstelle im Polylinker ein-

gefügt (James et al. [1996]). Die verschiedenen Leseraster wurden durch Insertion

von zwei einzelnen Basenpaaren in die SmaI Schnittstelle erzeugt. EcoRI ist so-

mit im Polylinker in einem, SmaI in zwei und alle anderen Schnittstellen in drei

Leserahmen vorhanden.

3.7.2.1 pDB10 Das vollständige 1511 bp große AUT2 Gen wurde im Lesera-

ster in die EcoRI /SalI -Schnittstelle des Vektors pGAD-C1 ligiert. Das AUT2 Gen

wurde mittels PCR chromosomaler DNA des Hefestammes WCG4α erhalten.

3.7.2.2 pDB11 Ein 442 bp großes AUT2 DNA-Fragment (Fragment 2) wur-

de im Leseraster in die BamHI /SalI -Schnittstelle des Vektors pGAD-C1 ligiert.

Das Fragment entstand durch Restriktionsverdau von Fragment 5 (s. pDB14) mit

BamHI /XhoI.

3.7.2.3 pDB12 Ein 745 bp großes AUT2 DNA-Fragment (Fragment 3) wurde

im Leseraster in die BamHI /ClaI -Schnittstelle des Vektors pGAD-C1 ligiert. Das

Fragment entstand durch Restriktionsverdau des AUT2 Gens mit BamHI / ClaI.
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3.7.2.4 pDB13 Ein 324 bp großes AUT2 DNA-Fragment (Fragment 4) wurde

im Leseraster in die ClaI /BglII -Schnittstelle des Vektors pGAD-C1 ligiert. Das

Fragment entstand durch Restriktionsverdau des AUT2 Gens mit ClaI / BamHI.

3.7.2.5 pDB14 Ein 766 bp großes AUT2 DNA-Fragment (Fragment 5) wurde

im Leseraster in die ClaI /SalI -Schnittstelle des Vektors pGAD-C1 ligiert. Das

Fragment entstand durch Restriktionsverdau des AUT2 Gens mit ClaI /XhoI.

3.7.2.6 pDB15 Ein 641 bp großes AUT2 DNA-Fragment (Fragment 6) wurde

im Leseraster in die BamHI/PstI -Schnittstelle des Vektors pGAD-C1 ligiert. Das

Fragment entstand durch Restriktionsverdau von Fragment 3 (s. pDB12) mit PstI.

3.7.2.7 pDB19 Ein 0,75 kb großes VAM3 DNA-Fragment wurde im Lesera-

ster in die EcoRI /BglII -Schnittstelle des Vektors pGAD-C1 ligiert. Das Fragment

entstand mittels PCR chromosomaler DNA des Hefestammes WCG4α. Die Trans-

membrandomäne am Ende des VAM3 Gens wurde nicht mit amplifiziert.

3.7.2.8 pDB21 Das Plasmid pDB21 basiert auf dem Vektor pGAD-C1, in

den ein 1,1 kb großes Genbankfragment eingefügt ist (3.7.11). Dieses Fragment

enthält das SAI1 Gen ab der Base 34.

3.7.2.9 pDB22 Das vollständige SAI1 Gen wurde im Leseraster in die Eco-

RI /SalI -Schnittstelle des Vektors pGAD-C1 ligiert. Das SAI1 Gen wurde mittels

PCR chromosomaler DNA des Hefestammes WCG4α erhalten.

3.7.2.10 pGAD-C3/AUT1 Zur Expression des GAL4AD/Aut1p wurde das

Plasmid pGAD-C3/AUT1 verwendet (Schäffeler [1999]), welches das vollständige

AUT1 Gen enthält.

3.7.2.11 pGAD-C1/AUT7 Zur Expression des GAL4AD/Aut7p wurde das

Plasmid pGAD-C1/AUT7 verwendet (Lang [1998]), welches das vollständige AUT7

Gen enthält.

3.7.2.12 pGAD-C1/TUB1, pGAD-C1/TUB2 und pGAD-C1/TUB3

Zur Expression der GAL4AD/Tubxp wurden die Plasmide pGAD-C1/TUBX

verwendet (Lang [1998]), welche die vollständigen TUB Gene enthalten.
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3.7.3 pGBD-C1, pGBD-C2 und pGBD-C3

Die Vektoren basieren auf dem 5,9 kb großen 2µ-Plasmid pGB-CX (Bartel et al.

1993), welches den Replikationsursprung (ori), das Ampizillinresistenzgen (amp)

und den Selektionsmarker TRP1 enthält. Unmittelbar vor dem Polylinker befindet

sich eine GAL4 (1−147)-Bindedomäne unter der Kontrolle des ADH1 -Promotors.

Der ADH 1-Terminator beendet die Transkription. Die verschiedenen Leseraster

wurden durch Insertion von zwei einzelnen Basenpaaren in die SmaI Schnittstelle

erzeugt. EcoRI ist somit im Polylinker in einem, SmaI in zwei und alle anderen

Schnittstellen in drei Leserahmen vorhanden.

3.7.3.1 pDB20 Ein 0,75 kb großes VAM3 DNA-Fragment wurde im Lesera-

ster in die EcoRI -/BglII -Schnittstelle des Vektors pGBD-C1 ligiert. Das Fragment

entstand mittels PCR chromosomaler DNA des Hefestammes WCG4α. Die Trans-

membrandomäne am Ende des VAM3 Gens wurde nicht mit amplifiziert.

3.7.3.2 pGBD-C1/TUB2 Zur Expression des GAL4BD/Tub2p wurde das

Plasmid pGBD-C1/TUB2 verwendet (Schäffeler [1999]), welches das vollständige

TUB2 Gen enthält.

3.7.3.3 pGBD-C1/TUB3 Zur Expression des GAL4BD/Tub3p wurde das

Plasmid pGBD-C1/TUB3 verwendet (Schäffeler [1999]), welches das vollständige

TUB3 Gen enthält.

3.7.4 pAS1-CYH2

Der Vektor pAS1-CYH2 ist ein 8,5 kb großes 2µ-Plasmid (S. J. Elledge) welches

den Replikationsursprung (ori), das Ampizillinresistenzgen (amp), den Selekti-

onsmarker TRP1 und das CYH2 -Gen enthält. Hefestämme, die das CYH2 -Gen

enthalten können nicht mehr auf Cycloheximid haltigen Selektionsplatten wach-

sen. Zudem besitzt der Vektor vor dem Polylinker eine Sequenz, die für das HA-

Epitop kodiert, sowie eine GAL4(1−147)-DNA Bindedomäne unter der Kontrolle

des ADH1 -Promotors.

3.7.4.1 pAS1-CYH2/AUT1 Zur Expression des GAL4BD/Aut1p wurde

das Plasmid pAS1-CYH2/AUT1 verwendet (Schäffeler [1999]), welches das voll-

ständige AUT1 Gen enthält.
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3.7.4.2 pAS1-CYH2/AUT2 Zur Expression des GAL4BD/Aut2p wurde

das Plasmid pAS1-CYH2/AUT2 verwendet (Lang [1998]), welches das vollständige

AUT2 Gen enthält.

3.7.4.3 pAS1-CYH2/AUT7 Zur Expression des GAL4BD/Aut7p wurde das

Plasmid pAS1-CYH2/AUT7 verwendet (Lang [1998]), welches das vollständige

AUT7 Gen enthält.

3.7.4.4 pAS1-CYH2/AUT9 Zur Expression des GAL4BD/Aut9p wurde das

Plasmid pAS1-CYH2/AUT9 verwendet (Lang [1998]), welches das vollständige

AUT9 Gen enthält.

3.7.5 pGEX-Vektoren

Die pGEX-Vektoren wurden zur Herstellung von E. coli Fusionsproteinen mit

der Glutathion-S-transferase (GST) aus Schistosoma japonicum erzeugt. Somit

können in E. coli Fusionsproteine in hohem Maße exprimiert und mit Hilfe der

Glutathion-Sepharose 4B aufgereinigt werden. Sie enthalten außer der amp-, ori -

und lacI q-Sequenz den tac-Promotor, der unter der Kontrolle von IPTG indu-

zierbar ist. Unmittelbar vor dem Polylinker besitzen die Vektoren eine Thrombin-

oder Faktor Xa-Schnittstelle.

3.7.5.1 pDB9 Das vollständige SAI1 Gen wurde in die EcoRI /XhoI -Schnitt-

stelle des Vektors pGEX-4T-1 ligiert. Das SAI1 Gen wurde mittels PCR chromo-

somaler DNA des Hefestammes WCG4α erhalten.

3.7.5.2 pGEX-4T-3/AUT2 Zur Expression des GST-Aut2p wurde das Plas-

mid pGEX-4T-3/AUT2 verwendet (Lang [1998]), welches das vollständige AUT2

Gen enthält.

3.7.5.3 pGEX-4T-3/AUT7 Zur Expression des GST-Aut7p wurde das Plas-

mid pGEX-4T-3/AUT7 verwendet (Lang [1998]), welches das vollständige AUT7

Gen enthält.

3.7.5.4 pGEX-4T-3/VAM3 Zur Expression des GST-Vam3p wurde das Plas-

mid pGEX-4T-3/VAM3 verwendet (Schäffeler [1999]), welches das vollständige

VAM3 Gen enthält.
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3.7.6 pRN295 und pRN369

Die Vektoren pRN295 und pRN369 (J. Hegemann, Gießen) ermöglichen die Er-

zeugung aminoterminaler (pRN295) und caboxyterminaler (pRN369) Fusionspro-

teine mit dem grün fluoreszierenden Protein (GFP) aus der Qualle Aequorea vic-

toria. Sie beinhalten neben dem Strukturgen GFP, welches unter der Kontrolle

des MET25-Promotors steht, das Ampicillinresistenzgen (amp), als Selektions-

marker das URA3 Gen und das CEN6/ARSH4 Element. Ein Polylinker vor bzw

nach dem GFP -Gen ermöglicht die Fusion mit beliebigen Genen.

3.7.6.1 pDB7 und pDB8 Das vollständige SAI1 Gen wurde im Leseraster

in die SpeI /HindIII -Schnittstelle der Vektoren pRN369 bzw. pRN295 ligiert. Das

SAI1 Gen wurde mittels PCR chromosomaler DNA des Hefestammes WCG4α

erhalten.

3.7.6.2 pGFP-N/AUT2 und pGFP-C/AUT2 Zur Expression der GFP-

Aut2p wurden die Plasmide pGFP-N/AUT2 und pGFP-C/AUT2 (Lang [1998])

verwendet, die das vollständige AUT2 -Gen enthalten.

3.7.6.3 pGFP-N/AUT7 und pGFP-C/AUT7 Zur Expression der GFP-

Aut7p wurden die Plasmide pGFP-N/AUT7 und pGFP-C/AUT7 (Lang [1998])

verwendet, die das vollständige AUT7-Gen enthalten.

3.7.6.4 pGFP-N/AUT9 und pGFP-C/AUT9 Zur Expression der GFP-

Aut9p wurden die Plasmide pGFP-N/AUT9 und pGFP-C/AUT9 (Lang [1998])

verwendet, die das vollständige AUT9-Gen enthalten.

3.7.7 pT7Blue

Der Vektor pT7Blue enthält neben dem Ampizillinresistenzgen (amp), den Repli-

kationsursprung (ori), das lacZ -Gen und den T7 -Promotor.

3.7.7.1 pF6.3 Das vollständige 0,65 kb große LB-AUT7 Gen aus Laccaria

bicolor wurde in die EcoRV -Schnittstelle des Vektors pT7Blue ligiert, wobei diese

Schnittstelle zerstört wurde.
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3.7.8 pBR401, pBR402 und pBR422

Die Vektoren pBR401, pBR402 und pBR422 basieren auf dem modifizierten pRS

416 Vektor (Mumberg et al. [1995]) und werden zur kontrollierten Expression von

Proteinen verwendet. Sie enthalten neben dem Ampizillinresistenzgen (amp) den

Selektionsmarker URA3. pBR401 steht unter der Kontrolle des ADH -Promotors,

pBR402 unter der Kontrolle des TEF -Promotors und pBR422 unter der Kontrolle

des CYC1 -Promotors. Diese Promotoren weisen eine relative niedrige Aktivität

auf. Der CYC1 -Terminator beendet die Transkription in allen drei Vektoren.

3.7.8.1 pDB16, pDB17 und pDB18 Das vollständige 0,65 kb große LB-

AUT7 Gen aus Laccaria bicolor wurde in die EcoRI/XhoI -Schnittstelle der Vek-

toren pBR401 und pBR422, sowie in die EcoRI/SpeI -Schnittstelle des Vektors

pBR402 ligiert. Das LB-AUT7 Gen wurde durch Restriktionsverdau des Plas-

mids pF6.3 (3.7.7.1) mit EcoRI/XhoI erhalten.

3.7.9 pUG6

Der Vektor pUG6 (Güldener et al. [1996]) wurde zur Herstellung des SAI1 De-

letionskonstruktes mittels der loxP-KAN R-loxP -Kassette verwendet. Er enthält

einen Replikationsursprung (ori) und das Kanamycinresistenzgen KAN unter der

Kontrolle von Promotor und Terminator des TEF -Gens aus Ashbya gosypii (Wach

et al. [1994]). Als Selektionsmarker in E. coli dient das zusätzlich im Vektor ent-

haltene Ampicillinnresistenzgen (amp). Das Kanamycingen wird von den Erken-

nungssequenzen der Cre-Rekombinase (LoxP) flankiert. Die so hergestellte De-

letionskassette kann dann durch homologe Rekombination chromosomal in das

Genom integriert.

3.7.10 p3XHA-HIS5

Der 4,3 kb großeVektor p3XHA-HIS5 (S. Munro, Cambridge, GB) basiert auf

dem Vektor pBluescript II SK. In die EcoRI / HindIII -Schnittstelle wurde das

dreifach HA-(Haemaglutinin-)Epitop des Influenzavirus, sowie das HIS5 -Gen aus

S. pompe als Selektionsmarker eingefügt. Dieses Plasmid dient zur Herstellung

HA-Epitop markierter Gene, indem das gewünschte Gen mittels PCR vor die HA-

Sequenz eingefügt wird. Die so hergestellte Integrationskassette kann dann durch

homologe Rekombination chromosomal in das Genom integriert. Zur Selektion der

transformierten DNA in Hefe wird das HIS5 -Gen mitamplifiziert.
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3.7.11 YL2H-Genbank

Genomische Hefe-DNA aus dem Stamm YM706 wurde mit fünf verschiedenen

Enzymen (AciI, HinPI, MaeII, MspI und TaqI ) verdaut und in die ClaI Schnitt-

stelle der Vektoren pGAD-C1, pGAD-C2 und pGAD-C3 eingefügt (P. James). Die

Genbank wurde in E. coli DH10B amplifiziert.

Qualitätsdaten der Genbank:

Durchschnittliche Insertgröße 0,5 - 3kb

Prozentualer Anteil der Kolonien mit angegebener Insertgröße 90%

Zahl unabhängiger Klone 2,3 · 106

Die in dieser Arbeit eingesetzte Genbank-DNA wurde in E. coli DH5α amplifiziert.

3.8 Molekularbiologische Methoden

3.8.1 Vorbehandlung von Glasperlen

200 ml Glasperlen (0,5 mm Durchmesser) wurden über Nacht in 10 M Salzsäure

gerührt, mit 0,1 M Tris/HCl-lösung auf pH 7,5 äquilibriert, mit destilliertem Was-

ser gewaschen und getrocknet.

3.8.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Isolierung großer Mengen an DNA aus E. coli und kleinerer Mengen, die zur

DNA-Sequenzierung benötigt wurden, wurden die Purification Kits der Firma

QIAGEN nach dem entsprechenden Protokoll verwendet

Zur Isolierung kleiner Mengen an DNA mit geringerer Reinheit wurde die al-

kalische Lyse durchgeführt. Hierzu wurden 1,5 ml einer stationären Zellkultur

geerntet, in 150 µl kalter Lösung I resuspendiert und mit 300 µl Lösung II 2 Mi-

nuten lysiert. Danach wurde die Reaktion mit 450 µl Lösung III gestoppt und die

Suspension 10 Minuten auf Eis gehalten. Anschließend wurde die Suspension 10

Minuten mit 14 000 Upm zentrifugiert und der Überstand zur Fällung der DNA zu

500 µl Isopropanol gegeben. Nach 5-minütiger Fällung bei Raumtemperatur wur-

de erneut 5 Minuten mit 14 000 Upm zentrifugiert, die pelletierte DNA mit 400 µl

70%-igem Ethanol gewaschen und in 50 µl Wasser oder TE-Puffer aufgenommen.

Lösung I: 25 mM Tris pH 8 Lösung II: 0,2 M NaOH

50 mM Glucose 1% SDS

10 mM EDTA

Lösung III: 5 M KOAc/HOAc pH 4,8
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TE-Puffer: 1 mM EDTA

10 mM Tris/HCl pH 8

3.8.3 Isolierung von Plasmid DNA aus Hefe (Plasmid-rescue)

1,5 ml einer stationären Hefekultur wurden geerntet, mit 500 µl kaltem Wasser

gewaschen und in 200 µl “Breaking-buffer” resuspendiert. Zur Suspension wurden

200 µl Glasperlen (0,5 mm Durchmesser 3.8.1), 200 µl einer Phenol/Chloroformlö-

sung gegeben und 2 Minuten auf dem Vortexer geschüttelt. Anschließend wurde 5

Minuten mit 14 000 Upm zentrifugiert und der wäßrige Überstand in einem neuen

Gefäß mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacatatlösung und 2,5-fachem Ethanol Volu-

men versetzt. Die DNA wurde 15 Minuten bei -80◦C gefällt, mit 70%-igem kaltem

Ethanol gewaschen und in 25 µl Wasser oder TE-Puffer (3.8.2) aufgenommen.

“Breaking-buffer“: 100 mM NaCl

10 mM Tris/HCl pH 8

1m M EDTA

2% Triton X-100

1% SDS

3.8.4 Isolierung von RNA aus Hefe

5·107 Zellen (OD600 = 2,5) wurden pelletiert, mit 1 ml PBS-Puffer gewaschen

und in 100 µl PBS-Puffer resuspendiert. Zu dieser Suspension wurden sofort 1

ml RNAlater hinzugegeben und min 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen

dürfen nicht eingefroren werden, da sie sonst nicht mehr sphäroblastiert werden

können. Vor dem Aufschluß wurden die Zellen 5 Minuten mit 3000 g zentrifugiert

(RNAlater besitzt eine hohe Dichte) und der Überstand vollständig entfernt. Des-

weiteren wurde der RNAeasy Mini Kit der Firma QIAGEN verwendet.

Zur Verwendung der RNA für eine RT-PCR wurde die DNA mit RNA-freier

DNAse verdaut, ebenfalls nach dem Protokoll der Firma QIAGEN.

PBS-Puffer: 53 mM Dinatriumhydrogenphosphat

13 mM Natriumdihydrogenphosphat

75 mM Natriumchlorid

3.8.5 Isolierung chromosomaler DNA aus Hefe

Die Isolierung chromosomaler DNA erfolgte nach einem ähnlichen Protokoll wie

der
”
Plasmid rescue” (3.8.3).
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2 ml einer stationären Hefekultur wurden geerntet, mit 500 µl kaltem Wasser

gewaschen und in 200 µl “Breaking-buffer” (3.8.3) resuspendiert. Zur Suspen-

sion wurden 300 µl Glasperlen (0,5 mm Durchmesser 3.8.1) und 200 µl einer

Phenol/Chloroformlösung gegeben und 3-4 Minuten auf dem Vortexer geschüttelt.

Danach wurden 200 µl Wasser zugegeben und 5 Minuten mit 14 000 Upm zen-

trifugiert. Der wäßrige Überstand wurde in einem neuen Gefäß mit 1 ml kaltem

Ethanol versetzt und die DNA 15 Minuten bei -80◦C gefällt. Die pelletierte DNA

wurde 2 Minuten abzentrifugiert, in 400 µl TE-Puffer (3.8.2) resuspendiert und

mit 30 µg RNAse versetzt. Nach 5 minütigem Verdau bei 37◦C wurde die DNA

erneut durch Zugabe von 1 ml Ethanol und 10 µl 7,5 M Natriumacetatlösung

gefällt. Anschließend wurde die DNA mit 70%-igem kaltem Ethanol gewaschen

und in 50 µl Wasser bzw. TE-Puffer aufgenommen.

3.8.6 Restriktionsverdau von DNA

Sequenzspezifische Restriktionsenzyme dienen zur Identifizierung und Analyse von

DNA-Sequenzen. Die so gespaltene DNA kann zudem spezifisch mit kompatiblen

DNA-Enden ligiert werden.

In einer Standardreaktion wurden 1 µl DNA (ca. 1 µg) mit 2-5 U der jeweiligen

Restriktionsendonuklease(n) (New England Biolabs bzw. Boehringer Mannheim),

1 µl 10-fach Restriktionspuffer versetzt und auf 10 µl mit Wasser aufgefüllt. Das

Reaktionsgemisch wurde 1-2 Stunden bei der empfohlenenTemperatur inkubiert.

3.8.7 Agarose-Gelelektrophorese

Einzelne DNA-Fragmente können durch Anlegen eines elektrischen Feldes in Aga-

rosegelen aufgetrennt werden. Hierfür wurden DNA-Proben mit 10 × Probenpuf-

fer versetzt und in einer Flachbett-Elektrophoresekammer in 0,8-2%-igen Agaro-

segelen aufgetrennt, welche mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid versetzt waren. Die

Elektrophorese erfolgte in TAE-Puffer bei einer konstanten Spannung von 80-100

V. Als Längenstandard wurde die x-kb-Leiter bzw. mit BstEII verdaute λ-Phagen

DNA verwendet, die DNA unter UV-Licht detektiert und zur Dokumentation fo-

tografiert.

10×Probenpuffer: 30% Glycerin

0,1% EDTA

0,05% Bromphenolblau

0,05% Xylencyanol

TAE-Puffer: 1 mM EDTA

40 mM Tris/HOAc pH 8
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3.8.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die DNA-Fragmente wurden zunächst mittels Agarose-Gelelektrophorese aufge-

trennt (3.8.7), unter UV-Licht detektiert und aus dem Gel ausgeschnitten. Die

DNA wurde mit Hilfe des Qiaex Gel Extraction Kit der Firma QIAGEN aus dem

Gel herausgelöst und aufgereinigt. Sie konnten anschließend ohne weitere Aufar-

beitung für molekularbiologische Arbeiten verwendet werden.

3.8.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Die T4-DNA-Ligase eignet sich zur Ligation überhängender Enden (“sticky-ends”)

und glatter Enden (“blunt-ends”). Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden im

Verhältnis 1:3 bzw. 1:10 in Bezug auf Vektor-DNA zu Insert-DNA dem Reak-

tionsgemisch zugesetzt. “Sticky-end”-Ligationen erfolgten bei Raumtemperatur,

“blunt-end”-Ligationen bei 18◦C.

Ligationspuffer: 20 mM Tris/HCl

10 mM Magnesiumchlorid

10 mM Dithiothreitol

0,5 mM ATP

3.8.10 Transformation von E. coli

3.8.10.1 Herstellung kompetenter Zellen 1 l LB-Medium wurde mit einer

frischen E. coli Kultur 1:100 angeimpft und solange bei 37◦C inkubiert, bis eine

Zelldichte (OD600) von 0,1-0,8 erreicht war. Die Zellen wurden geerntet und 15 - 30

Minuten auf Eis gekühlt. Anschließend wurden die Zellen bei 4◦C 15 Minuten mit

4000 Upm zentrifugiert, das Pellet in 1 l kaltem Wasser resuspendiert und erneut

zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 20 ml kaltem 10 %-igem Glycerin gewaschen,

erneut zentrifugiert und in 2-3 ml kaltem 10 %-igem Glycerin aufgenommen. Die

Suspension wurde in Aliquots von 50 µl aufgeteilt und bei -80◦C bis zu 6 Monate

aufbewahrt.

3.8.10.2 Transformation durch Elektroporation Die Transformation von

E. coli wurde ausschließlich mittels Elektroporation (Chassy et al. [1988]) durch-

geführt. Mit dieser Methode kann eine Transformationsrate von bis zu 1012 Trans-

formanden pro µg DNA erreicht werden.

Ein Aliquot (50 µl) kompetenter E. coli Zellen wurde auf Eis aufgetaut, mit 1 µl

eines Ligationsansatzes oder 0,1 µl Plasmid DNA versetzt und 1 Minuten auf Eis
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in einer Elektroporationsküvette gekühlt. Die Transformation wurde bei 400 Ω/

25 µF/ 2,5 kV durchgeführt und die Zellen sofort in 1 ml SOC-Medium aufge-

nommen. Die Zellsuspension wurde 1 Stunde bei 37◦C inkubiert und anschließend

auf LB-Ampicillin-Platten ausplattiert. Die Platten wurden über Nacht bei 37◦C

inkubiert.

Plasmide, bei denen ein DNA-Insert in das lacZ -Gen eines Vektors kloniert wur-

de, konntenmittels eines β-Galactosidade Tests detektiert werden. Als Substrat

für das Enzym wurden zusätzlich pro LB-Ampicillin-Platte 30 µl X-Gal (2% in

Dimethylformamid) ausplattiert. Zellen, die eine β-Galaktosidase Aktivität be-

sitzen färben sich durch die Bildung eines Indigofarbstoffes blau, während Zellen

ohne β-Galaktosidase Aktivität weiß bleiben.

3.8.11 Transformation in Hefe

Hefezellen wurden mit Lithiumacetat kompetent gemacht, da der Eintritt von

DNA in die Zelle aufgrund der osmotischen Wirkung der Lithium-Ionen erleichtert

wird.

3.8.11.1 “Rapid”-Transformation für Plasmide Eine stecknadelkopfgroße

Menge von Hefezellen wurde in 100 µl Wasser gewaschen, zentrifugiert und in 50

µl Lösung I resuspendiert. Zu dieser Suspension wurden 5 µl (5 µg) Carrier-DNA,

1 µl Plasmid-DNA und 300 µl Lösung II gegeben. Die Suspension wurde mittels

pipettieren durchmischt und 30 Minuten bei 30◦C inkubiert. Anschließend wur-

den die Zellen einem 30 minütigem Hitzeschock bei 42◦C ausgesetzt, pelletiert, in

100 µl Wasser resuspendiert und auf Selektionsplatten ausplattiert.

10 x Lithiumacetat-Puffer: 1 M LiOAc/HAOAc pH 7,5

Lösung I: 10 x TE-Puffer (3.8.2) und 10 x Lithiumacetat-Puffer mit Wasser

verdünnt

Lösung II: 10 x TE-Puffer und 10 x Lithiumacetat-Puffer mit 50 % PEG 4000

verdünnt

Carrier-DNA: ultraschallbehandelte Heringssperma-DNA, einzelsträngig

3.8.11.2 Transformation von DNA-Fragmenten ins Genom 20 ml einer

Zellkultur (OD600= 0,7-0,8) wurden pelletiert und mit 1 ml Wasser gewaschen. Die

Suspension wurde in 50 µl Lösung I (3.8.11.1) resuspendiert und 1 Stunde bei 30◦C

auf dem Schüttler inkubiert. Danach wurden 5 µl Carrier-DNA (3.8.11.1) und 5 µl

DNA zugegeben, 30 Minuten bei 30◦C inkubiert, mit 250 µl Lösung II (3.8.11.1)
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durchmischt und weitere 30 Minuten bei 30◦C inkubiert. Anschließend wurden

die Zellen einem 30-45 minütigem Hitzeschock bei 42◦C ausgesetzt, pelletiert, 2

mal mit 125 µl TE-Puffer (3.8.2) gewaschen und in 2,5 ml YPD resuspendiert.

Die Zellen wurden 3-5 Stunden in diesem Medium bei 30◦C inkubiert. Zuletzt

wurden die Zellen erneut pelletiert, 2 mal mit 125 µl TE-Puffer gewaschen, in 100

µl Wasser aufgenommen und auf 1-5 Selektionsplatten ausplattiert.

3.8.11.3 Genbanktransformation Zur Transformation der
”
Two Hybrid”-

Genbank (P. James) wurde der Stamm Y190 (Elledge) verwendet der das Plasmid

pAS1-CYH2/AUT2 bzw. pAS1-CYH2/AUT9 enthielt.

In Selektionsmedium stationär gewachsene Zellen wurden so in 500 ml YPD-

Medium überimpft, daß in ca. 2 Generationen (3-4 Stunden) die Kultur eine OD600

von 0,5 - 0,8 erreicht wurde. Die Zellen wurden geerntet, mit 100 ml Wasser ge-

waschen und in 50 ml LiSORB-Puffer 15-30 Minuten bei 30◦C inkubiert. Danach

wurde erneut zentrifugiert, die Zellen in 625 µl LiSORB-Puffer resuspendiert und

in 100 µl Aliquots aufgeteilt. Zu jedem Aliquot wurden 100 µl DNA-Mix zuge-

geben, die Zellen 30 Minuten bei 30◦C inkubiert, mit 900 µl Lösung II (3.8.11.1)

versetzt und weitere 30 Minuten bei 30 ◦C inkubiert. Anschließend wurden die

Zellen einem 10-15 minütigem Hitzeschock bei 42◦C ausgesetzt, pelletiert, und

5 µl zur Bestimmung der Transformationsrate auf Selektionsmedium (CM-Trp−,

Leu−) ausplattiert.

Die restlichen Zellen wurden pelletiert, vereint und in 100 ml flüssigem Selekti-

onsmedium (CM-His−, Trp−, Leu−) 1-3 Stunden bei 30◦C inkubiert. In dieser

Zeit wurde die Transkription des HIS3 Reportergens aktiviert. Zuletzt wurde er-

neut zentrifugiert, die Zellen in 6 ml Selektionsmedium (CM-His−, Trp−, Leu−)

resuspendiert und je 100 µl auf Selektionsplatten (CM-His−, Trp−, Leu−+ 23 mM

3-Aminotriazol) ausplattiert.

DNA-Mix: 200 µl Carrier-DNA (3.8.11.1) wurden 7-10 Minuten bei 95◦C inku-

biert, mit 800 µl LiSORB-Puffer versetzt, auf Raumtemperatur abgekühlt und

mit 40 µl (40 µg) Genbank-DNA versetzt.

LiSORB-Puffer: 100 mM Lithiumacetat

10 mM Tris pH 8

1 mM EDTA

1000 mM Sorbitol
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3.8.12 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion ist es möglich, DNA gezielt zu amplifizie-

ren und zu modifizieren. Synthetische Oligonukleotide (Primer) binden spezifisch

an die beiden Enden der zu amplifizierenden DNA. Bis zu einem gewissen Grad

können an den 5‘-Enden zusätzliche Basenpaare angehängt und somit Schnittstel-

len eingefügt werden. Ebenso können durch die Auswahl der Primer Mutationen

in die DNA-Sequenz eingefügt werden.

Die Bedingungen für eine PCR müssen auf das jeweilige DNA-Fragment ab-

gestimmt werden. Hauptkriterien sind hierfür die Schmelztemperatur und Ba-

senlänge der Primer, sowie die Reinheit und Konzentration des “templates”.

