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Zusammenfassung

1. ZUSAMMENFASSUNG

Autophagie ermdglicht eukaryotischen Zellen ein Uberleben bei Nahrstoffmangel. Im
Verlauf der Makroautophagie entstehen doppelmembranlagige Autophagosomen, die
Teile des Cytosols oder auch Organellen enthalten. Sie fusionieren mit der Vakuole
bzw. dem Lysosom und entlassen die inneren, autophagischen Vesikel in deren
Lumen. Dort werden die Vesikel und ihr Inhalt schlie3lich abgebaut. Wahrend der
Mikroautophagie stlpt sich die Vakuolenmembran direkt nach innen ein und schntirt
Vesikel in das Lumen ab.

Der Abbau von Teilen des Zellkerns und der Kernmembran (ER) durch PMN
(piecemeal microautophagy of the nucleus) ist ein mikroautophagischer Prozess.
Ausgehend von Kontaktstellen zwischen der Vakuolenmembran und dem
endoplasmatischen Retikulum um den Zellkern kommt es bei PMN zur Invagination
der Vakuolenmembran, welche die sich bildenden ER-Vesikel einhtillt. Anschlie3end
erfolgt die Lyse der gebildeten Vesikel, bestehend aus der vakuolaren Membran und
Teilen der ER-Membran, im Innern der Vakuole. PMN wurde durch die Arbeitsgruppe
von D.S. Goldfarb bisher als ein von den Autophagie (ATG)-Genen unabhangiger
Prozess beschrieben. Diese Arbeit zeigt anhand von Untersuchungen mit dem an
den Kontaktstellen angereicherten Markerprotein GFP-Oshlp, dass es sich bei PMN
um eine spezielle Form der Mikroautophagie handelt und anders als seither
angenommen nahezu alle der zum jetzigen Zeitpunkt bekannten Autophagie-
Proteine an PMN beteiligt sind. Dabei spielen vor allem die fur die Autophagosomen-
Bildung notwendigen Proteine eine zentrale Rolle fur PMN. Die meisten dieser
Proteine kbnnen zumindest voribergehend an der prdautophagosomalen Struktur
(PAS), dem Ort der Autophagosomen-Biogenese, lokalisiert werden. Der Cvt-Weg
(cytoplasm to vacuole targeting) ist ein konstitutiver Transportweg fur die vakuolaren
Proteine Proaminopeptidase | und o-Mannosidase. Die dabei entstehenden
doppelmembranlagigen Vesikel sind kleiner als die Autophagosomen. Der Cvt-Weg
nutzt viele der Komponenten, die auch fur hungerinduzierte Autophagie notwendig
sind. Es gibt jedoch einige fur den Cvt-Weg spezifische Gene. In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass auch einzelne der speziell fir den Cvt-Weg notwendigen Proteine fur
den spezifischen Abbau von Teilen des Zellkerns durch PMN essentiell sind. Atgl1p,
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das spezifisch fur die Bildung von Cvt-Vesikeln ist, wird fur PMN bendtigt. Der
Rezeptor der Proaminopeptidase |, Atg19p, ist hingegen nicht an PMN beteiligt. Da
sehr viele der Komponenten des selektiven Cvt-Weges gebraucht werden, ist PMN
also kein typischer makroautophagischer Prozess. Um wahrend PMN Vesikel in das
Lumen der Vakuole entlassen zu kénnen, mussen zwei Arten von Membranfusionen
erfolgen. Zum einen fusionieren die beiden ER-Membranen. An ihrer Fusion ist
typischerweise Cdc48p beteiligt. An PMN sind Cdc48p und sein Interaktionspartner
Shplp beteiligt. Zum anderen ist eine Fusion der Vakuolenmembran notwendig. Es
konnte nachgewiesen werden, dass PMN das flr eine homotypische Vakuolenfusion
notwendige NSF Sec18p und das a-SNAP Secl7p, die charakteristischen SNARE-
Proteine sowie den HOPS-Komplex benotigt.

Atgl5p ist an der Lyse von autophagischen Vesikeln im Lumen der Vakuole beteiligt.
Das Protein enthalt das Konsensusmotiv von Serin-Lipasen und wird tber den MVB-
Weg zur Vakuole transportiert. In dieser Arbeit wurden N- sowie C-terminale GFP-
Fusionen von Atgl5p erzeugt. Die Fusionsproteine ermaoglichen eine direkte
Lokalisierung des Atgl5p. Eine Uberexpression von GFP-Atgl5p flhrte zu einer
Proliferation des ER. Die Erzeugung C-terminal verkurzter Versionen von GFP-
Atgl5p ermdglichte Hinweise auf die an der katalytischen Triade beteiligten
Aminosauren. Um zu testen, ob Atgl5p an den MVB-Vesikeln lokalisiert sein muss,
um biologisch aktiv zu sein, wurde eine Chimare erzeugt, die an der vakuolaren
Membran lokalisiert ist (ALP-Atg15p). Die Expression der Chimére beeintrachtigte
das Wachstum der Zellen. Daher wurde auch eine biologisch inaktive Chiméare durch
den Austausch des aktiven Serins im Atgl5p gegen Alanin erzeugt. Das inaktive
Konstrukt zeigt, dass das Serin fur die lytische Aktivitat von Atgl5p essentiell ist.
Proteinase A und B sind ebenfalls notwendig fur die Lyse in der Vakuole. Beide
Proteine kénnten an der Reifung von Atg15p beteiligt sein. Wachstumstests zeigten,
dass die Chiméare ALP-Atgl5p das Zellwachstum auch ohne Proteinase A hemmt.
Der Transport von Atgl5p und dem Protein Sna3p uber den MVB-Weg erfolgt
Ubiquitin-unabhéngig. Sna3p kann jedoch durch die Ubiquitin-Ligase Rsp5p
ubiquitiniert werden, fir die Interaktion ist ein PxY-Motiv notwendig. Diese Ubiquitin-
Konjugation ist zwar nicht fur den Transport von Sna3p zu MVB Vesikeln ndtig,
erhoht aber wohl die Effizienz. Dieses Motiv findet sich auch in Atgl5p. Die hier
durchgefiihrte Mutagenese des Motivs lieferte erste Hinweise auf dessen Funktion
fur die Sortierung von Atg15p.
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SUMMARY

Autophagy is a ubiquitous process, occurring in all eukaryotic cells. It serves as a
response to stress such as nutrient limitation. Macroautophagy involves the formation
of cytosolic double-membrane vesicles, termed autophagosomes that sequester
portions of cytoplasm or organelles. Fusion of the autophagosomes with the
lysosome (vacuole) results in the delivery of a vesicle (autophagic body) into its
lumen. Microautophagy sequesters cytoplasm or organelles by invagination or

septation of the vacuolar membrane.

In Saccharomyces cerevisiae the piecemeal microautophagy of the nucleus (PMN)
degrades nonessential portions of the nucleus. PMN is induced by starvation and
occurs at nucleus-vacuole (NV) junctions. A portion of the nucleus is extruded along
the NV-junctions into an invagination of the vacuolar membrane, forming a tethered
bleb. Scission of the ER and fusion of the vacuolar membran releases a PMN-vesicle
into the vacuole lumen where it is degraded by resident hydrolases. In the group of
D.S. Goldfarb PMN was first described as a bona fide microautophagic process that
occurs independently of ATG gene products.

In this study the essential function of most of the ATG gene products during PMN is
uncovered. | show that PMN is a specific kind of microautophagy and depends on the
participation of the autophagic machinery. Especially the proteins necessary for the
induction and the vesicle nucleation during autophagy are important for PMN. Most of
these proteins form the pre-autophagosomal structure called PAS, the formation site
of the autophagosomes.

The cytoplasm-to-vacuole targeting (Cvt) pathway is a biosynthetic pathway used for
the delivery of the resident vacuolar hydrolase aminopeptidase I. The Cvt pathway
uses most of the components needed for the degradative autophagic pathway.
Furthermore there are some Cvt-specific proteins, which here are shown to be also
needed during PMN.

Scission of the PMN vesicles releases a tri-lamellar PMN-vesicle into the vacuolar
lumen, whose outermost membrane is derived from portions of the vacuolar

membrane and whose double bilayer comes from the ER, which in yeast also forms
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the nuclear envelope. At least two membrane fusions are necessary to form these
PMN-vesicles. Cdc48p is the NSF, which together with its interaction partner Shpl
mediates ER fusions. This study shows that Shplp, which interacts with Cdc48p, is
necessary for PMN. PMN further depends on proteins involved in the homotypic
vacuole fusion: the SNARE proteins, the proteins of the HOPS complex, the NSF
Secl8p as well as the a-SNAP Secl7p.

The integral membrane protein Atg15p is a putative lipase essential for intravacuolar
lysis of autophagic bodies. Atgl5p reaches the vacuole via the MVB pathway. The
protein contains a serine in a consensus lipase active site. The generation of C- or N-
terminally GFP-tagged Atg15p allows a direct localization of the protein in the ER and
the lumen of the vacuole. The overexpression of GFP-Atg15p leads to a significant
ER proliferation. Studies on C-terminally truncated versions of GFP-Atg15p may help
to identify the putative catalytic triad residues.

To test whether the localization of Atgl5p to the MVB-vesicles is necessary for its
activity, a fusionprotein was generated that is localized at the vacuolar membrane
(ALP-Atg15p). The expression of the chimeric protein disturbed the growth of the
cells. Therefore an inactive form of the fusionprotein was generated. The active
serine residue in Atgl5p was changed into an alanine. The resulting fusionprotein
lost its biological activity. Proteinase A and B are also necessary during the lysis of
autophagic vesicles in the vacuole. Both proteins could be involved in the maturation
of Atg15p. The present study shows that the activity of ALP-Atg15p is independent of
Proteinase A.

Different mechanisms for entry of proteins into the MVB pathway are known. Sna3p
and Atgl5p are transported in an ubiquitin-independent manner. Nevertheless the
sorting of Sna3p is controlled by a PxY-motif leading to an interaction with the
ubigiutin ligase Rsp5p. Atg1l5p also contains a PxY-motif. A mutation of the motif has
no effect on the functionality of Atg15p but the protein seems to be mislocated within
the cells.
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2. EINLEITUNG

2.1 Die Hefe Saccharomyces cerevisiae als Modellorganismus

Die einzellige Hefe Saccharomyces cerevisiae gehort zur Familie der Sprosspilze.
Als eukaryotischer Organismus enthdlt sie neben dem Zellkern alle
charakteristischen Kompartimente wie endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat,
Peroxisomen, Mitochondrien und eine zum tierischen Lysosom analoge Vakuole.

Die Zellen sind fur genetische Studien besonders geeignet, da sie eine haploide und
eine diploide Vermehrungsphase durchlaufen. Haben zwei haploide Zellen einen
unterschiedlichen Paarungstyp (o bzw. a), kdnnen sie sich vereinigen und eine
diploide Zelle bilden. Die Zellen kdénnen sich durch Sprossung, also mitotische
Zellteilungen vermehren. Bei N&hrstoffmangel tritt eine meiotische Zellteilung der
diploiden Zellen auf. Dabei bilden sich in einem Ascus eingeschlossen vier haploide
Sporen, die eine Dauerform der Hefe darstellen. Bei einer Verbesserung der
Wachstumsbedingungen vermehren sich die Zellen wieder vegetativ.

Verteilt auf 16 Chromosomen enthalt das haploide Hefegenom etwa 14 Millionen
Basenpaare mit ca. 6000 offenen Leserahmen [2]. Die Hefe ist aufgrund ihres
kleinen haploiden Genoms, der geringen Anzahl an Chromosomen und der kurzen
Verdopplungsrate von etwa 90 Minuten ein idealer Modellorganismus fur
molekulargenetische Untersuchungen. Viele stark konservierte Stoffwechselwege
und zellulare Prozesse lassen sich von S. cerevisiae direkt auf hGhere Eukaryonten

Ubertragen [3].

Abbildung 2.1: Zellzyklus der Hefe
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2.2 Protein-Transportwege zur Vakuole in Saccharomyces

cerevisiae

Eines der wichtigsten Kennzeichen eukaryotischer Zellen ist die Kompartimentierung.
Sie ermoglicht eine Arbeitsteilung innerhalb der Zelle, gegensatzliche Prozesse
konnen gleichzeitig ablaufen. Dabei bieten die Kompartimentsbarrieren gleichzeitig
eine kontrollierte Durchlassigkeit.

Ein fur die Physiologie von S. cerevisiae zentrales Kompartiment ist die Vakuole. Sie
ist unter anderem beteiligt an der pH- und Osmoregulation, an der Speicherung von
z.B. Aminosduren, an der Sporulation und lytischen Abbauprozessen. Fir diese
Aufgaben befinden sich zahlreiche Proteine in der Vakuole, die auf ganz
unterschiedlichen Transportwegen in die Vakuole gelangen. Oft handelt es sich
dabei um den sekretorischen Transportweg. Dabei werden die Proteine
cotranslational an den Ribosomen in das Lumen des rauen endoplasmatischen
Retikulums (ER) synthetisiert. Sie werden in Vesikeln zwischen ER und dem Golgi-
Apparat transportiert, unterliegen dort verschiedenen Modifikationen und erreichen

schliel3lich in Vesikeln ihre Zielmembran [4].

2.2.1 Losliche Proteasen

Einige vakuoladre Hydrolasen werden zunéchst als inaktive Zymogene synthetisiert
und erst in der Vakuole proteolytisch aktiviert. Ein Beispiel dafur ist Proteinase A
(codiert durch das Strukturgen PEP4). Ein N-terminales, hydrophobes Signalpeptid
wird nach der Translokation ins ER abgespalten. Das Protein wird glykosiliert, im
Golgi-Apparat weiter modifiziert und erreicht schlief3lich in der Proform die Vakuole.
Dort wird das Propeptid in einer pH-abhangigen, autokatalytischen Reaktion zur
aktiven Hydrolase gereift [5]. Proteinase A ist unter anderem an der Reifung von
Proteinase B und Carboxypeptidase Y beteiligt [6].
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2.2.2 Membrangebundene Proteine

2221 Transport Uber das spate Endosom

Das spate oder auch multivesikulare Endosom (multivesicular body; MVB) ist
gekennzeichnet durch das Vorhandensein von internen, membranumhullten
Vesikeln. Sie entstehen durch die Invagination der Endosomenmembran und das
Abschniren von Vesikeln in das Lumen [7]. Die Fusion der MVBs mit der
Vakuolenmembran fiihrt zur Freisetzung der luminalen Vesikel in das Innere der
Vakuole. Dort werden die Vesikel und ihr Inhalt abgebaut. Membranproteine werden
in der &uReren Membran des MVB-Vesikels transportiert.

An der Bildung der MVB-Vesikel in Hefe sind die so genannten Klasse E Vps—
Proteine (VPS; vacuolar protein sorting) beteiligt. Sie sind hochkonserviert und bilden
vier cytoplasmatische Proteinkomplexe (ESCRT-Komplexe; endosomal sorting
complex required for transport). Der ESCRT-0 Komplex besteht aus Vps27p und
Hselp. Beide enthalten Motive, die mit Ubiquitin interagieren [8]. Vps27p wird uUber
seine FYVE-Domé&ne zur endosomalen Membran rekrutiert und bindet
Phosphatidylinositol-3-Phosphat (Ptdins(3)P). Dann rekrutiert es den ESCRT-I-
Komplex. Das ubiquitinierte Cargo wird vom ESCRT-I und dem ESCRT-II-Komplex
erkannt. Der ESCRT-IlI-Komplex wird fur die Verpackung des Cargos in die inneren
Vesikel benttigt. Doadp deubiquitiniert zuvor das Cargo. Die AAA-Typ ATPase
(ATPases associated with diverse cellular activities) Vps4p katalysiert die Ablésung
der ESCRT-Komplexe, ehe die MVB-Vesikel abgeschnurt werden [9]. Retroviren wie
z.B. HIV-1 bendtigen die Klasse E Proteine fir das Budding und die Freisetzung der
viralen Partikel [10]. Weiterhin ist beschrieben, dass MVB-Vesikel eine Rolle bei der
Antigenprésentation in der Immunantwort spielen [11].

Zahlreiche Untersuchungen zeigten, dass Monoubiquitinierung als Signal fur die
Sortierung Uber den MVB-Weg dient [12], [13], [14]. Procarboxypeptidase S, codiert
durch CPS1, wird in MVB-Vesikeln in die Vakuole transportiert. Dafur wird das Lysin
8 durch die Protein-Ligase Tullp mit Ubiquitin konjugiert. Mit Bsd2p wird eine
alternative Moglichkeit zur Ubiquitinierung von Cpslp beschrieben [15]. Bsd2p hat
ein PPXY-Motiv, das die HECT-Ubiquitin-Ligase Rsp5p binden kann. Auch fir den
Abbau einiger Plasmamembranproteine spielt der MVB-Weg eine wichtige Rolle. Sie

12



Einleitung

gelangen nach Monoubiquitinierung Uber Endocytose zum spaten Endosom und
somit zum Abbau in die Vakuole. Reggiori und Pelham zeigten zunachst, das im
Falle von des Proteins Sna3p keine Ubiquitinierung fur den Transport im MVB-Weg
notwendig ist [12]. McNatt et al. und Oestreich et al. konnten inzwischen zeigen,
dass eine direkte Ubiquitinierung von Sna3p zwar nicht notwendig ist, den MVB-
Transport aber unterstitzt [16], [17]. Sie identifizierten weitere Sortiersignale fur den
Transport von Sna3p. Dazu gehdren eine Tyrosin-haltige Region und ein PPAY-
Motiv in der cytosolischen carboxyterminalen Domane, welche ebenfalls mit Rsp5p
interagiert.

2222 Transport der Alkalischen Phosphatase

Das integrale Membranprotein Alkalische Phosphatase (ALP, codiert durch PHOB8)
wird unabhangig von den Klasse E Genen VPS27 und VPS4 vorbei am Endosom zur
Vakuole transportiert. Der N-terminale cytosolische Teil der ALP ist notwendig und
ausreichend fur diesen Transport [18] [19]. In der Hefe S. cerevisiae sind drei
heterotetramere Adapterproteinkomplexe (AP) beschrieben [8]. AP-1 und AP-2 sind
an der Bildung Clathrin-bedeckter Vesikel im endosomalen Transport beteiligt [20].
Der AP-3 Komplex ist nicht mit Clathrin assoziiert und ist fur den direkten Transport
der Alkalischen Phosphatase vom Golgi-Apparat zur Vakuole ndétig [21], [22], [23].

2.3 Fusion mit der Vakuolenmembran

Der Transport von Proteinen im sekretorischen Weg erfordert die Bildung von
Vesikeln und ihre spezifische Fusion mit den Zielmembranen. Als eine wichtige
Komponente wurde zunéchst der zur Familie der AAA-Typ ATPasen gehdrende N-
Ethylmaleimid-sensitive Faktor (NSF) charakterisiert [24]. In Hefe handelt es sich
dabei um Secl8p [25]. Clary et al. identifizierten den o-SNAP (soluble NSF
association protein) als Bindungspartner [26]. Das Ortholog in Hefe ist Secl17p [27].
Sollner et al. konnten schliel3lich die membrangebundenen SNAREs (soluble NSF
attachement protein receptor) nachweisen [28]. SNARE-Proteine sind eine Protein-
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Superfamilie, die sich durch ein konserviertes, 60-70 Aminosauren umfassendes
SNARE-Motiv auszeichnen und meist Uber ihren C-Terminus in der Membran
verankert sind [29]. Die SNARE-Hypothese besagt, dass ein Transportvesikel durch
ein Vesikel (v)-SNARE und die Zielmembran durch drei Target (t)-SNAREs
gekennzeichnet ist [30]. Alternativ werden sie, je nach Vorkommen von Arginin oder
Glutamin im SNARE-Motiv, auch als R- und Q-SNAREs bezeichnet [31], [32]. Sie
bilden fur die Membranfusion einen stabilen SNARE-Komplex, bestehend aus einem
Bindel von vier Helices.

Secl/Muncl8 (SM) Proteine sind hydrophile Proteine mit einer Grof3e von 60-70 kDa
und moderater Sequenzhomologie [33], [34]. Sie stabilisieren die SNAREs im Verlauf
der Membranfusion.

Nachfolgend wird am Beispiel der homotypischen Vakuolenfusion der Ablauf der
Membranfusion unter der Beteiligung der SNARES, NSF und a-SNAP erlautert.

23.1 Homotypische Vakuolenfusion

Vakuolen von S. cerevisiae stellen geeignete Modellsysteme dar, um die
Annéherung von Membranen und ihre anschlielende Fusion zu untersuchen. Die
Fusion isolierter Vakuolen lasst sich in vitro messen [35] [36]. Die Vakuolenfusion
gliedert sich in mehrere Abschnitte.

Waéhrend des ATP-abhangigen Primings werden die cis-SNARE-Komplexe durch die
Aktivitat von Secl18p und Secl7p getrennt [37]. Fur die Vakuolenfusion wurden funf
mogliche SNAREs identifiziert: drei Q-SNAREs (Vam3p, Vam7p und Vtilp) und zwei
mogliche R-SNAREs (Ykt6p oder Nyvlp) [38]. Die drei Q-SNAREs bilden dabei
entweder Komplexe mit Ykt6p oder mit Nyv1lp [39], [40]. Es wird angenommen, dass
der Nyvlp-Komplex vor allem fir die Vakuolenfusion benétigt wird. Der Ykt6p-
Komplex hingegen soll in anderen Fusionsprozessen an der Vakuole sowie an
Palmitoylierung von Proteinen beteiligt sein [41], [42].

Vam7p besitzt als SNAP-25 Homolog keine Transmembrandomane und bindet tber
seine N-terminale PX-Domane Uber PtdIns(3)P an die Membran [43] [44]. Vam3p
wird im cis-SNARE-Komplex durch die Secl8p-abhangige Bindung von LMA1l
stabilisiert. LMA1 ist ein Komplex aus dem Proteinase B-Inhibitor Pbi2p und
Thioredoxin [45].
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Im anschlieRenden Tethering nahern sich die zu fusionierenden Membranen an. Die
Annaherung erfordert die Aktivitat einer RabGTPase, im Falle der homotypischen
Vakuolenfusion handelt es sich dabei um Ypt7p. AuRerdem wird die Spezifizierung
der Membranfusion durch Tethering Komplexe gewahrleistet, welche die zu
fusionierenden Membranen verbinden [46]. An der Vakuolenfusion ist der HOPS-
Komplex (homotypic vacuole fusion and protein sorting; Vps Klasse C Proteine)
beteiligt [43]. Dazu gehdren Vpsllp, Vpsl6p, Vpsl8p, Vps33p, Vps39p und Vps4lp.
Vps33p ist Seclp-ahnliches SNARE-bindendes Protein [47]. Vps39p ist der
Guaninnucleotid-Austauschfaktor fur Ypt7p [48]. Der HOPS-Komplex bindet an
Ypt7p und an die SNAREs [47]. Peplowska et al. beschreiben einen endosomalen
Tethering Komplex (CORVET), der ebenfalls Vpsllp, Vpsl6p, Vpsl8p sowie
Vps33p enthalt [49]. Zusatzlich finden sich in diesem Komplex noch Vps8p und
Vps3p. Dieser Komplex interagiert mit dem SNARE-Protein Pepl12p.

Die fur die Fusion benétigten Proteine und Lipide wie PtdIins(4,5)P,, Diacylglycerol
oder Ergosterol [50] [51] finden sich vor allem in einer als Vertex bezeichneten
ringférmigen Mikrodoméne [52] [53]. Die SNAREs aus gegenuberliegenden
Membranen bilden trans-SNARE-Komplexe [54]. Dabei wird LMA1 von Vam3p
freigesetzt. An der Reaktion ist Vtc3p, eine Komponente aus dem VTC-Komplex
(vacuole transporter chaperone) beteiligt [55].

Schliel3lich fusionieren die Membranen entlang des Vertexringes, die entstehende
Membranscheibe wird von der Vakuole internalisiert [56]. Der trans-SNARE-Komplex
wird in der fusionierten Membran wieder zu einem cis-SNARE-Komplex und muss
vor der nachsten Fusion durch die Aktivitat des NSF erneut in eine reaktionsfahige
Konformation tberfuhrt werden.

Einige der an der Vakuolenfusion beteiligten Proteine werden palmitoyliert, darunter
auch Vac8p [57]. Weiterhin sind Calciumionen und Calmodulin fur die
Vakuolenfusion notwendig [58]. Das Aktin-Cytoskelett scheint an der Vakuolenfusion
beteiligt zu sein [59]. Die Beteiligung der V-ATPase an der Vakuolenfusion wird
kontrovers diskutiert. Es wird vorgeschlagen, dass die Vy-Untereinheiten Poren
zwischen den zu fusionierenden Membranen bilden, die Funktion als Protonenpumpe
scheint jedoch nicht notwendig zu sein [60] [61]. Die Bedeutung dieser Hypothese in
Bezug zur anerkannten Rolle der SNAREs ist unklar.
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Tethering Ausbilden der
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Abbildung 2.2: Homotypische Vakuolenfusion. Gezeigt werden die Verteilung der SNARESs in den
verschiedenen Abschnitten des Fusionsprozesses sowie die jeweils beteiligten Proteine. Modifiziert
nach [62] und [63]

2.4 Cvt-Weg und Autophagie

Im Unterschied zu den bisher beschriebenen Transportwegen vakuolarer Proteine
wird die Aminopeptidase | (Apelp, codiert durch APE1l) unabhangig vom
sekretorischen Weg zur Vakuole transportiert. Apelp wird als eine inaktive Proform
(61 kDa) im Cytosol synthetisiert und in der Vakuole PEP4-abhangig gereift (50 kDa)
[64]. Der Transport zur Vakuole wird als Cvt-Weg (cytosol to vacuole targeting)
bezeichnet. Dabei werden im Cytosol proApelp-Monomere zu einem
Homododekamer und schliellich zu einem oligomeren Apelp-Komplex
zusammengelagert [65] [66]. Der Komplex wird in doppelmembranlagige Vesikel
(Durchmesser etwa 150 nm) verpackt, deren &ufRere Membran mit der
Vakuolenmembran fusioniert. Der innere Vesikel wird in der Vakuole lysiert und die
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proApelp proteolytisch gereift [67] [68]. Unter Wachstumsbedingungen wird neben
der proApelp auch o—Mannosidase (Amsl1p) Uber den Cvt-Weg transportiert [69].

Bei Hungerbedingungen erfolgt der Transport der proApelp uber Autophagie. Viele
der am Cvt-Weg beteiligten Gene sind auch fur die Autophagie notwendig [70] [67].
Die an beiden Prozessen beteiligten Gene werden als ATG-Gene bezeichnet [71]. In
Abbildung 2.3 sind der Cvt-Weg und die verschiedenen Formen der Autophagie
dargestellt.

Cvt-Weg

p roﬁ:ue 1—_‘ ﬁD - \
f .'..':_;

Zellkern
> — Y ¥ -

—F T
@ ) @ Mikropexophagie
% —F ; B
% Autophagosom
‘\ II Makropexophagie

N

Chaperon-vermitte Et;\
Autophagie gﬁ) @

PMN

Makroautophagie

Mikroautophagie

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung verschiedener Formen der Autophagie. Gezeigt sind
neben der Chaperon-vermittelten Autophagie die verschiedenen Formen der Makro- und
Mikroautophagie. PMN ist ein mikroautophagischer Prozess, der den selektiven Abbau von
Substraten erlaubt. Ferner ist der Cvt-Weg als spezifische Form der Autophagie gezeigt. Cvt
cytoplasm to vacuole targeting; P Peroxisom; PAS Prdautophagosomale Struktur; Apelp
Aminopeptidase 1; PMN piecemeal microautophagy of the nucleus. Modifiziert nach [72].

Wahrend der Autophagie werden ganz unterschiedliche Substrate wie individuelle
Proteine, Cytoplasma oder auch Organellen zum Abbau in das Lysosom oder die
Vakuole transportiert. So konnen den Zellen wieder Aminosauren oder
Lipidbausteine zur Verfugung gestellt werden [1]. Zahlreiche Arbeiten zeigten, dass
Autophagie den Zellen ein Uberleben bei Nahrstoffmangel ermdglicht. Dartiber
hinaus ist bekannt, das Autophagie an einer Vielzahl zellularer Prozesse beteiligt ist.
Dazu gehort zum Beispiel die Regulation der Anzahl von Organellen in der Zelle [73],
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Regulation des Zelltodes [74], verschiedene Entwicklungsprozesse [75] und die
Lebensdauer von Zellen [76]. Autophagie spielt aul3erdem fiir viele Krankheiten beim
Menschen eine Rolle [77], z.B. bei Krebs [78] [79], Cardiomyopathie [80] und bei
neurodegenerativen Storungen wie Alzheimer, Parkinson oder Huntington [81].
Autophagie ist ein ubiquitarer Prozess, der in allen eukaryotischen Zellen stattfindet
[82] [83]. Man unterscheidet drei Formen der Autophagie: Makroautophagie,
Mikroautophagie und die Chaperon-vermittelte Autophagie. Die Chaperon-vermittelte
Autophagie ist eine sekundéare Antwort auf Nahrstoffmangel und fihrt, im Gegensatz
zu den anderen beiden Prozessen zu einer direkten Translokation der transportierten

Proteine durch die lysosomale Membran mittels eines Proteinkanals [84].

24.1 Makroautophagie

Die durch Nahrstoffmangel induzierte Makroautophagie fuhrt zur cytoplasmatischen
Bildung von 300-900 nm groR3en Vesikeln, die von einer Doppelmembran umgeben
sind (Autophagosomen) und wahrend ihrer Bildung unspezifisch Teile des Cytosols
oder Zellorganellen einhillen. [85]. Sie fusionieren schlie3lich mit der Vakuole und
entlassen ein autophagisches Vesikel in das Lumen. Der Transportweg lasst sich in
verschiedene Abschnitte gliedern.

