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1 Zusammenfassung

Calcium-Ionen sind zweiwertige Kationen, die in der eukaryotischen Zelle an wichtigen
Abldufen wie intrazelluldarer Signaltransduktion, Proteinfaltung im ER, intrazelluldrem
Transport und Sekretion beteiligt sind. Sie kontrollieren 70 bis 90 Prozent aller
Signaltransduktionswege in Eukaryontenzellen und sind praktisch in allen Organellen
nachgewiesen. Das scheint auf den ersten Blick ein Paradoxon zu sein, weil das
allgegenwirtige Ion zelluldre Funktionen trotzdem sehr selektiv steuert. Dies ist nur durch
Aufteilung in spezialisierte Organellen mit verschiedenen luminalen Milieus moglich.
Lokale Konzentrationsinderungen an Ca**-Gradienten konnen mittels Ca**-Bindeproteinen,
die als Ca**-Sensoren fungieren, erkannt und an selektive Zielproteine weitergeleitet
werden. Nach erfolgter Signaliibermittlung muss schnell wieder das Ca®*-Ausgangspotential
mittels Pumpen und Transportern geschaffen werden. In der Hefezelle Saccharomyces
cerevisiae werden die intrazelluliren Ca®*-Konzentrationen durch Ca**-Kanile und
ATPasen reguliert. Pmrl, die Ca®*-ATPase des Golgi-Apparates, bildet einen Eckpfeiler der
Ca**-Homdostase. So erfolgt nach einem raschen Anstieg der freien zytosolischen Ca®*-
Konzentration, z.B. durch das Offnen von Mid1/Cchl Ca**- Kanilen in der Plasmamembran
ein aktives Entfernen von Ca®* aus dem Zytosol. Pmrl transportiert sowohl Ca** als auch
Mn** aus dem Zytosol in den Golgi-Apparat. Kiinstlich erzeugte Funktionsstorungen dieser
Transporter haben fiir eine Zelle weitreichende Konsequenzen. Eine pmr-Mutation ist nicht
letal, aber sie verursacht einen schnellen Verlust der Lebensfahigkeit in stationdrer Phase. In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass diese Zellen typische Merkmale der Apoptose aufweisen.
Der Apoptoseprozess ist morphologisch durch die Authebung der asymmetrischen
Verteilung der Phospholipide der Plasmamembran, die Kondensation des Chromatins an der
Kernhiille und die Zellfragmentierung in so genannte apoptotische Korper gekennzeichnet.
Da Pmrl fiir die korrekte Physiologie des Golgi-Apparates benotigt wird und somit eine
zentrale Komponente der Sekretionsmaschine ist, wurde bei weiteren Sekretionsmutanten
nach apoptosetypischen Merkmalen gesucht. Die meisten sec-Mutationen sind letal. Bei
konditionellen ts sec-Mutanten konnte unter restriktiver Temperatur Chromatinkondensation
durch Anfarben mit Diaminophenylindol, einem selektiven, blau fluoreszierenden und in
DNA interkalierenden Farbstoff, gezeigt werden. Um die Degradation der DNA
nachzuweisen wurde der TUNEL Test (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated
dUTP nick end labeling) angewandt. Der Zustand der Plasmamembran wurde mit Annexin

V aufgezeigt. In diesem Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dass eine Mutation in



dem Ca2+—Transporter des Golgi-Apparates Pmrl zu drastischen Verdnderungen in der
Zellwand fithren. Eine starke Reduktion der totalen Zellwandmasse und eine Verschiebung
der zuckerhaltigen Zellwandkomponenten Glukose, Mannose und N-Acetylglucosamin
liegen vor. In pmrl-Mutanten ist auch die Konzentration der katalytischen Untereinheit der
B-1,3 Glukansynthase, einem Schliisselenzym der Zellwandsynthese, stark erhoht. Diese
Anderung des pmrl-Expressionsmusters wurde mit Hilfe eines Fks2/LacZ-Reporters
detektiert. Weiterfithrend wurde eine genetische Methode entwickelt, um in Verbindung mit
pmrl synthetisch letale Mutationskombinationen zu identifizieren. Als genetische
Interaktionspartner von Pmrl wurden dadurch die proteinglycosylierende Golgi-Apyrase

Yndl und eine Komponente des Mannosylpolymerasel Komplexes Vanl gefunden.



2 Abstract

2.1 Introduction

2.1.1 Ca® transport in the yeast Saccharomyces cerevisiae

In eucaryots, a brief increase in the free cytosolic Ca** concentration initiates, among other
things, processes like exocytosis, neuronal stimulation transfer, cell division, muscle
contraction, cell metabolism and apoptosis. Exact control of the cytosolic Ca®* concentration
is therefore essential for the normal physiology of the cells. Opening the Ca®* channels in the
plasma membrane and in certain organelles leads to a rapid influx of Ca®* into the cytosol,
and the free cytosolic Ca®* concentration can increase 10- to 100-fold. This sharp rise in the
cytosolic Ca®* concentration is followed by a rapid closure of the Ca®* channels to prevent a
further influx of Ca**. Ca®* pumps and antiporters then remove the Ca®* from the cytosol
again.

Two systems that are responsible for the Ca®* influx through the plasma membrane are
known: on the one hand HACS, a high-affinity Ca®* influx channel ("High Affinity Calcium
Influx System"); this is stimulated when the organelles of the secretory channels have
insufficient Ca2+, and on the other hand LACS ("Low Affinity Calcium Influx System"),
which is stimulated by Mg**. The catalytic and regulatory subunits of HACS are presumably
formed by Cchlp, a homologue of the electrically excitable Ca”* channels which are found in
the plasma membrane of mammalian cells (VGCCs) and Midlp, a glycoprotein localised in
the plasma membrane.

The vacuole, in yeast the main storage location for Ca**, stores 90% of cellular Ca®* by
bonding it to inorganic polyphosphate residues. Active Ca®* transportation through the
vacuole membrane is effected by Pmclp and Vexl1p. Pmclp is a Ca®* ATPase with a 40%
identity with mammalian Ca®* ATPases of the plasma membrane (PMCAs), without the
calmodulin bonding domain at the C terminus which is typical of PMCA. A Apmcl mutant is
not viable on growth media with a high Ca** content. Through mutation of one of the two
calcineurin subunits or of the Ca®* bonding locations of calmodulin, a Apmc! mutant can
grow again on media with high Ca®* concentrations. Calcineurin is a protein phosphatase
whose activity is stimulated by the bonding of Ca®* and calmodulin and inhibited by the drugs
FK506 and Cyclosporin A. Calcineurin inhibits the vacuolary Ca”*/H" antiporter Vexlp by

means of a post-translational mechanism and activates the transcription rate of PMCI and



PMRI. Vcxlp transports Ca®* into the vacuolary lumen and, conversely, protons into the
cytosol. The pH gradient at the vacuole membrane produced by an H" ATPase is therefore
essential for the activity of Vcx1p.

The Ca®* of the vacuole is bonded to polyphosphate residues and if required can only be
released slowly. The secretory organelles, in interaction with the cytosol, are responsible for a
rapid exchange of the Ca**. The P-type Ca**/ Mn?* ATPase Pmrlp is mainly located in the
Golgi apparatus. P-type ATPases have eight to ten transmembrane domains, ten highly
conserved regions, and they form a phosphorylated intermediate stage through which the
hydrolysis energy of ATP can be used to pump ions against a concentration gradient. Pmrlp
pumps Ca”* and Mn?* from the cytosol into the lumen of the Golgi. Pmrlp contains a N
terminal motif similar to the "EF hand" of calmodulin (Ca2+ bonding location of calmodulin).
pmrl deletions have a one to sixteen-fold higher Ca®* concentration in the cytosol and,
compared to the wild type, have a 50% lower ER Ca”* concentration, which is manifested in a
variety of phenotypes. Apmrl cells are hypersensitive to EGTA, a complexing agent for
bivalent cations. They are sensitive to Mn®* and Zn”*, but show tolerance towards Li*, Na*
and Ni**. The secretory channel is severely restricted by Apmrl. Sensitivity to tunicamycin
indicates an increased percentage of incorrectly folded proteins in the ER. p2-CpY is sorted
incorrectly and the maturing of the pro-alpha factor is impaired. These phenotypes can be
suppressed again by an increased Ca** concentration in the growth medium. N and O
glycosylation defects can be partly neutralised by an increased Mn”* concentration in the

growth medium.

2.1.2  Apoptosis

Apoptosis is a physiological process for the controlled killing of infected or mutated cells in
multicellular organisms. Unlike apoptosis, necrosis is usually connected with a bursting of the
cell. The distribution of cell components caused by the bursting of a cell leads to
inflammatory processes. Apoptosis, by contrast, avoids the bursting of the cell and
inflammation. The term apoptosis in connection with characteristic physiological changes
such as chromatin condensation, nucleus fragmentation and the formation of apoptotic bodies
is a product of the 70s. Reduced apoptosis can lead to cancer, autoimmune reactions and the
spreading of virus infections. Neurodegenerative diseases and AIDS are accompanied by an
increase in apoptosis. The induction and regulation of apoptosis varies with the development

status of different organisms, but always leads to the same apoptosis-typical markers. All
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metazoas show DNA fragmentation, chromatin condensation, membrane blebbing,
externalisation of phosphatidyl serine in the outer half of the plasma membrane double layer
and the formation of apoptotic bodies. So far, not much has been understood about the
responsible mechanisms. The yeast Saccharomyces cerevisiae can be drawn on for basic
research into general eukaryotic processes, as well as into this mechanism. The yeast genome
is sequenced and the application of modern genetic engineering is easy to carry out on yeast.
Although no conspicuous homologues to known apoptotic regulators in metazoas can be
found in the genome sequence, not only cell division and intracellular transport but also
apoptosis mechanisms can be explained. The expression of apoptotic genes kills yeast. Bax,
caspase, p53 or CED-4/Apaf-1 induce cell death in S. cerevisiae. Bax-induced cell death can
in turn be prevented by the simultaneous expression of apoptosis inhibitors such as Bcl-2 and
Bcl-X;.. The inhibition of caspases in mammalian cells by the overexpression of Bcl-X| also
suppresses Bax-induced cell death in yeast cells. The structural requirements for the induction
or prevention of cell death in the Bax/Bcl-2 protein family (dimerisation of the BH3 domain
and translocalisation to the mitochondria) are the same in mammalian and yeast cells. Bax-
induced cell death can also be prevented by mutation of the Bax bonding capability of Bcl-X.
In yeast as well, therefore, Bax-induced cell death is based on the activation of a cell death
programme, leading to unequivocal apoptosis markers such as chromatin condensation, DNA
string breaks, blebbing on the PM and the externalisation of phosphatidyl serine. These
apoptosis markers can also be produced intrinsically through the point mutation of cdc48.
Cdc48p is involved in vesicle fusion in secretion and cell division. This means that an
apoptosis machine must exist in yeast. Aged yeast cells or cells that cannot fuse with others
are removed apoptotically from the gene pool. Aging yeast cells show not only apoptotic
dying but also the adaptive growth of cells, which have acquired increased protection against
the toxicity of superoxides through an increase in mutation frequency. As a protein similar to
AIF1, YnrO74cp, which moves between mitochondrion and nucleus, depending on various
apoptosis stimuli such as H,O, and aging, has been identified in yeast. In the presence of
small quantities of H,O,, AIFI overexpression leads to massive apoptotic cell death, and the
death rate caused by aging is considerably lower in aifl-deficient cells. Furthermore, a partial
dependence of the Aiflp function on caspase Mcalp (Yca 1p) can be shown, a protein that is
required for the apoptotic cell death caused by H,O, or by aging. It has also been shown that
this metacaspase is involved in an apoptosis pathway which shows characteristic similarities
to apoptosis pathways in mammalian cells. Strong salt stress disrupts intracellular ionic

equilibria and also triggers apoptosis in yeast cells. Expression of the antiapoptotic protein
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Bcl-2 improves the salt tolerance of wild-type cells and calcineurin mutants A cnbl. Deletion
of sro7 results in an impaired ion homeostasis, increased sensitivity to NaCl stress, secretion

defects and increased susceptibility to apoptosis-like cell death under salt stress.

2.2 Results and discussion

2.2.1 Programmed cell death in pmrl mutants

pmrl cells gradually die off in the stationary phase. This cell death shows apoptotic
characteristics such as chromatin condensation, phosphatidyl serine externalisation, ROS
production, release of cytochrom c into the cytosol, apparent caspase activity and DNA
fragmentation, visible in a positive TUNEL test. Further examinations in the Rudolph
working group have now clearly shown that an AIF homologue of the yeast, Aiflp
(YnrO74cp), is responsible for this die-off of stationary pmrl cells. The caspase Mcalp is not
involved here. Furthermore, heat stress was also identified as the second trigger of
programmed cell death in pmrl cells: unlike cell death in stationary cultures, a very rapid die-
off of those pmrl cells within 2-3 hours, occurring at 37°C, is completely independent of
AIFI. Here, the caspase Mcal is activated; however, it is interesting that this activation only
develops when Aiflp is lost, e.g. in cells with aifl deletion. This caspase activation is
absolutely essential for heat-induced apoptosis: Aaifl Amcal double mutants survives this
heat stress. Under heat stress, Aiflp apparently exercises a protective function vis-a-vis
caspase activation in pmrl cells, whereas in the stationary phase, Apmrl cells die a cell death
induced by Aifl.

Human AIF arranges apoptosis-induced chromatin condensation through interaction with
cyclophilin A, a peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, which can be inhibited by cyclosporin A
and also shows latent nuclease activity. The cyclophilin/cyclosporin A complex in turn bonds
and deactivates calcineurin and thus has a far-reaching effect on Ca®*-induced signal
pathways. The apoptotic function of the yeast protein Aiflp in yeast is also connected with
cyclophilin A. Wissing et al. were able to show that a disruption of the CPRI gene, the yeast
homologue to the human cyclophilin A gene, prevents the apoptotic cell death caused by
Aiflp overexpression. These authors were also able to show that cyclosporin A, which
inhibits the peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity of CypA and in the end also
deactivates calcineurin, does not improve the survival rate of cells in AIF overexpression.

This shows that the cooperation between cyclophilin A and AIF in cell death in yeast as well
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as in human cells is independent of peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity and apparently
is not induced by calcineurin either. However, these findings in no way rule out the possibility
that calcineurin-induced signal routes influence the viability of cells in many different ways.
As already mentioned above, activated calcineurin has an "anti-apoptotic" effect in the CCS
route, that is, it counteracts the apoptotic death caused by ER stress. When stationary Apmrl
cells die off, on the other hand, calcineurin seems to accelerate cell death. As can be seen in
Fig. 23, the deactivation of calcineurin through deletion of the CNBI gene, which encodes a
Ca”*-bonding regulatory subunit of calcineurin, initially has no influence on the die-off of
pmrl cells in the first 5 days after the stationary phase has been reached. After 6-7 days,
however, Acnbl Apmrl cultures show an apparent rise in the survival rate to approx. 45%.
This rise presumably comes from a growth phase of still-viable cells, with this growth being
triggered by nutrients increasingly released by cells that have already died off. According to
this notion, the elimination of calcineurin in the Apmrl Acnbl mutants would either promote
the die-off of cells and thus the release of nutrients, or in fact improve the staying power of
cells that are still alive, until these nutrients become available. How do these two models
match the known interaction of the two Ca** pumps Pmrl (Golgi) and Pmcl1 (vacuole) with
calcineurin and the vacuolary Ca**/H" antiporter Vcx1 in cellular Ca** homeostasis?

In the first place, Apmrl mutants do not have the means to effectively use the secretory
channel through Ca®* transport to the Golgi for cytosolic Ca** homeostasis, as was shown for
PMRI cells. This defect is possibly the cause of Aiflp-induced cell death, since this could
lead to permanent Ca®* stress in the cytosol. Normally, when the cytosolic Ca”* concentration
is increased, calcineurin is activated by the bonding of Ca**/calmodulin and Ca®*/Cnbl1
complexes. By means of a post-translational mechanism, activated calcineurin inhibits the
vacuolary absorption of Ca** via Vcx1 and at the same time stimulates the gene expression of
the Ca** pumps Pmrlp and Pmclp. In this way, yeast cells can apparently create a sharply
rising and slowly falling cytosolic Ca** signal. The elimination of calcineurin prevents the
gene activation of PMRI and PMC1, but removes the inhibition of Vcx1 and thus drastically
stimulates the vacuolary absorption of Ca**. Cells with a constitutive Vcx1 allele that cannot
be inhibited by calcineurin have a significantly better Ca** tolerance compared to other
strains. Against this background it appears plausible that the failed calcineurin activation in
cnbl pmrl double mutants reduces or even prevents the latent cytosolic Ca®* stress in these
cells, since efficient Ca®* transportation takes place in the vacuoles by means of Vex1. This
could certainly improve the viability of these cells compared to the Apmrl mutant — quite

independent of the Aifl-induced programmed cell death. An increase in the release of
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nutrients in AcnblApmrl double mutants thus appears unlikely as an explanation for the
increase in growth. The cooperation mentioned above between AIF and cyclophilin A is also
possibly impaired in AcnblApmrl double mutants. Further examinations of cyclophylin A-
defective Acprl Apmrl mutants and Apmrl VCXI-D1 cells in which Vcx1 cannot be inhibited
by calcineurin would certainly be instructive here. Changes in the cell walls of Apmrl cells
could also play an important part in this cell death. However, general stability losses in the
Apmrl cell wall is not directly responsible for the Apmrl cells dying off, since this also
occurs in media with the osmotic stabiliser sorbitol. Through Rholp not only B-1.3 Glukan
synthase is activated, however, but also MAP kinase cascade, which contains Pkclp and
Mpk1p. These in turn stimulate the Cchlp/Midlp Ca®* channel in the plasma membrane and
thus lead to a Ca®* influx and a calcineurin signal, which apparently has an influence on cell
death.

Through deletion of the appropriate key genes for the programmed cell death, it should be
possible to restrain the die-off of the Apmrl cells in the stationary phase. As can be seen in
Fig. 22A, the elimination of the caspase Mcal by means of the initiated mcal deletion does
not improve the survival rate of the stationary Amcal Apmrl cells in comparison to Apmr
cells. These findings prove that the caspase Mcal is not involved here, but do not rule out the
involvement of further, possibly still unknown caspases. An apparent caspase activation in
Apmridmecal cells also becomes visible in Fig. 22B. However, more recent results call these
measurements into question. It was shown that yeast cells that were only briefly incubated (5
min) at 80°C thus lose their cell integrity and can be stained using dyes like propidium iodide
— and also by using FITC-conjugated caspase inhibitors. The colouring of lysated cells may
also be incorrectly interpreted as "caspase activation". Only FITC-positive cells, which
remain unstained in double dyes with propidium iodide, can be regarded as truly caspase-
activated cells. With such double-dye techniques and their evaluation using FACS
measurements, Daniela Ehehalt was able to show that no true caspase activation occurs in
stationary pmrl cultures, i.e. there is no cell population that is only coloured by FITC-VAD-
fmk. When the cells die off, FITC and propidium iodide coloration occurs synchronously.

2.2.2 Cell death of secretion mutants

Pmrlp is a central component of the secretory apparatus. The deletion of the PMRI gene
leads to a variety of defects in secretory functions. For yeast cells, an intact secretory channel
is essential for the growth of a daughter cell. Functional disruptions in the secretory channel

could therefore be closely connected with the apoptotic death of pmrl mutants. Against this
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background it was interesting to examine how well characterised sec mutants would "react" to
the blocking of the secretory channel: would such cells simply die unspecifically ("burst"), or
does an active process ("orderly retreat") take place through programmed cell death? The
measurements carried out so far on sec mutants show initial signs of programmed cell death.
All sec mutants examined so far show chromatin condensation and DNA fragmentation
according to the TUNEL test. The more rapid die-off of "earlier" sec mutants with defects in
ER Golgi transportation in comparison with "late" sec mutants with problems in the plasma
membrane is conspicuous. If one proceeds from the assumption that this phenomenon does
not occur due to a coincidentally faster deactivation of the former sec alleles at restrictive
temperatures, this could mean that a disruption of the ER function and/or of ER Golgi
transportation leads especially quickly to programmed cell death. ER stress activates a wide
range of cellular responses such as UPR, which contains Irel, containing cell cycle arrest in
G2/M Swel, MAP kinase cascades with Pkcl and Mpkl involvement, calcineurin response
via the Cch1/Mid1 channel, ASR with Pkcl involvement in gene transcription and, finally, a
regulated path to cell death. Activation of an ER-specific caspase cascade unknown so far is
also conceivable. An ER stress-specific caspase cascade containing caspase -12, -9 und -3 in a
manner independent of cytochrome C is known in mammalian cells. Further measurements
such as ROS production, release of cytochrome C and caspase activation are necessary in
order to prove the apoptotic character of the cell death of the sec mutants. An additional aifl
or mcal deletion would also be interesting to clarify the induction channels of sec cell death.
A particularly important aspect would be further measurements of ROS production in sec
mutants, which generally represents a very early characteristic of programmed cell death in
yeast cells. For example, the die-off of pmrl mutants induced by heat stress with additional
aifl deletion is accompanied by increased ROS production. The die-off of the pmrl aifl cells
can be restrained with PBN as an ROS quencher. The anaerobic implementation of heat stress
also leads to a significant reduction in the extent of cell death.

These considerations make it clear that the observations made here of the cell death of pmrl
mutants are of fundamental and very far-reaching significance. Yeast cells are obviously ideal
for examining programmed cell death as a whole and its Ca** and/or Mn**-induced sub-

processes.
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3 Einleitung

3.1 Ca2+-Transp0rt in der Hefe Saccharomyces cerevisiae

In Eukaryonten begleitet ein kurzzeitiger Anstieg  der freien zytosolischen Ca®'-
Konzentration unter anderem Prozesse wie Exozytose, neuronale Reizvermittlung,
Zellteilung, Muskelkontraktion, Zellmetabolismus und Apoptose. Eine exakte Kontrolle der
zytosolischen Ca**-Konzentration ist daher essentiell fiir die normale Physiologie der Zelle.
Durch das Offnen von Ca**- Kanilen in der Plasmamembran und in bestimmten Organellen
kommt es zu einem raschen Einstrom von Ca”* ins Zytosol. Die freie zytosolische Ca**-
Konzentration kann hierbei auf das 10-100fache ansteigen. Nach diesem starken Anstieg der
zytosolischen Ca”*-Konzentration folgt ein rasches VerschlieBen der Ca”*- Kanile, um einen
weiteren Einstrom von Ca®* zu verhindern. Daraufhin entfernen Ca2+—Pumpen und Antiporter

das Ca”™ wieder aus dem Zytosol.

3.1.1 Einstrom von Ca** durch die Plasmamembran ins Zytosol

Es sind zwei Systeme bekannt, die fir den Ca®*-Einstrom durch die Plasmamembran
verantwortlich sind: Einerseits HACS, ein hochaffiner Ca’*-Einstrom Kanal (,,High Affinity
Calcium Influx System‘). HACS wird stimuliert, wenn die Organellen des Sekretionsweges
an Ca®* verarmen (Locke et al. 2000). Andererseits LACS (,,Low Affinity Calcium Influx
System*) ein niederaffines Ca2+—Einstr0msystem das durch Mg2+ stimuliert wird (Muller et al.
2001). Die katalytischen und regulatorischen Untereinheiten von HACS werden vermutlich
von Cchlp, einem Homolog der elektrisch erregbaren Ca®*-Kanile, die in der
Plasmamembran von Sidugerzellen gefunden werden (VGCC s) und Midlp, einem an der

Plasmamembran lokalisierten Glykoprotein, gebildet.

3.1.2  Erniedrigung der zytosolischen Ca**-Konzentration durch Transport in die Vakuole

Die Vakuole, in Hefe der Hauptspeicher fiir Ca** (Ohsumi et al. 1988), speichert 90% des
zelluliren Ca®* durch Bindung an anorganische Polyphosphatreste. Der aktive Ca2+—Transport
durch die Vakuolenmembran wird durch Pmclp und Vexlp bewerkstelligt. Pmclp ist eine
Ca**-ATPase mit 40% Identitit zu Siuger-Ca’*-ATPasen der Plasmamembran (PMCA s),
ohne die fiir PMCA typische Calmodulinbindungsdoméne am C-Terminus. Eine Apmcl-
Mutante ist nicht lebensfihig auf Wachstumsmedien mit hohem Ca”**-Gehalt. Durch Mutation

einer der beiden Calcineurinuntereinheiten (Kuno et al. 1991) (Cyert and Thorner 1992) oder
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der Ca**-Bindestellen von Calmodulin (Cunningham and Fink 1994b) kann eine Apmcl-
Mutante wieder auf Medien mit hohen Ca**-Konzentrationen wachsen. Calcineurin ist eine
Proteinphosphatase, deren Aktivitit durch die Bindung von Ca®* und Calmodulin stimuliert
wird und durch die Drogen FK506 und Cyclosporin A inhibiert wird. Calcineurin inhibiert
den vakuoliren Ca®*/H*-Antiporter Vcxlp (Cunningham and Fink 1994a) durch einen
posttranslationalen Mechanismus und aktiviert die Transkription von PMCI und PMRI
(Cunningham and Fink 1996). Vcxlp transportiert Ca® in das vakuolire Lumen im
Austausch gegen Protonen. Der durch eine H'-ATPase erzeugte pH-Gradient an der

Vakuolenmembran ist daher essentiell fiir die Aktivitidt von Vcx1p.