Ein typischer PCR-Ansatz sah wie folgt aus:

0,5 µl 50 ng
”
template”-DNA

1 µl 100 pmol Primer

10 µl 2 mM dNTPs

2 µl DMSO

2 µl 50 mM Magnesiumsulfat

5 µl 10×Puffer

1 µl 1 U Vent-Polymerase

Der Reaktionsansatz wurde mit Wasser auf 50 µl aufgefüllt und mit 50 µl Mine-

ralöl überschichtet.

Ein typisches PCR-Programm für ein 1 kb DNA-Fragment sah am Robocycler

der Firma Stratagene wie folgt aus:

95◦C 5 min
”
hot start”

94◦C 45 sec Denaturierung

55-63◦C 45 sec Annealing 25-40 Zyklen

72◦C 2 min Extension

72◦C 6 min final Elongation

3.8.13 Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

Mit Hilfe der RT-PCR kann RNA spezifisch in ihre cDNA transkribiert und am-

plifiziert werden. Zur Quantifizierung der RNA kann ein äußerer Standard, kom-

petitive (RT-PCR), mit bekannter Konzentration zugegeben werden. In dieser

Arbeit wurde nur ein innerer endogener Standard, das ACT1 -Gen mit amplifi-

ziert, welches in jeder Wachstumsphase der Zelle in gleichem Ausmaß exprimiert

wird.
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Mit dem One Step RT-PCR Kit der Firma QIAGEN konnte die Transkription

und die Amplifizierung in einem Schritt erfolgen.

Volumen Komponente Endkonzentration

10 µl 5 × Puffer

2 µl dNTPs 400 µM

0,5-1 µl Primer target 0,5-1 µM

0,1-0,5 µl Primer control 0,1-0,5 µM

2 µl Enzyme

1 µl template-RNA 0,3 µg

2 µl RNAse Inhibitor 5-10 U

10 µl Q-solution

Der Reaktionsansatz wurde mit RNAse freiem Wasser auf 50 µl aufgefüllt und

mit 50 µl Mineralöl überschichtet.

50◦C 30 min Reverse Transkription

95◦C 15 min Inaktivierung der Reversen Transkription

und Aktivierung der Polymerase

94◦C 45 sec Denaturierung

60◦C 45 sec Annealing 35-37 Zyklen

72◦C 2 min Extension

72◦C 10 min final Elongation

3.8.14 Southern Blot

Die Identifizierung chromosomaler DNA-Fragmente mittels Hybridisierung mit

spezifischen DNA-Sonden wurde nach dem Southern Blot Verfahren (Southern

1075) durchgeführt. Hierbei wurde chromosomale DNA mit Restriktionsendonu-

kleasen verdaut, die DNA-Fragmente durch Gelelektrophorese (3.8.7) aufgetrennt,

auf eine Membran geblottet und mit spezifischen Sonden detektiert.

3.8.14.1 Herstellung markierter Sonden Die DNA-Sonden wurden mit-

tels des
”
Gene Images random prime labelling module” der Firma Amersham

nach dem Protokoll hergestellt. Hierzu wurden ca. 20 µg eines DNA-Fragments

(200-1000 bp) in einem Gesamtvolumen von 50 µl 4 Stunden bei 37◦C mit Flu-

orescin-11-dUTP, Zufallsprimern (synthetisch Hexanukleotide) und Klenow En-

zym inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 µl 0,5 M EDTA-Lösung

gestoppt.
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3.8.14.2 Transfer der DNA Chromosomale DNA (ca. 20 g) wurde mit 10 U

einer oder mehrerer Restriktionsendonukleasen in einem Gesamtvolumen von 50

µl verdaut, nach Ethanolfällung in 10 µl Probenpuffer aufgenommen und mittels

Gelelektrophorese (3.8.7) aufgetrennt. Das Agarosegel wurde 20 Minuten in 0,4

M Natronlauge denaturiert und anschließend mit Hilfe des VacuGene Blotting Sy-

stems der Firma Pharmacia auf eine Hybond N+-Nylonmembran (Membran muß

nicht befeuchtet werden) transferiert. Der Transfer erfolgte 90 Minuten ebenfalls

in 0,4 M Natronlauge als Transferpuffer. Die Membran wurde nach dem Trans-

fer in 2×SSC-Puffer gewaschen und anschließend bei Raumtemperatur an Luft

getrocknet. Bei der Verwendung einer positv geladenen Membran muß die DNA

nicht mehr fixiert werden.

20 ×SSC-Puffer: 3 M Natriumchlorid

0,3 M Natriumcitrat pH 7

3.8.14.3 Hybridisierung und Detektion Hybridisierung und Detektion der

Membran wurde nach der Vorschrift des ”Gene Images random prime labelling

module” der Firma Amersham durchgeführt. Die Membran wurde 30 Minuten bei

60◦C prehybidisiert und anschließend mit der DNA-Sonde über Nacht bei 60◦C

inkubiert. Anschließend wurde die Membran wurde bei 60◦C gewaschen und die

DNA mittels des “Gene Images CDP-Star detection module” der Firma Amers-

ham detektiert.

Hybridisierungspuffer: 5× SSC-Puffer

0,1% SDS

5% Dextransulfat

5% Liquid Block

3.9 Zellbiologische und biochemische Methoden

3.9.1 Kreuzung haploider Hefestämme

In haploide Hefestämme unterschiedlichen Paarungstyps wurden Plasmide mit un-

terschiedlichen Selektionsmarkern transformiert. Die frisch transformierten Stäm-

me unterschiedlichen Matingtypes wurden auf Selektionsplatten zusammen aus-

gestrichen und zwei Tage bei 30◦C inkubiert. Nur diploide Stämme, die beide

Plasmide enthielten konnten auf den Selektionsplatten wachsen.

3.9.2 Sporulation und Tetradendissektion

Diploide Hefestämme wurden in YPD-Medium angeimpft und über Nacht bei

30◦C inkubiert. 1 ml der stationären Kultur wurden pelletiert, zweimal mit YPA-
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Medium gewaschen und in 3 ml YPA-Medium aufgenommen. Die Zellen wurden

2-7 Tage bei Raumtemperatur inkubiert, bis 5-20% der Zellen Asci gebildet hatten.

50-100 µl der sporulierten Zellkultur wurden pelletiert und dreimal mit 100 µl

Wasser gewaschen. Danach wurden die Zellen in 50 µl Wasser aufgenommen, mit

1 µl Glusulaselösung (DuPont de Nemours) versetzt und die Asci-Zellwand 3-5

Minuten bei 30◦C verdaut. Die Reaktion wurde mit 1 ml Wasser gestoppt und die

Suspension über Nacht bei 4◦C inkubiert.

10-20 µl der Suspension wurden auf eine YPD-Platte aufgetragen und 10-30 Minu-

ten getrocknet. Die Sporen wurden mit Hilfe eines Mikromanipulators (Lawrence

Instruments) dissektiert und anschließend 2 Tage bei 30◦C inkubiert. Die Segre-

gation wurde durch Bestimmung des Paarungstyps und der Auxotrophiemarker

überprüft.

3.9.3 Bestimmung des Paarungstyps von S. cerevisiae (Matingtest)

Zur Bestimmung des Paarungstyps wurden die zu untersuchenden Hefestämme

mit den Testerstämmen 17/14 (Mat α his 1-123) und 17/17 (Mat a his 1-123) zu-

sammen auf MV-Platten ausgestrichen. Nur gematete Stämme konnten auf diesen

Platten wachsen, da der Testerstamm die his1-123 Mutation als alleinigen Auxo-

trophiemarker besitzt.

3.9.4 Vesikeltest (Test auf Akkumulation autophagischer Vesikel)

Autophagocytosemutanten reichern in ihrer Vakuole unter Hungerbedingungen

Vesikel in ihrem Inneren in Anwesenheit eines Proteinase yscB Inhibitors an. Als

Inhibitor wurde zumeist PMSF eingesetzt, welches jedoch nach 3-5 Stunden in

wässrigem Medium hydrolisiert. Die Vesikel können mit Hilfe eines Lichtmikro-

skops (Normarskioptik) nachgewiesen werden. Lysemutanten reichern diese Vesi-

kel auch ohne Verwendung eines Inhibitors an.

1 ml einer Übernachtkultur wurde pelletiert und zweimal mit 1 ml 1%-iger Ka-

liumacetatlösung gewaschen. Die Zellen wurden anschließend in 1 ml 1%-iger Ka-

liumacetatlösung aufgenommen und mit 1 µl 100 mM PMSF-Lösung in Ethanol

versetzt. Die autophagischen Vesikel bildeten sich bei 30◦C innerhalb von 3-5

Stunden.
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3.9.5 Untersuchung auf Überlebensfähigkeit unter Hungerbedingun-

gen

Die zu testenden Hefestämme wurden aus einer Vorkultur in Flüssigmedium an-

geimpft und über Nacht bei 30◦C inkubiert. 0,5 OD600-Units wurden in 1%-iger

Kaliumacetatlösung gewaschen und in 10 ml 1%-iger Kaliumacetatlösung aufge-

nommen. Die Kulturen wurden bei 30◦C inkubiert und nach 2-5 Stunden die erste

Probe gezogen. Hierzu wurde die Flüssigkultur 1:1 000 bzw 1:10 000 verdünnt

und ausplattiert. Weitere Proben wurden nach jeweils 24 Stunden gezogen. Die

auf den Platten gewachsenen Kolonien konnten nach 2 Tagen ausgezählt werden.

Da die Ergebnisse stark streuen, mußte dieses Experiment mindestens dreimal

durchgeführt werden.

3.9.6 Kernfärbung lebender Hefezellen

Die DNA im Kern und auch in den Mitochondrien der Hefezellen können mit

Farbstoffen (DAPI bzw. Hoechst 33342-Trihydochlorid-Trihydrat) angefärbt und

im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden.

100 µl einer Zellkultur wurden pelletiert, mit 100 µl HEPES-Puffer gewaschen

und in 100 µl HEPES-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden mit 1 µl Hoechst

33342-Trihydochlorid-Trihydrat (1 mg/ml in HEPES-Puffer) versetzt und 12-20

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die überschüssige Farbe

durch zweimaliges Waschen mit 100 µl HEPES-Puffer entfernt und die Zellen in

100 µl HEPES-Puffer resuspendiert.

HEPES-Puffer: 10 mM HEPES pH 7,4

140 mM Natriumchlorid

2,5 mM Calciumchlorid

3.9.7 Two Hybrid Screen

3.9.7.1 Genbanktransformation Die Genbanktransformation wurde nach

dem in 3.8.11.3 beschriebenen Protokoll durchgeführt.

3.9.7.2 β-Galactosidase-Filter-Test Frisch transformierte Hefekolonien wur-

den auf mit sterilen Rundfiltern ausgelegten Selektionsplatten replikaplattiert und

über Nacht bei 30◦C inkubiert. Die mit Hefe bewachsenen Rundfilter wurden ca.

10 Sekunden in flüssigen Stickstoff getaucht, so daß alle Hefekolonien eingefro-

ren waren. Die gefrorenen Filter wurden auf mit 2,5 ml Z-Puffer/XGal-Lösung
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getränktes Filterpapier gelegt und bei 30◦C 1-5 Stunden inkubiert. In dieser Zeit

wurden die meisten lysierten Kolonien blau. Inkubationszeiten über mehr als 8

Stunden führen zu falsch Positiven.

Z-Puffer: 16,1 g/l Na2HPO4·7 H2O

5,5 g/l NaH2PO4·H2O

0,75 g/l KCl

0,25 g/l MgSO4·7 H2O

pH 7, autoklaviert

Z-Puffer/ 100 ml Z-Puffer

XGal-Lösung 1,67 ml 2%-igem XGal in Dimethylformamid

0,27 ml β-Mercaptoethanol

3.9.7.3 β-Galactosidase-Flüssig-Test Der β-Galactosidase Flüssig Test er-

wies sich zumeist zuverlässiger als der β-Galactosidase Filter Test was die Detekti-

on falsch positiver Hefekolonien anging. Er wurde zur Kontrolle mit vorher positiv

getesteten Stämmen durchgeführt. Hierzu wurden die Plasmide in den Hefestamm

PJ69 4α transformiert.

Die zu testenden Hefekolonien wurden in 500 µl Selektionsmedium (CM-Ade−,

His−, Trp−, Leu−) in Mikrotitern angeimpft und über Nacht bei 30◦C inkubiert.

Zu den stationär gewachsenen Kulturen wurden je 140 µl Lysemix zugegeben und

die Suspension 20-30 Minuten bei -80◦C eingefroren. Die lysierten Zellen wur-

den 1-3 Stunden bei 37◦C inkubiert. Bei deutlich erkennbarer Gelbfärbung der

Positivkontrolle wurde die Reaktion durch Zugabe von 420 µl 1 M Natriumcar-

bonatlösung gestoppt. Die Gelbfärbung kann mit einem Photometer bei 405 nm

gemessen werden.

Lysemix: 124 µl/ml 5% Triton X-100

776 µl/ml ONPG (c = 10 mg/ml)

23,3 µl/ml β-Mercaptoethanol

77,5 µl/ml 2 M Tris pH 7,5

3.9.7.4 Plasmidverlust Bei einem klassischen Plasmidverlust wurden Hefe-

kolonien in Vollmedium (bzw. Selektionsmedium, falls noch weitere Plasmide, die

im Hefestamm vorhanden sind, nicht verloren werden sollen) angeimpft und 2

Tage bei 30◦C inkubiert. Danach wurden die Kulturen verdünnt auf YPD- oder

Selektions-Platten ausplattiert und nach weitern 2 Tagen auf Selektionsplatten

replikaplattiert. Kolonien, die das Plasmid verloren hatten, konnten auf diesen

Platten nicht mehr wachsen.
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3.9.7.5 Test auf “falsch Positive” Falsch positiv werden solche pGAD-

Plasmide genannt, die unspezifisch in der Lage sind mit jedem weiteren pGBD-

Plasmid die Reportergene zu aktivieren. Deshalb wurden die haploiden Plas-

mid tragenden Hefestämme mit drei Testerstämmen gekreuzt und einem wei-

teren β-Galactosidase-Flüssig-Test unterzogen. Die Kolonien, die wiederum eine

Blaufärbung aufwiesen, waren falsch positiv. Als Testerstamm wurde Y187 ver-

wendet, der die Plasmide pAS1-X (X = lamin, CDK2, SNF1 ) enthielt.

3.10 Proteinchemische Methoden

3.10.1 Herstellung von Proteinrohextrakten

3.10.1.1 Aufschluß unter nativen Bedingungen 5 OD600-Units Zellen wur-

den mit 1 ml kaltem Wasser gewaschen und in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH

7 resuspendiert, so daß eine ca. 30%-ige Zellsuspension entstand (ca. 700 µl). Die

Zellsuspension wurde mit einem Inhibitorgemisch und 300 µl Glasperlen (3.8.1)

versetzt und 30 Minuten bei 4◦C auf einem Vortexer geschüttelt. Anschließend

wurde die Suspension 5 Minuten mit 14 000 Upm zentrifugiert. Der klare Überstand

wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -20◦C eingefroren.

Inhibitormix: 10 µl einer 100 mM PMSF-Lösung in Ethanol + 40 µl des Complete-

Inhibitormixes (Boehringer Mannheim) 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7

3.10.1.2 Denaturierende alkalische Lyse 3 OD600-Units Zellen wurden mit

1 ml kaltem Wasser gewaschen und in 1 ml Wasser resuspendiert. Die Zellsuspen-

sion wurde mit 150 µl Lyselösung versetzt und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die

Proteine wurden mit 80 µl 110%-iger Trichloressigsäure gefällt, wiederum 10 Mi-

nuten auf Eis inkubiert und das Lysat 10 Minuten mit 14 000 Upm zentrifugiert.

Das Pellet wurde mit 400 µl Aceton gewaschen, an Luft getrocknet und mit 50 µl

Probenpuffer versetzt. Die Proteine wurden durch Schütteln auf einem Vortexer

bei 37◦C gelöst.

Lyselösung: 2 ml 1,85 M Natronlauge

150 l β-Mercaptoethanol

Probenpuffer: 1 ml Harnstoffpuffer

100 µl Tris/HCl pH 9

10 µl β-Mercaptoethanol
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Harnstoffpuffer: 8 M Harnstoff

200 mM Tris/HCl pH 6,8

100 mM EDTA

5 % SDS

0,03 % Bromphenolblau

3.10.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt nativer Rohextrakte (3.10.1.1) wurde nach der Methode von

Bradford bestimmt. 100 µl eines Proteinextraktes wurden mit 1 ml Bradfordlösung

gemischt und 5-10 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die Extinktion

bei 595 nm gemessen und der Gehalt an Protein mit Hilfe einer Eichgeraden

ermittelt. Die Eichgerade wurde mit einer BSA-lösung der Konzentration 10 µg/ml

erstellt, die in 10 Schritten auf 1 µg/ml verdünnt wurde.

Bradfordlösung: 100 µg Coomassie Brilliant Blue G 250 wurden in 50 ml 95%-

igem Ethanol über Nacht unter Rühren gelöst, mit 100 ml 85%-iger Phosphorsäure

versetzt und mit Wasser auf 1 l aufgefüllt.

3.10.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE wurde nach der Methode von Lämmli (Lämmli

[1970]) in einer Mini-Protean II Elektrophoresekammer (BioRad) durchgeführt.

Als Molekulargewichtsmarker wurde der HMW-SDS-Blue Kit (Sigma) eingesetzt.

10-50 µg eines Proteinextraktes wurden in 10-20 µl Gesamtvolumen in die Taschen

eines Sammelgels gegeben. Native Proteinrohextrakte wurden mit Lämmli-Puffer

gemischt, Extrakte aus der alkalischen Lyse direkt in die Taschen eingebracht.

Die Elektrophorese erfolgte bei 150 V bis die Lauffront (Bromphenolblaubande)

aus dem Gel herausgelaufen war. Danach wurde das Gel aus seiner Halterung

entnommen und das Sammelgel entfernt. Die Proteine wurden mittels Western

Blotting (3.10.5), Silver Stain ( 3.10.4.2) oder Anfärbung mit Coomassie Brilliant

Blue G 250 (3.10.4.1) detektiert.

6×Lämmli-Puffer: 0,35 M Tris/HCl pH 6,8

10,28 % SDS

36 % Glycerin

0,012 % Bromphenolblau

5 % β-Mercaptoethanol
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10×Elektrophoresepuffer: 30 g/l Tris

144 g/l Glycin

10 g/l SDS

3.10.4 Anfärbung von Proteinen auf SDS-Gelen

Proteine, die mittels der SDS-PAGE aufgetrennt wurden, wurden durch Färbung

mit Coomassie Brilliant Blue G 250 oder Silver Stain sichtbar gemacht. Die Sil-

berfärbung ist wesentlich empfindlicher und eignet sich deshalb besonders zur

Reinheitsüberprüfung von Extrakten mit nur wenigen verschiedenen Proteinen.

3.10.4.1 Färbung mit Coomassie Brilliant Blue G 250 Polyacrylamid-

gele aus der SDS-PAGE (3.10.3) wurden 30 Minuten mit Coomassielösung bei

Raumtemperatur auf einem Schüttler angefärbt. Die überschüssige Farbe wurde

durch mehrmaliges Waschen mit Entfärberlösung entfärbt und zuletzt mit Wasser

neutralisiert.

Coomassielösung: 0,3 g Coomassie Brilliant Blue G 250 wurden in 1 l 10 %-iger

Essiggsäure gelöst.

Entfärberlösung: 45 % Wasser

45 % Methanol

10 % Essigsäure

3.10.4.2 Silver Stain Polyacrylamidgele aus der SDS-PAGE (3.10.3) wurden

nacheinander auf dem Schüttler mit folgenden Lösungen inkubiert:

5 min Fixierlösung Essigsäure : Methanol : Wasser (1 : 4 : 5)

5 min Waschlösung I Wasser

7,5 min Sensibilisator 25 % Glutardialdehyd in Wasser

2×5 min Waschlösung I Wasser

7,5 min Waschlösung II Ethanol : Wasser (2 : 8)

7,5 min Färbelösung 1 ml 20 % Silbernitratlösung

1 ml 25 % Ammoniaklösung

5 ml 4 % Natronlauge

93 ml 20 % Ethanol

2×5 min WaschlösungII Ethanol : Wasser (2 : 8)

3-6 min Entwickler 100 ml 20 % Ethanol

100 µl 37 % Formaldehyd

25 µl 2,3 M Zitronensäure

5 min Stabilisator Glycerin : Essigsäure : Wasser (5 : 10 : 85)
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3.10.5 Western Blot

Proteine auf einem Polyacrylamidgel wurden mit Hilfe einer Semitrockenblotap-

paratur (Fröbel) nach der Methode von Towbin et al. [1979] entweder auf eine

PVDF-Membran (PVDF-Protein Sequencing Membrane, BioRad) oder auf Nitro-

cellulose (Schleicher & Schüll, pH 7,5) transferiert. Filterpapier, Polyacrylamid-

gel, Membran und wiederum Filterpapier wurden in Blottingpuffer getränkt auf

der Blotapparatur übereinandergelegt, die Apparatur verschlossen und mit einem

Gewicht fixiert. PVDF-Membranen mußten zuvor in Methanol befeuchtet werden.

Die Proteine wurden bei 75 mA pro Gel in 90 Minuten auf die Membran geblottet.

Blottingpuffer: 1,12 g/l Tris

14,4 g/l Glycin

160 ml/l Methanol

3.10.6 Detektion von Proteinen auf Membranen

3.10.6.1 Anfärbung der Proteine mit Ponceau S Proteine, die auf ei-

ne Nitrocellulose Membran transferiert wurden, konnten mit Ponceau S-Lösung

angefärbt werden. Überschüssige Farbe wurde durch mehrmaliges Waschen mit

Wasser entfernt. Die getrockneten Membranen können bei -20◦C gelagert werden.

Ponceau S-Lösung: 1% Ponceau S in 1%-iger Essigsäure

3.10.6.2 Anfärbung mit Coomassie Brilliant Blue R 250 Proteine, die

auf eine PVDF-Membran transferiert wurden, wurden 5 Minuten in einer Coo-

massielösung gefärbt. Überschüssige Farbe wurde durch 10-15 minütiges Waschen

mit 50%-igem Methanol entfernt. Die getrockneten Membranen können bei -20◦C

gelagert werden.

Coomassielösung: 0,025% Coomassie Brilliant Blue R 250 in 40%-igem Methanol

3.10.6.3 Immunologischer Nachweis von Proteinen Proteinhaltige Ni-

trocellulose- oder PVDF-Membranen wurden über Nacht in Blocking-Puffer bei

4◦C inkubiert. Anschließend wurden die Mebranen mit Puffer (PBST- oder TBST-

Puffer) 10 Minuten gewaschen und 1-16 Stunden mit dem ersten in Puffer verdün-

ntem Antikörper inkubiert. Danach wurde der überschüssige Antikörper durch

dreimaliges 5 minütiges Waschen entfernt und die Membran mit dem zweiten

Peroxidase-konjugiertem Antikörper 1 Stunde inkubiert. Die Membran wurde wei-

tere 5 mal gewaschen (1×15 Minuten und 4×5 Minuten) und die Antikörperbanden
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mittels des ECLTM -Detektionssystems der Firma Amersham detektiert. Die De-

tektion erfolgte genau nach dem Protokoll der Herstellerfirma des Kits.

PBST-Puffer: 100 mM Natriumchlorid

80 mM Kaliumphosphat pH 7,4

0,1 % Tween 20

TBST-Puffer: 20 mM Tris/HCl pH 7,6

137 mM Natriumchlorid

0,1 % Tween 20

Blockingpuffer: 10 % Magermilchpulver in PBST- oder TBST-Puffer.

3.10.7 Isolierung und von GST-Fusionsproteinen

GST-Fusionsproteine wurden nach dem Protokoll des GST-Gene Fusion System

der Firma Pharmacia exprimiert, isoliert und gereinigt.

E. coli Kulturen des Stammes BL21, die ein pGEX-Plasmid enthielten, wurden

in 100 ml YTG-Medium angeimpft und über Nacht bei 37◦C inkubiert. Die sta-

tionären Kulturen wurden pelletiert und in 1 l frischem vorgewärmtem YTG-

Medium aufgenommen. Die Zellen wurden wiederum bei 37◦C inkubiert, bis eine

OD600 von 1-2 erreicht war. Dann wurde 1 ml 100 mM IPTG zugegeben und die

Zellen weitert 2-6 Stunden bei 25-37◦C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen

bei 4◦C 10 Minuten mit 8 000 Upm zentrifugiert und das Pellet auf Eis in 50 ml

kaltem PBS-Puffer resuspendiert und die Zellen durch Ultraschall aufgeschlossen.

Die Suspension wurde mit 2,5 ml 20%-igem Triton X-100 versetzt und 30 Mi-

nuten auf Eis inkubiert. Die Zelltrümmer wurden mit 10 000 Upm 10 Minuten

abzentrifugiert und der klare Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt.

Zum Lysat wurde 1 ml der 50%-igen Glutathione Sepharose 4B in PBS-Puffer

gegeben und das Gemisch 30 Minuten bei Raumtemperatur sanft geschüttelt.

Anschließend wurde die Suspension 5 Minuten mit 500 g sedimentiert und dreimal

mit 5 ml PBS-Puffer gewaschen. Die beladene Glutathione Sepharose 4B Säule

konnte als 50%-ige Suspension in PBS-Puffer bei 4◦C gelagert werden.

Die Fusionsproteine wurden entweder

→ zur Affinitätschromatographie verwendet (3.10.9),

→ mittels einer SDS-PAGE weiter aufgereinigt, geblottet, die Bande auf der Ni-

trocellulose ausgeschnitten und zur Immunisierung eines Kaninchens verwendet,

→ oder das Fusionsprotein mit Thrombin auf der Glutathion Sepharose 4B Säule

verdaut und das Protein mittels einer FPLC weiter aufgereinigt (3.10.8).
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PBS-Puffer: 140 mM Natriumchlorid

2,7 mM Kaliumchlorid

10 mM Dinatriumhydrogenphosphat

1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat pH 7,3

3.10.8 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

2,5 mg GST-Fusionsprotein (maximale Ausbeute bei der Verwendung von 1 ml

50%-iger Glutathion Sepharose 4B Suspension) wurden auf der Säule mit 50 µl

Thrombinlösung in 950 µl PBS-Puffer über Nacht bei Raumtemperatur verdaut.

Die Suspension wurde mit 500 g sedimentiert und der Überstand über eine FPLC-

Säule (Superose 12, 30 cm) weiter aufgereinigt.

Laufpuffer: 50 mM Tris/HCl pH 7

100 mM Natriumchlorid

3.10.9 Affinitätschromatographie

20 OD600 Units Zellen eines Hefestammes wurden unter nativen Bedingungen auf-

geschlossen und 2-4 Stunden bei 4◦C mit einer beladenen Glutathione Sepharose

4B Säule unter sanftem schütteln inkubiert. Die Suspension wurden 2 Minuten

mit 500 g sedimentiert und mit PBS-Puffer (3.10.7) mit ansteigender Natrium-

chloridkonzentration (16 mM, 32 mM, 64 mM, 125 mM, 250 mM und 500 mM an

Natriumchlorid) gewaschen. Die noch gebunden Proteine wurden auf der Säule

mit 50 µl Lämmli-Puffer (3.10.3) eluiert und je 10 µl mittels SDS-PAGE und

Western Blotting analysiert.

3.10.10 Affinitätschromatographie mit Rindertubulin

Die Affinitätschromatographie mit Rindertubulin wurde analog nach dem Proto-

koll der Affinitätschromatographie (3.10.9) durchgeführt. Statt eines nativen Pro-

teinrohextraktes wurden 30 µg Rindertubulin (Sigma) in 80 µl PEM-Puffer mit

0,5 µl 10 mM Taxol 10 Minuten bei 37◦C mit der Säule inkubiert. Die Säule wurde

gewaschen, das gebundene Protein mit Lämmli-Puffer eluiert und analysiert.

PEM-Puffer: 100 mM PIPES-NaOH pH 6,6

1 mM EGTA

1 mM Magnesiumsulfat

100 mM GTP
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3.10.11 Immunfluoreszenz

Alle Lösungen und Medien wurden vor der Verwendung sterilfiltriert, um die Bil-

dung von fluoreszierenden Maillard-Verbindungen zu verhindern. Die Immunfluo-

reszenz wurde in Anlehnung an das von Pringle et al. [1989] vorgestellte Verfahren

durchgeführt. Die Objekträger wurden während der gesamten Prozedur in einer

feuchten Kammer aufbewahrt, nach Zugabe des zweiten Antikörpers im Dunkeln.

1 ml einer Zellkultur wurden durch Zugabe von 125 µl 1 M Kaliumphosphatpuffer

und 140 µl 30%-iger Formaldehydlösung 2 Stunden bei Raumtemperatur und

unter vorsichtigem Schütteln fixiert. Anschließend wurden die Zellen pelletiert,

dreimal mit 500 µl SP-Puffer gewaschen und in 1 ml SPβ-Puffer resuspendiert.

Die Zellen wurden mit 15 µl Zymolyase T100-lösung versetzt und 30 Minuten bei

30◦C sphäroblastiert. Danach wurden die Zellen erneut pelletiert, dreimal mit 1

ml SP-Puffer gewaschen un in 1 ml SP-Puffer resuspendiert. Die Sphäroblasten

können ca. eine Woche bei 4◦C aufbewahrt werden.

20 µl Sphäroblastensuspension wurden auf mit poly-L-Lysin beschichtete Objekt-

träger aufgetropft und die nach 30 Minuten gebundenen Zellen dreimal mit 20

µl PBS-Puffer gewaschen. Danach wurden die Zellen 5 Minuten mit 20 µl PBT-

Puffer und 2 Stunden mit 15 µl des ersten Antikörpers (1:100 bis 1 :1 000 in PBT)

inkubiert. Überschüssiger Antikörper wurde durch achtmaliges Waschen mit 20 µl

PBT-Puffer entfernt und die Zellen mit 15 µl des zweiten Antikörpers (1:200 bis

1:1 000 in PBT) 1,5 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden erneut einmal mit 20

µl PBT-Puffer und achtmal mit 20 µl PBS-Puffer gewaschen. Zuletzt wurden die

Zellen mit 4 µl Citifluorlösung und einem Deckglas bedeckt, welches mit Nagellack

abgedichtet wurde. Die so präparierten Zellen können ca. eine Woche aufbewahrt

und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops analysiert werden.

Kaliumphosphatpuffer: 81,1 g/l Dikaliumhydrogenphosphat

172,7 g/l Kaliumdihydrogenphosphat pH 6,5

SP-Puffer: 1,2 M Sorbitol

0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 6,5

SPβ-Puffer: SP-Puffer

20 mM β-Mercaptoethanol

PBS-Puffer: 53 mM Dinatriumhydrogenphosphat

13 mM Natriumdihydrogenphosphat

75 mM Nartiumchlorid
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PBT-Puffer: PBS-Puffer

1 % BSA

250 µl/l Nonidet P40

Citifluorlösung: 40 µl/ml DAPI (c = 1 µg/ml)

Citifluor

3.10.12 Immunpräzipitation

20-50 OD600-Units Zellen wurden pelletiert, mit 1 ml kaltem Wasser gewaschen

und in 400 µl Lysepuffer resuspendiert. Die Zellen wurden nach Zugabe von 20

µl Inhibitormix (3.10.1.1) und 100 µl Glasperlen (3.8.1) 30 Minuten bei 4◦C auf

einem Vortexer lysiert. Das Lysat wurde durch 5 minütiges zentrifugieren bei 4◦C

mit 13 000 Upm von den Zelltrümmern abgetrennt, mit weiteren 400 µl Lysepuf-

fer versetzt und in einem neuen Reaktionsgefäß mit 3-8 µl Antikörperserum 2-16

Stunden bei 4◦C inkubiert. Danach wurden 50 µl 5 %-ige Protein A Sepharose in

Lysepuffer zugegeben und die Suspension weiter 1,5 Stunden bei 4◦C inkubiert.