Die Induktion der Autophagie und des Cvt-Wegs wird in S. cerevisiae im
Wesentlichen Uber den Atglp-Atgl3p-Komplex und die Tor-Kinase (Target of
Rapamycin) reguliert. N&hrstoffmangel fuhrt zur Inhibierung der Tor-Kinase, zur
partiellen Dephosphorylierung von Atg13p und zu einer verstarkten Wechselwirkung
mit Atglp. Die daraus resultierende erhohte Kinaseaktivitat fuhrt zur Induktion der
Autophagie [86] [87]. Atglp interagiert unter anderem auch mit Atgl7p und Atglip.
Atgl7p ist spezifisch fur die Autophagie [88], Atgllp wird nur fur den Cvt-Weg
benotigt [89]. Dies legt die Vermutung nahe, dass der Atglp-Atgl3p-Komplex eine
Art Schalter zwischen der Autophagie und dem Cvt-Weg darstellt.

Die Auswahl des im Autophagosom zu transportierenden Inhalts erfolgt im Falle der
Autophagie weitgehend unspezifisch [85]. Die proApelp wird nach Bindung durch
dem Rezeptor Atg19 selektiv in die Membran verpackt [90].

Die Vesikelbildung erfolgt ausgehend von einem Organisationszentrum, das als
praautophagosomale Struktur [91] bezeichnet wird [85]. Viele an der Autophagie
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beteiligte Proteine kdnnen zumindest voriibergehend an dieser Struktur lokalisiert
werden. Die Entstehung des PAS und der Ursprung der Autophagosomen-Membran
sind trotz zahlreicher Untersuchungen nicht eindeutig geklart [92].

Cvt-Weq Autophagocytose

Mahrstoffmangel

Wa ahm :

Abbildung 2.4: Die Regulation der Induktion. Modifiziert nach [85].

In Hefe gibt es nur eine einzige Phosphatidylinositol 3-Kinase, Vps34p. Sie wirkt in
zweli funktionell unterschiedlichen Komplexen [93].

Phos phatidylinositol 3-Kinase-Komplex

Komplex | Komplex Il

Autophagie CPY-Transport

Abbildung 2.5: Vps34-Komplexe in Hefe
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Der eine Komplex ist fur den Transport der Carboxypeptidase Y (CPY) vom Golgi zur
Vakuole notwendig. Der andere Komplex enthélt spezifisch Atgl4p ist am PAS
lokalisiert und ist wesentlich fur Autophagie und den Cvt-Weg. Einige der an der
Autophagie beteiligten Proteine binden am PAS iber PtdIins(3)P.

An der Vesikelbildung sind ferner zwei Ubiquitin-&hnliche Proteine Atg8p und Atg12p
beteiligt. Der C-terminale Arginin-Rest von Atg8p wird von der Cystein-Protease
Atg4p abgespalten und ein Glycin-Rest wird frei [94]. Atg8p und Atg12p werden von
dem E1-&hnlichen Enzym Atg7p aktiviert und auf die E2-ahnlichen Enzyme Atg3p
bzw. Atg10p Ubertragen [95] [96]. Atg8p wird dann an Phosphatidylethanolamin (PE)
gekoppelt; Agtl2p an Atg5p. Das Atg8-PE wird in der Membran am PAS verankert
und ist an der Bildung der Autophagosomen direkt beteiligt. Atg8p ist das einzige
bekannte hungerinduzierte Atg-Protein [97]. Fehlt Atg8p bei der Vesikelbildung
wahrend der Autophagie, kommt es zur Bildung ungewOhnlich kleiner
Autophagosomen [98]. Atg12p und Atg5p binden nicht-kovalent an Atg16p. Uber
Atgl6p kann ein multimerer Komplex gebildet werden [99], der mdglicherweise als
transiente Hille dient [85]. Eine zweite Spaltung durch Atg4p entfernt Atg8p von der
aulReren Membran des fertigen Vesikels.

(o
l.

Rekrutierung ——»
der Membran

Abbildung 2.6: Zwei Ubiquitin-dhnliche Proteinkonjugationssysteme in der Autophagie.
Modifiziert nach [85]
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Das an die innere Membran des Vesikels gebundene Atg8p gelangt in die Vakuole
und wird dort mit dem Inhalt des Vesikels abgebaut.

Etwa 20 der 30 beschriebenen Atg-Proteine lokalisieren am PAS und finden sich
nicht an den fertigen Vesikeln. Dies gilt auch fir das einzige beschriebene
Transmembranprotein der Autophagie, Atg9p [100] [101]. Es findet also auch ein
Recycling am PAS oder bei der Bildung der Autophagosomen und der Cvt-Vesikel
statt. Fur das Atg9p-Recycling zu einem angeblichen Mitochondrien-Pool werden
Atg18p, Atg2p, Atgl3p und Atglp bendétigt [102].

Fur die Fusion der aul3eren Vesikelmembran mit der Vakuole sind die Proteine der
homotypischen Vakuolenfusion notwendig. Der Abbau des autophagischen Vesikels
und seines Inhalts in der Vakuole ist abhangig vom sauren pH-Wert im Lumen der
Vakuole und von Proteinase A und B [103]. Zwei weitere an der Lyse beteiligte
Proteine sind Atg22p, ein integrales Membranprotein, das als Permease dient und
Atg15p [104, 105], [106] [107].

24.1.2 Die putative Lipase Atgl5p

ATG15 wurde gemeinsam mit anderen Autophagie-relevanten Mutanten nach EMS-
Mutagenese und einem Screen nach Deletionsstammen, die Autophagie-Defekte
aufweisen, identifiziert [108], [70]. Atgl5p ist ein 58 kDa grol3es, integrales
Membranprotein und besteht aus 520 Aminoséuren. Das Protein enthalt drei
Glykosilierungsstellen. Es ist an der Lyse der Autophagosomen in der Vakuole
beteiligt. Eine Deletion von ATG15 fuhrt in der Hefe S. cerevisiae bei
Nahrstoffmangel zu einem Defekt in der Reifung von proApelp und zur Akkumulation
von autophagischen Vesikeln in der Vakuole. Atgl5p enthélt ein Motiv, das in
Esterasen und Lipasen konserviert ist. Das Lipase-Motiv mit einem aktiven Serin in
Position 332 ist notwendig fur die lytische Funktion des Proteins und vermutlich Teil
einer katalytischen Triade. Das Membranprotein besitzt mindestens eine
Transmembrandomane. Darauf folgen weitere hydrophobe Bereiche, die bisher nicht
als eindeutige Transmembranregionen identifiziert werden konnten. Der
Aminoterminus ist im Cytosol lokalisiert und der Carboxyterminus im ER-Lumen.
Atgl5p enthalt drei Glykosilierungsstellen. Das Protein wird im ER synthetisiert, im
Golgi-Apparat modifiziert und erreicht die Vakuole tber einen von der Autophagie
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unabhéngigen Transportweg. Der Transport von Atgl5p ist abhangig von Vps-
Proteinen der Klasse E und erfolgt Uber den MVB-Weg. Mit Immunogold-
Markierungen konnte das Protein am ER und an 50 nm grol3en, intravakuolaren
MVB-Vesikeln gezeigt werden. Der Transport wird wie der von Sna3p als Ubiquitin-
unabhangig beschrieben, eine Deletion von DOA4 oder TUL1 beeinflusst den
Transport nicht [107, 109].

2.4.2 Mikroautophagie

Mikroautophagische Prozesse zeichnen sich durch eine direkte Einstilpung der
Vakuolen- oder Lysosomenmembran aus. Dies fihrt zur Ausbildung von Vesikeln,
die von der Vakuolenmembran umgeben sind [110].

Uber Autophagie konnen ganze Organellen abgebaut werden [111]. So variiert die
Anzahl der Peroxisomen pro Zelle in Abhangigkeit von der Kohlenstoffquelle und
Nahrstoffangebot [112]. Auch fur den autophagischen Abbau von Peroxisomen sind
zwei Arten beschrieben: Makro- und Mikropexophagie [113] [111].

24.2.1 Mikropexophagie

Pexophagie ist vor allem in den methylotrophen Hefen Hansenula polymorpha und
Pichia pastoris ndher untersucht. Viele der in S. cerevisiae bekannten ATG-Gene
sind auch an der Pexophagie beteiligt [114], [1].

Waéhrend der Mikropexophagie kommt es zur Bildung von Einstulpungen der
Vakuolenmembran und zur Abschniirung von Vesikeln, die einen Zusammenschluss
von mehreren Peroxisomen einhdllen. Im weiteren Verlauf bildet sich eine transiente,
doppelmembranlagige Struktur, die als MIPA (micropexophagy-specific membrane
apparatus) bezeichnet wird [115]. Nachdem die Peroxisomen vollstandig von der
Membran eingehdillt sind, gelangen sie in einem Vesikel in die Vakuole und werden

dort abgebaut.
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Abbildung 2.7: Lokalisierung des MIPA wahrend der
Mikropexophagie. Das MIPA befindet sich gegenlber der
Einstllpung der Vakuolenmembran.

Vakuole (V); Peroxisom (P); modifiziert nach [1].

In Tabelle 2.1 sind die an der Pexophagie in P. pastoris beteiligten Gene aufgefihrt.

Tabelle 2.1: An der Pexophagie in P. pastoris beteiligte Gene. Mit einem * markierte Gene sind
ausschlie3lich an der Mikropexophagie beteiligt. Nach [116] und [1].

Pexophagie-Gene

ATG1 ATG26*
ATG2 ATG28
ATG3 GCN1*
ATG4 GCN2*
ATG7 GCN3*
ATGS8 GCN4
ATG9 PEP4
ATG11 PFK1*
ATG16 TRS85
ATG18 VACS8
ATG21 VPS15
ATG24 VPS34
ATG25

In der Hefe S. cerevisiae wird Pexophagie durch Umsetzen der Zellen von einem
Olsaure-haltigen Medium auf ein glukosehaltiges Medium ohne Stickstoffquelle
ausgelost. Es ist unklar ob dabei Makro- oder Mikropexophagie induziert wird. An

beiden Prozessen sind die meisten der ATG-Gene beteiligt [117].
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2.5 Mikroautophagischer Abbau des Zellkerns und von Teilen des

Kern-ER—, piecemeal microautophagy of the nucleus®

Die Kernhtille ist von zwei konzentrischen Membranen umgeben, die Subdoménen
des ER darstellen. Die au3ere Membran bildet ein Kontinuum mit dem rauen ER, die
innere Membran enthélt Bindestellen fir Chromatin. Uber die Kernporen sind innere
und &aulere Membran miteinander verbunden. In der Hefe S. cerevisiae ist die
Kernhtlle Gber Kontaktstellen mit der Vakuolenmembran assoziiert (NV-junction). In
diesem Bereich finden sich keine Kernporen [118], [119]. Die Ausbildung dieser
Kontaktstellen beruht auf der molekularen Interaktion von Nvjlp in der &uf3eren

Kernmembran und Vac8p in der Vakuolenmembran.

Wahrend PMN (piecemeal microautophagy of the nucleus) werden Teile des Kern-
ERs und des Nucleolus zur Vakuole transportiert und abgebaut. PMN beginnt mit der
Ausbildung der Kontaktstellen zwischen Kern-ER und Vakuole. Es kommt zu einer
Invagination der Vakuolenmembran und zum Einhtllen von Vesikeln, die sich am ER
bilden. Die entstehenden dreilagigen Vesikel werden in der Vakuole abgebaut [119].
Abbildung 2.8 zeigt den schematischen Ablauf von PMN.

| 7\ /o>
[ ST BT

Ausbildung der Invagination Ausbildung Abschniiren Degradatation
NV-Junction der Vakuolen- des Vesikels des Vesikels
membran

Abbildung 2.8: Morphologisch unterscheidbare Stufen wahrend PMN in Hefe. Modifiziert nach
[119].

Der Promotor von Nvjlp enth&lt zwei durch Stress induzierbare Elemente [120].
Basierend auf der Sequenzhomologie in der Saccharomyces-Familie kann Nvjlp in
vier Doméanen eingeteilt werden [121]. Nvjlp bildet eine Plattform in der &uf3eren
Kernmembran, tUber die weitere Bindungspartner rekrutiert werden. Die nachfolgende
Abbildung zeigt ein molekulares Modell der Kontaktstelle von Kern-ER und

Vakuolenmembran.
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Der hydrophobe N-Terminus von Nvjlp (I) verbindet die innere und die &uf3ere
Kernmembran entweder durch die direkte Bindung (Abbildung 2.9 B) in der inneren
Membran oder durch die Wechselwirkung mit einem bisher unbekannten Faktor (X)
in der inneren Membran (Abbildung 2.9 A). Diese Verankerung in der Membran
ermoglicht nach Kvam und Goldfarb die Ausbildung eines Vesikels, an dem beide
Kernmembranen beteiligt sind [121]. Tsc13p interagiert mit einer die ER-Membran
durchspannenden Domane [122]. Eine anschlielende cytosolische Region ist mit
Oshlp assoziiert (lll). Der C-Terminus ist im Cytoplasma lokalisiert und bindet Vac8p
[123] in der Vakuolenmembran (1V) [121].

A. Yakuole B. Yakuole

Cytosal Cytosol

ER ER

Zellkern Zellkern

Abbildung 2.9: Modell der Kontaktregion zwischen Kern-ER und Vakuolenmembran.
Erlauterung im Text. Modifiziert nach [121].

Vac8p ist, ahnlich wie 3-Catenin oder Importin-a,, gekennzeichnet durch Armadillo-
Wiederholungen, die eine Basis fur die Bindung von Proteinen in
Multiproteinkomplexen bilden. Das Protein bindet tUber Palmitoylierung und eine
Myristoylgruppe in der Vakuolenmembran [57] [118]. Vac8p ist an verschiedenen
Prozessen an der Vakuolenmembran beteiligt. Es wurde urspriinglich als ein Protein
identifiziert, das fur die Vakuolenvererbung notwendig ist [118]. Zudem bildet es
Cluster an Kontaktstellen zwischen Vakuolen [123]. Wie bereits erwéahnt, ist es an
der Fusion von Vakuolen [124] sowie am Cvt-Weg beteiligt; Makroautophagie ist in
VACS8-defizienten Zellen reduziert [125] [102].

In den Kontaktstellen zwischen ER und Vakuole akkumulieren auch Proteine, die am
Lipidstoffwechsel beteiligt sind. Dazu gehort Tsc13p, eine Enoyl-CoA Reduktase in
der ER-Membran, die an der Synthese von sehr langen Fettsaureketten (VLCFA;
very long chain fatty acids) beteiligt ist. Diese finden sich unter anderem in
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Sphingolipiden [126]. Es wird angenommen, dass diese Fettsduren die Ausbildung
von stark gekrimmten Membranstrukturen &hnlich der Membraninvagination
wahrend PMN unterstitzen [127]. Tsc13p bindet an Nvj1p [128]. Ein weiteres Protein
an den Kontaktstellen ist Osh1p. Es gehort zu einer Proteinfamilie in Hefe (Osh1p-
Osh7p), die homolog zu den Oxysterol-bindenden Proteinen (OSBP) in Saugerzellen
ist. In Hefe sind sie am Lipidtransport und an der Signaltransduktion beteiligt [129].
Die Osh-Proteinfamilie in Hefe ist durch eine konservierte Oxysterol-bindende
Doméne gekennzeichnet. Oshlp besitzt zusatzliche Motive, die eine duale
Lokalisierung des Proteins erméglichen. Die Pleckstrin-Homologie (PH) Doméne
fuhrt zur Lokalisierung am Golgi-Apparat, die Ankyrin-Motive fiihren bei
N&ahrstoffmangel zur Lokalisierung an den Kontaktstellen zwischen Kern-ER und
Vakuole [130].

Sowohl Tscl3p als auch Oshlp werden in der stationaren Wachstumsphase
verstarkt in die Kontaktregion zwischen Kern-ER und Vakuole rekrutiert [126] [130].
Es wird angenommen, dass diese Proteine die Lipidzusammensetzung wahrend
PMN modifizieren [131].

PMN wird wie ein autophagischer Prozess durch Stickstoff- oder Glukosemangel
sowie durch Rapamycin induziert [119]. Ferner wurde die Akkumulation von PMN-
Vesikeln in PEP4-defizienten Stammen beschrieben [119]. PMN wurde bisher nur in
der Arbeitsgruppe von D. S. Goldfarb untersucht. Hier kam man zu dem Schluss,
dass PMN nicht direkt von der Autophagiemaschinerie abhéngig ist. Die Beteiligung
weiterer Atg-Proteine wurde bisher nicht untersucht.

2.6 Zielsetzung der Arbeit

Ein Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, im Modellorganismus S. cerevisiae
Proteine zu identifizieren, die am mikroautophagischen Abbau von Teilen des
Zellkerns und der Kernmembran durch PMN beteiligt sind. Eine Beteiligung der
Genprodukte sollte dabei indirekt Uber den Abbau von GFP-Oshlp in den
entsprechenden Deletionsmutanten untersucht werden. GFP-Oshl wird durch die
Induktion der Autophagie an die Kontaktstellen zwischen Vakuolenmembran und
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Kern-ER rekrutiert und gelangt zusammen mit den gebildeten PMN-Vesikeln in die

Vakuole. Dort wird das Fusionsprotein schlie3lich proteolytisch abgebaut. Das dabei

entstehende freie GFP ist relativ stabil und kann mittels Western Blot detektiert

werden. Kann in einer Deletionsmutante freies GFP nachgewiesen werden, ist das

entsprechende Protein nicht fur PMN notwendig.

Folgende Fragestellungen sollten erarbeitet werden:

Welche der bisher bekannten ATG-Gene sind an PMN beteiligt?

Sind auch Proteine an PMN beteiligt, die fur den Cvt-Weg spezifisch sind?
Werden fir PMN Derivate des Phosphatidylinositols bendtigt?

Spielen die Komponenten der homotypischen Vakuolenfusion eine Rolle
wahrend PMN?

Ist PMN mit der in S. cerevisiae beschriebenen Mikroautophagie und der fur

P. pastoris beschriebenen Mikropexophagie vergleichbar?

Ein weiterer Schwerpunkt in dieser Arbeit sollte auf Untersuchungen zur naheren

Charakterisierung des lytischen Enzyms Atg15p liegen.

Mit Hilfe von N- und C-terminalen GFP-Fusionen sollten fluoreszenzmikros-
kopische Untersuchungen zur Lokalisierung des Atg15p durchgefuhrt werden.
Weiterhin sollten C-terminal trunkierte Versionen von GFP-Atgl5p erzeugt
und ihre Aktivitat untersucht werden.

Es sollte untersucht werden, ob die Aktivitat von Atgl5p vom Transport Uber
die MVB-Vesikel abhéngt. Dazu sollte ein Fusionsprotein aus der
cytosolischen Domane und der Transmembrandoméne der Alkalischen
Phosphatase und Atgl5p ohne Transmembrandoméne in Wachstumstests
untersucht werden (ALP-Atg15p). Ausgehend von dem Fusionsprotein sollte
durch Austausch des Serins im aktiven Zentrum von Atg15p gegen Alanin ein
inaktives Fusionskonstrukt erzeugt werden. Auch dieses biologisch inaktive
Konstrukt sollte in Wachstumstests untersucht werden.

Durch Untersuchungen einer mdglichen Ubiquitinierung von Atgl5p und
Sna3p sollte der Transport beider Proteine im MVB-Weg naher untersucht
werden. Durch Mutagenese eines PxY-Motivs in Atgl5p sollte dessen
mogliche Funktion fur den Transport von Atg15p ermittelt werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Saccharomyces cerevisiae-Stamme

Material und Methoden

Samtliche Hefestamme, die fir diese Arbeit verwendet wurden, sowie daraus

hergestellte neue Stamme, sind in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 3.1: In dieser Arbeit eingesetzte S. cerevisiae-Stamme

Stamm Genotyp Quelle

atg8A WCG4a MATa atg8::KAN AG Thumm

BY 4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Euroscarf

BY4743 MATa/MATa MET15/Amet15 LYS/Alys2 Euroscarf

Aura3/Aura3 Aleu2/Aleu2 his3-1/his3-1

MHY501  MATa ura3-52 leu2-3,112 his3 lys2 trpl GAL Hochstrasser, 1999
[132]

MHY623 MATa doad4A::LEU2 Hochstrasser, 1999
[132]

MHY834  MATa doadA:: LEU2 pep4A::HIS3 Hochstrasser, 1999
[132]

pep4A WCG4a MATa pep4::KAN H. Barth

RSY255 RSY255 MATa C. Kaiser

RSY269 RSY269 MATa secl7-1 C. Kaiser

RSY272 RSY272 MATa sec18-1 C. Kaiser

WCG4a WCG4a MATa his3-11,15 leu2-3,112 ura3 W. Heinemeyer,
Stuttgart

Y00212 BY4741 MATa vtc1A::KAN Euroscarf

Y00249 BY4741 MATa gcn4A::KAN Euroscarf

Y00560 BY4741 MATa ubx2A::KAN Euroscarf

Y00742 BY4741 MATa atg16A::KAN Euroscarf

Y00817 BY4741 MATa vps11A::KAN Euroscarf

Y01375 BY4741 MATa ubx6A::KAN Euroscarf

Y01386 BY4741 MATa atg24A::KAN Euroscarf

Y01530 BY4741 MATa atg10A::KAN Euroscarf

Y01709 BY4741 MATa tlg2A::KAN Euroscarf

Y01970 BY4741 MATa atg2A::KAN Euroscarf

Y01989 BY4741 MATa atg4A::KAN Euroscarf

Y02086 BY4741 MATa atg29A::KAN Euroscarf

Y02103 BY4741 MATa atg5A::KAN Euroscarf
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Y02132
Y02362
Y02704
Y02809
Y03084
Y03214
Y03266
Y03267
Y03357
Y03689
Y03774
Y03788
Y03810
Y03961
Y04004
Y04015
Y04042
Y04138
Y04318
Y04462
Y04547
Y04562
Y04578
Y04793
Y05078
Y05091
Y05097
Y05269
Y05305
Y05343
Y05382
Y05600
Y05721
Y05789
Y05886
Y05893
Y06026
Y06034
Y06188
Y06200
Y06780
Y06797
Y07080
YO07174
Y07328
Y23248
Y24302
Y35789
YCV6

YCV8

YHB1

BY4741 MATa atg6A::KAN
BY4741 MATa vam3A ::KAN
BY4741 MATa nyvlA::KAN
BY4741 MATa vtc3A::KAN
BY4741 MATa shplA::KAN
BY4741 MATa ego3A::KAN
BY4741 MATa vma2A::KAN
BY4741 MATa atgl4A::KAN
BY4741 MATa atg12A::KAN
BY4741 MATa ubx5A::KAN
BY4741 MATa vps39A::KAN
BY4741 MATa ubx3A::KAN
BY4741 MATa atg20A::KAN
BY4741 MATa atg31A::KAN
BY4741 MATa doadA::KAN
BY4741 MATa vps41A::KAN
BY4741 MATa trs85A::KAN
BY4741 MATa ugt51A::KAN
BY4741 MATa vps52A::KAN
BY4741 MATa vps45A::KAN
BY4741 MATa atglA::KAN
BY4741 MATa gcnlA::KAN
BY4741 MATa vam7A::KAN
BY4741 MATa gtr2A::KAN
BY4741 MATa egolA::KAN
BY4741 MATa vps51A::KAN
BY4741 MATa gcn3A::KAN
BY4741 MATa vps38A::KAN
BY4741 MATa vps33A::KAN
BY4741 MATa pbi2A::KAN
BY4741 MATa atg3A::KAN
BY4741 MATa atg13A::KAN
BY4741 MATa ubx7A::KAN
BY4741 MATa atg15A::KAN
BY4741 MATa hsv2A::KAN
BY4741 MATa pfk1A::KAN
BY4741 MATa atgl/A::KAN
BY4741 MATa atg23A::KAN
BY4741 MATa stvlA::KAN
BY4741 MATa ubx4A::KAN
BY4741 MATa vtc4A::KAN
BY4741 MATa vps53A::KAN
BY4741 MATa fab1A::KAN
BY4741 MATa apm3A::KAN
BY4741 MATa vphl1lA::KAN

BY4743 MATa/a cmd1A::KAN

BY4743 MATa/a tiglA::KAN

BY4743 MATa atg15A::KAN/atg15A::KAN

WCG4a MATa gcn4d::KAN
WCG4a MATa gcn2::KAN
WCG4a MATa atg18::KAN

Material und Methoden

Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
C. Voss

C. Voss

H. Barth



YHB4
YHB7
YIS4
Y1S8
YMS30K1
YO2371
YSR2
YUE29
YUE34
YUE40
YUE47
YUES0
YUES9
YYWO7
YYWO08
YYWO09
YYW10

WCG4a MATa atg21::KAN

WCG4a MATa ypt7::KAN

WCG4a MATa atg15::KAN

WCG4a MATa atg15A::KAN pep4A::HIS3
WCG4a MATa atgl::KAN

BY4741 MATa trs33A::KAN

WCG4a MATa atg9::KAN

WCG4a MATa pep4A::KAN autl::ADE2
WCG4a MATa atg3A::ADE2

WCG4a MATa atg1lA::KAN pep4A::HIS3
WCG4a MATa atg19::KAN

WCG4a MATa atg22::KAN

WCG4a MATa prbl::KAN

WCG4a MATa atg7::HIS3

WCG4a MATa nvj1::HIS3

WCG4a MATa vac8::HIS3

WCG4a MATa atg11::HIS3

3.1.2 Escherichia coli-Stamme

Material und Methoden

H. Barth

H. Barth

U. Epple

U. Epple
AG Thumm
Euroscarf
Reiche

. Epple

. Epple

. Epple

. Epple

. Epple

. Epple
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

ccccccw

Fur die Amplifikation von Plasmid-DNA wurde der E. coli-Stamm DH5a verwendet.

Der E. coli-Stamm XL1-Blue wurde fiir die Transformation bei der in vitro-

Mutagenese verwendet.

Tabelle 3.2: In dieser Arbeit eingesetzte E. coli-Stamme

Stamm Genotyp Quelle
DH5a F'/endAl hsdR17 (r.my:) SupE44 thi-1 recAl Hanahan, 1983 [133]
gyrA (Nal) relAl A(lacZYA-argF)uiss
(#80lacZAM15)
XL1-Blue recAl endAl gyrA96thi-1 hsdR17 supE44 relAl Stratagene

lac [F’ proAB laclZAM15 Tn10(Tet")]
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3.1.3 Plasmide

Tabelle 3.3: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Material und Methoden

Plasmid Genotyp Quelle
atg15">**-3xHA CEN6 URA3 pRS316-atgl5""-3xHA  diese Arbeit
2” alp(1-58)-at915ATMD Y38A P GAL1 diese Arbeit

Ip(1-58-atgl
93&(1 s8)-atg15atmp
GFP-ATGS8
pUG6

pRK-NVJ1-GFP
pRS315

pRS315-atg18-
FTTG-HA
pRS315- ATG18-HA

pRS315-atg21-
FTTG-TAP
pRS315-ATG21-
TAP

pRS316

pRS416-GFP-OSH1
pRS416-SNA3-GFP

pRS416-sna3"1?°R-
GFP

PUE13

pUE38

pUE41

pUE45

pUE46
pUES1
pUE7

pUG35
pUG36
pYWO05
pYWO06
pYWO7
pYWO08

pYWO09

CENG6 URA3 GFP-ATGS
loxP-KANR-Kassette

CENG6 LEU2 NVJ1-GFP P CUP1
CENG6 LEUZ2 Kloniervektor

CENG6 LEUZ2 atg18-FTTG-HA
CENG6 LEU2 ATG18-HA

CENG6 LEUZ2 atg21-FTTG-TAP
CENG6 LEU2 ATG21-TAP

CENG6 URAS3 Kloniervektor

CEN6 URA3 GFP-OSH1

CENG6 URA3 SNA3-GFP

CEN6 URA3 Sna3"“'***-GFP

CENG6 URA3 pRS316-ATG15-3xHA

211 URAS atng(de|2.12)-3xHA
CENG6 URA3 HA-ATG15 P GAL1

CENG URA3 atgl5-HA ohne
Glykosilierung

CENG6 URA3 HA-atg15 ohne
Glykosilierung P GAL1

2u alp(1-58)-at915ATMD P GAL1

2u URA3 ATG15-3xHA

CENG URA3 yEGFP3 C-FUS
Kloniervektor

CENG URA3 yEGFP3 N-FUS

Kloniervektor

CENG6 URA3 AtngA4oo.520 P MET25
CEN6 URA3 AtngA44o.520 P MET25
CENG6 URA3 AtngA4go.520 P MET25
CENG URAS
PMET25

pUG36-GFP-ATG15

Suzuki et al.,, 2001
[134]

Guldener et al., 1996
[135]

Pan et al., 2000
Sikorski et al., 1989

[136]
Krick et al., 2006
[137]
Krick et al., 2006
[137]

P. Schiotterhose
P. Schiotterhose

Sikorski et al., 1989
[136]

Loewen et al., 2003
[138]

Reggiori et al. 2001
[12]

diese Arbeit

U. Epple
U. Epple
U. Epple
U. Epple

U. Epple

U. Epple
U. Epple
Hegemann

Hegemann

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

CEN6 URA3 pUG36-GFP-atgl5 Deglyc. diese Arbeit
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P MET25

pYW10 CEN6  URA3  pUG35-ATG15-GFP diese Arbeit
PMET25

pYW11 CEN6 URA3 pUG35-atgl15-GFP Deglyc. diese Arbeit
P MET25

pYW12 2y ALP(1-58)-AUTS5mit S-A Austausch diese Arbeit
ohne TMD P GAL1

ALP(1-58)- 21 URA3 ALP(1-58)-Atg15ATMDY38A P diese Arbeit

Atg15,mvp " GAL1

3.1.4 Oligonucleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonucleotide wurden von der Firma

Operon synthetisiert und sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefuhrt.