3.1.3 Erniedrigung der Zytosolischen Ca**-Konzentration durch den Sekretorischen Weg

Das Ca”* der Vakuole ist an Polyphosphatresten gebunden und kann bei Bedarf nur langsam
freigesetzt werden. Fiir einen schnellen Austausch des Ca?* sind die sekretorischen
Organellen im Zusammenspiel mit dem Zytosol zustdndig (Eilam 1982a) (Eilam 1982b). Die
P-Typ Ca**/Mn**-ATPase Pmrlp (Rudolph et al. 1989) ist hauptsichlich im Golgi-Apparat
lokalisiert (Antebi and Fink 1992). P-Typ ATPasen besitzen acht bis zehn
Transmembrandominen, zehn stark konservierte Regionen (Serrano 1988), und bilden eine
phosphorylierte Zwischenstufe, um die Hydrolyseenergie von ATP zum Pumpen von Ionen
gegen ein Konzentrationsgefille zu nutzen (Carafoli 1987b). Pmrlp pumpt Ca”* und Mn** aus
dem Zytosol in das Lumen des Golgi-Apparates (Diirr et al. 1998). N-terminal enthilt Pmrlp
ein Motiv dhnlich der ,EF-Hand“ von Calmodulin (Ca2+—Bindestelle von Calmodulin)
(Kretsinger 1980) (Rudolph et al. 1989). pmri-Deletionen weisen eine bis zu sechzehnfach
hohere Ca**-Konzentration im Zytosol auf (Halachmi and Eilam 1996) (Locke et al. 2000)
und besitzen eine im Vergleich zum Wildtyp um 50% erniedrigte ER Ca**-Konzentration
(Strayle et al. 1999), was sich in vielféltigen Phinotypen manifestiert. Apmrl-Zellen sind
hypersensitiv gegen EGTA, einem Komplexbildner fiir zweiwertige Kationen (Rudolph et al.
1989). Sie sind sensitiv gegeniiber Mn>* (Lapinskas et al. 1995) und Zn®*, zeigen aber
Toleranz gegeniiber Li*, Na* und Ni**. Die Sensitivitit von Apmrl-Stimmen gegen
Calcofluor white und Koffein deutet auf Verianderungen der Zellwand hin. Der Sekretionsweg
wird durch Apmrl ebenfalls stark beeintrachtigt. Sensitivitdt gegeniiber Tunicamycin deutet
auf einen erhohten Anteil an falsch gefalteten Proteinen im ER hin. p2-CpY wird fehlerhaft
sortiert und die Reifung von pro-alpha Faktor ist beeintrichtigt. Diese Phinotypen lassen sich

durch eine erhohte Ca”*-Konzentrationen im Wachstumsmedium wieder unterdriicken
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(Antebi and Fink 1992). N- und O-Glykosylierungsdefekte lassen sich durch erhohte Mn**-

Konzentration im Wachstumsmedium zum Teil zuriickdringen (Diirr et al. 1998).

3.1.4 Ca**-Transport durch exo- und endozytotische Vesikel

Neben dem Ca2+—abh'aingigen Proteintransport iiber den sekretorischen Weg findet der
Hauptanteil des Ca”**-Ausstroms der Hefezelle S. cerevisiae iiber Exozytose statt (Zappe,
Dissertation 2003). Die Ca**-Konzentration in Eukaryonten steigt vom ER mit einem Ca®*-
Gehalt von 3 mM iiber den Golgi-Apparat hin zu sekretorischen Transportvesikeln mit einem
extrem hohen Ca?*-Gehalt von bis zu 19 mM (Carafoli 1987a) (Roos 1988) (Sambrook 1989)
(Tsien 1989) an. Der Vesikeltransport findet entlang Aktinfilamenten statt und ist ein
Schliisselprozess der Sekretion (Mulholland et al. 1994). Uber endozytotische Vesikel nimmt
eine Zelle nicht nur Proteine, sondern auch Ionen auf. Fiir die Endozytose wird ebenfalls
Aktin gebraucht (Kubler and Riezman 1993) (Lamaze et al. 1997). Seine Polymerisations-
und Depolymerisationsdynamik ist essentiell fiir endozytotische Prozesse (Lamaze et al.
1997) (Lappalainen and Drubin 1997). Zu den aktinbindenden Proteinen, die am
Internalisierungsschritt der Endozytose beteiligt sind gehort Sla2p/End4p (Raths et al. 1993).
End3p wird fiir die normale Aktinstruktur und Endozytose gebraucht (Benedetti et al. 1994).
Die Deletion von end3 oder end4 ist synthetisch letal mit Adpmrl (Rudolph, nicht

verOffentlichte Daten).

3.2 Zellwand

3.2.1 Die Komponenten der Zellwand

Die Zellwand der Hefe S. cerevisiae besteht aus einer inneren Glukanschicht mit Chitin und
einer #uBeren Mannoproteinschicht. Die Glukanschicht besteht hauptsichlich aus B-1,3
verkniipfter Glukose, die B-1,6 Verzweigungen aufweist (Manners et al. 1973a; Manners et al.
1973b). Die meisten Mannoproteine kann man nur durch den Verdau der Glukanschicht
gewinnen. Vier Glykosylierungsarten sind zwischen Zellwandproteinen und der
Polysaccharidschicht zu finden: O-Glykosylierung von einem oder fiinf o-verkniipften
Mannoseeinheiten an einen Serin oder Threoninrest, N-Glykosylierung an Asparagin,
Phosphodiester-verkniipfte Mannosylseitenketten (Ballou 1990) und f- 1,6Glukan
beinhaltende Seitenketten (Van Rinsum et al. 1991; Montijn et al. 1994). Die Mannoproteine

lassen sind unterteilen in N-mannosylierte Proteine, bei denen lange a-1,6 Mannoseketten mit
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o-1,3 Mannoseseitenketten iiber Asparagin mit dem Protein verkniipft sind und O-
mannosylierte Proteine, bei denen die Mannoseketten iiber Serin oder Threonin an das Protein
gebunden sind (Van Rinsum et al. 1991). Chitin ist ein [-1,4-verkniipftes N-
Acetylglukosaminpolymer. Ein Chitinring wird geformt zwischen Mutter- und Tochterzelle.
Dieser Ring bleibt nach der Trennung beider Zellen als Geburtsnarbe bei der Mutterzelle
zuriick. Somit steigt mit zunehmendem Alter der Chitingehalt der Zellwand. Die Bestimmung
des Chitingehalts bietet damit eine Moglichkeit der Altersbestimmung von Hefezellen.
Zellwandmutanten werden nach verschiedenen Kategorien von Zellwandschidigungen
eingeteilt: chs (Calcofluor HyperSensitiv), kre (Killertoxin REsistent), mnn (MaNNoprotein
mutants) und lytische Mutanten. Chitin und [-1,3-Glukan werden beide von
Enzymkomplexen synthetisiert, die an der Plasmamembran gebunden sind (Cabib et al.
1982). Es gibt drei Chitinsynthasen: Chslp, Chs2p und Chs3p. Chslp und Chs3p sind
verantwortlich fiir 90% der Chitinsynthese (Ziman et al. 1996). Bei der Separation formt
Chs3p den Ring zwischen Mutter- und Tochterzelle wihrend Chslp eher fiir
Zellwandreparaturen zustindig ist. Chs2p ist essentiell fiir die Chitinansammlung in der G1-
Phase des Zellzyklus. Die Chitinsynthasen konnen sich teilweise ersetzen, denn alle
Einzeldeletionen sind lebensfihig. Ein Achs2-Stamm zeigt sehr klumpig wachsende Zellen
und chs3-Deletionsstimme sind nahezu chitinfrei. Die katalytische Untereinheit der [-1,3
Glukansynthase wird hauptsidchlich von den beiden Genen FKSI und FKS2 neben GNSI
kodiert. B-1,6 Glukansynthase wird von SKN/ und KRE6 kodiert. An der Zusammensetzung
der B-1,6 Glukane sind Knhlp und Kre9p, beides O-glykosylierte Sekretionsproteine,
beteiligt. Die Expression von KNHI1 wird reguliert von der zur Verfiigung stehenden
Kohlenstoffquelle (Dijkgraaf et al. 1996). Mutanten mit Verdnderungen in N- und O-
Glykosylierung sind in der groBen Klasse der Mannoproteinmutanten enthalten (Klis 1994).
Unter lytischen Mutanten versteht man eine Bandbreite von verschiedenen Mutanten, die alle
die Stabilitit der Zelle gegeniiber erhohtem osmotischen Druck beeintrachtigen. Die
molekulare Basis dieser Mutationen ist sehr unterschiedlich, aber ihre Phénotypen sind
dhnlich, da alle mutierten Gene Komponenten des Signalweges zum Erhalt der Zellwand sind.
Das Herzstiick dieses Signalweges wird von Kaskaden, die iiber Proteinphosphorylierung und
Dephosphorylierung regulieren, gebildet. Proteinkinase-Kaskaden regulieren neben der
Zellintegritdt auch den Zellzyklus, pseudohyphales Wachstum, Paarung, Sporulation und die
Reaktion auf hohen osmotischen Druck (Errede et al. 1995).
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3.2.2 Die Erhaltung der Zellwand

Die Zusammensetzung der Zellwand wird von den physiologischen Bedingungen und von
dem Entwicklungsstatus der Zelle beeinflusst. Signale werden von Rezeptoren in der
Zellwand iiber Pkclp, einem Isoenzym der in Sidugerzellen bekannten Proteinkinase C
vermittelt und iiber eine Signaltransduktionskaskade weitergeleitet, um damit die Aktivitit
von Transkriptionswegen zu modulieren. Pkclp wird von Rholp, einem Mitglied der GTP-
bindenden Protein-Familie, aktiviert (Nonaka et al. 1995) (Kamada et al. 1996) (Cabib et al.
1998). Rholp seinerseits wird von dem GDP/GTP-Austauschfaktor, der von zwei Genen
ROM 1 und ROM?2 kodiert wird, aktiviert. Da AromI-Stamme nicht den temperatursensitiven
Phinotyp von Arom2-Stimmen zeigen, aber ROMI- Uberexpression teilweise die
Temperatursensitivitit von Arom2 ausgleicht, wird vermutet, dass Rom2p die Hauptrolle bei
der Signaliibermittlung spielt (Hirano et al. 1996). Rholp sichert die Erhaltung der Zellwand
auf zwei Wegen. Einerseits ist Rholp eine regulatorische Untereinheit des [-1,3
Glukansynthasekomplexes (Drgonova et al. 1996; Qadota et al. 1996),und andererseits
aktiviert Rholp die MAP-Kinasekaskade. Die Signaliibermittlung findet {iber eine
Phosphorylierungskaskade von Proteinen statt und wird MAP-Kinasekaskade (Mitogen
Activated Protein kinase cascades) genannt, da sie letztendlich die Zellvermehrung reguliert.
In Hefe sind fiinf MAP-Kinasekaskaden bekannt, die Konjugation, Stressantwort auf hohen
und niedrigen osmotischen Druck, pseudohyphales Wachstum, Sporulation und
Zellwandreparatur regulieren (Herskowitz 1995) (Levin and Errede 1995) (Errede et al. 1995)
(Banuett 1998). Die Kaskaden bestehen aus MAPKKK Bcklp (Bypass of C Kinase) (Lee and
Levin 1992) (Costigan et al. 1992) (Irie et al. 1991), zwei redundanten Serin/Threonin
MAPKK Mkkl1p und Mkk2p (MAP-Kinase Kinase) (Irie et al. 1993) und der MAPK Slt2p
(Suppressor of lyr2) (Torres et al. 1991) (Lee et al. 1993). Mutanten mit Defekten in einer
dieser Komponenten lysieren mit kleinen Knospen bei 37°C. Dieser Phinotyp kann durch den
osmotischen Stabilisator Sorbitol supprimiert werden (Levin and Errede 1995). Solche
Mutanten zeigen oft Sensitivitidt gegeniiber Koffein, Staurosporin (einem Inhibitor von PKC-
Isoenzymen) und Calcofluor white (Lussier et al. 1995). Die MAP-Kinasekaskade wirkt auf
Gene, die an der Zellwandbiosynthese beteiligt sind. FKS1, sein Homologes FKS2 und CSD2
(=CHS3) kodieren fiir Untereinheiten des B-1,3 Glukansynthasekomplexes. AuBerdem ist die
volle Expression von a-1,3 Mannosyltransferase und einer Chitinsynthase abhéngig von SIt2p

(Igual et al. 1996). Die Funktion von Fks2p bei der Reorganisation der Zellwand ist nicht nur
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abhingig von aktivem Pkclp-Signalweg, sondern auch von Calcineurin (Mazur et al. 1995).

Die FKS2-Expression wird durch beide Signalwege kontrolliert(Zhao et al. 1998).

3.2.3 Der Einfluss des Proteinkinase C-Signalweges auf das Zytoskelett

Der Proteinkinase C Signalweg hat neben der Auswirkung auf die Zellwand auch Einfluss auf
die Sekretion und das Zytoskelett. So wurde z.B. Rholp an Aktinpolymeren in wachsenden
Tochterzellen detektiert (Yamochi et al. 1994), Mkk1p/Mkk2p und Slt2p sind in einem
Multiproteinkomplex, der an Aktinflecken gebunden ist, lokalisiert (Sheu et al. 1998) und
eine slt2-Mutation verursacht eine defekte Aktinorganisation neben der Akkumulation von
sekretorischen Vesikeln (Mazzoni et al. 1993). Umgekehrt kann eine defekte
Aktinorganisation durch die Expression von Genen des Proteinkinase C Signalweges wieder
hergestellt werden. Tor2p reguliert neben der Uberschreitung der G1 Zellzyklus-Phase die
Organisation des Aktinskeletts iiber den Austauschfaktor Rom2p und die GTPasen Rholp
und Rho2p (Philip and Levin 2001) (Bickle et al. 1998) (Schmidt et al. 1996; Schmidt et al.
1997; Schmidt et al. 1998). Der durch ror2-Deletion verursachte Aktinorganisationsdefekt
kann durch aktive BCKI-Allele oder Uberexpression von MKKI und SLT2 wieder
unterdriickt werden (Nonaka et al. 1995) (Ozaki et al. 1996) (Helliwell et al. 1998b).

3.3 Stationen des Sekretionswegs

3.3.1 Einschleusung ins ER

Proteine werden aus dem Zytosol iiber das ER in das sekretorische System eingeschleust
(Deshaies and Schekman 1987) (Rothblatt et al. 1989) (Green et al. 1992) (Panzner et al.
1995). Der Transport ins ER erfolgt aufgrund einer N-terminalen Signalsequenz, die das
Protein wihrend oder nach der Synthese zum ER dirigiert. Schon bei ihrer Neusynthese
konnen Proteine durch die ER-Membran geschleust und funktional modifiziert werden. Die
Abspaltung von Signalpeptiden (Fang et al. 1996) (Mullins et al. 1996), N- Glykosylierung
bei spezifischen Glykosylierungssequenzen (NXS/T) (X = beliebige AS auBler Prolin)
(Colussi et al. 1997; Helenius and Aebi 2001), O-Glykosylierung (te Heesen et al. 1992)
(Herscovics and Orlean 1993) und das Anbringen von GPI-Ankern (Doering and Schekman

1996) sind mogliche kovalente Modifikationen wéhrend und nach der Einschleusung.
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3.3.2 Modifikationen im ER und Transport zum Golgi-Apparat

Im ER werden Disulfidbriicken gekniipft (LaMantia et al. 1991) (Tachikawa et al. 1991)
(Tachibana and Stevens 1992; Jamsa et al. 1994) und die Faltung der Proteine wird mit einer
Vielzahl von unterstiitzenden Chaperonen (Peptidyl-Prolyl-Isomerasen und Protein-Disulfid-
Isomerasen) vollendet (Zapun et al. 1999). In Siugerzellen ist der Hauptspeicher fiir Ca®* das
Endoplasmatische Retikulum bzw. Sarcoplasmatische Retikulum (ER bzw. SR). Im
Unterschied zur Hefe besitzen Sidugerzellen eine zusitzliche sarcoplasmatische-
endoplasmatische Ca®*-ATPase (SERCA), mit der sie groBe Mengen an Ca®* im ER
akkumulieren. Diese hohe Ca’*-Konzentration im ER ist essentiell, weil Ca*" mit vielen
Enzymen wie auch Chaperonen eine direkte Bindung eingeht und so fiir die Translokalisation,
Disulfidbriickenbindung, Glykosylierung und Faltung sekretorischer Proteine eine wichtige
Rolle spielt. In Siugerzellen ist an der Faltung neu translozierter Proteine das Ca”*-bindende
Protein BiP beteiligt (Sambrook 1990). Die Autophosphorylierung von BiP wird in
Gegenwart von Ca®* stimuliert. Phosphoryliertes BiP besitzt im Vergleich zu
unphosphoryliertem BiP andere Proteinbindungseigenschaften. So wird die Bindung des
Faltungshelfers BiP an die Alpha-Kette des T- Zellen-Rezeptorproteins durch Erniedrigung
der luminalen ER Ca®*-Konzentration bei Zugabe von EGTA unterbunden (Suzuki et al.
1991). Der Transfer eines Core-Oligosaccharides GlcsMangGlcNAc, von dem Lipidcarrier
Dolicholpyrophosphat auf einen Aspartatrest des neusynthetisierten Proteins mit Hilfe der N-
Oligosaccharyltransferase findet ebenfalls im ER statt. Wird die Glykosylierung des Proteins
mittels Tunicamycin oder durch sec-Mutation gehemmt wird der UPR-Signalweg (,, Unfolded
Protein Response“) aktiviert, um die Transkription von den ER- Proteinen zu initiieren,
welche die Proteinfaltung unterstiitzen (Cox et al. 1993). Die Glykosylierung ist auch zur
Degradation fehlerhaft gefalteter Proteine notwendig (Knop et al. 1996). Des weiteren werden
GPI-Anker (,, Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker*) an der ER-Membran synthetisiert und
mit bestimmten Proteinen verkniipft. Diese Verkniipfung ist nétig fiir den weiteren Transport
vom ER zum Golgi-Apparat; dies wurde fiir Gaslp, das die Vernetzung von - 1,6-Glukanen
der Zellwand reguliert, gezeigt (Hamburger et al. 1995) (Doering and Schekman 1996). GPI-
Proteine konnen erst nach dem Anbringen des GPI-Ankers in Transportvesikel verpackt
werden und das ER verlassen (Schekman and Orci 1996). Nach erfolgter Qualitdtskontrolle
im ER (Chevet et al. 2001) werden die sekretorischen Proteine in COPII-Vesikel, die sich
vom ER abschniiren und mit der Golgimembran fusionieren, verpackt. An dieser

Proteinqualitiitskontrolle ist bei Sdugern das Ca**-bindende Calnexin beteiligt, das
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Sequenzverwandtschaft zu dem Hefegen CNEI aufweist. Am Export sekretorischer Proteine
aus dem ER sind neben anderen Proteinen Sec12p und Sec23p beteiligt. Fiir den anterograden
Transport zwischen ER und Golgi-Apparat sind COPII-Vesikel notwendig, wihrend der
retrograde Transport COPI-Vesikel benotigt (Banfield et al. 1995) (Lewis et al. 1997)
(Graham and Emr 1991) (Lewis et al. 1997) (Springer and Schekman 1998). Die Bildung von
COPII-Vesikeln wird initiiert durch die Rekrutierung von Sarlp an die ER-Membran. Dies
geschieht durch das integrale ER-Membranprotein Sec12p was den Austausch von GDP/GTP
an Sarlp stimuliert. Sarlp, in seiner GTP-gebundenen Form hat eine erhohte Affinitit, an die
ER-Membran zu binden. Sarlp bindet an den Sec23/24p Komplex, der auch mit Secl6p
interagiert. Sec13/31p bindet durch Interaktion mit Sec23/24p und Secl6p. Eine weitere
Bindung der COPII-Komponenten Sec23/24p und Sec13/31p an die ER-Membran bedingt die
Deformation der ER-Membran und leitet die Vesikelbildung ein. Der Vesikeltransport
zwischen ER und Golgi-Apparat ist ebenfalls von Ca**-Tonen abhingig (Beckers and Balch
1989). Das Anlegen und Verschmelzen der Transportvesikel des sekretorischen Weges folgt
einem allgemein giiltigen Mechanismus. Das zentrale Modell zu den Transportmechanismen
bildet die SNARE-Hypothese (Sollner et al. 1993). Diese besagt, dass Vesikel auf ihrer
Oberfliche Proteine (v-SNARE) enthalten, die durch Interaktion mit Proteinen der
Zielmembran (t-SNARE) binden. Diese Interaktion und Verschmelzung wird zusitzlich
geleitet von allgemeinen Fusionsproteinen NSF (,,N-ethylmaleimide Sensitive Fusion
protein®) und SNAP (,,Soluble NSF Attachement Protein*). Sec18p (NSF) und Secl7p
(SNAP) werden in Hefe fiir fast alle Membranfusionen (Graham and Emr 1991) benétigt und
eine secl8-Mutation fiihrt zur Akkumulation von v-SNARE-t-SNARE-Komplexen (Wilson et
al. 1989) (Sogaard et al. 1994). Zur Entfernung der COPII-Hiille der Vesikel wird Sec23p
benotigt, welches die Hydrolyse von GTP an Sarlp stimuliert. GDP-Sarlp dissoziiert weg
von den Vesikeln. Durch dieses Entfernen der Proteinhiille kommen jetzt die v-SNARE-
Molekiile an die Vesikeloberflache und ermoglichen Bindefaktoren wie Usolp die Bindung.
Yptlp wird bendtigt, um den t-SNARE Sed5p von einem Komplex mit Seclp zu befreien.
Das Ankniipfen des Vesikels an der Golgimembran ist nun iiber die Fusion der Faktoren
Sec18p (NSF) und Secl7p (SNAP) ermoglicht. Secl7p zerstort abschlieBend die Interaktion
zwischen v- und t-SNARE was die Verschmelzung mit der Vesikel- mit der Golgimembran
ermOglicht. ER-Membranproteine werden aus dem frithen Golgi in COPI-Vesikel verpackt

und retrograd zuriick ins ER transportiert (Pagny et al. 2000) (Yamamoto et al. 2001).
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3.3.3 Modifikationen im Golgi und Transport zur Vakuole oder PM

Die Vesikel fusionieren mit der Golgimembran und setzen dabei ihren Inhalt ins Golgilumen
frei (Pryer et al. 1992) (Ferro-Novick and Jahn 1994) (Rothman 1994). Zu den Proteinen, die
zum Anlegen der Vesikel gebraucht werden gehoren die GTPasen der Rab-Familie, Seclp-
Homologe und SNARE-Proteine. Uber die Anhdufung der einzelnen Anbindungs- und
Verschmelzungs-Faktoren wird letztendlich die Transportrichtung festgelegt. Der Golgi-
Apparat besteht aus abgeflachten Membranzysternen, die in S. cerevisiae ohne erkennbaren
Zusammenhang im Zytosol verteilt sind (Morin-Ganet et al. 2000) (Rambourg et al. 1993)
(Rambourg et al. 1995) (Rambourg et al. 2001). Durch Vesikeltransport gelangen die Proteine
vom Cis- liber den Medial- zum Trans-Golgi und werden in den einzelnen Kompartimenten
mittels Mannosylierung weiter gereift. Im trans-Golgi ist z.B. das Ca2+—abh'aingige Enzym
Kex2p lokalisiert, das fiir die Reifung des o-Faktors Pheromon nétig ist (Fuller et al. 1989).
Die Proteine befinden sich nach Knospung vom trans-Golgi entweder in Endosomen auf dem
Weg zur Vakuole oder in sekretorischen Vesikeln, die zur Plasmamembran transportiert
werden (Glick 2000). Fiir die Fusion sekretorischer Vesikel mit der PM sind die Proteine
Seclp (Novick and Schekman 1979) (Esmon et al. 1981) (Novick et al. 1981) und Sec6p
essentiell (TerBush and Novick 1995) (Potenza et al. 1992) (Novick et al. 1980) (Novick et al.
1981). Sec6p ist als eine Komponente eines Proteinkomplexes im Zytosol und an der PM

lokalisiert (TerBush and Novick 1995).
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Schematische Darstellung 1: Ca2+-Ionen Transport in der Hefezelle

Das Modell einer Hefezelle zeigt die Ca**-ATPasen Pmrlp, Pmclp, den vakuoliren Antiporter Vex1p und den
sekretorischen Weg vom ER zur PM. Secl8p wird fiir simtliche Fusionsprozesse der Sekretionsvesikel mit
Akzeptormembranen entlang des Sekretionsweges bendtigt. Sec12p und Sec23p sind beteiligt an einem frithen
Schritt der Sekretion, denn sie werden benétigt bei der Bildung der Sekretionsvesikel am ER. Fiir einen spiten
Schritt der Sekretion werden Seclp und Sec6p benétigt, denn sie sind nétig bei der Fusion der Transportvesikel

mit der PM.

