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1 Einleitung

1 Einleitung

Schon eine einzelne Punktmutation im Genom eines Individuums kann die Fehlkonstruktion
von Zellbestandteilen herbeifiihren, und dies kann dann bis hin zu einem lebensunfahigen
Wesen fuhren.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit Peroxisomen. Peroxisomen sind ebensolche

Bestandteile von Zellen, die bei einer Mutation ein ,,Chaos® im Organismus bewirken kénnen.

Peroxisomen sind Bestandteile eukaryonter Zellen. Das Organell hat eine GroRe von ungefahr
0,5-1 um und verflgt Gber eine enorm wichtige Bedeutung fur den Stoffwechsel seines
jeweiligen Organismus. Dies wird vor allem durch das Krankheitsspektrum verdeutlicht,
welches aufgrund einer gestorten Peroxisomenbiogenese in menschlichen Zellen zustande
kommt.

Seinen Namen erhielt das Organell 1966. Dieser entstand durch die Anwesenheit von Oxidase
und Katalase in der Matrix und dem damit verbundenen Auftreten von Wasserstoffperoxid
(De Duve und Baudhuin 1966). In den folgenden Jahren wurde eine Reihe weiterer
Funktionen des peroxisomalen Stoffwechsels entdeckt. Auf diese soll in der Einleitung
zunachst eingegangen werden. Es folgt eine kurze Zusammenfassung Uber die wichtigsten
Krankheitsbilder, die durch eine gestorte peroxisomale Biogenese entstehen. Im Anschluss
wird ein Uberblick Gber die Entwicklung und den aktuellen Forschungsstand gegeben, um

abschlieRend auf die Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit einzugehen.




1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion von Peroxisomen

Peroxisomen treten ubiquitar in eukaryonten Zellen auf. Beim Menschen finden sie sich
beispielsweise in allen Zellen, mit Ausnahme der Erythrozyten. Die grofite Anzahl in
menschlichen Zellen ist in Leber- und Nierengewebe zu finden (Weller und Géartner 2002).
Peroxisomen verfligen ber eine Membran, die die peroxisomale Matrix mit den darin
enthaltenen Enzymen umschlieBt und eine Vielzahl Organell-spezifischer integraler
Membranproteine enthélt (Schrader und Fahimi 2008; Weller und Gértner 2002). Es sind
mittlerweile mehr als 50 verschiedene Matrixproteine — grofitenteils Enzyme — bekannt, die
fir verschiedene anabole und katabole Stoffwechselwege zur Verfugung stehen. Eine
wichtige Funktion besteht in der B-Oxidation von sehr langkettigen Fettsauren (VLCFA), die
in den Peroxisomen lokalisiert stattfindet und zur Bildung von Wasserstoffperoxid fiihrt. Das
entstandene Wasserstoffperoxid wird durch Katalase (das haufigste Protein der peroxisomalen
Matrix) zu Wasser und Sauerstoff umgesetzt. Weitere Funktionen der Peroxisomen be-
inhalten Reaktionsschritte der Plasmalogenbiosynthese und der Cholesterol- und Gallen-
séuresynthese als anabole Stoffwechselwege sowie den Abbau von Phytan- und Pristanséure
als weitere katabole Vorgange (Doenecke 2005; Rassow 2008; Weller und Gértner 2002).
Plasmalogene sind in besonders hohen Konzentrationen in Gehirn und Leber vorzufinden.
Daher kommt es bei einer Vielzahl der Krankheitsbilder zu einer zerebralen Beteiligung. Auf
die genaue Auspragung und die klinischen Merkmale der verschiedenen peroxisomalen

Erkrankungen wird im folgenden Abschnitt eingegangen.

1.2 Peroxisomale Stoffwechselerkrankungen

Das gesamte Spektrum der peroxisomalen Stoffwechselerkrankungen wird in zwei groRe
Gruppen unterteilt. Gruppe 1 fasst die Peroxisomenbiogenese-Defekte (PBD) zusammen. Bei
Patienten dieser Gruppe werden Peroxisomen entweder gar nicht oder nur sehr unvollstandig
gebildet, so dass mehrere peroxisomale Funktionen beeintrachtigt sind. In Gruppe 2 liegt
lediglich ein isolierter Defekt eines peroxisomalen Stoffwechselweges vor. Die ubrigen
Peroxisomenstrukturen und -funktionen sind nicht betroffen (Gartner 2007; Moser 2000;
Raymond 2001; Weller und Gartner 2002). Einen Uberblick (iber die Einteilung der

peroxisomalen Stoffwechselerkrankungen gibt Tabelle 1.




1 Einleitung

Peroxisomenbiogenese Defekte (PBD) Isolierte Defekte peroxisomaler Stoffwechselwege

Zellweger-Syndrom* X-chromosomale Adrenoleukodystrophie
Neonatale Adrenoleukodystrophie* Acyl-CoA-Oxidase-1-Defekt (Pseudo-neonatale Adrenoleukodystrophie)
Infantiler Morbus Refsum* Thiolase-Defekt (Pseudo-Zellweger)
Rhizomelia chondrodysplasia punctata  Morbus Refsum (adulte Form)
Hyperoxalurie Typ 1

Storungen der Gallenséurensynthese
Aktalasie (Katalase-Mangel)
Tabelle 1: Peroxisomale Stoffwechselerkrankungen

Dargestellt sind die wichtigsten peroxisomalen Stoffwechselerkrankungen und ihre Einteilung in PBD und
Einzel-Enzymdefekte; mit * gekennzeichnete Erkrankungen sind Teil des Zellweger-Spektrums (Raymond
2001; Weller und Gartner 2002).

Die meisten peroxisomalen Erkrankungen unterliegen einem autosomal-rezessiven Erbgang.
In der Gruppe der Peroxisomenbiogenese-Defekte ist das Zellweger-Spektrum mit 80% der
haufigste vorkommende Typ. Es beinhaltet das Zellweger-Syndrom als schwerste
Erkrankungsform. Betroffene Patienten versterben oftmals innerhalb der ersten
Lebensmonate. Die neonatale Adrenoleukodystrophie und der infantile Morbus Refsum
stellen weniger stark ausgeprégte Formen desselben Spektrums dar. Betroffene Kinder
konnen das erste Lebensjahr (berleben. Klinisch fallen die Patienten des Zellweger-
Spektrums durch typische fasziale Dysmorphien — flache, hohe Stirn, tiefe Nasenwurzel,
Hypertelorismus, Epikanthus, leicht mongoloide Lidachse, dysplastische Ohren und
Mikrognathie — auf. Darlber hinaus leiden sie an Muskelhypotonie, Trinkschwache,
Gedeihstorungen, Krampfanfallen und psychomotorischer Retardierung. Die Augen kénnen in
Form von Katarakt, Hornhauttrilbung, Glaukom oder Pigmentretinopathie mitbetroffen sein.
Aufgrund der hohen Dichte an Peroxisomen in Leber- und Nierenzellen kdnnen zusatzlich
Zystennieren und Leberverdnderungen auftreten, ebenso kommt es zu Stérungen der
Hirnentwicklung. Daher wird die Erkrankung auch als zerebrohepatorenales Syndrom
bezeichnet. Neben dem Zellweger-Spektrum gehért die Rhizomelia chondrodysplasia
punctata zu der Gruppe der PBDs. Bei dieser Erkrankung liegen als Leitsymptome eine
Verkurzung der proximalen langen Rohrenknochen, Wachstumsstérungen und punktférmige
Verkalkungen vor. Die (brigen Symptome sind denen des Zellweger-Spektrums ahnlich,
wenn auch die Uberlebensprognosen deutlich giinstiger sind. Betroffene Patienten haben
oftmals eine Uberlebensdauer von mehreren Jahren (Gartner 2007; Weller et al. 2003; Weller
und Gértner 2002).

Die X-chromosomal-rezessiv  vererbte Adrenoleukodystrophie wird durch einen
Einzelenzym-Defekt hervorgerufen. Die Ursache dieser Erkrankung liegt in einer Mutation in

3



1 Einleitung

dem Gen, welches fir ein ATP-bindendes Membranprotein, einen ABC-Transporter, kodiert.
Hierbei handelt es sich um ein Protein, welches vermutlich an dem Transport von
uberlangkettigen Fettsauren in die Peroxisomen beteiligt ist (Gartner 2000; Gartner 2007;
Raymond 2001). Bei einem Defekt des Transporters werden diese nicht abgebaut. Die
uberlangkettigen Fettsauren akkumulieren in sémtlichen Geweben. Zu einer Manifestation der
Erkrankung kommt es in der weiflen Hirnsubstanz, den Leydig-Zellen des Hodens und den
Zellen der Nebennierenrinde. Die Auspragung des Phanotyps ist dabei sehr variabel. Bei der
kindlich zerebralen Form handelt es sich um den schwersten Typ, betroffene Kinder
versterben meist im zweiten Lebensjahrzehnt. Adulte Formen weisen hingegen eine langsame
Progredienz auf. Frihe Anzeichen der Kkindlich zerebralen Form beinhalten
Personlichkeitsveranderungen, Aufmerksamkeitsverlust und eine Beeintrachtigung von Sehen
und Horen. Die Nebennieren-Beteiligung manifestiert sich im Rahmen einer Insuffizienz
unter dem klinischen Bild eines Morbus Addison. Spater kommen Spastiken und Demenz
hinzu. Aufgrund der raschen Progredienz fuhrt die Krankheit innerhalb weniger Jahre zum
Tod (Gartner 2000; Gértner 2007; Raymond 2001).

Waéhrend bei den Einzelenzymdefekten, wie am Beispiel der X-chromosomalen
Adrenoleukodystrophie gezeigt, jeweils fir das Krankheitsbild typische Mutationen
vorliegen, die zu einem Funktionsverlust des jeweiligen Stoffwechselweges fuhren, ist dies
bei den Peroxisomenbiogenese-Defekten anders. Bei einigen der Peroxisomenbiogenese-
Defekten fehlen die Peroxisomen als vollstdndige Organellen, es werden lediglich einige
peroxisomale Proteine gebildet, die frei im Zytosol vorliegen.

In den letzten Jahren wurden allerdings Peroxisomenbiogenese-Defekte mit milderen
Verlaufen beschrieben, deren Ursachen Mutationen in verschiedenen peroxisomalen Genen
waren. So wurden beispielsweise Patienten mit einer Mutation in PEX16 beschrieben, die
eine vergleichsweise milde klinische Auspragung vorwiesen (Ebberink et al. 2010). Im
Vorschulalter zeigten die Patienten zunéchst lediglich eine fortschreitende Paraparese und
Ataxie, mit typischen Mustern der Leukodystrophie und Hirnatrophie im MRT. Spater kamen
die Ausbildung eines Katarakts und eine periphere Neuropathie hinzu. Normalerweise fuhren
Mutationen in PEX16, das in den peroxisomalen Membranprotein-Import involviert ist, zu
deutlich schwerwiegenderen Krankheitsbildern. Die Fibroblasten dieser Patienten sind
typischerweise durch die totale Abwesenheit peroxisomaler Strukturen gekennzeichnet. Beli

den beschriebenen Patienten waren hingegen vergrollerte, aber Import-kompetente
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Peroxisomen nachweisbar, die lediglich in ihrer Anzahl vermindert waren (Ebberink et al.
2010).

In einem weiteren Artikel wurden zwei Patienten beschrieben, die bei normaler Intelligenz
mit Kleinhirnatrophie, fortschreitender Ataxie, Neuropathie und einer Verminderung der
Vibrationswahrnehnmung aufféllig wurden (Regal et al. 2010). Bei beiden Patienten lagen
Mutationen in PEX10 vor. Nach Meinung der Autoren missen die Peroxisomenbiogenese-
Defekte demnachst als Differentialdiagnose bei der autosomal rezessiven Ataxie in Betracht
gezogen werden (Regal et al. 2010). Dass auch Mutationen in PEX2 zu milden Verlaufen von
Peroxisomenbiogenese-Defekten fiihren konnen, zeigt die Beschreibung von zwei Briidern,
die lediglich eine isolierte Kleinhirnataxie aufwiesen. Die Autoren zogen ebenfalls den
Schluss, dass das systematische Screening nach peroxisomalen Gendefekten zukiinftig in
Betracht gezogen werden muss, da diese vermutlich eine h&ufige Ursache fiir die autosomal
rezessive zerebelldre Ataxie sind (Sevin et al. 2012).

Waterham et al. berichteten 2007 Uber einen Fall eines weiblichen Neugeborenen gesunder
Eltern, welches neben einer Dystrophie eine stammbetonte muskulére Hypotonie, wenig
spontane Bewegungen und fehlende Muskeleigenreflexe zeigte. Zusétzlich fehlten der
Lichtreflex und die Fixierung von Gegenstanden, dies als Zeichen einer nicht ausreichenden
Hirnentwicklung. Laborchemisch fielen eine erhdhte Lactatkonzentration im Blut und erhdhte
Konzentrationen an tberlangkettigen Fettsauren im Plasma auf. Die Untersuchungen zeigten
einen Teilungsdefekt sowohl von Peroxisomen als auch von Mitochondrien. An der Teilung
der beiden Organellen ist das DLP1-Protein beteiligt, passend hierzu wurde bei der Patientin
eine Mutation im DLP1-Gen gefunden (Waterham et al. 2007). Somit gibt es auch
Erkrankungen, bei denen neben den Peroxisomen auch weitere Organellen, die
Mitochondrien, mitbetroffen sein kénnen.

In den letzten 55 Jahren — seit ihrer Erstbeschreibung — wurde viel lber die peroxisomale
Funktion und Entstehung herausgefunden. Gerade der Pathomechanismus des Zellweger-
Syndroms hat zum Verstandnis der Peroxisomen beigetragen (Santos et al. 1988). Und auch
die kirzlich beschriebenen Krankheitsbilder fiihren zu neuen Erkenntnissen auf dem Gebiet
der Peroxisomen-Forschung. Es gibt noch viele Unklarheiten, vor allem im Bereich der

peroxisomalen Biogenese. Darauf soll im folgenden Abschnitt eingegangen werden.
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1.3 Entstehung von Peroxisomen

Bis heute ist zwar geklart und anerkannt, dass Zellen, die beispielsweise durch eine Mutation
frei von Peroxisomen sind und diese — nach einem notigen Impulse — zunédchst via de novo-
Synthese bilden missen, dieses Uber das ER tun. Es wird vermutet, dass die Bildung von
Peroxisomen in menschlichen Zellen &hnlich wie die Bildung von Peroxisomen in S.
cerevisiae vonstattengeht. Nach wie vor gibt es allerdings unterschiedliche Ansichten, wie
sich Peroxisomen in Wildtypzellen von S. cerevisiae vermehren. So vermuten Hoepfner et al.,
dass in Wildtypzellen derselbe Prozess ablauft wie in Zellen, die Peroxisomen de novo bilden
mussen. lhre Ergebnisse zeigten, dass sowohl Pex3p als auch Pex19p zunachst am ER
auftauchen, bevor sie in Peroxisomen sichtbar werden. Anhand dieser Ergebnisse schlossen
sie darauf zuriick, dass auch in Wildtypzellen das ER an der Bildung von Peroxisomen
beteiligt sein muss (Hoepfner et al. 2005). Andere Daten belegen allerdings, dass die
Entstehung von Peroxisomen in Wildtypzellen von S. cerevisiae eher dem ,,Wachstums- und
Teilungsmodell* entspricht (Motley und Hettema 2007). Fir ein besseres Verstandnis soll an
dieser Stelle zundchst auf die Entstehung und Bedeutung von peroxisomalen
Membranproteinen eingegangen werden. Fir die Nomenklatur gilt, dass sémtliche
peroxisomale Proteine in S. cerevisiae in dieser Arbeit durch ein kleines ,,p* gekennzeichnet
sind. Die peroxisomalen Proteine der Metazoen werden hingegen nicht mit einem ,p*
gekennzeichnet, sondern lediglich z.B. als Pex16 bezeichnet. Darliber hinaus werden bei allen
Spezies sdmtliche peroxisomalen Proteine als Peroxine bezeichnet, die durch die sogenannten
PEX-Gene verschlusselt werden (Thoms und Erdmann 2005b). Pex3p zum Beispiel ist ein

vom PEX3-Gen kodiertes Protein in S. cerevisiae.

1.3.1 Peroxisomale Membranbiogenese

Die peroxisomale Membran beinhaltet verschiedene Proteine, die sowohl fiir den Transport
von unterschiedlichen Metaboliten als auch fir die peroxisomale Entstehung verantwortlich
sind (Thoms und Erdmann 2005b). Zur peroxisomalen Membranbiogenese gibt es
verschiedene Modelle, eines davon wird hier vorgestellt. Danach gibt es zwei verschiedene

Arten von peroxisomalen Membranproteinen (PMP). Solche der Klasse Ienthalten ein
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Zielsignal, welches dazu fihrt, dass sie von Pex19p erkannt und direkt in die Peroxisomen

gebracht werden. Ein vereinfachtes Modell dieser Interaktion ist in Abbildung 1.1 dargestellt.