Tabelle 3.4: In dieser Arbeit verwendete Oligonucleotide

Bezeichnung Sequenzin 5-3‘-Richtung

VACS::HIS forward CTATAAGGGTGTTCTTTCTTCTGTACTATATATACATTTGCAACTAT
GCGGATCCCCGGGTTAATTAA

VACS::HIS reverse  AAAATTTTGATAAAAATTATAATGCCTAGTCCCGCTTTTGAAGAAAA
TCAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
Deletion von VAC8

ATG11::HIS GAAAGTGGCACCACAATATGTACCAATGCTATTATATGCAAAATAT
reverse TAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
ATG11::HIS TAAAGTTCATTATATTTCAACAAATATAAGATAATCAAGAATAAAAT
forward GCGGATCCCCGGGTTAATTAA

Deletion von ATG11

NVJ1::HIS forward ATAATATCAAAAAAGCTACAAATATAATTGTAAAATATAATAAGCAT
GCGGATCCCCGGGTTAATTAA

NVJ1::HIS reverse CGTTGTAAGTGACGATGATAACCGAGATGACGGAAATATAGTACA
TTAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
Deletion von NVJ1

ATG7::HIS forward CTAAAGTTCATTATATTTCAACAAATATAAGATAATCAAGAATAAAA
TGCGGATCCCCGGGTTAATTAA

ATG7::HIS reverse CGGAAAGTGGCACCACAATATGTACCAATGCTATTATATGCAAAAT
ATTAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
Deletion von ATG7

SNA3mutfor CCTTGATGGACAACAGACAACAGCTCTCTTCCGG
SNA3mutrev CCGGAAGAGAGCTGTTGTCTGTTGTCCATCAAGG
zielgerichtete Mutagenese von Sna3*'*R-GFP
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SNA3Seql
SNA3Seq2
SNA3Seq2
SNA3Seq4
SNA3Seq5

Y-A ALP-Atg15for
Y-A ALP-Atgl5rev

Seql ALP-Atg15
Seq2 ALP-Atg15

Y-A Atg15HAfor
Y-A Atgl15HArev

ATG154400-520
ATG154440-520
ATG154480-520

ATG15TV Rev

Spel-AUTS
AUTS5-Stop-H3
AUT5-H3

Seql
Seq2
Seq3
Seqd
Seq5
Seq6
Seq7
Seq8
Seq9
Seql0
Seqll

Material und Methoden

AATATGGTCTCTGTCCAT
ATGGACAGAGACCATATT
TCTTCCGGCCGTACTTAG
GAATCTCAAGCACAGCCT
TCGTACGATCTTTCACGC
Sequenzierung Sna3"'?*R-GFp

CAAGCAGTTTTGCACCGGATGCTTTATCGGTAGGGAAGAG
CTCTTCCCTACCGATAAAGCATCCGGTGCAAAACTGCTTG
zielgerichtete Mutagenese von ALP-Atg15Y3%*

TCAAAGATAATAGTATCCACTG
CAACATTTTCGGTTTGTATTAC
Sequenzierung ALP-AtngY38A

CTACTTTGCTTTACCGGATGCTTTATCGGTAGGGAAGAGC
GCTCTTCCCTACCGATAAAGCATCCGGTAAAGCAAAGTAG
zielgerichtete Mutagenese von Atg15'%%

AACGCAGACCCAATCTTCATGGGTACATGCAACGGAGCTAGTTCA
AGTTAGGTCGACCTCGAGTCATGTAATTAG
GACAAGGGCTGGAGTGTAAACATGTTCAACCACAGAATCCACAAA
GTCTAGGTCGACCTCGAGTCATGTAATTAG
AACTGGAAGTTTATTCCAAGCAGAGACTGGGAATCCTCATCGAGG
CTCTAGGTCGACCTCGAGTCATGTAATTAG
ATGTGGGGGGAGGGCGTGAATGTAAGCGTGACATAACTAATTACA
TGACTCGAGGTCGAC

Trunkierte Versionen von GFP-ATG15

GCGACTAGTATGTTGCATAAAAGCCCTTCAAG
GCGAAGCTTTTACAACTCGTATTTGGTGCAG
GCGAAGCTTCAACTCGTATTTGGTGCAGAAG
ATG15-GFP und GFP-Atg15

GAGACAACTGGAAACGACAAG
CAACTTGAACTAGCTCCGTTG
CAAAGAAAGTACGCCGCTGC
CTATCTACAGGCATGGCGTC
GACGCCATGCCTGTAGATAG
CCCAATATCACAGATAGAGG
CCTCTATCTGTGATATTGGG
TTTCCAGTTGTCTCATCTTCG
CATGGGTACATGCAACGGAG
AGTGGCCTGTGACCCATATGG
CCATATGGGTCACAGGCCACT
Sequenzierung ATG15-Konstrukte
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3.1.5 Wachstumsmedien

Alle Medien wurden mit zweifach deionisiertem Wasser (ddH,O) angesetzt und bei
121°C fur 20 min autoklaviert. Feste Kulturmedien (Agarplatten) enthielten zusatzlich
2 % Bacto-Agar. Der pH-Wert der Medien wurde mit NaOH oder HCI eingestellt. Alle

Prozentangaben in diesem Abschnitt beziehen sich auf (w/ v).

YPD-Medium, pH 5,5:
YPD ist ein Vollmedium fur Hefe-Kulturen mit den folgenden Komponenten:

1% Bacto® Yeast Extract
2% Bacto® Pepton
2% D-Glukose

CM-Medium, pH 5,6:
Das CM-Medium ist ein synthetisches Selektionsmedium fur Hefe-Kulturen mit

folgenden Komponenten:

0,67 % Yeast Nitrogen Base w/o amino acids
2% D-Glukose (bzw. D-Galaktose)

0,0117 %  L-Alanin

0,0117%  L-Arginin

0,0117%  L-Asparagin

0,0117 %  L-Asparaginsaure

0,0117%  L-Cystein

0,0117 %  L-Glutamin

0,0117%  L-Glutaminsaure

0,0117%  L-Glycin

0,0117 %  L-Isoleucin

0,0117 %  L-Methionin

0,0117%  L-Phenylalanin

0,0117%  L-Prolin

0,0117 %  L-Serin

0,0117 %  L-Threonin

0,0117%  L-Tyrosin

0,0117%  L-Valin
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0,0117%  myo-Inosit

0,00117 % p-Aminobenzoeséaure

Dem CM-Medium wurde je nach benétigten Selektionsbedingungen folgende
Supplemente hinzugefugt:

0,3 mM L-Histidin

1,7 mM L-Leucin

1mM L-Lysin

0,4 mM L-Tryptophan

0,3 mM Adenin

0,2 mM Uracil

SD(-N)-Medium

Als Hungermedium fur Hefe-Kulturen wurde das stickstofffreie SD(-N)-Medium

verwendet.
0,67 % Yeast Nitrogen Base,
ohne Ammoniumsulfat und ohne Aminosauren
2% D-Glukose

LB-Medium, pH 7,5
LB-Medium wurde fur die Kultivierung von Bakterien-Kulturen verwendet.
1% Bacto® Trypton
0,5 % Hefeextrakt
0,5 % Natriumchlorid
Das LBamp-Medium zur Selektion auf Ampicillin-Resistenz enthielt zusatzlich
75 pg / ml Ampicillin

SOC-Medium, pH 7,5
Als Medium fir Bakterien-Kulturen nach erfolgter Elektroporation diente SOC-
Medium mit folgenden Komponenten:

2% Bacto® Trypton

0,5 % Hefeextrakt

0,4 % D-Glukose

10 mM  Natriumchlorid
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10 mM  Magnesiumchlorid
10 MM  Magnesiumsulfat
2,5mM Kaliumchlorid

3.1.6 Antikorper

In Tabelle 4 sind die in der Arbeit verwendeten Antikorper aufgefihrt. Ferner ist die
Verdinnung angegeben, in der die Antikdrper in der Western Blot Analyse eingesetzt

wurden.

Tabelle 3.5: In dieser Arbeit verwendete Antikdrper

Bezeichnung Verdinnung Quelle
anti-Kaninchen-HRPO-Konjugat 1:5000 Medac, Hamburg
anti-Maus-HRPO-Konjugat 1:10000 Dianova, Hamburg
Kaninchen-anti-Atg15 1:5000 AG Thumm
Kaninchen-anti-Apelp 1:5000 Eurogentec, Belgien
Maus-anti-GFP 1:2000 Roche, Mannheim
Maus-anti-HA 1:10000 Santa Cruz, USA
Maus-anti-Pgk 1:10000 Molecular Probes, Leiden, NL
3.1.7 Kits

Tabelle 3.6: In dieser Arbeit verwendete Kits

Bezeichnung Quelle
ECL™ Plus Kit Amersham Biosciences, GB
ECL™ Kit Amersham Biosciences, GB

Gene Images AlkPhos Direct Labelling Amersham Biosciences, GB
and Detection System

QIAEX Il Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
Wizard Plus SV Miniprep Kit Promega
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Stratagene

Kit

36



3.1.8 Chemikalien

Material und Methoden

Tabelle 3.7: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien

Bezeichnung

Quelle

2-Deoxy-D-Glukose
2-Mercaptoethanol (B-ME)
Aceton

Adenin

Agarose NEEO
Ammoniumacetat
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Bacto®- Agar

Bacto®- Peptone

Bacto®- Tryptone
Bacto®-Yeast Extract
Bromphenolblau
Chloroform

Complete™ Protease Inhibitor
Cycloheximid

DAPI
Deoxyadenosin-triphosphat
Deoxycytidin-triphosphat
Deoxyguanosin-triphosphat
Deoxyguanosin-triphosphat
Deoxythymidin-triphosphat
Dextransulfat

D-Galaktose

D-Glukose

Dithiothreit

DMSO
DNA-Langenstandard (1kb DNA-Leiter)
D-Sorbit

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Filterpapier GB 002 und GB 003
FM4-64

Formaldehyd, 37 %
Glasperlen

Glycerin
Hering-Sperma-DNA
Hoechst 33342
Hybond™-P

Hybond™-N *

Isobutanol

Isopropanol

Kaliumacetat

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Boehringer Mannheim, Mannheim
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Riedel-De Haén, Seelze
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Riedel-De Haén, Seelze
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Heinemann, Gottingen
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Schutt, Gottingen

Riedel-De Haén, Seelze
Promega, Madison, USA
Molecular Probes, Freiburg
Amersham Biosciences, GB
Amersham Biosciences, GB
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt



Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumpermanganat
L-Alanin

L-Arginin
L-Asparagin
L-Asparaginsaure
L-Cystein
Lectin-TRITC
L-Glutamin
L-Glutaminséaure
L-Glycin

L-Histidin
Liquidblock
L-Isoleucin
Lithiumacetat
L-Leucin

L-Lysin

L-Methionin
L-Phenylalanin
L-Prolin

L-Serin

L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin

L-Valin
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Methanol
myo-Inositol
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdeoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Nonidet P40

PEG 3350

Phenol, TE-gesattigt (Roti®-Phenol)

PMSF
poly-L-Lysin

Precision Plus Protein All Blue Standards

Protogel 30 %
Rinderserumalbumin
RNAse A

Salzsaure 37 %
SDS

TEMED
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Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

ICN Biomedicals, Aurora, USA

Sigma, Deisenhofen
Amersham Biosciences, GB
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roche, Penzberg
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Biorad, Munchen

Kimberly Research, Atlanta, USA

Sigma, Deisenhofen
Applichem, Darmstadt
Riedel-De Haén, Seelze
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt



Trichloressigsaure (TCA)

Tris

TritonX-100

Tween 20°

Uracil

Uracil

Yeast nitrogen base

Yeast nitrogen base w/o amino acids
Zymolyase T-100

3.1.9 Gerate

Tabelle 3.8: In dieser Arbeit verwendete Geréate

Bezeichnung

Material und Methoden

Roth, Karlsruhe

ICN Biomedicals, Aurora, USA
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Medac, Hamburg

Quelle

Analysenwaage

Axioscope2 Mikroskop
Blockthermostat BT100
Blotting-Apparatur

Brutschranke Inkubator 4200
DNA-Gelelektrophorese-Apparaturen
Elektophoresekammern fir SDS-PAGE
Elektroporator 2510

Aufnahme von Agarose-Gelen
Laborschittler fur Kulturen (diverse Grol3en)
LAS-3000 Intelligent Dark Box
Magnetrihrer MR 3001

Netzgerat-Elektrophoresis Power Supply Consort

E831

PCR Mastercycler gradient
pH-Meter Microprocessor pH Meter 537
Photometer Ultrospec 100pro
Thermomixer comfort
Tischzentrifuge 5804R
Uberkopfschiittler REAX2
Transilluminator Tl 1
Ultrazentrifuge TL-100
Vakuumpumpe

Vortexer Genie2

Wasserbad SWB25
Zentrifuge 5417C

Zentrifuge 5415R
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Sartorius, Géttingen

Zeiss, Gottingen
Kleinfeld-Labortechnik, Gehrden
Ltf-Labortechnik, Wasserburg
Innova, USA

Biorad, Minchen

Biorad, Minchen

Eppendorf, Hamburg
Canon-Kamera

A. Kuhner, Birsfelden, Schweiz
Fuji/ Raytest, Benelux
Heidolph, Kelheim

Topac, USA

Eppendorf, Hamburg

Hotec Technologies, USA
Amersham Biosciences, GB
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Kelheim
Whatman Biometra®, Gottingen
Beckman, USA
Vacuubrand, Wertheim
Scientific Industries, USA
ThermoHaake, USA
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
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3.2 Methoden

3.2.1 Wachstum von Hefezellen

3.2.11 Wachstumsbedingungen fir Hefezellen

Hefe-Fllssigkulturen wurden mit Zellen von einer Agarplatte mittels eines sterilen
Zahnstochers angeimpft bzw. aus einer Vorkultur mit der jeweils angegebenen
Verdinnung umgeimpft. Die Inkubation erfolgte soweit nicht anders angegeben auf
einem mit 220 Upm betriebenen Schuttler bei 30°C. Auf Agarplatten wurden die
Zellen mit einem sterilen Zahnstocher ausgestrichen oder ausgehend von
Zellsuspensionen mit einem Drigalski-Spatel ausplattiert bzw. in Verdiinnungsreihen
aufgetropft.

3.2.1.2 Dauerkulturen von Hefezellen

Fur Dauerkulturen wurde eine Zahnstocherspitze Zellmaterial in 1 ml 15 % (v / v)
Glycerin resuspendiert oder 500 pl einer Flussigkultur mit 500 pl 30 % (v / v) Glycerin
resuspendiert und bei -80°C gelagert.

3.2.1.3 Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte wurde durch Messung der ODegoo in einer Verdinnung von 1:100
ermittelt (Extinktion bei 600 nm gegen das reine Medium als Referenz).
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3.214 Bestimmung der Abbaurate von GFP-Osh1p in Deletionsstammen

Die zu untersuchenden Deletionsstamme wurden mit pRS416-GFP-OSH1
transformiert. Mit den transformierten Zellen wurde eine Vorkultur in
Selektionsmedium angeimpft und tGber Nacht bei 30°C unter Schutteln (220 Upm)
inkubiert. Am nachsten Tag wurde mit der Vorkultur eine Hauptkultur in
Selektionsmedium im Verhaltnis 1:3000 angeimpft und erneut tUber Nacht bei 30°C
unter Schuitteln (220 Upm) inkubiert. Die Zelldichte ODgyp wurde photometrisch
bestimmt. 20 OD Zellen wurden zweimal mit SD(-N) gewaschen, in 2 ml SD(-N)
aufgenommen und bei 30°C unter Schitteln (220 Upm) inkubiert. Zu den
gewulnschten Zeitpunkten wurde je 1 OD Zellen entnommen, mittels alkalischer Lyse
aufgeschlossen (Abschnitt 3.2.5.1) und die Proben fir eine Analyse im Western Blot
(Abschnitt 3.2.5.3) eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit dem ECL™ Plus Kit.

3.2.1.5 Bestimmung des Abbaus von Kupfer-induzierten Markerproteinen

Fiur die Expression der Plasmide Tscl13p-GFP und Nvjlp-GFP unter der Kontrolle
des CUP1-Promotors wurde zunachst Uber Nacht eine Vorkultur in
Selektionsmedium angeimpft. Am né&chsten Tag wurde mit der Vorkultur eine
Hauptkultur in Selektionsmedium im Verhaltnis 1:3000 angeimpft und erneut tber
Nacht bei 30°C unter Schutteln (220 Upm) inkubiert. Die Zelldichte ODgoo wurde
photometrisch bestimmt und 50 OD in ein Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Nach
Zentrifugation (2000 Upm, 5 min, RT) wurde das Sediment in 25 ml
Selektionsmedium resuspendiert und je 5 ml auf Reagenzglaser verteilt, denen
anschlielend die entsprechende Menge Kupfersulfat zugefligt wurde. Die Zellen
wurden dann je nach Versuchsansatz fir eine bzw. zwei Stunden bei 30°C unter
Schutteln (220 Upm) inkubiert. Um den Abbau des Markerproteins bei Hungerung in
SD(-N) zu verfolgen, wurden die Zellen im Anschluss zweimal mit SD(-N)
gewaschen, in 2 ml SD(-N) aufgenommen und bei 30°C unter Schutteln (220 Upm)
inkubiert. Zu den Zeitpunkten wurde je 1 OD Zellen entnommen, mittels alkalischer
Lyse aufgeschlossen (Abschnitt 3.2.5.1) und die Proben fur eine Analyse im Western
Blot (Abschnitt 3.2.5.3) eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit dem ECL™ Plus Kit.
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3.1.2.6 Bestimmung des Abbaus von GFP-Oshlp in temperatursensitiven

Stammen

Um den Abbau von GFP-Oshlp in Abhangigkeit von essentiellen Proteinen
untersuchen zu kénnen, wurden temperatursensitive Stamme der entsprechenden
Gene von S. cerevisiae verwendet. Mit den transformierten Zellen wurden zunachst
Vorkulturen in dem entsprechenden Selektionsmedium angeimpft und fir zwei Tage
bei 23°C unter Schitteln (220 Upm) inkubiert. Ausgehend von dieser Vorkultur
wurden 25 ml Kultur im Verhaltnis 1:3000 Gbergeimpft und erneut fir zwei Tage bei
23°C unter Schitteln (220 Upm) inkubiert. Nach photometrischer Bestimmung der
Zelldichte (ODgoo) wurden 50 OD Zellen entnommen, zweimal mit SD(-N) gewaschen
und anschlieend in 10 ml Selektionsmedium aufgenommen. Der Ansatz wurde auf
zwei 50 ml-Kolben aufgeteilt. Ein Ansatz wurde weiterhin bei 23°C unter Schutteln
inkubiert (220 Upm), der andere Ansatz bei 37°C in einem Schuttelwasserbad. Zu
den gewtnschten Zeiten wurde 1 OD Zellen entnommen, mittels alkalischer Lyse
aufgeschlossen (Abschnitt 3.2.5.1) und die Proben flir eine Analyse im Western Blot
(Abschnitt 3.2.5.3) eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit dem ECL™ Plus Kit.

3.2.2 Transformation von Hefezellen

Eine 50 ml-Hauptkultur in YPD-Medium wurde mit einer Vorkultur in der log-Phase im
Verhaltnis 1:10 angeimpft. Das Wachstum der Zellen erfolgte bis zu einer ODggo VON
0,5 bis 0,8. Die Zellen wurden abzentrifugiert (RT, 2000 Upm, 5 min), zweimal mit je
10 ml ddH20 und einmal mit 2,5 ml LiOAc-Sorbitol-Puffer (10 mM Tris/Acetat pH 8,0;
100 mM Lithiumacetat; 1 mM EDTA; 1 M D-Sorbitol) gewaschen. Anschliel3end
wurden sie in 100 pl LiOAc-Sorbitol-Puffer resuspendiert und 15 min bei 30°C
inkubiert, um kompetente Zellen zu erhalten. Die Zellsuspension wurde in 50 pl-
Aliquots aufgeteilt und mit 300 pyl PEG in Li-TE-Puffer (10 mM Tris/Acetat pH 8,0;
100 mM Lithiumacetat; 1 mM EDTA; 40 % PEG 3350) versetzt. Nach Zugabe von
5 pl Heringssperma-DNA (10 mg / ml) und 1-5 pl der zu transformierenden DNA
wurde 30 min bei 30°C und anschlielend 15 min bei 42°C inkubiert. Die Zellen
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wurden abzentrifugiert (RT, 3000 Upm, 1 min), in 1 ml CM-Selektionsmedium oder in

1 ml ddH,0 aufgenommen und auf CM-Selektionsplatten ausplattiert.

3.2.3 Isolierung von DNA aus Hefezellen

3.231 Isolierung von chromosomaler DNA aus Hefezellen

1,5 ml einer Ubernacht-Kultur in YPD-Medium wurden abzentrifugiert (RT, 13000
Upm, 1min), die Zellen mit 500 pl ddH,O gewaschen und in 200 ul Breaking-Puffer
(10 mM Tris/HCI pH 8,0; 100 mM Natriumchlorid; 1 mM EDTA; 1 % (w / v) SDS; 2 %
(v / v) Triton-X-100) resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Glasperlen (0,4-0,5 mm;
neutralisiert) und 200 pl Phenol/Chloroform-Ldsung (50 % (v / v) Phenol; 50 % (v / v)
Chloroform) wurde 2 min bei 30°C gemischt, dann wurden 200 uyl ddH2O zugegeben
und zentrifugiert (RT, 13000 Upm, 5 min). Aus der oberen Phase wurden 200 pl in
ein frisches Reaktionsgefal? tberfihrt und die DNA mit 1 ml Ethanol (-20°C fur 10
min) gefallt. Nach dem Abzentrifugieren (RT, 13000 Upm, 10 min) wurde der
Uberstand entfernt und das Sediment in 400 pl ddH,O mit 3 yl RNAse A (10 mg / ml;
DNAse-frei durch Erhitzen auf 100°C) resuspendiert. Nach 5 min Inkubation bei 37°C
wurde erneut durch Zugabe von 1 ml 96 %igem Ethanol (-20°C fur 10 min) und 10 pl
5 M Ammoniumacetat gefallt und die DNA abzentrifugiert (RT, 13000 Upm, 10 min).
Der Uberstand wurde quantitativ entfernt, das DNA-Sediment 20 min bei 37°C
getrocknet, in 30 yl ddH,O aufgenommen und bei -20°C gelagert.

3.2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefe (Plasmid Rescue)

Zur lIsolierung wurden 2 ml einer Ubernachtkultur eines Hefetransformanden in
Selektionsmedium geerntet (1 min, 13000 Upm) und in 200 pl Lysepuffer (2 % Triton
X-100, 1 % SDS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris / HCI pH 8,0)
aufgenommen. Dann wurden 200 pl Roti-Phenol® sowie 200 pl Glasperlen
(0,45-0,5 mm, neutralisiert) zugegeben und die Zellen durch kraftiges Mischen (fur
15 min, 4°C) aufgeschlossen. Nach anschlieBender Zentrifugation (10 min,
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13000 Upm, RT) wurden 200 pul des klaren Uberstandes in ein frisches
Reaktionsgefal? Uberfihrt. Durch die Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natrium-
azetatlosung und dem 2,5-fachen Volumen eiskalten Ethanols wurde die DNA gefallt.
Das erhaltene DNA-Sediment wurde mit 70%igen Ethanol gewaschen, getrocknet
und in 30 pl Wasser aufgenommen. Mit dieser Methode wird relativ unreine Gesamt-
DNA erhalten, mit einem niedrigen Gehalt an Plasmid-DNA. Die Plasmid-DNA wurde
zur Amplifikation in den E. coli Stamm DH5o transformiert daraus erneut fur

Folgeexperimente isoliert.

3.2.4 Molekularbiologische Methoden

3.24.1 Wachstum von E. coli-Kulturen

E. coli-Flussigkulturen wurden mit Zellen von einer Agarplatte oder aus einer
Dauerkultur mit einem sterilen Zahnstocher angeimpft. Sie wurden tUber Nacht auf
einem mit 220 Upm betriebenen Schiittler bei 37°C inkubiert, dann wurden die Zellen
geerntet oder laut Vorschrift umgeimpft. Zellsuspensionen wurden mit Hilfe eines

Drigalski-Spatels auf Agarplatten ausplattiert.

3.24.°2 E. coli-Dauerkulturen

Fur Dauerkulturen von E. coli wurden 500 pl Zellsuspension zu 500 pl 60 % (v / v)
Glycerin gegeben und bei -80°C gelagert.

3.24.3 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Kompetente Zellen sind in der Lage, von aul3en zugefiuhrte DNA aufzunehmen. Eine
600 ml Hauptkultur des Stammes DH5a in LB-Medium bei 37°C wurde mit einer
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stationaren Vorkultur 1:100 angeimpft und bis zu einer ODgg von 0,5-0,7 inkubiert.
Die Zellen wurden 10 min auf Eis gekuhlt und anschlieBend abzentrifugiert (4°C,
6500 Upm, 8 min). Dann wurden die Zellen mit zunachst 1 L und danach mit 0,5 L
sterilem eiskaltem ddH,O gewaschen. AnschlieRend wurde noch mit 20 ml kaltem,
sterilen 10 % (v / v) Glycerin gewaschen (4°C, 6500 Upm, 8 min). Die Zellen wurden
dann in 2 ml kaltem, sterilen 10 % Glycerin aufgenommen, in 40 pl Aliquots aufgeteilt
und bei -80°C eingefroren.

3.244 Transformation von E. coli durch Elektroporation

Die Elektroporation ist ein Verfahren, mit dem DNA mittels elektrischer Impulse,
welche die Permeabilitat der Zellmembran vergrof3ern, in Zellen eingeschleust
werden kann. Ein Aliquot kompetenter E. coli-Zellen wurde auf Eis aufgetaut, mit 1-2
Ml der zu transformierenden DNA versetzt und 1 min auf Eis inkubiert. Dann wurde
die Zellsuspension in eine gekuhlte Elektroporationskivette Gberfuhrt und die
Elektroporation bei 2,3k V, 400 Q und 25 yF durchgefuhrt. Die Zellen wurden sofort
in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und 1 h bei 37°C inkubiert. Von dieser
Suspension wurden 100 pl bzw. 500 pl auf LBamp-Platten ausplattiert und tber Nacht
bei 37°C inkubiert.

3.24.5 Plasmid-Isolierung aus E. coli durch alkalische Lyse

1,5 ml einer Ubernacht-Kultur in LBamp-Medium wurden abzentrifugiert (RT, 13000
Upm, 1 min) und die Zellen in 100 pl Losung 1 (25 mM Tris/HCI pH 8,0; 50 mM D-
Glukose; 10 mM EDTA) resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Losung 2 (frisch
angesetzt: 200 mM Natriumhydroxid; 1 % SDS) und mehrmaligem Invertieren des
ReaktionsgefaRes wurden sofort 150 pl Lésung 3 (3 M Kaliumacetat; 2 M
Essigsaure) zugegeben und erneut kraftig gemischt. Nach dem Abzentrifugieren (RT,
13000 Upm, 5 min) wurde der Uberstand in ein frisches ReaktionsgefaR tberfihrt
und die DNA durch Zugabe von 900 pl Ethanol (100 %) gefallt. Nach 2 min wurde
nochmals zentrifugiert (RT, 13000 Upm, 5 min), der Uberstand vollstandig entfernt
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und das Sediment ca. 20 min bei RT getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde in 50 pl
ddH,O aufgenommen und nach Zugabe 0,5 pl RNAse A (10 mg / ml) 30 min bei RT
inkubiert. Danach konnte die DNA bei -20°C gelagert werden.

3.2.4.6 Plasmid-Isolierung aus E. coli mit dem Wizard Plus SV Kit

Zur Isolierung kleiner Mengen Plasmid-DNA wurde das Wizard Plus SV Kit der Firma

Promega nach dem entsprechenden Protokoll verwendet.

3.24.7 Restriktionsverdau von DNA

Zur ldentifizierung und Analyse von DNA-Sequenzen wurde DNA mit
sequenzspezifischen Restriktionsenzymen gespalten. Fir einen 10 pl-Verdau
wurden zwischen 1 und 10 pl DNA-L6sung, 2 bis 10 U/uL und 1 pl des jeweiligen 10-
fachen Inkubationspuffers eingesetzt. Es wurde mit ddH,O auf 10 ul aufgefillt und 1
bis 2 h bei der fur das jeweilige Enzym optimalen Temperatur inkubiert. 2 yl der DNA
wurden abgenommen, 4 yl 10-fach DNA-Probenpuffer (1M Tris/Chlorid pH 8,0; 50 %
(v / v) Glycerin; 0,1 % (w / v) Bromphenolblau) hinzugegeben und mit ddH,O auf
20 pl aufgefullt. Der Verdau wurde durch DNA-Agarose-Gelelektrophorese
untersucht. Fir praparative Verdaue wurde die funffache Menge der

Standardreaktion eingesetzt und bei Bedarf Uber Nacht verdaut.

3.24.8 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente konnen im elektrischen Feld in Agarose-Gelen nach ihrer Grofie

aufgetrennt werden. Je nach erwarteter Grof3e der DNA-Fragmente wurden 0,8-

1,5%ige (w / v) Agarose-Gele mit 1 pug / ml Ethidiumbromid in TAE-Puffer (2 M

Tris/Acetat pH 8,1; 100 mM EDTA, 5,7 % Essigsaure) verwendet und in einer

Flachbett-Elektrophoresekammer in TAE-Puffer aufgetrennt. Die aufzutrennenden
46



Material und Methoden

DNA-Proben wurden mit 10 % 10-fach DNA-Probenpuffer (1 M Tris/Acetat; 50%
Glycerin; 0,1% Bromphenolblau) versetzt und zusammen mit einem L&ngenstandard
aufgetragen. Unter UV-Licht konnten die Banden durch das eingelagerte

Ethidiumbromid optisch ausgewertet werden.

3.2.4.9 Gelextraktion von DNA (Gel Extraction Kit)

Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde das QIAEX Il Gel
Extraction Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben verwendet.

3.2.4.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Pro Ansatz wurden je 0,5 bis 6 yl DNA-L6sung, 0,3 pl T4-DNA-Ligase (5 U/L in
Glycerin) und 1 ul 10-fach Ligationspuffer gemischt, mit ddH,O auf 10 pl aufgefullt
und Uber Nacht bei 16°C inkubiert.