Anschließend wurde die beladene Protein A Sepharose sedimentiert, fünfmal mit

500 µl Lysepuffer gewaschen und in 50-100 µl Harnstoffpuffer (3.10.1.2) aufge-

nommen.

Lysepuffer: 50 mM HEPES pH 7

50 mM Kaliumacetat

5 mM Magnesiumacetat

100 mM Sorbitol
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4 Ergebnisse

4.1 Das Aut7-Protein

4.1.1 Isolierung des Aut7p zur 3D-Strukturermittlung

Das Aut7-Protein sollte im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe des GST-Gene Fu-

sion System (3.10.7) isoliert werden, um mit dem gereinigten Protein eine 3D-

Strukturermittlung mittels NMR durchführen zu lassen. Das GST-Aut7p konnte

erfolgreich im E. coli Stamm BL21, einem Proteasen defizienten Stamm, expri-

miert werden und nach der Bindung an eine Glutathion Sepharose 4B Säule das

Aut7-Protein durch Thrombinverdau abgespalten werden. Das isolierte Protein

wurde mit PBS-Puffer dialysiert und auf einer FPLC-Säule (3.10.8) weiter auf-

gereinigt. Der Peak des Aut7p liegt bei einer Superose12-Säule mit 30 cm und

einer Fließgeschwindigkeit von 1 ml/min bei einem Eluierungsvolumen von 16,3

ml. Die Reinheit dieses Proteins wurde durch eine Silberfärbung (3.10.4.2) eines

SDS-PAGels überprüft (Abb. 9).

Aut7p

Abbildung 9: Silverstain. Verschiedene Fraktionen des FPLC gereinigten Aut7-
Proteins wurden mittels SDS-Page aufgetrennt und das Gel mit Silber angefärbt.
Die verschiedenen Proben weisen keine Verunreinigungen mehr auf.

Mit dieser Methode wurden ca. 5,4 mg Aut7-Protein hergestellt und zur Analyse

gegeben. Leider konnte kein Spektrum des Proteins aufgenommen werden, da es

nach einiger Zeit in dem verwendeten Puffer ausfiel. Die Kristallstruktur des in

Säuger homologen GATE-16 ist inzwischen (Paz et al. [2000]) veröffentlicht.

4.1.2 Laccaria bicolor

Der das Aut7-Protein kodierende ORF in Saccharomyces cerevisiae besitzt Ho-

mologien zu verschiedenen bekannten Spezies. Das Aut7p ist zu 77% identisch



4.1 Das Aut7-Protein 67

mit dem LB-Aut7p des Hutpilzes Laccaria bicolor, der z. B. mit den Wurzeln des

Pinus resinosa ein Ectomycorrhiza bildet (1.7). Das Gen, welches für das Protein

LB-Aut7 kodiert, wird wenige Stunden nach Beginn der Interaktion zwischen Pilz

und Wurzel angeschaltet (Kim et al. [1999a], Kim et al. [1999b]). Kim et al. un-

tersuchten mittels eines in vitro Systems die unterschiedlichen mRNA-Level des

freien Pilzes und des Pilz-Pflanze-Symbionten. Sechs Stunden nach Beginn der

Interaktion wurde die poly(A+) RNA des Pilzes isoliert und mit ihr eine cDNA-

Bank, basierend auf dem Phagen Vektor lambdaZAP, hergestellt. Diese Genbank

wurde mit einem cDNA-Fragment, welches mittels einer DDRT-PCR (
”
differen-

tiell display reverse transcriptase PCR”) vervielfältigt wurde, untersucht. Dabei

konnten drei unterschiedliche Plasmide, PF6.1, PF6.2 und PF6.3, isoliert wer-

den. Das Plasmid PF6.3 enthält den vollständigen ORF, der für ein Protein mit

197 Aminosäuren kodiert, eine vorrausichtliche Molekülmasse von 22,8 kDa und

einen pI von 8,2 besitzt. Im Gegensatz zu dem löslichen Aut7p aus Saccharomy-

ces cerevisiae, besitzt das LB-Aut7p vielleicht eine Membrandomäne, die bei der

Aminosäure 175 beginnt.

Zusätzlich wurde eine
”
Northern Blot”- und eine

”
Southern Blot”-Analyse des

freien Pilzes, der freien Wurzel des Pinus resinosa und des Ectomycorrhiza durch-

geführt, wobei als Sonde der PF6.3 Klon verwendet wurde. Die LB-AUT7 kodie-

rende RNA konnte nur in Symbiontenzellen nachgewiesen werden, was die Betei-

ligung dieses Genproduktes an der frühen Interaktion zwischen Laccaria bicolor

und Pinus resinosa bestätigte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Funktionalität des LB-AUT7 -Gens aus Lac-

caria bicolor in Bezug auf das AUT7 -Gen aus Saccharomyces cerevisiae un-

tersucht. Das LB-AUT7 -Gen wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI/XhoI

aus dem Plasmid PF6.3 ausgeschnitten, in drei verschiedene centromere Vekto-

ren unterschiedlicher Promoraktivität (CYC1, ADH und TEF ; Promotoraktivität

0,9:3,0:47,9) kloniert (pDB18, pDB16 und pDB17) und in die Hefestämme aut7∆

und aut2-1 transformiert. Die Vektoren (Mumberg et al. [1995]) pRS416-CYC1

und pRS416-ADH wurden ebenfalls mit EcoRI/XbaI und pRS416-TEF mit Eco-

RI/SpeI verdaut. Die transformierten Zellen wurden auf ihre Überlebensfähigkeit

bei Hungerung, Reifung der Aminopeptidase I und auf Akkumulation von Vesikeln

unter Hungerbedingungen in Anwesenheit des Proteinase B Inhibitors PMSF ge-

testet. Diese Aut-Phänotypen werden in einer aut7∆ und einer aut2-1 Mutanten

durch Expression des Aut7p auf centromeren- und 2µ-Plasmiden komplementiert

(Lang et al. [1998]).
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4.1.2.1 Überleben bei Hungerung Alle Aut-Mutanten und Proteinase A

defizienten Stämme in Saccharomyces cerevisiae weisen gegenüber dem Wildtyp

eine verminderte Fähigkeit auf, bei Hungerung zu überleben (Straub et al. [1997],

Schlumpberger et al. [1997]). Nach sechstägiger Hungerung in einer 1%-igen Kali-

umacetatlösung (3.9.5) überleben unter den beschriebenen Bedingungen ca. 70%

der Wildtypzellen und 5% der Zellen des aut7∆- und pep4∆-Deletionsstammes.

Das LB-Aut7p, welches unter der Kontrolle des TEF -Promotors auf dem Plasmid

pDB17 exprimiert wird, verbessert die Überlebensrate des aut7∆-Deletionsstam-

mes auf das Niveau, welches durch Expression des Aut7p-GFP in diesen Stamm

erreicht wird (Abb. 10). Dies entspricht mit ca. 60% nahezu der Überlebensrate des

Wildtypstammes. Um eine Beteiligung des leeren CEN -Plasmids an diesem Effekt

ausschließen zu können, wurde die Überlebensrate des aut7∆-Deletionsstammes

mit diesem Plasmid ebenfalls bestimmt. Es konnte hierbei keine Abweichung der

Überlebensrate im Vergleich zur aut7∆-Mutante festgestellt werden.
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Abbildung 10: Überlebensrate. Das Plasmid pDB17 (aut7∆/TEF::LB-AUT7 )
kann den Defekt des aut7∆-Deletionsstammes in Bezug auf seine Überlebensrate
bei Hungerung komplementieren.

4.1.2.2 Reifung der Aminopeptidase I Die Aminopeptidase I (API) ist

eine vakuoläre Proteinase, die unabhängig vom sekretorischen Weg in die Vakuole

transportiert und dort gereift wird (1.2.2.4). Alle Aut-Mutanten außer den aut6∆-

und aut4∆-Deletionsstämmen sind nicht mehr in der Lage diese Proteinase zu

reifen. Die Reifung der API ist an ihrem verminderten Molekulargewicht, 45 kDa

(mAPI: 50 kDa im SDS-Gel) statt 57 kDa (pAPI: 61 kDa im SDS-Gel) erkennbar.
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Stationäre und frühstationäre Zellen der Stämme WCG4α, aut7∆ und aut2-1, die

das leere CEN -Plasmid bzw. die LB-AUT7 tragenden Plasmide pDB18, pDB16

und pDB17 enthalten, wurden mittels alkalischer Lyse (3.10.1.2) aufgeschlossen

und die Proteine durch SDS-PAGE (3.10.3) aufgetrennt. Die Proteine wurden

anschließend auf eine PVDF-Membran geblottet (3.10.5) und die API mit einem

polyklonalen Peptidantikörper detektiert.

Das LB-Aut7p ist unter der Kontrolle des TEF -Promotors nahezu vollständig in

der Lage den Defekt in der Reifung der API in stationären und frühstationären Zel-

len des aut7∆-Deletionsstammes zu komplementieren (Abb.11). Die Promoteren

CYC1 und ADH sind hierfür zu schwach. In der aut2-1 Mutante wird dieser De-

fekt nur teilweise aufgehoben. Da auch der untransformierte aut2-1 Stamm diesen

Befund gelegentlich aufweist (Lang [1998]), lassen sich hieraus keine eindeutigen

Schlüsse ziehen. In stationären Zellen wird im Gegensatz zu den frühstationären

Zellen die API teilweise auch durch die Expression des LB-Aut7p unter der Kon-

trolle der Promotoren CYC1 und ADH gereift, jeweils entsprechend ihrer Pro-

motoraktivität (Kim et al. [1999b]).

                aut7∆                               aut2-1              WT

ADH::LB-AUT7 
TEF::LB-AUT7 

CEN 
CYC1::LB-AUT7 

pAPI
mAPI

+- - - - - - -+

-+ - - + - - +-
-- + - - + - --
-- - + - - + --

Abbildung 11: Reifung der Aminopeptidase (API). Das LB-Aut7p ist unter der
Kontrolle des relativ starken TEF -Promotors in der Lage den Defekt in der Rei-
fung der API des aut7∆-Deletionsstammes in stationären Zellen zu komplemen-
tieren. Die Komplementation der aut2-1 Mutante ist nur unvollständig.

4.1.2.3 Akkumulierung autophagischer Vesikel in der Vakuole In der

Gegenwart der Proteinase B Inhibitors PMSF reichern sich in Wildtypzellen un-

ter Hungerbedingungen autophagische Vesikel innerhalb der Vakuole an. Alle Aut-

Mutanten außer den Lysemutanten aut5∆ (Teter et al. [2000] , Epple et al. [2001])

und aut4∆ (Suriapranata et al. [2000]), weisen in ihrer Vakuole unter diesen Bedin-

gungen keine Vesikel auf, da sie nicht mehr in der Lage sind Vesikel zu bilden oder

zu transportieren. Stationäre Zellen der Stämme WCG4α, aut7∆/GFP-N/AUT7

und aut7∆/TEF::LB-AUT7 (pDB18) wurden mit 1%-Kaliumacetatlösung gewa-

schen und vier Stunden in 1%-igerKaliumacetatlösung, die 1mM PMSF enthielt,
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A.

B.

C.

Abbildung 12: Vesikeltest. Das LB-Aut7p ist unter der Kontrolle des relativ star-
ken TEF -Promotors (C) in gleicher Weise wie das GFP-Aut7p unter der Kontrolle
des MET25 -Promotors (A) in der Lage den Defekt im Vesikeltransport zu kom-
plementieren.(B) aut7∆.

bei 30◦C inkubiert (3.9.4). Danach wurden die Zellen unter dem Mikroskop mit

der Nomarskioptik betrachtet.

Der Defekt in der Vesikelbildung bzw. im Vesikeltransport kann in der aut7∆-

Mutante durch die Expression eines GFP-Aut7p unter der Kontrolle des MET25 -

Promotors und des chromosomalen Aut7p unter der Kontrolle des nativen Pro-

motors (Lang [1998]) komplementiert werden. Das LB-Aut7p unter der Kontrolle

des TEF -Promotors ist ebenfalls in der Lage diesen Defekt zu beheben (Abb.12).

4.2 Das Aut2-Protein

4.2.1 Überleben bei Hungerung

Die Überlebensrate des aut2∆-Deletionsstammes unter Hungerbedingungen wur-

de nach dem gleichen Protokoll wie bei 4.1.2.1 beschrieben ermittelt. Da der Zeit-

raum, indem die Zellen absterben, aufgrund minimaler Umgebungs- und Ana-

lysenbedingungen abweicht, wurde als relative Kontrolle die Überlebensrate des

aut7∆- und des pep4∆-Deletionsstammes neben der des Wildtypstamms WCG4α

bestimmt. Der aut2∆-Deletionsstamm weist wie alle Aut-Mutanten und Protein-

ase A defizienten Stämme in Saccharomyces cerevisiae gegenüber dem Wildtyp

eine verminderte Fähigkeit auf, bei Hungerung zu überleben (Abb. 13).



4.2 Das Aut2-Protein 71

0

20

40

60

80

100

120

0 1 2 3 4 5

Ü
be

rle
be

ns
ra

te
[%

]

Zeit [d]

WCG4α
pep4∆
aut2∆
aut7∆

Abbildung 13: Überlebensrate. Der aut2∆-Deletionsstamm weist unter Hunger-
bedingungen eine verminderte Fähigkeit zu überleben auf.

4.2.2 Herstellung polyklonaler Antikörper gegen das Aut2-Protein

Polyklonale Antikörper lassen sich durch die Immunisierung von Tieren mit dem

gewünschten Antigen herstellen. Mit Hilfe dieser Antikörper können Proteine in-

nerhalb der Zelle mittels Immunfluoreszenz lokalisiert und ihre Expression durch

”
Western-Blotting” (3.10.5) analysiert werden. Im Falle des Aut2p-Antikörpers

wurde ein Kaninchen mit einem GST-Aut2p auf Nitrocellulose immunisiert, wel-

ches mit Hilfe des GST-Gene Fusion System (3.10.7) hergestellt wurde. Das GST-

Aut2p wurde in E. coli des Stammes Bl21 exprimiert, welche das rekombinante

Plasmid pGEX-4T-3/AUT2 (Lang [1998]) enthielten. Die Expression des löslichen

Proteins erfolgte bei 25◦C unter der Kontrolle des tac-Promotors, welcher durch

das Lactose ähnliche Isopropyl-β-D-thiogalaktosid (IPTG) induziert wird. Die Iso-

lierung eines annähernd reinen Proteins erfolgte durch Bindung an eine Glutathi-

on Sepharose Säule. Das an die Sepharose gebundene Glutathion besitzt eine zur

Gluthation S-Transferase (GST) komplementäre Bindungsstelle und ist somit ge-

eignet GST oder auch GST-Fusionsproteine spezifisch zu binden. Da das Aut2p

mehrere Thrombinschnittstellen aufweist, konnte des GST vom isolierten Fusions-

protein nicht abverdaut werden. Zur weiteren Aufreinigung des Proteins wurden

die von der Säule eluierten Proteinbestandteile mittels SDS-PAGE aufgetrennt

und auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die Proteine auf der Membran

wurden mit Ponceau S angefärbt und die dickste Bande, die das GST-Aut2p ent-

hielt und bei den erwarteten 83 kDa lag, ausgeschnitten. Das Aut2p besitzt ein

Molekulargewicht von 57 kDa, das GST ein Molekulargewicht von 26 kDa.

Das zweite
”
large bleeding” des immunisierten Kaninchens enthielt ausreichend
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cencenAUT2-G
FP

2µ
 A

UT2

Aut2p

Aut2p-GFP

*

Abbildung 14: Western Blot. Der polyklonaler Antikörper gegen das Aut2-Protein
ist in der Lage das überexprimierte Aut2p und das Aut2p-GFP zu detektieren. Die
mit * gekennzeichnete Bande ist eine Kreuzreaktion, die sich fast auf der gleichen
Höhe befindet wie die Bande des Aut2-Proteins.

Antikörper gegen das GST-Aut2p, um das Aut2p durch
”
Western Blot” Ana-

lysen detektierbar zu machen. Dazu wurden native und alkalische Rohextrakte

von Wildtypzellen und Zellen des aut2∆-Deletionsstammes, die die verschiede-

nen Plasmide enthielten, hergestellt. In den aut2∆-Deletionsstämmen wurde das

Aut2p auf einem 2µ-Plasmid (pRS426/AUT2 ) und das Aut2p-GFP auf einem

CEN -Plasmid unter der Kontrolle des MET25 -Promotors (pRN369/AUT2 ) ex-

primiert. Das Aut2p läuft in einem SDS-PAGE-Gel mit ca. 65 kDa etwas höher

als das berechnete Molekulargewicht von 57 kDa, das Aut2p-GFP mit 100 kDa

ebenfalls höher als das berechnete Molekulargewicht von 84 kDa (Abb.14). Das

im Wildtyp exprimierte Protein ist nur schwach erkennbar, zudem läuft knapp

unterhalb der Aut2p-Bande die Bande einer Kreuzreaktion.

4.2.3 Interaktionen des Aut2-Proteins

Die Funktion eines Proteins ist oft einfacher aufzuklären, wenn Interaktionspart-

ner bekannt sind. Solche Protein-Protein Interaktionen können mittels verschie-

dener Methoden nachgewiesen werden (1.5). Im Rahmen dieser Arbeit wurden In-

teraktoren mit dem Aut2-Protein mittels der Affinitätschromatographie (1.5.2.1)

und des Two-Hybrid-Systems (1.5.3.3) untersucht.

4.2.3.1 Interaktion des Aut2-Proteins mit dem Aut9-Protein Die In-

teraktion des Aut2-Proteins mit dem Aut9-Protein wurde in Rahmen dieser Arbeit

mit zwei verschiedenen Methoden untersucht, der Affinitätschromatographie und
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dem Two-Hybrid Systems (1.5). Die Affinitätschromatographie (1.5.2.1) wurde

mit Hilfe einer Glutathion-Sepharose 4B-Matrix durchgeführt, an die der monos-

pezifische Ligand Glutathion S-Transferase bindet. Mit dieser Methode lassen sich

Proteine, die am Carboxyterminus mit der Glutathion S-Transferase fusioniert

sind, in E. coli exprimieren und aufreinigen. Das Two-Hybrid-System (1.5.3.3),

welches bei dieser Arbeit verwendet wurde, beruht auf der Interaktion von Pro-

teinen, die zum einem mit der DNA-Bindedomäne von GAL4 (pGBD) und zum

anderen mit der GAL4 Aktivierungsdomäne (pGAD) fusioniert sind. Interagie-

rende Proteine können somit die Transkription des Reportergens lacZ aus E. coli

starten, dessen Proteinprodukt, die β-Galactosidase, in einer Farbreaktion mit X-

Gal (blau 3.9.7.2) oder ONPG (gelb 3.9.7.3) nachgewiesen werden kann. Zusätzlich

sind an das Reportergen die Selektionsmarker HIS3 und ADE2 angehängt. Der

Nachweis der Interaktion wurde im Hefestamm Y190a mit X-Gal, im Hefestamm

PJ69-4α mit ONPG durchgeführt. Der Nachweis mit ONPG war zuverlässiger

und wurde in allen Two-Hybrid Experimenten außer den Two-Hybrid Screens

verwendet.

Das GST-Aut2-Protein (4.2.2) und das reine GST-Protein wurde mit Hilfe des

GST-Gene Fusion System in E. coli hergestellt, an eine Glutathion-Sepharose-

matrix gebunden und mit einem nativen Rohextrakt des Stammes aut9∆/pGFP-

N/AUT9 vier Stunden bei 4◦C inkubiert (3.10.7 und 3.10.9). Das GFP-Aut9p ist

biologisch aktiv und kann das Wildtypprotein vollständig ersetzen (Noda et al.

[2000], Lang et al. [2000]). Das an GFP fusionierte Aut9p ist im Gegensatz zum

reinen Aut9p teilweise löslich und befindet sich in der löslichen Fraktion des nati-

ven Rohextraktes. Die Matrix mit den gebundenen Proteinen wurden gewaschen

und so die nicht bindenden Proteine von der Säule eluiert. Schwach gebunde-

nen Proteine wurden mit PBS-Puffern ansteigender Natriumchloridkonzentratio-

ne (3.10.9) von der Säule gewaschen. Zuletzt wurde die Säule in Lämmlipuffer in-

kubiert und alle noch gebundenen Proteine einschließlich des GST-Aut2-Proteins

bzw. des GST-Proteins eluiert. Die verschiedenen Fraktionen (Überstand (S), Wa-

schungen (W) und Eluat (E)) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine

PVDF-Membran transferiert und das GFP-Aut9p mit Hilfe eines monoklonalen

Antikörpers gegen das GFP detektiert. Das GFP-Aut9p wurde nur an die GST-

Aut2p-Säule und nicht an die reine GST-Säule gebunden (Abb.15).

Da die Lokalisation des Aut7-Proteins von der Existenz des Aut9-Proteins abhängt

(Suzuki et al. [2001], Kim et al. [2001b]), wurde auch dieses Protein auf eine

mögliche Interaktion mittels einer Affinitätschromatographie untersucht. Dazu

wurde ein GST-Aut7-Protein an eine Glutathion-Sepharosematrix gebunden und

mit einem nativen Proteinrohextrakt des Stammes aut9∆/pGFP-N/AUT9 inku-
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biert. Dabei konnte das GFP-Aut9p im Eluat der GST-Aut7p-Säule nachgewiesen

werden.

GST-Aut7p          GST         GST-Aut2p

  S     W     E    S     W    E     W    S     E

GFP-Aut9p

Abbildung 15: Affnitätschromatographie des GFP-Aut9p mit dem GST-Aut2p
und dem GST-Aut7p. Das GST-Aut2p und das GST-Aut7p binden im Gegensatz
zum GST das GFP-Aut9p. Das GFP-Aut9p ist im Überstand (S) der Säulen
und im Eluat (E) der GST-Aut2p-Säule und GST-Aut7p-Säule nachweisbar. Die
Säulen wurden so oft gewaschen, daß in der letzten Waschfraktion (W) kein GFP-
Aut9p mehr nachweisbar war.

Abbildung 16: Two-Hybrid. Wachstum der verschiedenen Two-Hybrid-Stämme
auf CM-Ade−-Selektionsplatten. Nur die Proteine Aut2p (pDB10) und Aut9p
(pAS1-CYH2/AUT9 ) interagieren stark genug miteinander, so daß die Hefezellen
unter diesen Bedingungen wachsen können.

Die Plasmide pAS-CYH2/AUT9 (Lang [1998]) und pDB10, welches das AUT2 -

Gen auf dem Vektor pGAD-C1 (3.7.2) enthält, wurden in den Hefestamm PJ69-4α

cotransformiert und auf CM-Leu−,Trp−-Selektionsplatten ausplattiert. Die Ko-

lonien wurden auf CM-Ade−-Selektionsplatten ausgestrichen. Der transformier-

te Stamm konnte auf den CM-Ade−-Selektionsplatten wachsen (Abb.16), was

nur aufgrund der Interaktion der zusätzlich exprimierten Proteine möglich sein

sollte. Zur Kontrolle wurde das Plasmid pAS-CYH2/AUT9 mit anderen Plas-

miden cotransformiert, deren exprimierte Proteine nicht mit dem Aut9p inter-

agieren, wie z. B. das Aut1-Protein. Diese Stämme konnten auf den CM-Ade−-

Selektionsplatten nicht wachsen. Das Plasmid pDB10 wurde ebenfalls mit anderen

Plasmiden cotransformiert, z. B. dem Plasmid pGBD-C1/TUB3 (Lang [1998]),

wobei diese Zellen in diesem Medium nicht wachsen konnten. Zusätzlich wurden
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die cotransformierten Stämme einem β-Galactosidase-Flüssig-Test (3.9.7.3) unter-

zogen, der nur im Falle der Plasmidkombination pAS-CYH2/AUT9 und pDB10

eine Gelbfärbung aufwies.

           PstI  ClaI              BamHI

 0                                          641  745                 1069                        1511
pDB10 ++

pDB11 + 

pDB12 -

pDB13 -

pDB14 +++

pDB15 -

Abbildung 17: Two-Hybrid. Nachweis der Interaktion des Aut2p und der Aut2p-
Fragmente mit dem Aut1p. Das AUT2 Gen ist vollständig von Base 1 bis 1511
dargestellt. - keine, +++ starke, ++ schwache und + sehr schwache Interaktion.

4.2.3.2 Interaktion des Aut2-Proteins mit dem Aut1-Protein Die In-

teraktion des Aut2-Proteins mit dem Aut1-Protein ist in den Dissertationen von

Elke Schäffeler (Schäffeler [1999]) (Coimmunopräzipitation) und Thomas Lang

(Lang [1998]) (Two-Hybrid) dargestellt worden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden

AUT2 -DNA-Fragmente sowie das vollständige AUT2 Gen hergestellt und im Le-

seraster in den Vektor pGAD-C1 ligiert (3.7.2). Diese Plasmide wurden dann je mit

dem Plasmid pAS1-CYH2/AUT1 (Schäffeler [1999]) in den Hefestamm PJ69-4α

cotransformiert. Die Selektion erfolgte auf CM-Leu−,Trp−, so daß alle Zellen, die

beide Plasmide erhalten hatten, auf diesem Medium unabhängig von der Wechsel-

wirkung der zusätzlich exprimiertem Proteine wachsen konnten. Zellen, die inter-

agierende Proteine exprimieren, sollten in der Lage sein auf CM-His−,Leu−,Trp−-

Selektionsplatten zu wachsen, was bei allen erfolgreich transformierten Zellen der

Fall war. Dies legt eine Interaktion aller Aut2p-Fragmente mit dem Aut1p na-

he. Zusätzlich wurden die Zellen viermal mit einem β-Galactosidase-Flüssig-Test

analysiert und die Gelbfärbung mit einer Negativ-Kontrolle verglichen (3.9.7.3).

Die Extinktion der Gelbfärbung der verschiedenen Fragmente wurde mit einem

Photometer bei 405 nm bestimmt. Hierbei war ein Unterschied in der Interaktion

der verschiedenen Proteinfragmente feststellbar, der auf eine stärkere Wechselwir-

kung des carboxyterminalen Bereichs des Aut2p mit dem Aut1p schliesen läßt

(Abb.17). Da selbst das intakte Aut2p nicht stark genug mit dem Aut1p wech-
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selwirkt, um auf CM-Ade−-Selektionsplatten zu wachsen, war dieser stringentere

Nachweis der Interaktion der Proteine nicht möglich.

           PstI  ClaI              BamHI

 0                                          641  745                 1069                        1511
pDB10 +++

pDB11 ++

pDB12 +++

pDB13 -

pDB14 -

pDB15 ++

Abbildung 18: Two-Hybrid. Nachweis der Interaktion des Aut2p und der Aut2p-
Fragmente mit dem Aut7p. Das AUT2 Gen ist vollständig von Base 1 bis 1511
dargestellt. - keine, +++ starke, ++ schwache und + sehr schwache Interaktion.

4.2.3.3 Interaktion des Aut2-Proteins mit dem Aut7-Protein Die In-

teraktion des Aut2-Proteins mit dem Aut7-Protein ist in den Dissertationen von

Elke Schäffeler (Schäffeler [1999]) (Affinitätschromatographie) und Thomas Lang

(Lang [1998]) (Two-Hybrid) dargestellt worden. Das Aut7p wurde gleichfalls wie

das Aut1p (4.2.3.2) auf Interaktion mit Aut2-Proteinfragmenten getestet. Alle

transformierten Zellen waren auch hier in der Lage auf CM-His−, Leu−, Trp−-

Selektionsplatten zu wachsen, jedoch nicht auf CM-Ade−-Selektionsplatten. Die

Extinktion der Gelbfärbung der Zellen aufgrund des β-Galactosidase-Flüssig-Tests

deutet zwar auf eine stärkere Wechselwirkung des aminoterminalen Bereichs des

Aut2p mit dem Aut7p hin, da jedoch auch ein carboxyterminales Fragment eine

Farbreaktion aufweist, ist eine Zuordnung einer potentiell interagierenden Domäne

nicht möglich (Abb.18).

4.2.3.4 Two-Hybrid-Screen mit dem Aut2-Protein Mit Hilfe eines Two-

Hybrid Screens wurden weitere mögliche Interaktionspartner des Aut2-Proteins

gesucht (1.5.3.3). Bei diesem Screen wurde das Gal4-Protein als Transkriptions-

faktor verwendet. Die Bindedomäne befindet sich auf dem Plasmid pAS-CYH2

(3.7.4), die Aktivatordomäne auf den Plasmiden pGAD-CX (X = 1, 2, 3) (3.7.2).

Das getestete Plasmid pAS-CYH2/AUT2 (Lang [1998]), welches das vollständige

AUT2 Gen im Leseraster des Vektors pAS-CYH2 enthält, wurde in den Hefe-

stamm Y190a transformiert. Die transformierten Zellen wurden nach Vorschrift
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(3.8.11.3) kompetent gemacht, mit 40 µg DNA der Genbank von P. James (Ja-

mes et al. [1996]) nach der Lithiumacetatmethode (Methode von S. J. Elled-

ge s. 3.8.11.3) transformiert und auf CM-His−,Leu−,Trp−-Selektionsplatten aus-

plattiert. Zu den Selektionsplatten wurde der kompetitive Histidin-Inhibitor 3-

Aminotriazol mit einer Konzentration von 30 mM gegeben, um den Hintergrund

an falsch positiven Klonen, die die Transkription des Reportergens HIS3 allein

aktivieren können, auf den Platten niedrig zu halten. Die Transformationsrate

betrug 2,8 ·104 Transformanden pro µg Genbank-DNA und lag knapp unterhalb

den von S. J. Elledge angegebenen Werten (5 ·104 - 105 Transformanden pro µg

Genbank-DNA). Bei einem Einsatz von 40 µg DNA wurden somit 1,12 ·106 Klo-

ne transformiert. Dies entspricht einer Abdeckung aller möglichen Plasmide von

ca. 95% des gesamten Hefegenoms. Die Hefekolonien wurden fünf Tage bei 30◦C

inkubiert, anschließend auf Nitrocellulosefilter replikaplattiert und nach 16 Stun-

den Wachstum bei 30◦C einem β-Galaktosidase-Filter-Test (3.9.7.2) unterzogen.

Die Kolonien, die aufgrund der Interaktion der zusätzlich exprimierten Proteine

die Expression des β-Galaktosidase-Proteins aktivieren konnten, wurden bei die-

sem Test blau. Die positiv getesten Kolonien wurden für einem Plasmidverlust

auf CM-Leu−-Selektionsplatten ausgestrichen und die gewachsenen Kolonien auf

CM-Trp−-Selektionsplatten replikaplattiert. Die Kolonien, die nicht auf den CM-

Trp−-Selektionsplatten wachsen konnten, hatten ihr
”
Köderplasmid”, das pAS-

CYH2/AUT2, verloren und wurden erneut einem β-Galaktosidase-Filter-Test un-

terzogen. Diesmal durften die Kolonien keine Blaufärbung aufweisen, da der Inter-

aktoren nicht in der Lage sein dürfen, das lacZ -Reportergen alleine zu aktivieren.