PMP

Klasse I

Zytosol

Pex3p | ? ' X
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Abb. 1.1: Membranbiosynthese von Peroxisomen am Beispiel von PMP der Klasse |

Neugebildete PMPs der Klasse I, die sich im Zytosol befinden, werden durch Pex19p erkannt, gebunden und an
die peroxisomale Membran transportiert. Nach dortiger Interaktion mit Pex3p werden die PMPs der Klasse | in
die peroxisomale Membran integriert (modifiziert nach Thoms und Erdmann 2005b, S. 325).

PMPs der Klasse II besitzen keine solche Signalsequenz und werden dementsprechend nicht
von Pex19p gebunden (Jones et al. 2004; Sacksteder et al. 2000). Neben Pex19p, welches als
Chaperon agiert und somit dafur verantwortlich ist, neugebildete PMPs der Klasse I zu
binden, ihre korrekte Faltung zu erleichtern und sie in die Peroxisomen einzuschleusen, sind
zwei weitere Peroxine entdeckt worden, die eine essentielle Rolle in der Biogenese von
peroxisomalen Membranproteinen spielen. Dabei handelt es sich um Pex3p und Pex16. Fehlt
eines dieser drei Proteine, kdnnen keine peroxisomalen Strukturen gebildet werden.

Sowohl in menschlichen Zellen als auch in Zellen von S. cerevisiae entstehen in einem
solchen Fall peroxisomale Ghosts. Dabei liegen PMPs und peroxisomale Enzyme im Zytosol
der Zelle vor (Hettema et al. 2000; Sacksteder et al. 2000). Pex16 ist dafiir verantwortlich,
dass Pex3 in das ER und auch auf direktem Weg in Peroxisomen gelangen kann.
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In S. cerevisiae kommt Pex16 allerdings nicht vor (Kim et al. 2006; Matsuzaki und Fujiki
2008). Pex3p besitzt eine Art Rezeptorfunktion. Durch Pex19p erkannte und transportierte
PMPs der Klasse I werden vermutlich durch eine Interaktion mit Pex3p in die peroxisomale
Membran eingebaut (siehe Abb. 1.1).

Van der Zand et al. konnten 2010 und 2012 zeigen, dass insgesamt 16 PMPs, die zu ganz
unterschiedlichen Teilen der Membran beitragen, in S. cerevisiae zundchst im ER zu finden
waren, bevor sie dann letztendlich in die Peroxisomen gelangten. Der Weg dieser PMPs in
das ER lauft mit Hilfe der Proteinimport-Komplexe Sec61p und Get3p ab. Der Weg aus dem
ER hin zu reifen Peroxisomen findet wiederum in einem Pex3p-Pex19p-abhéngigen Schritt
statt. Wichtig ist dabei, dass diese Prozesse sowohl im Wildtyp als auch in Zellen ablaufen,
die aufgrund einer Mutation Peroxisomen de novo bilden missen (van der Zand et al. 2010).
Dies verdeutlicht, dass es einen engen funktionellen Zusammenhang zwischen Peroxisomen
und dem ER geben muss. Somit ist es nicht erstaunlich, dass bereits 1972 mittels
Elektronenmikroskopie Hinweise gefunden wurden, die eine enge rdumliche Verknipfung
zwischen diesen beiden Organellen nahelegten (Novikoff und Novikoff 1972). Andere
Meinungen besagen allerdings, dass der ER-vermittelte Weg des Protein-Imports lediglich in
Zellen eine Rolle spielt, die aufgrund einer Mutation Peroxisomen de novo bilden missen

(Motley und Hettema 2007). Hierauf wird in Kapitel 1.3.4 eingegangen.

1.3.2 Matrixprotein-Import

Bei den nachfolgenden Modellen handelt es sich jeweils um Modelle der Entstehung von
Peroxisomen in Hefezellen, wir gehen davon aus, dass die Entstehung von Peroxisomen in
menschlichen Zellen &hnlich hierzu verlauft. Die einzelnen Abldufe lassen sich zum Teil in
Hefezellen besser mechanisch untersuchen.

Neben den PMPs mussen auch Matrixproteine im Rahmen der Peroxisomenentstehung in
Peroxisomen importiert werden. Peroxisomen verfligen nicht tber eine eigene DNA. Die
MRNA ihrer Proteine werden im Nukleus transkribiert und an freien Ribosomen translatiert.
AnschlieBend werden sie aus dem Zytosol in die Peroxisomen transportiert (Lazarow und
Fujiki 1985). An diesem Transport sind verschiedene Strukturen beteiligt. Ein vereinfachtes
Modell der Abldufe zeigt Abbildung 1.2.
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Abb. 1.2: Matrixproteintransport

Der Transport von Matrixproteinen aus dem Zytosol erfolgt in mehreren Schritten (Weg von Proteinen mit
PTS2-Signal ist nicht dargestellt): Das PTS1-Signal wird durch Pex5p erkannt und gebunden (1).

Dieser Komplex bindet an den Docking-Komplex, welcher wiederum aus Pex13p, Pex14p und Pex17p besteht
(2). Als néchstes folgt der Transport Uber die Membran in das Peroxisom (3) und die Lésung des Rezeptor-
Protein-Komplexes (4).

Das freie Pex5p wird Uber die Membran zuriick ins Zytosol transportiert (5), ubiquitinyliert und steht nach
abschlieBender Deubiquitinylierung (6) fur erneute Importprozesse zur Verfiigung (Abbildung modifiziert nach
Ma et al. 2001, S. 9; Heiland und Erdmann 2005, S. 2365).

Die meisten Matrixproteine verfligen Uber ein sogenanntes peroxisomales targeting signal
(PTS). Dieses befindet sich entweder am C- oder am N-terminalen Ende. Der grofite Anteil
der Matrixproteine besitzt ein C-terminales Signal. Dieses wird als PTS1 bezeichnet und
umfasst ein Tripeptid, welches z.B. aus Serin-Lysin-Leucin (SKL) besteht. PTS2 befindet
sich hingegen am N-Terminus des Proteins, besteht aus ungefahr 20 Aminosauren und ist bei
weniger als 10% der Matrixproteine zu finden. Die Matrixproteine werden an den
Zielsignalen durch zwei im Zytosol befindliche Peroxine — Pex5p und Pex7p — gebunden und
durch diese zu der peroxisomalen Membran dirigiert. Matrixproteine, die Uber ein PTS1
verfiigen, werden durch Pex5p erkannt. Der fiir die N-terminalen Signale zustédndige Rezeptor
ist das Pex7p (Gould et al. 1989; Swinkels et al. 1991; Thoms und Erdmann 2005b).
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Nachdem die Matrixproteine durch die l6slichen Rezeptoren im Zytosol gebunden wurden,
findet der Transport tber die peroxisomale Membran durch eine Interaktion des Pex5p-PTS1-
Matrixprotein- bzw. Matrixprotein-PTS2-Pex7p-Komplexes mit dem sogenannten Docking-
Komplex, bestehend aus Pex13p, Pex14p und Pex17p, statt. Dieser befindet sich in der
peroxisomalen Membran. Am Ende der Interaktion befindet sich das Matrixprotein innerhalb
des Peroxisoms, wahrend Pex5p und Pex7p durch verschiedene Ubiquitinylierungsprozesse
im Zytosol fur einen erneuten Transportzyklus zur Verfigung gestellt werden (Rayapuram
und Subramani 2006; Sacksteder und Gould 2000; Thoms und Erdmann 2005b; 2006).

1.3.3 Die Rolle von Dynamin-&hnlichen Proteinen in der peroxisomalen Entstehung

Der Transport von Membranbestandteilen zwischen den einzelnen Zellkompartimenten ist ein
wichtiger Prozess in eukaryotischen Zellen. Dieser ist nétig, damit sich bestimmte Organellen
in den Zellen differenzieren kdnnen. Zur Durchfiihrung dieses komplexen Ablaufs werden
verschiedene Proteine bendtigt, die zum einen Aufgaben wie Vermehrung und Fusion von
Membrankompartimenten, aber auch die Zielsteuerung von Proteinen zum Funktionsort
ubernehmen. An diesem Prozess sind unter anderem die klassischen Dynamine und die
Dynamin-dhnlichen Proteine (Drps) beteiligt. In diesem Abschnitt wird zundchst auf den
Aufbau der Drps im Vergleich zu den klassischen Dynaminen eingegangen. Da Drps auch
eine wichtige Rolle im Bereich der peroxisomalen Biogenese spielen und von besonderer
Bedeutung fur einen Teil der Versuche dieser Arbeit sind, soll an dieser Stelle néher auf ihre
Funktion eingegangen werden.

Dynamin und die der Dynamin-Familie zugerechneten Drps werden als grofe GTPasen
bezeichnet. Sie unterscheiden sich von den kleinen GTPasen (z.B. Ras) durch ihre niedrigere
Bindungsaffinitat fur GTP und ihre Oligomerisierungs-abhéngige GTPase-Aktivierung.
Einige der Dynamin-ahnlichen Proteine sind auch in der Lage, mit der Lipidmembran zu
interagieren (Praefcke und McMahon 2004).

Die Drps ahneln dem klassischen Dynamin in ihrem Aufbau, ihnen fehlt lediglich eine Prolin-
reiche Doméne (PRD) an ihrem Carboxyl-Terminus. Die Gbrigen Motive sind mit denen des
Dynamins tbereinstimmend (siehe hierzu Abbildung 1.3): eine GTPase-Domaéne, gefolgt von
einer sogenannten Mittel-Doméne und der GTPase-Effektor-Doméne (GED). Zusétzlich

hierzu sind bei einigen Drps Bereiche zu finden, die dafir verantwortlich sind,
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Zielmembranen zu binden (z.B. die Pleckstrin-Homologie- (PH) und die Transmembran-
Doménen, die jeweils mit Lipidmembranen interagieren kénnen) oder auch dafiir sorgen, die
Drps zu bestimmten Zielen, beispielsweise in das Innere von Mitochondrien zu transportieren
(in der Abbildung als mitochondriale Fihrungssequenz bezeichnet) (Praefcke und McMahon
2004).

N — T

Dynamin GTP
ase-

- - e *mo

Domiine

Dlp/Dl’ll‘ﬂl -CD-O-— Y Mittel- . Mitochondriale

Domiine Fiihrungssequenz

O PH- m Transmembran
O —
B GEp
Veem @< e -
MGgml

Abb. 1.3: Struktur der Dynamin-Familie

Die Domanen der Dynamin-Familie sind durch verschiedenfarbige Symbole dargestellt und der Legende zu
entnehmen. Es ist zu erkennen, dass sich die Drps nur gering von dem klassischen Dynamin unterscheiden.
Anders als die Drps besitzt dieses eine Prolin-reiche Doméane (PRD) am Carboxyl-Terminus. Davon abgesehen
verfligen sdmtliche Mitglieder der Dynamin-Familie (ber eine GTPase-Domane, welche das GTP bindet und
hydrolysiert, eine Mittel-Doméne und eine GTPase-Effektor-Doméane (GED). Die GED st an der
Oligomerisierung und Stimulierung der GTPase-Aktivitat beteiligt. Mit Ausnahme des Vpsl enthalten die
Ubrigen dargestellten Dynamine eine Domane, die flr die Interaktion mit der Lipidmembran verantwortlich ist
(Pleckstrin-Homologie-Domane (PH)/Transmembran Domane).

Humane Drps: DIp, OPAL. In S. cerevisiae vorkommende Drps: Dnm1, Vpsl, Mgml (Abbildung modifiziert
nach Praefcke und McMahon 2004, S. 137).

Wichtige Aufgaben der Dynamin-Familie sind die Vesikel-Spaltung und Verschmelzung
einzelner Organellen. Diese Féahigkeit beruht darauf, dass die GED in der Lage ist, sowohl mit
der GTPase- und der Mittel-Domane als auch mit sich selbst zu interagieren (Smirnova et al.,
1999; Zhang und Hinshaw 2001). Diese Interaktion bewirkt unter Anwesenheit von GTP die
Oligomerisierung des jeweiligen Drps und fiihrt durch einen Zusammenschluss mehrerer Drps
zu einer Ringbildung. Diese Ringe sind beispielsweise in der Lage, Vesikel abzuspalten
(Praefcke und McMahon 2004; Yoon et al. 2001).

Ein wichtiges Drp in Sdugetierzellen ist das DIpl. Dieses Protein ist ebenfalls in der Lage
Ringe zu bilden und Membranen zu konstringieren und abzuschniiren. Es ist an der duReren
Membran der Mitochondrien, dem endoplasmatischen Retikulum und an Peroxisomen
lokalisiert (Praefcke und McMahon 2004). Auch die Teilung von Peroxisomen verlauft in

Saugetier-Zellen Dlpl-abhéngig. Koch et al. zeigten 2003, dass ein Knock-out von DIpl zu
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einer Verlangerung von Peroxisomen fuhrt, aulerdem wiesen sie das DIpl an bestimmten
Stellen an diesen verlangerten peroxisomalen Strukturen nach. Aus ihren Ergebnissen
schlossen sie, dass die Hydrolyse von GTP durch DIpl verantwortlich fiir die regelrechte
Teilung von Peroxisomen sei (Koch et al. 2003).

Das Genom von S. cerevisiae kodiert drei verschiedene Drps, das klassische Dynamin
kommt hier nicht vor: Vpslp, Dnmilp (mit der groBten Ahnlichkeit zum Dlpl in
Saugetierzellen) und Mgm1p. Wéhrend zunéchst vermutet wurde, dass lediglich Vpslp an der
Teilung von Peroxisomen beteiligt ist (Hoepfner et al. 2001), konnte mittlerweile gezeigt
werden, dass auch Dnmlp bei diesem Prozess eine Rolle spielt (Kuravi et al 2006). Die
alleinige Abwesenheit von Vpslp fuhrt bereits zu einer deutlichen Reduktion der
Peroxisomenzahl. Werden allerdings beide Drps gemeinsam ausgeschaltet, fiihrt dies zu einer
noch geringeren Anzahl mit durchschnittlich einem Peroxisom pro Zelle. Diese Aspekte
zeigen, dass Drps an der peroxisomalen Biogenese beteiligt sind, jedenfalls wenn diese aus
bereits existierenden Peroxisomen entstehen. Der Frage, welche Rolle Drps in der Neogenese
von Peroxisomen spielen, gingen Motley und Hettema nach. Dazu nutzten sie Zellen, die
aufgrund eines Teilungsdefekts zunédchst keine Peroxisomen aufwiesen und diese folglich de
novo bilden mussten, wenn durch einen entsprechenden Impuls die Bildung von Peroxisomen
induziert wurde. Sie konnten zeigen, dass dieser Prozess zum einen wesentlich langsamer
ablauft als die Bildung von Peroxisomen durch Teilung aus bereits bestehenden und zum
anderen zunachst Drp-unabhangig ist. lhrer Meinung nach sind Drps nicht fir die
Bereitstellung der peroxisomalen Proteine aus dem ER verantwortlich, sondern spielen
lediglich eine Rolle in der Teilung von bereits bestehenden Peroxisomen (Motley und
Hettema 2007). Es gibt derzeit verschiedene Modelle, die versuchen zu erkléaren, wie die

Bildung von Peroxisomen ablauft und welche Rolle dabei das ER spielt.
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1.3.4 Biogenese-Modelle

Bereits zu Beginn der peroxisomalen Forschungsgeschichte wurde vermutet, dass
Peroxisomen in einem engen Zusammenhang mit dem ER stehen und mdglicherweise aus
diesem hervorgehen. Diese Vermutung wurde durch die enge rdumliche Lokalisation dieser
beiden Organellen unterstitzt (Novikoff und Novikoff 1972; Schrader und Fahimi 2008). Da
allerdings gezeigt werden konnte, dass der grofite Teil peroxisomaler Proteine an freien
Ribosomen im Zytosol der Zelle gebildet wird, trat diese Hypothese der peroxisomalen
Entstehung eher in den Hintergrund (Goldman und Blobel 1978). Derzeit existieren drei
Modelle, die versuchen die Entwicklung von Peroxisomen und die Rolle, die das ER dabei
spielt, zu klaren. Diese Modelle sind in Abbildung 1.4 dargestellt.