3.4 Programmierter Zelltod

3.4.1 Apoptose

Apoptose ist ein physiologischer Prozess, um infizierte oder mutierte Zellen in multizelluldren
Organismen kontrolliert zu toten. Nekrose ist im Gegensatz zu Apoptose in der Regel mit
einem Aufplatzen der Zelle verbunden. Das durch Platzen einer Zelle verursachte Verteilen
von Zellbestandteilen hat entziindliche Prozesse zur Folge. Apoptose hingegen vermeidet
Zellbruch und Entziindung. Der Begriff Apoptose in Verbindung mit den charakteristischen
physiologischen Veridnderungen wie Chromatinkondensation, Zellkernfragmentierung und die
Bildung von apoptotischen Korpern wurde in den 70er Jahren geprigt (Kerr et al. 1972).
Verminderte Apoptose kann zu Krebs, Autoimmunreaktionen und Verbreitung von
Virusinfektionen fithren. Neurodegenerative Krankheiten und AIDS sind von gesteigerter

Apoptose begleitet (Steller 1995). Die Induktion und Regulation der Apoptose variiert mit
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dem Entwicklungsstatus verschiedener Organismen, fithrt aber immer zu den gleichen
apoptosetypischen =~ Merkmalen.  Alle = Metazoen  zeigen = DNA-Fragmentierung,
Chromatinkondensation, Blasenbildung der PM, Externalisierung von Phosphatidylserin in
die duBere Hilfte der Plasmamembrandoppelschicht und die Bildung apoptotischer Korper.

Die verantwortlichen Mechanismen sind bislang nur wenig verstanden.

3.4.2 Apoptoseregulation mit TNF-R, AIF, Caspasen und der Bcl-2 Familie

Das Mitochondrium erkennt und vermittelt vorwiegend intrazelluldre Apoptose-Signale,
wihrend extrazelluldre Signale durch Todesrezeptoren an der Zelloberfldche iibermittelt
werden. An der Umformung von apoptotischen Signalen sind Mitglieder der (TNF-R) Familie
(,, Tumor Necrosis Factor-Receptor*) beteiligt.

Apoptotische Signale fiihren zur Freisetzung von Proteinen wie AIF ), eine mitochondriale
Oxidoreduktase (Susin et al. 1999b), Caspasen (Susin et al. 1999a) und Cytochrom C (Liu et
al. 1996) aus dem Zwischenmembranraum des Mitochondriums in das Zytosol. Wihrend die
Cytochrom C-Freisetzung ein Teil der Caspasenaktivierung ist, induziert AIF apoptotische
Veridnderungen auf caspasenunabhingige Weise.

Caspasen sind Cysteinproteasen, die sehr spezifisch Peptidbindungen carboxy-terminal zu
Aspartatsdure-Resten schneiden (Alnemri et al. 1996). Sie bilden das regulatorische
Bindeglied zwischen apoptoseauslosendem Signal und apoptotisch morphologischen
Verianderungen. In Séugerzellen sind 14 Caspasen charakterisiert, die in drei
funktionsabhédngige Gruppen unterteilt werden konnen (Alnemri et al. 1996): Initiator-
Caspasen, die als Antwort auf ein apoptotisches Signal aktiviert werden, Effektor- Caspasen,
die normalerweise durch Initiator-Caspasen (Nicholson and Thornberry 1997) oder Granzym
B (Medema et al. 1997) aktiviert werden und Caspasen, die bei zelluldren
Entziindungsreaktionen beteiligt sind. Procaspasen werden als inaktive Precursor synthetisiert
und bestehen aus einer aminoterminalen Doméne, einer p20 und einer pl0-Doméne. Das
gereifte Enzym ist ein Heterotetramer bestehend aus zwei p20/p10-Heterodimeren und zwei
aktiven Zentren (Earnshaw 1999). Aktivierte Effektor-Caspasen spalten verschiedene
Zielsubstrate, was die typische apoptotische Morphologie  zur Folge hat. Neben
caspasenverursachter DNA-Fragmentierung und Chromatinkondensation (Enari et al. 1998)
(Sakahira et al. 1998) (Sahara et al. 1999) ist das Zytoskelett einer apoptotischen Zelle
drastischen Anderungen unterworfen. Der Zellkorper schrumpft und 16st sich von seiner

Umgebung, weil Caspasen Proteine des Zytoskeletts z.B. Lamin (Lazebnik et al. 1995)
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(Takahashi et al. 2001) und Gelsolin, ein zytosolisches Actin-depolymerisierendes Enzym,
(Kothakota et al. 1997) abbauen.

Bcl-2 verwandte Proteine gehoren zu den apoptotischen Regulatoren. Diese Proteine konnen
pro-apoptotische oder anti-apoptotische Funktionen haben. Zu den Apoptose-féordernden
Proteinen gehoren z.B. Bax, Bak, Bid und Bad, zu Apoptose inhibierenden Proteinen gehoren
Bcl-2 und Bcl-X;. Bcl-2 Proteine besitzen mindestens eine von vier stark konservierten
Regionen (Bcl-2 homology domains) BH1-BH4. Diese Regionen konnen Homo- oder

Heterodimere bilden um sich gegenseitig zu regulieren (Kelekar and Thompson 1998).

3.4.3 Apoptoseregulation mit ROS

ROS (,,Reactive Oxygen Species*) (O,", H,O,, und OH) sind ebenfalls Apoptoseregulatoren,
die in Nervenzellen nach der Aktivierung von Bax und Caspasen in einem spéten Schritt der
Apoptose akkumulieren (Schulz et al. 1996). H,O,-Stress 16st ebenfalls die Apoptose-
Kaskade aus (Hockenbery et al. 1993) (Kane et al. 1993) (Greenlund et al. 1995) (Slater et al.
1995). Die aktive Rolle von ROS in Hefe zeigt sich durch Akkumulation von ROS, die durch
geringe H,O,-Dosis oder durch den Mangel an Glutathion im Wachstumsmedium, erreicht
wird. Glutathion spielt eine wichtige Rolle beim Schutz der mitochondrialen Membranen und
bei der Erhaltung eines reduzierenden Protein-Thiol-Gruppen Pools. Neben Thioredoxin
gehort es zu den H,O,-Entgiftungsmechanismen der Zelle (Reed 1990) (Ravindranath and
Reed 1990). Diese Akkumulation von ROS kann durch Cycloheximid, das die
Proteinneusynthese verhindert, wiederum invertiert werden. Dies zeigt, dass die
Akkumulation von ROS mit der Funktion eines proteinabhiingigen Regelkreises verbunden
ist. ROS treten auch bei Bax-induziertem Zelltod in Hefe auf oder bei Mutation von CDC48,
einem AAA-ATPase-Gen, dessen Produkt an der Vesikelfusion beteiligt ist (Latterich et al.
1995), (Madeo et al. 1999). Dies unterstreicht die zentrale Rolle von ROS im
Apoptoseszenario. Das Mitochondrium gilt als Zentrum der ROS-Produktion, da dort die
oxidative Phosphorylierung stattfindet. ROS konnen von verschiedenen Enzymen generiert
werden. Eine aktive Atmungskette fiihrt zur Produktion von Semiquinonen, einer Quelle von
ROS (Papa and Skulachev 1997). Die Atmungskette produziert ROS am Komplex 1
(NADH/Ubiquinon  Oxidoreduktase) und Komplex 3 (Ubiquinol/Cytochrom C
Oxidoreduktase), wobei Ubiquinon in Komplex 3 die Hauptrolle spielt (Turrens et al. 1985)
(Boveris et al. 1976) (Takeshige and Minakami 1979). Hier wird ein einzelnes Elektron auf
molekularen Sauerstoff iibertragen, wobei das Radikal O, entsteht. Die Superoxiddismutase

kann mit diesem Superoxidanion das noch reaktivere H,O, generieren (Chance et al. 1979),
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welches durch reduktive Fez+—abh'aingige homolytische Spaltung zu dem hoch zytotoxischen
Hydroxyl-Radikal OH' gespalten wird (Halliwell and Gutteridge 1990). Das Superoxidanion
kann auch mit NO zu Peroxinitrit reagieren (Groves 1999), was irreversible Schidigungen des
Mitochondriums und in Folge davon den Zelltod hervorruft (Szabo and Ohshima 1997)
(O'Connor et al. 1997) (Lin et al. 1998) (Liu et al. 1999).

3.4.4 Das Mitochondrium als zentrales Apoptoseregulationszentrum

Die morphologischen und biochemischen Anderungen der apoptotischen Zelle sind
unabhiingig von den auslosenden Faktoren. Sie fithren zu mitochondrialer
Membranpermeabilisation und der Aktivierung der Caspasen-Kaskade (Green and Martin
1995; Kroemer and Reed 2000; Finkel 2001), zwei Mechanismen, die eng miteinander
verbunden sind, sich aber nicht immer gegenseitig bedingen(Susin et al. 2000; Joza et al.
2001). Permeabilisierte mitochondriale Membran stimuliert die Caspasenaktivierung durch
Freisetzung mitochondrialer Proteine wie Cytochrom C, verschiedener Procaspasen und
smac-0/DIABOLO. Diese aktivierten Caspasen fithren zur proteolytischen Reifung von
Proteinen (Bax, Bad und Bid), die Permeabilisierung der mitochondrialen Membran auslésen
(Kirsch et al. 1999) (Condorelli et al. 2001) (Korsmeyer et al. 2000). Die duflere Membran
des Mitochondriums wird proteindurchldssig wéhrend die innere Membran Matrixproteine
zuriickhilt, aber ihr Transmembranpotential auflost. Caspasen und Nucleasen werden
aktiviert durch ausflieBende Proteine, die normalerweise im Raum zwischen innerer und
duBerer Membran sind. Freigesetztes Cytochrom C stimuliert die Bildung des zytosolischen
Apoptosom, dem Caspase aktivierenden Komplex, und ausflieBender AIF (apoptosis inducing
factor) aktiviert eine DNAse im Zellkern (Kroemer and Reed 2000). Antiapoptotische
Faktoren wie Bcl-2 und Bcel-Xy, sind hauptsidchlich in mitochondrialen Membranen lokalisiert,
wo sie die Permeabilisierung verhindern. Pro-apoptotische Faktoren wie Bax konnen nach
Translokation mit der mitochondrialen Membran oligomerisieren und so die
Permeabilisierung erleichtern (Kroemer 1997). Die Translokation-Oligomerisation und
Permeabilisation wird stimuliert durch Bid. Das im Gegensatz zu Bax membranresidente Bax-
Homolog Bak kann nach allosterischer Stimulation durch Bid mit der dufleren Membran
oligomerisieren und so die Permeabilisierung antreiben (Korsmeyer et al. 2000). Es wird
vermutet, dass Bax-dhnliche Proteine entweder eine Pore formen (Martinou and Green 2001)
oder in Interaktion mit dem Multiproteinkomplex PTPC (,, Permeability Transition Pore
Complex*), der die Kontaktstelle zwischen &dulerer und innerer mitochondrialer Membran

bildet, die Permeabilitit ermoglichen (Kroemer 2001). Der Multiproteinkomplex PTPC
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beinhaltet zwei porenbildende Proteine. Der VDAC (,, Voltage Dependent Anion Channel ) in
der duBleren Membran und ANT (,,Adenine Nucleotide Translocase*) in der inneren
Membran, die alleine oder in Zusammenarbeit mit Bax unspezifische Poren bilden konnen.
Ca2+, Sauerstoffradikale, NO*, Ganglioside GD3, Arachidonsiure, Peroxynitrat und
Fettsduren veranlassen isolierte Mitochondrien zur Porenbildung iiber Konvertierung der
Adenin-Nucleotid-Translocase (Vieira et al. 2000). Metaboliten wie Bilirubin
(Bilirubinencephalopathy) (Botla et al. 1995), Glycochenodeoxycholat (Cholestatic liver cell
death) und B-Amyloid (Alzheimer, neuronaler Zell Tod) (Parks et al. 2001) (Rodrigues et al.
2000) und infektiose pathogene Proteine wie Cytotoxin A, Porin B und Vpr (HIV-1) (Boya
et al. 2001) wirken ebenfalls permeabilisierend auf Mitochondrien. Auch Inhibition der
Atmungskette durch Antimycin A kann Apoptose verursachen, wobei dafiir nicht die
Cytochrom-Oxidase-Inhibition, sondern das Bindepotential zu Bcl-X; endscheidend ist
(Zheng 2001). Mutationen des mitochondrialen Genoms (Fliss et al. 2000) (Singh et al. 1999)
oder mitochondrialer Proteine wie Frataxin (Wong et al. 1999) koénnen auch das

Apoptoseverhalten von Zellen beeinflussen.

3.4.5 Signalwege bei Apoptose

Der UPR-Signalweg und Ca**-Signale sind an der Initiation von Apoptose beteiligt (Kaufman
1999; Patil and Walter 2001). In Sédugerzellen ist der Hauptspeicher fiir Ca**-Ionen das ER.
Eine Zelle unter ER-Stress stirbt, wenn sie die Proteinfaltung nicht verbessern kann (Patil and
Walter 2001). Die Akkumulation von falsch gefalteten Proteinen kann mit Tunicamycin
(blockiert N-Glycosylierung), Brefeldin (verhindert ER-Golgi-Transport) oder Dithiothreitol
(verhindert die Bildung von Disulfidbriicken) provoziert werden. Falsch gefaltete Proteine
binden am ER-Chaperon Bip/Grp78 und spalten dabei die kompetitive Bindung zwischen
Bip/Grp78 und Irela. Letzteres kann dadurch oligomerisieren und autophosphoryliert sich
mit seiner zytosolischen Serin/Threonin-Kinase (Katayama et al. 1999). An aktiviertes Irel-o
bindet das zytosolische Adapterprotein TRAF2 welches JNK (,,c-Jun N-terminal-kinase
pathway*) aktiviert (Urano et al. 2000). Oder Irela wird von Presenilin-1 geschnitten und
wandert zum Zellkern (Niwa et al. 1999). Der N-Terminus von Irel-f prozessiert
Ribonuclease, die weitere Proteintranslation durch den Verdau von 28S rRNA verhindert
(Katayama et al. 1999; Iwawaki et al. 2001). ER-Stress aktiviert zusitzlich zwei
Transmembranproteine PERK (PKR(RNA-activated protein kinase)-dhnliche ER-Kinase) und
ATF-6 (Patil and Walter 2001). Wie Irela oligomerisiert PERK und phosphoryliert den
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Initiationsfaktor elF2, was die Proteinsynthese allgemein nach unten reguliert. ATF-6 wird
bei ER-Stress von S2P (,,site 2 protease*) geschnitten und der zytosolische Rest von S2P
wandert in den Zellkern um dort als Transkriptionsfaktor (als basischer Leucin-Zipper) auf
die ATF/CREB Familie zu wirken. Es werden dadurch Gene fiir Chaperone (Bip/Grp78) und
Transkriptionsfaktoren (CHOP/GADD153), welche die Expression von Bcl-2 vermindern
prozessiert und so Apoptose induziert (McCullough et al. 2001). ER-Stress fiihrt auch direkt
zur Aktivierung der Caspasen-Kaskade (Morishima et al. 2002) (Nakagawa et al. 2000;
Yoneda et al. 2001). Caspase-12 ist lokalisiert an der zytosolischen Seite des ER und wird
aktiviert durch ER-Stress und durch die Ausschiittung von intrazelluldren Ca2+—Speichern.
Caspase-12  wird proteolytisch durch m-Calpain, eine zytosolische durch Ca®™ regulierte
Cystein-Protease  aktiviert und schneidet Bcl-X; zu einem proapoptotischen Protein

(Nakagawa and Yuan 2000).

3.4.6 Die Beteiligung von Ca**-Tonen an der Apoptose

Ca”*-Signale sind ein wichtiger Bestandteil des Apoptoseszenarios. Im ER-Lumen, dem
Hauptspeicher fiir Ca®* bei Siugerzellen, liegen die zweiwertigen Ionen entweder frei oder
gebunden an Calreticulin und Calnexin vor. Die luminale Ca”*-Konzentration wird
kontrolliert durch Pumpen (ATPase SERCA pumpt Ca®* in das ER-Lumen) und Kanile
(Inositol-1,4,5-Triphosphat-Rekeptor/Ca**-Kanile) (Ryanodin-Rezeptor/Ca**-Kanile) und
Bcl-2-dhnliche Proteine. Eine Storung des Ca®*-Haushalts und ein rapider Ausfluss von Ca**
16sen Apoptose aus. Die Inhibition der Ca**-ATPase SERCA mit Tapsigargin induziert
ebenfalls Apoptose. InsP3Rezeptorl-defiziente Lymphozyten sind resistent gegeniiber vielen
Apoptose induzierenden Stoffen (Khan et al. 1996). Bip/Grp78 verhindert Ionomycin
erzeugte Apoptose und moduliert die Glutamat betricbene Mobilisierung von Ca?* im ER
(Miyake et al. 2000). Die Suppression von Bip/Grp78 verursacht verstirkten Zelltod bei Ca**-
Depletion im ER (Jamora et al. 1996). Calreticulin moduliert die Oszillation der Ca®*-
Konzentration im ER durch Aktivierung der SERCA-Pumpe und des InsP3-Rezeptors und ist
gleichzeitig ein Glykoprotein bindendes Chaperon, das durch UPR induziert wird.
Calreticulin Uberexpression fiihrt zu erhohter Apoptosebereitschaft der Zelle (Johnson et al.
2001) und fiihrt bei zusitzlicher Behandlung mit SERCA-Inhibitoren  (Tapsigargin,
Staurosporin oder Etoposid) zu Cytochrom C Freisetzung aus dem Mitochondrium.
Calreticulin-Defizienz fiihrt zu Apoptoseresistenz (Nakamura et al. 2000). Bax und Bak-
Defizienz fithren zur Verhinderung der Apoptose verursacht durch Tunicamycin und

Brefeldin (Wei et al. 2000). Ein weiteres Beispiel fiir ein Protein, das Ca2+—Signaltransduktion
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und Apoptose verbindet ist das antiapoptotische Bcl-2. Bcl-2 erhoht die Retentionszeit der
Ca**-Ionen im ER (Hacki et al. 2000) (Annis et al. 2001) (Pinton et al. 2000) (Foyouzi-
Youssefi et al. 2000) und wirkt Apoptose verzogernd. Bcl-2 wirkt sich in vitro auf die
mikrosomale Permeabilitit aus (He et al. 1997) und es ist denkbar, dass Bcl-2 auch Ca’*-

Signale bei anderen Organellen neben dem ER beeinflusst.

3.4.7 Der Golgi und Apoptose

Einige Proteine des Apoptosesignalsystems sind auch verstirkt an Golgi Membranen zu
finden. Caspase-2 (Mancini et al. 2000), TNF-R1 (CD95) (Bennett et al. 1998), TRAIL-
Rezeptor]l und TRAIL-Rezeptor2 (Zhang et al. 2000), PI(3)K, Beclin und GD3 Synthase (De
Maria et al. 1997). Am Golgi-Apparat lokalisiertes CD95, das GD3-Gangliosid Synthase
enthélt und fiir die Konvertierung von Ceramiden in GD3 verantwortlich ist (De Maria et al.
1997), kann zur Plasmamembran wandern als Antwort auf die Aktivierung von p53 (Bennett
et al. 1998). GD3 wiederum wirkt bei der Permeabilisierung der mitochondrialen Membran
(Rippo et al. 2000). Die Inhibition von «2-Mannosidase mit Swainsonine hat

Apoptoseinduktion zur Folge (Goss et al. 1995).

3.4.8 Apoptose in der Hefe S. cerevisiae

Zur grundlegenden Erforschung allgemeiner eukaryotischer Prozesse, wie auch deren
Mechanismen kann die Hefe Saccharomyces cerevisiae herangezogen werden. Das
Hefegenom ist sequenziert und die Anwendung von moderner Gentechnologie ist leicht an
Hefe durchzufiihren. Obwohl auf der genomischen Sequenz keine augenfilligen Homologen
zu bekannten apoptotischen Regulatoren in Metazoen zu finden sind, konnen neben
Zellteilung und intrazellulirem Transport auch Apoptose-Mechanismen aufgeklidrt werden.
Die Expression von apoptotischen Genen tétet auch Hefe. Bax (Sato et al. 1994) (Hanada et
al. 1995) (Greenhalf et al. 1996), Caspasen (Kang et al. 1999) (Ryser et al. 1999), p53
(Bischoff et al. 1992) (Nigro et al. 1992) oder CED-4/Apaf-1 (James et al. 1997) induzieren in
S. cerevisiae Zelltod. Der Bax-induzierte Zelltod kann wiederum durch die gleichzeitige
Expression von Apoptoseinhibitoren wie Bcl-2 und Bcl-X; verhindert werden (Sato et al.
1994) (Hanada et al. 1995) (Greenhalf et al. 1996) (Jurgensmeier et al. 1997). Die Inhibition
von Caspasen in Siugerzellen durch Uberexpression von Bcl-X; supprimiert auch in
Hefezellen den Bax-induzierten Zelltod (Ligr et al. 1998) (Kitanaka et al. 1997). Die

strukturellen Vorraussetzungen zur Induktion oder Priavention von Zelltod der Bax/Bcl-2
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Proteinfamilie (Dimerisieren der BH3-Domine und Translokalisation zum Mitochondrium)
sind dieselben in Sduger- und Hefezellen (Zha et al. 1996). Bax-induzierter Zelltod kann auch
durch Mutation des Bax-Bindevermogens von Bcl-X; verhindert werden (Tao et al. 1997)
(Minn et al. 1999). Der Bax-induzierte Zelltod beruht somit auch in Hefe auf Aktivierung
eines  Zelltod-Programms, das zu den eindeutigen Apoptose-Merkmalen wie
Chromatinkondensation, DNA-Strangbruch, Blasenbildung an der PM und Externalisierung
von Phosphatidylserin fiihrt. Diese Apoptose-Merkmale lassen sich auch intrinsisch durch
Punktmutation von cdc48- erzeugen (Madeo et al. 1997). Cdc48p ist an der Vesikelfusion bei
Sekretion und Zellteilung beteiligt (Latterich et al. 1995). Somit muss eine Apoptosemaschine
in Hefe existieren. Gealterte Hefezellen (Frohlich and Madeo 2001) (Laun et al. 2001) oder
Zellen die nicht mit anderen Verschmelzen konnen (Severin and Hyman 2002) werden
apoptotisch aus dem Genpool entfernt. Alternde Hefezellen zeigen neben apoptotischem
Sterben ein adaptives Wachstum von Zellen, die durch gesteigerte Mutationsfrequenz einen
erhohten Schutz gegen die Toxizitdt von Superoxiden erworben haben (Fabrizio et al. 2004).
Als AlF-dhnliches Protein wurde YnrO74cp in Hefe identifiziert, welches sich in
Abhingigkeit von verschiedenen Apoptosestimuli wie H,O, und Alterung, zwischen
Mitochondrium und Zellkern bewegt. AIFI1-Uberexpression fiihrt in Gegenwart von geringen
Mengen an H;0; zu massivem apoptotischen Zelltod und die Sterberate verursacht durch
Alterung ist bei aifl-defizienten Zellen wesentlich geringer. (Wissing et al. 2004). Des
weiteren konnte eine teilweise Abhingigkeit der Aiflp-Funktion von der Caspase Mcalp
(Yca 1p) gezeigt werden, ein Protein (Madeo et al. 2002), das notig ist fiir den durch H,O,
oder durch Altern verursachten apoptotischen Zelltod. Von dieser Metacaspase wurde auch
gezeigt, dass sie an einem Apoptoseweg beteiligt ist, der charakteristische Ahnlichkeiten zu
Apoptosewegen in Saugerzellen zeigt (Qi et al. 2003). Starker Salz-Stress stort intrazellulédre
Ionengleichgewichte und 16st auch Apoptose in Hefezellen aus. Expression des
antiapoptotischen Proteins Bcl-2 verbessert die Salztoleranz von Wildtypzellen und
Calcineurin-Mutanten Acnbl (Huh et al. 2002). Eine sro7-Deletion hat eine gestorte
Ionenhomoostase (Larsson et al. 1998), verstirkte Sensitivitit gegeniiber NaCl-Stress,
Sekretionsdefekte (Lehman et al. 1999) und erhohte Anfilligkeit gegeniiber apoptoseartigem
Zelltod bei Salz-Stress (Wadskog et al. 2004) zur Folge.
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Schematische Darstellung 2: Programmierter Zelltod der Hefezelle

Die Abbildung zeigt die extrinsischen (H,O,; Osmotischer Stress, schwache Siduren, Altern) und die heterologen
intrinsischen Apoptose-induzierenden Stimuli (Caspasen, Bax, CED-4/Apafl, p53). Die Hefezelle verfiigt iiber
Aiflp (YnrO74cp), ROS-Produktion, Cytochrom C-Freisetzung und Reifung von Mcalp um das

Apoptoseszenario endogen zu regulieren.
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4 Ergebnisse

4.1 Beeintrichtigungen der Zellwand und des Zytoskeletts bei ApmrI-Mutanten

4.1.1 ,Synthetische Letalitdt“ Suche nach genetischen Interaktionen in der Apmrl-
Deletionsmutante

Um im Hefegenom mogliche Interaktionspartner des PMRI-Lokus zu identifizieren, wurde
mittels eines Rot/Weill-Screens nach Mutationen gesucht, die das Wachstum oder die
Lebensfihigkeit einer Apmrl-Deletionsmutante  beeintrdachtigen, d.h. sogenannte
,synthetische Letalitit* hervorrufen. Dazu wurde ein Apmrl/ Aade2/Aade3-Stamm mit einem
Plasmid, welches die Gene PMRI und ADE3 tragt, transformiert. Solche Stimme bilden rote
Kolonien mit weiBlen Sektoren, da Aade2-Mutanten ein rotes Pigment akkumulieren und
Aade2/Aade3-Zellen, die das PMRI1/ADE3-Plasmid spontan verloren haben, weil} sind (die
Aade3-Mutation verhindert die Bildung des fiir ade2-Mutanten typischen roten Pigments).
Nach der Mutagenese dieses Stammes wurden vollstindig rote Kolonien gesucht, die keine
weiBlen Sektoren mehr aufweisen, da in solchen Kolonien das PMRI1/ADE3-Plasmid offenbar
durch die zusitzliche Mutation im Genom essentiell geworden ist und daher weile,
plasmidfreie Zellen nicht iiberleben oder zumindest nicht mehr wachsen konnen (Blinder et
al. 1989) (Bender and Pringle 1991). Um die Identifikation der durch die Mutagenese
getroffenen Gene zu erleichtern, wurde als Methode fiir diesen Screen eine
Transposonmutagenese gewihlt. Hierbei wird das Hefegenom letztendlich durch die
integrative Transformation von Transposon-modifizierten, linearisierten Genbankfragmenten
zufillig mutagenisiert (Burns et al. 1994). Durch Sequenzierung der flankierenden Bereiche
einer Transposoninsertion mit einem Transposon-spezifischen Primer kann jedes fiir eine
synthetische Letalitit verantwortliche Gen rasch bestimmt werden. Nach diesem Verfahren
konnten folgende, mit dem PMRI-Gen wechselwirkende Gene identifiziert werden: PMCI,
VPS3, VPS24, FURI, PAC2, TUB3, SAC2, SLAI, ECM33, ZVO1l, ROM2, ARGS81, VANI,
SIR4, BST1, SEC35, LIPS, SWI1, YEROOSW, TOM1

Dieser Screen kann offenbar die gewiinschten Interaktionspartner identifizieren: von
Cunningham ist bereits bekannt, dass sich eine zusétzliche ApmcI-Mutation synthetisch-letal
auf eine Apmrl- Zelle auswirkt (Cunningham and Fink 1994a). Zur endgiiltigen Beurteilung

der mit dieser Screenvariante gefundenen, potentiell synthetisch-letalen Interaktionspartner
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von Apmrl wurde jeweils die Lebensfdhigkeit von kiinstlich erzeugten Doppel-
Deletionsmutanten untersucht. Dazu wurden mittels PCR die jeweiligen Deletionskonstrukte
erzeugt und in einen heterozygoten Apmrl/PMRI-Diploid transformiert. Durch
Tetradenanalyse konnten genetische Interaktionen zwischen PMRI und einigen der im Screen
gefundenen Gene nachgewiesen werden. Allerdings wurde in den bislang untersuchten Fillen
nur ein zum Teil stark verlangsamtes Wachstum der Doppelmutanten, aber keine wirkliche
Letalitdt beobachtet. Diese Art von genetischer Interaktion mit dem PMRI-Gen zeigten nach
der Tetradenanalyse folgende Gene: BSTI, VPS24, SAC2, VANI, YNDI. Mit den Genen
FURI, ECM33, ZVOI1, ARGS8I1, SIR4, SEC35 und SWII wurde noch keine Tetradenanalyse
durchgefiihrt. Bei der Kontrollkreuzung des verwendeten Apmrl-Stammes mit einem PMRI-
Wildtyp zeigte sich in der anschlieBenden Tetradenanalyse nur auf dem auch im Screen
eingesetzten Minimalmedium eine Inhomogenitit der beiden Apmrl-Sporen beziiglich des
Wachstums (Abb. 1). Moglicherweise triagt der im Screen verwendete pmrl-Deletionsstamm
eine Suppressormutation, die auch die Uberlebensfihigkeit der hergestellten Doppelmutanten

beeinflusst haben konnte.