Die Kolonien wurden mit drei verschiedenen Kontrollstämmen des Y187α mittels

Mating weiter getestet, um unspezifische Interaktionen ausschließen zu können.

Die Stämme enthielten jeweils die Plasmide pAS1-X (X = lamin, CDK2, SNF1 ).

Die diploiden Stämme wurden wiederum einem β-Galaktosidase-Filter-Test un-

terzogen und nur die Kolonien weiter verwendet, die nicht mit den Testproteinen

interagierten.

Nach diesen Kontrollen blieben 54 Klone übrig. Aus diesen Stämmen wurden die

Plasmide isoliert und mittels eines Restriktionsverdaus mit SphI auf die Größe

der genomischen Inserts hin untersucht. Nur 20 Plasmide wiesen ein Insert mit

einer Größe von über 100 Basenpaaren auf und wurden einer Sequenzanalyse

unterzogen.

Plasmide Chromosom Insertgröße in kb

20 16 1,1

21 4 0,6
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22 12 1,3

23 12 1,1

26 5 2,6

27 7 1,6

28 5 0,9

31 11 1,4

33 5 0,6

34 5 0,3

35 13 0,8

39 12 1,2

41 12 1,3

44 14 0,6

47 6 2,6

49 12 0,6

51 4 0,7

52 10 0,6

53 2/13 1,0

54 9 1,1

Die Übersetzung der DNA in Aminosäuren ergab nur in zwei Fällen eine Überein-

stimmung mit der Proteinsequenz des jeweiligen ORF´s. Plasmid Nr.39, enthält

eine DNA-Sequenz des ORF´s YLR121c (Nucleotidsequenz 318-10 sequenziert),

der für das Protein Yps3p kodiert. Das Yps3-Protein kodiert für eine Aspartat-

Protease, die unter anderem homolog zur Proteinase A und vermutlich an der

Plasmamembran lokalisiert ist (Olsen et al. [1999]). Das Plasmid Nr.52 enthält

eine DNA-Sequenz des ORF´s YJL036w (Nucleotidsequenz 72-597 sequenziert),

der für das Protein Snx4p kodiert. Dieses Protein ist vermutlich am intrazel-

lulären Proteintransport vom Endoplasmatischen Reticulum zum Golgi-Apparat

beteiligt (Haft et al. [1998]), und somit in räumlicher Nähe zum cytosolischen

Aut2p. Es sind mehrere Proteine (Aut1p, Aut7p, Tub1p und Tub2p) bekannt, die

mit dem Aut2-Protein interagieren (Lang [1998]). Daß diese Proteine in diesem

Screen nicht detektiert wurden, liegt möglicherweise daran, daß zum einen mit der

Anzahl der transformierten Zellen nicht das ganze Genom abgedeckt wurde oder

was wahrscheinlicher ist, daß der N-Terminus der Proteine durch die Fusion mit

dem Transkriptionsaktivator blockiert ist und damit mögliche Interaktionsberei-

che nicht mehr zur Verfügung stehen.
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4.3 Das Sai1-Protein

4.3.1 Two-Hybrid-Screen mit dem Aut9-Protein

Der Two-Hybrid Screen mit dem Aut9-Protein (1.4.7) wurde nach der gleichen

Vorschrift und mit dem gleichen Two-Hybrid System wie der Screen mit dem

Aut2-Protein durchgeführt (4.2.3.4). Als
”
Köderplasmid” wurde das getestete

Plasmid pAS-CYH2/AUT9 (Lang [1998]) verwendet, welches das vollständige

AUT9 Gen im Leseraster des Vektors pAS-CYH2 enthält. Die Transformations-

rate betrug 3,3 ·104 Transformanden pro µg Genbank-DNA und lag knapp unter-

halb den von S. J. Elledge angegebenen Werten (5·104-105 Transformanden pro

µg Genbank-DNA). Bei einem Einsatz von 40 µg DNA wurden somit 1,32 ·106

Klone transformiert. Dies entspricht einer Abdeckung aller möglichen Plasmide

von ca. 95% des gesamten Hefegenoms. Nach allen Kontrollen blieben neun Plas-

mide übrig, von denen jedoch nur drei ein genomisches Insert mit einer Größe von

über 100 Basenpaaren aufwiesen.

Plasmide Chromosom Insertgröße in kb

8 13 1,1

72 7 0,4

74 14 1,5

Die Übersetzung der DNA-Inserts in Aminosäuren ergab nur im Fall des Plas-

mids Nr. 8 eine Übereinstimmung mit der Proteinsequenz des jeweiligen ORF´s.

Die DNA-Sequenz des Inserts von Plasmid Nr.8 beginnt mit der Base 34 des

ORF´s YMR262w und ist bis zur Base 450 sequenziert. Da das Insert ca. 1,1

kb groß ist, ist vermutlich der gesamte Rest des 945 bp großen ORF´s auf dem

Plasmid enthalten. Der ORF YMR262w erhielt die Bezeichnung SAI1, das Pro-

teinprodukt Sai1p (starvation induced Aut9p interacting protein). Die Interak-

tion des Aut9-Proteins mit dem Sai1-Protein wurde noch mit anderen Experi-

menten (Affinitätschromatographie 4.3.5 und Co-Immunopräzipitation 4.3.8.2)

überprüft, da eine Interaktion aufgrund methodenspezifischer Verhältnisse vor-

getäuscht sein könnten oder die Detektion verhindert werden kann. Bei einem

Two-Hybrid können aminotermiale Bindungstellen blockiert sein und zudem ist

die räumliche Auftrennung der Proteine in verschiedene Kompartimente der Zelle

nicht mehr gegeben. Bei der Affinitätschromatographie wurde ein in E. coli expri-

miertes GST-Fusionsprotein verwendet, bei dem die carboxyterminale Bindung-

stelle blockiert ist. Zudem werden Proteine in E. coli posttranslational nicht mehr

modifiziert. Eine Co-Immunopräzipitation ist mit Membranproteinen manchmal

nur schwer durchführbar und vom verwendeten Antikörper abhängig.
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4.3.2 Das Sai1-Protein

1/1                                     31/11                                   
ATG AAT AAA CTT GTT GAT GCC CAC TGT CAT GTT ATA ACC GAC CCA GAC AAC ACA TTC TGC 
M   N   K   L   V   D   A   H   C   H   V   I   T   D   P   D   N   T   F   C   
61/21                                   91/31                                   
GGT GAT GAT GGA GGG TCC CAG GGT ACG TTG CGT TGC GTT ATG TCA TCA AAC CCA TAT GAC 
G   D   D   G   G   S   Q   G   T   L   R   C   V   M   S   S   N   P   Y   D   
121/41                                  151/51                                  
TGG AAC AAT TTG AAA AAA TTG GCT GGC AGA AGC ACA AGT AAA AAC GAT ATA TGC GTG GGA 
W   N   N   L   K   K   L   A   G   R   S   T   S   K   N   D   I   C   V   G   
181/61                                  211/71                                  
TTT GGT GTG CAT CCT TGG TAC AGC CAC TTA TTT TAT GTG GGA AGT CGG CGC GAC AAG GTT 
F   G   V   H   P   W   Y   S   H   L   F   Y   V   G   S   R   R   D   K   V   
241/81                                  271/91                                  
TCT CAC TAT CAA GAT GTA CTG GAG TAT AAG AAT GAA GAA CAG TTC GAC AGT TTG GTT CAG 
S   H   Y   Q   D   V   L   E   Y   K   N   E   E   Q   F   D   S   L   V   Q   
301/101                                 331/111                                 
GTG CTT CCC GAA CCT CTA GAT CTT GAA GAG TAT ATA AAA AGA GAG TTT AAC GAC ACT TTG 
V   L   P   E   P   L   D   L   E   E   Y   I   K   R   E   F   N   D   T   L   
361/121                                 391/131                                 
GTT AGT GTG ATT GGA GAA ATC GGT CTT GAT AAG CTC TTC AGA CTT CCT GCA AAT GGT TTC 
V   S   V   I   G   E   I   G   L   D   K   L   F   R   L   P   A   N   G   F   
421/141                                 451/151                                 
TAC ATG CAG AAC GAG AAG GCA AGG CTT ACG ACA GTG AAG GTC AAA CTA TCG CAT CAA GAA 
Y   M   Q   N   E   K   A   R   L   T   T   V   K   V   K   L   S   H   Q   E   
481/161                                 511/171                                 
ACA GTA TTC AGG CGA TTT TGC CGA CTG GCA AGG CAC ACA AGC AAG CCC ATC TCT ATA CAC 
T   V   F   R   R   F   C   R   L   A   R   H   T   S   K   P   I   S   I   H   
541/181                                 571/191                                 
GAT GTA AAG TGC CAC GGG AAA CTA AAC GAT ATC TGC AAT GAA GAG CTC TTG ACG TAT CAC 
D   V   K   C   H   G   K   L   N   D   I   C   N   E   E   L   L   T   Y   H   
601/201                                 631/211                                 
TCT GTC AAG ATA TGT TTA CAT TCG TAC ACA GGC TCC AAG GAA ACG CTT CTG GGC CAA TGG 
S   V   K   I   C   L   H   S   Y   T   G   S   K   E   T   L   L   G   Q   W   
661/221                                 691/231                                 
CTC AAG AAG TTT CCC CCG GAT CGT ATT TTT GTG AGC CTA TCC AAA TGG ATT AAT TTT AAG 
L   K   K   F   P   P   D   R   I   F   V   S   L   S   K   W   I   N   F   K   
721/241                                 751/251                                 
GAC CCA GAA GAG GGA GAT GCC CTG GTC AGG AGC TTG CCC TCA ACT TGC ATA CTT ACT GAA 
D   P   E   E   G   D   A   L   V   R   S   L   P   S   T   C   I   L   T   E   
781/261                                 811/271                                 
ACC GAC TAT CCT ATT GAC AAT CCA GAT CCG TCA TAC CAA AAG GCC CTT ACA GAG CAG CTG 
T   D   Y   P   I   D   N   P   D   P   S   Y   Q   K   A   L   T   E   Q   L   
841/281                                 871/291                                 
CAG TAT TTG AAT GCA CAA ATC GCA CGA GCA TGG GAC GAG ACA CTG GAT GCC TCA CAA GCC 
Q   Y   L   N   A   Q   I   A   R   A   W   D   E   T   L   D   A   S   Q   A   
901/301                                 931/311                                 
GCT TTG CGT GTA TAC GAA AAC TTT CAG AAA TTT ATC AAG TGA
A   L   R   V   Y   E   N   F   Q   K   F   I   K   *   

Abbildung 19: Nucleotid- und Aminosäurensequenz des SAI1 -Gens (YMR262w).
Die Base 511, C, ist in der Datenbank des SGD (Saccharomyces Genome
Database) als G aufgeführt, was zu einem Austausch der Aminosäure Cystein
zu Tryptophan führen würde.

Der ORF YMR262w (Chromosom XIII) besitzt eine Länge von 945 Basen und

kodiert für ein lösliches Protein mit 313 Aminosäuren (Abb. 19). Somit besitzt

das Protein ein Molekulargewicht von 36,1 kDa, der berechnete isoelektrische

Punkt liegt bei 6,72. Am C-terminalen Ende des Proteins (Aminosäure 230-270)
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sind
”
coiled-coiled”-Regionen erkennbar, die auf Protein-Protein Wechselwirkun-

gen hin deuten (Abb. 20). Der ORF YMR262w kodiert für ein unbekanntes Protein

mit einer Homologie zu dem Scn1-Protein aus S. pombe, dem humanen Protein-

produkt des Gens KIAA0218 und dem bovinen Proteinprodukt des Gens MAP1B.

Die Sequenzierung des vollständigen ORF´s (4.3.7) ergab bei der Aminosäure 167

einen Austausch der Aminosäure Tryptophan (W) gegen Cystein (C) , aufgrund

eines Basenaustausches der Base 511, C statt G, im Vergleich zu der Datenbank

des SGD (Saccharomyces Genome Database). In der Datenbank des Swiss-Prot

ist die Sequenz des ORF´s jedoch identisch mit der, die in dieser Arbeit ermit-

telt wurde. Dieser Basenaustausch kann mit einem Sequenzierfehler in der SGD,

oder aufgrund der Unterschiede der verschiedenen Hefestämme erklärt werden.

Der ORF YMR262w erhielt die Bezeichnung SAI1, sein Proteinprodukt Sai1p

(starvation induced Aut9p interacting protein).
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Abbildung 20: Strukturvorhersage für das Sai1-Protein nach verschiedenen Algo-
rithmen. Am C-Terminus des Proteins sind

”
coiled-coiled”-Regionen erkennbar,

die auf Protein-Protein Wechselwirkungen hin deuten.

Das Sai1-Protein ist über die aminoterminale Region zu 29% identisch und zu 44%

homolog zu dem Scn1-Protein aus S. pombe. Eine Mutante des Scn1-Proteins ist

ein
”
high copy” Suppressor des Cut9-Proteins (Samejima and Yanagida [1994])

aus S. pombe, welches zu 37% identisch ist zu dem Cdc16-Protein aus S. cerevisiae

ist. Das Cdc16-Protein ist ein Bestandteil des
”
anaphase promoting” Komplexes

(APC), der die Ubiquitinierung während der Mitose als E3-Protein kontrolliert

(King et al. [1996]). Dieser APC besteht aus mindenstens zwölf Komplexen (Mas-

senspektrometrie: Zachariae et al. [1998], Zachariae et al. [1996]), wobei die Prote-

ine Cdc16p und Cdc23p Tetratricopeptid-Wiederholungsmotive (TPR) besitzen,
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die an Protein-Protein Wechselwirkungen beteiligt sind (Lamb et al. [1994]). Mu-

tanten des Cdc16p und des Cdc23p arretierten bei restriktiver Temperatur in der

Metaphase mit ungetrenntem Kern, replizierter DNA und kurzer Spindel (Irniger

et al. [1995], Lamb et al. [1994]). Daher wurde ein GFP getaggtes Fusionsprotein

des Sai1-Proteins unter der Kontrolle des MET25 Promotors in eine Temperatur

sensitive cdc16-123 Mutante transformiert und die Zellen bei 37◦C inkubiert. Das

Fusionsprotein war nicht in der Lage die Temperatursensitivität der cdc16-123

Mutante zu komplementieren. Dies kann unter anderem auch daran liegen, daß

auch in S. pombe nur die Kälte sensitive scn1 -Mutante und nicht das Wildtyppro-

tein diesen Defekt komplementieren kann.

 
1    MNKLVDAHCHVITDPDNTFCGDDGGSQGTLRCVMSSNPYDWNNLKKLAGRSTSKNDICVG 60 
     M  ++DAHCH  TD           S G L  VM + P D   +++LA     K  +    
1    MESIIDAHCHP-TDAPQELHLVANLSVGKL-IVMGTRPTDQKYVEQLAKEYPGK--VIPS 56 
 
61   FGVHPWYSHLFYVGSRRD-------KVSHYQDVLEYKNEEQFDSLVQVLPEPLDLEEYI- 112 
     FG+HPW+S+  Y    +D       K  HY+ +L    +E F   +  LP P+ + E++  
57   FGIHPWFSYYLYDDLDKDLQSSETRKKKHYEKILTPIPDEDF---INALPNPVPISEFLE 113 
 
113  --KREFNDTLVSVIGEIGLDKLFRLPANGFYMQNE--KARLTTVKVKLSHQETVFRRFWR 168 
       +R       ++IGEIGLDK FRLP   +  ++   +  L+   VK+ HQ  VF    R 
114  DARRHLKQYPNALIGEIGLDKPFRLPVGPYDARSSLPQGPLSPFYVKMEHQCKVFEAQVR 173 
 
169  LARHTSKPISIHDVKCHG-------------------KLNDICNEEL-------LTYHSV 202 
     LA    + +S+H V+ +                    K+  +  EE          ++   
174  LAAEFQRAVSVHCVQTYALLYSSLAKFWDGRWIPSKTKIRKMKKEEYENSLAEERKHYPP 233 
 
203  KICLHSYTGSKETLLGQWLKKFPPDRIFVSLSKWINFKDPEEGDALVRSLPSTCILTETD 262 
     KICLHSY+GS E  + Q+     P   + S S  IN +       L + +P   +L E+D 
234  KICLHSYSGSIEQ-ISQFSAHKVPTEFYYSFSIGINSRYKNFIQTL-KGVPDDKLLAESD 291 
 
263  Y 263 
     + 
292  H 292 

Abbildung 21: Homologie des Sai1-Proteins (oben) zum Scn1-Protein (unten) aus
S. pombe .

Das humane Proteinprodukt von KIAA0218, welches aus 761 Aminosäuren be-

steht, besitzt über 144 Aminosäuren (Aminosäure 159-303 des Sai1-Proteins und

Aminosäure 609-752 des humanen Proteins) eine Identität von 29% und eine Ho-

mologie von 44% zu dem Sai1-Protein (Abb. 22). Die homologen Bereiche sind

teilweise identisch mit denen des Scn1-Proteins aus S. pombe.

Das MAP1B-Protein aus bos taurus, welches aus 120 Aminosäuren besteht, ist

ein an Mikrotubulin assoziiertes Protein. Es besitzt über 90 Aminosäuren (Ami-

nosäure 166-256 des Sai1-Proteins und Aminosäure 25-113 des bovinen Proteins)

eine Identität von 30% und eine Homologie von 42% zu dem Sai1-Protein (Abb.

23).
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54   KNDICVG-FGVHPWYSHLFYVGSRRDKVSHYQDVLEYKNEEQFDSLVQVLPEPLDLEEYI 112
     K D+  G FG HP ++                    Y +E Q  +L+Q L  P  +    
553  KEDLVWGAFGCHPHFA-------------------RYYSESQERNLLQALRHPKAV---- 589

113  KREFNDTLVSVIGEIGLDKLFRLPANGFYMQNEKARLTTVKVKLSHQETVFRRFWRLARH 172
                 GE+GLD  +              + TT    +  Q  VF R  +LA  
590  ----------AFGEMGLDYSY--------------KCTT---PVPEQHKVFERQLQLAVS 622

173  TSKPISIHDVKCHGKLNDICNEELLTYHSVKICLHSYTGSKETLLGQWLKKFPPDRIFVS 232
       KP+ IH  +    L +I  +        KI  H +TGS   ++   LK FP   + V 
623  LKKPLVIHCREADEDLLEIMKK--FVPPDYKIHRHCFTGS-YPVIEPLLKYFP--NMSVG 677

233  LSKWINFKDPEEGDALVRSLPSTCILTETDYPI----DNPDPSYQKALTEQLQYLNAQIA 288
      +  + +    E    +R +P   I+ ETD P       P    Q A      +   +IA
678  FTAVLTYSSAWEAREALRQIPLERIIVETDAPYFLPRQVPKSLCQYAHPGLALHTVREIA 737

289  RAWDETLDASQAALR 303
     R  D+ L  + AALR
738  RVKDQPLSLTLAALR 752

Abbildung 22: Homologie des humanen Proteinprodukts des Gens KIAA0218 (un-
ten) zum Sai1-Protein (oben).

166 FWRLARHTSKPISIHDVKCHGKLNDICNEELLTYHSV---KIC-LHSYTGSKETLLGQWL 221
    FW+L RH  +  SI        L  I ++ L   +S+   KI  L        T    W+                         
25  FWKLIRHLDRVDSI-------LLTHIGDDNLPGINSMLQRKIAELEEEQSQGSTTNSDWM 77

222 KKF-PPDRIFVSLSKWINFKDPEEGDALVRSLPSTC 256
    K    PD   V L+   N K+PE    + RS+   C
78  KNLISPDLGVVFLNVPENLKNPEPNIKMKRSIEEAC 113

Abbildung 23: Homologie des MAP1B aus bos taurus zum Sai1-Protein.

4.3.3 Two-Hybrid mit den Proteinen Aut1p, Aut2p, Aut7p und Aut9p

Eine Interaktion des Sai1-Proteins mit dem Aut9-Protein legt nahe, daß dieses

Protein auch mit anderen Autophogocytoseproteinen interagieren könnte. Daher

wurde ein Two-Hybrid Experiment dieser Proteine mit dem vollständigen Sai1-

Protein (pDB22) und dem Proteinfragment (pDB21) aus der Genbank (4.3.1)

durchgeführt. Die Plasmide pDB21 bzw. pDB22 wurden je mit den Plasmiden

pASCYH2/AUT1, pASCYH2/AUT2, pASCYH2/AUT7 und pASCYH2/AUT9

in den Hefestamm pJ69-4α cotransformiert und auf CM-Trp−Leu−-Selektions-

platten ausplattiert. Die transformierten Stämme wurden dann auf CM-Ade−-

und CM-His−-Selektionsplatten ausgestrichen, sowie einem β-Galactosidase-Flüs-

sig-Test (3.9.7.3) unterzogen. Auf CM-Ade−- und CM-His−-Selektionsplatten kon-

nten nur die Stämme wachsen, die das Plasmid pASCYH2/AUT9 in der Kombina-

tion mit den Plasmiden pDB21 (pGAD-C1/SAI1Fragment) und pDB22 (pGAD-

C1/SAI1 ) enthielten (Abb. 24). Dies bestätigt wiederum die Interaktion der Pro-
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Abbildung 24: Two-Hybrid. Wachstum der Two-Hybrid-Stämme auf CM-Ade−-
Selektionsplatten. Nur die Stämme, die das Plasmid pASCYH2/AUT9 in der
Kombination mit den Plasmiden pDB21 (pGAD/SAI1Fragment) und pDB22
(pGAD/SAI1 ) enthalten, sind in der Lage auf CM-Ade−-Selektionsplatten zu
wachsen.

Abbildung 25: Two-Hybrid. Wachstum der Two-Hybrid-Stämme auf CM-His−-
Selektionsplatten.

teine Sai1p und Aut9p. Auf CM-His−-Selektionsplatten konnten die Plasmide

wachsen, die die Plasmide pDB21 bzw. pDB22 in Kombination mit den Plasmi-



4.3 Das Sai1-Protein 85

den pASCYH2/AUT1, pASCYH2/AUT7 und pASCYH2/AUT9 enthielten (Abb.

25). Der β-Galactosidase-Flüssig-Test führte zu dem gleichen Ergebnis, wobei die

Stärke der Gelbfärbung vom jeweils transformierten Plasmid abhängt und so-

mit keine Rückschlüsse auf die Stärke der Interaktion zuläßt. Diese Ergebnisse

lassen vermuten, daß das Sai1-Protein eventuell auch mit den Proteinen Aut1p

und Aut7p interagiert. Da mit dieser Methode keine Interaktion mit dem Aut2p

nachgewiesen werden konnte, spricht dies gegen eine unspezifische Interaktion des

Sai1-Proteins und des Sai1-Proteinfragments mit diesen Proteinen.

4.3.4 Die sai1∆-Mutante

Der ORF YMR262w (SAI1 -Gen) wurde mittels der loxP-KAN R-loxP Kassette

deletiert und durch das Kanamycinresestenzgen ersetzt (3.7.9) (Güldener et al.

[1996], Wach et al. [1994]). Die Deletionskassette wurde mit Hilfe von Primern

(AUT9-2H/8-Del1, AUT9-2H/8-Del2) vervielfältigt, die homologe Bereiche vor

und nach dem SAI1 -Gen, sowie homologe Bereiche der Anfangs- und Endsequenz

der Kassette enthielten. Dadurch entstand ein DNA-Fragment, welches das Ka-

namycinresistenzgen flankiert von den homologen Bereichen vor und nach dem

zu deletierenden ORF enthielt. Dieses Deletionskonstrukt wurde in den Wildtyp-

stamm WCG4α transformiert und die Zellen auf YPD-Platten mit 0,2% Geneticin

selektioniert. Nur die Zellen sollten auf diesem Medium wachsen, die das Deletions-

konstrukt durch homologe Rekombination erhalten hatten. Zuerst wurde die geno-

mische DNA der erhaltenen Klone durch PCR auf Integration der Kanamycinkas-

sette hin untersucht. Von zwölf untersuchten Klonen enthielten drei das Kanamy-

cinresistenzgen an der richtigen Stelle. Da das Konstrukt aber auch mehrfach im

Genom integriert werden kann, wurden die drei Klone mittels eines Southern-Blots

weiter untersucht (3.8.14). Die genomische DNA der neuen
”
Nullmutatenstämme”

sai1∆-x und die des Wildtypstammes wurde mit dem Restriktionsenzsym EcoRI

über Nacht verdaut, mittels einer Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und auf

eine Membran transferiert. Die entsprechenden Banden wurden mit einer Fluore-

scin markierten Kanamycinsonde bzw. einer SAI1 -Sonde detektiert (Abb. 26 und

Abb. 27). Die Kanamycinsonde bestand aus einem 0,4 kb ClaI/HindIII -Fragment

des Vektors pUG6, die SAI1 -Sonde aus einem 0,6 kb EcoRV -Fragment eines PCR-

Produktes, welches das ganze SAI1 -Gen enthielt. Die Kanamycinsonde konnte wie

erwartet nur eine Bande in den deletierten Stämmen detektieren. In den Stämmen

sai1∆-8 und sai1∆-11 wurden Banden bei 3,9 kb detektiert, was einer korrekten

Integration am SAI1 -Locus entspricht. Das SAI1 -Gen ist in allen drei sai1∆-

Stämmen deletiert, da die SAI1 -Sonde nur im Wildtypstamm eine Bande bei 3,0

kb detektieren konnte. Im Falle des sai1∆-6 Stammes wurde die Kanamycinkas-
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sette vermutlich mehrmals integriert. In den weiteren Analysen der sai1∆-Mutante

wurde nur noch der Stamm sai1∆-11 verwendet und als sai1∆ (YDB1) benannt.

Die sai1∆-Mutante weist keinen Wachstumsphänpotyp bei 18◦C, 30◦C und 37◦C

auf.

WT     M                         sai1∆

1,6 kb

4,0 kb

Abbildung 26: Southern Blot Analyse der sai1∆-Stämme (Spur 4-6) mit der Ka-
namycinsonde. Die detektierten Banden lagen bei den Stämmen sai1∆-8 (Spur
5) und sai1∆-11 (Spur 6) bei 3,9 kb, was der erwarteten Größe entspricht. Der
Wildtypstamm (Spur 1) weist wie erwartet keine Bande auf, der Marker (Spur 2)
eine Kreuzreaktion bei 1,6 kb auf.

M    WT            sai1∆

3,0 kb

Abbildung 27: Southern Blot Analyse der sai1∆-Stämme (Spur 3-5) mit der SAI1 -
Sonde. Eine Bande bei 3,0 kb konnte nur beim Wildtypstamm (Spur 2) detektiert
werden. Der Marker (Spur 1) und die Deletionstämme besitzen kein SAI1 -Gen.

Haploide und homozygote diploide Zellen der sai1∆-Mutante wurden in YPD-

Flüssigmedium angezogen und bei einer Zelldichte (OD600) von ca. 5 unter einem

Lichtmikroskop mit der Nomarskioptik betrachtet. Die stationären haploiden Zel-

len wurden zudem in 1% Kaliumacetat transferiert und nach vier Stunden eben-

falls unter dem Mikroskop betrachtet. Stationäre und gehungerte Zellen dieser

Mutante weisen keine ungewöhliche Morphologie auf (Abb. 28 und Abb. 29). Alle

mikroskopische Bilder, außer der Immunfluoreszenz (4.3.8.3), in dieser Disserta-

tion wurden im gleichen Maßstab dargestellt, der Balken in der Abbildung 28

entspricht 10 µm.

Da das Sai1-Protein mit Hilfe eines Two-Hybrid Screens mit dem Autophago-

cytoseprotein Aut9p detektiert wurde, lag es nahe, daß auch dieses Protein ein
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B

C

A

Abbildung 28: Stationäre Zellen der Stämmes sai1∆ (A), WCG4α (C) und des
homozygot diploiden Stammes sai1∆ (B). Der Balken entspricht 10 µm.

Abbildung 29: In 1% Kaliumacetat gehungerte Zellen des Stammes sai1∆. Die
Morphologie der Zellen ist normal, Zellkerne sind in Mutter- und Tochterzelle
vorhanden.

Autophagocytoseprotein sein könnte. Deshalb wurde die sai1∆-Mutante auf Au-

tophagocytosephänotypen hin untersucht. Die Expression des nativen Proteins

wurde auf Transkriptionsebene mittels einer RT-PCR untersucht. Die Ergebnisse

dieses Experiments sind in 4.3.8 dargestellt.
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Abbildung 30: Überlebensrate. Die Fähigkeit bei Hungerung zu überleben, ist
beim sai1∆-Deletionsstamm nicht vermindert.

4.3.4.1 Überleben bei Hungerung Die Überlebensrate des sai1∆-Deletions-

stammes und des Stammes YDB13, der das dreifach HA getaggte Sai1-Protein

enthält (4.3.8), unter Hungerbedingungen wurde nach dem gleichen Protokoll wie

in 4.1.2.1 beschrieben ermittelt. Als relative Kontrolle wurde auch die Überlebens-

rate des pep4∆-Deletionsstammes und des Wildtypstammes WCG4α bestimmt.

Der sai1∆-Deletionsstamm und der Stamm YDB13 weist im Gegensatz zu den

Aut-Mutanten und dem Proteinase A defizienten Stamm in Saccharomyces cere-

visiae gegenüber dem Wildtyp keine verminderte Fähigkeit auf, bei Hungerung zu

überleben (Abb. 30). Nach sechs Tagen in 1%-iger Kaliumacetatlösung überleben

ca. 80% der Zellen des Wildtypstammes, der sai1∆-Mutante und des Stammes

YDB13 (WCG4αSAI1:HA3, 4.3.8)

4.3.4.2 Reifung der Aminopeptidase I Die Reifung der Aminopeptidase I

(API) wurde nach dem selben Verfahren wie in 4.1.2.2 beschrieben durchgeführt.

Diese Analyse wurde mit Hefestämmen durchgeführt, die bei 30◦C und 37◦C loga-

rithmisch, stationär und vier Stunden gehungert gewachsen sind. Die Zellen wur-

den zusätzlich bei 37◦C inkubiert, da die aut1∆- und die aut9∆-Mutante, die das

Sai1p überexprimieren, einen Wachstumsphänotyp aufweisen (4.3.6 und 4.3.7).

Die sai1∆-Mutante reift die API in nahezu gleichem Ausmaß wie der Wildtyp-

stamm WCG4α (Abb.31). In logarithmisch gewachsenen Zellen wird die API nur

teilweise gereift, da sie dann nur auf dem cytoplasmatischen/Cvt Weg (1.2.2.4)

in die Vakuole transportiert wird. Bei erhöhter Temperatur ist sie in stationären
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Zellen ebenfalls zu einem geringeren Prozentsatz gereift, da dies für die Zellen eine

Streßsituation darstellt. Bei 37◦C ist die API Reifung in stationären Zellen der

sai1∆-Mutante etwas geringer als die der Zellen des Wildtypstammes. Mit dieser

Methode kann aus diesem Unterschied jedoch kein Befund abgeleitet werden, da

sie zu ungenau ist. Die API wird in der sai1∆-Mutante entsprechend dem Wild-

typ gereift. Die Carboxypeptidase C (CPY) (1.2.2.3) wird unter den beschriebenen

Bedingungen ebenfalls gereift.

pAPI

mAPI

pAPI

mAPI

pAPI

mAPI

   WT   ape1∆   pra1∆   sai1∆    WT   ape1∆   pra1∆   sai1∆

lg

st

4h

30°C 37°C

Abbildung 31: Aminopeptidase I (API) Reifung bei verschiedenen Temperatu-
ren und Wachstumsphasen. Es ist kein deutlicher Unterschied in der Reifung der
proAPI des Wildtypstammes (WT) und der sai1∆-Mutante erkennbar.