3.24.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode zur Herstellung zahlreicher Kopien
eines DNA-Molekuls durch enzymatische Vervielfaltigung einer ausgewahlten
Sequenz. Pro Ansatz wurden 10 pl zehnfach PCR-Puffer, je 100 pmol
Oligonucleotide, 1 yl Template-DNA, 1 yl dNTP-Mix (je 10 mM), 5 yl DMSO und 1 pl
DNA-Polymerase eingesetzt. Bei Verwendung von Tag-DNA-Polymerase (5 U/pL in
Glycerin) wurden 1 pl Magnesiumchlorid (30 mM), bei Verwendung von Vent-DNA-
Polymerase (2 U/uL in Glycerin) 0,5 yl Magnesiumsulfat (100 mM) zugegeben. Der
Ansatz wurde mit ddH,O auf 100 ul aufgefillt. Die Reaktionszyklen bestehend aus
DNA-Denaturierung, Oligonucleotid-Annealing und Neusynthese wurden in einem
Thermocycler durchgefihrt. Das verwendete Temperaturprogramm wurde jeweils auf
die eingesetzten Oligonucleotide sowie die Produktgrof3e abgestimmt. Nach
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Beendigung des Programms wurde die Produktbildung durch  DNA-

Gelelektrophorese uberpriift.

3.24.12 Reinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit der Firma Qiagen
entsprechend der Herstellerangaben gereinigt.

3.2.4.13 Sequenzierung von DNA

Ein Sequenzieransatz enthielt 1 pl Sequenziermix (enthalt Polymerase,
fluoreszenzmarkierte dNTPs, 30 mM Magnesiumchlorid und Puffersubstanzen), 0,5
Ml Template-DNA, 1 ul Oligonucleotide (1:100 verdinnt), 1,5 yl Sequenzierpuffer und
6 pl ddH20. In der PCR-Maschine wurden 25 Zyklen mit einer Denaturierungsphase
von 10 s, einer Annealing-Phase von 5 s und einer Elongationsphase von 4 min
durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden anschlieRend durch Zugabe von 1 yl 3 M
Natriumacetat (pH 5,2), 1 pl 125 mM EDTA und 50 pyl 95 % Ethanol (RT)
aufgereinigt. Anschliel3end wurde zentrifugiert (RT, 13000 Upm, 10 min) und das
Sediment mit 250 uyl 70 % Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (RT, 13000
Upm, 10 min). Das Sediment wurde bei 37°C kurz getrocknet und in 30 pyl HPLC-
Wasser aufgenommen und zur Analyse in die Abteilung fir Entwicklungsbiologie der
Georg-August-Universitat in Gottingen gegeben.

3.2.4.14 In vitro-Mutagenese mit dem QuikChange® Site-Directed Mutagenesis
Kit

Das QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stragene ist geeignet,

um Punktmutationen zu erzeugen und ermdglicht aul3erdem den Austausch von
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Aminosauren und das Einfligen bzw. Entfernen von Aminosauren. Dabei ermdglicht
das QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit die Verwendung von dsDNA-
Plasmiden. Besonders wichtig ist die Auswahl der benotigten Mutagenese-
Oligonucleotide. Beide Mutagenese-Oligonucleotide missen die gewinschte
Mutation enthalten. Die Oligonucleotide sollten zwischen 25 und 45 Basen lang sein,

die Tr, sollte bei =78°C liegen, bei der Berechnung gilt die folgende Gleichung:
Tm=81,5+0,41( %GC)-675/N- %Fehlpaarung

wobei N die Lange des Oligonucleotides in Basen bedeutet. Die gewlnschte
Mutation sollte in der Mitte der Sequenz liegen. Die Oligonucleotide sollten einen
GC-Gehalt von wenigstens 40 % aufweisen. Die Synthese des Plasmids mit der
gewulnschten Mutation erfolgte mittels PCR unter Verwendung der PfuTurbo DNA
Polymerase nach Herstellerangaben. Diese Polymerase synthetisiert die
gewunschten DNA-Strdnge, wobei die verwendeten Mutagenese-Oligonucleotide
eingebaut werden. AnschlieRend erfolgte ein Dpnl-Verdau zum Entfernen des nicht-
mutagenisierten DNA-Strangs entsprechend des angegebenen Protokolls. Die
Endonuclease Dpnl schneidet spezifisch methylierte sowie hemimethylierte DNA, die
in diesem Fall dem nicht-mutagenisierten Strang entspricht. Anschlie3end wird eine
Transformation des mutagenisierten Plasmids in superkompetente XL1-Blue-Zellen
durchgefiihrt. Abweichend zum Herstellerprotokoll werden die Zellen in 500 ul auf
42°C vorgewarmtes SOC-Medium fur 1 h inkubiert (37°C, 220 Upm). AnschlieRend
werden die Zellen auf LBamp-Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Kolonien werden fur eine Plasmid-Isolierung verwendet (Abschnitt
3.2.4.6) und die erhaltene DNA sequenziert (Abschnitt 3.2.4.12), ehe sie fir
nachfolgende Experimente eingesetzt wird.

3.2.4.15 Southern Blot Analyse

Die Identifizierung chromosomaler DNA-Fragmente mittels Hybridisierung mit
spezifischen DNA-Sonden wurde nach dem Southern Blot Verfahren durchgefuhrt.

Hierbei wurde chromosomale DNA mit Restriktionsendonucleasen verdaut, die DNA-
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Fragmente durch Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und mit
spezifischen Sonden detektiert.

Zunachst wurde die DNA-Sonde mittels des ,Gene Images AlkPhos Direct Labelling
and Detection System“ der Firma Amersham nach dem Protokoll hergestellt.
Anschlie3end wurde ca. 20 yg chromosomale DNA (Abschnitt 3.2.3) mit 10 U einer
Restriktionsendonuclease in einem Gesamtvolumen von 50 ul Gber Nacht verdaut
(Abschnitt 3.2.4.7) und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt (Abschnitt 3.2.4.8).
Nach der Elektrophorese wurde das Agarose-Gel zweimal fiir 8 min mit Acid-Nicking-
Puffer (250 mM Salzsaure), einmal fur 15 min mit Denaturierungspuffer (1,5 M
Natriumchlorid; 500 mM Natriumhydroxid) und schlie@lich fur 1 h mit
Neutralisierungspuffer (500 mM Tris/HCI pH 7,0; 3 M Natriumchlorid) gewaschen.
Danach wurde die DNA vom Agarose-Gel auf eine Hybond N*-Nylonmembran mittels
eines Diffusionsblotts transferiert. Der Transfer erfolgte Uber Nacht mit sechsfach
SSC-Puffer (90 mM Natriumcitrat; 900 mM Natriumchlorid pH 7,0). Nach dem
Transfer wurde die Membran fur 5 min mit UV-Licht bestrahlt, um die DNA an die
Membran zu binden. Danach kann die Membran bei 4°C gelagert oder sofort zur
Hybridisierung eingesetzt werden.

1 kg Gewicht
w3 em Zellstoff
-3 cm trockenes Filterpapier GB 003
Hybond™-N Membran ... - | cm getranktes Filterpapier GB 003
feuchtes | S |

Filterpapier GB 003 -

als Pufferbriicke - B-fach S5C

Abbildung 3.1: Aufbau des Diffusionsblots zur Southern Blot-Analyse

Der Hybridisierungspuffer (0,75 M Natriumchlorid, 75 mM Natriumcitrat, 0,1 %(w / v)
SDS, 5 % (w / v) Dextransulfat, 5 % Liquid Block) wurde auf 60°C vorgewarmt und
die fixierte Membran in den vorgewarmten Hybridisierungspuffer fir 3-5 h im
Drehofen prahybridisiert. Die Sonde wurde vor der Verwendung 5 min aufgekocht,
kurz auf Eis abgekthlt und die Membran damit tber Nacht hybridisiert. Die Sonde
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kann mehrfach verwendet werden. Nach der Hybridisierung wurde die Membran fir
15 min mit primarem Waschpuffer (150 mM Natriumchlorid, 15 mM Natriumcitrat, 0,1
% (w / v) SDS) bei 60°C und fur weitere 15 min mit sekundarem Waschpuffer (75
mM Natriumchlorid, 7,5 mM Natriumcitrat, 0,1 % (w / v) SDS) bei 60°C gewaschen.
Die nachfolgenden Waschschritte mit Diluentpuffer (300 mM Natriumchlorid, 100 mM
Tris/HCI, pH 9,5) fur 5 min, mit 10 % Liquid Block fur 60 min und weiteren 5 min mit
Diluentpuffer erfolgten bei Raumtemperatur. Nach dem Waschen wird das Substrat
(AP-Konjugat 1:5000 verdunnt) in Diluentpuffer mit 0,5 % BSA zugegeben und fir 1h
bei Raumtemperatur unter vorsichtigem Schwenken inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit Diluentpuffer fiir jeweils 15 min wurde die DNA schlief3lich mittels des
Gene Images CDP-Star Detection Reagent der Firma Amersham detektiert.

3.2.5 Proteinchemische Methoden

3.25.1 Alkalische Lyse von Hefezellen

Fur den Zellaufschluss durch alkalische Lyse wurden jeweils 1 ODggo logarithmisch
bzw. stationdr gewachsene bzw. gehungerte Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden in
ein Reaktionsgefald tberfuhrt und abzentrifugiert (3000 Upm, 5 min), das Sediment in
1 ml gekihltem ddH,O aufgenommen, gemischt und 150 ul gekihlte Lyse-Losung
(frisch ansetzen: 1,85 M Natriumhydroxid; 7,5 % (v / v) [-Mercaptoethanol)
hinzugegeben. Die Reaktionsgefalle wurden gemischt und 10 min auf Eis inkubiert.
Nach Zugabe von 150 pl 50 % Trichloressigsaure (w / v) wurden die Proben
gemischt und 10 min auf Eis belassen. Die prazipitierten Proteine wurden
abzentrifugiert (RT, 13000 Upm, 10 min), das Sediment zweimal mit 100 pl eiskaltem
Aceton gewaschen, erneut abzentrifugiert (RT, 13000 Upm, 4 min) und bei 37°C fur
10 min getrocknet. Danach wurde das Sediment mit 50 pl 1x Lammli-Puffer (0,5 M
Tris pH 6,8; 0,8 ml Glycerin; 1,6 ml 10 % SDS; Bromphenolblau bis es dunkelblau
wird; 1 % p-Mercaptoethanol, wird frisch dazugegeben) versetzt und bei 30°C unter
Mischen geldst. Sind die Proben nach der Zugabe von 1x Lammli-Puffer gelblich
gefarbt, gibt man ca. 1-2 yl 2 M Tris dazu. Vor dem Auftragen der Proben auf das
Polyacrylamid-Gel wurden die Zelltratmmer abzentrifugiert (RT, 13000 Upm, 5 min).
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3.25.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die diskontinuierliche SDS-PAGE wurde nach der Methode von LA&mmli [139] in einer
Mini-Protean Ill Elektrophoresekammer der Firma Biorad nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Zur Auftrennung der Proben wurden 8-12 %ige Trenngele mit 5 %igen

Sammelgelen verwendet.

Tabelle 3.9: Zusammensetzung der Acrylamidgele

8 % Trenngel 10 % Trenngel Sammelgel

ddH,0O 2,4 mi 1,9 ml 3,0 ml
1,5 M Tris, pH 8,8 1,25 ml 1,25 ml -

0,5 M Tris, pH 6,8 - - 1,25 ml
Protogel 1,4 ml 1,8 mi 0,7 ml
10 % (w/v) SDS 50 pl 50 pl 50 pl

10 % (w /v) APS 50 pl 50 pl 50 pl
TEMED 2,5 ul 2,5 ul 5 ul

Als Molekulargewichtsmarker diente der Precision Plus all Blue prestained
Standardmarker der Firma Biorad mit folgenden Massengewichten: 250 kDa, 150
kDa, 100 kDa, 75 kDa, 50 kDa, 37 kDa, 25 kDa, 15 kDa, 10 kDa. Nach der
Auftragung der Proben (10-20 pl) und Beschickung der Apparatur mit SDS-Laufpuffer
(200 mM Glycerin, 25 mM Tris, 0,1 % SDS) wurde die Elektrophorese bei einer
Spannung von 150 V durchgefuhrt und nach dem Austreten der Bromphenolbande
aus dem Gel beendet. Das Gel wurde aus der Apparatur entnommen, das
Sammelgel abgetrennt und fur die Western Blot Analyse verwendet.

3.25.3 Western Blot Analyse

Pro Gel wurden 3 auf GelgroRe zugeschnittene Filterpapiere GB 002 in Blotting-
Puffer (192 mM L-Glycin; 25 mM Tris; 20 % (v / v) Methanol) aquilibriert. Eine
ebenfalls zugeschnittene PVDF-Membran wurde zunadchst in Methanol und
anschlieBend in Blotting-Puffer aquilibriert. Zwischen den beiden Elektroden einer
Semidry Blotapparatur wurde der Blot dann wie folgt aufgebaut: Auf die Kathode
wurden drei Filterpapiere gelegt, darauf das SDS-Gel, die PVDF-Membran und
nochmals drei Filterpapiere. Die Kammer wurde verschlossen, mit einem Gewicht
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beschwert und die Proteine 90 min bei einer Stromstarke von 75 mA pro Gel auf die
PVDF-Membran Ubertragen. AnschlieBend wurde die PVDF-Membran in 25 ml
TBST-Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7,6; 137 mM Natriumchlorid; Tween 20) mit 10 %
(w / v) Magermilchpulver gelegt, um unspezifische Bindungsstellen abzuséattigen und
auf einem Plattformschdttler fir eine Stunde bei RT oder Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Danach wurde der Immunoblot zweimal fur je 5 min mit 25 ml TBST-Puffer
unter Schutteln gewaschen. Nach dem Abgiel3en des Puffers wurde der Blot 1 h mit
dem primaren Antikorper bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4°C inkubiert. Der
Immunoblot wurde anschlieend dreimal fir je 5 min mit TBST-Puffer gewaschen
und 1 h mit dem sekund&ren Antikorper inkubiert. Nachdem sechsmal fur je 5 min mit
TBST-Puffer gewaschen wurde, erfolgte die Detektion mit den ECL-
Entwicklerldsungen (ECL™ Kit oder ECL™ Plus Kit) nach Herstellerangaben.
Anschliel3end wurde der Immunoblot in eine Folie gelegt und mit Hilfe des LAS-3000
Gerates entwickelt. Die quantitativen Auswertungen der Immunoblots erfolgten
mittels der AIDA Software, Version 4.06.116 (Raytest, 2005).

Zur Anfarbung der Membran mit einem weiteren Antikdrper wurde die Membran fur 5
min mit 25 ml Methanol auf dem Schiittler benetzt, anschlieRend dreimal fir je 5 min
mit 25 ml TBST-Puffer gewaschen, dann fur 10 min mit 10 % Essigsaure inkubiert
und schlie3lich noch einmal funfmal fur je 5 min mit 25 ml TBST-Puffer gewaschen.
Dann wurde die Methode wie oben beschrieben wiederholt, beginnend mit der
Inkubation des Immunoblots mit 25 ml 1x TBST-Puffer mit 10 % (w / V)

Magermilchpulver.

3.25.4 Indirekte Immunfluoreszenz

Alle Losungen und Medien wurden vor der Verwendung sterilfiltriert. Zu 1 ml
stationéarer oder fur 4 h in SD[140] gehungerter Zellkultur wurde 150 uyl Formaldehyd
(37 %) und 150 pl 1M Kaliumdihydrogenphosphat (pH 6,5) gegeben und die Zellen
zur Fixierung fur 2 h bei Raumtemperatur auf dem Uberkopfschiittler gedreht.
Anschlieend wurden die Zellen durch Zentrifugation abgetrennt (RT, 2000 Upm, 5
min) und dreimal mit SP-Puffer (0,1 M Kaliumdihydrogenphosphat pH 6,5; 1,2 M
Sorbitol) gewaschen. Danach wurden die Zellen mit Puffer SP und 20 mM [3-
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Mercaptoethanol resuspendiert, mit 15 yl Zymolyase-100 T (3 mg / ml) versetzt und
20 bis 30 min bei 30°C spharoplastiert. Nachfolgend wurden die Zellen erneut
sedimentiert (RT, 2000 Upm, 5 min), dreimal mit 1 ml Puffer SP gewaschen und in 1
ml Puffer SP vorsichtig resuspendiert. Die Sphéaroplasten kdnnen etwa 1 Woche bei
4°C aufbewahrt werden.

20 pl der Sphéaroplastensuspension wurden auf mit poly-L-Lysin beschichtete
Objekttrager aufgetropft und nach 30 min die gebundenen Zellen dreimal mit 20 pl
PBS-Puffer (53 mM Dinatriumhydrogenphosphat; 13 mM Natriumdihydrogen-
phosphat; 75 mM Natriumchlorid) gewaschen. Danach wurden die Zellen fir 30 min
mit 20 ul PBT-Puffer (50 ml PBS; 0,5 g BSA; 25 yl Nonidet P40) und im Anschluss
fur 2 h mit 15 pl des ersten Antikérpers (1:500 bis 1:1000 in PBT) inkubiert.
Uberschiissiger Antikorper wurde durch finfmaliges Waschen mit 20 ul PBT-Puffer
entfernt und die Zellen mit 15 pl des zweiten Antikdrpers (1:8000 in PBT) 1,5 h
inkubiert. Die Zellen wurden erneut einmal mit 20 pyl PBT-Puffer und finfmal mit 20 pl
PBS-Puffer gewaschen. Zuletzt wurden die Zellen mit 4 pl Citifluorlésung (40 pl / ml
DAPI in Citifluor) und einem Deckglas bedeckt, welches mit Nagellack abgedichtet
wurde. Die so praparierten Zellen kdnnen circa eine Woche aufbewahrt und mit Hilfe

eines Fluoreszenzmikroskops analysiert werden.

3.2.6 Zellbiologische Methoden

3.26.1 Vesikeltest

Der autophagische Prozess ist gekennzeichnet durch die Anreicherung
autophagischer Vesikel unter Hungerbedingungen in der Vakuole. In Autophagie-
Mutanten konnen die autophagischen Vesikel nicht mehr ins vakuoldre Lumen
gelangen. Zur Uberprufung wurden Hefezellen in Gegenwart des Proteinase B
Inhibitors PMSF unter Hungerbedingungen inkubiert. Die Zellen wurden bis zur
stationaren Wachstumsphase angezogen, auf Hungermedium gesetzt und unter
Anwesenheit von 1 mM PMSF fur 2 bis 4 h bei 30°C gehungert. Anschliel3end

wurden die Zellen unter dem Mikroskop in der Nomarski-Optik angeschaut.
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3.2.6.2 Farbung der vakuolaren Membran mit FM4-64

Die Zellen wurden Uber Nacht bis zu einer Zelldichte von ODgy 0,5-0,8 angezogen.
20 OD Zellen wurden durch Zentrifugation (RT, 5 min, 3000 Upm) geerntet und in 1
ml YPD-Medium resuspendiert. Zum Medium wurden 2 pl einer FM4-64-L6sung (1
mg in 100 yl DMSO) gegeben und die Zellen fir 30 min inkubiert (30°C, 220 Upm).
Anschlieend wurden die Zellen in frisches YPD-Medium uUberfihrt und direkt
mikroskopiert oder fur 2-4 h in SD(-N)-Medium gehungert und anschlie3end
mikroskopiert. Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte unter der Verwendung eines
CY3-Filters.

3.2.6.3 Farbung des Zellkerns mit Hoechst 33342

Zum Farben des Zellkerns wurden 10 ul einer 2 mM Lésung des Farbstoffs Hoechst
33324 zu den Zellen gegeben. Nach 15 min Inkubation (30°C, 220 Upm) konnten die
Zellen unter Verwendung des DAPI-Filters mikroskopiert werden.

3.26.4 Farbung der Sprossnarben von S. cerevisiae mit Lectin-TRITC

Fur die Farbung der Sprossnarben in Hefezellen wurden 500 ul Zellsuspension
zweimal mit PBS gewaschen und das Sediment in 50 pl Lectin-TRITC (1 mg / ml in
PBS; pH 7,2) resuspendiert. Nach 15 min Inkubation unter Schitteln im Dunkeln
wurde das Sediment dreimal mit PBS gewaschen. FiUr die anschlieRende
Fluoreszenz-Mikroskopie wurde ein CY3-Filter verwendet.
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3.2.7 Elektronenmikroskopische Untersuchungen an Autophagie-Mutanten

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Autophagie-Mutanten wurden
von Dr. D. Wenzel in Gottingen sowie E. L. Eskelinen in Helsinki durchgefuhrt. Das
verwendete Zellmaterial wurde mit Paraformaldehyd oder Kaliumpermanganat fixiert

und verschickt.

3.27.1 Fixierung mit Paraformaldehyd

Die Fixierung mit Paraformaldehyd dient der Strukturerhaltung von Zellen, die far
eine elektronenmikroskopische Immundetektion verwendet werden. Die Zellen
wurden Uber Nacht im entsprechenden Selektionsmedium angezogen, 20 OD Zellen
mit einmal mit SD(-N) gewaschen und fur 4 h in SD(-N) gehungert. Anschliel3end
wurden die Zellen durch Zugabe von 4 % Paraformaldehyd (v / v in PBS) im
Verhaltnis 1:1 fir 30 min bei RT vorfixiert. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen (RT,
5 min, 3000 Upm) erfolgte eine Inkubation der Zellen Uber Nacht bei 4 °C in 4 %
Paraformaldehyd. Die Zellen wurden vor dem Versand in frische 4 %
Paraformaldehydlosung Uberfiihrt und standen fur eine Einbettung zur Verfugung
[141]. Nach der Einbettung wund der Probenvorbereitung erfolgt die
Immunogoldmarkierung unter Verwendung eines polyklonalen anti-GFP Antikorpers

aus Kaninchen.

3.2.7.2 Fixierung mit Kaliumpermanganat

Die Fixierung mit Kaliumpermanganat dient der Strukturerhaltung sowie der
Kontrastierung von Membranen in den Zellen. Die zu untersuchenden
Deletionsstamme wurden in YPD-Vollmedium angezogen, 20 OD Zellen werden mit
einmal mit SD(-N) gewaschen und fir 4h in SD(-N) gehungert. Anschlie3end werden
die Zellen zweimal mit 5 ml ddH,O gewaschen (RT, 5 min, 3000 Upm). Die Zellen
werden in 5 ml 1,5 % Kaliumpermanganat-Losung (w / v) resuspendiert, fir 20 min
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend mehrfach mit ddH,0 gewaschen
(RT, 5 min, 3000 Upm)
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4. ERGEBNISSE

Im Rahmen dieser Arbeit wurden einerseits Untersuchungen des
mikroautophagischen Abbaus des Zellkerns in Saccharomyces cerevisiae
durchgefuihrt (Abschnitt 4.1) und zum anderen das Protein Atgl5p néher
charakterisiert (Abschnitt 4.2).

4.1 Mikroautophagischer Abbau von Teilen des Kern-ER in der

Hefe Saccharomyces cerevisiae

In der Hefe S. cerevisiae kbnnen nahezu alle Komponenten der Zelle durch
Autophagie abgebaut werden. Am Zellkern wird dieser Prozess als ,piecemeal
microautophagy of the nucleus® (PMN) bezeichnet [119]. Wie auch die
Makroautophagie wird PMN durch Nahrstoffmangel induziert [119]. Diese Form der
Autophagie erfolgt an Kontaktstellen (NV-junctions) zwischen dem Zellkern und der
Vakuole, vermittelt durch die Proteine Nvjlp in der duf3eren Kernmembran und
Vac8p in der Membran der Vakuole [142]. Als Reaktion auf Hungerbedingungen
bindet Nvjlp zuséatzlich verstarkt die Proteine Tsc13p sowie Oshlp. Beide Proteine
sind wichtig fur den Lipidstoffwechsel der Zelle [143]. Die an PMN beteiligten
Proteine gelangen mit in die Vakuole und werden dort lytisch abgebaut. GFP-
Fusionen dieser an PMN beteiligten Proteine kdnnen als biochemische Marker fir
den Prozess verwendet werden, da das GFP proteolytisch recht stabil ist und

nachgewiesen werden kann.

4.1.1 PMN als autophagischer Prozess

Roberts et al. [119] beschrieben PMN als einen mikroautophagischen Prozess. Sie
zeigten, dass der Abbau des Markerproteins Nvjlp unabh&ngig von der Atg7p-

gesteuerten Bildung der Autophagosomen am PAS (prdautophagosomale Struktur)
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erfolgte. Als biochemischer Marker galt dabei der Abbau von GFP-Nvjlp bei
Hungerung in einem Medium ohne Stickstoffquelle (SD(-N)). Das Protein wurde unter
der Kontrolle des GAL1-Promotors uberexprimiert. Die Induktion erfolgte fur drei
Stunden in Galaktose. Nach 20 h Hungerung in SD(-N) wurde die Abnahme des
Fusionsproteins im Western Blot gemessen. In atg7A-Zellen war der Abbau
vergleichbar mit dem im Wildtyp, in vac8A-Zellen und pep4A-Zellen war der Abbau
blockiert. Zu einem &hnlichen Ergebnis gelangten Kvam et al. [142]. Als Marker
diente dabei Nvjlp-Myc, ebenfalls exprimiert unter der Kontrolle des GAL1-
Promotors.

Ein Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob in S. cerevisiae nicht doch an der
Autophagie beteiligte Proteine fur PMN n6tig sind. Dazu sollten zunachst die
erwadhnten Markerproteine unter der Kontrolle des GAL1-Promotors in den
entsprechenden Deletionsstammen untersucht werden. Zum Vergleich sollten die
bereits vorliegenden Daten zu den atg7A-defizienten Zellen herangezogen werden.
Die von Roberts und Kvam beschriebenen Ergebnisse, vor allem die Quantifizierung
der Abnahme des Fusionsproteins nach dessen Uberexpression, konnten jedoch in
dieser Arbeit nicht reproduziert werden.

Alternativ zu den GAL1-exprimierten Proteinen stand das Uberexprimierende Plasmid
pRK-NVJ1-GFP unter der Kontrolle des CUP1-Promotors zur Verfiigung. Pan et al.
induzierten die Expression von Nvj1-GFP mit 100 yM Kupfersulfat fir zwei Stunden
[123]. In dieser Arbeit wurde fir den Abbau von Nvj1p-GFP bei Hungerung in SD(-N)
zunachst die Expressionsstarke in Wildtypzellen von S. cerevisiae des BY4741-
Hintergrundes untersucht (Abbildung 4.1. A). Die Expression von Nvjlp-GFP wurde
in stationaren Zellen fir 0, 1, und 2 Stunden durch Zugabe von Kupfersulfat induziert
(Abschnitt 3.2.1.5). Anschlie3end erfolgte ein Zellaufschluss durch alkalische Lyse
(Abschnitt 3.2.5.1). Die Proteinextrakte wurden fir einen Western Blot eingesetzt und
das Nvj1p-GFP sowie das entstehende freie GFP mit einem Antikdrper gegen GFP
nachgewiesen. Fur eine Ladekontrolle wurden die Membranen entfarbt und erneut
mit Antikorper gegen die 3-Phosphoglyceratkinase (Pgk) gefarbt (Abschnitte 3.2.5.2
und 3.2.5.3).

Abbildung 4.1 A zeigt, dass Nvj1p—GFP auch ohne Zugabe von Kupfersulfat bereits
schwach exprimiert wurde. Schon 5 yM Kupfersulfat reichten aus, um die Expression
des Fusionsproteins nach einer Stunde zu induzieren. Da Pan et al. [123] eine

Induktionszeit von zwei Stunden wéhlten, wurde das Experiment unter diesen
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Abbildung 4.1: Der proteolytische Abbau von Nvjlp-GFP in atglA und atg7A ist blockiert. Die
Expression von Nvj1p-GFP erfolgte unter der Kontrolle des CUP1-Promotors. Der Nachweis von Pgk
diente als Ladekontrolle. A. Gezeigt ist die Expression von Nvjlp-GFP nach 0, 1, 2 h Induktion mit
verschiedenen Kupfersulfat-Konzentrationen. B. Die Induktion von Nvjlp-GFP erfolgte fur 2 h mit 5
MM und 100 pM Kupfersulfat mit anschlieRender Hungerung in SD(-N).

Bedingungen durchgefiihrt (Abbildung 4.1 B). In Wildtypzellen konnte freies GFP
detektiert werden. In nvj1A-Zellen wurde nach Induktion der Proteinexpression mit
100uM Kupfersulfat und Hungerung in SD(-N) fur 8 Stunden freies GFP
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nachgewiesen. In atglA- und atg7A-Zellen konnte kein freies GFP detektiert werden.
Eine Quantifizierung der Abnahme des Fusionsproteins in den gezeigten Stdmmen
fuhrte zu keinem reproduzierbaren Ergebnis. In ersten Untersuchungen zeigte sich,
dass der verwendete GFP-Antikdrper in Zellen mit einem WCG-Hintergrund ein

gutes Signal ohne starken Hintergrund ergab.

Fur die nachfolgenden Untersuchungen der Beteiligung von Autophagie-Proteinen an
PMN wurden im WCG-Hintergrund zunachst Deletionsstamme von NVJ1, VACS,
ATG11 und ATG7 durch Integration von HIS3 an Stelle der entsprechenden Gene
hergestellt und mittels Southern Blot Uberpruft (Abschnitt 3.2.4.15). GFP-Oshlp
wurde in verschiedenen Deletionsstammen unter der Kontrolle des PHO5-Promotors
exprimiert und der Abbau des Markerproteins GFP-Osh1p untersucht.

Nach Induktion der Autophagie durch Stickstoffhungerung von stationaren Zellen in
SD(-N) erfolgte die Probennahme Uber einen Zeitraum bis zu zehn Stunden. Mittels
alkalischer Lyse wurden die Zellen aufgeschlossen und die Proben fur einen
immunologischen Nachweis im Western Blot eingesetzt. Dabei wurde zunéchst die
Zunahme an freiem GFP mit einem monoklonalen Antikdrper untersucht und ggf.
quantifiziert. Anschlieend wurden die Membranen fur die Ladekontrolle mit einem

Antikorper gegen das cytosolische Protein Pgk gefarbt.