Die beiden ersten Modelle gehen davon aus, dass sich Peroxisomen kontinuierlich de novo
aus dem ER entwickeln. Bei beiden Modellen entstehen zundchst sogenannte Pra-
peroxisomen — also peroxisomale Vorstufen — die zu reifen Peroxisomen heranwachsen und
in diesem Zustand in der Lage sind, Matrixproteine zu importieren. Diese beiden Modelle
unterscheiden sich lediglich in dem Wirkort der Drps. Wahrend das erste Modell ein
Einwirken der Drps direkt an der Membran des ER postuliert (Kunau 2005; van der Zand et
al. 2006), entstehen die Praperoxisomen im zweiten Modell zundchst Drp-unabhdngig aus
dem ER, fusionieren miteinander und werden dann in einem Drp-abhangigen Schritt in

mehrere reife Peroxisomen geteilt (Thoms und Erdmann 2005a).
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Abb. 1.4: Modelle der Peroxisomenentstehung

Die Modelle I und Il gehen davon aus, dass Peroxisomen kontinuierlich neu aus dem ER entstehen. Die aus dem
ER hervorgehenden Membranstrukturen werden als Préperoxisomen bezeichnet. Das Einwirken der Drps wird
entweder direkt an der ER-Membran (Modell 1) oder aber zu einem spateren Zeitpunkt der Reifung, nachdem die
Praperoxisomen miteinander verschmolzen sind und sich zu reifen Peroxisomen ausgebildet haben (Modell I1),
vermutet. Modell I1l geht hingegen davon aus, dass neue Peroxisomen lediglich durch Teilung aus bereits
bestehenden Peroxisomen entstehen. Die fir die Teilung erforderlichen Strukturen wie z.B. Lipide und PMPs
werden in Form von Préperoxisomen durch das ER bereitgestellt und verschmelzen mit bereits existierenden
Peroxisomen, bevor es zu einer Teilung kommt (modifiziert nach Motley und Hettema 2007, S. 400).

Im Gegensatz dazu steht das dritte Modell, welches davon ausgeht, dass Peroxisomen mittels
Wachstum und anschlieBender Teilung entstehen. In diesem Modell wird vermutet, dass
bestehende Peroxisomen mit préperoxisomalen Strukturen fusionieren. Die pra-
peroxisomalen Strukturen werden durch das ER bereitgestellt und enthalten wichtige PMPs
und Lipide. AbschlieRend werden die herangewachsenen Peroxisomen durch Drps geteilt. In
diesem Modell findet folglich keine de novo-Bildung von Peroxisomen, sondern lediglich ein
Stofftransport Giber das ER mit abschlielender Teilung von vorbestehenden Peroxisomen statt
(Lazarow und Fujiki 1985; Motley und Hettema 2007).
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1.4 Zielsetzung

Diese Arbeit soll zum Verstandnis der Peroxisomenbiogenese beitragen. Es wird zunéchst auf
die Rolle des Drps Vpslp im Rahmen der frihen peroxisomalen Entstehung eingegangen.
Dazu wurden verschiedene Hefestdamme hergestellt, in denen zum einen das PEX3-Gen, aber
auch das fur Vpslp kodierende Gen manipuliert wurden. Weiterhin wird der rdumliche
Zusammenhang zwischen Peroxisomen und dem ER untersucht, indem bei allen Versuchen
auch immer die Lokalisation der Peroxisomen in Relation zum ER beurteilt wird. AuRerdem
wurde ein Versuchsprotokoll erstellt, welches erlauben soll Peroxisomen in S. cerevisiae mit
Hilfe hochauflésender STED-Mikroskopie zu untersuchen. Ziel dabei ist es, den rdumlichen
Zusammenhang zwischen Peroxisomen und ER néher beurteilen und dies auch in einen

dreidimensionalen Kontext setzten zu kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden fur die Durchfiihrung der Versuche genutzt. Sofern es nicht

anders vermerkt ist, wurden diese von den unten angegebenen Firmen bezogen.

Produkt Firma

4% Paraformaldehyd in PBS USBiological
40%PEG3350 Sigma
5xHIFI-Puffer BioCat

Agar Carl Roth
Agarose Bioline
Albumin-Fraktion V Roth
Aminosauren Sigma-Aldrich oder Carl Roth
Ampicillin Serva
clonNAT WERNER BioAgents
Cl-Puffer Qiagen
D-(+)-Raffinose pentahydrate Roth

Dapi Sigma

DMSO Serva
D-Sorbit Roth

EDTA Roth

Ethanol Sigma-Aldrich
Galactose Roth

GelRed BioTrend
GeneRuler DNA Ladder Mix SM0331 Fermentas
Glass beads (acid washed) Sigma
Glucose wasserfrei Roth

Glycerol Sigma/Roth
Glycin Roth
Hefeextrakt Roth

Immedge Pen Vector
K,HPO, Merck

KCI Merck
KH,PO, Merck
Lachsspermien-DNA Sigma-Aldrich
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LiOAc Sigma/Roth
LMP-Agarose Bethesda Research Laboratories
Magnesiumchlorid (MgCly Sigma-Aldrich
Mowiol 4-88 Roth
Natriumacetat (NaAc) Sigma/Roth
NaCl Roth
Natriumhydrogendiphosphat dihydrat Merck
Natriumhydroxid Sigma/Roth
NH40ac Sigma/Roth
Oligonukleotide Metabion
Phenol Chloroform Isoamylalkohol Roth

Pepton Sigma/Roth
Pepton aus Casein Roth
Poly-L-Lysin Sigma/Roth
Precissor-Polymerase Invitrogen
ProLong Gold antifade reagence with DAPI Invitrogen
RNAse A Invitrogen

Solution B eigene Herstellung
Tag-DNA-Polymerase Qiagen

TRIS Roth

Triton X Sigma/Roth
Triton-X100 Roth

Vent-DNA-Polymerase

New England BioLabs

Yeast Nitrogen Base wo amino acids Sigma
Zymolyase 20T USBiological
B-Mercaptoethanol Sigma
Tabelle 2: Chemikalien
2.2 Gerate
Geréate Firma
Autoclave Tecnomara
AXIO CAM HR Zeiss
BioDocAnalyse-Transilluminator BioDoc
BioPhotometer Eppendorf
Brutschrank Memmert
Centrifuge 5415D Eppendorf
Drehrad Schiitt
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Fastblot B43 Biometra
Inkubator Incutec
Luminescent Image Analyzer FUJI Film
Mikroskop AXI10 Zeiss
pH-Meter G820 Schott Garat
Spannungsquelle Biometra
Spectrophotometer Nano Drop
Thermocycler T3000 Biometra
Thermomixer 5436 Eppendorf
Vortex Janke & Kunkel
Zentrifuge fir Falcons (Rotatanta) Hettich
Zentrifuge Mikro 200R Hettich

Tabelle 3: Gerate

2.3 Aufreinigungs- und Reaktionssysteme (Kits)

Bezeichnung

Firma

High Pure PCR Product Purification Kit

Roche

Nucleospin Extrakt 11

Macherey-Nagel

Nucleospin Plasmid

Macherey-Nagel

Tabelle 4: Aufreinigungs- und Reaktionssysteme
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2.4 Mikroorganismen — Saccharomyces cerevisiae

Hefe alternative relevanter Genotyp Quelle
Bezeichnung Genotyp
YST MATa; Ahis3; Aleu2; Alys2; Aura3 Euroscarf
401 BY47420 Wildtyp
YST | GALprom-GFP- | GALprom-GFP- | kanMX6-GALprom-GFP-PEX3; LEU2::HDEL- Labor
1268 | PEX3, HDEL- PEX3, HDEL- dsRed [YST831 mit PST 821 (EcoRV)]
dsRed dsRed
YST | GALprom-GFP- | GALprom-GFP- | YST 1227 NT2::vpsl [KO mit PST579 und Labor
1269 PEX3 Avpsl PEX3 Avpsl OST424 u. 425] [YST 1227=Dvpsl
HDEL-dsRed HDEL-dsRed LEU2::HDEL-dsRed] 443 chlo (579,424,25)
YST VPS1prom:: NT2- | YST 1268 VPS1prom:: NT2-TEFprom diese
1288 TEF1lprom (VPS1 | [PST 574 = pYM-N20, OST 660 u. 661] Arbeit
Uberexpression)
YST Apex3 BY4742 o pex3::kanM X6 Euroscarf
1108
YST Apex3 + Apex3 + BY47420. PEX3::kanMX6 [YST 1108] + Labor
1141 GALprom- GALprom- pGAL1prom-2xDendra-PEX3 (LEU2) [PST 918]
2xDendraPEX3 2xDendraPEX3
YST Wildtyp + Wildtyp + BY47420. [YST 401] + pGAL1lprom-2xDendra- diese
1289 GALprom- GALprom- PEX3 (LEU2) [PST 918] Arbeit
2xDendraPEX3 2xDendraPEX3
Apex3 + BY47420 PEX3::kanMX6 [YST 1108] + diese
GALprom- Apex3 + pHcRed-SKL (LEU2) [PST 1041] + pGALprom- Arbeit
2xDendraPEX3 | GALprom- 2xDendra-PEX3 (URA3) [PST 967]
+ HcRed-SKL | 2xDendraPEX3 +
HcRed-SKL
YST Apex3 HDEL- Apex3 HDEL- BY47420 pex3::kanMX6 [YST 1108] Labor
1226 dsRed dsRed LEU2::HDEL-dsRed [PST 821]
Apex3 HDEL- YST 1226 + pGALprom-2xDendra-PEX3 diese
dsRed (URA3) [PST 967] Arbeit
GALprom-
2xDendraPEX3
pHcRed-SKL BY4742 o + pLEU2::HcRed-SKL [PST 1041] diese
pSEC63-GFP pSEC63-GFP URAS3 [PST 428] Arbeit
(Wildtyp)
YST PEX3-6HA BY47420 pex3term::6HA-natNT2 diese
1285 [PST 524 = pYM17, OST 641/2] Arbeit
Immun- PEX3-6HA + BY47420 PEX3-6HA::natNT2 [YST 1285] + diese
fluoreszenz SEC63-GFP PSEC63-GFP LEU2 [PST 398] Arbeit

Tabelle 5: Stdmme von S. cerevisiae mit Stammbezeichnung, Genotyp und Herkunft

2.5 Plasmide und Vektoren

Plasmid-Nr. Bezeichnung

PST 574 pYM-N20 [benutzt fir cloNAT-TEF-3HA]

PST 1041 pEX097 TPI11-HcRed-SKL (PGK1term) (Ycplacl11l) (LEU/CEN)
PST 967 pRS416 GAL2xDendraPEX3 (URA)
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PST 918 GAL1prom-2xDendra-PEX3 (LEU)
PST 428 SEC63-GFP (URA)

PST 398 YCplacl11 SEC63-GFP (LEU/CEN)
PST 821 HDEL-DsRED "lana" (LEU)

Tabelle 6: Plasmide und Vektoren

2.6 Oligonukleotide

Bezeichnung | Nukleotidsequenz (5-3") Verwendung
OST 660 GGACCGTACG AAAACTGCAC ATTTTATATT ATCAGATATC VPS1
CGTACGCTGCAGGTCGAC Uberexpression
OST 661 CAAAGCGTCCTGAAGCTTGTTAATAGTAGAAATTAAATGCTCATC | VPS1
CATCGATGAATTCTCTGTCG (rev) Uberexpression
Testprimer
cCAGAACCTTTCAGTCGCCGGtcACAAGCgtcgtcCTCTTGCTCCATCA
OST 647 VPS1
Gtaggc . .
Uberexpression
Testprimer
OST 700 GGTCTCCTGGTGACAATACCAGT (rev) VPS1
Uberexpression
CCAGCGTATACAGCAACTTTGGCGTCTCCAGCTCGTTTTCCTTCA
OST 641 PEX3-6HA
AGCCT CGTACGCTGCAGGTCGAC
CAGGGTAATGTCATGTTACCTATTGCACACTTACTGTATTAAAGA
OST 642 PEX3-6HA
TTACGC ATCGATGAATTCGAGCTCG
Testprimer
OST 643 GCGCTACGTTTGTTAGTATTC (rev)
Immunfloreszenz
Testprimer
OST 645 GCTGGAGGTCACCAACGTCAAC (forw)

Immunfluoreszenz

Tabelle 7: Oligonukleotide
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2.7 Antikorper

Die im Folgenden aufgefuhrten Antikdrper wurden fur diese Arbeit verwendet. In der Tabelle
sind die Bezeichnung der Antikorper, das jeweilige Ziel-Antigen, die Herkunft und die
verwendeten Verdiunnungen in der Immunfluoreszenzmikroskopie angegeben. Die vor den
Antikdrpernamen angegebenen Kleinbuchstaben geben das jeweilige Tier an, aus dem der

Antikdrper gewonnen wurde bzw. gegen welches er gerichtet ist (m=Maus, r=Kaninchen).

2.7.1 Primar-Antikdrper fur die Immunfluoreszenzmikroskopie

Bezeichnung Primar-Antikorper Verdinnung Quelle
aHAr polyklonaler Antikorper (Kaninchen) 1:200 Abcam
gegen HA-Tag
oaGFPm monoklonaler Antikdérper (Maus) 1:200 Abcam
gegen GFP

Tabelle 8: Primare Antikdrper mit Verdinnungsangabe

2.7.2 Sekundar-Antikorper fur die Immunfluoreszenzmikroskopie

Bezeichnung Sekundar-Antikorper Verdinnung Quelle
Atto590r Antikdrper aus der Ziege gerichtet 1:200 MPI fir biophysikalische
gegen Kaninchen-Protein Chemie, Gottingen
Atto647m Antikorper aus dem Schaaf 1:200 MPI fur biophysikalische
gerichtet gegen Maus-Protein Chemie, Gottingen

Antikorper aus dem Affen gerichtet
Alexa488m gegen Maus-Protein 1:200 Invitrogen

Cy3r Antikorper aus der Ziege gerichtet 1:200 Jacksonlmmuno-Research

gegen Kaninchen-Protein

Tabelle 9: Sekundare Antikérper mit Verdiinnungsangabe
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2.8 Medien fur Hefekulturen

Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte auf Agar-Platten im Brutschrank bzw. in 10 ml
flissigem Medium (soweit nicht anders vermerkt) im Schittler (200 rpm) bei jeweils 30°C.
Der jeweiligen genetischen Situation und Versuchsfragestellung angepasst, erfolgte die
Anzucht der Hefekultur entweder in YP-Vollmedium oder Sx-Drop-out-Medium und mit
unterschiedlichen Kohlenstoffquellen (s.u.). Zu beachten ist, dass bei der Herstellung des Sx-
Drop-out-Mediums der pH stets auf 6,5 eingestellt wurde, da dies fur eine moglichst
effiziente Transformation besonders wichtig ist. Zur Herstellung von Agar-Platten wurden 2%
(w/v) Agar zu den Medien hinzugegeben.

Die Medien wurden mit Ausnahme der Raffinose bei 121°C fur 15 min autoklaviert. Die

Raffinose wurde stets frisch angesetzt und steril filtriert.

YP-Medium:

1% (wi/v) Yeast extract, 2% (w/v) Peptone

je nach Fragestellung wurde 2% (w/v) Glukose, 2% (w/v) Galaktose oder 4% (w/v) Raffinose
als zusatzliche Kohlenstoffquelle hinzugegeben.

Sx-Medium:

0,6% (w/v) Yeast Nitrogen Base, 0,08% (w/v) Synthetic Complete Drop Out Mix (SC drop-
out)

je nach Fragestellung wurde 2% (w/v) Glukose, 2% (w/v) Galaktose oder 4% (w/v) Raffinose
als zusétzliche Kohlenstoffquelle hinzugegeben.

Aminosduremischung fir den SC drop-out Mix:

g Adenin-hemisulfat
g L-Arginin-HCI

g L-Histidin-HCI

g L-Isoleucin

g L-Leucin

g L-Lysin-HCI

g L-Methionin

W N NN N DD DD DD

g L-Phenylalanin
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2 g L-Threonin

2 gL-Serin

3 g L-Tryptophan
2 g L-Tyrosin

1,2 g Uracil

9 gL-Valin

Um das benotigte Selektionsmedium zu erhalten, wurden die jeweiligen Aminosduren

weggelassen.

2.9 Puffer und Ldésungen

5xDNA-Ladepuffer (Orange G):

15% Ficoll 400; 200 MM EDTA,; 0,1% Orange G

Breaking-Puffer:

2 % Triton X-100; 1% SDS; 100 mM NacCl; 10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA pH 8
wJanke-Puffer*:

500 mM Tris-HCI pH 9,2; 22,5 mM MgCl,; 160 mM NH;SO,4. 20% DMSO; 1% Triton-X100
PBS:

140 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 6,5 mM Na;HPO4; 1,5 mM K;HPOy; pH 7,4

PBST:

PBS mit 0,1% (v/v) Tween-20

PCI:

25 mM Phenol; 24 mM CHCl3; 1 mM Isoamylalkohol

PEG-COMP:

100 mM LiOAc; 10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA/NaOH pH 8; 40% PEG 3350
Permeabilisierungslésung:

PBS mit 0,1% Triton X-100; 10 mM Glycin; 0,1% BSA
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Solution B:

1 M K;HPO4 + 1 M KH,PO,4 mischen und auf pH 7,5 einstellen; 100 mM dieser Losung;
1,2 M Sorbitol

» Die fertige Losung wurde anschlie3end steril filtriert.