PMR1 | pmr1

PMR1 | pmr1

Abb. 1: Unterschiedliches Wachstum zweier Apmr1-Sporen auf Minimalmedium
In der Abbildung sind die Sporen einer Vergleichs-Tetrade auf den Medien YPD (links), CM+ (mittig) und
MV+Ade His Lys Ura Leu Trp (rechts) als Ausstriche zu sehen.

412 apmridyndl- und Apmridvanl-Doppelmutanten zeigen stark verlangsamtes

Wachstum

Als genetische Interaktionspartner von PMRI wurden neben den Genen BSTI, SAC2 und
VPS24 die Gene YNDI und VANI gefunden. Yndlp (,, Yeast Nucleotide Diphosphatase“) ist
eine Golgi-lokalisierte, membrangebundene Apyrase und als GDPase an der N- und O-
Glykosylierung beteiligt. Eine Ayndl-Nullmutante zeigt Vanadatresistenz, Hygromycin-
Sensitivitidt und einen schwachen Wachstumsdefekt (Gao et al. 1999). Vanlp (,, Vanadat
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Resistance protein, component of Mannanpolymerase®) besitzt o-1,6- und o-1,2-
Mannosyltransferaseaktivitdit und ist somit ebenfalls entscheidend fiir vollstindige
Proteinglykosylierung im Golgi(Jungmann and Munro 1998). Die Deletion des VANI-Gens
fiihrt zu Vanadatresistenz, Hygromycin-Sensitivitit, Hitzeschock-Sensitivitit, Zymolyase-
Hypersensitivitit und einem reduzierten Mannose/Glukose-Gehalt der Zellwand (Kanik-

Ennulat and Neff 1990) (Kanik-Ennulat et al. 1995).

oow >
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Abb. 2: Stark verminderte Koloniegrofie von Ayndl dpmrl- und Avandpmrl- Doppelmutanten
Die Abbildung zeigt separierte Tetraden eines heterozygoten Ayndl/YNDI1 Apmrl/PMRI-(oben) bzw.

Avanl/VANI Apmrl/PMRI-Stammes (unten) und die jeweiligen Einzelausstriche der Tetrade 2 bzw.1 auf den
Medien YPD, CM und MV.

Der Wachstumsdefekt der Apmrldvanl- bzw. A pmrlayndl-Doppelmutanten auf den
verschiedenen Medien ist deutlich zu erkennen (Abb. 2). Offenbar steht PMRI genetisch in
engem Zusammenhang mit Genen, die an der Glykosylierung (Mannosylierung) von

Proteinen beteiligt sind und fiir die Zellwandintegritit verantwortlich sind.

4.1.3 Die Zellwand einer Apmrl-Mutante ist verdndert

Aufgrund der bekannten Auswirkungen einer pmrl-Deletion auf N- und O-Glykosylierung
von Proteinen sind fiir pmr/-Mutanten auch Verdnderungen in der Zellwand zu erwarten.
Tatsdchlich besitzt eine Apmri-Hefezelle eine runde Form und ist deutlich groBer als eine
Wildtyp-Zelle. Um mogliche Verdnderungen in den Zuckerbestandteilen der 4pmri-Zellwand
zu quantifizieren, wurden die Zellwéinde in Schwefelsidure hydrolysiert und anschlieBend mit

Ba(OH), von SO,**-lonen gereinigt. Die Auftrennung der geldsten Zellwinde in ihre
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Einzelbestandteile Glukose, Mannose und N-Acetyl-Glukosamin wurde mit High
Performance Anion-exchange Chromatography durchgefiihrt und mit Hilfe von Pulsed
Amperometric Detection ausgewertet (Dallies et al. 1998). Diese Untersuchungen erfolgten in

Zusammenarbeit mit dem Labor von Prof. Jean M. Francois (Toulouse).

Zellwand / Glukose / Mannose / Glukosamine /
Trockenmasse Zellwand Zellwand Zellwand
0.2 100 80¢ 8r
M _‘~> _7 ]
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Abb. 3: Verinderungen der Zellwand in 4pmri-Mutanten

Zu sehen sind die gewonnene Zellwandmasse bezogen auf die gesamte Zelltrockenmasse (linkes Diagramm)
neben den Zellwand-Anteilen der drei Zuckerbausteine Glukose, Mannose und Glukosaminen bezogen auf die
Zellwandmasse. Die Zuckerbestandteile der Apmril-Zellwand wurden mit high performance anion-exchange
chromatography separiert, mit pulsed amperometric detection detektiert und quantifiziert. Die Werte wurden aus
drei unabhingigen Experimenten erhalten. Es wurde in den zwei genetischen Hintergriinden S288C (YR122,

YRO8) (gefiillte Balken) und W303 (YR1234, YR401) (schraffierte Balken) gearbeitet

Wie Abb. 3 zeigt, macht die Zellwand von 4pmrI-Mutanten einen sehr deutlich verringerten
Anteil an der Zellgesamtmasse aus. Sie hat zusétzlich ein stark reduziertes Mannose/Glukose
Verhiltnis und der Chitingehalt der Zellwand ist erhoht. Ein erhohter Chitingehalt der
Zellwand ist typisch fiir Zellwandprotein-Mutanten mit defekten N-Seitenketten (Klis 1994).

Apmrl-Zellen zeigen auch Killertoxinsensitivitit, was ebenfalls auf eine Verdnderung der
duBeren Zellwandschicht zuriickzufiihren ist, da Killertoxine als initiierenden Schritt an -
Glukankomponenten der Zellwand binden (Hutchins and Bussey 1983). Die B-1,6
Glukanbiosynthese findet offensichtlich im Sekretorischen Weg statt, denn Killertoxin-
Resistenz findet sich bevorzugt bei Mutanten von Komponenten des Sekretorischen Weges
(Brown and Bussey 1993) (Castro et al. 1995) und bei Mutanten der Komponenten des Golgi
Apparates, die an der Glykosylierung von Mannoproteinen der Zellwand beteiligt sind

(Lussier et al. 1996).
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Abb. 4: Killertoxinsensitivitiit von Apmrl-Zellen

Exponentiell wachsende Zellen im S288C- (YR122, YR98) (oben) und W303- (YR1234, YR401) Hintergrund
(unten) wurden in Agar eingebettet und 10ul (kleiner Halo rechts) bzw.30ul (groBer Halo links) Killertoxin K
aufgetropft. Nach einem Tag Wachstum bei 30°C konnte durch den Vergleich der Halo-Grofe die Sensitivitit

der Zellen gegen Killertoxin K bestimmt werden.

4.1.4 Die Expression der 1.3-beta-D-Glukansynthetase Fks2p ist in Apmri-Zellen stark
erhoht

Die Zusammensetzung der Apmrl-Zellwand befindet sich im Ungleichgewicht: Ein Mangel
an Glukose- bzw. Mannose-Anteilen wird offenbar durch vermehrte Synthese von Chitin
kompensiert. Die Verminderung der B-Glukanschicht konnte moglicherweise direkt auf eine
ionenabhingige Hemmung der B-Glukansynthetase-Aktivitit oder indirekt auf eine defekte
Regulation der Glukansynthetase-Expression zuriickzufithren sein. Bei der Regulation der
Zellwandintegritit werden physiologische oder entwicklungsbedingte Signale von Rezeptoren
in der Zellwand iiber eine Signaltransduktionskaskade weitergeleitet, um die Aktivitit
entsprechender Transkriptionswege zu modulieren. Steht die Hefe z.B. vor der Aufgabe, ihre
Zellwand fiir polarisiertes Wachstum zu organisieren oder auf Dehnung und Hitzeschock zu
reagieren, wird iiber Phosphorylierung und Dephosphorylierung die Pkclp- Mpklp-
Signalkette aktiviert. Diese induziert unter anderem die Expression von Fks2p, die neben
Fks1p eine Komponente der katalytischen Untereinheit von -1,3 Glukansynthase ist (Mazur
et al. 1995) (Zhao et al. 1998).

Um die Funktionalitit dieser Signaltransduktionskaskade zur Expression von FKS2 zu
verfolgen, wurden Apmri-Zellen mit einem FKS2-lacZ-Reporter-Plasmid transformiert.
Exprimiert die Zelle FKS2, wird gleichzeitig B-Galactosidase abhingig vom Expressionsgrad
gebildet (Matheos et al. 1997) .
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Abb. 5: Stark erhohte FKS2-Expression in pmri-Mutanten

Das 2u FKS2-lacZ, URA3-Reporterplasmid (BR674) wurde in die Stimme (YRI1234; YR401 (genetischer
W303-Stammbhintergrund)) (linkes Diagramm) und (YR122; YR98 (genetischer S288C - Stammhintergrund))
(rechtes Diagramm) transformiert. Von Zellkulturen in unterschiedlichen Wachstumsphasen (optische Dichte bei
600 nm von 0,25; 0,5; 1,0) wurden Rohextrakte hergestellt und die B-Galactosidaseaktivitit mit ONPG (,,0-
nitrophenyl-f-D-galactoside ) spektroskopisch bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden auf die isolierte
Proteinmenge (bestimmt nach Bradford) bezogen. Die Diagramme zeigen Werte von Zellen die bei 25°C (A)

oder 30°C (B) kultiviert wurden.

Ganz offensichtlich wird das FKS2-lacZ-Gen in Apmrl-Zellen um ein Vielfaches stirkerer
exprimiert als in den korrespondierenden Wildtyp-Zellen (Abb. 5). Die lacZ-Aktivitit ist
nicht nur in stationidren Apmrl-Zellen erhoht, sondern zeigt sich auch schon in exponentieller
und frithstationdrer Wachstumsphase. Ein durch die Adpmri-Mutation erzeugtes
Ungleichgewicht im Ca**- und Mn**-Ionen-Haushalt der Zellen fiihrt offenbar zu verringerter
Zellwandstabilitit, die Adpmri-Zellen durch verstirkte Glukansynthase-Expression iiber die
Pkc1-Mpkl1-Signalkaskade auszugleichen versuchen. Adpmri-Zellen nutzten aber offenbar
eine weitere Moglichkeit zur Stabilisierung der Zellwand: Der Chitingehalt wird fast
verdoppelt. Eine besonders extreme Steigerung des Zellwandchitins ist von Agasl/-Mutanten
bekannt. Eine Agasl-Nullmutante gleicht inaktive B-1,3-Glukanosyltransferase, welche die
Quervernetzung von B-1,3-Glukanen reguliert, durch stark erhéhten Chitinanteil der Zellwand
aus. Dies hat eine 8- bis 10-fache Resistenz gegeniiber Zymolyase zur Folge (Popolo and Vai

1999).
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Abb. 6: Keine Zymolyaseresistenz bei Apmr1-Zellen

5x 10® Zellen wurden bei einer OD soonm vOn 0.5 geerntet, mit 1.2M Sorbitollosung gewaschen und in 1.2M
Sorbitollosung aufgenommen. Nach Behandlung mit B-Mercaptoethanol wurde ein Verdau mit Zymolyase bei
30°C angesetzt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden jelOOul Zellen entnommen, deren Zellwandstabilitit
durch Verdiinnung mit 900pul Wasser bestimmt wurde. Das Aufkliren der Zellsuspension, verursacht durch das
Platzen von Zellen mit instabilen Zellwinden, wurde spektroskopisch bei 600nm bestimmt. Die Kurven zeigen
die Abnahme der Absorption (Startwerte zwischen 0.7 und 0.8) des Apmri-Stammes (YR122) (schwarze

Quadrate) und des WT-Stammes (YR98) (graue Quadrate). Es wurden drei unabhédngige Experimente
durchgefiihrt.

Die innere Glukanschicht der Zellwand ist von den Folgen einer Apmrl-Mutation betroffen,
was sich am erhohten Chitinanteil deutlich zeigt (Abb. 3). Dieser gesteigerte Anteil an Chitin
fiihrt aber nicht zu einer Resistenz gegeniiber Zymolyase wie im Fall von Agas/-Mutanten

sondern eher zu einer geringen Sensitivitit gegeniiber Zymolyase.

4.1.5 Das Aktinzytoskelett einer pmrl-Mutante kann sich nicht an Hitzestress adaptieren

Vermutlich sind Apmrl-Zellen einem permanenten Zellwand-Stress ausgesetzt. Zellwand-
Stress kann depolarisiertes Zellwachstum induzieren (Delley and Hall 1999). Diese
Depolarisation ist Teil eines generellen Zellwand-Reparaturmechanismus, der iiber die Pkclp-
Mpk1p-Signalkette gesteuert wird und auch auf das Aktinzytoskelett wirkt (Bickle et al.
1998). Das Aktinzytoskelett einer knospenden Hefezelle kann auch durch einen Hitzeschock
voriibergehend depolarisiert werden (Lillie and Brown 1994) (Delley and Hall 1999). Um
diesen Prozess in der ApmrI-Mutante zu untersuchen, wurde das Aktinzytoskelett mit TRITC-

Phalloidin (Sigma Chemical Co) angefarbt und die Fiarbung am Mikroskop ausgewertet.
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Zellen mit kleinen und mittelgroBen Knospen wurden als depolarisiert gewertet, wenn

weniger als 50% der Aktinflecken in der Knospe waren (Abb. 7).
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Abb. 7: Das Aktinzytoskelett in Apmri-Zellen wird unter Hitzestress nicht depolarisiert

Bei 24°C exponentiell wachsende Zellen wurden in zwei Ansitze getrennt und jeweils 30 min bei 24°C oder
37°C inkubiert. Die Aktinfilamente wurden danach mit Phalloidin gefirbt und unter dem Mikroskop
ausgewertet. Dazu wurden 1000 Zellen mit kleinen und mittelgroen Knospen ausgewihlt. Polarisierte Zellen
zeigen Aktin- Kabel und Flecken, wihrend bei depolarisierten Zellen die Flecken iiberwiegen. Als polarisiert
wurden Zellen gewertet, deren Aktinfilamente sich zu mehr als 50% in der Tochterzelle befanden. In (A) sind
die Phalloidin- Farbungen des WT-Stammes (YR98) (linke Seite) und des Apmrl-Stammes (YR122) (rechte
Seite) ohne (links) und mit Hitzeschock (rechts) zu sehen. (B) zeigt die Einteilung von 1000 knospenden Zellen

in polarisierte (liniert) oder depolarisierte (gepunktet) Zellen.
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Wie (Abb. 7) zeigt, hilt eine knospende Apmri-Zelle ihr Aktin auch bei Hitzeeinwirkung
polarisiert und ist nicht fdhig, durch Depolarisierung ihres Aktinskeletts auf einen
Hitzeschock normal zu reagieren. Eine Depolarisation von Aktin ist auch notig, um B-1,3-
Glukansynthase Fkslp zu depolarisieren und damit an den Zellwidnden zu relokalisieren
(Delley and Hall 1999). Da Fkslp vermutlich zur Reparatur der Zellwinde herangezogen
wird, ist moglicherweise auch dieser Fks1p-Depolarisationsprozess unter Hitzeeinwirkung in

der Apmrl-Zelle gestort.

4.1.6 Uberexpression von PMRI kann Phinotypen einer Arom2- Mutante nicht
supprimieren

Die Signalkaskade zur Depolarisation des Aktinzytoskeletts unter Hitzestress beginnt an der
Zell-Peripherie mit den Plasmamembranproteinen der WSCI-Proteinfamilie (Gray et al.
1997) (Ketela et al. 1999) (Rajavel et al. 1999) (Lodder et al. 1999) und geht weiter iiber
Rom?2p, den GDP/GTP-Austauschfaktor von Rholp. Rholp wird hyperaktiviert und setzt den
Proteinkinase C-Signalweg in Gang (Levin et al. 1994) (Banuett 1998) (Gustin et al. 1998).
Diese MAP-Kinase Kaskade kontrolliert neben der Transkription von Zellwandbiogenese-
Genen (Igual et al. 1996) (Helliwell et al. 1998a) (Zhao et al. 1998) die Organisation des
Aktins (Helliwell et al. 1998b) (Zhao et al. 1998). Zellen mit einer Arom2-Mutation kénnen —
wie die pmrl-Mutante — ihr Aktinzytoskelett bei Hitzeschock nicht depolarisieren (Delley and
Hall 1999). Zellen mit Arom2-Mutation zeigen auch morphologische Defekte und sind
Temperatur- (Ozaki et al. 1996) (Manning et al. 1997) sowie Koffein-sensitiv (Lussier et al.
1997). Sensitivitdt gegeniiber Koffein wird meist in Verbindung mit defekten Komponenten
des MAP-Kinase Kaskade gefunden (Nickas and Yaffe 1996), aber auch der Verlust von
PMRI fiihrt zu Koffeinsensitivitit (Diplomarbeit Klee). Grund dieser phénotypischen
Gemeinsamkeiten zwischen rom2- und pmrl-Zellen konnte eine Signalkette sein, in der das
Fehlen von ROM?2 letztlich die Funktion von PMRI beeintrichtigt und so den gemeinsamen
Phinotyp auslost. In diesem Fall konnte sich eventuell der Phidnotyp einer rom2-Mutante
durch gesteigerte Expression von PMRI zuriickdriangen lassen. Dies ist allerdings nicht der

Fall, wie Abb. 8 zeigt.
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Abb. 8: Uberexpression von PMRI kann die Temperatursensitivitit und Koffeinsensitivitiit von Arom2-
Zellen nicht unterdriicken

Der Arom2-Stamm (YR1435) wurde mit einem 24 PMRI (BR362) und einem CEN PMRI-Plasmid
(BR5)transformiert, zu Einzelkolonien ausgestrichen und auf Platten mit Koffein bei 25°C 3 Tage inkubiert
(rechts). Die Temperatursensitivitit ist durch Einzelausstriche auf Platten nach 3 Tagen Inkubationszeit bei 25°C

bzw. 37°C (links) gezeigt.

Die Auswirkungen einer Arom2-Deletion kénnen durch das Uberexprimieren von PMR] nicht

unterdriickt werden.

4.1.7 Die Reifung von Gaslp ist in pmrl-Mutanten kaum verzogert

Ob die Zellwand-Defekte der Apmri-Zellen auch Storungen bei der Reifung von GPI-
verankerten Zelloberflachenproteinen beinhalten, wurde am Beispiel von Gaslp untersucht.
Gaslp (,,Glycophospholipid Ancored Surface Glykoprotein®“) 1ist ein klassisches
Zelloberflachen-Protein  (Nuoffer et al. 1991) (Conzelmann et al. 1988). Es gehort zu
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerten -1,3 Glukanosyltransferasen (Mouyna et al.
2000) und ist an der Quervernetzung von B-1,3 Glukanen mit B-1,6 Glukanen und Chitin
beteiligt (Popolo et al. 1997). Die GPI-Protein-Verkniipfung findet im ER statt und ist
essentiell fiir den COPII-Vesikel vermittelten Transport des Proteins zum Golgi (Doering and
Schekman 1996). Im (, pulse-chase”) Experiment ist die Umwandlung der Gaslp-

Vorlduferform in die reife Form am zunehmenden Molekurgewicht zu erkennen (Abb. 9).
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Abb. 9: Die Reifung von Gaslp ist nur unmerklich verzogert in ApmrI-Mutanten.

Von einer exponentiell wachsenden (ODgyonm 0,5) Ubernachtkultur wurden insgesamt 3x 10® Zellen geerntet,
gewaschen und zur Markierung der Proteine mit 100 uCi TRANS *S-Label versetzt. Die Aufnahme von
radioaktivem S wurde nach 5 min durch Zugabe des Chase-Cocktails (Methionin, Cystein und
Ammoniumsulfat) gestoppt. An den gezeigten Zeitpunkten wurden jeweils 5x10’ Zellen entnommen, in
NaN;/NaF aufgenommen und mechanisch aufgeschlossen. Aus den Extrakten wurde Gaslp durch
Immunoprizipitation gereinigt und mittels SDS-Gelelektrophorese weiter aufgetrennt. Die Gaslp-Banden
wurden am Phosphoimager visualisiert. Auf dem obigen Blot wird die Reifung von der ER-Form (Gaslp i) zur
Golgi-Form (Gaslp m) des WT-Stammes (YR401), des Agasi-Stammes (YR1477) und des Apmrl-Stammes
(YR434) gezeigt.

Apmrl-Mutanten zeigen nur eine sehr geringe Reifeverzogerung von Gaslp. Eine
Quantifizierung der Banden mit der obigen Abbildung ergab lediglich einen Unterschied der
Halbwertszeiten von 0.5 min t, pmrl=10.5min; t;, WT=10.0min. Offenbar verlduft die
Biogenese von Gasl-GPI in pmrl/-Mutanten weitgehend normal. Dieser Befund ist
bemerkenswert, da pmri-Mutanten Inositol-Auxotrophie aufweisen und Inositolhungerung
die normale Verkniipfung von GPI mit Gaslp und die damit verbundene Reifung der ER-
Form zur Golgi- Form des Proteins unterbricht (Doering and Schekman 1996) (Sutterlin et al.
1997). Offensichtlich ist aber unter den hier gewéhlten Bedingungen geniigend Inositol im

Medium, um diese Beeintridchtigung der Gas1p GPI-Biogenese zu verhindern.

4.1.8 Inositolauxotrophie und Expression INOI-lacZ in ApmrI-Zellen

Im Rahmen der phédnotypischen Charakterisierung der pmr/-Mutante haben wir festgestellt,
dass diese Stimme eine Inositol-Auxotrophie aufweisen, die in verschiedenen

Stammhintergriinden ungleich ausgeprigt erscheint. Dies ist in der Abbildung 10 dargestellt.
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Abb. 10: Inositol-Mangel und Wachstum von Apmrl-Mutanten

Unter (A) sind Kulturen gezeigt, die iiber Nacht in fliissigem YPD bis zum Erreichen der friihstationidren Phase
geschiittelt(ODgop =1.0) wurden. Diese Zellsuspensionen wurden seriell 1:10 mit MIM- Medium + Inositol
verdiinnt und aus den Verdiinnungen jeweils Sul auf MIM- Platten + Inositol aufgetropft. Die Platten wurden 3
Tage bei 30°C inkubiert. Hier werden die Stammhintergriinde S288C (links) mit den Apmrl- Stammen (YR122,
YR123), dem WT- Stamm (YR98) und W303 (mittig) mit dem Apmri- Stimmen (YR1234, YR434), dem WT-
Stamm (YR401) und Sigma (rechts) mit dem Apmrl- Stimmen (YR1337, YR1335), dem WT- Stamm (YR1305)
auf MIM- Platten +Inositol (links) und MIM- Platten —Inositol (rechts) gezeigt. Unter (B) sind die verschiedenen

pmrl-Stimme auf MIM-Platten + und —Inositol als Ausstriche zu Einzelkulturen zu sehen.