In Wildtypzellen im WCG-Hintergrund erfolgte der Abbau von GFP-Osh1p (Abbildung
4.2). Die Zunahme des freien GFP im Verlauf der Hungerung in SD(-N) war deutlich
zu erkennen. Als Kontrolle dienten nvj1A und vac8A-Zellen, die keine Kontaktstellen
zwischen Kern und Vakuole ausbilden konnen. In diesen Stammen war der Abbau
gegenuiber WT-Zellen bis auf ca. 20% reduziert. GFP-Oshlp wird zu einem geringen
Teil in den Zellen mislokalisiert. Der Abbau erfolgte tUber Makroautophagie und
entsprach der gemessenen Restaktivitat. Fehlten die Autophagie-spezifische Kinase
Atglp oder das E1-Ubiquitin aktivierende Enzym Atg7p, lie3 sich kein freies GFP
detektieren. Ebenso fehlte der Abbau im Deletionsstamm atg8A, in dem
Makroautophagie sowie Mikropexophagie blockiert sind und in Zellen, denen das an
der praautophagosomalen Struktur lokalisierte Atg9p fehlt.
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Abbildung 4.2: Abbau von GFP-Oshlp in verschiedenen Autophagie-Mutanten. Gezeigt sind
verschiedene Deletionsstamme im WCG-Hintergrund. Die stationdren Zellen wurden fur insgesamt
zehn Stunden in SD(-N) gehungert und nach der Probennahme zu den angegebenen Zeiten mittels
alkalischer Lyse aufgeschlossen. Mit einem Antikdrper gegen GFP wird die Zunahme des freien GFP

dargestellt. Der Nachweis von Pgk dient als Ladekontrolle.
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Atgllp ist nur fir den Cvt-Weg essentiell, nicht aber fur Autophagie [89]. Fur PMN
wird es bengtigt.

Bei den Stammen pep4A und atgl5A, ist die Lyse von autophagischen Vesikeln in
der Vakuole blockiert, in prb1A und atg22A teilweise. Nur die beiden letzten Stamme
zeigten noch eine im Vergleich zum Wildtyp reduzierte Abnahme von GFP-Osh1p.
Die Autophagie-Proteine Atg18p und Atg21p binden Phosphatidylinositol-Phosphate
Ptdins(3)P sowie PtdIns(3,5)P,. Der Abbau von GFP-Oshlp in atg2lA-Zellen
entsprach nur noch dem der Kontrollen vac8A und nvjlA, ohne ATG18 war der
Prozess vollstandig blockiert. Beide Proteine werden also fur PMN bendtigt.

Der Apelp-Rezeptor Atg19p war nicht an PMN beteiligt. Hier erfolgte der Abbau von
GFP-Osh1p vergleichbar zu Wildtypzellen (Abbildung 4.3).

Damit bendtigte der Abbau von GFP-Oshlp wahrend PMN sowohl Atg7p als auch
weitere Autophagie-Proteine. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu dem durch
die Arbeitsgruppe von D.S. Goldfarb beschriebenen Abbau der stark
Uberexprimierten Proteine GAL1::Nvj1p-GFP oder GAL1::Nvj1lp-Myc [119]. [142].

Abbildung 4.3: Quantifizierung des Abbaus von GFP-Oshlp in verschiedenen Autophagie-
Mutanten. Als Grundlage der Quantifizierung diente das in Abbildung 4.1 nachgewiesene freie GFP.
Dargestellt ist der Mittelwert aus zwei unabh&ngigen Messungen.

In Abbildung 4.4 ist die Morphologie der PMN-Strukturen dargestellt. Abbildung A
zeigt die Lokalisierung von GFP-Oshlp. Oshlp war in der Kontaktregion zwischen
Vakuole und Kern zu sehen, mit Ausnahme des NVJ1-Deletionsstammes, der als
Negativkontrolle diente. In den Lyse-defizienten Stammen atgl5A und pep4A waren
zusatzlich Vesikel in der Vakuole zu erkennen. Diese Vesikel fanden sich auch in

den entsprechenden elektronenmikroskopischen Bildern (Abbildung 4.4 B), wobei
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hier nicht zwischen PMN-Vesikeln und anderen autophagischen Vesikeln

unterschieden werden konnte.
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Abbildung 4.4: GFP-Osh1p lokalisiert an der Kontaktstelle von Kern und Vakuole. Abbildung A.
zeigt Fluoreszenzaufnahmen von GFP-Osh1p nach 4 h Hungerung in SD(-N). Die Pfeile markieren die
Kontaktstellen (NV-junctions) zwischen Kern und Vakuole. Zusétzlich ist der Kern der Zellen mit
Hoechst 33342 gefarbt. B Elektronenmikroskopische Aufnahmen der untersuchten Deletionsstimme
nach Fixierung mit Kaliumpermanganat (in Zusammenarbeit mit E.L. Eskelinen, Helsinki). In pep4A
und atg15A-Zellen sind PMN Vesikel in der Vakuole zu erkennen.
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Im atg8A konnten keine PMN-Vesikel nachgewiesen werden. Fehlte ATG?7,
entstanden am Kern zwar Membranausstulpungen, wurden aber offenbar nicht
abgebaut (Abbildung 4.2). Im nvjlA konnten keine Kontaktstellen zur

Vakuolenmembran ausgebildet werden.

4.1.2 PMN benotigt die Atg-Proteine der Autophagie-Induktion und der
Autophagosomen-Bildung

Nachdem im WCG-Hintergrund einige der ATG-Deletionsstamme auf ihre
Beteiligung an PMN untersucht wurden, sollten auch die dbrigen bisher
beschriebenen ATG-Gene getestet werden. Nicht alle Deletionsstamme der bisher
bekannten Autophagie (ATG)-Gene standen im WCG-Hintergrund zur Verfigung.
Daher wurden die nachfolgenden Untersuchungen mit kommerziell erhaltlichen ATG-
Deletionsstammen im BY4741-Hintergrund  (Euroscarf) durchgefuihrt.  Die
untersuchten Gene sind sowohl fur die durch Nahrstoffmangel induzierte Autophagie
notwendig, als auch fur den konstitutiven Cvt-Weg (cytoplasm to vacuole targeting)
[85].

Wie fur Abbildung 4.2 beschrieben, wurde der Abbau von GFP-Oshlp untersucht.
Lie3 sich nach Hungerung der transformierten Deletionsstamme in SD(-N) freies
GFP detektieren, war das entsprechende Genprodukt nicht notwendig fir PMN.

Der Atglp-Komplex ist an der Induktion der Autophagie und des Cvt-Weges beteiligt.
Die Regulation erfolgt hauptséachlich Uber die Tor-Kinase, die den
Phosphorylierungsstatus von Atg13p und Atglp bestimmt [102]. Atgl7p ist spezifisch
fur Autophagie [144]. Fehlten diese Proteine, erfolgte kein Abbau von GFP-Osh1p.
Atg31p ist notwendig fur die Bildung der Autophagosomen [145]. Auch in atg31A
Deletionsstammen fand der PMN-Prozess nicht statt. Atg23p, das fir PMN bendtigt
wurde, findet sich zusammen mit Atg9p, reguliert durch den Atglp-Atgl3p-Komplex,
am PAS.

Atg27p (Etflp) ist ein Ptdins(3)P-bindendes Protein, das auch durch Vps34p reguliert
wird. Atg9p kann sowohl am PAS als auch an peripheren Strukturen detektiert
werden. Der Transport von Atg9 zwischen diesen Orten erfolgt in Abhangigkeit von
Atg27p [146]. Es wurde nicht fur PMN bendétigt (Abbildung 4.5).
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Die an der Bildung autophagischer Vesikel beteiligten Proteine Atgl2p, Atg5p,
Atg10p, Atg3p und Atgl6p [85] waren ebenfalls an PMN beteiligt. Ebenso Atg2p, das
fur die Fertigstellung der Vesikel notwendig ist [147]. Das am PAS lokalisierte Atg29p
ist spezifisch fiir Autophagie und wird nicht fir den Cvt-Weg bendétigt [148]. Der
Abbau von GFP-Oshlp in atg29A war reduziert, aber nicht vollstandig blockiert.
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25— # e
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Abbildung 4.5: ATG-Gene mit Funktion im Cvt-Weg sowie der Makroautophagie und ihre
Beteiligung an PMN. Die Bildung von freiem GFP zeigt, dass die Genprodukte der entsprechenden
Deletionsstamme nicht fiur PMN benétigt werden. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von Pgk.
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4.1.3 PMN bendtigt den fur die Autophagie essentiellen Ptdins-3-Komplex |

Die Derivate des im ER gebildeten Phosphatidylinositols (Ptdins) sind Lipide, die
eine charakteristische subzellulare Verteilung aufweisen und als Signalvermittler
dienen [149].

pRS416-GFP-OSH1

WT vps38A atg14A fab1A
ki 0 4 8 0 4 8 0 4 B8 n 4 8 hin SD(-N)
GFP
4 — —— P gk
Ins(3,5)P7

Abbildung 4.6: PMN benotigt Ptdins(3)P aus dem Kinasekomplex I. Vergleich des Abbaus von
GFP-Oshlp in Deletionsstimmen im BY4741-Hintergrund. Als Ladekontrolle wurden die Membranen
mit Antikdrper gegen Pgk gefarbt.

Der PtdIns-3-Komplex besteht aus der Proteinkinase Vps34p, der Serin/Threonin
Kinase Vpsl5 sowie Atg6p. Man unterscheidet in Hefe zwei Vps34p-
Kinasekomplexe. Komplex | enthalt zusatzlich spezifisch Atgl4p und ist an der
Regulation und Induktion von Autophagie und dem Cvt-Weg beteiligt. Komplex Il
enthalt stattdessen Vps38p und ist am Endosom lokalisiert. Fir PMN war Atg14p und
damit der Komplex | notwendig (Abbildung 4.5 und 4.6). Die Kinase Fablp bildet
PtdIns(3,5)P, und wurde fur den Abbau von GFP-Oshlp nicht gebraucht (Abbildung
4.6).

4.1.4 PMN bendétigt die Funktion von Atg18p und das FRRG-Motiv von Atg21p

Die Proteine Atgl8p, Atg2lp sowie Hsv2p (Ygr223c) sind Sequenzhomologe, die
sich jedoch funktionell unterscheiden [150]. Atg18p ist notwendig fur die Autophagie
und den Cvt-Weg, Atg21p nur fur den Cvt-Weg. Hsv2p ist weder fir die Autophagie
noch fir den Cvt-Weg essentiell. Uber ein FRRG-Motiv in ihren WD-40 Doménen
kénnen die drei Proteine PtdIns(3)P sowie Ptdins(3,5)P; binden [150], [137].
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Wie bereits erwdhnt war in atg18A-Zellen der Abbau des PMN-Markers GFP-Osh1p

blockiert, in atg21A war der Prozess bis auf die wohl aus der Makroautophagie

resultierende Restaktivitat reduziert (Abbildung 4.2 und 4.3).
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Abbildung 4.7: PMN benétigt das FRRG-Motiv in Atg21p und die Funktion von Atgil8p
unabhangig vom FRRG-Motiv. Die GFP-Oshlp exprimierenden Deletionsstimme atgl8A sowie
atg21A im WCG-Hintergrund wurden zusatzlich mit Plasmiden transformiert, die das Wildtyp-Protein
(FRRG) bzw. das Protein mit mutierter PtdIns-Bindestelle (FTTG) enthalten. Als Kontrolle dienen der
leere Vektor sowie Deletionsstimme ohne Cotransformation. A. Detektion von freiem GFP in atg18A
B. Detektion von freiem GFP in atg21A. Als Ladekontrolle diente Pgk. TAP und HA-Antikdrper dienten
zum Nachweis der jeweiligen Fusionsproteine. C. Quantifizierung der Zunahme an freiem GFP bei

Hungerung in SD(-N).

Abbildung 4.7 zeigt noch einmal die untersuchten Deletionsstimme. Die Stdmme

exprimierten entweder nur GFP-Osh1p (keine Cotransformation) oder zusétzlich zum
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GFP-Oshlp das entsprechende Protein (Atgl8p bzw. Atg21p) mit dem normalen
FRRG-Motiv oder das Protein mit dem mutierten FTTG-Motiv. Als Kontrollen dienten
Deletionsstamme, in die neben GFP-Oshlp noch ein leerer Vektor (pRS315)
transformiert wurden. Atgl8p wurde als HA-Fusionsprotein exprimiert, Atg21p mit
einer C-terminalen TAP-Fusion. Beide Fusionsproteine sind biologisch aktiv. Die
Proteine konnten daher mit den entsprechenden Antikdrpern im Western Blot
nachgewiesen werden.

Wenn in atg18A-Zellen Atg18-HA oder Atgl18-(FTTG)-HA zusatzlich zum GFP-Oshl1p
exprimiert wurde, dann erfolgte in beiden Fallen wieder der Abbau von GFP-Oshlp
(Abbildung 4.7 C). Folglich bendtigte PMN die Ptdins-Bindung an Atg18p Uber das
FRRG-Motiv nicht. In den Kontrollen liel3 sich kein freies GFP detektieren.

In der Cvt-Mutante atg21A war der Abbau von GFP-Osh1lp trotz der Expression von
Atg21-(FTTG)-TAP reduziert (Abbildung 4.7 C). Im Fall von Atg21p war also die
Bindung an PtdIns tber das FRRG-Motiv notwendig fur PMN.

Diese Ergebnisse stimmen mit Experimenten Uberein, die zeigen, dass Atgl8p-FTTG
zwar keine Funktion mehr im Cvt-Weg zeigt, wahrend es in der Autophagie noch
aktiv ist. Auch Atg21p-FTTG zeigt keine Funktion im Cvt-Weg mehr [137].

Hsv2p bindet wie Atgl8p Ptdins(3,5)P, [150]. Im Deletionsstamm von HSV2
(YGR223c) ist noch freies GFP detektierbar, aber im Vergleich zum Wildtyp stark
reduziert (Abbildung 4.8).

pRS416-GFP-OSH1

WT YGR223cA
kDa O 4 8 0 4 8 hinSD-N)

25 — J— B GFP

44_ ——— — U —
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Abbildung 4.8: In hsv2A ist PMN reduziert. Dargestellt ist der Abbau von GFP-Oshlp in Hsv2p
(Ygr223c), einem PtdIns-bindenden Homolog von Atg18p und Atg21p. Mit dem Nachweis von Pgk
erfolgte die Ladekontrolle.
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4.1.5 PMN benotigt spezielle Komponenten des Cvt-Weges

Aminopeptidase | (Apelp) wird als ein 61 kDa grof3es Vorlauferprotein synthetisiert.
Der Transport zur Vakuole durch Autophagie oder den Cvt-Weg kann anhand der
proteolytischen Umwandlung der ungereiften proApelp zur 50 kDa grof3en, gereiften
Form des Enzyms (mApelp) verfolgt werden. Deletionsstamme, die in wachsenden
Zellen unreife Apelp aufweisen, weisen einen Defekt im Cvt-Weg auf.

Der Cvt-Weg benutzt Komponenten, die zusétzlich Funktion bei Membranfusionen im
sekretorischen Proteintransportweg aufweisen.

So sind z.B. die als Sorting Nexine bezeichneten Proteine Atg20p (Cvt20p/Snx42p)
und Atg24p (Cvtl3p/Snx4p). Sie binden Uber ihre PX-Domé&ne und Ptdins(3)P ans
PAS [151]. Zu den Sorting Nexinen gehort neben Atg20p und Atg24p auch Snx41p
[125]. Gemeinsam konnten die drei Proteine am sog. Retromer, einem
Multiproteinkomplex, lokalisiert werden [152]. Zusammen mit dem Retromer
vermitteln Snx4p/41/42 in S. cerevisiae den retrograden Transport zwischen den

frihen Endosomen und dem trans-Golgi-Netzwerk [153].

A. pPRS416-GFP-OSH1
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25 — 3FP
44 — gk
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Abbildung 4.9: Bedeutung der Sorting Nexine und von Komponenten des TRAPP-Komplexes
fur PMN. Mit Antikorper gegen GFP wurde das freie GFP in den gezeigten Deletionsstédmmen im
BY4741-Hintergrund nachgewiesen. Mit dem Nachweis von Pgk erfolgte die Ladekontrolle. A. Gezeigt
ist die Bildung von freiem GFP in den Deletionsstdmmen der Sorting Nexine. B. In TRS85-defizienten
Zellen erfolgt kein Abbau von GFP-Oshlp. Die Reifung von proApelp ist ein Nachweis fir die
Autophagie.

Abbildung 4.9 A zeigt die Deletionsstamme ATG20 und ATG24. In beiden Fallen liel3
sich freies GFP nach Hungerung in SD(-N) nachweisen. In atg24A-Zellen war der
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Abbau von GFP-Oshlp jedoch stark reduziert. In snx41A-Zellen wurde ebenfalls der
Abbau von GFP-Oshlp untersucht. Da freies GFP in dem Deletionsstamm detektiert
werden konnte, ist Snx41p nicht an PMN beteiligt.

TRS85-defiziente Zellen haben einen Defekt in der Biogenese von Cvt-Vesikeln
[154]. Trs85p gehort neben Trs33p und Trs65p zu den nicht-essentiellen
Komponenten der TRAPP-Komplexe (transport protein particle) [140]. Die TRAPP-
Komplexe wirken als Tethering Komplexe beim ER-Golgi-Transport sowie beim
retrograden Transport im Golgi [46].

In den Deletionsstammen trs85A, trs33A und trs65A wurde der Abbau von GFP-
Oshlp untersucht. Zusatzlich zum Nachweis von freiem GFP als Marker fur PMN
und Pgk als Ladekontrolle ist die Apelp-Reifung in den Deletionsstimmen gezeigt.
Dazu wurden die Blots nach der Detektion mit dem entsprechenden GFP-Antikorper
entfarbt und anschlie3end erst mit dem Antikérper gegen Pgk und danach gegen die
Apelp inkubiert. TRS33- sowie TRS85-defiziente Zellen zeigten keinen Defekt der
Apelp-Reifung, in trs85A-Zellen war die Reifung von Proaminopeptidase | jedoch
verlangsamt. Ebenso war der Abbau von GFP-Osh1p in trs85A-Zellen blockiert, nicht
aber in den Deletionsstdmmen trs33A und trs65A. Daraus folgt das die Funktion des

fur den Cvt-Weg relevanten Proteins Trs85p auch fur PMN benétigt wurde.

pRS416-GFP-OSH1

WT vps45A VpS5TA WT vps52A vps53A WT TLG1 tig2A
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Abbildung 4.10: Der GARP/VFT-Komplex ist an PMN nicht beteiligt. Abbau des PMN-Markers
GFP-Oshlp in Deletionsstammen im BY4741-Hintergrund. Bei tlglA handelt es sich um den
heterozygoten Stamm. Als Ladekontrolle dient Pgk.

Der am Golgi lokalisierte GARP/VFT-Komplex (Golgi associated retrograde protein)
besteht aus vier Untereinheiten: Vps51, Vps52p, Vps53p und Vps54p. Der GARP-
Komplex ist der Effektor der GTPase Ypt6p. Der Komplex wird im retrograden
Transport zum spéaten Golgi bendtigt [155]. Vps51 vermittelt fir Membranfusionen die
Bindung des Komplexes am t-SNARE Tlglp. Als weiteres t-SNARE bindet Tlg2p,
das mit dem Seclp-Homolog Vps45p interagiert. Tlglp, Tlg2p und Vps45p werden
aul3erdem fur die Bildung der Cvt-Vesikel benotigt, nicht aber fir Makroautophagie
[156]. Auch die Komponenten des GARP-Komplexes haben einen Cvt-Phanotyp.
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Fur PMN wurde diese Funktion nicht benétigt (Abbildung 4.10), der Abbau von GFP-

Oshlp in den entsprechenden Deletionsstammen war nicht blockiert.

4.1.6 PMN benotigt Komponenten der homotypischen Vakuolenfusion

Jede Membranfusion benétigt ein charakteristisches Set an Proteinen [157].
Wahrend der PMN mussen mindestens zwei Membranfusionen erfolgen: zunéchst
eine Fusion der ER-Membranen und anschlie@Rend eine Fusion der
Vakuolenmembran.

Abbildung 4.11 zeigt anhand der Deletionsstamme im BY4741-Hintergrund, dass fur

die homotypische Vakuolenfusion erforderliche Proteine auch an PMN beteiligt

waren.
A. pRE416GFP-05HT
WT vamrvA vama3h YoiTA vpSIOA nyviA WT vps33A vpsd 1A
0 4 8 0 4 B 0 4 8 0 4 B 0 4 8 0 4 8 0 4 8B 0 4 8B 0 4 8 hinSD-N)

kDa
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Abbildung 4.11: PMN bendtigt Komponenten der homotypischen Vakuolenfusion. A. Abbau von
GFP-Oshlp in Deletionsstammenmit Defekten der Vakuolenfusion. B. Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen zeigen die Lokalisierung von GFP-Osh1lp sowie die Farbung der Vakuolenmembran mit
FM4-64. C. Nach der Expression von GFP-Osh1p und GFP-Atg8p in temperatursensitiven Stimmen
von SEC17 und SEC18 wurde das freie GFP im Western Blot nachgewiesen. Fir die Ladekontrolle
wurde Pgk detektiert.
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Die t-SNAREs Vam3p und Vam7p waren beim Abbau von GFP-Oshlp notwendig,
nicht aber der v-SNARE Nyvlp. Ykt6p, ein essentieller ein v-SNARE, wurde nicht
untersucht. Ebenfalls relevant fir den Abbau von GFP-Osh1lp wahrend PMN waren
die RabGTPase Ypt7p und das dazugehoérige Guaninnucleotid-Austauschprotein
Vps39p. Vps4lp gehoért zu den Proteinen des HOPS-Komplexes, die als Tethering
Faktoren die Spezifizierung der Fusion vermitteln. Fehlte VPS41, erfolgte kein Abbau
von GFP-Oshlp. Das zur Familie der Sec1/Muncl8 &ahnlichen Proteine gehdrende
Vps33p wurde ebenfalls fir den Abbau von GFP-Ohs1 benotigt.

Abbildung 4.11 B zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einiger
Deletionsstamme der Vakuolenfusion. Die Anreicherung von GFP-Oshlp an der
Kontaktstelle von Zellkern und Vakuole war zu erkennen, ein Abbau erfolgte nicht
(Abbildung 4.11 A). Die Farbung mit FM4-64 zeigte die Vakuolenmembran. So wurde
z.B. die Fragmentierung der Vakuole in vps41lA sichtbarDas am Priming beteiligte
NSF-Protein Sec18p und der dazugehorige a-SNAP Secl7p sind essentiell. Der
Einfluss dieser Proteine auf den Abbau des PMN-Markers GFP-Osh1p wurde daher
in ts-Mutanten des RSY255-Hintergrundes untersucht. Bei der permissiven
Temperatur von 23°C erfolgte ein Abbau von GFP-Oshlp in den ts-Mutanten von
Secl7p und Secl8p wie im Wildtyp. Nach einer Temperaturerhbhung auf 34°C war
der Abbau in den untersuchten Mutanten im Gegensatz zum Wildtyp blockiert.
Zusatzlich sollte als Kontrolle auch die Abhangigkeit der Autophagie von Sec17p und
Secl8p gezeigt werden. Dazu wurde der Abbau von GFP-Atg8p in den Stammen
untersucht. Atg8p ist fur die Induktion der Autophagie essentiell. In beiden ts-
Mutanten sowie im Wildtyp konnte nach der Hungerinduktion bei 23°C eine Zunahme
an freiem GFP nachgewiesen werden. Fehlte die Funktion der Proteine durch die
Temperaturerhhung auf 34°C, war fiir sec17® nur noch ein schwacher Abbau von
GFP-Atg8p zu erkennen; in sec18" fand kein Abbau mehr statt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Abbau von GFP-Ohsl die an der
Vakuolenfusion beteiligten SNAREs, die GTPase sowie den NSF und den
zugehorigen a-SNAP benétigte. Ebenso waren Komponenten des HOPS-Komplexes

notwendig.
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4.1.7 Die vakuolare ATPase und LMA1 sind nicht an PMN beteiligt

LMAL ist ein Komplex aus Thioredoxin und Pbi2p. Er interagiert mit dem t-SNARE
Vam3p und ist am Priming wahrend der Vakuolenfusion beteiligt [45]. Vor der Fusion
wird LMAL1 auf das vakuolare Chaperon Vtc3p Ubertragen [63]. Pbi2p war fur die
Fusion wahrend PMN nicht notwendig (Abbildung 4.12), im Deletionsstamm liel3 sich
freies GFP nachweisen.

pRS416-GFP-OSH1

WT stv1A vph1A WT pbi2A vma2zA
kDa 0 4 8 N 4 8 0 4 8 0 4 8 0 4 8 0 4 8 hinSD(-N)
25 — - - . e GFF
44 — ——— [ ——— S ——— — — —— 0K

Abbildung 4.12: PMN bendtigt die Untereinheiten der V-ATPase und Pbi2p nicht. Gezeigt
werden das freie GFP resultierend aus dem Abbau von GFP-Oshlp sowie der Nachweis von Pgk als
Ladekontrolle.

Vakuolare ATPasen bestehen aus mehreren Untereinheiten. Die periphere
Untereinheit V; enthadlt Vma2p und sorgt fur die ATP-Hydrolyse. Vphlp ist die
integrale Vo-Untereinheit der V-ATPase. Stvlp hat eine 54% Identitat mit Vphlp und
ist ein funktionelles Homolog [158]. STV1, VPH1 und VMA2 wurden nicht fir den
Abbau von GFP-Osh1p gebraucht.

Der VTC-Komplex (vacuolar transporter chaperone) ist unter Autophagie-
Bedingungen an der Vakuolenmembran lokalisiert [159]. Es wurde beschrieben, dass
er an der homotypischen Vakuolenfusion beteiligt ist und auch fur eine spezielle
Form der Mikroautophagie bendtigt wird [159]. Mit Ausnahme von VTC3, dessen
Deletion zu einem reduzierten Abbau von GFP-Oshlp fiihrte, wurden die VTCs fur
PMN nicht benétigt (Abbildung 4.13).
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A. pRS416-GFP-OSH1

kba 0 2 4 6 8 ,p, O 2 4 6 8 hinSD(N)
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25 — - as Ll _FewEn = vic1A
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Abbildung 4.13: In vtc3A-Zellen ist PMN reduziert. A. Freisetzung von GFP aus GFP-Oshlp in den
Deletionsstimmen des VTC-Komplexes; Pgk als Ladekontrolle. B. Quantifizierung des freien GFP.

4.1.8 Vergleich von PMN mit Mikroauto- und Mikropexophagie

PMN besitzt durch die direkte Einstllpung der Vakuolenmembran morphologische
Ahnlichkeit mit mikroautophagischen Prozessen. Im Rapamycin-sensitiven TOR-
Signalweg in S. cerevisiae wurde die GTPase Gtr2p als positiver Regulator der
Mikroautophagie identifiziert [160]. Sie interagiert dabei mit einem an der
Vakuolenmembran assoziierten Proteinkomplex, der Egolp und Ego3p enthalt.

In EGO1-defizienten Zellen konnte nach Induktion der Autophagie freies GFP
nachgewiesen werden. Dieser Bestandteil des EGO-Komplexes wurde folglich nicht
fur den Abbau von GFP-Oshlp bendtigt (Abbildung 4.14).
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pRS416-GFP-OSH1

WT egoi1A
kbDa 0 4 8 0 4 8 hinSD(-N)
25 — - | GFP
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Abbildung 4.14: EGOL1 ist nicht an PMN beteiligt. Freisetzung von GFP aus GFP-Oshlp in
Deletionsstammen im BY4741-Hintergrund. Als Ladekontrolle wurden die Membranen mit Antikorper
gegen Pgk gefarbt.

Die an der Pexophagie in P. pastoris beteiligten Gene ATG1, ATG8, ATG16, ATG11,
ATG2, ATG4, ATG9 und ATG7 wurden auch fur den Abbau von GFP-Osh1p bendtigt
(Abbildung 4.1 und Abbildung 4.4).

Atg26p, eine Sterolglucosyltransferase, ist an der Pexophagie in Pichia pastoris
beteiligt, nicht aber an autophagischen Prozessen in S. cerevisiae [161]. An dem hier
untersuchten PMN-Prozess war Atg26p nicht beteiligt (Abbildung 4.5).

Fur die Pexophagie in P. pastoris sind auf3erdem GCN1, GCN2 und GCN4
notwendig (Mukaiyama, 2002 #165), [1]. Die in Abbildung 4.4 und 4.14 dargestellten
Deletionsstamme gcnlA und gcn2A zeigten im Gegensatz dazu normalen Abbau von
GFP-Osh1p und sind daher nicht an PMN beteiligt. Im Deletionsstamm von GCN4 ist
die Freisetzung von GFP etwas reduziert.

pRS416-GFP-OSH1

BY gcniA WCGWT WCGgcen2A WCG gen4A
0 4 8 0 4 8 0 4 8 0 4 8 h in SD(-N)
kDa
25 — j GFP
Pgk

Abbildung 4.15: Die regulatorischen GCN-Gene sind nicht notwendig fir PMN. Der Abbau von
GFP-Oshlp wurde sowohl im BY4741- als auch im WCG-Hintergrund untersucht. Der Nachweis von
Pgk dient als Ladekontrolle.

4.1.9 Das Cdc48p-bindende Protein Shplp wird fir PMN benétigt

Das essentielle CDCA48 ist an der Dissoziation von SNARE-Komplexen wahrend ER-
Fusionen beteiligt [162]. Es wechselwirkt dabei mit Shplp, das eine Ubiquitin-
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regulatorische Doméne UBX besitzt. Shplp gehort damit zur UBX-Proteinfamilie, die
aus Ubx1p - Ubx7p besteht.