SORB:

100 mM LiOAc; 10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA/NaOH pH 8; 1 M Sorbitol
TAE-Puffer:

40 mM Tris-HCI pH 8; 0,1% (v/v) Eisessig; 1 mM EDTA pH 8

TE:

10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA

2.10 Herstellung von Mowiol

Fur das dauerhafte Einbetten von Zellen der Immunfluoreszenzmikroskopie wurde Mowiol
verwendet, welches wie folgt zubereitet wurde.

Zunéchst wurden 6 g Glycerin mit 2,4 g Mowiol gemischt und bei Raumtemperatur unter
Rihren eine Stunde geldst. Anschlielend wurden dem Gemisch 6 ml Wasser hinzugegeben
und alles fiir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurden 12 ml 0,2M Tris-
HCI pH 8,5 hinzugegeben und alles flr zwei Stunden bei 50°C inkubiert. Wahrenddessen
wurde die Losung alle 20 min fiir jeweils zwei Minuten auf einem Magnetriihrer vermischt.

Das fertige Mowiol wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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2.11 Molekularbiologische Methoden

2.11.1 Bestimmung der Zelldichte

Zur Dichtebestimmung von S. cerevisiae in flissigem Medium wurde ein Biophotometer
benutzt. Bei einer Wellenlange von 600 nm entspricht eine ODggo=1 ungefahr 3x10” Zellen

pro Milliliter Flissigkultur.

2.11.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséauren

Die Messung der Nukleinsduren-Konzentration in wassrigen Losungen wurde photometrisch
mit Hilfe eines Spektralphotometers bei einer Wellenldnge von 260 nm durchgefihrt. Dabei

entspricht eine ODg=1 ungefahr 50 pg/ml doppelstrangiger DNA in der Lésung.

2.11.3 PCR-basiertes Taging von Hefe-Genen

Das Protokoll fiir das Tagging von Hefe-Genen beruht auf den Angaben bei Janke et al. 2004.
Zunéchst wurde ein PCR-Mix von 50 pl hergestellt. Der Ansatz erfolgte stets auf Eis.

PCR-Mix: 5 pleines 10% (w/v) ,,Janke Puffer”
4,67 ul eines 3,75 mM dNTP-Mix
0,4 pleines 100 uM Sx-Primer
0,4 uleines 100 uM Sy-Primer
100 pg/ml Plasmid (DNA-Matritze)
35,78 pl H,O

Nach dem Mischen erfolgte ein hot start. Die Menge der Polymerasen wurde abweichend

vom urspringlichen Protokoll auf 2,5 U Tag-Polymerase und 0,5 U Vent-Polymerase erhéht.
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Amplifikationsprogramm:

Zyklen Temperatur Reaktionszeit
1 97°C 3 min
Zugabe der Polymerasen

97°C 1 min

10 54°C 30 sec
68°C 2 min 40 sec
97°C 1 min

20 54°C 30 sec
68°C 2 min 40 sec + 20 sec/Zyklus
4°C

Tabelle 10: Amplifikationsprogramm fur das Taging von Hefe-Genen

Das Protokoll wurde fir das auf natNT2-basierende pYM17-Plasmid (6HA-Tag)
durchgefuhrt. Die Kontrolle des PCR-Produktes erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese

und zeigte eine Bande bei der erwarteten GroRe von 1670 bp.

2.11.4 Agarose-Gelelektrophorese

Durch PCR entstandene DNA-Fragmente wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt um
diese anschlieBend zu analysieren. Bei dieser Methode wird die unterschiedliche Mobilitat der
negativ geladenen DNA genutzt, die von der MolekulgroRe und -form und der
Agarosekonzentration des Gels abhéngig ist. Es wurden horizontale Agarose-Gele mit einer
Konzentration von 1% (w/v) Agarose verwendet. Dabei wurde die Agarose in TAE-Puffer
gelost. Zum Farben der Nukleinsduren wurde der Fluoreszenzfarbstoff GelRed mit einer
Konzentration von 1% (v/v) direkt in die Gellosung gegeben. Die DNA-Proben wurden im
Verhaltnis 1:2 mit dem 5xDNA-Ladepuffer vermischt. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte bei 80-100 V und Raumtemperatur. Nach Abschluss der Elektrophorese wurden die
Gele mittels UV-Licht bei einer Wellenlange von 366 nm analysiert, wodurch die mit GelRed

gefarbten DNA-Banden sichtbar gemacht wurden.
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2.11.5 Transformation von kompetenten Hefezellen

Die Methode dieser Hefe-DNA-Transformation beruht auf dem Protokoll von Schiestl und
Gietz (Schiestl und Gietz 1989).
Herstellung kompetenter Hefezellen: Zundchst wurde von dem jeweiligen Hefestamm eine

Vorkultur in YPD-Medium angelegt und diese Uber Nacht inkubiert. AnschlieRend wurde die
Zelldichte mit einem Photometer bestimmt und die Zellen so verdiinnt, dass nach einer
weiteren Inkubation von 5 Stunden in 50 ml vorgewdarmtem YPD-Medium eine ODgy=0,6
erreicht wurde. Nachdem die Zellen mit sterilem H,O und SORB gewaschen wurden, wurde
das Zellpellet in 360 pl SORB gel6st und mit 0,4 mg Lachsspermien-DNA vermischt, die als
Tréger der Einzelstrang-DNA diente. Die Lachsspermien-DNA wurde vor Gebrauch bei 95°C
fir 10 Minuten denaturiert und anschliefend sofort auf Eis gekihlt. Die hergestellten
kompetenten Hefestimme wurden aliquotiert und nicht direkt bendtigte Zellen bei -80°C
gelagert.

Transformation: Fur die Transformation mit Plasmid-DNA wurden 10 pl der kompetenten

Zellen genutzt, sollte ein PCR-Produkt transformiert werden, wurden 50 pl benétigt. Nach
Zugabe von 4-5 pug DNA und der 6fachen Menge (ausgehend vom Gesamtvolumen) PEG-
COMP, wurde das Gemisch bei Raumtemperatur fir 30 Minuten auf einem Drehrad
inkubiert. Anschlieend wurde DMSO mit einer Endkonzentration von 10% hinzugegeben.
Dann erfolgte eine Hitzeschockreaktion im Wasserbad bei 42°C fir 15 Minuten.
AbschlieBend wurden die Zellen bei 2000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und
das Pellet in 150 pl HyO resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf die jeweiligen
Selektionsplatten gegeben und wie oben beschrieben bei 30°C flr 3 Tage inkubiert. Wenn das
PCR-Produkt den Marker natNT2 enthielt, wurde das Zellpellet in 3 ml YPD-Medium gel6st,
im Schittler fur 5 Stunden bei 30°C inkubiert, anschliefend bei 2000 rpm zentrifugiert und
erst dann auf die Selektionsplatten aufgetragen.

2.11.6 Genomische DNA

Mit Hilfe des folgenden Protokolls wurde genomische DNA aus S. cerevisiae herrgestellt um
im Anschluss mittels einer Hefe-Kolonie-PCR festzustellen, ob die Integration von DNA in

das Hefegenom erfolgreich war. Zunéchst wurde eine 5 ml Vorkultur in YPD-Medium
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angesetzt und tber Nacht bei 30°C inkubiert. Am n&chsten Morgen wurden die Zellen bei
Raumtemperatur und 3000 rpm fiir 5 Miuten zentrifugiert.

Nach einem Waschschritt mit ca. 350 pl H,O wurde das Zellpellet in 200 pl Breaking-Puffer
geldst und mit derselben Menge Glass Beads vermischt. Nach der Zugabe von 200 pl PCI
wurden die Proben fiir 1 Minute auf dem Vortex geschittelt, anschlieend fir 1 Minute auf
Eis geklhlt und dieser Vorgang zwei weitere Male wiederholt. Dann wurden dem Gemisch
200 pl TE hinzugegeben und alles bei 4°C fur 10 Minuten bei 15.000 rpm zentrifugiert. Die
entstandene waéssrige Phase wurde abgenommen und in ein neues Eppendorf-Tube Gberfihrt.
Hierbei musste gewahrleistet werden, dass von der Proteinphase nichts mit tberfiihrt wurde.
Nach Zugabe von 1 ml 100% Ethanol (-20°C) wurde das Gemisch erneut bei 4°C fir 10 min
bei 15.000 rpm zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde abgenommen und das Pellet
mit 400 pl destilliertem Wasser resuspendiert. Nach der Zugabe von 6 pl einer 5 mg/ml
RNAseA wurden die Proben fir 5 Minuten bei 37°C inkubiert.

Dann erfolgte die Zugabe von 10 pl 3M NH,OAc und 1 ml 100% Ethanol (-20°C). Nachdem
alles gut gemischt wurde, erfolgte eine weitere Inkubation fir 10 Minuten auf Eis. Im
Anschluss wurden die Proben bei 4°C fir 10 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, 750 pl 70% Ethanol (-20°C) hinzugegeben und das Gemisch
ein letztes Mal bei 4°C fir 10 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet bei 50°C ca. 5 Minuten getrocknet. AbschlieBend wurde das
Pellet in 100 pul TE gelost. Die enthaltene Konzentration DNA wurde mit Hilfe des

Spektralphotometers bestimmt.
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2.11.7 Hefe-Kolonie-PCR

Bei diesem Versuch wurde der Genabschnitt des Hefestammes amplifiziert, der die zuvor neu
integrierte DNA enthalten musste, sofern die Transformation erfolgreich war. Als Matrize
diente die genomische DNA des jeweils zu testenden Stammes von S. cerevisiae. Der
Reaktionsmix wurde auf Eis angesetzt.

Reaktionsmix: 10% (w/v) Cl-Puffer
1,25 mM MgCl,
0,187 mM dNTP’s
100 pmol Sx-Primer
100 pmol Sy-Primer
1% (w/v) Triton X-100

Zunéchst wurden die Hefezellen dem Reaktionsgemisch direkt zugegeben. Dies fuhrte in der
Amplifikation allerdings nicht zu dem gewiinschten Ergebnis. Darum wurde genomische
DNA aus dem Hefestamm gewonnen und diese dann mit einer Endkonzentration von 10 ng/ul
in das Reaktionsgemisch gegeben.

Amplifikationsprogramm:

Zyklen Temperatur Reaktionszeit
1 95°C 3 min
95°C 30 sec
34 54°C 30 sec
72°C 2 min
1 72°C 5 min
4°C

Tabelle 11: Amplifikationsprogramm zur Transformationskontrolle

Nach der Amplifikation erfolgte die Analyse der Proben mittels Agarose-Gelelektrophorese.
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2.12 Puls-Chase-Experiment

Der Versuchsablauf beruht auf den Angaben von Hoepfner et al. 2005.

Die Grundlage des Versuchs besteht darin, dass die Bildung des peroxisomalen
Matrixproteins Pex3p unter die Kontrolle eines Galaktose-abhangigen Promotors gestellt
wurde. Folglich konnte Pex3p in den verwendeten S. cerevisiae-Stdmmen nur dann gebildet
werden, wenn Galaktose zur Verfugung gestellt wurde (Puls). Dariber hinaus war das Genom
der verwendeten Hefestdmme so veréndert, dass zwischen dem Galaktose-Promotor und dem
Gen fur Pex3p ein fluoreszierendes Protein eingefugt war. Dies ermdglichte eine Verfolgung
(Chase) des neugebildeten Pex3p mittels Fluoreszenzmikroskopie.

Zunéchst wurden die Zellen in 10 ml YP- oder dem jeweiligen Drop-out-Medium mit 2%
(w/v) Glukose fur mindestens 5 Stunden bei 30°C inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen
in 10 ml frisch angesetztes, steril filtriertes Medium (YP oder Drop-out) mit 4% (w/v)
Raffinose umgesetzt und tber Nacht (allerdings maximal 10 Stunden) bei 30°C inkubiert, so
dass am néachsten Morgen eine maximale ODgp=2 erreicht wurde. Die Zellen wurden dann
fiir 3 Minuten bei 3.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in
10 ml YP-Medium mit 2% (w/v) Galaktose resuspendiert.

Dieser Galaktose-induzierte Puls dauerte 1 Stunde. Wéhrend dieser Zeit wurden die Zellen
wie Ublich bei 30°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen einmalig mit H,O gewaschen
und in 20 ml YP-Medium mit 4% (w/v) Glukose resuspendiert (t=0).

Nun wurde die Galaktose-abhéngige Bildung von Pex3p mit Hilfe der Fluoreszenz-
mikroskopie verfolgt. Die Analyse der Zellen erfolgte nach 45 Minuten, 2 Stunden und 3,5
Stunden. Zu diesen Zeitpunkten wurde jeweils 1 ml der Zellen enthommen und diese mit

Hilfe von 1% LMP-Agarose eingebettet.

2.13 Einbettung von Hefezellen fur die Fluoreszenzmikroskopie

Soweit nicht anders angegeben, wurde 1 ml der zu analysierenden Zellldsung entnommen, bei
13.900 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. AnschlieRend wurden 100 pl 4%
Paraformaldehyd in PBS zur Fixierung auf die Zellen gegeben. Nach 1 min Inkubation
wurden die Zellen erneut zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet in PBS
gelost. Nach einer letzten Zentrifugation und Abnehmen des Uberstands wurden ca. 3 pl
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Zellen mit der gleichen Menge 1%-iger LMP-Agarose auf einem Objekttrager vermischt. Die
LMP-Agarose wurde zuvor im Wasserbad geschmolzen. Sollten die Zellen mit Hilfe der
Live-Zell-Mikroskopie  analysiert werden, entfiel der Fixierungsschritt — mittels
Paraformaldehyd, die Zellen wurden folglich direkt mit PBS gewaschen. Um die schonende
Fixierung der Hefezellen zu optimieren, wurde die 1%-ige LMP-Agarose in 4% (w/v) YPD
geldst. Abschliefend wurden die Zellen durch ein Deckglas abgedeckt und konnten je nach

Fragestellung am Mikroskop analysiert werden.

2.14 Immunfluoreszenzmikroskopie

Das Verfahren zur Immunfluoreszenzmikroskopie beruht auf der Arbeit Fluorescence
Microscopy Methods for Yeast (Pringle et al. 1989) und wurde nach eigenem Bedarf
modifiziert.

Vorbereitung der Objekttrager: Die Objekttrager wurden zunéchst mit Ethanol geséubert.

AnschlieBend wurden mit Hilfe des Immedge-Pen Felder aufgetragen. In diese Felder wurden
20 pl Poly-L-Lysin 0,1 % (w/v) gegeben und bei Raumtemperatur 5 min inkubiert. Danach
wurde das Uberschissige Poly-L-Lysin aspiriert und die Objekttrager bei 30°C lber Nacht
getrocknet.

Ansetzten einer Vorkultur: Am Vortag des Versuchs wurden die jeweiligen Zelllinien

entweder in 10 ml YPD-Vollmedium oder ggf. in SD-Leu- oder SD-Ura-Drop-out-Medium
bis zum Abend bei 30°C im Schittelschrank inkubiert. AnschlieBend wurde die
Zellkonzentration bei ODgoy festgestellt und die Menge Zellen in 50 ml vorgewérmtes
Medium umgesetzt, die bei der geplanten Inkubationszeit bendtigt wurden, um am Morgen
des Versuchstages eine max. ODgyo=2 zu erhalten. Die Inkubation erfolgte ebenfalls bei 30°C
im Schuttelschrank.

Zellgewinnung: Zundchst wurde die optische Dichte erneut gemessen und die Menge

entnommen, die 10 ODggo entsprach. Diese Menge wurde fiir 3 Minuten bei 13.900 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und das
Pellet in 0,5 ml Solution B geldst, dann wurde das Gemisch erneut zentrifugiert.

Fixierung: Der entstandene Uberstand wurde abgenommen und 1 ml 4%-iges
Paraformaldehyd in PBS auf das Zellpellet gegeben. Dieses Gemisch wurde fiir 2 Stunden bei

Raumtemperatur inkubiert, um die Zellen zu fixieren.
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Wandverdau: Nach dem Fixieren wurden die Zellen zundchst zweimal mit Solution B
gewaschen (siehe Abschnitt Zellgewinnung). Dann wurden die Zellen in einem Gemisch aus
1 ml Solution B, 2 ul B-Mercaptoethanol und 20 ul eines 20T Zymolyase-Stockes (5 mg/ml
Zymolyase in KPi (pH7,5)) gel6st und bei 37°C im Schuttler auf mittlerer Schuttelstufe fur 45
Minuten inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden die Zellen erneut zweimal mit
Solution B gewaschen, allerdings muss dabei beachtet werden, dass die Zellen nach
Abschluss des Wandverdaues nur noch bei max. 6.000 rpm zentrifugiert werden durften.

Permeabilisierung: Nach dem Waschvorgang wurden die Zellen in 200 pl

Permeabilisierungspuffer gelost und bei Raumtemperatur fur 5 Minuten inkubiert. Im
Anschluss erfolgte ein erneuter Waschschritt.

Blocken: Es wurden 0,5 ml 10% BSA zum Zellpellet hinzugegeben und fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein letzter Waschschritt und dann wurden
die Zellen in 0,3 ml Solution B gel6st.