Insbesondere das Apmrl::LEU2-Allel zeigt im S288C-Hintergrund Inositolauxotrophie und
fiihrt auch im Sigma-Hintergrund zu eingeschrinktem Wachstum auf inositoldepletiertem
Medium. Dieser Apmri-Wachstumsdefekt ist im genetischen W303-Hintergrund schwicher
ausgeprigt. Die Inositolauxotrophie von Apmrli-Zellen konnte mit einer Verdnderung der

INOI-Niveaus zusammen hidngen. Inolp (,,L-myo-inositol-1-phosphatsynthase ) katalysiert
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einen limitierenden Schritt der Inositolbiosynthese (Patton et al. 1995). Adinol-Mutanten
bendtigen Inositol und sterben in inositoldepletiertem Medium (Dean-Johnson and Henry
1989). Zur Messung des Expressionsgrades des INO1-Gens wurden verschiedene INO!-lacZ-
Reportergene als Plasmide in pmrl-Stimme eingefiihrt. Dieser lacZ-Reporter kodiert fiir -
Galactosidase. Wird jetzt das INOI-lacZ-Gen exprimiert entsteht gleichzeitig B-
Galactosidase. Als Negativkontrolle wurde ein vollstdndiges, unmarkiertes /INO-Gen, ohne
lacZ-Reportersequenz, transformiert. Der jeweilige INOI-Expressionsgrad kann so anhand

der gemessenen -Galactosidaseaktivitit abgeschitzt werden.
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Abb. 11: Die INO1-Expression ist veriandert in pmr1-Mutanten

Verschiedene INOI-lacZ-Reporterkonstrukte wurden in Adpmrl- (hellgrau) bzw. den korrespondierenden
Wildtyp- Stammen (dunkelgrau) mit dem genetischen Hintergrund W303 (YR1234; YR401) (linkes Schaubild)
oder S288C (YR122; YR98) (rechtes Schaubild) transformiert. In der Abbildung ist die spezifische [-
Galactosidaseaktivitit (sieche Material u. Methoden) der Stimme zu sehen. Die Werte wurden aus fiinf
unabhiingigen Messreihen ermittelt. (A) zeigt das INO1/lacZ-Reporterkonstrukt mit dem natiirlichen INOI-
Promotor (2uINO1/LacZ/URA3) (BR731) , (B) den INOI/lacZ-Reporter mit dem synthetischen ICRE-
CYCIMinimalpromotor (2u ICRE-LacZ URA3) (BR732) , (C) den ins Genom integrierten Reporter (ICRE-
CYClI-LacZ) (BR733)und (D) ein vollstindiges, unmarkiertes INOI-Gen als Kontrollplasmid (ARS CEN URA3
INOI) (BR734).

Im W303 Hintergrund hat die Adpmri-Mutation eine Halbierung des INOI-lacZ-
Expressionsniveaus zur Folge, was insbesondere unter dem natiirlichen /NOI-Promotor und
dem synthetischen ICRE-CYCI- Minimalpromotor zu sehen ist (Abb. 11). Der S288C-
Hintergrund zeigt ein anderes INOI-Expressionsverhalten. Die Adpmrl-Mutation wirkt sich
hier um dreifach erhohend auf das INOI-lacZ Niveau aus, wenn der INOI-lacZ-Reporter

unter dem synthetischen Minimalpromotor exprimiert wird. Moglicherweise deutet dies auf
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eine tatsidchliche Erhohung der INOI-Expression in diesem Stamm hin, allerdings ist das

INO1-lacZ-Niveau in den beiden anderen Fillen sehr niedrig.

4.1.9 Myriocinresistenz von Apmrl-Zellen

myo-Inositol ist nicht nur als Phospholipid-Precursor fiir Phosphatidylinositol relevant.
Inositol ist ebenfalls ein wichtiger Bestandteil der Expressionsregulation von Enzymen der
Phospho- und Glykolipidbiosynthese. Die Genexpression der Enzyme zur Synthese des
hiufigsten Membranphospholipids Phosphatidylcholin wird zum Beispiel von Inositol
reguliert (Carman and Henry 1989) (White et al. 1991) (Nikoloff and Henry 1991) (McMaster
and Bell 1994) (Morash et al. 1994). Mit dem spezifischen Inhibitor der Palmitoyltransferase
Myriocin (ISP- 1) kann die Neusynthese der Glykolipide Galactosyl- und Glukosyl-
Ceramiden blockiert werden.

Ein verdndertes Inositol-Niveau in Apmrl-Zellen miisste sich auch auf den Ceramid-Haushalt
der Zellen auswirken. Dazu wurde die Toxizitit von Myriocin (ISP-1) auf exponentiell

wachsende Zellen gepriift.

[0

Abb. 12: Myriocinresistenz von ApmrI-Mutanten

Zellen in exponentieller Wachstumsphase (ODgponm 0,5) wurden in YPD-Agar eingebettet. Dann wurde ein
Filterpapier aufgelegt und mit 20ul Myriocinlosung betropft. Nach Wachstum tiber Nacht bei 30°C wurden die
unterschiedlichen Halos sichtbar. Auf der linken Platte ist der WT-Stamm (YR9S), auf der rechten Platte der
Apmrl-Stamm (YR122) zu sehen.

Wie Abb. 12 zeigt, wirkt Myriocin (ISP-1) in A4pmrI-Mutanten weniger toxisch, was fiir eine
Anreicherung von Ceramiden in pmrl-Zellen sprechen konnte. Akkumulation von Ceramiden
ist z.B. auch bekannt als Begleiterscheinung von apoptotisch sterbenden Zellen (Le Stunff et

al. 2002).
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4.2 Programmierter Zelltod bei Apmrl und Mutanten des sekretorischen Weges

4.2.1 Reduzierte Uberlebensfihigkeit bei stationdren Apmri- Zellen

Die Funktion von Pmrlp ist nicht essentiell. Allerdings sterben Apmrl/-Mutanten in
minimalem Wachstumsmedium nach dem Erreichen der stationdren Wachstumsphase
schneller ab als der Wildtyp. Dieses Absterben findet auch in normalem Vollmedium (YPD)
statt und ist fiir verschiedene Stammbhintergriinde in Abb. 13 gezeigt. In Minimalmedium
verstirkt Zugabe von millimolaren Mengen an Ca®*-Ionen das Ausma$ dieses Phinotyps

(Antebi and Fink 1992). In YPD-Medium tritt dieser Effekt nicht auf (Abb. 13A rechts).

A
$288C - WT wmpmr1 ¥ Ca2t ~WT wmpmrt
— ') —~ iy
MRS R g1t 1 7 ¢
% 80 11y T % 80 1
% 60 ] T 1 s 60 T
3 i 3 L
S 40 - g 40 T
Q il o L
o 20 o 20
2 E o -
D 0+ —= L l D 0+ T = * i
10 15 0 5 10 15
Tage in Kultur Tage in Kultur
B
W303 - WT wmpmrt Sigma ~-WT =pmrt
& P I s = I
51004 1 | E g0y} _ .
T 80 [) T 80 I I T 17
2 1 = T17 1 1
& o 1 1
% 60 1 4 g 60 1 I
= 1 S T
2404 | 2 40 1 T
D 0+ - = 1 D 0+ T T 1
0 5 10 15 5 10 15
Tage in Kultur Tage in Kultur

Abb. 13: Das Absterben stationérer ApmrI-Kulturen

Aus stationédren Adpmri- bzw. WT-Kulturen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten je 500 Zellen entnommen und
zur Bestimmung der Uberlebensrate auf YPD-Platten ausplattiert . Im oberen Teil der Abbildung sind die aus
fiinf unabhiingigen Ansitzen ermittelten Uberlebensraten des Apmrl-Stammes (YR122) (dunkelgrau) und des
WT-Stammes (YR98) (hellgrau) mit S288C-Hintergrund in YPD (linke Seite) und in YPD +20mMol Ca*
(rechte Seite) zu sehen (A). Der untere Teil der Abbildung zeigt die Uberlebensraten der ApmrI- (hellgrau) bzw.
WT-Stimme (dunkelgrau) mit den genetischen W303- (YR1234, YR401) und Sigma- (YR1305, YR1335)
Hintergriinden aus Kulturen gealtert in YPD (B).

Da Apmrl-Zellen offenbar einen erhohten Inositol-Bedarf haben, wurde versucht, das

Uberleben der Zellen durch Inositol im Wachstumsmedium zu steigern (Abb. 14).
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Abb. 14: Inositol verhindert das Absterben von alternden ApmrI-Zellen nicht

Aus stationdren Kulturen (ODggppm 3.0) in YPD bzw. in YPD +20mM Inositol wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten je 500 Zellen entnommen und auf YPD ausplattiert. Auf den Ausplattierungen wurde nach 3 Tagen
Inkubation bei 30°C die Anzahl der iiberlebenden Kolonien ermittelt. Gezeigt sind die Uberlebensraten des WT-
Stammes (YR98) in YPD (runde Symbole) und in YPD +20mM Inositol (quadratische Symbole) neben dem
Apmrl-Stamm (YR122) in YPD (Rauten) und in YPD +20mM Inositol (X). Die Uberlebensraten wurden als

arithmetisches Mittel dreier voneinander unabhingigen Messreihen berechnet.

Die Uberlebensrate von Apmrl-Mutanten wurde durch die Zugabe von Inositol in das
Vollmedium nicht beeinflusst. Die beobachtete Verringerung der Uberlebensrate wirft aber
die interessante Frage auf, ob stationdre Apmrl-Zellen gezielt durch einen genetisch

programmierten Zelltod absterben.

4.2.2 Akkumulation von Sauerstoffradikalen in Apmrl-Zellen

Einer der Schliisselmechanismen zur Auslosung eines programmierten Zelltods ist die
Produktion von Sauerstoffradikalen — ,,Reactive oxygen species (ROS)* (Kluck et al. 2000)
(Skulachev 1996). pmri-Zellen wurden deshalb auf die Produktion von ROS untersucht.
Dafiir wurden stationdre pmrl-Zellen mit Dihydrorhodamin-123, einem farblosen,
zelldurchgingigen Farbstoff behandelt. Dieser Farbstoff wird beim Kontakt mit ROS zu dem
eigentlichen Fluoreszenzfarbstoff oxidiert und wird im Fluoreszenzmikroskop anhand seiner

roten Farbe sichtbar (Possel et al. 1997).
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Abb. 15: ROS-Akkumulation in Apmrl

Fiir die Dihydrorhodamin 123-Fiarbung wurden Einzelkolonien in YPD bis zu einer ODggp,m 0,8 bei 22 °C
inkubiert. Dann wurden die Zell-Suspensionen in zwei Ansitze getrennt. Ein Ansatz wurde weiterhin bei 22 °C
inkubiert, der andere Ansatz 30 min bei 37 °C geschiittelt Aus den Fliissigkulturen wurde je 1 ml entnommen,
mit 2 pl Dihydrorhodamin 123-Losung versetzt und weiter 2 h bei 37 °C bzw. bei 22 °C geschiittelt. Die Zellen
wurden in PBS-Puffer gewaschen und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Abbildung zeigt die
konditionelle ts pmrI-Mutante (YR501) (linke Seite) und den WT-Stamm (YRS506) (rechte Seite) unter (A). Im
Teil (B) der Abbildung sind stationire Kulturen (ODgy,m 2.0) des Apmrl-Stammes (YR122) (linke Seite) und
des WT-Stammes (YR98) (rechte Seite) gezeigt. Die Kulturen wurden in YPD bei 30 °C gewachsen. 1 ml Kultur
wurden mit 2 pl Dihydrorhodamin123-Losung angefarbt und nach 2 h anfiarben mit PBS gewaschen und unter

dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

Die Apmri-Mutanten zeigen nach dem Erreichen der stationdren Phase die Bildung von ROS
(Abb. 15). Dies ist ein erster, wichtiger Hinweis auf einen aktiven Prozess als Ursache fiir das
beobachtete Absterben. Nach Erreichen der restriktiven Temperatur (37 °C) zeigt auch eine
temperatursensitive pmrl-Mutante sehr rasch ROS-Bildung. Dies stiitzt die Hypothese, dass
mit dem Funktionsverlust von Pmrlp ein aktiver Prozess in Gang kommt, der erst zu ROS-

Bildung und schlielich zum Zelltod fiihrt.
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4.2.3 Chromatinkondensation und DNA-Degradation in Apmrl-Zellen

Weitere typische Merkmale eines programmierten Zelltods sind die Fragmentierung der DNA
und die Kondensation des Chromatins am Kernrand. Diese Veridnderungen der Zellkerne
lassen sich auch in Hefe-Zellen verfolgen (Madeo et al. 1997). Diaminophenylindol (DAPI)
ist ein blau fluoreszierender, in die DNA interkalierender Farbstoff, mit dem die

Chromatinkondensation nachgewiesen werden kann.
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Abb. 16: Abnormale Zellkerne in stationiiren Apmrl- Zellen

Einen Tag nach Erreichen der stationidren Phase wurden Zellen mit Formaldehyd fixiert und die Kerne der Zellen
mit DAPI angefirbt. Mit dem Fluoreszenzmikroskop kann zwischen runder und mondformiger, fragmentierter
DNA-Anordnung unterschieden werden. Die Abbildung zeigt die Kerne des Apmrl-Stammes (YR122) (links)
und die Kerne des WT-Stammes (YR98) (rechts)

Chromatin von stationidren Apmrl-Zellen ordnet sich halbmondférmig oder langgestreckt
entlang der Kernmembran an (Abb. 16). Bei fortgeschrittener Kernkondensation liegen die
Kerne in fragmentiertem Zustand vor.

DNA-Fragmentation lésst sich recht einfach mit Hilfe eines fiir Hefe modifizierten TUNEL-
Tests (,,terminal deoxynucleodidyl transferase mediated dUTP nick end labeling “) (Madeo et
al. 1999) (Ludovico et al. 2001) nachweisen. DNA-Strangbruch fiihrt zu freien 3°OH-

Gruppen. Diese freien OH-Gruppen konnen unter Verwendung einer terminalen
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Deoxynucleotidyltransferase mit markierten Nukleotiden verkniipft und so sichtbar gemacht

werden.

Abb. 17: DNA-Strangbruch in Apmri1-Kernen

Einen Tag nach Erreichen der stationidren Phase in YPD- Medium wurden die Zellen fixiert und der TUNEL-
Test durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt den WT-Stamm (YR98) (links) und den Apmri-Stamm (YRI122)
(rechts).

Wie Abb. 17 zeigt, treten in stationdren Apmrl-Zellen massive, irreversible Schidigungen
auf, die tatsdchlich auf einen genetisch programmierten Zelltod hinweisen. Die
experimentellen Befunde weisen eine groBe Ahnlichkeit zur Caspase-induzierten Apoptose

von Hefezellen auf (Madeo et al. 1997).

4.2.4 Phosphatidylserin-Externalisierung an der Plasmamembran von Apmri-Zellen

Beim apoptotischen Zelltod von Hefezellen konnen neben den Schidigungen im Zellkern
auch Verinderungen an der Plasmamembran nachgewiesen werden (Madeo et al. 1997). Hier
kommt es bereits in einem sehr friihen Stadium der Apoptose zur Aufhebung der
Plasmamembranasymmetrie von Phosphatidylserin, das in lebenden Zellen vorwiegend in der
zytosolischen Schicht der Plasmamembran zu finden ist. Im Verlauf der Apoptose wird
Phosphatidylserin externalisiert. Dieser Prozess kann durch selektive Bindung von
externalisiertem Phosphatidylserin an FITC-markiertes Annexin V sichtbar gemacht werden.
Um dabei mechanisch beschédigte, aufgeborstene Zellen von aktiv sterbenden, aber noch
intakten Zellen unterscheiden zu konnen wird neben FITC-Annexin noch zusitzlich mit

Propidiumiodid angeférbt (Madeo et al. 1997).
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Abb. 18: Phosphatidylserin-Externalisierung der ApmrI-Plasmamembran
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Durch Annexin V-Fiarbung wurde an dpmrl-Zellen (YR122) (rechte Seite) und WT-Zellen (YR9S) (linke Seite)
nach einem Tag in stationdrer Phase (YPD) die Aufhebung der PM-Asymmetrie iiberpriift. Mit einer
zusétzlichen Propidiumiodid-Farbung wurde sichergestellt, dass die Anfirbung der Zellen nicht durch

mechanische Zellwand-Defekte zustande kam.

Offensichtlich weist die Plasmamembran stationdrer Apmrl-Zellen an ihrer AuBenseite

Phosphatidylserin (Abb. 18) auf und zeigt die fiir Apoptose typische Blasenbildung (Abb. 18
oben links) der PM.

4.2.5 Cytochrom C-Freisetzung aus dem Mitochondrium in ApmrI-Mutanten
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Abb. 19: Cytochrom C -Freisetzung in Apmr1-Mutanten

Stationdre Zellen in YPD wurden bei einer ODgyy von 2.0 geerntet, spheroplastiert und mit einem Glas-Glas-
Homogenisierer aufgeschlossen. Die Mitochondrien wurden durch mehrere Zentrifugationsschritte isoliert. Die
mitochondriale Fraktion (M) und der Uberstand (S) wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot auf
Cytochrom C beziehungsweise auf Porin, ein Transmembranprotein der #uBeren Mitochondrienmembran,
untersucht. Die Abbildung zeigt den WT-Stamm (YR98) (Spalte 1-3) und der ApmrI-Stamm (YR122) (Spalte 4-
6).

53



Durch die Isolation von Mitochondrien (Tzagoloff et al. 1975) und Western-Blot-Analyse
wurde die subzellulare Verteilung von Cytochrom C in ApmrI-Zellen untersucht (Abb. 19).

In stationdren Apmrl-Zellen wird ganz offensichtlich Cytochrom C durch einen spezifischen
Prozess aus dem Mitochondrium freigesetzt, Porin verbleibt als integrales Membranprotein

im Pellet der Membranfraktion.

4.2.6 Acycl/Acyc7-Mutanten im S288C-Hintergrund zeigen starke DNA-Fragmentierung

Um die Bedeutung der Cytochrom C-Freisetzung fiir den Ablauf des programmierten Zelltods
in Apmrl-Zellen zu untersuchen, sollten AcyclA/cyc7/Apmrl-Tripelmutanten herangezogen
werden, die kein Cytochrom C mehr herstellen konnen. In verschiedenen Szenarien zur
Induktion von Apoptose bei Hefezellen (Alpha-Faktor, Stress durch schwache Siduren etc.)
hatte dieses Ausschalten der Cytochrom C-Synthese das Uberleben der Zellen zum Teil

erheblich verbessert.
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Abb. 20: DNA- Fragmentierung bei Acyc7/4Acycl-Mutanten

In Hefezellen mit dem genetischen S288C-Hintergrund wurden durch Transformation PCR-generierte
cycl::URA3 und cyc7::HIS3-Allele eingefiihrt. Die Abbildung zeigt eine TUNEL-Féarbung der erhaltenen
Acyc7/Acycl-Doppelmutante (YE12).

Wie (Abb. 20) zeigt, weist im S288C-Hintergrund bereits die Acycl/Acyc7-Doppelmutante
starke DNA-Fragmentierung auf, so dass die Analyse der Lebensfdhigkeit einer
Acycl/Acyc7 A/pmrl-Mutante in diesem Stammbhintergrund nicht sinnvoll erscheint.

427 Caspase-Aktivierung in ApmrI-Mutanten

Caspasen bilden das Herzstiick des apoptotischen Programms. Initiator-Caspasen, aktiviert

durch apoptotische Signale, reifen inaktive Precursor zu Effektor-Caspasen, die wiederum
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eine Reihe von Zielproteinen spalten. Die Aktivierung bestimmter Caspasen kann durch die
hochspezifische Bindung des fluoreszenzmarkierten Caspase-Inhibitors FITC-VAD-fmk
(CaspACE, Promega) an die aktiven Zentren dieser Caspasen durchflusszytometrisch verfolgt

werden.
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Abb. 21: Caspase-Aktivierung in stationiren Apmri-Zellen

Zellen wurden in verschiedenen Wachstumsphasen {exponentiell, ODgyy = 0.4 (links); frithstationédr, ODgyy =
2.0 (mittig); stationdr, 2 Tage alt (rechts)} geerntet, mit FITC-VAD-fmk behandelt und im FACS auf den Anteil
an aktivierten Caspasen-Zentren untersucht. Die obere Reihe zeigt die FITC-Fluoreszenz von WT-Zellen des

Stammes (YR98), die untere Reihe die der Apmri-Zellen des Stammes (YR122).

In diesen Untersuchungen zeigt sich bei der Apmrl-Mutante mit zunehmender Verweildauer
in der stationidren Phase eine deutliche Akkumulation von FITC-VAD-fmk (Abb. 21). Nach 2
Tagen in stationédrer Phase sind praktisch alle (93%) pmrl-Zellen mit dem Caspase-Inhibitor

angefirbt.
4.2.8 Auch nach dem Ausschalten von MCAI(YCAI) zeigen Apmrl-Zellen weiterhin FITC-

VAD-fmk-Bindung

YCAI (,,Yeast Caspase*), auch MCAI (,,Metacaspase“) genannt, kodiert fiir eine Initiator-
Caspase in Hefe (Madeo et al. 2002). In einer Amcal(ycal)-Deletionsmutante kann eine z.B.
durch H,0O, oder durch Alterung induzierte Apoptose nicht stattfinden (Madeo et al. 2002).
Wire MCAI(YCAI) auch am Adpmrl-Zelltod beteiligt, sollte mit dem Einfiihren einer

Al(ycal )-Deletion die Caspase-Aktivierung in Apmrl-Zellen unterdriickt werden.

55



—o WT
—a pmri
— o mcal(ycai)

counts

100 --x pmr1 mcai(ycal)
~~ _— o
g % -
Q F intensity intensity
2
o 60
2 = Y 3 mcai(ycat) 3 pmr1 mcal(ycat)
8 40 r v = 2 Tage - 2 Tage
2 r . 1. FL 257%
3 i ; NV £ £ 87.58%
[ y: > >
S 20+ ok T g 8
L e N
|
0 C o
0 2 4 6 109 10" 102 10% 10* 1% 10" 10° 10° 10*
intensity intensity

Tage in Kultur

Abb. 22: Caspasenaktivitit in stationdren Amcal(ycal)/dpmri-Zellen

Die Kulturen von Einzelkolonien wurden in YPD-Medium bis zur stationdren Wachstumsphase ODgyy 3.0
inkubiert. Ab dem Eintritt in die stationdre Phase wurden jeweils 500 Zellen an verschiedenen Zeitpunkten aus
den Kulturen entnommen und auf YPD ausplattiert. Durch das Auszéhlen der anwachsenden Kolonien aus 3
unabhiingigen Messreihen konnte die Uberlebensrate ermittelt werden. In Teil (A) der Abbildung sind die
Uberlebensraten des WT-Stammes (YR98) (runde Symbole), der Amcal(ycal)-Mutante (YE37) (Rauten), des
Apmrl-Stammes (YR122) (Quadrate) und der Apmrl/Amcal(ycal)-Doppelmutanten (X) (YE41) zu sehen . Das
AusmaB der Caspasenaktivierung wurde mittels FITC-VAD-fmk-Farbung und FACS-Auswertung bestimmt (B).
Die beiden Diagramme links zeigen den Amcal(ycal)-Stamm, rechts ist der ApmrlAmcal(ycal)-Stamm zu

sehen.

Wie aus Abb. 22B hervorgeht, ist aber in der Apmrl/Amcal(ycal )-Doppelmutante trotz der
Einfithrung der Amcal(ycal)-Mutation in praktisch allen Zellen (87%) weiterhin eine
Caspase-Aktivierung/FITC-VAD-fmk-Bindung sichtbar. Die Apmrl/mcal(ycal )-
Doppelmutante zeigt auch in stationdrer Phase die fiir die pmr/-Einfachmutante typische
reduzierte Uberlebensrate. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die in Apmril-Zellen zu
beobachtende Caspase Aktivierung/FITC-VAD-fmk-Bindung nicht auf eine Aktivierung von
MCA1(YCAI) zuriickzufiihren ist und diese Caspase auch nicht am programmierten Zelltod in

stationdren Apmrl-Zellen beteiligt ist.

4.2.9 Inaktivierung von Calcineurin durch eine Acnbl-Mutation kann den programmierten

Zelltod von Apmrl-Zellen nicht verhindern

Aufgrund der deutlich erhohten Ca’*-Konzentration im Zytosol von Apmrl-Mutanten

(Halachmi and Eilam 1996), wire es gut vorstellbar, dass Ca”*/Calcineurin-vermittelte
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Signalwege beim programmierten Zelltod der Apmrl-Mutante eine Rolle spielen. Diese
Moglichkeit wurde durch die Einfiihrung einer CNBI-Deletion in ApmrI-Stamme untersucht.
CNBI kodiert die regulatorische Untereinheit der Ca®*/Calmodulin-abhingigen

Proteinphosphatase Calcineurin und ist entscheidend fiir die Aktivitit dieses wichtigen Ca**-

Signalvermittlers.
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Abb. 23: Programmierter Zelltod von pmrl/cnbl-Doppelmutanten

Im Teil A der Abbildung sind die Uberlebensraten des WT-Stammes (YR98) (Kreise), des Acnbl/Apmrl-
Stammes (YR435) (X), des Acnbl-Stammes (YR431) (Rauten) und des Apmri-Stammes (YR122) (Quadrate)
aus stationir gewachsenen Zellkulturen durch ausplattieren von je 500 Zellen gezeigt. Die Uberlebensrate wurde

aus fiinf unabhéngigen Ansédtzen ermittelt. In B sind TUNEL-Tests nach einem Tag stationir in Kultur zu sehen.