A. pRS416-GFP-Osh1
WT shp1A
kba 0 4 8 0 4 8 hinSD-N
25 P
44 k

pRS416-GFP-Osh1

B.
ubx2A ubx3A ubx4A ubx5A ubx6A ubx7A
kbDa 0 4 8 0 4 8 0 4 8 0 4 8 0 4 8 0 4 8 hinSD-N
25 __ — i — = GFP

Al —— —— — - — ———— —— — ng

Abbildung 4.16: Das Cdc48p-bindende Protein Shplp wird fur PMN benétigt, nicht aber die
ubrigen Mitglieder aus der Proteinfamilie mit UBX-Doméne. Abbau von GFP-Oshlpp bei
Hungerung in SD(-N) in A. shplA und B. in den Deletionsstammen ubx2A - ubx7A. Als Ladekontrolle
wurden die Membranen mit Antikérper gegen Pgk gefarbt.

In shplA-Zellen lie3 sich kein freies GFP nachweisen. So konnte indirekt eine
Beteiligung der ER-Fusionsmaschinerie an PMN gezeigt werden. Die tbrigen UBX-
Deletionsstamme, die fur die Bindung des Cdc48-Komplexes beim Abbau von
Proteinen durch das Proteasom nétig sind, wurden fiir die Freisetzung von GFP aus
GFP-Osh1p nicht gebraucht.
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Tabelle 4.1 fasst die Ergebnisse fur die in dieser Arbeit untersuchten

Deletionsstamme und ihre Beteiligung am Abbau von GFP-Oshlp zusammen.

Tabelle 4.1: Zusammenstellung der untersuchten Gene und ihrer Beteiligung an PMN. Wenn
nach der Hungerinduktion durch SD(-N) freies GFP durch den Abbau von GFP-Oshlp in den
Deletionsstammen nachgewiesen werden konnte, waren die entsprechenden Proteine nicht an PMN
beteiligt (-). Erfolgte keine Freisetzung von GFP, war das Genprodukt notwendig fir PMN (+). In
einigen Stammen war der Abbau von GFP-Osh1p reduziert (red.).

Beteiligung an PMN Beteiligung an PMN
Autophagie und Cvt-Weg GARP-Komplex
ATG1 + TLG2 -
ATG2 + VPS45 -
ATG3 + VPS51 -
ATG5 + VPS52 -
ATG6 + VPS53 -
ATG7 + Vakuolenfusion
ATGS8 + NYV1 +
ATG9 + SEC17 +
ATG10 + SEC18 +
ATG11 + VPS33 +
ATG12 + VPS39 +
ATG13 + VPS41 +
ATG14 + VAM3 +
VPS38 - VAM7 +
ATG15 + YPT7 +
ATG16 + V-ATPase und LMA1
ATG17 + PBI2 -
ATG18 + STV1 -
ATG19 - VMAZ2 -
ATG21 + VPH1 -
ATG22 red. VTC-Komplex
ATG23 + VTC1 -
ATG26 - VTC2 red.
ATG27 - VTC3 -
ATG29 red. VTC4 -
ATG31 + EGO-Komplex
PEP4 + EGO1 -
PRB1 - EGO3 -
PMN Regulation Mikroautophagie
NVJ1 + GCN1 -
VACS8 + GCN2 -
Sorting Nexine GCN4 -
SNX4 red.
(ATG24)
SNX41 - UBX-Proteine
SNX42 - UBX1 +
(ATG20) (SHP1)
TRAPP-Komplexe UBX2-7 -
TRS33 -
TRS65 - FAB1 -
TRS85 +
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4.2 Untersuchungen zur Lokalisierung, der Aktivitdt und dem

Transport von Atgl5p

Im Rahmen dieser Arbeit wurden GFP-Fusionsproteine von Atgl5p erzeugt, um
durch Fluoreszenzmikroskopie die Lokalisierung des Proteins untersuchen zu
konnen. Ausgehend von den GFP-Atgl5p-Fusionskonstrukten wurden dartber
hinaus C-terminal trunkierte Versionen kloniert, um nahere Erkenntnisse zur Funktion
des luminalen Proteinabschnittes zu gewinnen. Ein weiteres Fusionskonstrukt aus
dem Sortiersignal der Alkalischen Phosphatase Pho8p (ALP) und Atgl5p ohne
Transmembrandoméane wurde an unterschiedlichen Bereichen des Atgl5p
mutagenisiert. Zum einen wurde das aktive Serin (Aminosaure 332) im Atg15p durch
ein inaktives Alanin ersetzt und so ein inaktives Atgl5p erzeugt. Mittels dieser
Konstrukte sollte der Einfluss der Aktivitat von Atgl5p auf das Wachstum
verschiedener Deletionsstamme untersucht werden. Zum anderen sollte der Einfluss
eines fur den MVB-Weg beschrieben Sortiersignals (PxY-Motiv) untersucht werden.
Dazu wurde das Tyrosin des Motivs in dem Atgl5p-Konstrukt gegen ein Alanin
ausgetauscht, um anschlielend die Aktivitat und Lokalisierung des so modifizierten

Fusionsproteins untersuchen zu kdénnen.

4.2.1 Direkte Lokalisierung von Atgl15p

42.1.1 Klonierung der Konstrukte

Ziel der nachfolgenden Experimente war die Erzeugung von ATG15-Fusionen mit N-
bzw. C-terminalem GFP unter der Kontrolle des induzierbaren MET25-Promotors.
Als Ausgangskonstrukte dienten dabei Plasmide, die ATG15 mit einem N- bzw. C-
terminalem HA-Tag enthalten. Der HA-Tag wurde gegen GFP ausgetauscht. Fir die
Klonierung der N-terminalen Konstrukte wurden die Plasmide pUE41 (pRS316-HA-
ATG15) und pUE46 (pRS316-HA-ATG15 ohne die drei Glykosilierungsstellen)
verwendet. Die Klonierung der C-terminalen GFP-Konstrukte erfolgte ausgehend von
den Plasmiden pUE13 (pRS316-ATG15-3xHA) und pUE45 (pRS316-ATG15-3xHA
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ohne die drei Glykosilierungsstellen). Die Oligonucleotide Spel-Aut5 und Aut5-Stopp-
Hindlll fur die N-terminale Fusion bzw. Aut5-Stopp fir die C-terminale Fusion wurden
fur die Amplifikation des ATG15 benutzt. Die Zielvektoren pUG35 (C-terminales
GFP) und pUG36 (N-terminales GFP) wurden mit den Restriktionsenzymen Spel und
Hindlll geschnitten und mit den entsprechenden PCR-Fragmenten ligiert. ES wurden
vier Konstrukte erhalten: (1) pUG36-MET25-GFP-ATG15 und (Il.) pUG36-MET25-
GFP-atgl5 ohne Glykosilierungsstellen sowie (I1l.) puG35-MET25-ATG15-GFP und
(IV.) pUG35-MET25-atg15-GFP ohne Glykosilierungsstellen (Abbildung 4.17). Die
Richtigkeit der Konstrukte wurde mittels DNA-Sequenzierung tberprift (Abschnitt
3.2.4.13).

Asn- hydrophobe
TND Glykosilierungs- Bereiche
15 a5 Motive 34 348 359 408

N A

D8 335

Lipase-Motiv

Lo mes H yeare H N HEH
G o HE
0  wees H N H A
v, — mes H N

H :\':1]- GFP-Atg15

H cw‘mJ— GFP-Atg15
ohne Glykosilierung

]‘[ YEGFP ch‘m Alg15-GFF
]—[ yEGFP HCYC1]— Atg15-GFP

ahne Glykosilierung

Abbildung 4.17: Ubersicht der erzeugten Konstrukte von Atgl5p mit N- bzw. C-terminalem
GFP.

4212 GFP-Atgl5p ist biologisch aktiv, Atgl5p-GFP ist in seiner Aktivitat
reduziert

Die Anzucht der Zellen, welche die GFP-Konstrukte exprimieren, erfolgte zunachst in
einem Selektionsmedium ohne Methionin, um die Expression zu induzieren.
Anschlieend wurden die Zellen fur vier Stunden in SD(-N) inkubiert, um die
Autophagie zu induzieren. Ein Vesikeltest dient der Uberpriufung, ob ein
Deletionsstamm essentiell am Mechanismus der Autophagie beteiligt ist (Abschnitt
3.2.6.1). Die Lyse-defizienten Stamme atg15A und atg22A weisen auch ohne PMSF-
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Zugabe Vesikel in ihrer Vakuole auf. [107]. Kbnnen die transformierten Konstrukte

den Lysedefekt komplementieren, finden sich in der Vakuole keine Vesikel.

A. GFP-Atg15 GFP-Atg15 deglyk. B. NG
\0{\ {}00
D &« #} *
O & S S S
E & IS
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< <LK
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— — — mApe1

NCG atg15A

pRS316
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Abbildung 4.18: Die GFP-Fusionen von Atg15p reifen proApelp. Gezeigt sind die Ergebnisse
nach 4 h Hungerung in SD(-N). A. Der Vesikeltest im WCG atg15A pep4A wurde ohne Zugabe von
PMSF durchgefiihrt. B. Dargestellt ist die Apelp-Reifung im WCG atg15A.

In der Positivkontrolle mit Atg15p-3xHA war die Vakuole frei von Vesikeln. Wurde nur
der leere Vektor (pRS316) transformiert, reicherten sich Vesikel in der Vakuole an
(Abbildung 4.18 A). Das N-terminale sowie das C-terminale GFP-Konstrukt
komplementierten ebenfalls, folglich waren die Fusionsproteine aktiv. Fehlten jedoch
die Glykosilierungsstellen, reicherten sich Vesikel im atg15A an.

In ATG15-defizienten Stammen ist die Reifung von proApelp in der Vakuole
blockiert. Lief3 sich nach der Transformation der Atgl5p-Konstrukte reife Apelp
(mApelp) nachweisen, so komplementierten die Konstrukte den Deletionsphanotyp.
Abbildung 4.18 B =zeigt, dass die GFP-Konstrukte im Vergleich zur Kontrolle
(pPRS316) aktiv waren. Nach der Expression des deglykosylierten Atg15p-GFP wurde
nur eine geringe Menge proApelp gereift. Im Falle des Apelp-Nachweises waren
also im Gegensatz zum Vesikeltest alle GFP-Konstrukte aktiv, vermutlich genigte

hier bereits eine geringe Menge an aktivem Atg15p, um proApelp zu reifen.
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4.2.1.3 Uberexpression von GFP-Atg15p fihrt zur ER-Proliferation

Die GFP-Konstrukte von Atg15p wurden erzeugt, um die Lokalisierung des Enzyms
direkt fluoreszenzmikroskopisch verfolgen zu kodnnen. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4.19 zusammengefasst. Die C-terminalen GFP-Konstrukte von Atgl5p
zeigten nur ein schwaches Signal, das eine erhohte Belichtungszeit fur die
mikroskopischen Aufnahmen erforderte. Das Signal fand sich an der vakuolaren
Membran und in den atgl5A pep4A-Zellen verstarkt im Lumen der Vakuole
(Abbildung 4.19 A). GFP-Atgl5p und GFP-Atgl5p ohne Glykosilierungsstellen
exprimiert unter der Kontrolle des MET25-Promotors, zeigten in atgl5A-Zellen vor
allem eine ringformige Verteilung am ER und an der Plasmamembran. Diese
Verteilung an ringformigen Bereichen der Plasmamembran erinnert an die
Sprossnarben, die bei der Zellteilung von S. cerevisiae an den Mutterzellen
entstehen. Sie lassen sich mit Lectin-TRITC (Abschnitt 3.2.6.4) selektiv anfarben
(Abbildung 4.19 B.). Lectine sind Glykoproteine, die hochspezifisch tber multiple
Bindungsstellen Zuckerreste der Zellwand binden. Die Verteilung unterscheidet sich
in haploiden und diploiden Zellen. In haploiden Zellen finden sich die Sprossnarben
eher axial, in diploiden Zellen meist bipolar verteilt [163]. Um eine mogliche
Colokalisierung zeigen zu konnen, wurden GFP-Atgl5p exprimierende Zellen mit
Lectin-TRITC gefarbt (Abschnitt 3.2.6.4). Eine deutliche Colokalisierung fand sich nur
in wenigen Zellen. Daher wurden die GFP-Atg15p exprimierenden Zellen auch mit
Elektronenmikroskopie untersucht. Mit einem gegen GFP-gerichteten Antikorper
konnte eine ER-Proliferation in diesen Zellen gezeigt werden. Es bildeten sich ER-
Membranstapel um den Kern und an der Plasmamembran (Abbildung 4.19 C.). Das
GFP-Atgl5p reicherte sich im proliferierten ER an. Fur eine punktmutierte
Carboxypeptidase Y (CPY*), die einen falsch gefalteten Proteinteil im Lumen des ER
besitzt ist die Morphologie des ER und auch des Golgi ahnlich veréandert [164]. Trotz
der Anreicherung im ER gelangte ein Teil des Atg15p in die Vakuole und konnte dort
Apelp-Vesikel lysieren, gezeigt anhand der Bildung von mApelp (Abbildung 4.18 B).
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A. WCG atg15A
GFP-Atg15 GFP-, k.

Atg15-GFP deglyk.
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Abbildung 4.19: Uberexpression von GFP-Atgl5p fuhrt zur ER-Proliferation. Die Induktion der
Expression in erfolgte in Selektionsmedium ohne Methionin. A. Gezeigt ist die Verteilung des GFP-
Signals in WCG atgl5A sowie WCG atgl5 pep4A. B. Lokalisierung der Sprossnarben in haploiden
(BY4741) und diploiden (BY4743) Zellen von S. cerevisiae. C. Immunelektronenmikroskopischer
Nachweis von GFP-Atg15p in WCG atgl5A (Zusammenarbeit mit Dr. Wenzel, Géttingen).
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4.2.2 Direkte Lokalisierung C-terminal verkirzter GFP-Atg15p-Konstrukten

Atg15p enthalt das fur Serin-Lipasen kennzeichnende Motiv G-X-S-X-G. Im aktiven
Zentrum von Lipasen befinden sich neben dem Serin auch Histidin und
Asparaginsaure. Beim Sequenzvergleich mit anderen Hefen finden sich mehrere
konservierte Histidine und Asparaginsauren im Anschluss an das Serin [107, 109].

4221 Klonierung der Konstrukte

Ziel der nachfolgend beschriebenen Klonierung war die Erzeugung von drei C-
terminal verkirzten ATG15-Konstrukten mit N-terminalem GFP unter der Kontrolle
des MET25-Promotors.
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Abbildung 4.20: Ubersicht der trunkierten Konstrukte von Atg15p mit N-terminalem GFP.

Mittels PCR (Abschnitt 3.2.4.11) wurden drei unterschiedlich lange GFP-ATG15
Konstrukte erzeugt. Als Ausgangsplasmid diente dabei pUG36-GFP-Atgl5
(Abbildung 4.17). Das Oligonucleotid TVRev465-525 wurde in allen drei Fallen als
Reverse Oligonucleotid benutzt. Fur das kirzeste Konstrukt, dem jeweils die zwei
konservierten Aminoséuren Asparaginsaure (an Position 421 und 462) und Histidin
(an Position 413 und 435) fehlten, wurde als Forward-Oligonucleotide TVfor1A400-
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520 verwendet. Das Oligonucleotid TVfor2A440-520 ergab ein Konstrukt ohne die
konservierte Aminosaure Asparaginsaure an Position 462. Das dritte Konstrukt
wurde mittels des TVfor3A480-520-Oligonucleotides erzeugt. Die PCR-Produkte
wurden zusammen mit dem mit Hindlll und Sall geschnittenen Plasmid pUG36-GFP-
ATG15 in kompetente WCG atg15A-Hefezellen transformiert (Abschnitt 3.2.2). Die so
Uber homologe Rekombination erzeugten Plasmide pUG36-GFP-atgl54400-520,
pUG36-GFP-atg15x440520 sowie pUG36-GFP-atgl5a4s0-520 wurden mittels Plasmid
Rescue aus den Hefezellen isoliert (Abschnitt 3.2.3.2) und in den E. coli Stamm
DH5a transformiert (Abschnitt 3.2.4.4).

4222 Uberprufung der biologischen Aktivitat von verkirzten GFP-Atg15p-
Konstrukten

Die Aktivitat der erzeugten Konstrukte wurde zunadchst in einem Vesikeltest
Uberpraft. Abbildung 4.21 A zeigt den Vesikeltest in atgl5A-Zellen (WCG-
Hintergrund), die mit den in Abschnitt 4.2.2.1 beschriebenen Konstrukten
transformiert wurden.

Die Expression des kurzesten Konstrukts (GFP-Atgl5pa4c0-520) fuhrte zur
Anreicherung von Vesikeln in der Vakuole. Das um 120 Aminoséuren trunkierte
Atgl5p komplementierte den Lysedefekt also nicht. Dies war auch in den mit
pRS316 transformierten Kontrollzellen der Fall. Fehlten dem GFP-Fusionsprotein die
letzten 80 Aminosauren (GFP-Atg15paa40-520), SO fanden sich wenige Vesikel in der
Vakuole. Im Falle des GFP-Atg15paa40-450 War die Komplementation also nicht
vollstdandig. Das langste der erzeugten Konstrukte (GFP-Atgl5pa4s0-520)
komplementierte den Lysedefekt, es waren keine Vesikel in der Vakuole zu
erkennen.

Weiterhin wurde die Aktivitdt anhand der Reifung der proApelp uberprift. Die
Ergebnisse fir die Reifung von proApelp waren mit denen des Vesikeltests
vergleichbar, nur das langste Konstrukt GFP-Atg15passo-520 war in der Lage Apelp-
Vesikel zu lysieren und proApelp zu reifen (Abbildung 4.21 B). Sowohl das Atg15p-
Protein als auch das GFP-markierte Protein lie3en sich nachweisen, die
unterschiedliche Grof3e der Konstrukte war mit dem GFP-Antikorper detektierbar.
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Die trunkierten Proteine lokalisierten ebenfalls in ringférmigen ER-Strukturen
(Abbildung 4.21 C), so wie bereits fur das Ausgangskonstrukt GFP-Atgl5p
beschrieben (Abbildung 4.19). Die Expression schien jedoch in den C-terminal
verkirzten Konstrukten abzunehmen (Abbildung 4.21). Aufgrund der Pep4p-Aktivitat
in den Zellen konnte kein vakuolares Signal in den Zellen gezeigt werden.
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Abbildung 4.21: Aktivitat und Lokalisierung der trunkierten Atgl5p-Versionen. Induktion der
Expression des Fusionsproteins in Selektionsmedium ohne Methionin A. Vesikeltest atg15A-Zellen
(WCG-Hintergrund) nach 4 h Hungerung in SD(-N). B. Komplementationsanalyse der Konstrukte im
WCG atg15A nach 4 h Inkubation in SD(-N). Der Nachweis der Proteine erfolgte mit Antikdrper gegen
GFP, Atgl5p und Apelp. C. Fluoreszenzmikroskopische Lokalisierung der trunkierten Proteine im
WCG atg15A.
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4.2.3 Abhangigkeit der Atg15p-Aktivitat vom Serin an Position 332

Atg15p enthalt das aktive Zentrum einer Lipase im Bereich der Aminosauren 326 bis
335 (Prosite-Zugangsnummer PS00120). Dieses potentielle Lipase-Motiv schliel3t ein
aktives Serin an Position 332 ein.

4231 Klonierung der Konstrukte

Ziel der Klonierung war es, mittels homologer Rekombination in Hefe ein Konstrukt
zu erzeugen, in welchem das aktive Serin gegen ein Alanin ausgetauscht ist. Somit
verliert Atg1l5p seine Aktivitat.
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Abbildung 4.22: Ubersicht der ALP-Atg15p-Konstrukte ohne Transmembrandoméane von Atg15.
Dabei wurde zum einen das Serin an Position 332 gegen Alanin ausgetauscht (siehe Abschnitt 4.2.3).
Zum anderen wurde das Tyrosin an Position 38 gegen Alanin ausgetauscht (siehe Abschnitt 4.2.4.2).

Als Ausgangsplasmid diente das Konstrukt pUES51 (pYES2-alpi-ss- atg1l5atvmp-3XHA)
mit einer Expression von Atgl5p unter der Kontrolle des GAL1-Promotors. Das
Konstrukt  bestand aus dem  cytosolischen  Sortiersignal sowie der
Transmembrandoméane der Alkalischen Phosphatase (ALP) PHO8 und ATG15 ohne
die Transmembrandoméne. Das Plasmid wurde mit Mscl linearisiert. In einer PCR
(Abschnitt 3.2.4.11) mit den ATG15-spezifischen Oligonucleotiden Seql und Seq2
wurde ausgehend von dem Plasmid pUE21 (pRS315-atg15°%*%*-3xHA) ein 422 bp

langes Fragment amplifiziert, das den Austausch von Serin zu Alanin enthielt.
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Anschlielend wurde das PCR-Produkt zusammen mit dem linearisierten Vektor in
kompetente WCG atgl5A-Hefezellen transformiert (Abschnitt 3.2.2). Die Selektion
erfolgte Uiber Uracil. Das so erhaltenen Plasmid pYES2-alpi.ss-atg15,mun°--2-3xHA
(Abbildung 4.22) wurde mittels Plasmid Rescue (Abschnitt 3.2.3.2) aus den
Hefezellen isoliert und in den E. coli Stamm DH5a transformiert (Abschnitt 3.2.4.4).

4.2.3.2 Das Serin in Position 332 ist fur die biologische Aktivitdt von Atgl5p
essentiell

Abbildung 4.23 zeigt den Vesikeltest und die Apelp-Reifung fur das inaktive
Atg15,mmp>23*A-Konstrukt im Vergleich zum aktiven Ausgangskonstrukt und zum
Kontrollplasmid.

WCG atg15A

WCG atg15A
ALP, .,

ALP: <q

Abbildung 4.23:ALP-Atg15p,twp 0hne Serin 332 ist inaktiv. A. Nachweis der Apelp-Reifung in
atgl5A-Zellen (WCG) und des Atgl5-HA-Fusionsproteins. Fir das Konstrukt mit dem S332A-
Austausch sind zwei Klone untersucht, nur einer exprimiert das Fusionsprotein korrekt. B. Vesikeltest
im WCG atg15A nach 4 h Hungerung in SD(-N). Als Negativkontrolle dient der leere Vektor pRS316,
als Positivkontrolle Atg15p auf einem 2u-Uberexpressionsplasmid.

Nur das Ausgangsprotein von Atgl5p ohne Transmembrandomane war nach
Expression unter der Kontrolle des GAL1-Promotors in der Lage, proApelp zu reifen

und den Lysedefekt im Vesikeltest zu komplementieren. Die Abbildung 4.23 A zeigt
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zwei inaktive Klone des Atg15parwmp°>>"-Konstruktes. In beiden Fallen wurde die
proApelp nicht mehr gereift. Nur in einem der Klone liefl3 sich wie im aktiven Protein
die HA-Markierung des Fusionsproteins nachweisen. Daher wurde dieser Klon fiir die

nachfolgenden Experimente eingesetzt.

4.2.3.3 ALP-Atg15parmp hemmt das Zellwachstum

Fur die nachfolgenden Experimente wurden die entsprechenden Deletionsstdmme
mit den Plasmiden pYES2-alpiss-atgl5arvp-"-3xHA (inaktives Atgl5p) bzw.
pPYES2-alpi-sg-atg15atmp-3XHA (aktives Atgl5p) transformiert. Das leere pRS316-
Plasmid diente als Negativ-Kontrolle. Ein Uberexprimierendes 2y ATG15-Plasmid
diente als Positivkontrolle fur die Wirkung von Atg15p in den Deletionsstammen. Die
Zellen wurden zunadchst uber Nacht in Selektionsmedium mit 2 % Raffinose
angezogen, eine Verdunnungsreihe in sechs Schritten von 1:10 bis 1:100000
hergestellt und 5 pl der jeweiligen Zellsuspension auf Selektionsplatten mit 2 %
Glukose bzw. 2 % Galaktose aufgetropft. Von jedem Ansatz wurde eine Platte 2 bis 3
Tage bei 30°C und eine bei 37°C inkubiert. Die Expression von Atgl5patmp und

S332A erfolgte in Abhangigkeit vom GAL1-Promotor nur in Gegenwart von

Atg15patmp
2 % Galaktose.

Abbildung 4.24 zeigt die Lyse-defizienten Stamme atg1l5A und atgl5A pep4A im
WCG-Hintergrund. Beim Wachstum auf Glukose bei 30°C und 37°C wuchsen alle
Zellen gleichmafig. Auch beim Wachstum auf Galaktose bei 30°C und bei 37°C
wuchsen die Kontrollen (pRS316 und 2p Atgl5p) in den ATG15- und ATG15 PEP4-
defizienten Stammen ohne Einschrankung.

Das aktive ALP-Atgl5parvmp-Konstrukt fuhrte bei 30°C in atgl5A pep4A-Zellen zu
schlechterem Wachstum als das inaktive ALP-Atg15pammp>--2"-Konstrukt. Der Effekt
wurde bei 37°C durch den zusatzlichen Temperaturstress noch verstarkt. Die
Proteinasen A (Pep4p) und B (Prblp) sind notwendig fur die Lyse von
autophagischen Vesikeln in der Vakuole. Beide Proteine kbnnten an der Reifung von
Atgl5p beteiligt sein. Der Wachstumstest zeigte, dass ALP-Atgl5p auch ohne

Proteinase A aktiv ist.
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Abbildung 4.24: Wachstum nach Expression von ALP-Atg15p,mwp und ALP-AtngpAT,\ADSQ’?’2A in

atgl5A und atgl5A pep4A-Zellen. Nach Wachstum der Zellen in 2% Raffinose wurden
Verdinnungsreihen auf Agarplatten mit Selektionsmedium mit 2% Glukose oder 2% Galaktose
aufgetropft und bei 30°C bzw. 37°C inkubiert.

4.2.3.4 Autophagie ist am Abbau stark Uberexprimierter Proteine beteiligt

Abbildung 4.25 zeigt Deletionsstamme der Kinase ATG1 und des E2-ahnlichen
Enzyms ATG3 in Kombination mit einer zusatzlichen Deletion von PEP4. Diese
Stamme waren in der Induktion der Autophagie gestort. Auf3erdem fehlte ihnen
Proteinase A, was zu einem zusatzlichen Lysedefekt fiihrte.

Die transformierten Zellen wuchsen bei 30°C auf Glukose gleichméaRig, ebenso bei
37°C. Das Wachstum der Zellen auf Galaktose zeigte deutlich, dass die
Uberexpression von Atgl5parup und von Atgl5parmp-2* das Wachstum der
Autophagie-defizienten atg1lA und atglA pep4A-Zellen, vor allem aber das der atg3A
und atg3A pep4A-Zellen verlangsamte. Zellen mit dem aktiven ALP-Atgl5patmp-
Konstrukt wuchsen dabei noch etwas schlechter als die mit inaktiven ALP-
Atg15patmp>2?-Konstrukt. Im Vergleich zu den Lyse-defizienten Stammen ist der
Unterschied im Wachstum aber geringer. Ohne ATG1 und ATG3 konnten die Zellen

die Uberexprimierten Proteine nicht mehr abbauen, was zu einem nachweisbaren
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Wachstumsdefekt flhrte. Dieser wurde durch zusatzlichen Temperaturstress noch

30°C 37°C
WCG WCG WCG WCG
WCG atg3A tg1A WCG atg3a WCG atg1A

i atg3Apep4A WCG alg atg1Apep4A a9 atg3Apep4A &g atg1Apep4A
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Abbildung 4.25: Wachstumsphé&notypen von ALP-Atgl15parmp und ALP-AtngpATMDSQ’32A in
Autophagie-defizienten Stammen des WCG-Hintergrundes. Nach Wachstum der Zellen in 2%
Raffinose wurden Verdinnungsreihen auf Agarplatten mit Selektionsmedium mit 2% Glukose oder 2%
Galaktose aufgetropft und bei 30°C bzw. 37°C inkubiert.

4.2.3.5 ALP-Atg15p hat keinen Einfluss auf APM3-defiziente Zellen

Die APM3-defizienten Zellen in Abbildung 4.26 bilden keine ALP-Vesikel mehr aus,
in diesen Zellen sollten die Konstrukte nicht mehr an die vakuolare Membran
gelangen [23]. Das Wachstum der Zellen war bei 30°C auf Glukose nicht
beeintrachtigt. Nach der Induktion des GAL1-Promotors zeigte sich, dass sowohl die
Wildtyp-Zellen als auch die pep4A-Zellen bei 30°C sowie bei 37°C durch die
Expression von aktivem ALP-Atgl5parmp Schlechter wachsen. In apm3A-Zellen
zeigte sich keine Verschlechterung des Wachstums durch die Expression der

Fusionsproteine.
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Abbildung 4.26: Die Expression von ALP-Atgl5parmp erzeugt keinen nachweisbaren
Wachstumsphanotyp in APM3-defizienten Zellen. Stdmme des BY4741-Hintergrundes. Nach
Wachstum der Zellen in 2% Raffinose wurden Verdinnungsreihen auf Agarplatten mit
Selektionsmedium mit 2% Glukose oder 2% Galaktose aufgetropft und bei 30°C bzw. 37°C inkubiert.

4.2.3.6 Die Uberexpression von ALP-Atg15patmp und ALP-Atg15psmvp 22" ist
in vps11A-Zellen letal

Vpsllp gehért zu den so genannten HOPS / Klasse C Proteinen. Fehlt VPS11,
erfolgt keine Fusion von ALP-Vesikeln oder des spaten Endosoms mehr mit der
Vakuole.

Der schadigende Einfluss von ALP-Atgl5parmp auf das Wachstum von VPS11-
defizienten Zellen zeigte sich in den hier durchgefihrten Untersuchungen bereits bei
30°C auf Glukose und wird bei 37°C noch verstarkt (Abbildung 4.27). Eine
Uberexpression des aktiven ALP-Atg15parvp ist bei 30°C im vpsl11A letal, bei 37°C

auch fir das inaktive ALP-Atg15p,mup°-22%.
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Abbildung 4.27: ALP-Atgl5p,rvp Verlangsamt das Wachstum von vpsllA-Deletionstdmmen
und ist bei Uberexpression letal. Stamme des BY4741-Hintergrundes. Nach Wachstum der Zellen
in 2% Raffinose wurden Verdinnungsreihen auf Agarplatten mit Selektionsmedium mit 2% Glukose
oder 2% Galaktose aufgetropft und bei 30°C bzw. 37°C inkubiert.