Auftragen auf Objekttrager: Auf die am Vortag vorbereiteten Objekttrager wurden jeweils

20 pl der Zellsuspension gegeben. Nach 5 Minuten wurde die Zellsuspension aspiriert und der
Uberstand auf dem Objekttrager bei Raumtemperatur getrocknet.
Primar-Antikdérper: Auf die Zellen, die sich nun auf den Feldern des Objekttragers befanden,

wurde anschlieBend 20 pl der Lésung gegeben, die den oder die primdren Antikdper
enthielten (Verdlinnung s. Material Tab. 9). Die Objekttrager wurden ber Nacht in einer
Kammer bei 4°C und hoher Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Waschen: Am néchsten Tag wurden die primaren Antikorper aspiriert und die Felder zehnmal
mit 50 pl 1% (w/v) BSA in PBS gewaschen. Dabei wurde zunéchst ein Teil der Felder
siebenmal gewaschen, in dem jeweils 20 ul der Losung auf die Felder aufgetragen wurden
und diese dann anschlieRend wieder aspiriert wurden.

Nach dem 7. Waschschritt wurde die Lésung auf den Feldern belassen und zunéchst der
andere Teil der Felder ebenfalls siebenmal gewaschen, so dass die Ldsung uber einen
langeren Zeitraum einwirken konnte.

Sekundar-Antikdrper: Nachdem jedes Feld zehnmal gewaschen worden war, wurden 20 pl

des jeweiligen sekundaren Antikorpers aufgetragen (Verdinnung s. Methoden, Tab. 9).
Dieser wurde bei 30°C fir 2 Stunden in der Feuchtluftkammer inkubiert. Im Anschluss

erfolgte ein erneuter Waschzyklus (siehe Abschnitt Waschen). Fur Doppelfarbungen wurde
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ein erneuter Inkubationsschritt mit dem zweiten sekundéaren Antikorper durchgefiihrt und
nach abgelaufener Inkubationszeit erfolgte wieder der oben beschriebene Waschzyklus.
Einbettung: Vor der Einbettung mit Mowiol ist es notwendig im Waschzyklus einen 15-
mindtigen Inkubationsschritt mit mit DAPI versetztem PBS einzuschieben (1 pl DAPI auf
Iml PBS 1%) um eine Farbung der Zellkerne zu erhalten. Bei der Einbettung mit ProLong
Gold ist dieses Vorgehen nicht nétig, da das verwendete ProLong Gold bereits diesen Kern
markierenden blauen Fluoreszenzfarbstoff enthélt.

Jeweils 20 pl Einbettmedium wurden auf die Felder gegeben, dann wurden die Felder mit
einem Deckglas abgedeckt und die Objekttrager im Kihlschrank ber Nacht ausgehartet.

AnschlieBend konnten die Zellen unter dem Mikroskop ausgewertet werden.

2.15 Mikroskopische Analysen

Samtliche mikroskopische Analysen wurden mit dem Axio-Mikroskop von Zeiss
durchgefihrt und mit der Axio Cam HR ebenfalls von Zeiss aufgenommen.

Die Proben des Immunfluoreszenzversuchs wurden zusétzlich mittels konfokaler Mikroskopie
(Zeiss LSM 710) untersucht. Samtliche Mafstabsbalken in den Abbildungen stehen fiir eine

GroRe von 2 um.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Rolle von Vps1p in der peroxisomalen Biogenese

Dieser Versuch wurde durchgefiihrt um zu kldren, ob Vpslp an der Neuentstehung von
Peroxisomen in S. cerevisiae beteiligt ist. In den verwendeten Zellstammen wurde das
peroxisomale Membranprotein Pex3p unter den Einfluss eines Galaktose-Promotors gestellt.
Neues Pex3p konnte nur nach Inkubation mit Galaktose gebildet werden. Da Pex3p neben
Pex19p maligeblich an der Bildung von Peroxisomen beteiligt ist, konnen diese nicht
entstehen, wenn kein Pex3p vorhanden ist. Bei den flr diesen Versuch genutzten Zellen
handelte es sich zu Versuchsbeginn um Apex3p-Zellen, in denen folglich keine Peroxisomen
vorhanden waren. Erst unter Zugabe von Galaktose konnte Pex3p und damit neue
Peroxisomen entstehen. Es handelt sich also um Peroxisomenneogenese. Die Zellen wurden
genetisch so manipuliert, dass sowohl Peroxisomen als auch das ER mittels eingebrachter
Markerproteine fluoreszierten. Damit war es moglich zu jedem Zeitpunkt den rdumlichen
Zusammenhang von Peroxisomen und ER zu beurteilen. Um den Einfluss von Vpslp an der
peroxisomalen Biogenese zu Kklaren, wurden vergleichsweise Wildtyp-, Avpslp- und Vpslp-
Uberexpressions-Zellen untersucht. Die Zellen wurden 45 Minuten in Galaktose-haltigem
Medium inkubiert (Puls) und danach in YPD-Vollmedium umgesetzt um den Promotor zu
unterdricken und somit eine zu starke Expression von neuem Pex3p zu vermeiden. Die
Aufnahmen wurden 45 Minuten, 2 Stunden und 3,5 Stunden nach Beendigung des Pulses
durchgefuhrt. Der Versuch wurde insgesamt dreimal ausgefuhrt. Bei der Versuchsauswertung
wurden die Peroxisomen in durchschnittlich 60 Zellen pro Versuchszeitpunkt und
Versuchstag gezahlt, dabei wurde jede der jeweils sieben aufgenommenen Ebenen bewertet.
Im Folgenden werden zunéchst die Ergebnisse der Auswertung der einzelnen Zelltypen
skizziert. Im Anschluss erfolgt ein Vergleich von Wildtyp-, Avpslp- und Vpslp-

Uberexpressions-Zellen.
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3.1.1 Galaktose-abhéangige Neubildung von Peroxisomen im Zeitverlauf in Wildtypzellen

Bei der Auswertung der Galaktose-abhdngigen Neubildung von Peroxisomen in Vpslp-

Wildtyp-Zellen zeigte sich, dass im Zeitverlauf von 45 Minuten bis 3,5 Stunden nach

erfolgtem Galaktose-Puls die durchschnittliche Anzahl an Peroxisomen zunahm.
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Abb. 3.1: Haufigkeit von Peroxisomen in Wildtypzellen 45 min, 2 h und 3,5 h nach Galaktose-Puls

In Hellgrau dargestellt sind die Haufigkeiten von morphologisch normal konfigurierten Peroxisomen pro Zelle.
Die dunkelgrauen Balken stehen fir die Anzahl an elongiert erscheinenden peroxisomalen Strukturen. Die
Zellzahlen der Rubriken wurden in Bezug auf die Gesamtzahl der ausgewerteten Zellen relativiert.

Der Abbildung 3.1 sind die Haufigkeiten von Peroxisomen pro Vpslp-Wildtypzelle zu
entnehmen. Diese Art der Darstellung verdeutlicht, wie sich die peroxisomale Verteilung in
den Zellen Uber den Zeitverlauf verschiebt. Wéhrend nach 45 Minuten noch bei ca. 60 % der
Zellen nur 1-2 Peroxisomen vorhanden waren, lag die durchschnittliche Peroxisomenzahl 3,5
Stunden nach Galaktose-Puls eher bei 2-3 pro Zelle. Bei genauer Betrachtung der Zellen
konnte auRerdem festgestellt werden, dass in einer geringen Anzahl Zellen die peroxisomalen
Strukturen eher elongiert, statt wie sonst punktférmig konfiguriert auftraten (dargestellt als
dunkle Balken in Abb. 3.1). Dieser Zustand wurde bei Avpslp-Zellen gehéuft beobachtet
(Abschnitt 3.1.2). Es ist darliber hinaus interessant, die Abbildung 3.1 mit den Abbildungen
der peroxisomalen Haufigkeiten in Avpslp- und Vpslp-Uberexpressionszellen (Abb. 3.4 und
3.9) zu vergleichen. Hierauf wird jedoch in Abschnitt 3.1.4 n&her eingegangen.

Da durch die genetische Manipulation Peroxisomen und ER mittels Fluoreszenz-Mikroskopie
dargestellt werden konnten, war es moglich neben der peroxisomalen Haufigkeit in den
Vpslp-Wildtyp-Zellen auch die enge Verbindung von Peroxisomen und ER ndher zu
beobachten und im Zeitverlauf zu beurteilen. Vor allem 45 Minuten nach Beendigung des
Galaktose-Pulses zeigte sich deutlich, dass die beiden Fluorophore kolokalisierten. Diese
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3 Ergebnisse

Kolokalisation und auch die frihe Bildung von Peroxisomen, die Zellkern-nah in enger
Verbindung mit dem ER stattfindet, sind in Abbildung 3.2 (a-b) dargestelit.

QD

b)

Abb. 3.2 a-b: Wildtypzellen 45 min nach Galaktose-Puls

rot: HDEL-DsRed (ER); griin: GFP-Pex3p (Peroxisomen); blau: Durchlicht (Zellkontur)

Das Pex3p stellt sich nach 45 min sowohl in einer ringférmigen Struktur dar, die mit der perinukledren Struktur
des ERs deckungsgleich ist (a) als auch als punktférmige Struktur am Zellkern-nahen ER (b).

In Abbildung 3.2 b befinden sich zwei Peroxisomen eng assoziiert mit dem perinukleéren ER,
wie es fur diesen Zeitpunkt bei Wildtypzellen typisch ist. Ein weiteres typisches Bild ist in
Abbildung 3.2 a gezeigt. Hier hat sich am perinukledren ER bisher nur ein kleines Per-
oxisomen gebildet (Pfeil). Die dargestellte Ebene wurde gewahlt, um zu verdeutlichen, dass
noch eine grolle Menge des Pex3p am bzw. im ER lokalisiert ist. In dem Mischbild dieser
Abbildung wird deutlich, dass diese Struktur im roten (ER) und griinen (Pex3p) Kanal
deckungsgleich ist. Die beiden Strukturen kolokalisieren. Diese Beobachtung wurde bereits
zu einem fruheren Zeitpunkt beschrieben (Hoepfner et al. 2005). Die Struktur wurde als
peroxisomales ER bezeichnet. Hoepfner und seine Arbeitsgruppe haben auflerdem bewiesen,
dass das Auftreten von Pex3p im ER nicht aufgrund einer Fehllokalisation durch die
genetische Manipulation zustande kommt. Selbst wenn vollausgebildete Peroxisomen in
Zellen vorliegen, durchlauft Pex3p zunédchst das ER, bevor es in Peroxisomen sichtbar wird
(Hoepfner et al. 2005). Auch in der Zelle in Abbildung 3.2 b, in der sich ja bereits zwei
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deutlich fluoreszierende Peroxisomen gebildet haben, ist schwach angedeutet noch das mit
dem ER kolokalisierende Pex3p zu erkennen. Bemerkenswert ist dabei, dass zu jedem
Zeitpunkt lediglich das Zellkern-nahe ER mit dem Pex3p-Pool kolokalisiert. Im peripheren
ER-Netzwerk ist kein Pex3p zu finden. Folglich ist das peroxisomale ER perinuklear
lokalisiert.

Im Zeitverlauf nimmt der ER-lokalisierte Pool von Pex3p immer mehr ab. Es wird sozusagen
aus dem ER geschwemmt, mdglicherweise um fiir die Bildung von neuen Peroxisomen zur
Verfugung zu stehen. Nach 2 bzw. 3,5 Stunden ist nur noch ein geringer Teil des Pex3p im
ER auszumachen. Die grofite Menge befindet sich zu diesen Zeitpunkten in den neugebildeten
Peroxisomen (s. Abb. 3.3 a-b). Wenn man die Abbildungen genau betrachtet, scheinen die
entstandenen Peroxisomen aulRerdem im Zeitverlauf von zentral (perinukleér) nach peripher

abzuwandern.

b)

Abb. 3.3 a-b: Wildtypzellen 2 h (a) und 3,5 h (b) nach Galaktose-Puls

rot: HDEL-DsRed (ER); griin: GFP-Pex3p (Peroxisomen); blau: Durchlicht (Zellkontur)

a) Nach 2 h ist ein peroxisomaler ER-Ring immer noch schwach zu erkennen (Pfeil im griinen Kanal). Die Pfeile
im Mischbild weisen auf die enge Assoziation von Peroxisomen und ER-Netz hin (siehe Text).

b) Das Pex3p scheint nach 3,5 h mittlerweile weitestgehend das ER verlassen zu haben.

Die Peroxisomen, die man nach 45 Minuten in den Zellen erkennen kann, scheinen am
perinukledren ER zu entstehen (s. Abb. 3.2 a-b). Die Tatsache, dass Peroxisomen genau in

dieser Lokalisation entstehen, wird verstandlich, wenn man bedenkt, dass das neugebildete
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Pex3p zunéchst im ER auftaucht. Denn wie bereits beschrieben, ist das peroxisomale ER nur
perinukledr lokalisiert. Nach 2 Stunden befindet sich ein Teil der Peroxisomen immer noch
am perinukleédren ER, ein Teil der Peroxisomen bewegt sich zu diesem Zeitpunkt allerdings in
die Peripherie. Auch hierbei besteht eine enge Assoziation zu einem Teil des ERs. Eine solche
Situation ist in Abbildung 3.3 a mit Hilfe von Pfeilen im Mischbild verdeutlicht. Man kann
erkennen, dass die Peroxisomen an einem ER-Steg hdngen, der vom Zentrum in die
Peripherie ausstrahlt. Nach 3,5 Stunden ist dann der grofite Teil der Peroxisomen am
peripheren ER, also Zellrand-nah lokalisiert (s. Abb. 3.3 b). Nachdem der Phé&notyp von
Wildtypzellen in Bezug auf die peroxisomale Biogenese ausfuhrlich beschrieben wurde, stellt
sich die Frage ob und ggf. wie sich dieser verédndert, wenn das Vpslp deletiert bzw.

Uberexprimiert wird.

3.1.2 Galaktose-abhangige Neubildung von Peroxisomen im Zeitverlauf in Avpslp-Zellen

Bei der Auswertung der Galaktose-abhéngigen Neubildung von Peroxisomen in Avpslp-
Zellen konnte beobachtet werden, dass die Gesamtmenge von Peroxisomen pro Zelle geringer
ausfiel, als dies bei den Wildtypzellen der Fall war (s. Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Peroxisomale Haufigkeit in Avpslp-Zellen 45 min, 2 h und 3,5 h nach Galaktose-Puls

In Hellgrau dargestellt ist die Anzahl von morphologisch normal konfigurierten Peroxisomen pro Zelle. Die
dunkelgrauen Balken stehen fur die jeweiligen Mengen an elongiert erscheinenden peroxisomalen Strukturen.
Die Gesamtmenge der ausgewerteten Zellen ist hier in relativen Zahlen dargestellt.

Deutlich vermehrt waren dagegen die elongiert erscheinenden peroxisomalen Strukturen

(dargestellt als dunkelgraue Balken). Wahrend diese Strukturen bei den Wildtypzellen eher

38



3 Ergebnisse

eine Ausnahme darstellten, traten sie bei den Avpslp-Zellen sogar haufiger auf als die normal
konfigurierten Peroxisomen.

Obwohl die Gesamtmenge der normalen Peroxisomen leicht vermindert war, nahm sie im
Zeitverlauf nicht so deutlich zu, wie man dies erwartet hatte und wie es bei den Wildtypzellen
der Fall war. Daflr erhdhte sich die Menge der elongierten peroxisomalen Strukturen pro
Zelle deutlich. Ein weiterer Unterschied zu den Wildtypzellen bestand darin, dass bei Zellen
des Avpslp-Stammes weder nach 45 Minuten, noch zu einem spéteren Zeitpunkt eine
Speicherung des Pex3p im ER - wie sie bei den Vpslp-Wildtypzellen anhand der
Deckungsgleichheit im Mischbild gezeigt werden konnte - zu erkennen ist.

Zwei Beispiele fir die Verteilung des Pex3p in Avpslp-Zellen 45 Minuten nach Galaktose-
Puls sind der Abbildung 3.5 a-b zu entnehmen. Anders als bei den Wildtypzellen, bei denen
zu diesem Zeitpunkt entweder das Pex3p im ER gespeichert vorlag oder die Peroxisomen als
fluoreszierende Punkte am ER-Netzwerk imponierten, sind bei diesem Zellstamm wie bereits
beschrieben elongierte peroxisomale Strukturen zu beobachten (in den Abbildungen durch

Pfeile markiert).
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Abb. 3.5 a-b: Avpslp-Zellen 45 min nach Galaktose-Puls

rot: HDEL-DsRed (ER); griin: GFP-Pex3 (Peroxisomen); blau: Durchlicht (Zellkontur)

Zu sehen sind zwei Beispiele fur die Pex3p-Verteilung in Avpslp-Zellen. Die Pfeile deuten jeweils auf die
elongierten peroxisomalen Strukturen in den Zellen hin.