Wie die Abb. 23 zeigt, wird durch eine zusitzliche Acnbl-Mutation die Uberlebensrate von
stationdren Apmrl-Zellen in den ersten 5 Tagen in Kultur nicht entscheidend beeinflusst.
Nach 6-7 Tagen steigt jedoch die Uberlebensrate der Acnbl/Apmrl-Doppelmutante auf ca.
45% an. Dies deutet zumindest darauf hin, dass Calcineurin-vermittelte Signalwege das

Absterben von stationdren Apmrl-Zellen nicht unmittelbar beeinflussen.

4.2.10 Anzeichen fiir programmierten Zelltod bei sec-Mutanten mit verschiedenen Defekten
im Sekretionsweg

Der Verlust von PMRI beeinflusst den sekretorischen Weg nicht durch einen stringenten, klar
definierten Block, sondern in vielféltiger Weise: so sind beispielsweise in Apmrl-Mutanten
Ca®*- bzw. Mn”**-abhingige Defekte bei der Proteinglykosylierung (Invertase, Chitinase),
Sortierung (CpY) und Reifung (Alpha-Faktor) beschrieben worden (Rudolph et al. 1989)

(Diirr et al. 1998). Um eine Blockade spezifischer Einzelschritte des sekretorischen Weges als
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mogliche Ausloser des programmierten Zelltods genauer betrachten zu konnen, wurde mit
konditionalen, temperatursensitiven sec-Mutanten gearbeitet, in denen essentielle
Komponenten des Sekretionswegs mutiert sind. Bei permissiven Bedingungen sind diese
Mutanten voll funktionstiichtig, zeigen aber bei restriktiven Temperaturen - je nach Funktion
des betroffenen SEC-Gens - einen charakteristischen Block innerhalb des Sekretionswegs und
sind unter diesen Bedingungen nicht lebensfihig. Hier sollte nun untersucht werden, ob in

sec-Mutanten bei restriktiver Temperatur ein programmierter Zelltod ausgelost wird.
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Abb. 23: Uberlebensrate, Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung in einer sec/8-Mutante

Kulturen der Staimme YR1070 (Wildtyp) und YR1069 (4seci8) wurden nach dem Erreichen der exponentiellen
Wachstumsphase (ODgyy = 0.5) in zwei Ansdtze aufgetrennt und bei 23 °C bzw. 37 °C geschiittelt. Die
Uberlebensrate (A) wurde in drei unabhiingigen Messreihen durch das Ausplattieren von jeweils 500 Zellen auf
YPD-Platten, die dann bei 23 °C inkubiert wurden, bestimmt. Fiir die DAPI-Kernfarbung (B) und den TUNEL-

Test (C) wurden den Ansétzen bei 23°C (links) bzw. 37°C (rechts) nach je einem Tag Proben entnommen.

Als erstes Beispiel wurde hier SECI8 betrachtet, das ein essentielles 84 kDa Polypeptid
kodiert, welches fiir Membranfusionen benétigt wird. Sec18p ist das Hefehomolog zu dem
NSF-Protein (,, N-ethylmaleimide sensitive fusion protein“) in Sdugerzellen. Bei restriktiven

Bedingungen wird in der sec/8-Mutante der Proteintransport vom ER zum Golgi und weiter
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zur Plasmamembran blockiert, nur der Transport vom spidten Golgi zur Vakuole ist nicht
beeintrichtigt (Graham and Emr 1991).

Wie Abb. 23 zeigt, findet man in Asec/8-Mutanten bei 37 °C nach 24 h Anzeichen von
Chromatin-Kondensation und DNA-Fragmentierung. Zu diesem Zeitpunkt haben praktisch

alle 4sec18-Zellen ihre Lebensfahigkeit verloren.
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Abb. 24: Uberlebensrate, Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung in AsecI2- und Asec23-
Mutanten

Kulturen der Stimme YR1070 (Wildtyp) und YR1067 (sec23) bzw. YR1068 (seci2) wurden nach dem
Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (ODgyy = 0.5) in jeweils zwei Ansitze aufgetrennt und bei 23 °C
bzw. 37 °C geschiittelt. Die Uberlebensrate (A) wurde in drei unabhingigen Messreihen durch das Ausplattieren
von jeweils 500 Zellen auf YPD-Platten, die anschlieBend bei 23 °C inkubiert wurden, bestimmt. Fiir die DAPI-
Kernfirbung (B) und den TUNEL-Test (C) wurde den Ansitzen bei 23 °C (links) bzw. 37°C (rechts) nach

jeweils einem Tag Proben entnommen.

Als Vertreter der sogenannten ,,frithen® sec-Mutanten mit spezifischen Defekten im ER-
Golgi-Transport wurden secl2- und sec23-Stamme untersucht. In beiden Mutanten wird unter

restriktiven Bedingungen die Bildung von Transportvesikeln aus dem ER und damit auch der
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ER-Golgi-Transport gestoppt. Wie Abb. 24 zeigt, findet man unter diesen Bedingungen nach
24 h ebenfalls Chromatin-Kondensation und DNA-Fragmentierung.

Als Vertreter der sogenannten ,,spdten® sec-Mutanten mit spezifischen Defekten im Transport
von Golgi-Vesikeln zur Plasmamembran wurden Asecl- und Asec6-Stamme untersucht. In
beiden Mutanten akkumulieren bei restriktiver Temperatur vollstindig glykosylierte,
sekretorische Proteine in 100 nm Vesikeln, die nicht mehr mit der Plasmamembran
fusionieren konnen.

Wie bei allen anderen sec-Mutanten finden sich auch bei den Asecl- und Asec6-Zellen
Anzeichen von Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung als Anzeichen fiir einen
programmierten Zelltod (Abb. 25). Inwieweit die hier untersuchten sec-Mutanten bei 37 °C
tatsdchlich durch programmierten Zelltod absterben, muss in weiteren Untersuchungen zur
ROS-Bildung und Caspase-Aktivierung gekliart werden. Es féllt jedoch auf, dass in den frithen
sec-Mutanten (dsecl2, Asec23) die Uberlebensrate generell sehr schnell durch einen 37 °C-
Block erheblich reduziert ist. Dies konnte darauf hinweisen, dass Zellen insbesondere bei

Storungen von ER-Funktionen durch programmierten Zelltod absterben.
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Abb. 25: Uberlebensrate, Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung in AsecI- und Asec6-

sec6

DAPI DAPI

Mutanten

Kulturen der Stimme YR1063 (Wildtyp) und YR1056 (secl) bzw. YR990 (WT) und YR993 (sec6) wurden nach
dem Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (ODgy = 0.5) in zwei Ansitze aufgetrennt und bei 23 °C
bzw. 37 °C geschiittelt. Die Uberlebensrate (A) wurde in drei unabhingigen Messreihen durch das Ausplattieren
von jeweils 500 Zellen auf YPD-Platten, die dann bei 23 °C inkubiert wurden, bestimmt. Fiir die DAPI-
Kernfiarbung (B) und den TUNEL-Test (C) wurden den Ansétzen bei 23 °C (links) bzw. 37 °C (rechts) nach

einem Tag Proben entnommen.
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5 Diskussion

Die Suche nach ,,synthetisch-letalen genetischen Interaktionen von PMR] erfolgte in dieser
Arbeit iiber einen Rot/Weill-Screen in einem zuvor durch Transposonmutagenese
mutagenisierten ade2 ade3-Stamm, der zudem ein ADE3 URA3 PMRI-Plasmid trug. Dieses
Vorgehen ist besonders geeignet, um fiir eine grole Anzahl von scheinbar synthetisch-letalen
Mutanten rasch das jeweils zugrunde liegende Gen zu identifizieren, da durch Sequenzierung
der flankierenden Bereiche einer Transposoninsertion und Vergleich mit dem bekannten
Hefegenom das betroffene Gen einfach und zuverldssig bestimmt werden kann. Synthetisch-
letale Mutanten, die durch EMS- oder UV-induzierte Mutagenese gewonnen werden, miissen
zur Identifikation der betroffenen Gene erst aufwendig mit einer Genbank komplementiert
werden.

Um die im Screen beobachtete synthetische Letalitdt endgiiltig zu beurteilen, wurden die
gefundenen Gene jeweils mittels HIS3-markierter PCR-Konstrukte in einem heterozygoten
Apmrl/PMRI-Diploid deletiert. Nach Sporulation dieser Stimme konnte dann in der
Tetradenanalyse auf Segregation einer synthetisch-letalen Mutation gepriift werden. Die
Kontrollkreuzung dazu, PMRI x Apmrl im S288C- Hintergrund, enthiillte einen
uneinheitlichen Wachstums-Phénotyp der Apmrl-Sporen auf MV-Medium. Dieses
schlechtere Wachstum bestimmter Apmril-Mutanten konnte hier auch die synthetische
Letalitit einiger Gene vorgetduscht haben. Im Screen wurde mit MV-Medium gearbeitet, um
mit 5-FOA auf den Verlust des ADE3 URA3 PMRI-Plasmids selektionieren zu kdnnen
(Alani et al. 1987) (Langle-Rouault and Jacobs 1995). Dennoch konnten genetische

Interaktionen mit dem PMR-Gen gefunden und bestitigt werden.

5.1 Das Zusammenspiel von PMRI und VANI

Vanlp, Mnn9p und Anplp bilden eine Gruppe von Membranproteinen, die fiir
charakteristische Golgi-Funktionen bei der Proteinglykosylierung benotigt werden. N-
glykosylierte Proteine erreichen den Golgi mit der Core-Struktur MangGlcNAc,, die dort mit
bis zu 200 Mannose-Resten weiter modifiziert werden kann. Diese Hypermannosestruktur
besteht aus einem langen Geriist aus o-1,6-verkniipften Mannoseketten mit o-1,2-verkniipften
Seitenketten, die mit einem o-1,3-verkniipften Mannoserest enden (Ballou 1974) (Herscovics
and Orlean 1993). Diese Mannosestruktur ist spezifisch fiir sekretorische Proteine wie
Invertase und einige Mannoproteine der Zellwand. Es wird vermutet, dass diese

Hypermannosereste dazu beitragen, die Integritit der Zellwand zu erhalten. Sie bilden eine
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Art Schutzschild gegen Antikorper und Enzyme (Klis 1994) (Cid et al. 1995). Der
Mnn9p/Vanlp-Komplex verkniipft die Core-Zuckerstruktur mit einem kurzen, leicht a-1,2-
verzweigten o-1,6-Mannopolymer. Der Mnn9p/Anp1p-Komplex komplettiert anschlieend
die Mannoseketten zur Hyperstruktur (Jungmann and Munro 1998). Neben spezifischen
Mannosyltransferasen wie Vanlp werden zur Mannosylierung GDP-Mannose und weitere
Co-Faktoren bendtigt: die Mannosylierung von Invertase erfordert Mn**-Ionen als Kofaktor
(Haselbeck and Schekman 1986). Eine mangelnde Versorgung des Golgi-Apparates mit
Mn**-Tonen wird als Ursache der Glykosylierungsdefekte in Apmri-Zellen angesehen: es
fehlen die duBeren Mannoseketten von Invertase - ein Defekt, der sich durch Zugabe von
250uM Mn**-Ionen ins Wachstumsmedium zuriickdriangen ldsst (Diirr et al. 1998). Es ist
anzunehmen, dass die gleichzeitige Deletion der Gene VANI und PMRI zu einer sehr starken
Reduktion der Mannosehyperstruktur von Proteinen fiihrt, da durch die fehlende Pmrlp-
Funktion der Mn”**-Gehalt im Golgi stark erniedrigt ist, womit auch andere
Mannosyltransferasen als Vanlp durch den allgemeinen Mangel an Mn**-Ionen als Co-Faktor
in ihrer Funktion beeintrdchtigt werden. Zellwandproteine verlieren dadurch ihr Schutzschild
und die Stabilitdt der Zellwand wird dadurch nachhaltig beeintrichtigt. Des weiteren besitzen
Avanl-Mutanten auch ein abnormales Aktinzytoskelett: Sie verlieren die Fahigkeit normal
polarisiert zu wachsen und damit ihre Knospen richtig zu platzieren (Singer-Kruger and
Ferro-Novick 1997). Dieses Defizit des Avanl-Aktinzytoskeletts wird moglicherweise durch
eine zusitzliche PMRI-Deletion, die eine stark verminderte Reaktion des Aktinskeletts auf

Stressfaktoren zur Folge hat, noch verstérkt.

5.2 Der Zusammenhang von YNDI und PMR1

Yndlp ist ein Homolog der Guanosindiphosphatase Gdalp und wie diese ebenfalls an der
Proteinglykosylierung im Golgi beteiligt (Gao et al. 1999). Gdalp ist ein homodimeres
Membranprotein (Berninsone et al. 1995) und sichert die Glykosylierung von Proteinen und
Sphingolipiden (Abeijon et al. 1993). Es reguliert indirekt die Menge an verfiigbarer GDP-
Mannose im Golgi durch Hydrolyse von GDP zu GMP. Vrg4, der GDP-Mannose/GMP-
Antiporter des Golgi, transportiert zytosolische Mannose nur im Austausch gegen luminales
GMP in den Golgi (Berninsone et al. 1994) (Abeijon et al. 1997) (Abeijon et al. 1997). Der
vollstandige Verlust der Mannosylierungsfihigkeit durch Avrg4-Mutation fithrt zum Zelltod
(Poster and Dean 1996) (Dean et al. 1997). Hier zeigt sich noch einmal die Wichtigkeit der
Mannosylierung im Golgi. Ynd1p ist eine Apyrase mit Aktivitdt zur Spaltung von ADP/ATP,
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GDP/GTP und UDP/UTP. Gegeniiber CDP/CTP und Thiaminphosphaten ist die Aktivitit
vermindert (Gao et al. 1999). Die Hydrolyseaktivitit gegeniiber GDP wird von bivalenten
Kationen (Mn?* >Mg** >Ca®") stimuliert (Gao et al. 1999). Ein ApmrIAyndI-Golgi-Apparat
hat aufgrund der pmrl-Deletion einen Mangel an Mn**-Ionen, die den Mannosyltransferasen
und GDPasen als Co-Faktoren nicht mehr aktivierend zur Verfiigung stehen. Durch die ynd1I-
Deletion fehlt zudem eine Aktivitdt zur Spaltung von GDP in GMP, so dass im Golgi ein
stark erniedrigter GMP-Gehalt und letztlich ein reduzierter Mannose-Transport in den Golgi
zu erwarten ist. Dies fiihrt dann zu einer starken Reduktion der Mannoseseitenketten von

Proteinen und Lipiden und beeintréchtigt schlieBlich die Zellwandstabilitit erheblich.

5.3 Die Zellwand von ApmrI-Mutanten

Die Apmrl-Zellwand ist stark beschidigt. Der Anteil der Zellwandmasse an der Zell-
Gesamtmasse ist stark vermindert und besonders der Mannoseanteil der Apmrl- Zellwand ist
stark reduziert. Als Sensor fiir Zellwandschwidchung fungieren die Membranproteine der
Wsc- und Mid-Familien (Gustin et al. 1998). Die Signaliibermittlung zum Erhalt der Apmri-
Zellwand konnte ebenfalls durch mangelnde Mannosylierung beeinflusst sein. Ohne O-
Mannosylierung der extrazelluliren Doménen des Zellwandsensors Mid2p, verursacht z.B.
durch eine Apmit2-Mutation, wird der lytische Defekt von Awsc/-Mutanten stark verscharft
(Philip and Levin 2001). Eine Apmrl-Zelle hat N- und O-Mannosylierungsdefekte, die zu
einer dementsprechend eingeschrinkten Funktion des Zellwandsensors Mid2p fiihren
konnten. Dennoch kann eine Apmril-Zelle die Aktivitit der -1,3-Glukansynthase iiber eine
erhohte Expression des FKS2-Gens stimulieren. Das Signal der Zellwandsensoren wird
erfasst und iibertragen durch Rholp, einem GTP- bindenden Protein mit dem GDP/GTP-
Austauschfaktor Rom2p (Schmidt et al. 1997) (Bickle et al. 1998) und durch Tor2p, einer
Phosphatidylinositol-4-Kinase. Rholp moduliert einerseits den Proteinkinase-Weg (Cabib et
al. 1998) und stimuliert andererseits -1,3-Glukansynthase. Dies fiihrt zu einer erhohten
Synthese von Glukanen und Chitin (Kapteyn et al. 1997) (Ram et al. 1998) (Dallies et al.
1998), verinderten Verkniipfungen zwischen Glukanen und Proteinen (Kapteyn et al. 1999)
(Kapteyn et al. 1997), verstirkter Expression von Zellwandproteinen (Kapteyn et al. 1999)
(Kapteyn et al. 1997) (Ram et al. 1998) und zur Stimulation des Cch1/Mid2 Ca2+—Kanals, der
ein Calcineurin-Signal in Gang setzt (Bonilla and Cunningham 2003).

Eine Apmrl-Mutation verursacht auch die Anhebung des zytosolischen Ca2+—Spiegels und

eine Anhdufung falsch gefalteter Proteine im ER. Dieser permanente ER-Stress in Apmrl-
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Zellen kann den UPR-Signalweg zwar kurzfristig (Diirr et al. 1998), aber nicht nachhaltig
aktivieren. Die Rettung der Zelle erfolgt iiber den CCS- Weg (,,calcium cell survival*)
(Bonilla and Cunningham 2003), der in einer Adpmri-Zelle mit der Aktivierung von
Calcineurin aufgrund des erhohten zytosolischen Ca’*-Spiegels stimuliert wird. Aktivierte
Faktoren der MAP-Kinase Kaskade konnten in Apmri- Mutanten das Calcineurin-Signal, das
iiber den Ca®*-Kanal Cchlp/Midlp der PM gestartet wird, verstirken. Eine Apmri-Zelle
konnte die Induktion des FKS2-Gens aber auch unabhingig von der MAP-Kinase Kaskade
starten. Exogene Ca**-Ionen stimulieren die FKS2-Expression durch einen Calcineurin-
abhédngigen Signalweg (Mazur et al. 1995), eine Abckl-Mutante zeigt ebenfalls Akkumulation
von FKS2-mRNA nach Zugabe von 30 mM CaCl, ins Wachstumsmedium. Dies zeigt, dass
hohe externe Ca**-Konzentrationen die FKS2-Expression unabhingig von der MAP- Kinase
Kaskade stimulieren konnen. Moglicherweise bewirkt die erhohte zytosolische Ca®*-
Konzentration in einer Apmrl-Mutante neben der Aktivierung des CCS-Signalwegs auch die
Stimulation der FKS2-Expression, entweder als Teil der CCS-Antwort, oder in einem

getrennten Signalweg.

5.4 Aktin in 4pmrI-Mutanten

In knospenden Hefezellen wird das Zytoskelett wie in Sdugerzellen durch eine Familie von
GTPasen - wie Cdc42p, Rholp, Rho2p, Rho3p und Rhodp - reguliert (Leberer et al. 1997)
(Helliwell et al. 1998b) (Schmidt and Hall 1998) (Tanaka and Takai 1998). Wihrend der G1-
Phase des Zellzyklus liegt Aktin in Form von Flecken (,,patches ) zufillig und gleichmiBig
iiber den Zellquerschnitt verteilt vor. Zu Beginn eines Zyklus vermittelt Cdc42p das
Erscheinen der Knospe durch die Kontrolle der Aktinflecken-Konzentration an der
Knospungsstelle. Rholp und vermutlich auch sein nicht essentielles Homolog Rho2p werden
fiir das weitere Knospenwachstum gebraucht. Rholp kontrolliert vier Effektoren, die fiir die
Aktin- und Zellwandorganisation wichtig sind. Es bindet und aktiviert Fkslp (B-1,3-
Glukansynthase) (Drgonova et al. 1996) (Qadota et al. 1996), es bindet und aktviert Pcklp
(Nonaka et al. 1995) (Igual et al. 1996) (Kamada et al. 1996) (Helliwell et al. 1998b) (Zhao et
al. 1998), es interagiert mit Bnil, einem Mitglied der Formin-Familie, welches iiber die
Bindung von Profilin das Aktinzytoskelett kontrolliert (Evangelista et al. 1997) und es
interagiert mit Skn7p, einem Signalprotein eines Zweikomponentensystems (Kohno et al.
1996) (Alberts et al. 1998). Rho3p und Rhodp sind fiir das weitere Knospenwachstum
wichtig. RHO3- und RHO4-Deletionen fithren zu lysierenden Zellen oder einem
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Wachstumsarrest mit kleinen Knospen und mit einem fehlerhaft platzierten Aktinskelett. Die
Depolarisation des Aktinskeletts ist die Zellantwort auf Umweltstress, der die Zellwand
beeinflusst. Sie ist zwingend erforderlich fiir die Depolarisation der Glukansynthase Fkslp
(Delley and Hall 1999), die fiir die Reparatur der Zellwandschadigungen gebraucht wird.
Diese Stress-Antwort wird durch einen allgemeinen Reparatur-Signalweg kontrolliert, der
Wsclp, Rom2p, Rholp und Pkclp beinhaltet. Der Pkclp-aktivierte MAP-Kinase Signalweg
ist nicht notig fiir die Aktin-Depolarisation. Der MAP-Kinase Signalweg wird erst wieder fiir
die Repolarisation des geschockten Aktinzytoskeletts essentiell (Delley and Hall 1999). Die
nichtvorhandene Aktindepolarisation in hitzebehandelten Apmrl-Mutanten zeigt, dass
Calciumsignale auch einen Einfluss auf Faktoren haben, die vor der MAP- Kinase Kaskade
geschaltet sind. Von Rholp ist bekannt, dass es von Geranylgeranyl-Transferase Typ I,
kodiert im CALI-Gen, modifiziert werden muss, um eine Aktivierung von [-1,3-
Glukansynthase zu bewirken. Eine eingeschrinkte Modifikation von Rholp, verursacht durch
eine Deletion von CALI, kann durch erhohte zytoplasmatische Ca®*-Konzentration
wiederhergestellt werden (Inoue et al. 1999). Moglicherweise hat das verinderte Ca**-Niveau
in ApmrI-Mutanten einen dhnlichen Einfluss auf Rholp. Neben der Beeinflussung der -1,3-
Glukansynthase- Aktivitit ist auch eine Einwirkung auf das Apmr-Aktinskelett denkbar, die
moglicherweise iiber eine Verdnderung des Bindevermégens von Rholp gegeniiber Bnil und

Profillin stattfindet.

5.5 Programmierter Zelltod in A4pmri-Mutanten

pmrl-Zellen sterben in der stationidren Phase allméhlich ab (Fig. 13). Dieser Zelltod zeigt
apoptotische Merkmale wie Chromatinkondensation (Fig. 16), Phosphatidylserin-
Externalisierung (Fig. 18), ROS-Produktion (Fig. 15), Cytochrom C-Freisetzung ins Zytosol
(Fig. 19), scheinbare Caspasenaktivitit (Fig. 21) und DNA-Fragmentierung, sichtbar im
positiven TUNEL-Test (Fig. 17). Weiterfiihrende Untersuchungen in der Arbeitsgruppe
Rudolph haben jetzt klar gezeigt, dass fiir dieses Absterben stationdrer Apmri-Zellen ein AIF-
Homolog der Hefe, Aiflp (YnrO74cp), verantwortlich ist. Die Caspase Mcalp ist hier nicht
beteiligt. Des weiteren konnte als zweiter Ausldser eines programmierten Zelltods in Apmrl1-
Zellen Hitze-Stress identifiziert werden: Ein bei 37°C auftretendes, sehr rasches Absterben
von Apmrl-Zellen innerhalb von 2-3 h verlduft im Gegensatz zum Zelltod in stationdren
Kulturen vollig unabhingig von AIF 1. Es erfolgt hierbei eine Aktivierung der Caspase Mcal,

die sich interessanterweise aber erst bei Verlust von Aiflp, z.B. in Zellen mit einer aifl-
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Deletion, entfaltet. Diese Caspase-Aktivierung ist zwingend notwendig fiir eine
hitzeinduzierte Apoptose: Aaifl Amcal-Doppeldeletionen iiberleben den Hitzestress. Unter
Hitzestress iibt Aiflp offenbar eine Schutzfunktion gegen Caspasenaktivierung in Apmrl-
Zellen aus, in stationdrer Phase sterben Apmrl-Zellen dagegen einen Aifl-vermittelten
Zelltod (Simone Moser, Diplomarbeit 2003; Daniela Ehehalt, Studienarbeit 2005).