4.3.4.3 Akkumulierung autophagischer Vesikel in der Vakuole Die Ak-

kumulierung autophagischer Vesikel in der Vakuole unter Hungerbedingungen

(1%-Kaliumacetatlösung) in Anwesenheit des Proteinase B Inhibitors PMSF wur-

de nach dem gleichen Verfahren wie in 4.1.2.3 beschrieben mikroskopisch unter-

sucht. Als Vergleichsstämme wurden der aut2∆- und der Wildtypstamm WCG4α

unter dem Lichtmikroskop parallel mit untersucht (Abb. 32). Die sai1∆-Mutante

reichert unter den beschriebenen Bedingungen autophagischen Vesikel in der Va-

kuole an. Sie verhält sich in diesem Fall wie der Wildtypstamm.

4.3.4.4 Sporulation Die homozygot diploide sai1∆-Mutante (YDB1 x YDB2)

wurde auf einen Defekt in der Sporulation hin untersucht (3.9.2). Alle Autopha-

gocytosemutanten weisen eine verminderte Fähigkeit auf zu sporulieren, homozy-

got Diploide sind teilweise überhaupt nicht mehr in der Lage zu sporulieren. Die

sai1∆-Mutante wurde paralell zum aut2∆- und Wildtypstamm WCG4α auf ihre

Sporulationsfrequenz hin untersucht. Der Wildtypstamm und die sai1∆-Mutante

wiesen nach dem verwendeten Verfahren nach zwei Tagen ca. 40% sporulierte Zel-

len auf. Die homozygot diploide sai1∆-Mutante hat somit keinen Defekt in der

Sporulation.



90 4 ERGEBNISSE

A. B.

C.

Abbildung 32: Vesikeltest. Die sai1∆-Mutante (C) ist entsprechend dem Wild-
typ (A) in der Lage, autophagische Vesikel in die Vakuole zu transportieren. Die
aut2∆-Mutante (B) ist hierzu nicht mehr in der Lage.

4.3.4.5 Proteinabbaurate In allen Autophagocytosemutanten ist der hun-

gerinduzierte Proteinabbau geringer als im Wildtypstamm WCG4α, da abzubau-

ende Proteine nicht mehr in die Vakuole transportiert werden können. Die aut4∆-

Mutante und die prb1∆-Mutante bauen nur noch 50-60% soviel Proteine im Ver-

gleich zum Wildtypstamm ab, andere Aut-Mutanten (z. B. aut1∆, aut2∆) nur

noch zu ca. 10-20%. Katja Sovarasteanu hat die Abbaurate der sai1∆-Mutante

nach der in ihrer Dissertation beschriebenen Methode ermittelt (Sovarasteanu

[2000]), wobei sich kein Unterschied zu der Abbaurate des Wildtypstammes ergab

(Abb. 33).

4.3.5 Affinitätschromatographie mit dem GST-Sai1-Protein

Die Interaktion des Aut9p und des Sai1p sollte mittels der Affinitätschromato-

graphie bestätigt werden. Das GST-Sai1p und das reine GST-Protein wurden

mittels des GST-Gene Fusion System in E. coli hergestellt, an eine Glutathion-

Sepharosematrix gebunden (3.10.7) und mit einem nativen Proteinrohextrakt des

Stammes aut9∆/pGFP-N/AUT9 über vier Stunden bei 4◦C inkubiert. Die Aufar-

beitung erfolgte nach der gleichen Methode wie in 4.2.3.1 beschrieben. Das GFP-

Aut9p wurde nur im Eluat der GST-Sai1p-Säule detektiert und nicht im Eluat der

reinen GST-Säule, was eine Interaktion des Sai1p mit dem Aut9p weiter bestätigt

(Abb.34).
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Abbildung 33: Proteinabbaurate. Die Proteinabbaurate der sai1∆-Mutante ent-
spricht der des Wildtypstammes WCG4α.

     GST-Sai1p             GST

S     W     E    EW   S    W    E

GFP-Aut9p

Abbildung 34: Affinitätschromatographie. Die GST- und die GST-Sai1p-Säule
wurden mit einem Rohextrakt (S) inkubiert, der das GFP-Aut9p enthielt. Das
GFP-Aut9p war nur im Eluat (E) der GST-Sai1p-Säule nachweisbar. W - letzter
Waschschritt, EW - unbeladene GST-Sai1p-Säule.

Desweiteren sollte eine mögliche Interaktion des Sai1-Proteins mit weiteren Auto-

phagocytoseproteinen, Aut2p und Aut7p durchgeführt werden. Diese Affinitäts-

chromatographien wurden mit der gleichen Methode durchgeführt und hierzu na-

tive Proteinrohextrakte der Stämme aut2∆/pGFP-C/AUT2 und aut7∆/pGFP-

N/AUT7 verwendet. Die jeweiligen Proteine konnten im Eluat der GST-Sai1p-

Säule und nicht im Eluat der GST-Säule detektiert werden. Da die Banden im Ver-

gleich zum Überstand nur schwach detektierbar waren, läßt dies auf eine schwache

Interation schließen oder auf die Konkurrenz des nativen Sai1p, welches in den Ro-

hextrakten enthalten war. Bei der Verwendung des aut7∆/pGFP-N/AUT7 Pro-

teinrohextraktes wurden zwei Banden mit dem GFP-Antikörper detektiert, die

eventuell dem GFP-Aut7p (obere Bande) und dem mit Phosphatidylethanolamin

(PE) gekoppelten GFP-Aut7p-PE (untere Bande) entsprechen (Kirisako et al.

[2000], Ichimura et al. [2000]) könnten. Der größere Unterschied im Molekularge-
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wicht könnte auch an einer Laufanomalie aufgrund des angehängten GFP liegen.

  EW    E     W      S     E      W      S

    GST-Sai1p                  GST         

Aut2p-GFP

Abbildung 35: Affinitätschromatographie. Die GST- und die GST-Sai1p-Säule
wurden mit einem Rohextrakt (S) inkubiert, der das Aut2p-GFP enthielt. Das
Aut2p-GFP war nur im Eluat (E) der GST-Sai1p-Säule nachweisbar. Im letzten
Waschschritt (W) wurde kein Aut2p-GFP mehr eluiert. EW - unbeladene GST-
Sai1p-Säule.

GFP-Aut7p

      GST             GST-Sai1p

S     W     E      S     W      E

Abbildung 36: Affinitätschromatographie. Die GST- und die GST-Sai1p-Säule
wurden mit einem Rohextrakt (S) inkubiert, der das GFP-Aut7p enthielt. Das
GFP-Aut7p war nur im Eluat (E) der GST-Sai1p-Säule nachweisbar. Im letzten
Waschschritt (W) wurde kein GFP-Aut7p mehr eluiert.
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4.3.6 Das GFP-Sai1-Protein und das Sai1-GFP-Protein

Die Interaktion des Aut9p mit dem Sai1p läßt vermuten, das die Proteine inner-

halb der Zelle zumindest zeitweise an der gleichen Stelle lokalisiert sind.

 sai1∆

 pRN369  pDB7   pDB8

Sai1p-GFPC/N

Abbildung 37: Expression der Sai1-GFP-Fusionproteine. Das C- und das N-
terminalen GFP-Fusionsproteine werden in gleichem Ausmaße exprimiert und
laufen in einem SDS-PAGE-Gel mit ca. 63 kDA entspechend ihrem berechneten
Molekulargewicht.

Die Lokalisation des Sai1-Proteins wurde zunächst mit GFP-getaggten Proteinen

analysiert. Das
”
grün fluoreszierende Protein” aus der Qualle Aequorea victoria

absorbiert Licht der Wellenlängen 470 nm (blau) und 395 nm (UV) und besitzt

eine intrinsische Fluoreszenz mit einem Emissionsmaximum bei 508 nm (grün).

Es hat sich als leicht nachzuweisendes Protein zur Lokalisation und Expressi-

on von GFP-Fusionsproteinen etabliert (Cubitt et al. [1995], Stearns [1995]). Zu

untersuchende Gene können C- und N-terminal mit dem GFP fusioniert wer-

den (Niedenthal et al. [1996]). Das Plasmid pDB7 enthält das SAI1-GFP -Gen,

das Plasmid pDB8 das GFP-SAI1-Gen unter der Kontrolle des induzierbaren

MET25 Promotors (3.7.6). Die Plasmide pDB7 und pDB8 wurden in den Wild-

typstamm WCG4α, die sai1∆-Mutante und in verschiedene Aut-Nullmutanten

transformiert (aut1∆, aut2∆, aut4∆, aut5∆, aut7∆ und aut9∆). Da das Sai1-

Protein vermutlich mit einem oder mehreren Autophagocytoseproteinen intera-

giert, sollte hiermit geprüft werden, ob das Fehlen eines dieser Proteine die Lo-

kalisation des Sai1-Proteins beeinflußt. Zuerst wurde die korrekte Expression der

GFP-Fusionsproteine mittels Western-Blottings überprüft (Abb. 37). Stationäre

Zellen der Stämme WCG4α/pRN369, sai1∆/pDB7 und sai1∆/pDB8 wurden in

methioninfreiem CM-Medium zur Induktion des MET25 -Promotors angezogen.

Die Zellen wurden durch alkalische Lyse aufgeschlossen, die Proteine mittels SDS-

PAGE aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. Die GFP-Proteine wurden

mit Hilfe eines monoklonalen Antikörpers gegen das GFP-Protein detektiert. Bei-

de GFP-Fusionsproteine wurden mit einem Molekulargewicht von 63 kDA (Sai1p:

36,1 kDa, GFP: 27 kDa) detektiert, was dem berechneten Molekulargewicht ent-

spricht.

Die intrazelluläre Lokalisation der Sai1p-GFP-Fusionproteine wurde mit Hilfe ei-
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Abbildung 38: Lokalisierung des C-terminalen Sai1p-GFP-Proteins in sai1∆-
Zellen. Das Protein ist an Vesikeln im Cytosol und im Cytosol selbst lokalisiert
(F). Die fluoreszierenden Vesikel sind auch in der Nomarski-Optik (N) erkennbar.
Die Färbung des Kerns (K) zeigt, daß das Protein nicht im Kern lokalisiert ist.

nes Fluoreszenzmikroskopes analysiert. Die Zellen wurden bis zu einer OD600

von ca. 2 in CM-Ura−, Met−-Selektionsmedium angezogen und unter dem Mi-

kroskop betrachtet. Im Original erscheint die Fluoreszenz (F) des GFP-Proteins

grün, sie wurde aber nur Schwarz/Weiß fotografiert und später teilweise ein-

gefärbt. Das gleiche gilt für die blaue Lebendfärbung der Kerne mit Hoechst 33342-

Trihydochlorid-Trihydrat (3.9.6). Sowohl das C-terminale als auch das N-terminale

Fusionsprotein ist in dieser Wachstumsphase im Cytosol lokalisiert, teilweise (bei

ca. 30% der Zellen) auch an Vesikeln innerhalb des Cytosols, die nicht mit dem

Kern identisch sind (Abb. 38 und Abb. 39). Das N-terminale Fusionsprotein wird

im Cytosol stärker exprimiert als das C-terminale Fusionsprotein. Bei den Vesikeln

könnte es sich um das perivakuoläre Kompartment (auch preautophagosomale

Kompartment PAC) (Suzuki et al. [2001]) handeln. Diese Vesikel sind auch in der

Nomarski Optik (N) erkennbar. Mehrere Aut-Mutanten, die das C-terminale Fu-

sionsprotein exprimieren, weisen eine veränderte Zellmorphologie gegenüber dem

Wildtyp und den Stämmen sai1∆/pDB7 bzw. sai1∆/pDB8 auf, ähnlich der, die

in 4.3.7 beschrieben wird. Dieser Überexpressionsphänotyp tritt in gehungerten
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        N                                        F

                   N                                                 F

Abbildung 39: Lokalisierung des N-terminalen Sai1p-GFP-Proteins in sai1∆-
Zellen. Das Fusionsprotein ist ebenfalls im Cytosol und an Vesikeln im Cytosol
(F) lokalisiert.

Zellen verstärkt auf. Die Zellen der Mutanten aut1∆/pDB7 und aut2∆/pDB7

weisen eine in die Länge gezogene Zellstruktur auf und einige Tochterzellen sind

über eine schlauchförmige Verbindung mit der Mutterzelle verbunden (Abb. 41

und Abb. 43). Dies gilt auch für gehungerte Zellen des Stammes aut9∆/pDB7.

In den Mutanten aut4∆, aut7∆ und aut9∆ sind im Cytosol verstärkt Vesikel in

der Nomarski Optik (N) zu sehen, was jedoch auch auf das Selektionsmedium
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Abbildung 40: Lokalisierung des C-terminalen Sai1p-GFP-Proteins in Wildtyp-
Zellen. Das Fusionsprotein ist an der gleichen Stelle wie in der sai1∆-Mutante
lokalisiert.

      N                    F

Abbildung 41: Lokalisierung des C-terminalen Sai1p-GFP-Proteins in aut1∆-
Zellen. Die Morphologie der Zellen ist gegenüber Wildtypzellen verändert. Das
Protein ist an Vesikeln innerhalb des Cytosols und im Cytosol selbst lokalisiert.

zurückzuführen sein könnte (Abb. 44, Abb. 46 und Abb. 47). Die Vakuolen in

der aut5∆-Mutante erscheinen normal und es sind auch nur wenige Vesikel in der

Nomarskioptik erkennbar (Abb. 45). Dies liegt vermutlich daran, daß das Aut5-

Protein unter diesen Bedingungen innerhalb der Vakuole lokalisiert ist und somit

nicht mit dem Sai1p-GFP in Kontakt kommen kann. Das Aut4-Protein befindet

sich an der Vakuolenmembran und könnte sich in räumlicher Nähe des Sai1p-GFP

befinden. Die Überexpression des Sai1p-GFP in diesem Stamm bewirkt jedoch kei-

ne Veränderung in der Zellmorphologie. Die Proteine Aut7p, Apg2p und Aut9p

sind an einer vesikelartigen Struktur (Noda et al. [2000], Shintani et al. [2001], Su-
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Abbildung 42: Lokalisierung des N-terminalen Sai1p-GFP-Proteins in aut1∆-
Zellen. Das Protein ist an Vesikeln innerhalb des Cytosols und im Cytosol selbst
lokaliert. Die Zellen weisen die gleiche Morphologie wie in 41 und 43

                 N                                                   F    

N                                                  F

Abbildung 43: Lokalisierung des C-terminalen Sai1p-GFP-Proteins in aut2∆-
Zellen. Das Fusionsprotein am gleichen Kompartment wie in der sai1∆-Mutante
lokalisiert, die Zellen weisen jedoch eine ungewöhnliche Morphologie auf.

zuki et al. [2001]) lokalisiert, dem perivakuolären Kompartment. Eine Interaktion

der Proteine Aut7p und Aut9p wurde noch nicht veröffentlicht, jedoch wird die

Lokalisation des Aut7p vom Vorhandensein des Aut9p beeinflußt. Wildtypzellen

sowie Zellen der sai1∆-Mutante, der aut4∆-Mutante und der aut5∆-Mutante,

die das Sai1p-GFP exprimieren, weisen keine veränderte Zellmorphologie auf.
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       N                        F    N                             F

Abbildung 44: Lokalisierung des C-terminalen Sai1p-GFP-Proteins in aut4∆-
Zellen. Das Fusionsprotein ist im Cytosol lokalisiert.

  N                      F      N                            F 

  N                                                    F

Abbildung 45: Lokalisierung des C-terminalen Sai1p-GFP-Proteins in aut5∆-
Zellen. Das Fusionsprotein ist an der gleichen Stelle wie in den sai1∆-Zellen loka-
lisiert, die Zellen weisen keine ungewöhnliche Morphologie auf.
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N                                                                   F

 N                              F

Abbildung 46: Lokalisierung des C-terminalen Sai1p-GFP-Proteins in aut7∆-
Zellen. Das Fusionsprotein ist an der gleichen Stelle wie in den sai1∆-Zellen loka-
lisiert.

 N                                             F  N                   F

N                             F N                          F

Abbildung 47: Lokalisierung des C-terminalen Sai1p-GFP-Proteins in aut9∆-
Zellen. Das Fusionsprotein ist an der gleichen Stelle wie in den sai1∆-Zellen loka-
lisiert.
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4.3.7 Überexpression des Sai1-Proteins
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Abbildung 48: Reifung der Aminopeptidase I (API) der Autophagocytosemutan-
ten aut1-1, aut2-1 und aut9-1, die das Sai1-Protein (pDB1 und pDB2) und das
Sai2-Protein (4.4) (pDB3 und pDB4) auf einem Überexpressionplasmid exprimie-
ren. Im Gegensatz zum Wildtyp (WT) ist die API in allen Stämmen ungereift.

Die sai1∆-Mutante weist keinen Aut-Phänotyp auf und ist somit in der Lage die

Aminopeptidase I (API) zu reifen. Da das Sai1-Protein mit Hilfe eines Two-Hybrid

Screens mit dem Aut9-Protein gefunden wurde, sollte noch untersucht werden, ob

die Überexpression des nativen Sai1-Proteins den Defekt in der API-Reifung der

Punktmutanten aut1-1, aut2-1 und aut9-1 komplementiert. Das SAI1 -Gen wurde

als PCR-Produkt mit nativem Promotor und Terminator in die SmaI Schnittstel-

le der Überexpressionsplasmide pRS315 (pDB1), ein centromeres Plasmid, und

pRS425 (pDB2), ein 2µ-Plasmid, kloniert (3.7.1). Die DNA-Sequenz der so klo-

nierten Plasmide wurde analysiert und mit der aus verschiedenen Genbanken

verglichen (4.3.2). Die ermittelten Sequenzen entsprachen denen der Genbanken.

Stationäre Zellen der aut1-1, aut2-1 und aut9-1 Mutanten, die das Sai1-Protein

auf einem centromeren bzw. 2µ-Plasmid exprimierten (pDB1 und pDB2), wurden

durch alkalische Lyse aufgeschlossen, die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt

und auf eine Membran transferiert. Die API wurde mit einem polyklonalen Pepti-

dantikörper gegen die API detektiert. Die API bleibt auch bei der Überexpression

des Sai1-Proteins auf einem centromeren oder 2µ-Plasmid in diesen Aut-Mutanten

ungereift (Abb. 48). Das Sai1-Protein ist somit kein
”
high copy” Suppressor der

Autphagocytosemutanten aut1-1, aut2-1 und aut9-1.

Zudem weisen einige Aut-Mutanten, die Sai1-GFP-Proteine exprimieren, eine

ungewöhnliche Zellmorphologie auf (4.3.6). Um sicher zu gehen, daß dies kein Ef-

fekt des GFP-Proteins bzw. eines nicht funktionellen Sai1p-GFP-Fusionsproteins
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Abbildung 49: Wachstumstest der Stämme, in die das Plasmid pDB1 (obere Hälfte
der Platten) und pRS315 (untere Hälfte der Platten) transformiert wurde. Nur bei
der aut1∆-Mutante, die das Plasmid pDB1 enthält ist ein verlangsamtes Wachs-
tum der Zellen bei 37◦C erkennbar.

ist, wurden die Plasmide pRS315, pRS425, pDB1 und pDB2 in den Wildtyp-

stamm WCG4α, in die sai1∆-Mutante und in die Autophagocytosestämme aut1∆,

aut2∆, aut3∆, aut7∆ und aut9∆ transformiert. Diese Stämme wurden auf CM-

Leu−-Selektionsplatten auf Einzelzellen ausgestrichen und bei 18◦C, 30◦C und

37◦C inkubiert. Nur die transformierten Zellen der aut1∆- und der aut9∆-Mutante

zeigten einen Wachstumsphänotyp (Abb. 49 und Abb. 50). Die Zellen der aut1∆-

Mutante, die das Sai1p auf dem centromeren Plasmid pDB1 exprimieren, wachsen

bei 37◦C deutlich schlechter als der Wildtypstamm und die aut1∆-Mutante mit

dem Plasmid pRS315. Zellen, die das Sai1p auf dem 2µ Plasmid pDB2 exprimie-

ren, wachsen bei 30◦C und bei 37◦C schlechter als der Wildtypstamm, aber besser

als die aut1∆-Mutante mit dem centromeren Plasmid bei 37◦C. Die Zellen der

aut9∆-Mutante wachsen bei 30◦C und 37◦C mit dem
”
leeren” Plasmid pRS425

schlechter als Wildtypzellen. Die Expression des Sai1p auf dem Plasmid pDB2

hebt diesen Defekt wieder auf, bei 37◦C wachsen die Zellen sogar schneller als die

Wildtypzellen. Die Plasmide pRS315 und pDB1 bewirken in der aut9∆-Mutante

keinen erkennbaren Wachstumsphänotyp.

Außerdem wurden Zellen, die das Sai1-Protein überexprimieren, in CM-Leu−-



102 4 ERGEBNISSE

Abbildung 50: Wachstumstest der Stämme, in die das Plasmid pDB2 (obere Hälfte
der Platten) und pRS425 (untere Hälfte der Platten) transformiert wurde. Die
aut9∆-Mutante wächst bei 30◦C und bei 37◦C mit dem

”
leeren” Plasmid pRS425

schlechter als der Wildtypstamm. Dieser Defekt wird anscheinend durch das Plas-
mid pDB2 wieder behoben, bei 37◦C wächst dieser Stamm mit dem Plasmid pDB2
sogar noch schneller als der Wildtypstamm. Die aut1∆-Mutante wächst bei 37◦C
mit dem Plasmid pDB2 langsamer als der Wildtypstamm.

Selektionsmedium bei 30◦C über Nacht angezogen und bei einer Zelldichte von

(OD600) ca. 2 unter dem Lichtmikroskop mit der Nomarskioptik betrachtet. Die

aut1∆-Mutante, die mit dem centromere Plasmid pDB1, sowie die Mutanten

aut2∆, aut7∆ und aut9∆, die mit dem Plasmid pDB2 transformiert wurden,

wurde mit dieser Methode untersucht. Zellen der aut9∆-Mutante, die das
”
lee-

re” Plasmid pRS425 enthielten, wurden auch unter dem Mikroskop betrachtet,

da dieses Plasmid allein einen Wachstumsdefekt in dieser Mutante erzeugt. Die

Zellen der aut1∆-Mutante, die das Sai1p auf dem centromeren Plasmid pDB1

exprimieren, weisen eine länglich Form auf gleich der Zellen, die das Sai1p-GFP

exprimieren (Abb. 55). Die Kerne von Mutter- und Tochterzellen sind normal ver-

teilt. Die Morphologie der Zellen der aut2∆-Mutante ist weitgehend normal, nur

wenige Tochterzellen weisen eine abnorme Verlängerung zur Mutterzelle hin auf

(Abb. 54). Dies stellt ein Unterschied zu den Ergebnissen aus 4.3.6 dar, was jedoch

auch aufgrund der verschiedenen Wachstumsmedien und den verschieden starken

Promotoren erklärbar ist. Die Zellen der aut7∆-Mutante erscheinen völlig normal,
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Abbildung 51: Wachstumstest der Stämme, in die das Plasmid pDB1 (obere Hälfte
der Platten) und pRS315 (untere Hälfte der Platten) transformiert wurde. Das
Wachstum der Zellen wird von den transformierten Plasmiden unter diesen Be-
dingungen nicht beeinträchtigt.

entsprechend der Zellen, die das Sai1p-GFP exprimieren (Abb. 54). Die Tochter-

zellen der aut9∆-Mutante, die das Sai1p auf dem Plasmid pDB2 überexprimieren,

weisen eine abnorme Verlängerung zur Mutterzelle hin auf (Abb. 54). Die Zellen,

die das
”
leere” Plasmid pRS425 enthalten weisen eine unveränderte Zellmorpho-

logie auf (Abb. 56). Dies entspricht wiederum den Ergebnissen aus 4.3.6. Da der

Wachstumsphänotyp der aut1∆- und der aut9∆-Mutante, die diese Plasmide ent-

halten, hauptsächlich bei 37◦C auftritt, wurden diese Zellen in Flüssigmedium

bei 37◦C inkubiert und unter dem Mikroskop betrachtet. Es ergab sich jedoch

das Problem, das unter diesen Bedingungen auch die Wildtypzellen in ihrer Mor-

phologie leicht verändert waren. Daher wurden auch die Mutanten betrachtet,

die die Plasmide pRS315 bzw. pRS425 enthielten. Die aut1∆-Mutante, die das

Sai1-Protein auf einem centromeren Plasmid überexprimiert, weist bei 37◦C die

gleiche morphologischen Besonderheit auf wie bei 30◦C. Die aut1∆-Mutante, die

das Plasmid pRS315 enthält, weist diesen Phänotyp nicht auf (Abb. 55).

Da Zellen der aut1∆-Mutante, die das Sai1-Protein auf einem centromeren bzw. 2µ

Plasmid exprimieren, Wachstumsdefekte aufweisen, wurde diese Mutante für ei-

nem Funktionalitätstest eines HA-getaggten Sai1-Proteins verwendet (4.3.8). Da-
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Abbildung 52: Wachstumstest der Stämme, in die das Plasmid pDB2 (obere Hälfte
der Platten) und pRS425 (untere Hälfte der Platten) transformiert wurde. Das
Wachstum der Zellen wird von den transformierten Plasmiden unter diesen Be-
dingungen nicht beeinträchtigt.

zu wurden die Plasmide pDB5 und pDB6 (3.7.1), die das SAI1-HA3 Gen mit

nativem Promotor und Terminator enthielten, in den Stamm aut1∆ transformiert

und die Zellen einem Wachstumstest unterzogen. Es konnte im Gegensatz zum

GFP-getaggten Protein (4.3.6) kein Unterschied im Wachstum der Zellen zum

nativen Protein festgestellt werden.
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Abbildung 53: Wachstumstest der Stämme, in die das Plasmid pDB1, pDB2,
pRS315 und pRS425 transformiert wurde. Das Wachstum der Zellen wird von
den transformierten Plasmiden unter diesen Bedingungen nicht beeinträchtigt.
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Abbildung 54: Stationäre Zellen der Stämme WCG4α (A), aut2∆ (B), aut7∆ (C)
und aut9∆ (D), die das Sai1-Protein auf einem 2µ-Plasmid (pDB2) exprimieren.
Die Morphologie der Zellen ist des aut2∆-Stammes ist weitgehend normal, nur
wenige Tochterzelle weisen eine abnorme Verlängerung zur Mutterzelle hin auf. Die
Morphologie der Zellen des aut7∆-Stammes ist weitgehend normal. Die Zellen des
aut9∆-Stammes können sich nicht mehr normal von ihren Tochterzellen trennen.
Die Buds weisen eine ungewöhnliche verlängerte Verbindung zur Mutterzelle auf.

Abbildung 55: Stationäre Zellen das aut1∆-Stammes, die das Sai1-Protein auf
einem CEN -Plasmid (pDB1) exprimieren. Die Kerne sind normal verteilt, die
Zellen weisen zum Teil jedoch eine längliche Form auf.
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Abbildung 56: Stationäre Zellen das aut9∆-Stammes, die das 2µ-Plasmid pRS425
enhalten.

Abbildung 57: Stationäre Zellen des Wildtypstamms WCG4α, die bei 37◦C ange-
zogen wurden. (A.) mit dem Plasmid pRS425 und (B.) mit dem Plasmid pDB2.
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Abbildung 58: Stationäre Zellen des aut1∆-Stammes, die bei 37◦C angezogen wur-
den. (A.) mit dem Plasmid pRS315 und (B.) mit dem Plasmid pDB1.

Abbildung 59: Stationäre Zellen des aut9∆-Stammes, die bei 37◦C angezogen wur-
den. (A.) mit dem Plasmid pRS425 und (B.) mit dem Plasmid pDB2.
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4.3.8 Das Sai1-HA3Protein

Zum direkten Nachweis des Sai1p wurde ein DNA-Fragment chromosomal an den

Carboxyterminus des ORF´s YMR262w integriert (3.8.11.2), welches das HA-

(Haemaglutinin-)Epitop dreimal sowie das HIS5 -Gen aus S. pompe enthielt. Mit-

tels PCR wurde das Fragment mit den Primern 8HA-1 und 8HA-2 (Terminator-

region des SAI1 -Gens ohne Stoppcodon) sowie dem Vektor p3XHA-HIS5 (3.7.10)

als template hergestellt. Das HIS5 -Gen aus S. pompe entspricht dem HIS3 -Gen

aus S. cerevisiae und eignet sich daher zur Selektion transformierter Zellen auf

histidinfreiem Medium, die eine Mutation in der Imidazolglycerolphosphat-(IP)-

Dehydratase (his3-11 ) besitzen. Die transformierten Wildtypzellen wurden auf

CM-His−-Platten selektioniert und die Integration des DNA-Fragmentes mittels

eines Southern-Blots analysiert (3.8.14). Die chromosomale DNA des Wildtyp-

stammes und die der neu transformierten Stämme wurde mit den Enzymen XbaI

über Nacht verdaut. Die chromosomale DNA des transformierten Stammes wurde

zusätzlich mit BamHI verdaut. Als Sonde wurde ein Fluorescin-markiertes HIS5 -

Fragment (Epple [2000]) verwendet. In der DNA des Wildtypstammes konnte wie

erwartet keine Bande, in der DNA des transformierten Stammes die erwarteten

Banden bei 1,3 kb (XbaI) und 3,7 kb (BamHI ) detektiert werden (Abb.60). Das

DNA-Fragment konnte integriert und somit das Sai1p mit einem HA-Epitop ver-

sehen werden.

WT    SAI1-HA3
     

SAI2-HA3

3,7 kb

2,5 kb
2,4 kb

1,3 kb

Abbildung 60: Southern-Blot der HA-Epitop markierten Stämme YDB13
(WCG4αSAI1:HA3) und YDB16 (WCG4αSAI2:HA3) (4.4.2). Spur 1, 3 und 5
XbaI -Verdau, Spur2 BamHI -Verdau und Spur 4 PstI -Verdau.

Die Expression des Sai1-HA3 Proteins wurde mittels Western-Blottings überprüft

(3.10.5). Stationäre Zellen der Stämme WCG4α und YDB13 (WCG4αSAI1:HA3)

wurden durch alkalischer Lyse aufgeschlossen, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und

auf eine Membran transferiert. Die HA-getaggten Proteine wurden mit Hilfe eines

monoklonalen Antikörper gegen das HA-Protein detektiert (Abb. 61). Die Größe
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des exprimierten Proteins entspricht in etwa dem errechneten Molekulargewicht

von 41 kDa. Im Wildtyp sind wie erwartet keine Banden detektierbar.

SAI1-HA3
 

W
T W

TSAI2:
:H

A 3

W
TSAI1:

:H
A 3

SAI2-HA3
 

Abbildung 61: Expression der HA-getaggten Proteine Sai1-HA3p und Sai2-HA3p
(4.4.2).