Zwei Stunden nach Beendigung des Galaktose-Pulses sind diese elongierten Strukturen noch

vorhanden. Ein Beispiel hierfir ist in Abbildung 3.6 (s. Pfeil) zu finden. Das langgezogene
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Peroxisomen in dieser Abbildung schmiegt sich dem perinukledren ER-Ring an, ist mit

diesem im Unterschied zum Wildtyp allerdings nicht deckungsgleich.

Abb. 3.6: Avpslp-Zellen 2 h nach Galaktose-Puls
rot: HDEL-DsRed (ER); griin: GFP-Pex3p (Peroxisomen); blau: Durchlicht (Zellkontur)
Der Pfeil deutet auf die Wurm-férmige Konfiguration des Peroxisoms hin.

Auch nach 3,5 Stunden erscheinen die Peroxisomen noch als elongierte Strukturen, allerdings
kann man zu diesem Zeitpunkt ein neues Phanomen erkennen: die langgezogenen
Peroxisomen scheinen sich jeweils in mehrere kleinere aufzuteilen (s. Abbildung 3.7).
Wahrend die Struktur der Peroxisomen zuvor als Wurm-férmig beschrieben werden konnte,
kann man die Fluoreszenz nun mit Perlen vergleichen, die auf einen Faden aufgefadelt sind.
Madglicherweise verbirgt sich hinter dieser Konfiguration die verzogerte Aufspaltung eines
elongierten Peroxisoms in einzelne Peroxisomen. Bei der Auswertung dieser Strukturen war
es schwierig, diese in eine Kategorie einzuordnen. Da die Peroxisomen immer noch
zusammenhé&ngend erscheinen, konnten sie nicht zu den normal konfigurierten Strukturen
gezdhlt werden. Das Beispiel in Abbildung 3.7 zeigt aber auch deutlich, dass es sich hierbei
nicht nur um ein einzelnes elongiertes Peroxisomen handelt. Darum wurde zu dem Zeitpunkt
3,5 Stunden nach Beendigung des Galaktose-Pulses in der Abbildung 3.4 ein weiterer Balken
eingefihrt, der flr mehr als 3 elongierte peroxisomale Strukturen pro Zelle steht. Zellen, die
ahnlich konfiguriert waren wie die in Abb. 3.7, fielen unter diese Kategorie.
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Abb. 3.7: Avpslp-Zellen 3,5 h nach Galaktose-Puls
rot: HDEL-DsRed (ER); griin: GFP-Pex3p (Peroxisomen); blau: Durchlicht (Zellkontur)
Besonders zu beachten ist in diesem Beispiel die Perlenketten-ahnliche Konfiguration der Peroxisomen (Pfeile).

Es liegt nahe zu vermuten, dass die verzogerte Aufspaltung durch die Abwesenheit von
Vpslp hervorgerufen wird. Diese Vermutung wird dadurch unterstitzt, dass bei
Wildtypzellen ein solcher Phénotyp zu keinem Zeitpunkt zu beobachten ist. Es wird deutlich,
dass sich der Phanotyp in Bezug auf die Peroxisomenneogenese veréndert, wenn in einem
Zellstamm das Vpslp ausgeschaltet wird.

Im Folgenden soll geklart werden, inwiefern sich der Phanotyp verandert, wenn Vpslp

Uberexprimiert wird.
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3.1.3 Galaktose-abhangige Neubildung von Peroxisomen bei Zellen mit VVpslp-

Uberexpression

In einer letzten Versuchsreihe wurden Zellen untersucht, in denen eine Vps1p-Uberexpression
vorlag. Dies sollte zeigen, ob die erhohte Produktion von Vpslp die Ausbildung reifer

Peroxisomen beschleunigt.

3.1.3.1 Herstellung von Zellen mit Vps1p-Uberexpression

In den flr den Versuch bendtigten Zellen musste das VPS1 genomisch verandert werden.
Hierzu wurde ein TEF-Promotor am N-Terminus des Gens integriert, dies flihrte zu einer
Uberexpression von Vpslp. Zunachst wurde ein DNA-Produkt amplifiziert, das einen
Selektionsmarker und den TEF1-Promotor kodiert und durch kurzen Uberhang auf der 5'-
Seite des VPS1-Gens integriert werden kann. Die GrofRe des PCR-Produkts betrug ca. 1900
Basenpaare (Abb. 3.8 a). Anschlieend wurde das PCR-Produkt in kompetente Zellen von S.

cerevisiae transformiert.
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Abb. 3.8 a-b: Konstrukt des N-terminalen VPS1-Genabschnitts

Das unter a dargestellte Konstrukt wurde mit Hilfe der Primer OST 660 und 661 amplifiziert. Die erwartete
GroRe von 1922 Basenpaaren wurde mit der Agarose-Gelelektrophorese getestet und bestétigt. Das entstandene
PCR-Produkt wurde anschlieffend in S. cerevisiae transformiert. Die in b gezeigte Amplifikation macht deutlich,
dass bei erfolgreicher Transformation mit dem verwendeten Primerpaar (OST 647 und 700) ein Genabschnitt
amplifiziert werden muss, der eine ungefahre GroRe von 800 Basenpaaren aufweist. Dies wurde erneut mittels
Gelelektrophorese getestet.

AbschlieRend wurde genomische DNA aus den transformierten Zellen hergestellt, um die
erfolgreiche Transformation mit Hilfe eines Primerpaares anhand einer Kolonie-PCR zu
testen. Die jeweiligen Konstrukte und die Bilder der Agarose-Gelelektrophoresen sind in
Abbildung 3.8 dargestellt.

3.1.3.2 Auswertung der Zelllinie mit Vps1p-Uberexpression

Die Auswertung der Galaktose-abhangigen Neubildung von Peroxisomen bei einer Vpslp-
Uberexpression zeigte im Vergleich zu Wildtypzellen einen anderen Phéanotyp in Bezug auf
die Peroxisomenmenge pro Zelle. Bereits nach 45 Minuten waren in Vpslp-
uberexprimierenden Zellen ungeféhr dhnlich viele Peroxisomen wie in Wildtypzellen nach 2
Stunden zu finden. Zu diesem Zeitpunkt waren bereits in etwas mehr als 50% der Zellen 2 bis
3 neue Peroxisomen entstanden, bei Wildtypzellen waren es im Vergleich nach 45 Minuten
nur 1 bis 2 Peroxisomen die neu gebildet wurden (siehe Abbildung 3.9 und im Vergleich Abb.
3.1).
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Abb. 3.9: Peroxisomale Haufigkeit in Zellen mit Vps1p-Uberexpression 45 min, 2 h und 3,5 h nach Galaktose-Puls

In hellgrau dargestellt sind die Mengen von morphologisch normal konfigurierten Peroxisomen pro Zelle. Die
Gesamtmenge der ausgewerteten Zellen ist durch relative Zahlen angegeben. Elongierte peroxisomale Strukturen
traten bei dieser Zelllinie nicht auf, der Vollstandigkeit halber wurden diese aber bei der Beschriftung der x-
Achse mitaufgefiihrt.

Im Zeitverlauf nahm die Gesamtmenge der Peroxisomen pro Zelle — wie auch Dbei
Wildtypzellen — zundchst zu. Anders als bei diesen traten allerdings zu keinem Zeitpunkt
Zellen auf, die elongiert erscheinende peroxisomale Strukturen aufwiesen. Die Ausbildung
dieses Phanotyps kann offensichtlich durch eine Uberexpression von Vpslp unterdriickt
werden. In Abbildung 3.10 ist jeweils ein Beispiel einer Zelle 45 Minuten (a), 2 Stunden (b)
und 3,5 Stunden (c) nach Galaktose-Puls dargestellt. Es ist zu erkennen, dass auch bei Zellen
mit Vpslp-Uberproduktion eine Ubereinstimmung der Lokalisation von Pex3p und ER,
ahnlich der Konfiguration in Wildtypzellen, zu finden ist. Im Vergleich zu den Wildtypzellen
ist diese Ubereinstimmung allerdings bereits nach 45 Minuten weniger intensiv (s. Pfeil in der
Abb.3.20 a). Nach 2 bzw. 3,5 Stunden ist die Uberlagerung schwach angedeutet zwar immer
noch zu erkennen, sie nimmt aber immer weiter ab. Wenn man davon ausgeht, dass die
Uberlagerung bedeutet, dass das Pex3p im ER gespeichert wird, bis es fir die Produktion von
neuen Peroxisomen herangezogen wird, konnte man vermuten, dass die verminderte
Uberlagerungsintensitit bedeutet, dass die groRte Menge des Pex3p aus dem ER geschleust
wurde und sich nun in den neugebildeten Peroxisomen befindet. Diese Vermutung wird
dadurch unterstitzt, dass die neugebildeten Peroxisomen nach 2 bzw. 3,5 Stunden wesentlich
intensiver fluoreszierten (s. Pfeile in Abb. 3.10 b-c). Folglich wird die Produktion von neuen

Peroxisomen durch die erhdhte Menge Vpslp beschleunigt.
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c)

Abb. 3.10 a-c: Zellen mit Vps1p-Uberproduktion 45 min (a), 2 h (b) und 3,5 h (c) nach Galaktose-Puls

rot: HDEL-DsRed (ER); griin: GFP-Pex3p (Peroxisomen); blau: Durchlicht (Zellkontur). Maf3stabsbalken: 2 um
Dargestellt sind Beispiele der jeweiligen Peroxisomenmenge und -verteilung in der Zelle im Zeitverlauf von 45
Minuten (a) bis 3,5 Stunden (c).

3.1.4 Vergleich von Wildtyp-, Avps1p- und Vps1p-Uberexpressionszellen

In den vorherigen Kapiteln wurden bereits die unterschiedlichen Phanotypen der einzelnen
Zellstimme beschrieben. An dieser Stelle sollen nun die Ausprédgungen von Vpslp-Knock-
out und -Uberexpression mit dem Wildtyp verglichen werden. Um die unterschiedlichen
Situationen besser miteinander vergleichen zu konnen, werden in diesem Kapitel zwei
unterschiedliche Graphiken genutzt. Zum einen wird die mittlere Peroxisomenzahl pro Zelle

zu den untersuchten Zeitpunkten bei allen drei Zelllinien verglichen. Eine zweite Graphik
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vergleicht das Auftreten von elongierten peroxisomalen Strukturen bei den drei Zelllinien,

dies geschieht ebenfalls zu allen drei Versuchszeitpunkten.

3.1.4.1 Vergleich der mittleren Peroxisomenzahl pro Zelle

In Abbildung 3.11 sind die mittleren Peroxisomenanzahlen in Bezug auf normal konfigurierte
Peroxisomen dargestellt. Es fallt auf, dass die durchschnittliche Galaktose-abhangige
Neubildung von Peroxisomen zu allen Zeitpunkten am hdchsten ist, wenn eine Vpslp-
Uberproduktion vorliegt. Zu Beginn des Versuchs, also 45 Minuten nach Beendigung des
Galaktose-Pulses, gibt es einen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp- und Vpslp-
Uberexpressionszellen (p=0,003). Die Zellen mit Vpsip-Uberexpression haben zu diesem
Zeitpunkt im Durchschnitt bereits so viele Peroxisomen ausgebildet, wie dies bei
Wildtypzellen 2 Stunden nach Beendigung des Pulses der Fall ist. AuBerdem steigt bei beiden
Zellstimmen die mittlere Peroxisomenzahl im Zeitverlauf zundchst an. Wenn man nun
Wildtypzellen und solche mit Vpslp-Knock-out miteinander vergleicht, ist in Bezug auf die
morphologisch unauffélligen Peroxisomen der Unterschied mit p=0,1 nicht signifikant.
Allerdings unterscheiden sich diese beiden Zellstamme in der Ausbildung der elongierten
peroxisomalen Strukturen (Abschnitt 3.1.4.2). Im Unterschied zu Wildtyp- und Vpslp-
Uberexpressionszellen bleibt bei Avpslp-Zellen die mittlere Peroxisomenzahl im Zeitverlauf
nahezu konstant bei einem Wert, der dem Haufigkeitswert von Peroxisomen in Wildtypzellen

zu Versuchsbeginn (also 45 Minuten nach Beendigung des Galaktose-Pulses) entspricht.
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Abb. 3.11: Zunahme von Peroxisomen im Zeitverlauf bei Vpslp-Wildtyp, -Knock-out und -Uberexpression
Dargestellt sind die mittleren Peroxisomenanzahlen pro Zelle bezogen auf alle Zellen, bei denen morphologisch
normale Peroxisomen auftraten.

3.1.4.2 Haufigkeit von elongierten peroxisomalen Strukturen im Vergleich

Nachdem zundchst die Anzahl der Peroxisomen in den verschiedenen Zellstimmen
verglichen wurde, wird in diesem Kapitel auf das Auftreten von elongierten peroxisomalen
Strukturen eingegangen. In Kapitel 3.1.4.1 wurde darauf hingewiesen, dass der Unterschied in
der mittleren Peroxisomenanzahl bei Wildtypzellen und Avpslp-Zellen nicht signifikant ist.
Wenn man nun allerdings die Haufigkeit der elongierten peroxisomalen Strukturen, die bei
den Knock-out-Zellen den Phénotyp darstellen, bei Wildtyp- und Knock-out-Zellen
vergleicht, kann man einen signifikanten Unterschied feststellen (p=0,000001).

Der Abbildung 3.12 sind die mittleren Anzahlen dieser elongierten peroxisomalen Strukturen
bei allen drei Zelllinien zu den drei Versuchszeitpunkten nach Beendigung des Galaktose-

Pulses zu entnehmen.
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Abb. 3.12: Anzahl von elongierten peroxisomalen Strukturen in Vpsip-Wildtyp, -Knock-out und -Uberexpression
Dargestellt ist die mittlere Anzahl von elongierten peroxisomalen Strukturen pro Zelle in Bezug auf alle
gezéhlten Zellen im Zeitverlauf.

Es ist deutlich zu erkennen, dass elongierte Strukturen vor allem bei Zellen mit einem Vpslp-Knock-out
auftreten. Bei Wildtypzellen sind diese in geringerer Auspragung ebenfalls zu finden. Bei einer Uberexpression
des Vpslp wird das Auftreten von elongierten peroxisomalen Strukturen komplett unterdriickt.

Der Abbildung ist deutlich zu entnehmen, dass bei einem Vpslp-Knock-out elongierte
peroxisomale Strukturen geh&uft auftreten. Bei Wildtypzellen sind sie hingegen in deutlich
geringer Anzahl zu finden und bei Zellen mit einer Vpslp-Uberexpression zeigen sich
daruber hinaus gar keine elongierten Peroxisomen. Die Ausbildung von elongierten
peroxisomalen Strukturen wird durch eine Uberexpression von Vpslp vollstandig

unterdrickt.
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3.1.5 Uberblick tiber die Rolle von Vpslp an der peroxisomalen Biogenese

Sowohl ein Knock-out als auch die Uberexpression von Vpslp filhren zu signifikant
unterschiedlichen Phé&notypen der friihen Peroxisomenbiogenese im Vergleich zum Wildtyp.
Wahrend ein Knock-out von Vpslp zu einer tberwiegenden Ausbildung von elongierten
peroxisomalen Strukturen und damit vermutlich zu einer verzégerten Aufspaltung dieser in
mehrere Peroxisomen fiihrt, werden bei einer Uberproduktion von Vpslp signifikant mehr
neue Peroxisomen gebildet, als dies bei den Wildtypzellen der Fall ist. Weiter konnte gezeigt
werden, dass elongierte peroxisomale Strukturen nicht nur bei Avpslp-Zellen vorkommen.
Diese ungewohnlichen Strukturen treten vereinzelt auch bei Wildtypzellen auf. Bei
Uberproduktion von Vpslp verschwindet dieser Phanotyp vollkommen. Vpslp scheint eine
Rolle bei der Verbindung von Pex3p und ER zu spielen. Bei Avpslp-Zellen konnte die
Kolokalisation der beiden Organellen, die auf ER-gespeichertem Pex3p beruht, anders als bei

Wildtyp- und VPS1p-Uberexpressionszellen, nicht beobachtet werden.
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3.2 Peroxisomenbildung

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass Peroxisomen in S. cerevisiae nur dann de novo
gebildet werden, wenn in einer Zelle zuvor keine Peroxisomen vorhanden sind. Dariber
hinaus solle dieser Prozess im Vergleich zu der Peroxisomenbildung in Wildtypzellen
deutlich langsamer vonstattengehen (Motley und Hettema 2007). Weitere Ansatze zeigen,
dass Peroxisomen de novo mit Beteiligung des ER entstehen (Kim et al. 2006; van der Zand
et al. 2010; van der Zand et al. 2012).

Mit Hilfe des folgenden Versuchs soll untersucht werden, inwieweit Unterschiede im Pex3p-
Transport in der peroxisomalen Neogenese bei Zellen ohne Peroxisomen, im Vergleich zum
Pex3p-Transport in Peroxisomen bei Zellen mit bereits vorhandenen Peroxisomen zu
erkennen sind. Neogenese ist in diesem Zusammenhang die Neuentstehung von Peroxisomen
in Zellen, die zuvor frei von Peroxisomen waren. Sie steht im Gegensatz zur peroxisomalen
Teilung, die nach bisheriger Auffassung als Hauptmechanismus fur die Bildung von
Peroxisomen in Wildtypzellen von S. cerevisiae postuliert wird.