Humanes AIF bewerkstelligt die Apoptose-induzierte Chromatinkondensation im
Zusammenwirken mit Cyclophilin A (Cande et al. 2004), einer Peptidyl-prolyl cis-trans-
Isomerase, die sich durch Cyclosporin A hemmen lédsst und zudem eine latente Nuklease-
Aktivitdt aufweist (Montague et al. 1997). Der Cyclophilin/Cyclosporin A-Komplex
wiederum bindet und inaktiviert Calcineurin und hat so tiefgreifenden Einfluss auf Ca**-
vermittelte Signalwege. Auch in Hefe steht die apoptotische Funktion des Hefe-Proteins
Aiflp in Verbindung mit Cyclophilin A. Wissing et al. konnten zeigen, dass eine Disruption
des CPRI-Gens, dem Hefe-Homolog zum humanen Cyclophilin A-Gen (Dolinski et al. 1997),
den durch Aiflp-Uberexpression verursachten apoptotischen Zelltod verhindert. Diese
Autoren konnten ebenfalls zeigen, dass Cyclosporin A, welches die Peptidyl-prolyl cis-trans-
Isomerase Aktivitit von CypA inhibiert und letztlich auch Calcineurin inaktiviert, die
Uberlebensrate von Zellen bei AIF-Uberexpression nicht steigert (Wissing et al. 2004).
Damit ist klar, dass die Kooperation von Cyclophilin A mit AIF beim Zelltod in Hefe wie in
humanen Zellen unabhédngig von der Peptidyl-prolyl cis-trans-Isomeraseaktivitdt ist und
offenbar auch nicht tiber Calcineurin vermittelt wird. Dieser Befund schlieB3t aber keinesfalls
aus, dass Calcineurin-vermittelte Signalwege in verschiedenster Weise die Lebensfdhigkeit
von Zellen beeinflussen.

Wie oben bereits erwihnt, wirkt aktiviertes Calcineurin im CCS-Weg ,.anti-apoptotisch®, d.h.
dem durch ER-Stress verursachten apoptotischen Tod entgegen (Bonilla and Cunningham
2003). Beim Absterben stationdrer ApmrI-Zellen hingegen scheint Calcineurin den Zelltod zu
beschleunigen. Wie in (Fig. 23) zu sehen ist, hat die Inaktivierung von Calcineurin durch
Deletion des CNBI-Gens, das eine Ca’*-bindende regulatorische Untereinheit von Calcineurin
kodiert, zunichst keinen Einfluss auf das Absterben von ApmriI-Zellen in den ersten 5 Tagen
nach dem Erreichen der stationédren Phase. Allerdings zeigen Acnbl Apmrl-Kulturen nach 6-7
Tagen jedoch einen scheinbaren Anstieg der Uberlebensrate auf ca. 45%. Dieser Anstieg
kommt wohl durch einen Wachstumsschub noch lebensfihiger Zellen zustande, der durch
zunehmend freiwerdende Nihrstoffe aus bereits abgestorbenen Zellen ausgeldst werden
konnte. Nach dieser Vorstellung wiirde das Ausschalten von Calcineurin in den Apmrl

Acnbl-Mutanten entweder das Absterben von Zellen und damit die Freisetzung von
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Nihrstoffen befordern, oder tatsédchlich das Durchhaltevermégen noch lebender Zellen bis zur
Verfiigbarkeit dieser Néihrstoffe verbessern. Wie passen diese beiden Modelle zu dem
bekannten Zusammenspiel der beiden Ca2+—Pumpen Pmrl (Golgi) und Pmc1 (Vakuole) mit
Calcineurin und dem vakuoldren Ca®*/H*-Antiporter Vcx1 bei der zelluliren Ca®*-
Homoostase?

In erster Linie fehlt in ApmrI-Mutanten die Moglichkeit, durch Ca**-Transport in den Golgi,
den Sekretionsweg effektiv zur zytosolischen Ca**-Homdostase einzusetzen, wie dies fiir
PMRI-Zellen gezeigt wurde (Andrea Zappe, Dissertation 2003). Moglicherweise ist dieser
Defekt ursichlich fiir den Aiflp-vermittelten Zelltod, da er zu einem permanenten ,,Ca2+—
Stress* im Zytosol fithren konnte. Normalerweise wird bei einer Erhohung der zytosolischen
Ca”*-Konzentration Calcineurin durch die Bindung von Ca®*/Calmodulin- und Ca**/Cnbl-
Komplexen aktiviert. Aktiviertes Calcineurin hemmt {iiber einen posttranslationalen
Mechanismus die vakuolire Ca®*-Aufnahme via Vexl und stimuliert gleichzeitig die
Genexpression der Ca2+—Pumpen Pmrl und Pmcl. So kdonnen Hefezellen offenbar ein rasch
ansteigendes und langsam abklingendes zytosolisches Ca**-Signal erzeugen. Das Ausschalten
von Calcineurin verhindert zwar die Genaktivierung von PMRI und PMC1, beseitigt aber die
Hemmung von Vcx1 und stimuliert daher die vakuolire Ca**-Aufnahme drastisch. Zellen mit
einem konstitutiven, nicht durch Calcineurin hemmbaren Vcx1-Allel besitzen eine deutlich
verbesserte Ca**-Toleranz im Vergleich zu anderen Stimmen (Cunningham and Fink 1996).
Auf diesem Hintergrund erscheint es plausibel, dass die ausbleibende Calcineurin-
Aktivierung in Acnbl ApmrI-Doppelmutanten den latenten zytosolischen ,,Ca**-Stress* dieser
Zellen abbaut oder gar ganz verhindert, da ein effizienter Ca2+—Transport in die Vakuole via
Vcex1 stattfindet. Damit konnte sich die Lebensfahigkeit dieser Zellen im Vergleich zur
Apmrl-Mutante — ganz unabhédngig vom Aifl-induzierten programmierten Zelltod durchaus
verbessern. Eine Steigerung der Freisetzung von Nihrstoffen bei Acnbl Apmrl-
Doppelmutanten  erscheint somit als Erkldrung fiir den Wachstumsschub eher
unwahrscheinlich. Moglicherweise ist in cnbl pmrl-Doppelmutanten auch die erwéihnte
Kooperation von AIF und Cyclophilin A gestort. Hier wiaren weitere Untersuchungen an
Cyclophylin A-defekten cprl ApmrI-Mutanten und Apmrl VCXI-D1-Zellen, in denen Vcx1
nicht durch Calcineurin hemmbar ist, sicherlich aufschlussreich. Veridnderungen in der
Zellwand von pmril-Zellen konnten ebenfalls entscheidend am Zelltod beteiligt sein.
Generelle Stabilitdtsverluste der Apmrl-Zellwand sind jedoch nicht unmittelbar
verantwortlich fiir das Absterben der Apmril-Zellen, da dies auch in Medien mit dem

osmotischen Stabilisator Sorbitol stattfindet (Daten der Arbeitsgruppe Rudolph). Aber iiber
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Rholp wird neben der B-1.3-Glukansynthase auch die MAP-Kinase Kaskade, die Pkclp und
Mpk1p beinhaltet, aktiviert. Diese stimulieren wiederum den Cchl1p/Midlp Ca**-Kanal an der
Plasmamembran und bewirken so einen Ca**-Einstrom und ein Calcineurin-Signal, welches
offenbar Einfluss auf den Zelltod hat.

Durch Deletion der entsprechenden Schliissel-Gene fiir den programmierten Zelltod miisste
das Absterben der Apmri-Zellen in stationdrer Phase zuriickdriangen lassen. Wie in Fig. 22A
zu sehen ist, verbessert das Ausschalten der Caspase Mcal/(Ycal) durch die eingefiihrte
Amcal(ycal )-Deletion die Uberlabensrate der stationdren Amcal(ycal)/Apmrl-Zellen im
Vergleich zu Apmri-Zellen nicht. Dieser Befund belegt zwar, dass die Caspase Mcal hier
nicht beteiligt ist, schlieft aber eine Beteiligung weiterer, eventuell noch unbekannter
Caspasen nicht aus. In Fig. 22B wird auch eine scheinbare Caspase-Aktivierung in
Amcal(ycal )/Apmrl-Zellen sichtbar. Neuere Ergebnisse stellen allerdings diese Messungen
in Frage. Es konnte gezeigt werden, dass Hefezellen, die nur kurz (5 min) bei 80°C inkubiert
wurden, dadurch ihre Zellintegritét verlieren und durch Farbstoffe wie Propidiumiodid — und
eben auch durch FITC-konjugierte Caspase-Inhibitoren - gefirbt werden konnen (Wysocki
and Kron 2004). Das Anfédrben von lysierten Zellen kann also féalschlicherweise als ,,Caspase-
Aktivierung® interpretiert werden. Als tatsdchlich Caspasen-aktivierte Zellen konnen nur
FITC-positive Zellen gelten, die in Doppelfiarbungen mit Propidiumiodid ungeférbt bleiben.
Durch solche Doppelfirbungen und deren Auswertung durch FACS-Messungen konnte
Daniela Ehehalt zeigen, dass in stationidren Apmr-Kulturen keine echte Caspase-Aktivierung
auftritt, d.h. es findet sich keine Zellpopulation, die nur durch FITC-VAD-fmk angefarbt
wird. Mit dem Absterben der Zellen treten FITC- und Propidiumiodid-Farbung synchron auf.

5.6 Der Zelltod von Sekretionsmutanten

Pmrlp ist eine zentrale Komponente des Sekretorischen Apparates. Eine Deletion des PMRI-
Gens fiihrt zu vielféltigen Defekten in sekretorischen Funktionen. Fiir Hefezellen ist ein
intakter Sekretionsweg essentiell fiir das Heranwachsen einer Tochterzelle. Funktionelle
Storungen im Sekretionsweg konnten daher schon in engem Zusammenhang mit dem
apoptotischen Tod von pmrl-Mutanten stehen. Vor diesem Hintergrund war es interessant zu
untersuchen, wie gut charakterisierte sec-Mutanten auf die Blockade des Sekretionswegs
,reagieren* wiirden: sterben solche Zellen einfach unspezifisch ab ,,platzen®, oder findet
durch einen programmierten Zelltod ein aktiver Prozess ,,geordneter Riickzug* statt. Die

bisherigen Messungen an sec-Mutanten zeigen erste Anzeichen eines programmierten
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Zelltodes. Alle untersuchten sec-Mutanten zeigen Chromatinkondensation und DNA-
Fragmentierung laut TUNEL-Test (Fig. 23 — 25). Das schnellere Absterben ,,frither sec-
Mutanten mit Defekten im ER-Golgi-Transport im Vergleich zu ,,spéten® sec-Mutanten mit
Problemen an der Plasmamembran ist auffillig. Wenn man davon ausgeht, dass dieses
Phinomen nicht durch eine zufdllig raschere Inaktivierung der frithen sec-Allele bei
restriktiver Temperatur zustande kommt, konnte dies bedeuten, dass eine Storung der ER-
Funktion und/oder des ER-Golgi-Transports besonders rasch zum programmierten Zelltod
fihrt. ER-Stress aktiviert eine Bandbreite von zellularen Antworten wie UPR, der Irel
beinhaltet, Zellzyklusarrest bei G2/M Swel beinhaltend, MAP-Kinasen Kaskade mit Pkcl
und Mpkl-Beteiligung, Calcineurin-Antwort tiber den Cchl/Midl-Kanal, ASR mit Pkcl-
Beteiligung an der Gen-Transkription und letztlich einen regulierten Pfad zum Zelltod
(Bonilla and Cunningham 2003). Denkbar wire eine Aktivierung einer bisher unbekannten
ER-spezifischen Caspasen-Kaskade. In Sdugerzellen ist eine ER-Stress spezifische Caspasen-
Kaskade bekannt, welche die Caspasen -12, -9 und -3 auf Cytochrom C unabhingige Weise
beinhaltet (Morishima et al. 2002). Weiterfilhrende Messungen wie ROS-Produktion,
Cytochrom C Freisetzung und Caspasenaktivierung sind noétig, um den apoptotischen
Charakter des Zelltodes der sec-Mutanten zu beweisen. Auch eine zusitzliche aifl- oder
mcal-Deletion zur Kldrung der Induktionswege des sec-Zelltods wire interessant. Besonders
wichtig wiren weitere Messungen zur ROS-Produktion in sec-Mutanten, das die ROS-
Produktion generell ein sehr frithes Merkmal des programmierten Zelltods in Hefezellen
darstellt. So ist z.B. das durch Hitze-Stress induzierte Sterben der pmril-Mutante mit
zusitzlicher aifl-Deletion von starker ROS-Produktion begleitet. Das Absterben der Apmrl
Aaifl-Zellen lasst sich mit PBN als ROS-Quencher zuriickdringen. Auch die anaerobe
Durchfithrung des Hitzestresses reduziert das Ausmall des Zelltodes erheblich (Sylvie
Soehnlen, Diplomarbeit 2005).

Diese Betrachtungen lassen klar erkennen, dass den hier gemachten Beobachtungen zum
Zelltod von ApmrI-Mutanten eine grundlegende und sehr weitreichende Bedeutung zukommt.
Hefezellen sind offenbar hervorragend geeignet, um den programmierten Zelltod insgesamt

und seine Ca**- und/oder Mn**-vermittelten Teilprozesse zu untersuchen.

70



6 Material und Methoden

Verwendete Hefe Stimme

YRO8 MATo ade2 his3-A200 leu2-3,112 lys1-A201 ura3-52 A. Antebi

YR10I  MATa ade2 his3-A200 leu2-3,112 lys1-A201 ura3-52 A. Antebi

YRI22  MATo ade2 his3-A200 leu2-3,112 lys1-A201 ura3-52 pmrl- A. Antebi
Al::LEU2

YRI23  MATo ade2 his3-A200 leu2-3,112 lys1-A201 ura3-52 pmrl- H. Rudolph
Al ::HIS3

YR331  MATahis6 inol leu2-3 mall ts11 ural Culbertson

YR332  Mata his6 inol leu2-3 mall trp2 ts11 ural Culbertson

YR401  MATa ade2-1 can1-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-11 ura3-1 R. Schekman

YR431  MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 K. Cunningham
cnbl::LEU2

YR434  MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-11 ura3-1 K. Cunningham
pmrl-Al::HIS3

YR435  MATa ade2-1 can-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 K. Cunningham
pmrl::HIS3 cnbl::LEU2

YR501  MATa ura3-52 his3d leu2-3,112 trp1-1 S. Garrett
ade8 tpk2::HIS3 tpk3::TRP1 pmr1-241 (Ts) TPK+

YR506  MATao ura3-52 his3d leu2-3,112 trp1-1 S. Garrett
ade8TPK+ tpk2::HIS3 tpk3::TAP1 PMR1+

YR990  MATo ura3-52 leu2-3,112 C. Kaiser

YR991 MATo ura3-52 his4-619 sec12-4
YR992  MATo ura3-52 his4-619 sec18-1
YR993 MATa ura3-52 sec6-4

YR1056 MATa secl ura3 leu2 his4 lys2 barl B. Singer-Kriiger
YR1063 MATa leu2 his4 ura3 barl B. Singer-Kriiger
YR1068 MATa ura3-52 secl12-1 P. Ljungdahl
YR1069  Mato: ura3-52 secl8-1 P. Ljungdahl
YR1067 Mato: ura3-52 sec23-1 P. Ljungdahl
YR1070 MATa ura3-52 P. Ljungdahl

YR1234 MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-11 ura3-1 J. Strayle
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YR1301
YR1335
YR1337
YR1435

YR1476
YR1477

YE12

YE37

YE41

pmrl-Al::LEU2
MATa his3-deltal leu2 trp-289 ura3-52

Mata ura3-52 leu2A::hisG pmrl-Al::LEU2

Mata ura3-52 his3A::hisG pmr1-A2::his3

MATa ade2 his3-A200 leu2-3,112 lys2-A201 rom2::HIS3

ura3-52

MATo ade2-1 his3-11,15 trp1-1 ura3-1 leu2-3,112 can1-100
MATo ade2-1 his3-11,15 trpl-1 ura3-1 leu2-3,112 canl-100

gasl::LEU2

MATo ade2 his3-A200 leu2-3,112
cycl ::LEU2 cyc7 ::HIS3
MATa ade2 his3-A200

mcal::HIS3

leu2-3,112

lys1-A201

lys1-A201

ura3-52

ura3-52

MATao ade2 his3-A200 leu2-3,112 lys1-A201 ura3-52 pmrl-

Al::LEU2 mcal ::HIS3

Verwendete Plasmide

BRS
BR13
BR172
BR362
BR674
BR731
BR732
BR733
BR734

Medien

CEN URA3 PMRI1

2u URA3

CEN TRP1 ADE2

PMR1 URA3 2u

AmpR URA3 FKS2(-928 to 1)
INO1-lacZ URA3 2p
ICRE-CYCl-lacz URA3 2u
ICRE-CYCl-lacz URA3

ARS CEN URA3 INO1

K. Hauser

E. Bandzuchova

E. Bandzuchova

Vorliegende
Arbeit

L. Popolo
L. Popolo

vorliegende
Arbeit
vorliegende
Arbeit
vorliegende

Arbeit

A. Antebi
H. Rudolph

H. Rudolph
D. Levin

J. Schiiller
J. Schiiller
J. Schiiller
J. Schiiller

Zur Aufzucht von Saccharomyces cerevisiae und Escherichia coli Stimmen wurden

Standardmedien verwendet (Sambrook 1989) (Guthrie 1991). Agarplatten enthielten 2%.

Synthetische Medien wurden je nach vorhandenen Auxotrophien mit den entsprechenden

Aminosduren und Nukleotiden supplementiert.
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Prespoplatten
1% Bacto Yeast extract, 3% Bacto peptone, 5% Glukose, 2% Bacto Agar

Sporulationsmedium

1% KAc-Losung

5-FOA-Platten

(300ml MV-Medium, 3 ml Histidin, 6 ml Adenin, 15 ml Uracil, 6 ml Lysin, 300 ml Agar, 30
ml Glukose (40%), 0,6 g 5-Fluoroorotsédure)

Das MV-Medium wurde zusammen mit den Supplementen, Glukose und dem geschmolzenen
Agar vermischt und auf 60°C temperiert. 5-FOA wurde unter Rithren zugegeben und nach

dessen Auflosung Platten gegossen.

5-FU-Platten

(300ml MV-Medium, 3 ml Histidin, 6 ml Adenin, 15 ml Uracil, 6 ml Lysin, 300 ml Agar, 30
ml Glukose (40%), 180 mg 5-FU)

Das MV-Medium wurde mit den Supplementen und geschmolzenem Agarosegel vermischt
und auf 60 °C abgekiihlt. In diese Losung wurden 180 mg 5-FU gegeben und unter Riihren

gelost. Nach dessen Auflosung wurden Platten gegossen.

Inositol-Medien

MIM-Medium (15 ml 40% Glukose, 60 ml 5xMIM (5,9 g Bernsteinsdure, 2,63 g
Kaliumdihydrogenphosphat, 0,81 g MgCl,:6H,0, 5,29 g Ammoniumsulfat in 400 ml H,0),
300ul 1.000x Vitamine (I mg Biotin, 100mg Natriumpantothenat, 1 mg Folsdure, 200 mg
Niacin, 100 mg p-Aminobenzoesdure, 200 mg Pyridoxinhydrochlorid, 100 mg Riboflavin,
200 mg Thiaminhydrochlorid, 1 g Inositol in 500 ml H,O geldst und zur Sterilisation mit
Chloroform unterschichtet und iiber Nacht geriihrt), Aminosiduren entsprechend den
Auxotrophiemarkern). Der pH-Wert wurde mit 1 M KOH auf pH 4.0 eingestellt und 100 ml
H,O zugegeben.

Zur Herstellung von Platten wurde 1x MIM-Medium mit aufgeschmolzener Agarose (6g
Agarose fiir Elektrophorese in 200 ml H,O) 1:2 gemischt. Fiir Platten ohne Inositol wurde

eine 1.000x Vitamin-Losung ohne Inositol hergestellt.
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Zellkulturen

S. cerevisiae Kulturen wurden auf Agarplatten zwei bis drei Tage bei 30°C inkubiert.
Plasmidhaltige Hefestimme wurden in Selektionsmedien kultiviert. Vorkulturen wurden iiber
Nacht in 3 ml Medium bei 220 Upm inkubiert. Durch Verdiinnung wurden Hauptkulturen
hergestellt deren gewiinschte Zelldichte nach mindestens 3 Teilungszyklen bzw. hochstens
tiber Nacht erreicht werden konnte. Dazu wurde die Zelldichte photometrisch bei 600 nm
(ODggo) bestimmt (1 ODgo = 1-2x 10° Zellen).

E. coli Kulturen wurden in LB fliissig Medium bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Bei
plasmidhaltigen Kulturen wurde zusitzlich Ampicillin (20 mg/400ml) zur Selektion
zugegeben.

Zur Sporulation wurden die Hefekulturen zunéchst bei 30°C iiber Nacht auf Prespoplatten
ausgestrichen und anschlieend bei Raumtemperatur in 3 ml Sporulationsmedium bei 220

Upm 4-5 Tage geschiittelt.

Modifizierter Screen zur Identifikation ,,synthetisch Letaler* mit pmrlI

14 Pools zirkuldrer Snyder DNA wurden in DHS5a E. Coli amplifiziert. Diese E. Coli
Bakterien mit Snyder DNA wurden in LB Amp.-Medium vermehrt, durch alkalische Lyse
isoliert, gereinigt mit PEG 8000 und mit dem Restriktionsenzym Notl verdaut. Die
linearisierten Transposon-beinhaltenden DNA-Stiicke wurden nach der LiAc-Methode fiir
eingefrorene Hefezellen (Dohmen et al 1991) in den Stamm YS 159 integriert und nach
Selektion auf CM-leu auf ihr sektorenbildendes Verhalten gepriift. Das optimierte
Wachstumsmedium fiir sektorenbildendes Verhalten beinhaltet einen erhohten Glukosegehalt
von 4%, einen erniedrigten Histidingehalt von 0,1 mM und einen erniedrigten Adeningehalt
von 0,66 mM. Die Rotfarbung wurde optimal sichtbar nach drei Tagen Wachstum bei 30 °C
und 2 Tagen Lagerung bei 4 °C. Die Suche nach roten Kolonien ohne weille Sektoren wurde
mit Hilfe einer optischen Lupe durchgefiihrt. Mutanten, die das Transposon in ein mit der
pmrl-Deletion essentielles Gen integriert hatten und dadurch ithr PMRI1/ADE3/URA3-Plasmid
nicht verlieren konnten zeigten Wachstum auf CM-Leu-Platten, Wachstum auf CM-Ura-
Platten und kein Wachstum auf MV-5FOA-Platten. Diese Stimme wurden diploidisiert durch
das Kreuzen mit dem Hefestamm YS 155, der zuvor mit Hilfe von (BR 61) Lys+-markiert
wurde. Nach der Selektion auf CM-lys Platten zeigen die gesuchten Kolonien jetzt Sektoren
auf den oben beschriebenen Adenin-Histidinmangelplatten (Elbs, Diplomarbeit 1997). Durch

die Auswahl eines weillen Sektors wurden plasmidfreie Stamme erzeugt, die durch
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zweimaliges Ausstreichen auf Einzelkolonien gereinigt wurden. Diese Stimme zeigten
Wachstum auf MV-5FOA bzw. 5FU-Platten. Die Einfithrung einer Nsi 1 Schnittstelle ins
Transposon wurde durch lineare Rekombination eines Pvul-verdauten YIp5-Plasmids
ermoglicht. Nach der Selektion auf CM-ura-Platten, Vermehrung, Isolation, Reinigung und
Restriktionsverdau mit Nsil wurde die Ligation zu einem zirkularen DNA-Strang mit den
flankierenden Regionen des Transposons und einem Teil des betroffenen Gens durchgefiihrt.
Nach dieser Ligation mit T4-Ligase und der Transformation in DH5a wurde auf LB Amp.-
Platten selektioniert und die nach Vermehrung isolierten DN A-Stiicke mit EcoR1 verdaut und
sequenziert. Durch den Vergleich mit den bekannten Hefe-Gen-Sequenzen konnten die
synthetisch letalen Gene identifiziert werden. Zur Kontrolle der Ergebnisse wurden mit PCR
generierte Deletionskonstrukte der erhaltenen Gene in einen diploiden, heterozygoten pmrl-

Stamm eingefiihrt.

Klonierung und DNA-Transformation

Es wurde nach molekularbiologischen  Grundmethoden nach  entsprechenden
Standardprotokollen gearbeitet (Asubel 1990) (Sambrook 1989). Plasmidpriparationen
wurden mit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen; Hilden), Gelextraktionen mit QIAEX II
GelExtraction Kit (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt. Zur Deletion von Genen wurde mit einer
HIS3-Deletionskassette ~ pFA6a-His3BMX6 (Wach et al. 1997) gearbeitet. Die
Deletionskonstrukte wurden mit Hilfe von PCR amplifiziert. Die S. cerevisiae Stimme
wurden mit der Lithiumacetat Methode transformiert (Ito et al. 1983). Homologe

Rekombinationen wurden mit Southern Blot Analyse nachgewiesen.

Southern Blot Analysis

Isolation und Verdau chromosomaler DNA

5 ml einer stationdren Zellkultur wurden 5 min bei 2500 Upm abzentrifugiert und mit 500ul
H,0 gewaschen. Zu den Zellen wurden 200ul Aufschlusspuffer ( 2% Triton X 100, 1% SDS,
100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA pHS), 200 ul Glasperlen und 200 ul
Phenol/Chloroform 1:1 gegeben. Die Proben wurden 5 x 1 min auf maximaler Stufe mit dem
Vortexer geschiittelt und zwischen den einzelnen Schritten auf Eis gestellt. Den Proben
wurden 200ul H20 zugesetzt und bei 14000 Upm und 4°C 10 min abzentrifugiert. 300 ul

Uberstand wurden entnommen und mit 1 ml eiskaltem Ethanol die DNA gefillt. Nach 10 min
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bei —25°C wurde die DNA bei 14000 Upm, 4°C 10 min abzentrifugiert, in 400 ul H,O
aufgenommen und mit 3 ul RNAse-Losung ( 10mg/ml) 20 min bei 37°C behandelt. Mit 10 ul
5 M Ammoniumacetat-Losung und 1 ml eiskaltem Ethanol wurde erneut geféllt und nach 10
min Fillung bei 4°C und anschlieBender Abzentrifugation ( 5 min 4°C 14000 Upm) mit 500
ul 70% Ethanol gewaschen. Nach nochmaligem Abzentrifugieren wurde der Uberstand
verworfen und die Proben bei RT getrocknet. Die DNA wurde in 30 ul H20 aufgenommen.
Zum Verdau wurden 1 pug chromosomale DNA iiber Nacht bei 37°C verdaut. Die verdauten

Fragmente wurden mit Gelelektrophorese auf 0,8% Agarosegel aufgetrennt.