Da die sai1∆-Mutante keinen Wachstumsphänotyp aufweist, kann die Funktiona-

lität des getaggten Sai1-Proteins mit Hilfe eines Wachstumstests nicht überprüft

werden. Sollte bei einem Wachstumstest des getaggten Stammes ein Phänotyp

nachweisbar sein, so ist das Protein mit Sicherheit nicht funktionell. Sollte sich

kein unterschiedlicher Befund zur sai1∆-Mutante ergeben, so hat dies in Bezug

auf die Funktionalität des Proteins keine Aussagekraft. Das Wachstum der Zellen

wird in 4.4.2 abbgebildet. Der Stamm YDB13 weist unter diesen Bedingungen

keinen Wachstumsphänotyp auf, so daß die Funktionalität des getaggten Proteins

weiter ungeklärt ist. Ein Phänotyp ist nur bei der Überexpression des nativen

Proteins in einigen Aut-Mutanten erkennbar. Daher wurde das getaggte Gen mit

dem HIS5 -Gen aus S. pombe in die zwei Plasmide pRS315 (CEN -Plasmid) und

pRS425 (2µ-Plasmid)(3.7.1) kloniert. Diese Plasmide, pDB5 und pDB6, wurden

in die aut1∆-Mutante transformiert und das Wachstum der Zellen bei 18◦C, 30◦C

und 37◦C untersucht (Abb. 62). Der Stamm mit dem getaggten Sai1-Protein wies

den gleichen Phänotyp wie der Stamm mit dem nativen Protein auf. Die Zel-

len der aut1∆-Mutante, die das centromere Plasmid enthalten, wachsen bei 37◦C

schlechter als die Wildtypzellen (Abb.62). Leider sind die Einzelkolonien auf der

Abbildung schlecht erkennbar. Bei Vergrößerung der Bilder und auf den Orignal-

platten ist dies jedoch gut erkennbar und legt nahe, daß das getaggte Protein

zumindest funktionell sein könnte.
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Abbildung 62: Wachstumstest der aut1∆-Stämme, die das Sai1p auf einem centro-
meren Plasmid und auf einem 2µ-Plasmid exprimieren bei 18◦C, 30◦C und 37◦C.
pDB1 (CEN ) und pDB2 (2µ) enthalten das native Gen, pDB5 (CEN ) und pDB6
(2µ) das dreifach HA getaggte Gen. Es ist kein Unterschied zwischen dem nativen
und getaggten Protein erkennbar.

4.3.8.1 Hungerinduktion Da das Sai1-Protein vermutlich mit einem oder

mehreren Autophagocytoseproteinen interagiert, wurde vermutet, daß auch die

Expression des Sai1-Proteins unter Hungerbedingungen in der Zelle verstärkt in-

duziert wird. Daher wurde die Expression des nativen Sai1-Proteins auf Transkrip-

tionsebene mittels einer RT-PCR (Reverse Transkriptions PCR) (3.8.13) und

das Sai1-HA3-Protein auf Proteinebene analysiert. Die Autophagocytose wurde

in den Zellen zum einem durch Inkubation in 1%-iger Kaliumacetatlösung und

zum anderen durch Zugabe des Tor2p Inhibitors Rapamycin induziert. Tor ist

eine Phosphatidylinositol-3-Kinase (TOR1 und TOR2), die die Autophagocyto-

se negativ reguliert (1.4.9), (Noda and Ohsumi [1998]). Das Tor2p phoshoryliert

Tap42p, welches dann mit der Proteinphosphatase 2A (PP2A) interagiert und

so deren Aktivität hemmt (Beck and Hall [1999]). Wird das Tor2p inhibiert, so

erfolgt die Induktion der Autophagocytose.

Die RT-PCR wurde zur Kontrolle unter den gleichen Bedingungen auch mit dem
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AUT1 -Gen durchgeführt, dessen Hungerinduktion auf Proteinebene schon früher

belegt wurde (Reiche [2001]). Bei diesem Experiment wurde die RNA des Wild-

typstammes in verschiedenen Wachstumsphasen mit dem RNAeasy Mini Kit der

Firma QIAGEN (3.8.4) isoliert. Zur Analyse wurden jeweils die gleiche OD-Menge

an Zellen in logarithmischer, stationärer und gehungerter Wachstumsphase ent-

nommen. Stationäre Zellen wurden in 1% Kaliumacetat gewaschen und in 1%-iger

Kaliumacetatlösung eine bzw. fünf Stunden gehungert. Alle Zellkulturen wurden

bis zur Aufarbeitung in RNAlater bei 0◦C aufbewahrt (3.8.4) und die RNA aus ih-

ren Sphäroblasten gleichzeitig isoliert. Zur Kontrolle des zu untersuchenden PCR-

Produktes wurde auch die RNA stationärer Zellen der Deletionsstämme sai1∆ und

aut1∆ isoliert. Die RNA wurde in einem Schritt mit dem One Step RT-PCR Kit

der Firma QIAGEN bei 50◦C in ihre cDNA übersetzt und amplifiziert. Die PCR

wurde in vorangehenden Versuchen so optimiert, daß kein Plateau-Effekt bei der

verwendeten Anzahl von Zyklen auftreten konnte. Als innerer endogener Stan-

dard wurde bei der PCR ein 0,75 kb DNA-Fragment des konstitutiv exprimierten

ACT1 -Gens mitamplifiziert (3.6). Das ACT1 -Gen wurde nur als Fragment am-

plifiziert, da es eine ähnliche Größe wie die zu untersuchenden Gene aufweist und

somit auf einem DNA-Gel nur eine ungenügend verschiedene Laufgeschwindig-

keit aufweist. Da die verschiedenen Gene in verschiedem großen Ausmaß in ihre

RNA übersetzt werden, mußte die Konzentration der Primer ebenfalls zuvor opti-

miert werden, damit ein relativer Vergleich der Transkription auf einem DNA-Gel

ermittelt werden konnte. Im Fall der Amplifizierung der RNA mit den SAI1 -

Primern und den ACT1-Primern wurde ein Primerverhältnis von 3 : 1 (0,3 µM :

0,1 µM), im Fall der Primer für das AUT1 -Gen ein Verhältnis von 8 : 1 (0,8 µM

: 0,1 µM) verwendet. Dieser Unterschied in der Primerkonzentration, die nach ca.

32 Zyklen zu einer vergleichbaren DNA-Konzentration führt, legt nahe, daß das

SAI1 -Gen in geringerem Ausmaß als das ACT1 -Gen und in höherem Ausmaß als

das AUT1 -Gen transkribiert werden könnte. In logarithmisch gewachsenen Zellen

ist nur wenig RNA der Gene AUT1 und SAI1 nachweisbar. In stationären Zel-

len nimmt die Transkription der RNA zu und entspricht dem Gehalt der Zellen,

die fünf Stunden gehungert wurden. Die Hauptmenge an RNA wird nach einer

einstündigen Hungerperiode in Kaliumacetat gebildet (Abb.63 und Abb.64). Eine

genauere Quantifizierung ist mit dieser Methode nicht möglich.

Die Expression des Sai1-Proteins auf Proteinebene wurde im Wildtypstamm und

in den Autophagocytosestämmen aut1∆, aut2∆, aut3∆, aut4∆, aut5∆, aut7∆

und aut9∆ untersucht. Alle Stämme enthielten das SAI1-HA3-Gen durch Kreu-

zung und anschließender Tetradendissektion chromosomal integriert (3.5.2). Die

jeweils gleiche Menge an OD-Zellen verschiedener Wachstumsphasen (logarith-
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      M          log         stat          1h          5h           stat

                        WT                               sai1∆
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Abbildung 63: RT-PCR Analyse des SAI1 -Gens. Die größte Menge an RNA wird
nach einer einstündigen Hungerperiode in 1% Kaliumacetat transkribiert.

1,6 kb
1,0 kb

0,5 kb
ACT1*
AUT1 

      M          log         stat          1h          5h           stat

                        WT                               aut1∆

Abbildung 64: RT-PCR Analyse des AUT1 -Gens. Die größte Menge an RNA
wird ebenfalls nach einer einstündigen Hungerperiode in 1% Kaliumacetat tran-
skribiert.

misch, stationär und fünf Stunden Hungerung in 1% Kaliumacetatlösung) wur-

den durch alkalischer Lyse (3.10.1.2) aufgeschlossen und mittels Western Blotting

(3.10.5) analysiert. Als Ladekontrolle wurden die Blots zusätzlich mit dem An-

tiserum der Phosphoglyceratkinase (PGK) analysiert, die konstitutiv exprimiert

wird. Als Vergleich wurden die Blots zusätzlich mit dem Antiserum gegen die

hungerinduzierte Carboxypeptidase Y (CPY) analysiert. Das Sai1-HA3-Protein

wird in allen untersuchten Stämmen in stationären Zellen stärker exprimiert als

in logarithmisch gewachsenen Zellen (Abb. 65). Dies entspricht den Ergebnissen

der RT-PCR. In einigen Stämmen ist sogar der Rückgang der Expression nach

fünfstündiger Hungerung erkennbar. Die Unterschiede der Expression stationärer

und gehungerter Zellen ist jedoch zu gering, um weitere Schlüsse daraus ziehen

zu können. Ein nennenswerter Unterschied in der Expression des Proteins in den

verschieden Autophagocytosestämmen ist ebenfalls nicht feststellbar. Die Lebens-

dauer des Sai1-Proteins wurde in einem
”
cycloheximid-chase” Experiment unter-

sucht, der jedoch kein Abbau des Proteins nach acht Stunden erkennen ließ. Dies

könnte jedoch auch darauf zurückzuführen sein, daß bei diesem Experiment die

Abbaukomponenten des Proteins inaktiviert worden sind. Ein sicheres Ergebnis

läßt sich nur mit einem
”
pulse-chase”-Experiment erzielen.

In wachsenden Hefezellen kann Hungerung durch Zugabe von Rapamycin indu-

ziert werden. Diese Substanz ist ein Inhibitor der Tor-Proteine Tor1p und Tor2p
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Abbildung 65: Expression des Sai1-HA3-Proteins im Wildtypstamm und in ver-
schiedenen Autophagocytosestämmen. Die Proteine logarithmisch (log) und stati-
onär (stat) gewachsener sowie fünf Stunden gehungerter (5h) Zellen wurden mit-
tels Western Blottings mit den Antiseren gegen das HA-Protein, die CPY und
gegen die PGK untersucht.

(1.4.9). Sie sind an der Kontrolle der Autophagocytose, an der Organisation des

Aktin Cytoskellets in der Hefe Saccharomyces cerevisae beteiligt (Noda and Oh-

sumi [1998]) und sind homolog zu der Phosphatidylinositol-3-Kinase. Die Inak-

tivierung dieser Proteine führt zu einer Arretierung der Zellen in der G1-Phase

(1.6). Wildtypzellen des Stammes YDB13, die das Sai1-HA3-Protein exprimieren,

wurden in logarithmischer Wachstumsphase (OD600 = 0,4) mit Rapamycin (0,2

µg/ml Medium) versetzt und Proben nach 0, 15, 30, 60 und 120 Minuten gezogen.

Die Proben wurden sofort mit einer Natriumazidlösung versetzt, um jede weitere

Reaktion im Inneren der Zelle zu verhindern. Die Zellen wurden dann durch alka-

lische Lyse aufgeschlossen, die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf

eine Membran transferiert. Das Sai1-HA-Protein wurde mit einem monoklonalen

Antikörper gegen das HA-Protein detektiert (Abb.66). Als Ladekontrolle wurde

wiederum das Antiserum gegen die PGK verwendet.

Die Ergebnisse dieser drei Experimente weisen auf eine Induktion des Sai1-HA3-

Proteins bei Hungerung hin.

4.3.8.2 Coimmunopräzipitation mit dem Sai1-HA3-Protein Die Wech-

selwirkung des Sai1-Proteins mit dem Aut9-Protein sollte noch mittels einer Coim-

munopräzipitation (1.5.2.3 und 3.10.12) gesichert werden. Dieses Experiment wur-

de mit Stämmen durchgeführt, die das Sai1-HA3-Protein und das GFP-Aut9-
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Abbildung 66: Expression des Sai1-HA3-Proteins im Wildtypstamm YDB13. Nach
Zugabe des TOR Inhibitors Rapamycin wird die Expression des Proteins in log-
harithmischen Zellen schon nach 15 Minuten verstärkt induziert.

Protein enthielten. Aufgrund der Ergebnisse, die sich aus 4.3.7 ergeben haben,

wurde auch eine Coimmunopräzipitation des Sai1-HA3-Proteins mit dem Aut1-

Protein durchgeführt.

Native Rohextrakte der Stämme YDB30/GFP-AUT9 (aut9∆ SAI1::HA3/GFP-

AUT9 ), YDB30 (aut9∆ SAI1::HA3) und YSR3/GFP-AUT9 (aut9∆/GFP-AUT9 )

wurden mit einem monoklonalen Antiserum gegen das HA-Protein inkubiert und

der Antikörper anschließend an Protein A-Sepharose gebunden. Die Sepharosema-

trix wurde präzipitiert und die gebundenen Proteine mit Harnstoffpuffer (3.10.1.2)

eluiert, mittels SDS-PAGE die Proteine aufgetrennt und auf eine Membran ge-

blottet. Das GFP-Aut9p wurde mit einem monoklonalen Antikörper gegen das

GFP-Protein detektiert, das HA-Protein mit einem monoklonalen Antiserum ge-

gen das HA-Protein .
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Abbildung 67: Coimmunopräzipitation des Sai1-HA3-Proteins mit dem GFP-
Aut9-Protein. Das Sai1-HA3-Protein ist in der Lage das GFP-Aut9-Protein mit
zu fällen (Spur1). Die Sai1-HA3p Bande ist keine Kreuzreaktion des Antikörpers
(Spur2) und keine unspezifische Reaktion des HA-Proteins mit dem GFP-Aut9-
Protein (Spur 3). Spur 4 und Spur 5 zeigen die GFP-Aut9p- und Sai1-HA3-Banden
im reinen Rohextrakt. Eluat (E), Überstand (S).
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Native Proteinrohextrakte der Hefestämme YDB13 (WCG4αSAI1::HA3), YDB18

(aut1∆SAI1::HA3), YDB20 (aut2∆SAI1::HA3) und YDB30 (aut9∆SAI1::HA3)

wurden mit dem monoklonalen Antiserum gegen das HA-Protein inkubiert und

der Antikörper anschließend an Protein A-Sepharose gebunden. Die Sepharose-

matrix wurde präzipitiert, die gebundenen Proteine mit Harnstoffpuffer (3.10.1.2)

eluiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. Das

Aut1-Protein wurde mit einem polyklonalen Antiserum gegen das Aut1-Protein

aus Huhn detektiert.

Aut1p
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Abbildung 68: Coimmunopräzipitation des Sai1-HA3-Proteins mit dem Aut1-
Protein. Das Aut1p fällt in allen Hefestämmen mit dem Sai1-HA3-Protein. Im
Kontrollstamm aut1∆ SAI1::HA3 ist wie erwartet keine Bande zu sehen.

Die Ergebnisse der Coimmunopräzipitation des Sai1-HA3-Proteins mit dem GFP-

Aut9-Protein und dem Aut1-Protein bestärken die Interaktion dieser Proteine

miteinander.

4.3.8.3 Immunfluoreszenz Die intrazelluläre Lokalisation des Sai1-HA3-Pro-

teins wurde durch indirekte Immunfluoreszenz (3.10.11) mit Hilfe des monoklo-

nalen HA-Antikörpers untersucht. Die Fluoreszenz des chromosomal integrierten

Proteins war gegenüber dem Hintergrund zu schwach, so daß Hefestämme verwen-

det wurden, die das Sai1-HA3-Protein auf einem Überexpressionsplasmid trugen.

Das Plasmid pDB6 basiert auf dem Vektor pRS425, der eine 2µ-Sequenz und

das SAI1-HA3-Gen unter der Kontrolle des nativen Promotors und Terminators

enthält. Fixierte stationäre Zellen der Stämme WCG4α und sai1∆/pDB6 wurden

mit einem monoklonalen HA-Antikörper und anschließend mit einem fluoreszenz-

markierten (Cy3) Antikörper gegen Maus inkubiert (Pringle et al. [1989]). Der

Kern wurde mit DAPI angefärbt. Die Zellen wurden gegenüber anderen Mikro-

skopbildern um 33% vergrößert.

Das Sai1-HA3-Protein ist in stationären Zellen an Vesikeln innerhalb des Cytosols

und im Cytosol selbst lokalisiert. Innerhalb einer Zelle befindet sich normalerweise

ein, selten auch bis zu drei Vesikel, bei denen es sich nicht um den Kern handelt.

Dies entspricht im wesentlichen den Ergebnissen, die sich aus der Experimenten

mit GFP-getaggten Stämmen ergab (4.3.6).
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Abbildung 69: Immunfluoreszenz des Wildtypstammes WCG4α unter Verwendung
des monoklonalen Antikörpers gegen das HA-Protein. Wie erwartet ist kein Signal
detektierbar.

Abbildung 70: Immunfluoreszenz des Stammes sai1∆/pDB6 unter Verwendung
des monoklonalen Antikörpers gegen das HA-Protein. Das Signal befindet sich an
Vesikeln innerhalb des Cytosols und im Cytosol selbst. Diese Vesikel sind nicht
mit dem Kern identisch.

4.3.9 Wachstum und Morphologie von autx∆sai1∆-Doppelmutanten

Aufgrund der bisher dargestellten Ergebnisse, kann davon ausgegangen werden,

daß das Sai1-Protein mit dem Aut9-Protein und mit dem Aut1-Protein interagiert.

Da die sai1∆-Mutante bisher keinen Phänotyp aufweist, wurden autx∆sai1∆-

Doppelmutanten durch Kreuzung hergestellt. Diese Doppelmutanten aut1∆sai1∆,

aut2∆sai1∆, aut3∆sai1∆ und aut9∆sai1∆ wurden auf ihr Wachstum bei 18◦C,

30◦C und 37◦C sowie auf ihre Zellmorphologie hin untersucht. Dazu wurden die

Zellen in absteigender Konzentration (OD600) auf YPD-Platten aufgetropft und

bei den verschiedenen Temperaturen inkubiert (Abb. 71). Der Stamm aut3∆sai1∆

wurde nicht aufgetropft, sondern auf Einzelkolonien ausgestrichen und bei den

entsprechenden Temperaturen inkubiert (Abb. 76). Die Doppelmutanten wuchsen

genauso gut wie der Wildtyp WCG4α unter diesen Bedingungen. Zur Untersu-
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chung der Zellmorphologie wurden die Zellen bei 30◦C in YPD-Medium bis zu

einer OD600 von 5 inkubiert. Unter diesen Bedingungen war kein Unterschied in

der Zellmorphologie im Vergleich zum Wildtyp erkennbar.

Abbildung 71: Wachstumstest der Doppelmutanten. Das Wachstum der Mutanten
unterscheidet sich nicht vo dem des Wildtyp.

Abbildung 72: Zellen des Stammes YDB4 (aut1∆sai1∆).

4.4 Das Sai2-Protein

Das Sai2-Protein (früher: Aip1p; YGL211w) wurde in einem Two-Hybrid Screen

mit dem Aut1-Protein gefunden (Schäffeler [1999]). Die sai2∆-Mutante wurde
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Abbildung 73: Zellen des Stammes YDB6 (aut2∆sai1∆).

Abbildung 74: Zellen des Stammes YDB8 (aut3∆sai1∆).

Abbildung 75: Zellen des Stammes YDB9 (aut9∆sai1∆).

von E. Schäffeler in ihrer Doktorarbeit hergestellt und erhielt damals die Bezeich-

nung aip1∆ (AUT1 interagierendes Protein 1). Da diese Bezeichnung schon an

ein anderes Protein vergeben ist, wurde das Protein in Sai2p umbenannt (slow

growing Aut1p interacting protein). Das GFP-Sai2p, welches unter der Kontrol-

le des MET25 -Promotors exprimiert wird, wurde von E. Schäffeler kloniert und

in die Stämme sai2∆ und aut1∆ transformiert. Das Protein wurde anhand der
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Fluoreszenz des GFP in der sai2∆-Mutante und der aut1∆-Mutante innerhalb

des Cytosols an vesikelartigen Strukturen lokalisiert. Die Morphologie dieser Zel-

len erschien weitgehend normal, allerdings waren relativ viele Zellen mit kleinem

Bud zu erkennen. Die gehungerten Zellen des Stammes aut1∆, die das GFP-Sai2p

exprimierten, bildeten schlauchförmige Zellen mit mehreren Vakuolen.

4.4.1 Die sai2∆-Mutante

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Doppelmutanten sai1∆sai2∆, aut1∆sai2∆

und aut3∆sai2∆ hergestellt und zusammen mit der sai2∆-Mutante auf ihr Wachs-

tum und ihre Zellmorphologie hin untersucht. Die Zellen wurden auf YPD-Platten

auf Einzelkolonien ausgestrichen und bei den Temperaturen 18◦C, 30◦C und 37◦C

inkubiert. Zudem wurden die Zellen in einer YPD-Flüssigkultur bei 30◦C bis zu

einer OD600 von ca. 5 inkubiert und dann im Mikroskop betrachtet. Die sai2∆-

Mutante wächst bei 30◦C und bei 37◦C langsamer als der Wildtyp WCG4α, bei

18◦C normal. Zudem neigt die Mutante aufgrund des Selektionsdrucks zu weiteren

Mutationen, die ein normales Wachstum bewirken. Sie läßt sich daher nur schlecht

untersuchen, da immer geprüft werden muß, ob es sich bei den untersuchten Zel-

len um die Originalmutante handelt. Die Zellen dieser Mutante weisen auch eine

veränderte Morphologie ihrer Zellen auf. Die Zellen sind nicht mehr in der La-

ge sich normal zu teilen. Die Buds sind mißgebildet und krümmen sich von der

Mutterzelle weg. Dieser Befund gilt auch für alle sai2∆-Doppelmutanten. Diese

Zellmorphologie der sai2∆-Mutante ähnelt der Zellen, die das Sai1p-GFP in den

Mutanten aut1∆, aut2∆ und aut9∆ überexprimieren (4.3.6 und 4.3.7). Die Mor-

phologie gehungerter Zellen des aut1∆-Stammes, die das GFP-Sai2p (Schäffeler

[1999]) exprimieren ähneln den stationären Zellen des aut1∆-Stammes, die das

Sai1-Protein auf einem centromeren Plasmid (4.3.7) exprimieren. Die Ausbildung

der schlauchformigen Zellen ist bei der Expression des Sai1-Proteins jedoch gerin-

ger. Dies kann auch an der verschiedenen Promotoraktivität liegen, oder daran,

daß die in dieser Arbeit abgebildeten Zellen des Stammes aut1∆ nicht gehungert

sind. Dieser Zellphänotyp ist in gehungerten Zellen generell stärker ausgeprägt,

im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht dokumentiert.
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Abbildung 76: Wachstumstest der Doppelmutanten. Alle Stämme, bei denen das
SAI2 -Gen deletiert ist, wachsen bei 30◦C und 37◦C langsamer als der Wildtyp-
stamm (WT). Bei 18◦C ist das Wachstum der Zellen normal.

Abbildung 77: Stationäre Zellen des Stammes sai2∆.
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Abbildung 78: Stationäre Zellen des Stammes sai1∆sai2∆.

Abbildung 79: Stationäre Zellen des Stammes aut1∆sai2∆.

Abbildung 80: Stationäre Zellen des Stammes aut3∆sai2∆.
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4.4.2 Das Sai2-HA3Protein

Abbildung 81: Wachstumstest zur Überprüfung der Funktionalität der HA ge-
taggten Proteine Sai1p und Sai2p. Der Stamm YDB16 (WCG4αSAI2:HA3) weist
den gleichen Wachstumsphänotyp wie der sai2∆-Stamm auf.

Da gegen das Sai2-Protein kein Antikörper existiert, wurde das Protein mit einem

C-teminalen tag versehen, welcher das HA-(Haemaglutinin-)Epitop dreimal sowie

das HIS5 -Gen aus S. pompe enthielt. Dieser tag wurde über die Transformation

eines DNA-Fragmentes chromosomal in das Genom des Wildtypstammes WCG4α

integriert. Das DNA-Fragment wurde mittels einer PCR hergestellt, bei der als

template der Vektor p3XHA-HIS5 (3.7.10) und die Primer B1-HA-1 und B1-HA-

2 verwendet wurden. Die transformierten Zellen wurden auf CM-His−-Platten

selektioniert und die so erhaltenen Klone mit einer Southern Blot Analyse auf

korrekte Integration des Inserts hin untersucht. Die isolierte chromosomale DNA

eines Klons wurde mit den Restriktionsenzymen XbaI und PstI verdaut und die

DNA-Fragmente mit einer HIS5-Sonde (Epple [2000]) aus S. pombe detektiert.

Der Southern Blot ist in Abb. 60 (4.3.8) dokumentiert. Beide DNA-Fragmente

hatten die richtige Größe, 2,5 kb (PstI -Verdau) und 2,4 kb (XbaI -Verdau), so daß

anzunehmen ist, daß das PCR-Produkt an der korrekten Stelle ins Genom einmal

integriert wurde.

Die korrekte Expression des getaggten Proteins wurde mit Hilfe eines Western
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Blots untersucht (3.10.5). Stationäre Zellen der Stämme WCG4α und YDB16

(WCG4αSAI2:HA3) wurden durch alkalischer Lyse aufgeschlossen, die Protei-

ne mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. Das HA-

getaggte Protein wurde mit Hilfe eines monoklonalen Antikörper gegen das HA-

Protein detektiert. Die Größe des exprimierten Proteins entspricht nicht dem

erwarteten Molekulargewicht von 41 kDa. Das geschätzte Molekulargewicht im

SDS-Gel beträgt ca. 35 kDa. Dieses Molekulargewicht liegt selbst unterhalb des

berechneten Molekulargewichts des ungetaggten Proteins. Dies legt nahe, daß das

Protein entweder einer Laufanomalie in einem SDS-Gel aufweist, oder daß das

Protein posttranslational modifiziert wird. Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit

jedoch nicht weiter untersucht. Die Abbildung des Western Blots ist ebenfalls in

4.3.8 zu sehen.

Zur Überprüfung der Funktionalität des getaggten Proteins wurde der Stamm

YDB16 (WCG4αSAI2:HA3) auf Einzelkolonien ausgestrichen und die Zellen bei

verschiedenen Temperaturen inkubiert. Die sai2∆-Mutante weist einen slg-Phäno-

typ (slow growing) auf, der bei dem neuen Stamm nicht mehr auftreten dürfte.

Die Zellen wurden bei 18◦C, 30◦C und 37◦C inkubiert. Die sai2∆-Mutante und

der getaggte YDB16 Stamm weisen bei 30◦C und 37◦C den gleichen Phänotyp auf.

Daher kann angenommen werden, daß das getaggte Sai2-Protein nicht funktionell

ist.

4.4.3 Überexpression des Sai2-Proteins

Die sai2∆-Mutante weist keinen Aut-Phänotyp auf und ist somit in der Lage

die Aminopeptidase I (API) zu reifen. Da das Sai2-Protein in einem Two-Hybrid

Screen mit dem Aut1-Protein gefunden wurde, sollte zuerst untersucht werden,

ob es ein
”
low copy” oder

”
high copy” Suppressor der Mutanten aut1-1, aut2-1

und aut9-1 ist. Dazu wurde das SAI 2-Gen als PCR-Produkt mit nativem Pro-

motor und Terminator in die SmaI Schnittstelle der Überexpressionsplasmide

pRS315 (pDB3) und pRS425 (pDB4) (3.7.1). Die DNA-Sequenz der so klonier-

ten Plasmide wurde analysiert und mit der Datenbank des SGD (Saccharomyces

Genome Database) verglichen. Die Sequenz der Inserts entsprach der der Daten-

bank. Diese Plasmide wurden in die Punktmutanten transformiert und die Zellen

auf ihre Aminopepdidase I Reifung hin untersucht (Abb. 48). Das Sai2-Protein ist

kein Suppressor der Mutanten aut1-1, aut2-1 und aut9-1. Desweiteren wurde das

Sai2-Protein in den Mutaten aut1∆, aut2∆, aut3∆, aut9∆, sai1∆ und sai2∆ so-

wie dem Wildtypstamm WCG4α auf den gleichen Plasmiden überexprimiert und

die Stämme auf einen Wachstumsphänotyp hin untersucht. Alle transformierten

Stämme wurden auf CM-Leu−-Selektionsplatten auf Einzelzellen ausgestrichen
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und bei 18◦C, 30◦C und 37◦C inkubiert. Das Wachstum der verschiedenen Stämme

entsprach der des Wildtypstamms.

4.5 Interaktion des Vam3p mit Tubulin

In der Hefe Saccharomyces cerevisiae existieren zwei verschiedene Tubulinbau-

steine, das α-Tubulin und das β-Tubulin. Das TUB2 -Gen (Neff et al. [1983], Wa-

ter and Kleinsmith [1976]) kodiert für das essentielle β-Tubulin, die Gene TUB1

(essentiell) und TUB3 (nicht essentiell) für das α-Tubulin (Schatz et al. [1986a],

Schatz et al. [1986b]). Diese monomeren Tubulinbausteine assoziieren miteinander

zu Mikrotubuli. Das Autophagocytoseprotein Aut2p interagiert mit den Protein-

produkten der Tubulingene TUB1 und TUB2 und ist somit zumindest zeitweise

an Mikrotubuli assoziiert (Lang et al. [1998]).

Das Protein Vam3p ist ein zu Syntaxin (t-SNARE) homologes integrales Mem-

branprotein, das an der Vakuolenmembran lokalisiert ist. Syntaxin wird zur Fusion

synaptischer Transportvesikel mit der Plasmamembran in Nervenzellen benötigt.

Das Vam3-Protein ist essentiell für den Transport der vakuolären Hydrolasen CPY

(CarboxypeptidaseY), ALP (Alkalische Phosphatase), Proteinase A und CPS

(Carboxypeptidase S). Es interagiert mit den Proteinen Vam7p, einem Mitglied

der SNAP25 (synapse-associated protein of 25 kDa) Familie (Sato et al. [1998]),

und dem Vps33p, einem Sec1-Protein (Darsow et al. [1997], Seals et al. [2000]).

Es wird unabhängig vom Transportweg des PtdIns(3)P (Pholphatidylinositol 3-

Phosphat), der alpha-Faktor Rezeptor-Ligand Komplexe und vakuolären Hydro-

lasen transportiert. Zudem ist es an der Fusion der Autophagosomen mit der Va-

kuole beteiligt. Es lag daher nahe, daß das Vam3-Protein mit dem Aut9-Protein,

einem Membranprotein am periautophagosomalen Kompartment (PAC), welches

sich in der Autophagosomenmembran befindet, interagieren könnte. Eine Interak-

tion des Vam3-Protein mit dem Aut9-Protein wurde im Rahmen der Dissertation

von T. Lang (Lang [1998]) auf genetischen Weg (Two-Hybrid) ausgeschlossen.