Fur den Versuch wurden zwei verschiedene Zelllinien verwendet. Bei einer der beiden
Zelllinien handelte es sich um Apex3p-Zellen, in denen Pex3p von einem Plasmid mit
2xDendra fusioniert und unter der Kontrolle eines Galaktose-Promotors exprimiert wurde
(YST 1289: GALprom-2xDendraPEX3). So kodnnen Peroxisomen, die nach Galaktose-
Induktion neugebildet wurden, mit Hilfe des Dendra-Fluoreszenzproteins mikroskopisch
sichtbar gemacht und somit der Verlauf der Pex3p-abhangigen Neogenese verfolgt werden.
Diese Zelllinie ist also so konstruiert, dass vor der Induktion mit Galaktose keine
Peroxisomen vorhanden sind. Sdmtliche Peroxisomen missen also neu gebildet werden. Bei
der zweiten Zelllinie handelte es sich um Wildtypzellen, die ebenfalls GALprom-2xDendra-
Pex3p exprimieren. Sie enthalten also ein normales Pex3p-Allel und damit auch Peroxisomen
bereits vor dem Pulse-Chase-Experiment. In diesen Zellen soll der Weg des Galaktose-
abhéngig neugebildeten Pex3p untersucht und mit den Zellen, in denen Neogenese abléuft,
verglichen werden. Der Prozess der Neogenese in Abwesenheit von vorher bereits
existierenden Peroxisomen wurde im Vergleich zum Pex3p-Transport als wesentlich
aufwandiger beschrieben. Daher misste es zu signifikanten Unterschieden zwischen den
beiden Zelllinien kommen, wenn in Wildtypzellen tatséchlich keine Neogenese stattfindet und

neue Peroxisomen lediglich durch Teilung aus bereits Bestehenden entstehen. Die beiden
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Zelllinien wurden jeweils fur 45 Minuten in Galaktose-haltigem Medium induziert und
anschlieBend in YPD-Vollmedium umgesetzt, um die Expression von neuem Pex3p nach dem
Galaktose-Puls zu unterdriicken. Anschlieend wurden nach 45 Minuten, 1,5 und 3,5 Stunden
Proben entnommen. Der Versuch wurde dreimal durchgefiihrt. Fur jede Zelllinie wurden
insgesamt die Floreszenzen in 210 Zellen aus drei voneinander unabhéngigen Kulturen
gezahlt (70 Zellen pro Versuchstag und Zellkultur). Hierbei wurde jede der jeweils neun

mikroskopisch aufgenommenen Ebenen analysiert.

3.2.1 Vergleich der Peroxisomen-Bildung in Wildtyp- und Apex3p-Zellen

Die Ergebnisse der Versuchsauszahlung sind in Abbildung 3.13 dargestellt. Es ist jeweils die
Anzahl von Peroxisomen pro Zelle und die relative Gesamtmenge von Zellen mit dieser
Peroxisomen-Anzahl, bezogen auf alle gezdhlten Zellen, aufgetragen. Dabei wird zwischen
drei verschiedenen peroxisomalen Konfigurationen unterschieden: die friihe Lokalisation von
Pex3p in einem ER-Pool, die punktformige Fluoreszenz vermutlich reifer Peroxisomen und
die elongierte peroxisomale Struktur, die in 3.1.2 n&her beschrieben wurde.

Wie der Abbildung 3.13 zu entnehmen ist, gibt es keine grofRen Unterschiede in Bezug auf
den Transport von Pex3p bei Wildtypzellen und der Pex3p-abhéngigen Neogenese. Lediglich
in einem Punkt unterschieden sich die beiden Zelllinien. Wéhrend bei Apex3p-Zellen
(Neogenese) der ER-lokalisierte Pex3p-Pool im Zeitverlauf drastisch abnimmt, bleibt dieser
bei den Wildtypzellen tber den Zeitverlauf nahezu konstant. Korrelierend dazu ist die Menge
an neugebildeten Peroxisomen bei Apex3p-Zellen hoher als bei den Wildtypzellen. Dies kann
damit erklart werden, dass durch die bereits vorhandenen Peroxisomen bei einer bestimmten
Menge ein Synthesestopp einsetzt. Allerdings liegt kein zeitlicher Unterschied zwischen den
beiden Zelllinien vor. Dieser ware zu erwarten gewesen, wenn in der einen Zelllinie nur
Biogenese also Teilung aus bereits bestehenden Peroxisomen stattfinden wirde, wéhrend in

der anderen Zelllinie die Peroxisomen mittels Neogenese entstehen.

51



3 Ergebnisse

g

relative Haufigkeit in %

relative Hiufigkeit in %
relative Haufigkeit in %

B

s | . s |
, ‘ ‘ _ - , Dl e , ‘ ‘ -
> ~ " ™ ™ ] o e} ® L ~ "~ - S N v ™ ™ ] o -~ ® 9 ~ " ™ > N " ] ) ] o ~ < L ~ " Ny
o e S
& <& <&

Anzahl Peroxisomen/Zelle, t=45 min Anzahl Peroxisomen/Zelle, t=1,5 h Peroxisomen/Zelle, =3,5h

a) Wildtyp-Zellen

relative Haufigkeitin %
c B B
relative Hiufigkeit in %

z

5

=

|

|

relative Haufigkeitin %

. N - . | = L

e T L T T R S N S T R L L N O
X <€ &

& §

< Peroxisomen/Zelle, t=45 min e Peroxisomen/Zelle, t=1,5 h

Peroxisomen/Zelle, =3,5h

b) Apex3p-Zellen

Abb. 3.13 a-b: Transport von Pex3p bei Wildtypzellen und Zellen mit Pex3p-abhangiger Neogenese
Dargestellt sind die relativen Haufigkeiten von Galaktose-abhangig neugebildetem Pex3p im Zeitverlauf (45
min, 1,5 h und 3,5 h nach Beendigung des Galaktose-Pulses) in Wildtyp- (a) und Apex3-Zellen (b).

Die Anzahl der fluoreszierenden Spots pro Zelle in Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen wurde ausgewertet. Der
rote Balken steht jeweils flir den prozentualen Anteil an Zellen, bei denen sich das Galaktose-abhéngig
neugebildete Pex3p lediglich im ER-Pool befindet. Die hellgrauen Balken reprasentieren die punktférmige,
peroxisomale Pex3p-Fluoreszenz. Elongiert erscheinende peroxisomale Strukturen sind durch die dunkelgrauen
Balken dargestellt.

Die Abbildungen 3.14 und 3.15 zeigen diese Beobachtungen anhand von jeweils typischen
Zellen der beiden Zelllinien zu den verschiedenen Zeitpunkten. Bei den Wildtypzellen in
Abb. 3.14 ist deutlich zu erkennen, dass sowohl nach 45 Minuten und 1,5 Stunden aber auch
nach 3,5 Stunden die Menge des mit dem ER-kolokalisierenden Pex3p in einer Grof3zahl der
Zellen immer noch vorhanden ist. Passend dazu sind in den tbrigen Zellen grofitenteils nur
ein bis zwei fluoreszierende Spots zu erkennen, die fur die Bildung von neuen Peroxisomen
sprechen konnten. Das Pex3p wird zundchst im ER gespeichert, um zu einem spateren
Zeitpunkt, wenn erneut neue Peroxisomen bendtigt werden, zur Verfligung zu stehen. Im
Vergleich dazu sind die Bilder der Abbildung 3.15 zu sehen, die zeigen, dass das Pex3p,
welches sich zu Beginn — also 45 Minuten nach der Induktion mit Galaktose — wie bei den
Wildtypzellen noch in dem ER-lokalisierten Pex3p-Pool befand. Bereits nach 1,5 Stunden hat

dieses Pex3p allerdings schon deutlich abgenommen und sich in neuen Peroxisomen
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lokalisiert. Nach 3,5 Stunden ist dementsprechend nahezu kein Pex3p mehr in dem ER-Pool
zu erkennen. Dies lasst vermuten, dass samtliches durch die Galaktose-Induktion

neugebildetes Pex3p fiir die Bildung von neuen Peroxisomen gebraucht wurde.

a) b)

Abb. 3.14 a-c: Wildtypzellen — Lokalisation von Galaktose-abhéngig gebildetem Pex3p bei bereits
bestehenden Peroxisomen

griin: 2xDendra (Pex3p), blau: Durchlicht (Zellkontur)

Dargestellt ist die Lokalisation von Galaktose-abhéngig neu gebildetem Pex3p in Wildtypzellen im Zeitverlauf
jeweils 45 Minuten (a), 1,5 Stunden (b) und 3,5 Stunden (c) nach Beendigung des Galaktose-Pulses. Besonders
Zu beachten ist der lange bestehende Pex3p-Pool im ER. Die Pfeile in (c) sollen auf die Konfiguration der
Pex3p-markierte Peroxisomen hinweisen (vergleiche hierzu auch die Spots in Abb. 3.15 a-c).

Ve,
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Abb. 3.15 a-c: Apex3p-Zellen — Lokalisation von Pex3p im Prozess peroxisomalen Neogenese

griin: 2xDendra (Pex3p), blau: Durchlicht (Zellkontur)

Dargestellt ist die Lokalisation von Galaktose abhdngig neugebildetem Pex3p in Zellen, die zuvor frei von
Peroxisomen waren (Apex3p). Zu sehen ist der Prozess der Neogenese im Zeitverlauf jeweils 45 Minuten (a),
1,5 Stunden (b) und 3,5 Stunden (c) nach Beendigung des Galaktose-Pulses. Der Pex3p-Pool im ER wird relativ
ziigig erschopft. Pfeile weisen auf die Konfiguration der Pex3p-markierten neu entstandenen Peroxisomen hin.
Im Vergleich zu den Wildtypzellen treten mehr mit Pex3p-markierte Peroxisomen auf. Die Konfiguration der
Peroxisomen scheint hingegen nicht abzuweichen.
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3.2.2 Zwischenbilanz

Der Unterschied der beiden Zelllinien besteht vor allem darin, dass Pex3p in den Zellen, in
denen Neogenese ablduft, Gber den Zeitverlauf zuigig aus der anfanglichen Lokalisation im ER
verschwindet und in neugebildeten Peroxisomen erscheint. Bei den Wildtypzellen, in denen
bereits Peroxisomen bestehen, wird das durch den Galaktose-Puls gebildete Pex3p hingegen
uber einen langeren Zeitraum im ER gespeichert. Die Pex3p-Spots, die in diesen Zellen
gebildet werden, sind zwar in ihrer Gesamtzahl geringer als in den Zellen, in denen zuvor
keine Peroxisomen vorlagen, sie unterscheiden sich in ihrer Konfiguration allerdings nicht
von diesen (siehe hierzu Abb. 3.14 ¢ und im Vergleich Abb. 3.15 a-c).

Wenn man nun davon ausgehen wirde, dass neue Peroxisomen in den Wildtypzellen lediglich
durch Transport von einzelnen Komponenten in bestehende Peroxisomen und deren
anschlieBender Teilung entstehen, mussten sich die Lokalisationen und die Menge des Pex3p
in den beiden Zelllinien eigentlich unterscheiden. In den Wildtypzellen mussten die Pex3p-
Spots deutlich kleiner ausfallen und diese mussten auch mehr tber die Zelle verteilt sein. In
dem Versuch konnte aber gezeigt werde, dass sich die Pex3p-Spots in den Zellen zwar in
ihrer Anzahl, nicht aber in ihrer Grof3e und Intensitat unterscheiden. Der Unterschied in der
Anzahl kann damit begriindet werden, dass in Zellen in denen bereits Peroxisomen vorhanden
sind, der Reiz, neue Peroxisomen zu bilden, geringer ist als in Zellen, in denen keine
Peroxisomen vorliegen.

Merkmale, die fur grundsatzlich verschiedene Mechanismen in der peroxisomalen Bildung in
beiden Zelllinien sprechen wiirden, sind hingegen nicht zu sehen. Allerdings ist zu bedenken,
dass zu jedem Zeitpunkt lediglich Pex3p betrachtet wird und dementsprechend nur
Vermutungen angestellt werden kdnnen, ob dieses in punktférmiger Fluoreszenz vorliegende
Pex3p nun wirklich ein reifes neugebildetes Peroxisom darstellt (wovon in der Apex3p-
Zelllinie, bei der Neogenese stattfindet, ausgegangen werden muss) oder aber lediglich Pex3p
ist, welches in ein bereits bestehendes Peroxisom transportiert wurde. Diese Frage soll im

néchsten Abschnitt geklart werden.
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3.2.3 Weiterfihrende Analysen

Das folgende Kapitel beschreibt die Ergebnisse aus Versuchen mit drei verschiedenen

Zelllinien, die weiteren Aufschluss Uber die peroxisomale Entstehung geben sollen.

3.2.3.1 Pex3p-Spots — Reife Peroxisomen?

Der folgenden Abschnitt soll die Frage klaren, ob es sich bei den Pex3p-Spots aus Versuch
3.2.1 um reife Peroxisomen handelt.

Zunéchst wurde die Situation in Zellen, in denen sicher Neogenese stattfindet, ndher
betrachtet. Dazu wurden erneut Apex3p-Zellen hergestellt, in denen Pex3p mit 2xDendra
fusioniert und unter die Kontrolle eines Galaktose-Promotors gestellt wurde. AuBerdem
wurde in diese Zellen ein Plasmid transformiert, welches fir ein Fusionsprotein aus SKL und
HcRed kodiert. Da SKL ein Marker fur reife Peroxisomen ist, wirde eine Kolokalisation von
Pex3p-Spots mit HcRed-SKL fir die Hypothese sprechen, dass es sich bei den nach
Galaktose-Induktion gebildeten Pex3p-Spots aus Versuch 3.2.1 um reife Peroxisomen
handelt. Die Versuchsdurchfiihrung ist mit der im Abschnitt 3.2 beschriebenen identisch. Der
einzige Unterschied besteht darin, dass lediglich nach 3 Stunden eine Probe enthommen
wurde, da in dieser Situation die spate Lokalisation von Pex3p in den Zellen von Interesse ist.
In Abbildung 3.16 sind Zellen der Versuchslinie dargestellt.

a) b)

Abb. 3.16 a-b: Lokalisation von Pex3p

grun: 2xDendra (Pex3p); rot: HcRed (SKL); blau: Durchlicht (Zellkontur)

Zu beachten ist die Kolokalisation von Pex3p und SKL in den Zellen. Dies spricht dafir, dass es sich bei den
Pex3p-Spots um reife Peroxisomen handelt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass Pex3p und SKL kolokalisieren. Damit wird die Hypothese
bestatigt, dass es sich bei den nach Galaktose-Induktion neu entstandenen Pex3p-Spots um

reife Peroxisomen handelt.
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3.2.3.2 Lokalisation von Pex3p im Rahmen der Neogenese

Eine zweite Zelllinie wurde untersucht, um herauszufinden wo das Galaktose-abhédngig
neugebildete Pex3p innerhalb der Zellen, in denen Neogenese stattfindet, lokalisiert ist. Da in
vorherigen Versuchen eine enge raumliche N&he zum ER festgestellt wurde, diente das ER
auch in diesem Versuch als orientierende Struktur. Dazu wurden Apex3p-Zellen genutzt, in
denen wiederum Pex3p mit 2xDendra fusioniert und unter die Kontrolle eines Galaktose-
Promotors gestellt wurde. Bei diesen Zellen wurde nun zusatzlich dsRed mit ER-
Retentionssignal genomisch integriert. Anders als in den vorherigen Experimenten wurden
diese Zellen durch Live-Zell-Mikroskopie untersucht. Daher wurden die Zellen zuvor nicht
mit Paraformaldehyd fixiert. Um eine optimale Versorgung der Zellen U(ber den
Versuchsablauf zu gewahrleisten, wurde zudem die zur Einbettung genutzte LMP-Agarose in
YPD gel6st, wie in Kapitel 2.13 genauer erklart wurde. Um ein starkes Ausbleichen der
Fluorophore (ber den Verlauf des Versuchs zu vermeiden und damit eine langere
Versuchsdauer zu ermoglichen, wurde das zuvor grun fluoreszierende Dendra nach
einmaliger Aufnahme zur Identifikation des neugebildeten Pex3p umgefarbt. Diese
Umfarbung wurde durch eine 5 Sekunden andauernde Bestrahlung bei 360 nm (DAPI-Kanal)
erreicht und flhrte dazu, dass nach Bestrahlung sowohl ER als auch Pex3p rot fluoreszierten

und mit einem einzigen Kanal aufgenommen werden konnten. Es wurde alle 30 Sekunden

eine Aufnahme gemacht.