Transfer mit Vacuumblot Verfahren

Die DNA-Fragmente wurden auf eine in 2-fach SSC-Puffer (0.3 MnaCl, 0.03M Natriumcitrat
pH 7,0) dquilibrierte Hybond-N Nylonmembran (Amersham) iibertragen. Das Gel wurde 10
min mit Denaturierungs-Puffer (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH), 10 min mit Neutralisations-
Puffer ( 0.5 M Tris/HCI, 3 M NaCl pH 7.0) behandelt und 1 h auf die Nylonmembran mit 20x
SSC-Puffer iibertragen. Die Nylonmembran wurde anschlieBend getrocknet und die DNA 5

min unter UV-Licht an die Membran fixiert.

Hybridisierung und Entwicklung

30 ml AlkPhos Direct Hybridisierungspuffer wurden auf 55°C erhitzt und zum Blot in eine
Hybridisierungsrohre gegeben und 30 min bei 55°C im Hybridisierungsofen prehybridisiert.
Es wurden 30 pl einer Sonde zugegeben und iiber Nacht bei 55°C hybridisiert. Der
Hybridisierungspuffer wurde entfernt und der Blot 2 x mit 50 ml 55°C warmen primary wash
buffer (120 g Harnstoff, 1 g SDS, 100 ml 0,5 M Natriumphosphatpuffer pH 7.0, 8,7 g NaCl, 1
ml 1.0 M MgCl,, 2 g blocking reagent auf 1000 ml) fiir 15 min gewaschen. Die
Nylonmembran wurde aus der Rohre genommen und 2 x 5 min mit secondary wash buffer
(250 ml 20 x secondary wash buffer ( 112 g Tris, 112 g NaCl pH 10 ), 0.5 ml 1 M MgCl,-
Losung) gewaschen. Zur Detektion wurde die Membran fiir 3 min mit defection reagent
iiberschichtet, der Uberschuss entfernt, der Blot in eine durchsichtige Folie verpackt und mit

einem ECL-Hyperfilm (Amersham) entwickelt.

Sonde

Die Sonde wurde mit AlkPhos direct Kit (Amersham) hergestellt. Dazu wurde DNA

(gewonnen aus Plasmidverdau oder PCR-Amplifikation und Reinigung iiber
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Gelelektrophorese und Isolation mit Gelextraktionskit QIAEX II (Qiagen, Hilden) in einer
Konzentration von (10ng/ul) fiir 5 min bei 96°C denaturiert und im Eisbad abgeschreckt.
Davon wurden 10 pl mit 10 pl Reaktionspuffer, 2 ul labelling reagent und 10 pl Crosslinker
30 min bei 37°C inkubiert.

Quantitative Bestimmung der Polysaccharid-Zusammensetzung von Apmrl- Zellwinden

Die Zuckerbestandteile der Zellwand wurden mit , high performance anion-exchange
chromatograpy* separiert und mit ,,pulsed amperometric detection quantifiziert. Diese
Methodik zur Bestimmung der Zuckeranteile in den Hefe-Zellwénden wurde von J. Francois

entwickelt und an Proben zu dieser Arbeit durchgefiihrt (Dallies et al. 1998).

Bestimmung des FKS2-LacZ Expressionsgrades

Zur Ermittlung des FKS2-Anteils in Apmrl-Mutanten wurde mit dem Reporterkonstrukt
BR674 gearbeitet. Dieses Reporterplasmid wurde von David E. Levin konstruiert aus einer
Fusion von der 5° FKS2-Sequenz von Nukleotid —706 bis +1 mit dem E. coli lacZ-Gen
(kodiert fiir 3-Galactosidase) (Zhao et al. 1998). Der Reporter wurde in die Stimme nach der
Lithiumacetat-Standardmethode (Ito et al. 1983) transformiert. Fiir ApmrI-Stamme wurde der
Hitzeschock (42°C) zur Transformation auf 5 min reduziert. Die Kulturen wurden in CM-Ura
Selektionsmedium kultiviert und bei den Wachstumsphasen (ODggo = 0,25; 0.5 und 1.0) durch

5 min Zentrifugation bei 3000g geerntet.

Herstellung eines Rohextraktes

Die Zellen wurden gewaschen und in Puffer (100mM (Tris-HCI pH 8,0), 1 mM DTT, 20%
Glycerin) aufgenommen. Die Zellen wurden 1:1 mit Glasperlen versetzt und konnten
eingefroren (-80°C) und bei -24°C gelagert werden. Zum Aufschluss wurden die Zellen auf
Eis aufgetaut, mit 2 ul Phenylmethylsulfonylfluorid (Okorokov et al.) und 1 pl Leupeptin
(Okorokov et al.) versetzt und 5x 1 min durch vortexen aufgeschlossen. Zwischen den
Vortex-Schritten wurden die Proben jeweils 1 min in Eis gekiihlt. Die Glasperlen und
Zellbruchstiicke wurden durch 1x 1 min und 2x 5 min Zentrifugation bei 4°C und 13000g

abgetrennt.
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Der B-Galactosidase-Aktivititstest

10-100 pl des Rohextraktes wurden mit 900ml Z-Puffer (16.1 g Na,HPO47H,0, 5.5 g
NaH,PO4+H,0, 0.75 g KCI, 0.246 g MgS04+7H,0, 2.7 ml B-Mercaptoethanol mit H,O auf
1000 ml auffiillen pH7.0) gemischt und mit Aufschlusspuffer auf ein Volumen von 1 ml
justiert. Die Mischung wurde fiir ca. 5 min im Wasserbad auf 28°C temperiert. Zur Initiation
der Reaktion wurden 0.2 ml ONPG Stock-Losung (4 mg/ml o-nitrophenyl-f3-D-galactoside in
Z-Puffer) bei 28°C zugegeben und die Zeit gemessen bis die Mischung eine gelbe Fiarbung
zeigte. Die Reaktion wurde mit 0.5 ml 1 M Na,COs-Losung gestoppt und die Absorption bei

420 nm gemessen.

Proteinbestimmung durch Bradford

Als Eichkurve wurde eine Verdiinnungsreihe von 0.1-1 mg/ml BSA in Aufschluss-Puffer
verwendet. Zu 10-20 ul Rohextrakt wurde 1 ml Bradford Reagenz (Bio-Rad) gegeben und die
Absorption der blauen Farbe bei 595 nm bestimmt.

Specific activity = ODg4y X 1.7 / 0.0045 x Protein(mg/ml) x Volumen (ml) x Zeit (min)

(mM/min/mg Protein)

Polarisationszustand des Aktinzytoskeletts

Zu asynchron exponentiell wachsenden Hefezellen wurde 10%iges Formaldehyd ins
Wachstumsmedium gegeben (Endkonzentration 4% Formaldehyd) und die Zellen bei den
jeweiligen Temperaturen fiir 10 min fixiert. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 3000 Upm.
abzentrifugiert und in PBS + 4% Formaldehyd fiir 30 min bei entsprechender Temperatur
fixiert. Die fixierten Zellen wurden 2x mit PBS pH 6,5 gewaschen und in PBS aufgenommen.
100 ul Zellsuspension wurde mit 10 ul TRITC-Phalloidin (6,6 uM in Methanol) (Sigma)
versetzt und fiir 1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden 3x mit
PBS gewaschen und unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die Zellen wurden
fotografiert und jeweils 1000 knospende Zellen in polarisiert (mehr als 50% der Aktin-
Flecken und Filamente befinden sich in der Tochterzelle) und depolarisiert (Aktin liegt als

Flecken gleichméaBig verteilt in Mutter- und Tochter-Zelle vor) unterteilt.
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Reifung von Gaslp

Radioaktive Markierung

Von auf exponentiell wachsenden Ubernachtkulturen ODgp0=0,5 wurden Zellen (jeweils 2,5 x
107 Zellen/Zeitpunkt) durch Zentrifugation bei 3000 Upm geerntet. Die Zellen wurden 3x mit
SDYE-Hungermedium (0,2% yeast extract, 0,67% yeast nitrogen base ohne Aminosiuren,
2% Glukose) gewaschen und erneut 50 min bei 30°C inkubiert. Der Zellsuspension wurden
100 pCi TRANS *>S-label/Zeitpunkt (Dupont de Nemours) zugesetzt. Die *°S-Aufnahme
wurde nach 5 min mit 50 pl chase-cocktail (0,3% Methionin, 0,3% Cystein; 0,3 M
(NH4)»S0O4) gestoppt und Proben nach weiteren 0 / 5 / 10 / 15 / 30 min entnommen. Dazu
wurde 1 ml Probe entnommen und in vorgelegte, eisgekiihlte 100 upl einer 1:1-Mischung
NaNj3 (200 mM)/NaF (200 mM) pipettiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert, vom Uberstand

getrennt und eingefroren.

Immunoprézipitation und Detektion

Das Zellpellet wurde in 100 ul TEPI (100 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM EDTA)
aufgenommen, es wurden ca. 100ul Glasperlen zugegeben und 5 pl Proteasen Inhibitor
Cocktail Mix Complete (Boehringer Mannheim) zugesetzt. Die Zellen wurden durch 5x 1-
miniitiges vortexen aufgeschlossen, wobei zwischen den Einzelschritten die Proben jeweils 1
min auf FEis gekiihlt wurden. Nach dem mechanischen Aufschluss wurden in die
Suspensionen 11 ul SDS (10%) gegeben und die Proben 10 min bei 95°C im Heizblock
inkubiert. Den Suspensionen wurden erneut 40 pl Proteasen Inhibitor Cocktail Mix Complete
und 900 pl TNET-Puffer (100 mM Tris-HCI, pH8, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton
X-100) zugesetzt und anschlieBend wurde 15 min mit 3000 Upm abzentrifugiert. 1 ml des
Uberstandes wurde in ein frisches Probenrohrchen iiberfiihrt, mit 3,5 ul Antikorper versetzt
und 1,5h iiber Kopf geschiittelt. Danach wurden der Losung 50 ul Sepharose A-Suspension
(5% in TNET-Puffer) zugesetzt und erneut 2 h iiber Kopf geschiittelt. Die Sepharose wurde
durch Zentrifugation abgetrennt, 4x mit TNET-Puffer gewaschen und in 50 pl 2x Limmli-
Puffer (4% SDS, 20% Glycerin, 125 mM Tris-HCI, pH 6,8, Bromphenolblau, 1,5% DTT
frisch zugesetzt) aufgenommen und 10 min auf 95°C erhitzt. Nach erneutem Abzentrifugieren
wurde mit dem Uberstand eine SDS-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Das Gel wurde auf dem

Geltrockner getrocknet und autoradiographisch sichtbar gemacht. Zur Quantifizierung wurde
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ein Phosphoimager (Molecular Probes) verwendet und das Verhéltnis der Signalintensitéiten

zwischen gereifter (125 kDa) und ungereifter Gas1p-Form (105 kDA) ermittelt.

Uberlebensrate

Zur Bestimmung der Uberlebensrate wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten die
Zellzahlen ermittelt, um die Volumina zu ermitteln, in denen je 500 Zellen vorlagen. Es
wurden 3 Platten mit je 500 Zellen ausplattiert und nach einer Inkubationszeit von 2-3 Tagen
bei 30°C die gewachsenen Kolonien gezédhlt. Bei ts-Mutanten wurden die
Uberlebensplattierungen bei 23°C inkubiert.

Zur Bestimmung der Zellzahlen/ml wurden die entnommenen Proben zunichst 1:1000
verdiinnt. Davon wurden 100 pl Verdiinnung in 10 ml Casytonlosung pipettiert und gut
vermischt. Die Messung der Zellzahl erfolgte am Casy cell counter®. Dieser ermittelte aus 2

Messungen die Partikelanzahl in einem definierten Grofenbereich.

Nachweis von ROS-Produktion

Dihydrorhodamin 123-Féarbung

ROS oxidieren das farblose, zelldurchgingige Dihydrorhodamin 123 zu Rhodamin 123, dem
Fluoreszenzfarbstoff, der im Fluoreszenzmikroskop durch Rotfdrbung detektierbar ist (Possel
et al. 1997). Fiir die Farbung wurden 1 ml Probe mit 2 ul DHR 123-Losung (aus 2,5 mg/ml-
Stocklosung wurde kurz vor der Farbung eine 5 ug/ml Ethanol-Losung hergestellt) versetzt.
Der Ansatz wurde 2 h auf einem Schiittler bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden
anschliefend abzentrifugiert, 2x mit 500 ul PBS (53 mM Na,HPO,, 13 mMNaH,PO4:H,0, 75
mM NaCl) gewaschen und in 1 ml PBS aufgenommen. Unter einem Fluoreszenzmikroskop
im Rhodamin-Kanal konnte eine qualitative Bestimmung der roten Fluoreszenz

(Fluoreszenzmaxima bei 535 nm) erfolgen.

Nachweis von Caspase-Aktivitit

Wihrend des apoptotischen Prozesses findet durch proteolytische Spaltung die Aktivierung
von Caspasen statt. Caspasen gehoren zu einer Familie von Cystein-Aspartyl Proteasen. In
ihren aktiven Zentren benutzen sie Cystein als nukleophile-Gruppen zur Substratspaltung. An
diese Gruppen kann ein Farbstoff spezifisch gebunden werden. Der CaspACE™ FIFC-VAD-

FMK in situ Marker fiir Apoptose (Promega) ist ein Fluoroisocyanat-Konjugat des zell-
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permeablen, irreversiblen Caspasen-Inhibitors Z-VAD-FMK (,, Carbobenzoyl-Yalyl-Alalyl-
Aspartyl-Fluoromethylketon“) (Grabarek and Darzynkiewicz 2002). Durch Fluoreszenz-
Detektion kann der gebundene Marker lokalisiert werden.

Von der zu testenden Kultur wurden 5 x 10° Zellen geerntet und in 1 ml PBS gewaschen.
Nach Abzentrifugation wurden sie in 200 pl verdiinnter FITC-VAD-FMK-Losung (5 mM
FITC-VAD-FMK in DMSO 1:1000 in PBS verdiinnt) resuspendiert und fiir 20 min bei 30°C
inkubiert. Nach der Inkubation wurde mit 1 ml PBS gewaschen und die Zellen wurden in 200
ul PBS resuspendiert. Die durchflusszytometrische Analyse wurde unter Verwendung eines

FACS in der Arbeitsgruppe von F. Madeo durchgefiihrt.

DAPI-Kernfirbung

DNA kann mit verschiedenen Farbstoffen angefidrbt und unter UV-Licht sichtbar gemacht
werden. 1 ml Hefekultur wurde 2 min bei 3000 Upm zentrifugiert, mit 1 ml HEPES-Puffer
(10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl, pH 7,4) gewaschen und in 1 ml Puffer
resuspendiert. Nach der Zugabe von 1 pl 33342-Trihydrochlorid-Trihydrat (10 mg/ml H,O)
(Hoechst) wurde 10 min bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Anschlieend
wurden die Zellen 2-3 mal mit 1 ml HEPES-Puffer gewaschen, in 1 ml Puffer aufgenommen
und 30 min im Kiihlschrank bei 4°C gelagert. Die Zellen wurden darauthin unter dem

Mikroskop bei UV-Licht analysiert.

Detektion der Cytochrom C-Freisetzung aus den Mitochondrien ins Zytosol iiber die
Isolation der Mitochondrien

Zur Isolation der Hefe-Mitochondrien wurden 200 ml einer in YPD gewachsenen Kultur mit
ODgoo = 2.0 geerntet. Die Kulturen wurden fiir 5 min bei 3000 Upm zentrifugiert, 2x mit H,O
gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Nassgewicht der
Zellen bestimmt. Die Zellen wurden in 3 ml Tris-Puffer/Zellen (g) aufgenommen,
resuspendiert und erneut abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 4 ml Sorbitol-
Puffer aufgenommen, erneut resuspendiert und wiederum durch 5 min Zentrifugation bei
3000 Upm vom Uberstand getrennt. Das Zellpellet wurde in 4 ml Sorbitol-Puffer
aufgenommen und 1 ml Zymolyase-Losung (1,5 mg /Zellen (g) in 1 ml Sorbitol-Puffer)
wurden zu den resuspendierten Zellen gegeben. Die Sphiroplastierung wurde durch 45 min
sanftes Schiitteln im 30°C-Wasserbad erreicht. Zur Kontrolle wurden 100 pl Zellen

entnommen und mit 400 ul H,O verdiinnt. Bei kompletter Sphéroplastierung klarte sich die
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Losung auf. Die Sphéroplasten wurden unter Vermeidung von Stofen und Schiitteln bei 1200
Upm und Raumtemperatur 5 min abzentrifugiert. Die Sphéroplasten wurden in 4 ml eiskaltem
Sorbitol-Puffer aufgenommen. Dabei wurde die Sorbitol-Losung langsam entlang dem
GefidBrand in die Sphiroplasten-Suspension einpipettiert und durch sehr langsames von-
Hand-schiitteln resuspendiert. Mit einer Sminiitigen Zentrifugation wurden die Sphiroplasten
bei 2°C und 1200 Upm gereinigt. Diese Reinigung wurde wiederholt. Die Aufnahme der
Sphéroplasten erfolgte in 3 ml einer 1:1-Mischung von 2x BB-Puffer mit 1 mM PMSF ( 1.2
M Sorbitol, 40 mM HEPES, pH 7.4, 1 mM PMSF) und H,O mit 1 mM PMSF.

Die Sphiroplasten wurden in einem in Eis gekiihlten Glas-Glas-Homogenisierer mit 15
langsamen Hiiben aufgeschlossen (keine Luft in die Suspension eintragen). Zum Entfernen
der Zellbruchstiicke wurde der Aufschluss bei 2°C und 3000 Upm fiir 5 min zentrifugiert. Der
triibe Uberstand wurde in eisgekiihlte Cortex-Rohrchen iiberfiihrt und 10 min bei 4°C und
10000 Upm zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde als zytosolische Fraktion von dem Pellet
getrennt. Das Pellet wurde anschlieBend in 1 ml 1x BB-Puffer resuspendiert, mit einem
weiteren ml 1x BB-Puffer verdiinnt und bei 4000 Upm und 4°C fiir 5 min von den
Zellbruchstiicken getrennt. Der Uberstand dieser Zentrifugation wurde in ein frisches Cortex-
Rohrchen gefiillt und die Mitochondrien wurden durch erneute 10 min Zentrifugation bei
10000 Upm 4°C abgetrennt. Das Pellet wurde in 200 pl 1x BB-Puffer aufgenommen und als
mitochondriale Fraktion verwendet. Von der mitochondrialen und zytosolischen Fraktion
wurde mit Bradford-Reagenz die isolierte Protein-Menge bestimmt. Zur Trennung der
mitochondrialen bzw. zytosolischen Proteine wurden 5 bzw. 10 pg Protein in Lammli-Puffer
aufgenommen und mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Proteine
wurden mit Hilfe von Western-Blotting aus den Gelen auf eine Nitrozellulose-Membran

transferiert und Cytochrom C und Porin wurden immunologisch detektiert.

DNA-Fragmentation mit TUNEL-Test

Beschichtung der Objekttriger mit Polylysin

Die Objekttrager wurden zuerst mit tensidhaltigem Wasser und anschlieendem Klarspiilen
mit Wasser gereinigt. Die Fettfreien Objekttriger wurden mit abs. Ethanol sterilisiert und
unter dem Abzug getrocknet. In die einzelnen Fenster der Objekttriger wurde 25 ul
Polylysinlosung pipettiert und 30 min angetrocknet. Der Uberstand wurde nun abgesaugt und

die Polylysin-benetzten Fenster unter dem Abzug getrocknet. Nach Trocknung wurden die

82



beschichteten Fenster 3x mit H,O mit jeweils frischem H,O gewaschen, getrocknet und bei

4°C 1in einer staubfreien Box gelagert.

TUNEL-Fixierung

Aus den Hefekulturen wurde ein salzkorngroBes Pellet (ca. 500 ul bei ODgyo = 0.5) mittels
Zentrifugation geerntet. Das Pellet wurde in 500 pl B-Puffer (350 mM Kaliumphosphat, 5
mM MgCl,) gewaschen und in 1 ml B-Puffer resuspendiert. In die Suspension wurden 120 ul
37%ige Formaldehydlosung gegeben. Dann wurde kurz vorgetext und unter dem Abzug 1 h
inkubiert. Die fixierten Zellen wurden 3x mit 500 pl B-Puffer + 1,2 M Sorbitol gewaschen
und in 330 ul B-Puffer + 1.2 M Sorbitol resuspendiert. Zur Entfernung der Zellwand wurden
die fixierten Zellen mit 20 ul B-Glucuronidase/Arylsulfatase und 5 ul Lyticase (1000 U/ml)
2h bei 30°C inkubiert. Die Sphiroplasten wurden kurz (5 s) in der Tischzentrifuge
abzentrifugiert, vorsichtig mit 300 ul B-Puffer + 1,2 M Sorbitol gewaschen und nach
erneutem kurzem Abzentrifugieren in 30 ul B-Puffer + 1.2 M Sorbitol aufgenommen. 25 pl
der Suspension wurden auf ein Fenster des polylysinbeschichteten Objekttriger aufpipettiert,
die Zellen wurden 20 min sedimentiert und angetrocknet. Der Uberstand wurde erneut

abgesaugt und die Zellen konnten antrocknen. Die Proben konnten bei 4°C gelagert werden.

TUNEL-Férbung

Die Zellen in den Objekttragerfenstern wurden 2x mit PBS pH 7,0 gewaschen und erneut
getrocknet. Die Objekttriger wurden schridg gestellt und eine 0,3%ige H,O,-Losung in
Methanol wurde iiber den Objekttriger laufen gelassen. Der Vorgang wurde so oft wiederholt,
dass der Objekttrager 30 min lang nicht austrocknen konnte. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde die restliche Losung vorsichtig abgesaugt und der Objekttriger getrocknet. Der
Objekttriger wurde auf Eis gestellt und jedes Fenster genau 2 min mit Permeabilisierungs-
Losung (0.1% Triton X-100, 0,1% (w/v) NaAc) inkubiert. Die iiberstehende Losung wurde
abgesaugt, die Fenster 2x mit PBS gewaschen und die Objekttriger erneut getrocknet. Auf die
permeabilisierten Zellen wurden 10 pl TUNEL-Reaktionsmix (1:10 frisch mit Puffer
angesetzt) (In Situ Cell Death Detection Kit (Roche)) pro Fenster gegeben und in einer
Feuchtkammer 1 h bei 37°C inkubiert. Der Uberstand wurde erneut abgesaugt, die Fenster
wurden 3x mit PBS gewaschen und mit 10 ul Converter-POD (Roche) wiederum 30 min in
einer auf 37°C temperierten Feuchtkammer inkubiert. AnschlieBend wurde 3x mit PBS
gewaschen und mit 30 ul DAB-Substrat (1:10 DAB-Substratlosung in Peroxidpuffer) 10 min

bei Raumtemperatur behandelt, 3 x mit PBS gewaschen und getrocknet. Die Fenster wurden
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mit geschmolzener Kaisers-Gelatine blasenfrei verschlossen und unter dem Lichtmikroskop

ausgewertet.

Phosphatidylexternalisierung mit Annexin V

Die Hefezellen wurden in Sorbitol-Puffer (1,2 M Sorbitol, 0,5 mM MgCl,, 35 mM
Kaliumphosphat pH 6,8) gewaschen und die Zellwinde mit 5,5% Glusulase (Boehringer
Mannheim) und 15 U/ml Lyticase (Sigma) in Sorbitol-Puffer {iber 2 h bei 30°C verdaut. Die
Sphéroplasten wurden vorsichtig in Binde-Puffer (10 mM HEPES/NaOH, pH 7,4, 140 mM
NaCl, 2,5 mMCaCl,) + 1,2 M Sorbitol gewaschen und aufgenommen. Zu 40 pl
Zellsuspension wurden 2 pl Annexin-FITC (CLONTECH) und 2 pl Propidiumiodid (500
pg/ml) gegeben, vorsichtig vermischt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Sphéroplasten wurden mit Binde-Puffer + Sorbitol gewaschen, aufgenommen und unter dem

Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

Benennung der Gene

Die Nomenklatur der Gene der Hefe Saccharomyces cerevisiae erfolgte nach Demerc et al.
1996. Jedes Gen wurde durch drei kursive Buchstaben beschrieben, Dominante Allele wurden
durch GroBbuchstaben symbolisiert. Eine nachgestellte Zahl kennzeichnet ein spezifisches
Allel oder Mutation. Das Symbol A steht fiir eine partielle oder vollstindige Deletion eines
Gens. Eine Insertion wurde mit dem Symbol :: gekennzeichnet. Proteine wurden durch den
Gennamen mit grofl geschriebenem ersten Buchstaben und mit einem nachgestellten p

beschrieben.
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