Da die autophagischen Vesikel wahrscheinlich an Mikrotubuli entlang zur Vakuo-

le transportiert werden könnten (Lang et al. [1998]), lag es ebenfalls nahe, daß

das Vam3-Protein auch mit den Mikrotubuli interagieren könnte. Daher wurde im

Rahmen dieser Arbeit das Vam3-Protein auf eine Interaktion mit Tubulin hin un-

tersucht werden. Diese Interaktion wurde mit Hilfe der Affinitätschromatographie

(3.10.10), der Coimmunpräzipitaion (3.10.12) und mit dem Two-Hybrid System

(3.9.7) untersucht. Das GST-Vam3p (Schäffeler [1999]) und das reine GST wur-

den mit Hilfe des GST-Gene Fusion System hergestellt (3.10.7) und gereinigt.

Die Proteine, die an die Sepharose 4B-Matrix gekoppelt waren, wurden mit Rin-
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GST-Vam3p                           GST

     EW         E        W        S          E      W       S

Tubp

Abbildung 82: Affinitätschromatographie. Das Tubulin wurde im Überstand (S)
beider Säulen detektiert, aber nur im Eluat (E) der GST-Vam3p-Säule. Die unbe-
ladene GST-Vam3p-Säule (EW) weist keine Kreuzreaktion mit dem Tubulinan-
tikörper auf.

dertubulin zehn Minuten bei 37◦C inkubiert, gewaschen und mit Lämmlipuffer

eluiert. Die Proteine der verschiedenen Fraktionen, Eluat (E), Überstand (S) und

letzter Waschschritt (W), wurden mittels SDS-PAGE auftrennt und anschließend

auf eine Membran transferiert. Das Tubulin wurde mit einem monoklonalen anti-

Rindertubulin Antikörper detektiert. Nur das GST-Vam3p konnte das Tubulin auf

der Säule binden, nicht aber das GST. Native Rohextrakte der Stämme SEY6210,

Vam3p

SEY6210    vam3∆    vam7∆

Abbildung 83: Coimmunopräzipitation des Vam3-Proteins mit Rindertubulin. Das
Vam3p präzipitiert zusammen mit dem Tubulin auch in Abwesenheit des Vam7p.

vam3∆ und vam7∆ wurden mit einem monoklonalen Antikörper gegen das α-

Tubulin 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und der Antikörper anschlie-

ßend an Protein A-Sepharose gebunden (3.10.12). Die gebundenen Proteine wur-

den nach dem Waschen mit Harnstoffpuffer (3.10.1.2) eluiert, mittels SDS-PAGE

aufgetrennt und auf eine Membran geblottet. Das Vam3-Protein wurde mit einem

polyklonalen Antikörper gegen das Vam3p detektiert. Das Vam3p präzipitiert im

Wildtypstamm SEY6210 und in der vam7∆-Mutante mit dem Tubulin.

Abbildung 84: Two-Hybrid. Wachstum der verschiedenen Two-Hybrid-Stämme
auf CM-His−-Selektionsplatten. Nur die Proteine Vam3p und Tub3p interagieren
stark genug miteinander, so daß die Hefezellen unter diesen Bedingungen wachsen
können.
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Zuletzt wurde noch ein Two-Hybrid des Vam3p und dem nichtessentiellen α-

Tubulin Tub3p sowie dem essentiellen β-Tubulin Tub2p durchgeführt. Dazu wur-

de ein verkürztes 750 bp großes VAM3 -Fragment in die EcoRI /BglII -Schnittstelle

des Vektors pGAD-C1 ligiert. Die C-terminale Membrandomäne wurde entfernt,

da sie die Lokalisation des Fusionsproteins beeinflussen könnte. Diese Plasmid

(pDB19) wurde mit den Plasmiden pGBD-C1/TUB2 und pGBD-C1/TUB3 in

den Hefestamm pJ69α cotransformiert und die Zellen auf CM-Leu−,Trp−-Se-

lektionsplatten ausplattiert. Die Klone wurden anschließend auf CM-His−-Selek-

tionsplatten und CM-Ade−-Selektionsplatten auf Einzelkolonien ausgestrichen und

bei 30◦C inkubiert. Nur der Stamm, der die Plasmide pDB19 und pGBD-C1/TUB3

enthielt konnte auf den CM-His−-Selektionsplatten jedoch nicht auf CM-Ade−-

Selektionsplatten wachsen. Die Stämme wurden zudem einem β-Galactosidase-

Flüssig-Test (3.9.7.3) unterzogen. Wiederum ergab sich nur für die Plasmidkom-

bination pDB19 und pGBD-C1/TUB3 ein positives Ergebnis.

Anhand der Ergebnisse der drei Experimente ist eine Interaktion des Vam3p mit

dem Tubulin sehr wahrscheinlich. Der Two-Hybrid Versuch läßt auf eine Interak-

tion des Vam3p mit dem nichtessentiellen α-Tub3p schließen.
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5 Diskussion

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae eignet sich als eukaryontischer Modellorganis-

mus für die Aufklärung intrazellulärer Vorgänge, deren Erkenntnisse sich dann

teilweise auch auf Säugerzellen übertragen lassen. Einer dieser intrazellulären

Vorgänge ist die Autophagocytose, die für den unspezifischen Abbau von Ma-

kromolekülen und Organellen (Thumm et al. [1994]) zuständig ist. Die Autopha-

gocytose wird durch den Mangel an Nahrungsressourcen, v. a. Stickstoff- und

Kohlenstoffmangel, induziert. Dabei wird cytoplasmatisches Material zur Vakuole

transportiert und dort abgebaut. Die Abbauprodukte, z. B. Aminosäuren, können

dann der Zelle für die Synthese von essentiellen Stoffwechselprodukten wieder zur

Verfügung gestellt werden. Vier an diesem Regulationsprozeß beteiligte Protei-

ne sind die Proteine Aut1p (Schlumpberger et al. [1997]), Aut2p, Aut7p (Lang

et al. [1998]) und das Aut9-Protein (Lang et al. [2000], Noda et al. [2000]). Zellen,

die eine Mutation in den Genen AUT2, AUT7 und AUT9 aufweisen, besitzen

die für Autophagocytosemutanten spezifischen Phänotypen. Die hungerinduzier-

te Aufnahme des cytosolischen Markerproteins Fettsäuresynthase in die Vakuole

(Thumm et al. [1994]) und die Reifung der Aminopeptidase I sind blockiert, die

Überlebensrate bei Stickstoffmangel, die Sporulationsfrequenz sowie der Protein-

abbau sind drastisch reduziert. Desweiteren können diese Mutanten unter Hun-

gerbedingungen in Anwesenheit des Proteinase B Inhibitors PMSF keine Vesikel

innerhalb der Vakuole anreichern.

5.1 Das Aut7-Protein

Das Aut7-Protein, ein
”
low copy” Suppressor der aut2-1 Mutante, ist ein lösliches

und hungerinduziertes (Kirisako et al. [1999], Huang et al. [2000]) 13,6 kDa Prote-

in (Lang et al. [1998]), das als Ubiquitin ähnliches Protein mit Phosphatidyletha-

nolamin kovalent verknüpft wird (Kirisako et al. [2000], Ichimura et al. [2000]).

Diese Verbindung ist für die Vervollständigung von Autophagosomen und Cvt-

Vesikel essentiell. Die Lokalisation an einem perivakuolären/preautophagosomalen

Kompartment (PAC) (Suzuki et al. [2001], Kim et al. [2001b]) ist abhängig vom

Apg9p/Aut9p. Nach der Abspaltung des Phosphatidylethanolamins ist es an den

Autophagosomen und Cvt-Vesikeln lokalisiert, deren Membranen vermutlich vom

perivakuolären Kompartment stammen (Kim et al. [2001b]). Diese Lokalisation

entspricht im wesentlichen der des homologen LC3-Proteins (Light Chain 3) aus

Säugerzellen, welches an autophagischen Membranen lokalisiert ist (Kabeya et al.

[2000], Mizushima et al. [2001]).
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Das Aut7-Protein wurde mit Hilfe des GST-Gene-Fusion Systems isoliert und auf-

gereinigt. Die dreidimensionale Struktur des gereinigten Proteins sollte mit Hilfe

einer 2D-NMR aufgeklärt werden, was jedoch aufgrund einer Aggregatbildung

des Aut7-Proteins nicht möglich war. Dieses Problem der Aggregation konnte bei

der Ermittlung der Kristallstruktur des in Säugern homologen GATE-16 durch

Zugabe von Natriumchlorid behoben werden (Paz et al. [2000]).

Die Interaktion des GST-Aut7p mit dem GFP-Aut9p konnte mittels einer Af-

finitätschromatographie nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis widerspricht zu-

nächst den Ergebnissen eines Two-Hybrid Experiments von T. Lang (Lang [1998]),

der keine Interaktion feststellen konnte. Zieht man jedoch in Betracht, daß das

GST-Aut7p in E. coli exprimiert wurde und somit nicht mit Phosphatidyletha-

nolamin (PE) gekoppelt wird, besteht durchaus die Wahrscheinlichkeit, daß das

Aut9-Protein nur mit dem ungekoppelten Aut7p interagieren könnte. Diese selek-

tive Interaktion des Aut7p konnte auch in einem anderen Experiment mit dem

Sai1p nachgewiesen werden (5.3). Das ungekoppelte Aut7p könnte in einem Two-

Hybrid Experiment in wesentlich geringer Konzentration vorliegen und somit nicht

mehr nachweisbar sein. Zudem wird eine mögliche Interaktion durch die Aussage

gestützt, daß die Lokalisation des Aut7-Proteins von einem intakten Aut9-Protein

abhängig ist (Suzuki et al. [2001], Kim et al. [2001b]).

Das LB-Aut7-Protein aus Laccaria bicolor ist zu 77% identisch mit dem Aut7-

Protein aus Saccharomyces cerevisiae (Kim et al. [1999b]) und wurde in Bezug

auf seine Fähigkeit zur Komplementation der autophagischen Defekte des aut7∆-

Stammes hin untersucht (Kim et al. [1999b]). Das vollständige LB-AUT7 Gen

aus Laccaria bicolor wurde in drei Vektoren unterschiedlicher Promotoraktivität

kloniert und in den aut7∆-Stamm transformiert. Die Expression des LB-Aut7-

Proteins unter der Kontrolle des stärksten Promotors, TEF, bewirkt die Kom-

plementation einiger Phänotypen der aut7∆-Mutante. Die Amipeptidase I wird

unter vegetativen und unter Hungerbedingungen gereift, die Überlebensrate ent-

spricht annähernd der des Wildtypstammes und unter Hungerbedingungen werden

in Anwesenheit des Proteinase B Inhibitors PMSF Vesikel innerhalb der Vakuo-

le angereichert. Der Defekt in der Reifung der Aminopeptidase I in einer aut2-1

Mutante wird im Gegensatz zur Überexpression eines Aut7-Proteins in diesem

Stamm (Lang et al. [1998]) nur teilweise behoben. Diese Befunde deuten auf ei-

ne ähnliche Funktion der Gene AUT7 und LB-AUT7 hin, jedoch sind außer der

potentiellen Membrandomäne des LB-Aut7-Proteins auch weitere Unterschiede

vorhanden. Das LB-Aut7-Protein ist unter der Kontrolle des nativen Promotors

aus Laccaria bicolor kein Suppressor der aut2-1 Mutante und die Komplementa-

tion der Phänotypen des aut7∆-Stammes ist nur durch eine Überexpression des
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LB-Aut7-Proteins möglich.

5.2 Das Aut2-Protein

Das lösliche Aut2-Protein ist eine Cystein-Proteinase (Kirisako et al. [2000]) und

besitzt ein Molekulargewicht von 57 kDa (Lang et al. [1998]). Es ist für die Ab-

spaltung des C-terminalen Arginin-117 des Aut7-Proteins zuständig, welches als

Ubiquitin ähnliches Protein in Folge kovalent mit Phosphatidylethanolamin (PE)

verknüpft wird (Kirisako et al. [2000], Ichimura et al. [2000]). Die für die Au-

tophagocytose notwendige Abspaltung des Phosphatidylethanolamins vom Aut7-

Protein wird ebenfalls von der Aut2p-Protease bewirkt (Kirisako et al. [2000]).

Die intrazelluläre Lokalisation des Aut2-Proteins wurde mit Hilfe eines poly-

klonalen Antikörpers gegen ein GST-Aut2-Protein untersucht. Der Antikörper

konnte in einer Western Blot Analyse das auf einem 2µ-Plasmid überexprimierte

Aut2-Protein und das Aut2p-GFP detektieren. Das Signal des Wildtypgens war

gegenüber dem Hintergrund nur schwach erkennbar. Eine weitere Aufreinigung

des Antikörpers, die zur Reduzierung des Hintergrundsignals führt, könnte die-

sen Mangel eventuell beheben. In einer indirekte Immunfluoreszenz mit diesem

Antikörper konnte das nativ exprimierte Protein nicht detektiert werden.

Das Aut2-Protein interagiert mit den Proteinen Aut7p, Tub1p, Tub2p (Lang

et al. [1998]) und mit dem Aut1-Protein (Schäffeler [1999]). Um die potenti-

ell interagierende Domäne des Aut2-Proteins mit dem Aut1-Protein und dem

Aut7-Protein zu ermitteln, wurde ein Two-Hybrid Experiment mit verschiede-

nen Aut2-Proteinfragmenten und den vollständigen Proteinen Aut1p und Aut7p

durchgeführt. Die Interaktion wurde aufgrund des Wachstums der cotransformier-

ten Zellen auf His−-Selektionsplatten und durch einen β-Galaktosidase-Flüssigtest

nachgewiesen. Interagierende Proteine sollten auch das Wachstum der cotrans-

formierten Zellen auf Ade−-Selektionsplatten ermöglichen, jedoch wuchsen auch

Zellen mit nachweislich interagierenden Fusionproteinen, wie z. B. Aut1p/Aut2p,

nicht auf diesem Medium. Im Falle der Interaktion mit dem Aut1-Protein deu-

ten die Ergebnisse auf eine Wechselwirkung des carboxyterminalen Bereichs hin,

im Fall des Aut7-Proteins war jedoch kein eindeutiges Ergebniss erkennbar, auch

wenn der aminoterminale Bereich des Aut2-Proteins stärker mit dem Aut7-Protein

zu interagieren scheint. Dieser uneindeutige Befund ist jedoch nicht ungewöhnlich,

da bei der Verwendung von Fusionsproteinen die korrekte Faltung der Proteine

und ihre intrazelluläre Lokalisation nicht mehr gewährleistet werden kann. Das

gleiche gilt für Proteinfragmente. Aus diesen Gründen muß die Interaktion einzel-

ner Proteindomänen mit Hilfe weiterer Experimente belegt werden.
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Desweiteren wurde das Aut2-Protein auf eine Interaktion mit dem Aut9-Protein

mit einer biochemischen (Affinitätschromatographie) und einer genetische Me-

thode (Two-Hybrid) hin getestet. Mit beiden Methoden ließ sich eine eindeutige

Wechselwirkung der beiden Proteine feststellen. Dieses Ergebnis ist nicht verwun-

derlich, da die Aut2p-Cysteinproteinase für die Abspaltung des Aut7-Proteins von

Phosphatidylethanolamin (PE) zur Vervollständigung der autophagischen Vesikel

zuständig ist (Kim et al. [2001a]). Dieses Aut7p-PE befindet sich am gleichen

Kompartment wie das Aut9-Protein, welches dann in Kontakt mit dem Aut2-

Protein gelangen könnte (Suzuki et al. [2001], Kim et al. [2001b]).

Um weitere potentielle Interaktoren des Aut2-Proteins aufzuspüren, wurde ein

Two-Hybrid Screen mit dem Aut2-Protein durchgeführt. Die bisher bekannten

Interaktoren konnten hierbei nicht detektiert werden, was zum einen an der nied-

rigen Transformationsrate und zum anderen an der N-terminalen Modifikation der

Proteine durch die Fusion mit den Domänen des Gal4-Proteins liegen könnte. Es

wurden jedoch zwei weitere mögliche, noch unbekannte Interaktoren detektiert.

Das lösliche Yps3-Protein, eine zur Proteinase A homologe Aspartat-Protease,

welche vermutlich zumindest zeitweise an der Plasmamembran lokalisiert ist (Ol-

sen et al. [1999]). Desweiteren das Snx4-Protein, welches vermutlich am intrazel-

lulären Proteintransport vom endoplasmatischen Reticulum zum Golgi-Apparat

benötigt wird (Haft et al. [1998]), und sich somit in räumlicher Nähe zum cytoso-

lischen Aut2-Protein befindet, welches für den Transport autophagischer Vesikel

zur Vakuole essentiell ist (Lang et al. [1998]).

5.3 Das Sai1-Protein

Das Sai1-Protein (YMR262w) wurde in einem Two-Hybrid Screen mit dem Aut9-

Protein detektiert. Das Aut9-Protein (Noda et al. [2000], Lang et al. [2000]) ist

ein integrales Membranprotein und an einem perivakuolären Kompartment loka-

lisiert (Suzuki et al. [2001]). Das Sai1-Protein besitzt eine Homologie zum Scn1-

Protein aus S. pombe, dem Proteinprodukt des humanen Gens KIAA0218 und

dem MAP1B aus Bos taurus. Das nicht essentielle Sai1-Protein ist kein Autopha-

gocytoseprotein, da die Mutante sai1∆ keinen autophagischen Phänotyp aufweist.

Somit weist die Mutante keinen Defekt in der Überlebensrate unter Hungerbedin-

gungen, der Sporulation, der Aminopeptidase I Reifung und dem Proteinabbau

auf. Auch werden unter Hungerbedingungen in Anwesenheit eines Proteinase B In-

hibitors Vesikel innerhalb der Vakuole angereichert. Die Zellen der sai1∆-Mutante

weisen auch keinen Wachstumsphänotyp oder eine Veränderung ihrer Zellmorpho-

logie auf. Ob es sich bei diesem Protein um ein am Zellzyklus beiteiligtes Protein
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handelt bleibt ungeklärt. Das homologe Scn1-Protein aus S. pombe ist als Punkt-

mutante ein
”
high copy” Suppressor des mutierten Cut9-Proteins (Samejima and

Yanagida [1994]), ein Cdc16p Homolog aus S. cerevisiae. Daher wurde ein Sai1-

GFP in einer cdc16-123 Mutante überexprimiert, um zu sehen, ob dies die Tem-

peratur Sensitivität einer cdc16-123 Mutante komplementieren kann, was jedoch

wie vermutet nicht der Fall war, da auch das native Scn1-Protein kein Suppressor

des mutierten Cut9-Proteins ist. Die Homologie des Sai1-Proteins zu MAB1B aus

Bos taurus ist in sofern interessant, da das Aut7-Protein aus S. cerevisiae, welches

eventuell mit dem Sai1-Protein interagiert, eine Homologie zu dem LC3-Protein

aus Ratte aufweist. Das LC3-Protein ist zusammen mit den Proteinen LC1 und

LC2 eine kleine Untereinheit der mit Mikrotubulin assoziierten Proteine MAP1A

und MAP1B (Mann and Hammarback [1994], Mann and Hammarback [1996],

Kuznetsov and Gelfand [1987]).

Obwohl es sich bei dem Sai1-Protein nicht um ein Autophagocytoseprotein han-

delt, wurde im Rahmen dieser Arbeit dieses Protein auf weitere mögliche Inter-

aktionen mit Autophagocytoseproteinen hin untersucht. Zuerst wurde die Ami-

nopeptidase I Reifung in den Mutanten aut1-1, aut2-1 und aut9-1 untersucht,

die das Sai1-Protein auf einem centromeren und einem 2µ-Plasmid exprimieren.

Das Sai1-Protein war nicht in der Lage den Defekt in der proAminopeptidase I

Reifung zu komplementieren und ist somit auch kein Suppressor dieser Mutanten.

In verschiedenen Interaktionsstudien konnte eine Interaktion des Sai1-Proteins

mit den Proteinen Aut1p, Aut2p, Aut7p und Aut9p nachgewiesen werden. In ei-

nem Two-Hybrid Experiment konnte die Interaktion des Sai1-Proteins mit den

Proteinen Aut1p, Aut7p und Aut9p, jedoch nicht mit dem Aut2p detektiert wer-

den. Die Interaktion der Proteine Aut2p, Aut7p und Aut9p mit dem Sai1p wurde

noch mit einer Affinitätschromotographie nachgewiesen, die des Aut1-Proteins

und des Aut9-Proteins mit einer Coimmunopräzipitation. Da diese Ergebnisse

jedoch nur mit Fusionsproteinen (Gal4p, GST, GFP und HA) erzielt wurden,

mußte eine Interaktion mit dem Wildtypprotein nachgewiesen werden. Dazu wur-

de das Wildtypgen mit Promotor- und Terminatorregion auf einem CEN - und

einem 2µ-Plasmid in verschiedene Aut-Mutanten transformiert (aut1∆, aut2∆,

aut3∆, aut7∆, aut9∆) und diese auf Wachstumsphänotypen bei 18◦C, 30◦C und

37◦C, sowie auf ihre Zellmorphologie hin untersucht. Diese Versuche wurden auch

mit Aut-Mutanten (aut1∆, aut2∆, aut4∆, aut5∆, aut7∆, aut9∆), die das Sai1-

GFP auf einem Überexpressionplasmid trugen, durchgeführt. Einen deutlichen

slg-Wachstumsphänotyp zeigte nur die aut1∆-Mutante, die das Sai1-Protein auf

dem CEN -Plasmid exprimierte bei 37◦C und die aut1∆-Mutante, die das Sai1-

Protein auf dem 2µ-Plasmid exprimierte bei 30◦C. Die aut9∆-Mutante wächst
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mit dem
”
leeren” 2µ-Plasmid pRS425 bei 30◦C und bei 37◦C schlechter als der

Wildtypstamm, mit dem Sai1p tragenden 2µ-Plasmid jedoch gleich gut bzw.

sogar nach besser. Die Zellen der aut9∆-Mutante, die das 2µ-Plasmid pRS425

mit einem Leucin-Selektionsmarker tragen neigen jedoch zur Aggregatbildung,

so daß ein Wachstumsphänotyp auf Selektionsplatten nur schwer aufzuzeigen

ist. Betrachtet man die transformierten Zellen unter dem Mikroskop, so ist ein

Überexpressionsphänotyp des nativen Sai1-Proteins in der aut1∆-, aut2∆-, und

aut9∆-Mutante erkennbar, nicht aber in der aut7∆-Mutante. Zellen der aut1∆-

Mutante, die das Sai1-Protein auf dem CEN -Plasmid exprimieren und Zellen der

aut2∆- und der aut9∆-Mutante, die das Sai1-Protein auf dem 2µ-Plasmid expri-

mieren, weisen eine schlauchförmige Verbindung der Tochterzelle zu der Mutter-

zelle auf. Die Zellkerne sind in Mutter- und Tochterzelle jedoch normal verteilt.

Dieser Phänotyp, der auf einen Defekt im Zellzyklus schließen läßt, ist in die-

sen Zellen nicht so stark ausgeprägt wie in Zellen, die das Sai1-GFP auf einem

Überexpressionplasmid unter der Kontrolle des MET25 Promotors exprimieren.

Dies mag daran liegen, daß dieser Promotor stärker als der native Promotor des

Sai1-Proteins ist. Desweiteren wird dieser Phänotyp durch Hungerung der Zellen

in Kaliumacetat noch verstärkt, in einer aut9∆-Mutante bei der Überexpression

des Sai1-GFP sogar erst bei Hungerung erkennbar. Da die aut1∆- und die aut9∆-

Mutante, die das Sai1-Protein auf einem centromeren (aut1∆) bzw 2µ-Plasmid

(aut9∆) exprimieren, bei 37◦C einen Wachstumsphänotyp aufweisen, wurden diese

Zellen, sowie der Wildtypstamm, bei dieser Temperatur inkubiert und unter dem

Lichtmikroskop betrachtet. Die Zellen weisen bei 37◦C die gleiche ungewöhnliche

Zellmorphologie wie bei 30◦C auf, unabhängig von der Veränderung der Morpholo-

gie aufgrund der Temperaturerhöhung. Interessanterweise ist die Morphologie der

Zellen der aut9∆-Mutante, die das
”
leere” 2µ-Plasmid pRS425 tragen, normal,

obwohl sie ein schlechtes Wachstum aufweisen. Eine Interaktion des Sai1-Proteins

mit den Autophagocytoseproteinen Aut3p, Aut4p und Aut5p war mit den ver-

wendeten Methoden nicht nachweisbar.

Aut1p Aut2p Aut7p Aut9p

Two-Hybrid + - + +

Affinitätschromatographie / + + +

Coimmunopräzipitation + / / +

Wachstum + - - +

Zellmorphologie + + - +

Ergebnisse der Interaktionsstudien des Sai1-Proteins mit den Autophagocytose-

proteinen Aut1p, Aut2p Aut7p und Aut9p. (+) Interaktion, (-) keine Interaktion,

(/) Experiment nicht durchgeführt
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Der Wachstumsphänotyp der aut1∆-Mutante, die das native Sai1-Protein auf ei-

nem Plasmid überexprimiert, wurde zu einem Funktionalitätstest des HA-getag-

gten Proteins herangezogen. Dazu wurde das getaggte Sai1-Protein mit nativer

Promotor- und Terminatorregion in die Überexpressionsplasmide pRS315 und

pRS425 kloniert, in die aut1∆-Mutante transformiert und die Zellen bei 18◦C,

30◦C und 37◦C inkubiert. Hierbei konnte kein Unterschied im Wachstum der Zel-

len im Vergleich zum ungetaggten Protein festgestellt werden, so daß durchaus

die Möglichkeit besteht, daß das getaggte Protein seine natürliche Funktion in der

Zelle ausüben kann. Die Funktionalität des Proteins kann jedoch nur durch die

Komplementation eines noch unbekannten Phänotyps der Nullmutante überprüft

werden.

Die Gesamtheit dieser Ergebnisse läßt auf eine Interaktion des Sai1-Proteins mit

dem Aut1-Protein und dem Aut9-Protein schließen, die Interaktion mit den Prote-

inen Aut2p und Aut7p ist durchaus wahrscheinlich. Die Proteine Aut1p und Aut9p

ineragieren nicht miteinander (Lang [1998]). Die Interaktion des Aut1-Proteins

mit dem Sai1-Protein ist durchaus nicht überraschend, wenn man als Vergleich

das homologe Scn1-Protein aus S. pombe heranzieht. Dieses Protein interagiert

mit dem Cut9-Protein (Samejima and Yanagida [1994]), welches homolog zu dem

Cdc16-Protein aus S. cerevisiae ist. Das Cdc16-Protein ist ein Bestandteil des

”
anaphase promoting” Komplexes (APC), der als E3-Enzym die Ubiquitinierung

während der Mitose reguliert (King et al. [1996]). Das Aut1-Protein aus S. cere-

visiae wiederum übernimmt die Funktion eines E2-Enzyms bei der Übertragung

des Aut7-Proteins auf Phosphatidylethanolamin (1.4.11), auch wenn es zu den

E2-Enzymen nicht homolog ist. Die Interaktion mit dem Aut7-Protein erfolgt

wahrscheinlich nur an dem nichtgekoppelten Aut7-Protein, da bei der Western

Blot Analyse der Affinitätschromatographie nur eine statt zwei Banden im Eluat

der Affinitätssäule detektierbar war. Eine Interaktion mit dem Aut2-Protein er-

folgt vermutlich nur, wenn der N-Terminus des Aut2-Proteins wie im Fall eines

Two-Hybrid Experiments nicht blockiert ist. Die Interaktion des Aut9-Proteins

mit den Proteinen Aut2p und Aut7p bestärkt die Beziehung der Autophagocy-

toseproteine Aut1p, Aut2p Aut7p und Aut9p untereinander und untersteicht die

Interaktion des Sai1-Proteins mit diesen Proteinen. Desweiteren wird diese Aus-

sage von der Tatsache gestützt, daß das Aut2-Protein als Cysteinprotease mit

dem Aut7-Protein interagiert (Kirisako et al. [2000]) bevor und nachdem es an

dem gleichen perivakuolären/preautophagosomalen Kompartment PAC) wie das

Aut9-Protein lokalisiert ist (Suzuki et al. [2001]). Da die Überexpression des Sai1-

Proteins in einer aut7∆-Mutante keinen Phänotyp in Bezug auf Wachstum und

Zellmorphologie erzeugt, in dieser Mutante aber die Autophagocytose blockiert
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ist, kann die Wechselwirkung der interagierenden Proteine mit dem Sai1-Protein

nicht nur auf dem Abbau des überschüssigen Proteins beruhen.

Abbildung 85: Modell der in dieser Arbeit nachgewiesenen Interaktionen des Sai1-
Proteins mit den Autophagocytoseproteinen Aut1p, Aut2p Aut7p und Aut9p und
des Vam3-Proteins mit Tubulin in einer Hefezelle.

Da die Nullmutante sai1∆ keinen bisher bekannten Phänotyp aufweist, wurden

sai1∆autx∆-Doppelmutanten hergestellt (x= 1,2,3,9). Die Zellen dieser Mutan-

ten wurden bei 18◦C, 30◦C und 37◦C inkubiert und ihrer Zellmorphologie unter

dem Lichtmikroskop betrachtet. Diese Mutanten wiesen jedoch ebenfalls keinen

Wachstumsphänotyp auf und die Zellmorphologie erscheint normal.

Die Lokalisation des Sai1-Proteins erfolgte über die Fluoreszenz eines überex-

primierten Sai1-GFP in lebenden Zellen und über die indirekte Immunfluoreszenz

des überexprimierten HA-getaggten Proteins in fixierten Sphäroblasten. Das Sai1-

Protein ist im Cytosol und an ein bis maximal drei Vesikeln innerhalb des Cytosols

lokalisiert, bei denen es sich eindeutig nicht um den Zellkern handelt. Diese Vesikel

sind auch in der Nomarskioptik deutlich erkennbar und könnten dem perivakuo-

laren Kompartment entsprechen (Suzuki et al. [2001]), an welchem sich unter
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anderem auch die Proteine Aut7p und Aut9p befinden. Da in den Nullmutanten

aut7∆ und aut9∆ das Sai1-GFP ebenfalls an diesem Kompartment lokalisiert ist,

können die Proteine Aut7p und Aut9p nicht der Membrananker dieses Proteins

sein. Zur Überprüfung dieser Theorie wäre eine indirekte Coimmunofluoreszenz

der Proteine Aut9p und Sai1p notwendig, möglichst mit den ungetaggten Wild-

typproteinen.

Interessanterweise wird die Expression eines mit einem HA-(Haemaglutinin-)Epi-

top versehenen Proteins durch Hungerung oder durch Zugabe des Tor Inhibitors

Rapamycin verstärkt induziert. Dieser Befund konnte auch auf Transkriptions-

ebene des Wildtypgens mittels einer RT-PCR belegt werden. Da es sich hierbei

um ein auf diesem Gebiet noch kaum publizierten Experiment handelt, wurde

die Transkription des AUT1 Gens mit dem gleichen Experiment untersucht. Die

Hungerinduktion des Aut1-Proteins auf Proteinebene wurde schon früher belegt

(Reiche [2001]). Nach den Ergebnissen dieses Experiments zufolge werden die Pro-

teine Sai1p und Aut1p hauptsächlich nach einer einstündigen Hungerperiode in

1%-Kaliumacetat transkribiert. Nach einer fünfstündiger Hungerperiode geht die

Transkription der Proteine wieder zurück. Dieser Befund unterstützt die Aussage,

daß das Sai1-Protein mit der Autophagocytose in Zusammenhang zu bringen ist,

eventuell auch über die Regulierung des Zellzyklusses in Stresssituationen, da es

eine signifikante Homologie zu dem am Zellzyklus beteiligen Scn1-Protein aus S.

pombe aufweist.