4.2.4 Transport von Sna3p und Atg15p im MVB-Weg

Der MBV-Weg ist Teil des endosomales System und dient unter anderem dem
Ubiquitin-abhangigen Transport einiger Transmembranproteine zum Lysosom
(Vakuole) [165]. Auch die Proteine Atgl5p und Sna3p werden Uber den MVB-Weg
transportiert. Fur Sna3p wurde zunachst gezeigt, das es Ubiquitin-unabhangig tber
den MVB-Weg transportiert wird [12]. Inzwischen wurde eine Interaktion der
Ubiquitin-Ligase Rsp5p mit Sna3p nachgewiesen, welche auf einem PPAY-Motiv
beruht [16]; [17]. Die direkte Ubiquitinierung von Sna3p ist nicht zwingend
erforderlich, unterstitzt aber den Transport [17]. Ein PxY-Motiv findet sich auch
hinter der Transmembrandomane von Atg15p. In den nachfolgenden Experimenten
wurde der Transport von Atg15p Uber den MVB-Weg mit dem von Sna3p verglichen

und eine madgliche Ubiquitinierung des Proteins naher untersucht.
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4241 Der Transport von Sna3p erfolgt unabhangig von dem Lysin an Position
125

Sna3p besitzt an Position 125 ein Lysin, an dem eine Ubiquitinierung vorausgesagt
wird [166]; [167]. Dieses Lysin wurde mittels zielgerichteter Mutagenese durch ein
Arginin ersetzt. Dazu wurde das QuikChange®ll Site-directed Mutagenesis Kit
(Stratagene, USA) verwendet (Abschnitt 3.2.4.14). Als Ausgangsplasmid diente
dabei pRS416-SNA3-GFP [12]. Als Mutagenese-Oligonucleotide wurden Sna3mutfor
und Sna3mutrev verwendet. Die PCR, der anschlieliende Dpnl-Verdau sowie die
Transformation in kompetente E. coli XL-1 Blue Zellen erfolgte nach
Herstellerangaben. Das so erzeugte Konstrukt pRS416-sna3“**?-GFP wurde durch

Sequenzierung Uberpruft.
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Abbildung 4.28: Ubiquitinierungsmuster und Lokalisation von Sna3p A. Nachweis der
Ubiquitinierung in Sna3p und Sna3p'**® mit GFP-Antikérper in doa4A pep4A-Zellen des MHY-
Hintergrundes. Der Nachweis von Pgk diente als Ladekontrolle. B. Mikroskopische Lokalisierung der
GFP-Fusionsproteine in Wildtypzellen und doa4A-Zellen des MHY-Hintergrundes.

Doa4p ist eine AAA-Typ ATPase und notwendig fur das Ubiquitin-Recycling in der
Zelle. Fehlt das Protein, sind Ubiquitin-abhangige Prozesse in der Zelle verlangsamt
oder blockiert [7].

Fiur die nachfolgenden Untersuchungen wurden Zellen verwendet, in denen neben
DOA4 auch die vakuolare Proteinase A (PEP4) deletiert ist. Die Zellen stabilisierten

daher die exprimierten GFP-Sna3-Konstrukte sowie ihre Ubiquitin-Konjugate. Eine
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Mutation des Lysins in Position 125 des Sna3-GFP fiihrte zu einem verédnderten
Ubiquitinierungsmuster (Abbildung 4.28 A).

Abbildung 4.28 B zeigt, dass beide Konstrukte sowohl in Wildtypzellen als auch in
DOA4-defizienten Zellen in die Vakuole transportiert wurden. Dabei ist das Signal in
den doa4A-Zellen etwas schwacher als im Wildtyp. Folglich verandert der Austausch
von Lysin in Position 125 zu Arginin das Ubiquitinierungsmuster, aber nicht die

Lokalisation von Sna3p.

4.2.4. Untersuchungen zur Ubiquitinierung von Atg15p und dem Einfluss des
PxY-Motivs auf die Atgl5p-Sortierung

Frihere Untersuchungen zeigten, dass der Transport von Atg15p nicht abh&ngig von
Tullp und Doa4p ist und damit wie fur Sna3p Ubiquitin-unabhangig erfolgte [109]. In
den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurde nochmals eine moégliche
Ubiquitinierung von Atgl5p Uberpruft und durch Mutagenese des PxY-Motivs in der
Nahe der Transmembrandomé&ne dessen Funktion fir den Transport tberprift.

Dazu wurde das Tyrosin an Position 38 in dem Motiv gegen ein Alanin mittels
zielgerichteter Mutagenese unter Verwendung des QuikChange®ll Site-directed
Mutagenesis Kit (Stratagene, USA) ausgetauscht (Abschnitt 3.2.4.14). Als
Ausgangsplasmide dienten dabei pUE13 (CEN pRS316-ATG15-3xHA) mit dem
nativen ATG15-Promotor sowie pUE51 (pYES2-ALPi.5s- atg1l5armp-3XHA) unter der
Kontrolle des GAL1-Promotors. Als Mutagenese-Oligonucleotide fur pUE13 dienten
die Oligonucleotide Y/A-ATG15-HAfor und Y/A-ATG15-HArev. Fur pUE51 wurden
die Mutagenese-Oligonucleotide Y/A-ALP-ATG15for sowie Y/A-ALP-ATG15rev
verwendet. Die PCR, der anschlieBende Dpnl-Verdau sowie die Transformation in
kompetente E. coli XL-1 Blue Zellen erfolgte nach Herstellerangaben. Die so
erzeugten Konstrukte pRS316-atg15"%"-3xHA (CEN) und PpYES2-ALPysg-

Y38A

atg1l5,tmp ~ -3xHA wurden durch Sequenzierung tberprift.
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4.2.4.3 Atg15p-HA ist nicht ubiquitiniert und auch ohne PxY-Motiv biologisch
aktiv

Um zu Uberprifen, ob Atgl5p ubiquitiniert wird, wurden verschiedene Atgl5p-HA-
Konstrukte in doa4A- und doadA pep4A-Zellen exprimiert (Abbildung 4.29 A). Um
einen moglichen Einfluss der aminoterminalen, cytosolischen Domé&ne zu
Uberprufen, wurde neben den N- und C-terminal HA-markierten Proteinen auch ein
Atg15-Konstrukt untersucht, dem diese Domane fehlt (Atg15paz-12). In Abbildung 4.29
A ist, anders als fur Sna3p (siehe. Abbildung 4.28) keine Ubiquitinierung der Atg15p-
Konstrukte zu erkennen. Es zeigt sich nur das bereits beschriebene
Glykosilierungsmuster von Atg15p [107].

Nach der Mutagenese des PxY-Motivs in Atg1l5p durch Austausch eines Tyrosins an
Position 38 gegen Alanin sollte zunachst die biologische Aktivitat der so erzeugten
Konstrukte uberprift werden. Dazu wurde die Apelp-Reifung in Lyse-defizienten
atg1l5A-Zellen untersucht (Abbildung 4.29 B).

Das Atgl5p-HA-Konstrukt mit endogenem Promotor und die entsprechende
mutagenisierte Form zeigen eine normale Reifung von proApelp. Dies gilt auch fir
die ALP-Atgl5p-HA-Konstrukte, die unter der Kontrolle des GAL1-Promotors
exprimiert werden. Dieses Ergebnis konnte zusatzlich durch einen Vesikeltest mit
atgl5A-Zellen bestatigt werden. Nach vierstindiger Hungerung der transformierten
Zellen in SD(-N) befanden sich keine autophagischen Vesikel in der Vakuole. Die
Zellen, die zur Kontrolle mit dem Ausgangsvektor transformiert wurden, akkumulieren
hingegen Vesikel.

Diese Ergebnisse zeigten, dass die durch in vitro-Mutagenese erhaltenen
Konstrukte, wie ihre Ausgangskonstrukte, biologisch aktiv waren.
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Abbildung 4.29: A. Atgl5p-HA wird nicht ubiquitiniert. Weder das Wildtyp Atgl15p mit HA-Tag
noch Atgl5p ohne die Aminosauren 2-12 mit HA-Tag zeigen eine charakteristische Ubiquitinierung in
Zellen des MHY-Hintergrundes. Der Pgk-Nachweis diente als Ladekontrolle. B. Atg15p**®* ist
biologisch aktiv. Apelp-Reifung in stationaren atgl5A-Zellen im WCG-Hintergrund. Als
Negativkontrolle wurde Proteinextrakt aus pRS316-transformierten Zellen verwendet, als
Positivkontrolle Proteinextrakt aus Wildtypzellen. C. Vesikeltest in WCG atg15A nach 4 h Hungerung
in SD(-N). D. Fluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von ALP1_58At915pY38A in WCG atg15A.
Indirekte Immunfluoreszenz nach 4 h Inkubation in SD(-N). A.-D. Das Wachstum der Zellen erfolgte in
Selektionsmedium mit 2 % Glukose; bei den Konstrukten mit GAL1-Promotor erfolgte das
Zellwachstum zunéchst in 2 % Raffinose, dann Gber Nacht in 2 % Galaktose.

Ein Ziel der Untersuchungen war es zu testen, ob Atg1l5p ohne das PxY-Motiv in der
Zelle mislokalisiert wird. Dazu wurden die durch in vitro-Mutagenese erhaltenen
Konstrukte, sowie deren Ausgangskonstrukte und als Kontrolle pRS316 in atg1l5A
pep4A-Zellen des WCG-Hintergrundes transformiert. Die Lokalisierung erfolgte durch
indirekte Immunfluoreszenz (Abschnitt 3.2.5.4).

Es ist bekannt, dass Atgl5p-HA an 50 nm grof3en, intravakuolaren MVB-Vesikeln
und am ER lokalisiert ist [107]. In dieser Arbeit durchgefuihrte Untersuchungen des
mutagenisierten Konstruktes Atgl5p"*®*-HA zeigten eine diffusere Verteilung des
Signals (Daten nicht gezeigt). Dies kdnnte auf eine Funktion des PxY-Motivs flr die
Sortierung von Atgl5p im MVB-Weg hinweisen, die vergleichbar mit Sna3p ist. Im
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Rahmen dieser Arbeit konnte die Lokalisierung von Atgl5p mit mutagenisiertem
PxY-Motiv jedoch noch nicht eindeutig geklart werden.

Die Ergebnisse fur das in Kapitel 4.2.3 beschriebene ALP;.55.Atg15p-Konstrukt sowie
des mutagenisierten Konstruktes ALPi1.ssAtgl5p***~HA zeigten die erwartete
Lokalisierung beider Konstrukte an der Vakuolenmembran. Das Fusionsprotein wird
in beiden Fallen in Abhangigkeit von der aminoterminalen ALP-Domé&ne und nicht

Uber den endosomalen Weg sortiert.
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5. DISKUSSION

5.1 Mikroautophagischer Abbau des Kern-ER in Saccharomyces

cerevisiae

Autophagie dient eukaryotischen Zellen bei N&ahrstoffmangel als
Transportmechanismus fiir cytosolische Proteine oder ganze Organellen in das
Lysosom bzw. in die Vakuole [168], um daraus lebensnotwendige Aminosauren zu
gewinnen. Es lassen sich zwei Formen der Autophagie unterscheiden:
Makroautophagie, gekennzeichnet durch doppelmembranlagige Transportvesikel
(Autophagosomen), und Mikroautophagie, gekennzeichnet durch eine direkte
Einstllpung der Vakuolen- oder Lysosomenmembran.

In der Hefe Saccharomyces cerevisiae wurden bisher vor allem makroautophagische
Prozesse beschrieben [85]. Der stickweise Abbau von Kern-ER und Teilen des
Zellkerns (piecemeal microautophagy of the nucleus, PMN) ist ein typischer
mikroautophagischer Prozess. In S. cerevisiae existieren Kontaktstellen zwischen
dem Kern-ER und der Vakuole, die durch direkte Wechselwirkung von Nvjlp am
Kern-ER und dem vakuoldren Protein Vac8p gebildet werden [123]. Bei
N&ahrstoffmangel entstehen an den Kontaktstellen verstarkt Einstulpungen der
vakuolaren Membran.  Aus  morphologischer  Sicht  entstehen  also
mikroautophagische Vesikel, die in der Vakuole abgebaut werden.

Untersuchungen mit Uberexprimierten Markerproteinen sprachen zun&chst gegen
eine generelle Beteiligung von Komponenten der Makroautophagie an PMN. So
wurde behauptet, dass in atg7A Zellen PMN ungestort ablauft [128, 142], [119].
Atg7p ist essentiell fur die beiden Ubiquitin-ahnlichen Proteinkonjugationssysteme
der Makroautophagie. Mit Atg7p wurde in diesen Arbeiten nur eine Komponente der
Autophagie auf ihre Mitwirkung an PMN getestet. Aus diesem Grund wurden in der
hier vorliegenden Arbeit weitere Proteine der Makroautophagie auf eine mogliche
Beteiligung an PMN untersucht.
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Als Markerprotein diente dabei GFP-markiertes Oshlp. Es gelangt nach der
Induktion von Autophagie zusammen mit dem PMN-Markerprotein Nvjlp in die
Vakuole und wird dort abgebaut. Die Messung des GFP-Osh1p-Abbaus erlaubt somit
eine quantitative Verfolgung des Prozesses. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente zeigen, dass neben der Lyse der PMN-Vesikel auch
ihre Entstehung abhangig ist von Genen, die nicht nur fur Makroautophagie sondern
auch fir den Cvt-Weg benétigt werden.

Bei der Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit zeigen sich wesentliche
Unterschiede zu den von der Arbeitsgruppe von D. S. Goldfarb publizierten Daten.
Diese Unterschiede beruhen auf der Expressionsrate des verwendeten
Markerproteins und der quantitativen Beurteilung der Daten.

In dieser Arbeit wurde die Freisetzung von GFP aus GFP-Oshlp als Mafl3 fur die
Beteiligung eines Proteins an PMN herangezogen. Konnte nach der Expression des
Markerproteins in dem Deletionsstamm des zu untersuchenden Gens kein freies
GFP nachgewiesen werden, ist das entsprechende Protein an PMN beteiligt. Das
freie GFP kann nur vakuolar entstehen.

Goldfarb et al. verwenden hingegen fur ihre Untersuchungen oft Uberexprimierte
Markerproteine wie zum Beispiel Nvj1-GFP, exprimiert unter der Kontrolle des GAL1-
Promotors. Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurde stets die Abnahme des
Fusionsproteins wie Nvjlp-GFP untersucht, eine mdgliche Freisetzung des
Lyseproduktes GFP wurde jedoch nicht gezeigt.

Fur atg7A-Zellen wurde aus der Abnahme des Signals fur das Uberexprimierte
Fusionsprotein Nvj1p-GFP geschlossen, dass die Atg-Proteine nicht an PMN beteiligt
sind. Insbesondere fur ATG7-defiziente Zellen sollte daher geprift werden, ob bei
Verwendung uberexprimierter PMN-Markerproteine auch freies GFP nach der
Autophagie-Induktion gezeigt werden kann. Die Abnahme des Fusionsproteins wie
im Falle von atg7A [123], [142] konnte auch auf einem Abbau der stark
Uberexprimierten Proteine z.B. durch das Proteasom beruhen. Zur Aufklarung dieses
Effektes stehen verschiedene Mutanten des proteasomalen Abbaus von Proteinen
zur Verfugung.

Die von Kvam et al. publizierten Experimente mit PMN-Proteinen unter der Kontrolle
des GAL1-Promotors [142] lieRen sich im Rahmen dieser Arbeit nicht reproduzieren.
Daher zeigen die hier vorliegenden Daten nur eine Wiederholung der Experimente
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nach Uberexpression unter der Kontrolle des CUP1-Promotors. Eine reproduzierbare
Abnahme der Menge dieses Fusionsproteins konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
beobachtet werden. Nur in Wildtypzellen konnte ein Nachweis von freiem GFP
erfolgen. Es reichten bereits geringe Mengen an Kupfersulfat aus, um eine starke
Expression des Proteins zu erreichen.

Das in dieser Arbeit verwendete Markerprotein GFP-Oshlp wird im Vergleich dazu
nur gering exprimiert. Das Fusionsprotein GFP-Oshlp hat ein sehr hohes
Molekulargewicht und war unter den hier gewahlten Versuchsbedingungen schlecht
nachzuweisen.

Zukunftig sind weitere Experimente geplant. Es gibt kommerziell erhaltliche
Hefestamme, die chromosomal Oshl-GFP und Tscl3-GFP exprimieren. Erste
Untersuchungen mit Ohslp-GFP und Tscl3p-GFP zeigten, dass vor allem das
letztere ein gut nachweisbares GFP-Signal im Western Blot ergibt (Daten nicht
gezeigt). In diesem Stamm wurden daher Deletionen von ATG7 und zur Kontrolle
auch von NVJ1 und VACS8 durchgefuhrt. Die Arbeiten konnten im Rahmen dieser
Arbeit nicht mehr abgeschlossen werden. Sie sollen die gefundenen Ergebnisse
weiter bestatigen.

Ziel dieser Arbeit war es, Einblick in den molekularen Mechanismus der PMN zu
gewinnen. Hierzu sollten an PMN beteiligte Gene identifiziert werden. Von den 31
bisher bekannten ATG-Genen sind die meisten an der Bildung der Autophagosomen
beteiligt. Diese zentrale Maschinerie Iasst sich in drei funktionelle Gruppen einteilen.
Dazu gehort zum einen das Transmembranprotein Atg9p [169], die
Wechselwirkungspartner aus dem Atglp-Kinasekomplex, Atg2p und Atgl8p. Zum
anderen ist der Ptdins(3)P-Komplex beteiligt [170]. Schlie3lich kann auch das
Ubiquitin-&hnliche Proteinkonjugationssystem dazu gezahlt werden. Es enthalt unter
anderem die zwei Ubiquitin-ahnlichen Proteinen Atg8p und Atgl2p und das E1-
ahnliche Atg7p. Die hier vorliegende Arbeit zeigt, dass diese zentralen
Autophagieproteine fir PMN benétigt werden (Abbildungen 4.2, 4.5 und 4.6).

Es qibt einen Transport von Atg9p zwischen dem PAS, dem Ort der

Autophagosomen-Biogenese und einem peripheren Ort [171]. Atg23p und Atg27p
(Etf1lp) sind an diesem Transport beteiligt, werden aber fir PMN nicht benétigt [172],
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[102], [173]. Beide Proteine spielen nur eine Rolle im Cvt-Weg, fur Makroautophagie
werden sie nicht benotigt.

Atgl7p, das im Atglp-Kinasekomplex als Plattform fur die Bindung weiterer Proteine
dient, ist spezifisch fur die hungerinduzierte Autophagie [144], [88]. Es ist an PMN
beteiligt. Im Cvt-Weg interagiert Atgllp mit Atglp [89]. Das Protein Atgllp ist
ausschlie3lich am Cvt-Weg beteiligt. Es bindet den Apelp-Rezeptor Atgl9p, der
keine Funktion fur PMN hat. Atg11p wirkt bei der Vesikelbildung als Adapter und wird
ebenfalls fur PMN gebraucht. Die Beteiligung dieser Cvt-Komponenten zeigt, dass
bei der Analyse des Markerproteins GFP-Osh1lp keine unspezifische autophagische
Degradation gemessen wurde, da rein makroautophagische Prozesse in diesen
Deletionsmutanten weiterlaufen. Der Abbau von GFP-Oshlp tUber PMN, gemessen
anhand der Zunahme an freiem GFP, benétigt nicht den eigentlichen Cvt-Weg, wohl
aber bestimmte Komponenten.

Dies zeigt sich auch an Proteinen, die neben ihrer Beteiligung am Cvt-Weg eine
Funktion bei Membranfusionen im sekretorischen Proteintransportweg aufweisen
(Abschnitt 4.1.5), z.B. die Komponenten des GARP/VFT-Komplexes.

Deletionen der Gene des GARP-Komplexes haben zur Folge, dass proApelp in den
Zellen unter konstitutiven Wachstumsbedingungen nicht mehr gereift wird. Der
Komplex ist neben der Bildung von Cvt-Vesikeln auch an Fusionsprozessen am
spaten Golgi und am Endosom beteiligt [156], [46], [155]. Fur PMN hat der GARP-
Komplex keine Funktion.

Atg20p und Atg24p, die bei der Bildung der Cvt-Vesikel am Atglp-Kinasekomplex
lokalisiert sind, finden sich als Sorting Nexine auch beim retrograden Transport vom
frihen Endosom zum Golgi [153]. Atg20p ist nicht an dem in dieser Arbeit
untersuchten PMN-Prozess beteiligt, in ATG24-defizienten Stammen ist dagegen nur
wenig freies GFP detektierbar.

Bei den untersuchten Komponenten des TRAPP-Komplexes zeigte nur Trs85p eine
Beteiligung am Abbau von GFP-Osh1l. Trs85p (Gsglp) wird fur die Organisation des
PAS wéhrend des Cvt-Weges benotigt [154]. In TRS85-defizienten Stdmmen gelangt
Atg8p nicht mehr in die Vakuole [174].

Der Abbau von GFP-Oshlp bendétigt Ptdins(3)P. Fehlt ATG14, das spezifisch ist fur
den an der Autophagie beteiligten Vps34-Komplex, ist dieser Abbau blockiert.
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Atgl8p, Atg2lp und Hsv2p (Ygr223c) geh6ren zu einer konservierten
sequenzhomologen Proteinfamilie, haben jedoch in S. cerevisiae unterschiedliche
Funktionen. Alle drei Proteine enthalten je sieben WD-40 Domanen, die zu einem 7-
blattrigen Propeller gefaltet sind. Diese Struktur kann als Plattform fir
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen dienen. Uber ein FRRG-Motiv konnen
Atg18p, Atg21p und Hsv2p an Ptdins(3)P sowie an Ptdins(3,5)P, binden [91].

Krick et al. konnten zeigen, dass ein mutiertes Atg18-FTTG Protein kaum mehr an
Ptdins(3)P und an PtdIns(3,5)P, bindet, dabei seine Funktion fir den Cvt-Weg
verliert, die Funktion wahrend der Autophagie jedoch nicht betroffen ist [137]. Eine
Deletion von ATG18 fuhrt zur Blockierung von PMN. Diese Blockierung kann durch
Transformation von Atg18p mit der FTTG-Bindestelle aufgehoben werden (Abbildung
4.7). Dies gilt auch fir die Transformation eines Atgl8p-HA mit mutierter FRRG-
Bindestelle. Da auch das Ptdins(3,5)P2-bindende Enzym Fablp nicht fir PMN
bendtigt wird héngt die Funktion von Atgl8p wéahrend PMN auch nicht von der
Bindung an Ptdins(3,5)P, ab. Auch hier zeigt sich die Relevanz von Ptdins(3)P fur
PMN. Atg18p scheint wahrend PMN eine ahnliche Funktion zu haben wie im Verlauf
der Autophagosomen-Bildung. Dabei konnte es sich um eine strukturgebende
Funktion wie z.B. fur die Rekrutierung von weiteren beteiligten Proteinen handeln.

Bei einer Deletion von ATG21 entspricht die Abbaurate von GFP-Osh1p nur noch
dem Hintergrund der nvj1A-Zellen. Auch das fur den Cvt-Weg benétigte Atg21p wird
also fur PMN gebraucht. Anders als im Fall von Atg18p ist aber das FRRG-Motiv
notwendig (Abbildung 4.7). Der Abbau von GFP-Oshl1p wahrend PMN wird durch die
Bindung von PtdIns(3)P an Atg21p verbessert. Dies entspricht auch den Ergebnissen
fur den Ablauf des Cvt-Weges [137], der die Lipidbindung tUber das FRRG-Motiv
bendtigt. Atg21p ist direkt an der Organisation des PAS beteiligt, gezeigt durch die
fehlende Anreicherung von GFP-Atg8p am PAS [175]. Wahrend PMN besitzen beide
Proteine trotz ihrer Homologie unterschiedliche Funktionen.

Das dritte Homolog Hsv2p (Ygr233c) ist weder an der Autophagie, noch am Cvt-Weg
beteiligt. Es wird aber fir PMN bendtigt. Bisher ist wenig Gber das Protein bekannt.
Hier konnte zum ersten Mal eine Funktion fur Hsv2p in einem autophagischen

Prozess gezeigt werden.

Viele der bisher genannten, zentralen Atg-Proteine finden sich zusammen mit der so

genannten autophagischen Isolationsmembran am PAS. Dabei handelt es sich um
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eine Struktur, von der ausgehend die Bildung der Autophagosomen und Cvt-Vesikel
erfolgt [68]. Auch fir PMN scheint das PAS notwendig zu sein. Neben den in dieser
Arbeit gezeigten Untersuchungen mittels Western Blot wurden erste
fluoreszenzmikroskopische Colokalisierungs-Experimente mit den PAS-Markern
Apelp-RFP und RFP-Atg9p zusammen mit GFP-Oshlp durchgefuhrt. Eine
eindeutige Colokalisierung der Proteine an den Kontaktstellen von Kern und Vakuole
lieR sich aufgrund des schwachen Fluoreszenzsignals nicht nachweisen.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen konnten die Lokalisierung von GFP-
Atg8p wahrend PMN zeigen.

Die Lyse von PMN-Vesikeln benétigt die Proteinase A [142], [123]. Untersuchungen
des Abbaus von GFP-Oshl1p konnten dies bestatigen und dariiber hinaus auch eine
Beteiligung von Atgl5p an dem Abbau von GFP-Oshlp zeigen. Atg22p und Prblp
scheinen nicht zwingend erforderlich zu sein, da in den entsprechenden
Deletionsstammen der Abbau reduziert, aber noch vorhanden war.

Bisher konnte nicht zweifelsfrei gezeigt werden, ob wahrend PMN frei bewegliche
Vesikel in der Vakuole entstehen oder ob es sich bei den gezeigten Strukturen um
schlauchférmige Einstulpungen der Vakuolenmembran handelt. Diese werden in
Proteinase A-defizienten Stammen wéhrend der Mikroautophagie beschrieben [176].
Hier waren weitere elektronenemikroskopische Untersuchungen hilfreich. In Lyse-
defizienten Stammen konnte auflerdem eine Verteilung des PMN-Markerproteins
GFP-Oshlp im Dichtegradienten zeigen, ob sie sich in einer Vesikelfraktion

nachweisen lassen.

Waéahrend PMN erfolgen zwei Membranfusionen. Zunachst fusionieren die
Membranen des ER und anschlie3end die der Vakuole. Das p97-Homolog Cdc48p
ist eine AAA-Typ ATPase und an ER-Fusionen beteiligt. Das CDC48-Gen st
essentiell und wurde deswegen im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.
Temperatursensitive Mutanten konnten zum Nachweis einer Beteiligung von Cdc48p
an PMN herangezogen werden. Als Cofaktor von Cdc48p gilt das p47-Homolog
Shplp (Ubx1p) [177], [162]. Shplp rekrutiert ubiquitinierte Proteine zu degradativen
aber auch zu nicht degradativen Funktionen von Cdc48p [177]. Eine Deletion von
SHP1 verhindert den Abbau von GFP-Oshlp und stellt einen ersten Hinweis auf die
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Beteiligung der ER-Fusionsmaschinerie dar. Andere UBX-Gene sind nicht an PMN
beteiligt (Abbildung 4.16).

Eine homotypische Fusion von Vakuolenmembranen bendtigt Lipide wie Ergosterol,
Diacylglycerol, Ptdins(3)P sowie Ptdins(4,5)P, [53]. Fur PMN wird wie bereits
erwahnt PtdIns(3)P bendtigt. Das PtdIns(4,5)P, generierende Enzym Mss4p wurde in
dieser Arbeit nicht untersucht, da das Protein essentiell ist.

Molekulargenetische Untersuchungen zeigen, dass Proteine, die an der
homotypischen Vakuolenfusion beteiligt sind, auch fur die Fusion von
Autophagosomen und Cvt-Vesikeln mit der Vakuole notwendig sind. Dazu gehoren
die SNARE Proteine Vam3p, Vam7p, Vtilp und Ykt6p; die NSF und SNAP-
Homologe Sec17p und Secl18p, die RabGTPase Ypt7p und Mitglieder des Klasse C /
HOPS-Komplex [178], [179], [180, 181].

PMN bendtigt die Q-SNAREs Vam3p und Vam7p. Ein moglicher Interaktionspartner
ware der Qp-SNARE Vtilp. Untersuchungen mit temperatursensitiven Mutanten im
Rahmen der hier vorliegenden Arbeit lieferten bisher kein eindeutiges Ergebnis. Als
R-SNAREs wahrend Fusionen der Vakuolenmembran kommen sowohl Nyvlp als
auch Ykt6p in Frage. Welcher der beiden an PMN beteiligt ist, ist bisher unklar. YKT6
ist essentiell und wurde nicht auf seine Funktion wahrend PMN getestet, Nyvlp
hingegen wird fur PMN nicht bendtigt. Kweon et al. beschreiben Ykt6p als notwendig
fur heterotypische Fusionen an der Vakuole, wahrend Nyvlp eher an homotypischen
Vakuolenfusionen beteiligt ist. Sie zeigten aber auch, das Ykt6p als multifunktioneller
R-SNARE durch Nyvlp wahrend des Transportes der alkalischen Phosphatase
ersetzt werden kann [182]. Diese Mechanismen sind auch fur die Fusion der

Vakuolenmembran wahrend PMN denkbar.

Neben den SNAREs entscheiden membranspezifische Bindungsfaktoren dber die
Spezifikation einer Membranfusion. Im Falle der Vakuolenfusion sind dies die
Proteine des HOPS-Komplexes. Vps33p ist ein Seclp-dhnliches SNARE-bindendes
Protein. Es wird wéhrend PMN benotigt. Ebenso ist Vps41p essentiell. Auch Vps39p
und Ypt7p sind am Abbau von GFP-Osh1p beteiligt.
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Fur PMN wird Secl8p benotigt. Als Cofaktor des NSF wirkt das pl115-Homolog
Secl7, ein so genannter a-SNAP. Auch er wird fur PMN gebraucht. Neben den
bisher aufgeflihrten Faktoren benotigt die Vakuolenfusion auch LMA1, einen
Komplex aus Thioredoxin und dem Proteaseinhibitor Pbi2p [45]. Vor der Fusion der
Membranen ist Secl8p mit gebundenem ATP ulber Secl7p an den cis-SNARE
Komplex gebunden. Die Hydrolyse von ATP fihrt zur Dissoziation des cis-SNARE
Komplexes, zur Freisetzung von Sec17p und zur Ubertragung von LMAL1 auf den nun
ungepaarten SNARE Vam3p. Vam3p wird in seiner offenen Konformation stabilisiert.
Es binden die GTPase Ypt7p und die Komponenten des Klasse C / HOPS
Komplexes. Vor der Fusion der Membranen muss LMA1l von Vam3p auf das
vakuolare Transporterchaperon Vtc3p lbertragen werden. Bei Fusionsprozessen am
Golgi-Apparat von Saugerzellen Gibernimmt GATE-16 die Funktion von LMA1. GATE-
16 ist ein Ubiquitin-ahnliches Protein. Homologe von GATE-16 sind LC3 in
Saugerzellen und Atg8p in Hefe [71]. Weiterhin wurden Wechselwirkungen von
Atg8p mit den SNAREs Betlp und Nyvlp gefunden [183]. Fur den Abbau von GFP-
Oshlp konnte keine Beteiligung von LMA1 gezeigt werden. Dies spricht fur eine
direkte Beteiligung der Autophagiemaschinerie, insbesondere von Atg8p-PE an den
Membranfusionen wahrend PMN.

Eine Beteiligung der V-ATPase an der Vakuolenfusion ist Gegenstand zahlreicher
auch kontroverser Untersuchungen. So wird angenommen, dass die Vo-Untereinheit
an der Bildung von Poren zwischen gegenuberliegenden Membranen mitwirken
[184]. Fur den Abbau von GFP-Oshlp sind weder die membranstandige Vo-
Untereinheit noch die cytosolische Vi-Untereinheit notwendig.

Man nimmt an, dass Vtclp und Vtc4p zusammen mit LMAL den aktivierten Status
der SNAREs stabilisieren [55]. Sie assoziieren direkt mit den SNAREs und der V-
Untereinheit der vakuolaren ATPase [55, 185]. Das ,Docking” der Vakuolen ist
abhangig von ihrer Ansauerung und fuhrt zu einer erhéhten Freisetzung von Calcium
aus der Vakuole. Calcium aktiviert Calmodulin, das dann an V, bindet. Dies stimuliert
die Ausbildung eines trans-Komplexes zwischen zwei Vakuolen [60].

Sowohl die Vtc-Proteine als auch die Untereinheiten der vakuolaren ATPase werden
nicht fir PMN bendtigt. Nur die Deletion von Vtc3p fuhrt zum reduzierten Abbau von
GFP-Oshl1p. Mdglicherweise kann die Funktion von Vtc3p durch andere Chaperone

ersetzt werden.
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Der VTC-Komplex hat neben der Beteiligung an Membranfusionen [186] weitere
Funktionen. Uttenweiler et al. zeigen, dass der Komplex auch an der als
Mikroautophagie bezeichneten Einstilpung der Vakuolenmembran beteiligt ist. Die
Regulation soll dabei Uber eine Calcium-unabhangige Funktion von Calmodulin
erfolgen [159, 176].

Die Bildung mikroautophagischer Vesikel erfolgt unabh&ngig von den zentralen
Proteinen der homotypischen Vakuolenfusion [187]. Hier unterscheidet sich der
untersuchte Abbau des PMN-Markerproteins GFP-Oshlp von der Mikroautophagie.
Mikroautophagie wird von der Tor-Kinase und dem EGO-Signalkomplex kontrolliert
[160]. Fur den Abbau von GFP-Oshlp spielen diese Komponenten keine Rolle. Wie
auch die Makroautophagie wird Mikroautophagie durch Na&hrstoffmangel oder
Rapamycin induziert. Die Mikroautophagie soll dabei ein System darstellen, dass die
durch Makroautophagie zur Vakuole gebrachten Membranbestandteile abbaut und
so fur eine Membranhomdoostase an der Vakuole sorgt [187], [110]. Mikroautophagie
wirde damit indirekt von den ATG-Genen abhangen. Fir den hier gezeigten Abbau
von GFP-Oshlp werden die Atg-Proteine der Makroautophagie direkt bendtigt. Die
von Mayer et al. beschriebene Form der Mikroautophagie in S. cerevisiae dient

vermutlich eher dem Abbau von Lipidkomponenten [110, 176].

Die Einstilpung der Vakuolenmembran wahrend PMN zum Abbau von Teilen des
ER &hnelt morphologisch dem mikroautophagischen Abbau von Peroxisomen in
Pichia pastoris. Die Vakuolenmembran umschliet dabei einen Cluster aus
Peroxisomen [115]. Das MIPA (micropexophagy specific membrane apparatus), eine
transient auftretende Struktur, bildet sich vor der endgultigen Fusion der
Vakuolenmembran um die Peroxisomen [114].

An der Bildung des MIPA in P. pastoris sind, wie auch an der Entstehung des PAS
wahrend der Autophagie in S. cerevisiae, viele der Atg-Proteine beteiligt [115], [151].
Da einige dieser Gene auch fir PMN bendtigt werden, kann in Betracht gezogen
werden, dass wahrend PMN eine PAS- bzw. MIPA-ahnliche Struktur agiert. Daftr
spricht vor allem die Notwendigkeit von Atg8p fur PMN. Kennzeichnend fir das MIPA
in Pichia pastoris sind PpAtg8p und PpAtg26p. In S. cerevisiae ist Atg26p jedoch
nicht an der Autophagie beteiligt [161] und wird auch fur PMN nicht bendtigt. Hier
zeigt sich ein Unterschied zwischen den beiden Hefen P. pastoris und S. cerevisiae.
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Neben der Bildung des MIPA erfolgt auch eine Membranumbildung an der
Vakuolenmembran selbst. Die fur PMN benotigten Proteine wie der PtdIns-3-
Komplex, Atg9p, Vac8p und in Abhangigkeit von Vac8p auch Atgllp [188], [189]
konnen wahrend der Mikropexophagie in P. pastoris an den entstehenden Vesikeln
an der Vakuolenmembran lokalisiert werden. ATG24 codiert fur das bereits erwahnte
Sorting Nexin Atg24p. Atg24p reguliert in P. pastoris das EinschlieRen des
Peroxisomen-Clusters durch die Vakuolenmembran, an die es uber Ptdins(3)P
bindet [190]. Eine Deletion von ATG24 fihrt zu einer Reduktion des GFP-Osh1lp-
Abbaus (Abbildung 4.9). Daraus folgt eine mogliche Beteiligung von Atg24p an der
Umbildung der Vakuolenmembran wéhrend PMN.

PMN bendétigt einige Proteine der homotypischen Vakuolenfusion wie die SNAREs
und den HOPS-Komplex. Uber die Bildung der Membranhiille um die Peroxisomen
im Verlauf der Mikropexophagie ist bisher wenig bekannt. Es wird in Erwéagung
gezogen, dass sich von der Vakuole Vesikel abschniren, die den Peroxisomen-
Cluster einhdllen und sich dann wie bei der homotypischen Vakuolenfusion
vereinigen [190].

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen in P. pastoris zeigten, dass Mutationen
der GCN-Gene den Ablauf der Mikropexophagie inhibieren [191]. Eine detaillierte
Funktion der Gen-Proteine konnte jedoch bisher nicht beschrieben werden [114]. An
PMN sind die Gen-Proteine nicht beteiligt.

Wie neuere Untersuchungen zeigen, werden in Saccharomyces cerevisiae ER-
Membranen in einem makroautophagocytotischen Prozess in Autophagosomen
aufgenommen, zur Vakuole transportiert und dort abgebaut [192]. Es wird
angenommen, dass dieser auch als ,ER-Phagie* bezeichnete Prozess dem Abbau
von Teilen des ER und darin enthaltener, falsch gefalteter Proteine unter Autophagie-
Bedingungen dient [193]. Bernales et al. zeigen, dass jedoch nur das kortikale ER
Uber ER-Phagie abgebaut wird. Das ER um den Zellkern ist von diesem
makroautophagischen Prozess ausgenommen [194].

Roberts et al. beschreiben PMN als Weg, um spezifisch Teile des Kern-ERs, des
Zellkerns und maoglicherweise von Teilen des Nucleolus proteolytisch in der Vakuole
abzubauen [119].

Die hier gezeigten Daten zum Abbau von GFP-Oshlp sprechen dafir, dass es sich
bei PMN um eine spezielle Form der Mikroautophagie in S. cerevisiae handelt. Es
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werden die Proteine der Autophagie und des Cvt-Weges bendétigt, insbesondere
solche, die an der Bildung des PAS in S. cerevisiae und des MIPA in P. pastoris
beteiligt sind. Es bleibt zu klaren, wann die PAS-Struktur wahrend PMN fir die
Membranfusion bendtigt wird. Das PAS konnte flr die Fusion der ER-Membranen
benotigt werden, wahrscheinlicher ist jedoch eine Beteiligung an der Vakuolenfusion.
Dabei konnte das PAS in Analogie zum MIPA den letzten Fusionsschritt zwischen
den Membranen durchfuhren. Ob das PAS wahrend PMN vergleichbar zum MIPA
lokalisiert ist oder seitlich an den Membraneinstilpungen der Vakuole konnten
elektronenmikroskopische Untersuchungen klaren.

Dariiber hinaus ist nicht bekannt, ob die Teile von ER und Zellkern durch PMN
spezifisch abgebaut werden und dafir moglicherweise Sortiersignale wie eine
Ubiquitinierung oder Sumoylierung notwendig sind. In zuklnftige Untersuchungen
sollte auch eine mogliche Beteiligung des Cytoskeletts ndher analysiert werden.

5.2 Untersuchungen zur Lokalisierung, Aktivitdt und zum

Transport von Atgl5p

Neben den Untersuchungen zum Ablauf von PMN in S. cerevisiae war ein weiteres
Ziel dieser Arbeit, das an der Lyse autophagischer Vesikel beteiligte Protein Atg15p
naher zu charakterisieren. Atgl5p ist ein glykosiliertes, integrales Membranprotein,
das uUber den MVB-Weg in die Vakuole gelangt. Atg15p besitzt am Aminoterminus
eine kurze cytoplasmatische Domane, gefolgt von einer Transmembrandomane. Der
Carboxyterminus und die aktive Domane sind im Lumen des ER lokalisiert. In Zellen,
in denen die vermeintliche Lipase fehlt, reichern sich Vesikel im Inneren der Vakuole
an und proApelp wird nicht gereift [107, 109].

Mit Hilfe von N- bzw. C-terminalen HA-Fusionen von Atgl5p konnte dessen
Lokalisierung mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz am ER und mittels
Elektronenmikroskopie an MVB-Vesikeln gezeigt werden [109].

Die Erzeugung von entsprechenden GFP-Konstrukten wahrend dieser Arbeit sollte
eine direkte Lokalisierung von Atgl5p mittels Fluoreszenzmikroskopie ermdglichen.
Ausgehend von den HA-Konstukten wurden GFP-Fusionskonstrukte erzeugt. Sowohl
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die N- als auch die C-terminalen Fusionen von GFP fihrten zu Proteinen, die
funktionell waren, wobei das cytosolisch orientierte GFP am N-Terminus von Atgl5p
eine grollere biologische Aktivitat besald und ein starkeres GFP-Signal ergab. Mit
den erzeugten Konstrukten konnten jedoch nur bedingt die direkte Lokalisierung
durchgeftihrt werden.

Die C-terminale Fusion von GFP an Atgl5p konnte zwar wie erwartet am Kern-ER
und bei Deletion von PEP4 auch in der Vakuole detektiert werden, zeigte aber nur
ein schwaches GFP-Signal. Die deglykosylierten Proteine zeigten im Vesikeltest
weniger biologische Aktivitat als die Konstrukte mit den drei Glykosilierungsstellen.
Eine Reifung der proApelp durch die Konstrukte konnte zwar gezeigt werden, war
aber im Falle von Atg15-GFP und den deglykosylierten Proteinen nicht vollstéandig.
Vermutlich reicht bereits eine kleine Menge von aktivem Atg15p, um proApelp zu
reifen.

Die N-terminale GFP-Fusion mit Atgl5p zeigte zunachst eine vollig unerwartete
Lokalisierung und entsprach nicht dem, was bisher aus der indirekten
Immunfluoreszenz bekannt war. Es zeigten sich ringformige Strukturen an der
Plasmamembran, die in ihrer Struktur an die Sprossnarben von S. cerevisiae
erinnerten (Abbildung 4.19). Sie entstehen bei der Zellteilung der Hefezellen und
lassen sich mit Lectin-gekoppelten Markerproteinen nachweisen.

In einem Genom-weiten DNA-Array wurde gezeigt, dass die Expression von Atgl5p
ansteigt, wenn CBK1 deletiert ist [163]. Cbklp ist an der Regulation der Zellteilung
und an der Festlegung des Knospungsmusters in S. cerevisiae beteiligt. Die Deletion
von CBK1 beeinflusst dabei vor allen die Expression von Proteinen, die an
Modifizierungen der Zellwand beteiligt sind. Dazu gehoért z.B. auch die Chitin-
Synthase Chslp [163]. Eine eindeutige Colokalisierung von GFP-Atgl5p mit den
Sprossnarben mittels Fluoreszenz-Mikroskopie war nicht mdéglich, auch nicht bei
Verwendung eines Laser-Scanning Mikroskops. Eine elektronenmikroskopische
Untersuchung mittels Immunogold-Markierung des Proteins zeigte schlie3lich, dass
die Expression von GFP-Atg15p zu einer Proliferation des ER flhrte. Die Expression
von Atgl5p mit einer N-terminalen GFP-Fusion unter der Kontrolle des MET25-
Promotors storen offenbar den Transport des Proteins durch das sekretorische
System. Falsch gefaltete Proteine werden im frihen sekretorischen Weg
zuriickgehalten [195]. Fur die direkte Lokalisierung von Atgl5p scheinen die
Vektorsysteme pUG35 und pUG36 nicht geeignet, da hier Proteine unter der
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Kontrolle des MET25-Promotors stark tberexprimiert werden. Fir weiterfiihrende
Experimente ware es daher gunstiger, die GFP-Fusionen unter der Kontrolle des
endogenen ATG15-Promotors zu exprimieren.

Zusammen mit den Lokalisierungsstudien der GFP-Atg15p-Konstrukte erfolgte auch
eine Klonierung von C-terminal trunkierten GFP-Atg15p-Konstrukten. Atg1l5p wurde
als putative Serin-aktive Lipase beschrieben. Es enthélt das dafir typische Motiv G-
X-S-X-G innerhalb der Aminosauren 325-335 [107, 109]. Lipasen besitzen in ihrem
aktiven Zentrum eine katalytische Triade aus den Aminosauren Asparaginsaure,
Histidin und Serin. Die Asparaginsaure entzieht dem Histidin ein Proton und aktiviert
es auf diese Weise. Das katalytische aktive Histidin zieht vom Serin wiederum ein
Proton ab, wodurch die Nucleophilie des Serienrestes ansteigt. Dieser kann nun an
dem Carbonylkohlenstoff eines Substratesters angreifen, der bereits im aktiven
Zentrum lokalisiert ist. Es bildet sich ein tetraedrisches Zwischenprodukt aus dem ein
Acylenzymkomplex entsteht. In einem Hydrolyseschritt werden durch Deacetylierung
das Produkt und das urspringliche Enzym frei [196]. Atgl5p enthalt an den
Positionen 387 und 421 je eine konservierte Asparaginsaure und in Position 435 ein
konserviertes Histidin, die an der katalytischen Triade beteiligt sein kbnnten [107].

In dem Konstrukt GFP-Atg15pa400-520 fehlen das Histidin an Position 435 sowie die
Asparaginsdure an den Positionen 421 und eine weitere konservierte
Asparaginsaure in Position 462. Das um 120 Aminos&auren trunkierte Fusionsprotein
ist biologisch inaktiv. Ebenso das Konstrukt GFP-Atg15pa440-520, in dem nur die
Asparaginsaure an Position 462 fehlt. Fehlt nur der C-Terminus ab der Aminosaure
480, ist das Konstrukt aktiv. Damit konnte gezeigt werden, dass sich in dem
Abschnitt von Aminosaure 400 bis 480 das fur die katalytische Triade bendtigte
Histidin und die Asparaginsaure befinden. In weiterfihrenden Experimenten konnten
die gezielte Mutagenese einzelner Aminosduren detaillierte Aussagen Uber ihre
Notwendigkeit fur die Aktivitat von Atg15p ermoglichen.

Da auch die trunkierten GFP-Atgl5p Konstrukte zu einer ER-Proliferation fuhrten,
konnten weder der Transport noch die Lokalisierung der Konstrukte mittels direkter

Fluoreszenzmikroskopie identifiziert werden.

Atgl5p ist in der Vakuole an der Lyse von autophagischen Vesikeln beteiligt, ohne
dabei jedoch die Vakuolenmembran selbst zu lysieren. Fiur den Mechanismus dieser
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spezifischen Membranlyse durch Atgl5p werden verschiedene Modelle diskutiert
[107, 109], [197]. Bisher konnte nicht eindeutig geklart werden, wann Atg15p aktiv ist
und ob das Enzym eventuell eine hohe Substratspezifitat besitzt. In dieser Arbeit
wurden neben den gezeigten Untersuchungen zu Atgl5p auch verschiedene
maogliche Substrate getestet. Es konnte jedoch kein spezifisches Atgl5p-Substrat
identifiziert werden (Daten nicht gezeigt).

Mit den getesteten ALP-Atgl5-Konstrukten sollte der Einfluss der Atgl5p-Aktivitat
auf verschiedene am Transport beteiligte Kompartimente untersucht werden. Das
durch homologe Rekombination erhaltene ALP-Atgl5p-Konstrukt ohne das aktive
Serin verliert im Vergleich zum Ausgangsprodukt seine biologische Aktivitat. Dies
konnte im Vesikeltest sowie durch Anreicherung von proApelp gezeigt werden. Fir
weitere Untersuchungen standen somit ein aktives sowie ein inaktives Atgl5p-
Konstrukt zur Verfligung.

Wird Atgl5p uber den MVB-Weg zur Vakuole transportiert, gelangt es an den
inneren MVB-Vesikeln in das Lumen der Vakuole. Durch die Fusion mit dem
cytosolischen Teil der Alkalischen Phosphatase werden Fusionsproteine Uber den
ALP-Weg vorbei am spaten Endosom zur Vakuole transportiert [18]. Nach Fusion der
ALP-Vesikel mit der Vakuolenmembran gelangt ALP-Atgl5p somit direkt in die

vakuolare Membran.

Zunachst wurden das aktive bzw. das inaktive ALP-Atgl5p-Konstrukt in
verschiedenen Autophagie-Mutanten unter der Kontrolle des induzierbaren GAL1-
Promotors Uberexprimiert. Zellen des Lyse-defizienten Stammes atgl5A pep4A
wachsen nach der Uberexpression des aktiven ALP-Atgl5-Konstruktes schlechter
als Zellen, in denen inaktives Atg15p exprimiert wird. Der Effekt verstarkte sich durch
Inkubation bei 37°C. Anhand dieser Wachstumsphé&notypen konnte erstmalig gezeigt
werden, dass Proteinase A (Pep4p) nicht fur die Aktivitat von Atgl5p bendtigt wird.
Pep4p ist an der Lyse von MVB-Vesikeln beteiligt, in pep4A-Zellen werden MVB-
Vesikel stabilisiert [109]. Mdglicherweise erfolgt eine Regulation der Atgl5p-Aktivitat
durch einen Abbau von Atg15p durch Proteinase A.

Die Uberexpression von inaktivem ALP-Atgl5p bei 37°C zeigte einen weiteren
Effekt. Ist nur ATG15, nicht jedoch Proteinase A deletiert, wachsen die Zellen mit
dem inaktiven Protein schlechter als die Zellen mit den aktiven Atgl5p-Konstrukten.
Bei der hoheren Temperatur kommt es verstarkt zur Bildung von falsch gefalteten
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Proteinen. Hinzu kommt die massive Uberexpression eines inaktiven Proteins, das
ebenfalls in den Zellen abgebaut werden soll. Fehlt Atg15p als lytisches Enzym, ist
dieser Abbau verlangsamt und die Zellen wachsen schlechter. Durch die
Uberexpression von Atgl5p mit einem 2y Plasmid konnte dies bestatigt werden;
diese Zellen mit einer verstarkten Expression von aktivem Atgl5p zeigen den

Wachstumsphanotyp bei 37°C nicht.

Weiterhin sollte untersucht werden, an welchen Punkten des Transportes vom Golgi
zur Vakuole die lytische Aktivitat von Atgl5p einen Wachstumsdefekt auslost. Dazu
wurden Deletionsstémme von APM3 und VPS11 untersucht.

Apm3p bildet die zentrale AP-u-Untereinheit im AP-3-Komplex. Fehlt APM3, sollte
der Transport der ALP-Atgl5p-Konstrukte =zur Vakuole gestort und der
Wachstumsphanotyp aufgehoben sein. Diese Annahme konnte in den untersuchten
apm3A-Deletionsstammen bestatigt werden. In den APM3-defizienten Zellen
gelangte das Fusionsprotein nicht mehr an die Vakuolenmembran, es trat kein
Wachstumseffekt mehr auf.

Vpsllp ist ein Bestandteil des HOPS-Komplexes. Fehlt VPS11, erfolgen keine
Fusionen der ALP-Vesikel mit der Vakuolenmembran. Die untersuchten vps1l1A-
Zellen wuchsen sehr schlecht. Nach der Uberexpression der ALP-Atg15p-Konstrukte
und vor allem bei zusatzlichem Temperaturstress zeigten sich negative
Wachstumseffekte. Atgl5p, das in grof3er Menge in den ALP-Vesikeln vorliegt,
schadigt die Vesikel und offenbar auch die Zellen. Diese Effekte traten schon ohne
Induktion des GAL1-Promotors auf, was auf eine leichte Induktion des Promotors
durch Glukose zurtick zu fuhren sein kénnte. Dies sollte in zukinftigen Experimenten
weiter untersucht werden. Dabei ware es auch denkbar, die Wirkung der ALP-
Atgl5p-Konstrukte in Deletionsstammen von YPT7 zu untersuchen. Weiterhin
konnten die untersuchten ALP-Atgl5p-Konstrukte mit einem Retentionssignal
(HDEL) fur das ER versehen werden, um eine mogliche Aktivitat des Fusionsproteins
bereits im ER untersuchen zu kdnnen.

Die ALP-Atgl5p-Fusionsproteine wurden auch in atglA- und atg3A-Stdammen
Uberexprimiert, in denen die Induktion der Autophagie gestort ist. In Zellen trat ein
deutlicher negativer Wachstumseffekt auf. Eine Verstarkung des Effekts konnte

durch zusatzlichen Temperaturstress erreicht werden. Somit konnte gezeigt werden,
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dass die Autophagiemaschinerie notwendig ist, wenn es durch Uberexpression und
zusatzlichen Temperaturstress zur Anreicherung von Proteinen kommt, die von der
Zelle nicht direkt benotigt werden. Dieser Effekt sollte auch bei der Uberexpression

anderer stark Uberexprimierter Proteine eintreten.

FUr den Eintritt der Proteine in den MVB-Weg sind verschiedene Mechanismen
bekannt. Procarboxypeptidase S (proCpsl) wird Ubiquitin-abhéngig Uber den MVB-
Weg transportiert. Sna3p ist ein Protein mit zwei Transmembrandomanen, C- und N-
Terminus sind im Cytosol lokalisiert. Es wird ebenfalls Uber den MVB-Weg in
Abhangigkeit von der ESCRT-Maschinerie zur Vakuole transportiert [12]. Zun&chst
wurde ein Ubiquitin-unabhangiger Transport von Sna3p in doa4A-Zellen beschrieben
[12]. Mittels zweier unterschiedlicher Proteomanalysen wurde dann aber im Sna3p
das Lysin an Position 125 als ein Substrat fur Polyubiquitinierung identifiziert [167],
[166]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte in doa4A pep4A-Stammen das
Ubiquitinierungsmuster sowohl fiir GFP-Sna3p als auch fir GFP-Sna3p *R
stabilisiert werden. Der Austausch des Lysins gegen Arginin durch zielgerichtete
Mutagenese veranderte das Ubiquitinierungsmuster, was durch an den
GroRRenunterschieden der mit GFP-Antikérper detektierten Banden sichtbar wurde
(Abbildung 4.28). Die durchgefiihrten Untersuchungen zur Lokalisierung der beiden
Konstrukte zeigten keine Unterschiede. GFP-Sna3p und auch GFP-Sna3p"'?*®
wurden unabhangig von DOA4 in die Vakuole transportiert. Wie auch von Oestreich
et al. beschrieben, ist eine Ubiquitinierung von Sna3p nicht notwendig, unterstitzt
aber dessen Transport im MVB-Weg [17]. Neuere Studien konnten zeigen, dass die
HECT-Ubiquitin-Ligase Rsp5, die mit einem PPAY-Motiv im Sna3p interagiert, fur
dessen Transport im MVB-Weg notig ist [16], [17]. Rsp5p interagiert direkt mit
Sna3p, eine Ubiquitinierung ist nicht notwendig, aber verbessert den Transport von
Sna3p im MVB-Weg.

Die Analyse des Ubiquitinierungsstatus des Atgl5p ergab, anders als fur Sna3p
gezeigt, kein typisches Ubiquitinierungsmuster (Abbildung 4.29). Lediglich eine
Glykosilierung von Atgl5p konnte nachgewiesen werden. Dies entspricht den
Ergebnissen von Epple et al. [107], die zeigen, dass Atgl5p ein glykosiliertes
Transmembranprotein ist. Weiterhin wurde mit indirekter Immunfluoreszenz-
Mikroskopie gezeigt, dass die Sortierung von Atgl5 im Gegensatz zu Cpslp nicht
von einer Ubiquitinierung abhangt. Cpslp bendtigt die Ubiquitinierung durch Tullp
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und wird in doa4A-Zellen nicht in die Vakuole transportiert. Der Transport von Atgl5p
ist unabhangig von Tullp und Doa4p [109]. ProCpslp enthalt im N-terminalen,
cytosolischen Bereich Bindestellen fiir Ubiquitin. Das hier untersuchte Atgl5a2.12 -
3xHA-Konstrukt zeigt, dass die cytosolische Doméane von Atg15p keinen Einfluss auf
seine Ubiquitinierung hat.

PPxY- und PxY-Motive sind Bindungsstellen fur Rsp5p, dessen WW-Domé&nen mit
den Motiven interagieren [198]. Atg15p besitzt wie Sna3p ein PxY-Motiv in der Nahe
der Transmembrandoméne und somit im luminalen Bereich. Es sollte daher
untersucht werden, ob das Motiv im Atgl5p fur die Sortierung uber den MVB-Weg
notig ist. Dafir wurde in verschiedenen Atgl5p-Konstrukten das Tyrosin in Position
38 gegen ein Alanin ausgetauscht. Die erzeugten Konstrukte Atgl5p"***-HA und
ALP1.53Atg15p"*®*-HA waren biologisch aktiv, wie der Vesikeltest und die Apelp-
Reifung zeigten. Allerdings konnte eine Misslokalisierung der Fusionskonstrukte nicht
ausgeschlossen werden, da ja bereits kleine Mengen von Atg15p, die in der Vakuole
ankommen, ausreichen, um autophagische Vesikel zu lysieren. Aus diesem Grund
wurden die Atgl5p-Konstrukte mit Hilfe der indirekten Immunofluoreszenz-
Mikroskopie in den Zellen lokalisiert. Das ALPi.53Atgl5p-HA-Konstrukt konnte wie
erwartet in der Vakuole nachgewiesen werden. Die mutagenisierte Form des
Fusionskonstruktes ohne PxY-Motiv zeigte die gleiche Lokalisierung. Der Transport
beider Konstrukte ist in diesem Falle abhangig von der Signalsequenz in der
aminoterminalen Domé&ne der alkalischen Phosphatase. Der Transport dieser
Konstrukte erfolgte direkt zur Vakuole und nicht Uber das spate Endosom [22]. Das
Wildtyp-Protein Atg15-HA konnte am Kern-ER und in pep4A-Zellen zuséatzlich an 50
nm grofR3en Vesikeln in der Vakuole lokalisiert werden [107]. Erste Untersuchungen
mit Atg15p"***-HA zeigten nicht diese Verteilung in der Zelle, sondern eine eher
diffusere Verteilung des Proteins. Hier sind weitere Untersuchungen nétig, um eine
endglltige Aussage uber den Einfluss des PxY-Motivs auf die Sortierung von Atg15p
treffen zu kdnnen. Mittels eines Uberexprimierenden Konstruktes, z.B. durch die
Verwendung eines 2 y Plasmids, kénnte einen mdglichen Effekt noch deutlicher
werden. Im Sna3p befindet sich das Motiv im cytosolischen Teil und wird dort von
Rsp5p erkannt [17], [16]. Wenn das Sorting von Atgl5p vom PxY-Motiv abhéngt,
liegt diese Zielsequenz im luminalen Bereich des Proteins. Allerdings liegt die
Sequenz in der Nahe der Transmembrandomane, so dass eine Erkennung durch
Rsp5p noch moglich ware. Auch fir das Proteins Pmell7p wurde der Transport im
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MVB-Weg in Abhangigkeit von zwei luminalen Proteindomanen und unabhéngig vom
cytosolischen Teil beschrieben [199]. RSP5 ist essentiell, es wird aber eine inaktive
Punktmutante beschrieben [200]. Eine zuséatzliche Deletion von PEP4 in dieser
Punktmutante konnte weitere Aufschlisse tber die Wechselwirkungen von Rsp5p
mit dem PxY-Motiv von Atg15p liefern. Denkbar wéaren auch Untersuchungen Uber
Wechselwirkungen von Atgl5p und dem Kkirzlich beschriebenen Mvb12p [201],
[202], dass zusammen mit dem ESCRT-I-Komplex am Ubiquitin-unabh&ngigen
Transport von Sna3p beteiligt ist.
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