5.4 Das Sai2-Protein

Das Sai2-Protein (früher Aip1-Protein) wurde in einem Two-Hybrid Screen mit

dem Aut1-Protein detektiert (Schäffeler [1999]). Die sai2∆-Mutante weist ein

schlechtes Wachstum bei 30◦C und bei 37◦C auf. Das GFP-Sai2p ist in einer

sai2∆- und einer aut1∆-Mutante an vielen punktförmigen Gebilden innerhalb des

Cytosols lokalisiert (Schäffeler [1999]), die aber nicht denen eines Sai1p-GFP ent-

sprechen, da diese nur ein- bis maximal dreimal pro Zelle auftreten. Die Überexpres-

sion des GFP-Sai2p in den gehungerten Zellen einer aut1∆-Mutante bewirkt eine

ähnliche, wenn auch stärkere Veränderung der Zellmorphologie wie das Sai1p-

GFP. Die Zellen knospen sich nicht voneinander ab und bilden längliche zu-

sammenhängende Schläuche. In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob die

Überexpression des Sai2-Proteins unter der Kontrolle des nativem Promotors in

den Aut-Mutanten aut1∆, aut2∆, aut3∆, aut9∆, sowie der sai1∆-Mutante einen

Wachstumsphänotyp erzeugt. Alle transformierten Zellen wuchsen in gleichem

Maße wie der Wildtypstamm, es war kein Phänotyp erkennbar. Das überexprimier-
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te Sai2p ist kein Suppressor der aut1-1, aut2-1 und aut9-1 Mutante in Bezug auf

die Reifung der Aminopeptidase I.

Desweiteren wurden sai2∆autx∆-Doppelmutanten (x=1,3) bzw. eine sai1∆sai2∆-

Doppelmutante hergestellt, auf ihr Wachstum bei 18◦C, 30◦C und 37◦C hin unter-

sucht und ihre Zellmorphologie unter dem Lichtmikroskop betrachtet. Die Dop-

pelmutanten wiesen das gleiche schlechte Wachstum und auch die gleiche Zell-

morphologie wie die sai2∆-Mutante auf. Diese Zellen sind nicht mehr in der Lage

die Tochterzellen abzuknospen und weisen schlauchförmige Verbindungen unter-

einander auf.

Zu weiteren Untersuchungen wurde dieses Proteins mit einem HA-(Haemaglutinin)-

Epitop versehenen, welches jedoch nicht funktionell war, da die Zellen, die die-

ses Fusionsprotein exprimieren, das gleiche schlechte Wachstum wie die sai2∆-

Mutante aufwiesen.

5.5 Das Vam3-Protein

Das Vam3-Protein ist ein zu Syntaxin (t-SNARE) homologes integrales Mem-

branprotein, das an der Vakuolenmembran lokalisiert ist. Es ist an der Fusi-

on von Vesikeln mit der Vakuolenmenbran beteiligt (Darsow et al. [1997]). Da

die Frage aufgewurfen wurde (Lang et al. [1998]), ob autophagische Vesikel in

S. cerevisiae, entsprechend dem Transport sekretorischer Vesikel mit Hilfe von

Mikrotubuli entlang den Axonen von Neuronen (Allen et al. [1985]), entlang

von Tubulinsträngen zur Vakuole transportiert werden, stellte sich die Frage,

ob auch das Vam3-Protein mit Tubulinproteinen interagiert. Die Interaktion des

Vam3-Proteins mit Tubulin wurde mit drei verschiedenen Methoden nachgewie-

sen. Die Affinitätschromatographie mit einem GST-Vam3p und eine Coimmuno-

präzipitation des nativen Vam3-Proteins wurde mit Rindertubulin durchgeführt,

das Two-Hybrid Experiment eines verkürzten Vam3p mit den Tubulinproteinen

Tub2p und Tub3p. Das Two-Hybrid Experiment wies nur im Fall des nicht es-

sentiellen α-Tubulin Tub3p ein positives Ergebnis auf. Diese Experimente belegen

eine Interaktion des Vam3-Proteins mit Tubulin, was wiederum die Theorie vom

Transport autophagischer Vesikel entlang von Tubulinsträngen unterstützt.
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6 Zusammenfassung

Protein-Protein Wechselwirkungen können für die Aufklärung der Mechanismen

und der Regulation intrazellulärer Vorgänge von zentraler Bedeutung sein. Im

Rahmen dieser Arbeit wurden daher Interaktionsstudien mit Autophagocytose-

proteinen durchgeführt, die neue Erkenntnisse bringen sollten.

Die Expression des LB-Aut7-Proteins aus Laccaria bicolor unter der Kontrolle

des relativ starken TEF -Promotors in der Lage die autophagischen Defekte einer

aut7∆-Mutante in Bezug auf Reifung der Aminopeptidase I, Überleben unter

Hungerbedingungen und die Anreicherung autophagischer Vesikel innerhalb der

Vakuole unter Hungerbedingungen in Anwesenheit eines Proteinase B Inhibitors

zu komplementieren (Kim et al. [1999b]).

Das Aut2-Protein ist für das Überleben der Zelle unter Hungerbedingungen essen-

tiell und interagiert außer mit den Proteinen Aut1p (Ito et al. [2000], Uetz et al.

[2000], Schäffeler [1999]) und Aut7p (Lang et al. [1998]) mit dem Aut9-Protein. Die

potentiell interagierenden Domänen des Aut2-Proteins mit dem Aut1-Protein und

dem Aut7-Protein wurden in einem Two-Hybrid Experiment mit Hilfe von Aut2-

Proteinfragmenten untersucht. Der C-Terminus des Aut2-Proteins scheint hierbei

mit dem Aut1-Protein zu interagieren und der N-Terminus mit dem Aut7-Protein.

In einem Two-Hybrid Screen wurden zwei potentiell interagierende Proteine detek-

tiert, das lösliche Yps3-Protein, eine zur Proteinase A homologe Aspartat-Protease

(Olsen et al. [1999]) und das Snx4-Protein, welches vermutlich am intrazellulären

Proteintransport vom endoplasmatischen Reticulum zum Golgi-Apparat benötigt

wird (Haft et al. [1998]).

In einem Two-Hybrid Screen wurde das Sai1-Protein als möglicher Interakti-

onspartner des Aut9-Proteins detektiert. In weiteren Interaktionsstudien, Affi-

nitätschromatographie, Coimmunopräzipitation und die Überexpression eines Sai1-

Proteins in einer aut9∆-Mutante konnte diese Interaktion bestätigt werden. Ein

weiterer Interaktionspartner ist das Aut1-Protein, der Nachweis erfolgte über ein

Two-Hybrid Experiment, eine Coimmunopäzipitation und über die Überexpression

eines Sai1-Proteins in einer aut1∆-Mutante. Außerdem besteht die Möglichkeit,

daß das Sai1-Protein noch mit den Proteinen Aut2p und Aut7p interagiert. Die In-

teraktion dieser Proteine mit dem Sai1-Protein war mittels Affinitätschromatogra-

phie nachweisbar. Die Überexpression eines Sai1-Proteins in einer aut2∆-Mutante

führt zudem ebenfalls zu einer Veränderung der Zellmorphologie und in einem

Two-Hybrid Experiment konnte die Interaktion des Aut7-Proteins mit dem Sai1-

Protein nachgewiesen werden.

Das Sai1-Protein ist ein lösliches 36,1 kDa Protein mit einem annähernd neutra-
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len isoelektrischen Punkt von 6,72 und einer C-terminalen
”
coiled-coiled” Region,

die auf Protein-Protein Wechselwirkungen hin deutet. Die sai1∆-Mutante weist

keinen Autophagocytose- oder Wachstumsphänotyp auf, die Zellmorphologie er-

scheint normal. Das Sai1-Protein ist unter anderem Homolog zum Scn1-Protein

aus S. pombe, dessen Mutante ein
”
high copy” Suppressor des mutierten Cut9-

Proteins (Samejima and Yanagida [1994]) ist. Das Cut9-Protein ist wiederum zu

dem Cdc16-Protein aus S. cerevisae homolog, welches eine Untereinheit des
”
ana-

phase promoting” Komplexes (APC ) ist, der als E3-Enzym die Ubiquitinierung

während der Mitose reguliert (King et al. [1996]). Da das homologe Scn1-Protein

mit einem E3-Enzym interagiert, ist eine Interaktion des Sai1-Proteins mit dem

Aut1-Protein, welches als E2 ähnliches Protein (Kirisako et al. [2000], Ichimura

et al. [2000]) die Übertragung des Aut7-Proteins auf Phosphatidylethanolamin

katalysiert, sehr wahrscheinlich.

Die Überexpression des nativen und des mit GFP getaggten Sai1-Proteins in den

Mutanten aut1∆, aut2∆ und aut9∆ führt zu einer Veränderung der Zellmorpholo-

gie, die unter Hungerbedingungen verstärkt sichtbar wird. Die Tochterzellen sind

nicht mehr in der Lage sich normal von der Mutterzelle abzuknospen und blei-

ben über eine schlauchförmige Verbindung mit ihr verbunden. Dieser Phänotyp

ähnelt der einer sai2∆-Mutante. Desweiteren wachsen die mit dem CEN -Plasmid

transformierten aut1∆-Zellen bei 30◦C und bei 37◦C langsamer als der Wildtyp-

stamm. Die Überexpression des Proteins in den Aut-Mutanten aut3∆, aut4∆ und

aut5∆ verändert das Wachstum der Zellen und ihre Morphologie nicht. Die Über-

expression des nativen Sai1-Proteins in den Mutanten aut1-1, aut2-1 und aut9-1

bewirkt keine Komplementation des Defekts in der Aminopeptidase I Reifung.

Die Lokalisation des Sai1-Proteins erfolge über eine direkte Immunfluoreszenz ei-

nes Sai1-GFP und über die indirekte Immunfluoreszenz eines HA-getaggten Prote-

ins. Hierbei konnte das Protein an ein bis drei vesikelartigen Strukturen innerhalb

des Cytosols und im Cytosol selbst detektiert werden. Bei diesen Vesikeln handelt

es sich nicht um den Zellkern, eventuell aber um das perivakuoläre Kompartment

(Suzuki et al. [2001]). Die Funktionalität des HA-getaggten Proteins konnte über

den Wachstumsphänotyp in einer aut1∆-Mutante nachgewiesen werden.

Die Expression eines HA-getaggten Sai1-Proteins wird im Wildtyp und den Aut-

Mutanten aut1∆, aut2∆, aut3∆, aut4∆ aut5∆, aut7∆ und aut9∆ in stationären

und gehungerten Zellen sowie durch Inhibierung des Tor2-Proteins verstärkt in-

duziert. Auf Transkriptionsebene erfolgt die Induktion hauptsächlich nach einer

einstündigen Hungerperiode in Kaliumacetat und nimmt nach fünfstündiger Hun-

gerperiode wieder ab.

Die Überexpression eines Sai2-Proteins, welches in einem Two-Hybrid Screen
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mit dem Aut1-Protein gefunden wurde (Schäffeler [1999]), in den Aut-Mutanten

aut1∆, aut2∆, aut3∆ und aut9∆, sowie der sai1∆-Mutante erzeugt kein veränder-

tes Wachstum gegenüber der sai2∆-Mutante, die allein ein schlechtes Wachstum

aufweist auf. Das Sai2-Protein ist auch kein Suppressor der aut1-1, aut2-1 und

aut9-1 Mutante. Ein C-terminaler HA-Tag erwies sich als nicht funktionell, so daß

weitere Versuche auf Proteinebene ohne Antikörper nicht möglich waren.

Das Vam3-Protein, ein zu Syntaxin (t-SNARE) homologes integrales Membran-

protein, ist für die Fusion von Vesikeln mit der Vakuolenmembran essentiell (Dar-

sow et al. [1997]). Interaktionsstudien mittels Affinitätschromatographie, Coim-

munopräzipitation und Two-Hybrid belegen die Interaktion dieses Proteins mit

Rindertubulin bzw. dem nicht essentiellen α-Tubulin Tub3p. Dieses Ergebnis be-

stärkt die Theorie, daß autophagische Vesikel entlang von Mikrotubuli zur Vakuole

transportiert werden (Lang et al. [1998]).
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Abstract

Protein-protein interactions are involved in the control of many cellular regulation

mechanisms. Regulation of autophagy, an unspecific degradation process, is essen-

tial for the survival of cells under starvation conditions. Three proteins, which are

neccessary for the formation of autophagosomes, Aut2p, Aut7p and Aut9p were

selected for protein-protein interactionstudies. Aut2p, a cysteine protease, inter-

acts with Aut9p. Its C-terminus interacts with Aut1p and its N-terminus interacts

particularly with Aut7p. LB-Aut7p from Laccaria bicolor, a Aut7p homologue, is

capable to complement the autophagic phenotypes of an aut7∆ mutant. Sai1p,

which was found in a two-hybrid screen with Aut9p also interacts with Aut1p,

Aut2p, and Aut7p. Its expression is starvation induced and a tagged protein is

localized to the cytoplasm, especially in a vesicle-like compartment. In addition

to these results Vam3p, a syntaxin homologue, essential for the vesicle fusion with

the vacuole, interacts with the non-essential α-tubulin Tub3p.

The Aut7-protein

Aut7p, a low copy suppressor of an aut2-1 mutant with 13,6 kDa, is soluble and

starvation induced (Kirisako et al. [1999], Huang et al. [2000]). In a ubiquitin-like

system it is covalently linked with phosphatidylethanolamin (PE) (Kirisako et al.

[2000], Ichimura et al. [2000]). This conjugation is essential for completion of au-

tophagosomes and cvt-vesicles. Its localization at the perivacuolar compartment

depends on Aut9p (Suzuki et al. [2001]Kim et al. [2001b]). After cleavage of the

Aut7p-PE bond through the action of Aut2p, Aut7p is localized on autophagoso-

mes and on cvt-vesicles. The origin of the vesicuolar membranes are thought to be

the perivacuolar comparment (Kim et al. [2001b]). This localization is equivalent

to the localization of the LC3 homologue from mammalian cells (Kabeya et al.

[2000], Mizushima et al. [2001]). A pure Aut7p was produced by means of a GST

gene fusion system. The GST was removed from the fusion protein through the

action of thrombin. Then the protein was purified by FPLC. The three dimensio-

nal structure of Aut7p should have been analysed by 3D-NMR, but the protein

precipitated while analysis. This problem was solved during the three dimensional

analysis of GATE-16, a mammalian homolgue, by the addition of sodiumchloride

to the protein solution (Paz et al. [2000]).

A GST-Aut7p interacts with a GFP-Aut9p in an affinitychromatography experi-

ment. This result is contradictionary of those from T. Lang (Lang [1998]), who

was not able to detect an interaction in a two-hybid experiment. But Interaction
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of Aut7p with Aut9p is plausible according to the dependence on Aut9p for loca-

lization of Aut7p on the perivacuolar compartment (Suzuki et al. [2001]Kim et al.

[2001b]).

LB-Aut7p from Laccaria bicolor has a 77% identity to Aut7p from Saccharomyces

cerevisiae (Kim et al. [1999b]). It was analysed for complementation of autophagic

defects in an aut7∆ mutant (Kim et al. [1999b]). The complete LB-AUT7 gene was

cloned into three vectors of different promotor activity. Expression of LB-Aut7p

under the control of the strongest promotor TEF, resulted in complementation of

autophagic defects of an aut7∆ mutant. Aminopeptidase I is matured, the survi-

val of transformed cells is wild-type like and vesicles accumulate under starvation

conditions inside the vacuole in the presence of a proteinase b inhibitor. The ma-

turation of aminopeptidase I is mostly blocked in a transformed aut2-1 mutant,

almost like the mutant itself (Lang [1998]). This is contradictionary to the evi-

dence, that Aut7p is a low copy suppressor of an aut2-1 mutant (Lang [1998]).

In addition to the difference in the function of the two proteins, LB-Aut7p has a

potential membrane domain.

The Aut2-protein

Aut2p is a soluble cystein proteinase (Kirisako et al. [2000]) with a molecular mass

of 57 kDa (Lang et al. [1998]). It is responsible for removing the C-terminal Arg-

117. Consequently, Aut7p is covalently linked with phosphatidylethanolamin (PE)

(Kirisako et al. [2000], Ichimura et al. [2000]). For formation of autophagosomes

this bond also has to be cleaved by Aut2p (Kirisako et al. [2000]). The intracellular

localization of Aut2p was analysed with an antibody raised against GST-Aut2p.

The antibody was able to detect Aut2p overexpressed on a 2µ plasmid and Aut2p-

GFP in western blot analysis, but the signal of the native protein was too weak

compared with the background. The antibody also was not able to detect the

native protein during indirect immunfluorescence.

Aut2p interacts with Aut7p, Tub1p, Tub2p (Lang et al. [1998]) and with Aut1p

(Schäffeler [1999]). Detection of a potential interacting domain of Aut2p was done

in a two-hybrid experiment with different Aut2p-fragments. Interactions between

Aut1p or Aut7p with Aut2p-fragments were detected by growing the transfomed

cells on his−-plates and by a β-galactosidase liquid assay. Interacting proteins

should allow cells to be able to grow on ade−-plates, too, but even cells bearing

Aut1p and the complete Aut2p failed this test. The C-terminal region of Aut2p

seems to interact stronger with Aut1p than the N-terminal region. In the case

of Aut7p the N-terminal region shows a stronger interaction with Aut2p, but
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this result is not indisputable. Such disputable results are not unusual, as fol-

ding and localization of fusion proteins are not guaranteed. Results, found in a

two-hybrid screen, must therefore be examined in further experiments. A possible

interaction of Aut2p with Aut9p was examined with a biochemical (affinity chro-

matography) and a genetic (two-hybrid) method. Both methods showed results

suggesting interaction of those proteins with each other. This result is not very

surprising, remembering that the Aut2p-proteinase is responsible for the cleava-

ge of the Aut7p-PE bond, which is necessary for completion of autophagosomes.

Aut7p-PE is localized, depending on the presence of Aut9p, on the perivacuolar

compartment (Suzuki et al. [2001], Kim et al. [2001b]). Detection of additional pro-

teins interacting with Aut2p was done with a two-hybrid screen. The only proteins

detected in this screen were Yps3p and Snx4p. Yps3 is a soluble aspartate-protease

and a proteinase a homologue. It localizes partially at the plasma membrane (Ol-

sen et al. [1999]). Snx4p is probably responsible for the intracellular transport

of proteins from the endoplasmatic Reticulum to the Golgi (Haft et al. [1998]).

It is in vicinity to the soluble Aut2p where it is neccessary for the transport of

autophagic vesicles to the vacuole (Lang et al. [1998]).

The Sai1-protein

Sai1p was detected in a two-hybrid screen with Aut9p. Aut9p is an integral mem-

brane protein (Noda et al. [2000]Lang et al. [2000]) located on a perivacuolar

compartment (Suzuki et al. [2001]). Sai1p shares homology with Scn1p from S.

pombe, with the gene product of human KIAA0218 and with MAP1B from B.

taurus. It is a non essential protein with no autophagic phenotypes. Therefore a

sai1∆ mutant is not reduced in sporulation frequency, protein turnover, maturati-

on of aminopeptidase I and has no reduced ability to survive starvation. As well a

sai1∆ mutant shows vesicles inside the vacuole under starvation conditions in the

presence of the proteinase B inhibitor PMSF. Also it shows no growth phenotype

or change in cell morphology. It is still unknown if it is involved in cell cyle con-

trol. A mutant of Scn1p from S. pombe is a high copy suppressor of a cut9 mutant

(Samejima and Yanagida [1994]), a Cdc16p homologue from S. cerevisiae. For

this reason a Sai1-GFP was transformed into a cdc16-123 mutant, to see if it was

able to complement the temperature sensitivity of this mutant. It was not surpri-

sing that there was no change in temperature sensitivity, because of the inability

of the native Scn1p to complement this defect in a cut9 mutant. Homology to

MAP1B from B. taurus is interesting in so far as Aut7p, maybe interacting with

Sai1p, is a mammalian homologue of LC3. LC3, combined with LC1 and LC2,

is a small subunit of the microtubule associated proteins MAP1A and MAP1B
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(Mann and Hammarback [1994], Mann and Hammarback [1996], Kuznetsov and

Gelfand [1987]).

Though Sai1p is not an autophagic related protein, there were some interacion

studies done with Aut-proteins. In the beginning Sai1p was tested to be a high or

low copy suppressor of aut1-1, aut2-1 and aut9-1. This test was done by western

blot analysis, showing if the loss of aminopeptidase I maturation was comple-

mented. The results showed, that Sai1p is not a suppressor of aut1-1, aut2-1 or

aut9-1. Interaction studies of Sai1p with Aut1p, Aut2p Aut7p and Aut9p were

done using several methods. Except for Aut2p all proteins showed interaction

with Sai1p during a two-hybrid experiment, growing on his−-plates and passing

a β-galactosidase liquid assay. Experiments by means of affinity chromatography

were done with a GST-Sai1p bound on a sepharose matrix and native protein

extracts bearing Aut2p-GFP, GFP-Aut7p or GFP-Aut9p on plasmids. All pro-

teins were bound to the matrix showing interactions with Sai1p. Additional to

this there were done coimmunoprecipitations with a triple HA-tagged Sai1p with

the native Aut1p and GFP-Aut9p also showing interaction with Sai1p. But these

results were all achieved with fusion proteins (Gal4p, GST, GFP and HA), so

experiments with the wild-type protein had to be preformed. For this reason the

wild-type gene SAI1 was cloned into a centromeric- and a 2µ-vector with its nati-

ve promotor and terminator region. These plasmids were transformed into several

Aut-mutants (aut1∆, aut2∆, aut3∆, aut7∆ and aut9∆) and the cells examined

for growth phenotypes and changes in cell morphology. These experiments were al-

so done with cells transformed with a plasmid bearing GFP-Sai1p and Sai1p-GFP

(aut1∆, aut2∆, aut4∆, aut5∆, aut7∆ and aut9∆). A noticeable slg-phenotype

(slow growing) was only shown in an aut1∆ mutant bearing Sai1p on a centro-

meric plasmid at 37◦C and on a 2µ plasmid at 30◦C. An aut9∆ mutant bearing

just the 2µ plasmid itself grows slowler than the wild-type at 30◦C and at 37◦C,

maybe a little bit faster. This phenotype is badly seen on plates, because of ag-

gregation of aut9∆ cells transformed with a plasmid bearing a leucin marker like

pRS315 and pRS425. This overexpression phenotype can also be seen under the

light microscope in aut1∆, aut2∆ and aut9∆ mutants. Cells of an aut1∆ mutant

bearing Sai1p on the centromeric plasmid and cells of an aut2∆ and an aut9∆

mutant bearing Sai1p on the 2µ plasmid show an unusual tube-like connection

between mother- and daughter-cell. The nuclei are distributed normally in mo-

ther and daughter cells. This phenotype, suggesting a defect in cell cycle control,

is more prominent in cells bearing a plasmid overexpressing Sai1p-GFP under the

control of the MET25 promotor. The difference in promotor activity could be the

reason for this fact. This phenotype is observed better in starved cells. Because of
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the growth phenotype seen at 37◦C cells were grown at this temperatur in liquid

media and analysed by light microscopy. These cells showed the same unusual cell

morphology as at 30◦C independent from change in morphology caused by the

shift in temperature. Cells of an aut9∆ mutant bearing just a 2µ plasmid itself,

growing slowler than wildtype cells, looked quite normal under the light micros-

cope. Interactions of Sai1p with Aut3p, Aut4p and Aut5p were not seen using the

descibed methods.

Aut1p Aut2p Aut7p Aut9p

Two-Hybrid + - + +

Affinity chromatography / + + +

Coimmunoprecipitation + / / +

Growth + - - +

Cellmorphology + + - +

Results of interaction studies of Sai1p with Aut1p, Aut2p Aut7p and Aut9p. (+)

interaction, (-) no interaction, (/) experiment not done.

The growth phenotype of an aut1∆ mutant bearing Sai1p on a centromeric- or

2µ plasmid was used for a functionality test of a HA-tagged Sai1p. Plasmids

with the HA-tagged SAI1 containing native promotor- and terminator-region were

transformed in an aut1∆ mutant. These cells were grown at 18◦C, 30◦C and 37◦C

showing no difference in cell growth compared to those bearing the native Sai1p

in the same vectors. For this reason the tagged protein was considered functional.

All these results suggest an interaction of Sai1p with Aut1p, Aut2p, Aut7p and

Aut9p. Aut1p and Aut9p don’t interact with each other (Lang [1998]). Interaction

of Sai1p with Aut1p is not surprising, remembering the function of the Scn1p from

S. pombe. This protein interacts with Cut9p (Samejima and Yanagida [1994]), a

Cdc16p homologue from S. cerevisiae. Cdc16p is a subunit of the anaphase pro-

moting complex (APC), an E3 enzyme regulating ubiquitination during mitosis

(King et al. [1996]). On the other hand Aut1p from S. cerevisiae acts as an E2-like

enzyme in the transfer of the ubiquitin-like Aut7p to phosphatidylethanolamin.

Interaction of Sai1p with Aut7p was only seen with the unlinked protein. Aut2p

interacts only when its N-terminus is not blocked, for example in a two-hybrid

experiment. Interaction of Aut9p with Aut2p and Aut7p strengthens the relati-

onship of the autophagic proteins Aut1p, Aut2p, Aut7p and Aut9p to each other

and emphasizes an interaction of these proteins with Sai1p. Overexpression of

Sai1p in an aut7∆ mutant shows no growth phenotype or change in cell morpho-

logy, though autophagy is blocked, suggesting a specific interaction of Sai1p with

Aut-proteins different from its degradation.

A sai1∆ lacks a phenotype showing if the tagged Sai1p is functional. For this
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Abbildung 86: Model for interaction of Sai1p with the proteins Aut1p, Aut2p,
Aut7p and Aut9p and for interaction of Vam3p with tubulin.

reason double mutants sai1∆autx∆ (x = 1, 2, 3, 9) were made by mating and

subsequent tetrade dissection. But these mutants also showed no growth pheno-

type or change in cell morphology.

The Sai1p was localized by the fluorescence of a Sai1p-GFP in living cells and by

indirect immunofluorescence of an overexpressed HA-tagged Sai1p in spheroblasts.

The protein was localized on a compartment inside the cytoplasm and inside the

cytoplasm itself. This compartment seems to be the same as the perivacuolar

compartement described by Suzuki et al. [2001]. Aut7p and Aut9p are locali-

zed on this compartment, too. This theorie could be confirmed by indirect co-

immunofluorescence of Sai1p and Aut9p, especially with the native proteins.

Expression of a triple HA-tagged Sai1p increases during starvation or by addition

of the Tor-protein inhibitor rapamycin. This result was also seen on transcription

level of the native SAI1 gene by means of a RT-PCR. As a control transcription

of the AUT1 gene was analysed with the same method, as RT-PCR is hardly



147

published in the field of autophagocytosis. The starvation induced expression of

Aut1p was demonstrated earlier (Reiche [2001]). As a result of this experiment

Aut1p and Sai1p are mainly transcribed after a starvation period of one hour

incubated in 1%-potasiumacetate. After five hours in this media the transcription

of the proteins decreases. These results emphazises the theorie that Sai1p is rela-

ted to autophagocytosis, maybe through regulation of the cell cycle under stress

conditions. This link to cell cycle control is evidence for homology of the Sai1p to

Scn1p from S. pombe.

The Sai2-protein

Sai2p (earlier named Aip1p) was detected in a two-hybrid screen with Aut1p

(Schäffeler [1999]). A sai2∆ mutant has a slg-phenotype at 30◦C and 37◦C. A

GFP-Sai2p expressed in an aut1∆ mutant is localized at many punctured struc-

tures inside the cytoplasm (Schäffeler [1999]).These are not equivalent to those

of a Sai1p-GFP which exists a maximal number of three times in the same cell.

Overexpression of a GFP-Sai2p in starved cells of an aut1∆ mutant showed a

similiar but stronger change in cell morphology than cells overexpressing Sai1p-

GFP. Mother and daughter cells do not divide correctly and show long tube-like

connections between each other. For this reason overexpression of Sai2p under

the control of the native promotor was analysed in this work in the Aut-mutants

aut1∆, aut2∆, aut3∆, aut9∆ and the sai1∆ mutant. Growth of the transformed

cells were examined at 18◦C, 30◦C and 37◦C showing no difference in growth to

the transformed wildtype cells.

In addition to this double mutants sai2∆autx∆ (x = 1, 3) and a sai1∆sai2∆ mu-

tant were made by mating and subsequent tetrade dissection. These mutants were

analyzed for growth at 18◦C, 30◦C and 37◦C and for change in cell morphology

under the light microscope. All double mutants showed the same slg-phenotype

as a sai2∆ mutant and the same cell morphology. All cells are unable to divide

mother and daughter cells correctly and show a long tube-like connection between

each other similiar to those of some Aut-mutants overexpressing Sai1p.

Further experiments should be done with a triple HA-tagged Sai2p. But his protein

was not functional as cells of a sai2∆ mutant expressing the tagged Sai2p showed

the same slg-phenotype as the sai2∆ mutant itself.
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The Vam3-protein

Vam3p, a syntaxin homologue (t-SNARE), is an integral membrane protein loca-

lized at the vacuolar membrane. It is involved in the fusion of autophagic vesicles

with the vacuolar membrane (Darsow et al. [1997]). If autophagic vesicles are

transported to the vacuole via microtubules (Lang et al. [1998]) like secretory ve-

sicles via the axons of neurons (Allen et al. [1985]) there is a possibility that Vam3p

interacts with microtubules, too. For this reason interactions studies of a Vam3p

with tubulin were done with three different methods. Affinity chromatography was

performed with GST-Vam3p bound to a sepharose matrix with tubulin from B.

taurus. With the same tubulin a co-immunoprecipitation was performed with the

native Vam3p. A two-hybrid experiment was performed with a Vam3p without

its membrane domain and the proteins Tub2p and Tub3p. Only the non-essential

α-Tub3p showed an interaction with Vam3p. These results confirm the theorie of

the transport of autophagic vesicles via microtubules.
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Autophagocytose in der Hefe Saccharomycescerevisiae. PhD thesis, Universität

Stuttgart, 1999.

K. A. Schandel and D. D. Jenness. Direct evidence for ligand-induced internali-

sation of the yeast a-factor pheromone receptor. Mol. Cell Biol., 14:7245–7255,

1994.

P. J. Schatz, L. Pillus, F. Grisafi, F. Solomon, and D. Botstein. Two functional

α-tubulin genes of the yeast Saccharomycescerevisiae encode divergent proteins.

Mol. Cell Biol., 6:3711–3721, 1986a.



164 LITERATUR

P. J. Schatz, F. Solomon, and D. Botstein. Genetically essential and nonessential

α-tubulin genes specify functionally interchangeable proteins. Mol. Cell Biol.,

6:3722–3733, 1986b.

R. Schekman. Genetic and biochemical analysis of vesicular traffic in yeast. Curr.

Opin. Cell Biol., 4:587–592, 1992.

R. Schekman and L. Orci. Coat proteins and vesicle budding. Science, 271:

1526–1533, 1996.
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