. - Nt N AN N
..
17 min 21.5 min .5 mi 26 min 31.5 min (39 min 41 min

Abb. 3.17: Lokalisation von neugebildetem Pex3p in S. cerevisiae

rot: HDEL-DsRed (ER); zum Zeitpunkt 0 Minuten gelb: 2xDendra (Pex3p)

Die mit einem Pfeil markierte gelbe Struktur zu Versuchsbeginn (0 Minuten) stellt das Galaktose-abhangig
neugebildete Pex3p dar, welches in dieser Zeitsequenz beobachtet wurde. Zur Verdeutlichung wurde das Pex3p
auch nach Umférben jeweils mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Ausschnitte aus dieser Sequenz sind in Abbildung 3.17 dargestellt. Dort ist zu erkennen, dass
neugebildetes Pex3p anscheinend Uber den gesamten Zeitverlauf am ER klebt und sich die
beiden Organellen die gesamte Zeit simultan zu bewegen scheinen. Die Pfeile in der
Abbildung deuten auf das neugebildete Pex3p hin, welches zu Versuchsbeginn noch griin,
danach ebenfalls rot fluoreszierte.

3.2.3.3 Lokalisation von reifen Peroxisomen in Wildtypzellen

Beiden in den vorherigen Experimenten verwendeten Zelllinien liegt zugrunde, dass durch
eine Mutation zu Versuchsbeginn keine Peroxisomen vorliegen und diese folglich mittels
Neogenese gebildet werden mussen.

Um zu klaren, wo sich reife Peroxisomen in Wildtypzellen aufhalten, wurden fiir diesen
Versuch in die Zellen Plasmide transformiert, welche fur ein Fusionsprotein aus SKL und
HcRed und ein zweites Fusionsprotein aus GFP und dem ER-Protein Sec63 kodieren. Somit
kann auch in diesen Wildtypzellen die Lokalisation von reifen Peroxisomen innerhalb der
Zelle und in Bezug zum ER beurteilt werden. Durch einen Vergleich mit den anderen
Zelllinien kdnnten mogliche Abweichungen in der Lokalisation von Peroxisomen in diesen
Wildtypzellen und von Peroxisomen in den Zellen, die aufgrund einer Mutation Peroxisomen
de novo herstellen mussen, erkannt werden. Die Zellen wurden ebenfalls mittels Live-Zell-
Mikroskopie untersucht, so dass Bewegungsprozesse der beiden Organellen anhand der Film-
Sequenzen beurteilt werden konnten. Es wurden alle 1,5 Minuten tUber insgesamt 45 Minuten

Aufnahmen gemacht, ein Ausschnitt hieraus ist in Abbildung 3.18 dargestellt.
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21 min 28.5 min

34.5 min 45 min

Abb. 3.18: Lokalisation von Peroxisomen in S. cerevisiae

griin: Sec63-GFP (ER); rot: HcRed-SKL (Peroxisomen)

Dargestellt ist eine Abfolge von Aufnahmen Uber 45 Minuten, die die enge Verbindung und simultane
Bewegung von Peroxisomen und dem ER verdeutlichen soll. Peroxisomen scheinen zu jedem Zeitpunkt mit
Strukturen des ER verbunden zu sein. Der Pfeil bei t = 10,5 min deutet auf eine ER-Briicke hin, an bzw. mit der
sich die Peroxisomen bewegen.

Auch bei diesen Wildtypzellen liegen die reifen Peroxisomen dhnlich verteilt vor, wie dies bei
den beiden vorherigen Zelllinien der Fall war. AuRerdem fallt auch hier auf, dass ER und
Peroxisomen simultane Bewegungen ausfilhren und die gesamte Zeit verbunden scheinen.
Besonders eindrucklich sind dabei die ER-Briicken, die durch die gesamte Zelle ziehen und
an denen sich die Peroxisomen formieren (zum Zeitpunkt 10,5 Minuten beispielhaft mit

einem Pfeil markiert).
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3.3 Darstellung von Peroxisomen durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Dieser Versuch wurde durchgefuhrt, um Peroxisomen mittels sekundarer Immunfluoreszenz
(IF) darzustellen und Aufschluss (ber den morphologischen Zusammenhang zwischen
Peroxisomen und dem ER zu erhalten. In der Forschung mit Hefe ist die IF-Technik in den
letzten Jahren in den Hintergrund getreten, da direkte Fluoreszenz-Mikroskopie technisch
einfacher durchzufiihren ist. Die Entwicklung des unter 2.14 beschriebenen Versuchs-
protokolls zur Immunfluoreszenz-Mikroskopie soll auch die Mdglichkeit bieten, als Sekundar-
Antikorper Fluorophore zu verwenden, die fir die hoch-auflésende STED-Mikroskopie
geeignet sind.

3.3.1 Herstellung geeigneter Zelllinien

Um Peroxisomen in S. cerevisiae darzustellen, wurde in Wildtypzellen zunédchst das

peroxisomale Membranprotein Pex3p genomisch mit einem C-terminalen 6HA-Tag versehen.

kbp

| ca. 50 bp
A\ OSTI 641 |
PEX3 6HA natNT2
OST 642
: ca. 1670 bp :

Abb. 3.19 Konstrukt des C-terminalen PEX3-Genabschnitts mit 6HA-Tag und PCR-Produkt

Das Konstrukt wurde mit Hilfe der Primer OST 641 und 642 amplifiziert. Bei der anschliefenden Agarose-
Gelelektrophorese trat ein Produkt mit einer Bande bei ungefahr 1670 Basenpaaren auf, die der des gew(nschten
Produkts entsprach. Das Konstrukt wurde abschliefend in kompetente Hefezellen transformiert.
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Zunachst wurde ein DNA-Produkt nach dem Versuchsprotokoll von Janke et. al (2004)
amplifiziert. Das entstandene Produkt kodierte ein 6HA-Tag fiir den C-Terminus von Pex3p.
Zur Kontrolle des PCR-Produktes diente eine Agarose-Gelelektrophorese (Abbildung 3.19),
die eine Bande bei der erwarteten GroRe von 1670 Basenpaaren aufwies. Anschlieend wurde
das Produkt in kompetente Hefezellen transformiert. Die Kontrolle erfolgte mittels Kolonie-
PCR und Sequenzierung. Der Genotyp des resultierenden Stammes lautet BY4741 PEX3-
6HA::natNT2 (YST 1285).

3.3.2 Optimierung des Immunfluoreszenz-Protokolls

Das eingefligte HA-Tag diente im weiteren Verlauf als Ansatzpunkt fir einen primaren
Antikorper. Zunachst musste bei der Erstellung des Versuchsprotokolls der Schritt der
Inkubation mit Zymolyase etabliert werden. Die Zymolyase fihrt zu einem Verdau der
Zellwand. Dies ist notig, um im weiteren Verlauf die Primér- und Sekundéar-Antikorper in das
Innere der Zelle bringen zu kénnen. Allerdings leidet die Stabilitdt der Zellen unter diesem
Zellwandverdau, so dass bei weiteren Waschungsschritten eine geringere Zentrifugationskraft
von maximal 6.000 rpm gewé&hlt werden musste, um im Anschluss unter dem Mikroskop
vollstandige Zellen betrachten zu kdnnen. Es wurde eine optimale Inkubationszeit des Zell-
Zymolyase-Gemisches fir die Versuche dieser Arbeit von 45 Minuten ermittelt.

Daruber hinaus war fir den Versuchsablauf und eine gute mikroskopische Auswertung die
Zahl der Zellen am Morgen des Versuchstages (beraus wichtig. Hierzu wurde darauf
geachtet, dass die Zelldichte zu diesem Zeitpunkt eine max. ODgye=2 nicht tberschritt.

Um bei der mikroskopischen Auswertung storende Nebenfluoreszenzen zu vermeiden, musste
nach Aufbringen der Primar- und Sekundar-Antikorper ausgiebig gewaschen werden. Der
Objekttrager wurde mit PBS-BSA-L6sung bedeckt und anschlieRend luftgetrocknet. Dieser
Ablauf erbrachte aber nicht die gewinschten Erfolge, es zeigten sich viele Neben-
fluoreszenzen. Es etablierte sich das separate Waschen eines jeden Feldes mit jeweils
insgesamt zehnmaligem Aufbringen und anschlieRendem Aspirieren der PBS-BSA-LGAsung.
Fur das Einbetten der Proben wurde zunédchst ProLong Gold verwendet, welches DAPI
enthielt. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher den Zellkern und teilweise die

Mitochondrien markiert. Demnach wurde mit Hilfe des Einbettmediums der Zellkern ohne
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einen weiteren Inkubationsschritt markiert. Allerdings hartete ProLong Gold nicht vollstandig

aus, so dass sich die Struktur des ER nach dem Einbetten veranderte. Statt der gewohnten

retikuldren Struktur entstand nach wenigen Tagen eine punktférmige Fluoreszenz, wie in
Abbildung 3.20 dargestellt.

Abb. 3.20: Immunfluoreszenz — Einzelfarbung ER

DAPI-hellblau: DNS (Zellkern und Mitochondrien), Atto647-griin: Sec63 (ER), Durchlicht-dunkelblau
(Zellrand)

Zu beachten sind die punktférmigen Fluoreszenzen im griinen Kanal (Pfeil), die sich nach mehrtégiger Lagerung
bei 4°C ausgebildet haben und das ER darstellen.

Um Verformungen des ERs vorzubeugen, wurde Mowiol anstatt ProLong Gold verwendet.
Bei dieser Substanz blieb die retikulare Struktur des ER auch nach mehreren Wochen
erhalten. Um trotzdem eine Farbung der Zellkerne zu erlangen, wurden die Proben im letzten
Waschschritt fir 5 Minuten in mit DAPI versetztem PBS inkubiert.

3.3.3 Darstellung von Pex3p mittels Immunfluoreszenz

Wie bereits beschrieben, dient das 6HA-Tag am C-Terminus von Pex3 als Zielstruktur for
einen priméaren Antikorper. Dieser konnte durch Inkubation mit den Zellen Gber die zuvor
verdaute Zellwand in das Zellinnere gelangen. Der in einem zweiten Inkubationsschritt
hinzugegebene Sekundar-Antikorper konnte an den Primér-Antikérper binden und
ermoglichte so die Darstellung der rdumlichen Verteilung des Pex3p in der Zelle.
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>
————

Abb. 3.21: Immunfluoreszenzmikroskopie — Einzelfarbung von Peroxisomen
DAPI-hellblau: DNS (Zellkern und Mitochondrien), Atto590-rot: Pex3p (Peroxisomen), Durchlicht-dunkelblau:
Zellrand. Der Pfeil deute auf die Zellkern-nahe Verteilung von Pex3p hin.

Die Abbildung 3.21 zeigt ein starkes Fluoreszenzsignal an den Stellen, an denen zunéachst der
Primar-Antikorper an das 6HA-Tag gebunden und im Anschluss die Interaktion mit dem
Sekundar-Antikorper stattgefunden hat. Die rot fluoreszierenden Strukturen stellen folglich
die Peroxisomen in der Zelle dar. Die hellblaue Fluoreszenz ist das Ergebnis einer Farbung
mit DAPI. Die Einzelfarbung, die in Abbildung 3.21 dargestellt ist, zeigt, dass Peroxisomen
in S. cerevisiae sowohl in der Nahe des Zellkerns (siehe Pfeil) als auch in der Peripherie zu

finden sind.

3.3.4 Darstellung von Pex3p in Kombination mit dem ER mittels Immunfluoreszenz

Um eine genauere Aussage Uber die exakte Lokalisation und auch mdgliche Kolokalisationen
mit dem ER machen zu kdnnen, wurde der Versuch erweitert. Hierzu wurde in den PEX3-
6HA-Stamm ein Plasmid transformiert, welches ein Fusionsprotein aus Sec63 und GFP
kodiert. Somit fluoreszierte das ER wegen des GFPs zum einen primdr, zum anderen konnte
mit einem weiteren primaren Antikorper, diesmal gegen das GFP-Molekil gerichtet, und
einem passenden sekunddren Antikorper das Signal verstarkt und fir die sekundare
Immunfluoreszenz nutzbar gemacht werden (siehe Abbildung 3.22). Im Folgenden musste
auch die Wahl und Anwendung der Antikorper optimiert werden. Eine Verdinnung sowohl
der Primér- als auch Sekundar-Antikoper von 1/200 in PBS stellte sich bei mehreren
Vergleichen als am erfolgreichsten dar. Bei den Doppelfarbungen zeigte sich, dass eine
Inkubation der Zellen mit beiden Sekundar-Antikérpern zur gleichen Zeit nicht die
gewiinschten Erfolge erbrachte. Darum wurden die sekundaren Antikorper im abschlieRenden

Versuchsprotokoll separat jeweils fir 2 Stunden bei 30°C mit den Zellen inkubiert. Die
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Priméar-Antikorper wurden im Gemisch Uber Nacht bei 4°C inkubiert, weil hier eine
Einzelbehandlung keine Vorteile erbrachte. Die besten Signale wurden mit einer
Antikdrpermischung aus einem Anti-HA-Antikoérper (Kaninchen polyklonal, aHAr) und
Anti-GFP-Antikorper (Maus monoklonal; aGFPm) als Primar-Antikorper und einem Cy3
gekoppelten aKaninchen-1gG-Antikérper und einem Alexa488 gekoppelten oMaus-1gG-

Antikorper erzielt.

Abb. 3.22: Immunfluoreszenzmikroskopie — Doppelfarbung Peroxisomen und ER

DAPI-hellblau: DNS (Zellkern und Mitochondrien), Alexa488-griin: Sec63 (ER), Cy3-rot: Pex3p
(Peroxisomen), Durchlicht-dunkelblau (Zellrand). Mafstabsbalken: 2um. Der diinne Pfeil weist auf einen ,,ER-
Steg™ mit eng assoziierten Peroxisomen hin. Die dicken Pfeile zeigen beispiclhaft die enge Verknupfung der
Peroxisomen in das periphere ER-Netzwerk.

In der Abbildung 3.22 ist zu erkennen, dass Peroxisomen und ER eng miteinander assoziiert
sind. Jedes einzelne Peroxisom scheint mit dem ER-Netzwerk verbunden zu sein. Zum Teil
sitzen die Peroxisomen am perinukledren ER, es finden sich aber auch Peroxisomen, die in
der Peripherie angesiedelt sind. Bei genauer Beobachtung zeigt sich, dass die Peroxisomen
eng in das ER-Netz eingegliedert sind (Abbildung 3.22). Besonders bemerkenswert sind dabei
die Peroxisomen in der Mitte der oberen Zelle, die sich an einen dort befindlichen ,,ER-Steg*
(markiert durch den dinnen Pfeil) anschmiegen. Um die Frage zu kléren, ob diese
Assoziation von Peroxisomen und ER der Realitdt entspricht oder eventuell durch die relativ
geringe Auflésung vorgetduscht wird, wurden die Proben im Anschluss mittels

Konfokalmikroskopie analysiert.
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3.3.5 Darstellung von Peroxisomen und ER mittels konfokaler Mikroskopie

Um eine hohere Auflésung der Zellen und ihrer Organellen zu erhalten und somit eine bessere
Aussage Uber die morphologischen Zusammenhénge zwischen Peroxisomen und dem ER in
S. cerevisiae erhalten zu konnen, wurden die Proben zusatzlich zur konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie mit Hilfe eines Konfokalmikroskops untersucht.

Durch Laserlicht, welches engmaschig (ber das Praparat lauft (LSM), werden die
Fluoreszenz-Farbstoffe angeregt. Wenn das detektierte Licht erfasst wird, kann Licht, welches
von aulRerhalb der aktuell aufgenommenen Ebene kommt, durch eine Lochblende blockiert
werden. Durch die erhdhte Auflésung insbesondere in der z-Ebene ist es zusatzlich méglich,

ein dreidimensionales Bild zu erstellen.

3.3.5.1 Morphologischer Zusammenhang von Peroxisomen und ER in der Ebene

In den folgenden Abbildungen ist der S. cerevisiae-Stamm Y ST 1285 mit integriertem Sec63-
GFP anhand einiger Beispiele aus der Konfokalmikroskopie dargestellt. Als Priméar- und
Sekundar-Antikoper wurde die schon unter 3.3.3 genannte Kombination genutzt.

Die einzelnen Beispiele sollen die radumliche Nahe von Peroxisomen und ER, die in der
konventionellen Immunfluoreszenzmikroskopie beobachtet wurden, unterstiitzend ver-
deutlichen und die Hypothese einer permanenten engen Assoziation von Peroxisomen und ER

verstarken.
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e-h)

Abb. 3.23 a-h: Konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie 1 — Assoziation von Peroxisomen und ER
DAPI-blau: DNS (Zellkern und Mitochondrien), Alexa488-griin: Sec63 (ER), Cy3-rot: Pex3p (Peroxisomen)
Dargestellt sind jeweils die Einzelkanale (a-c bzw. e-g) und die zusammengesetzten Mischbilder (d und h).
Bei den Bildern handelt es sich um zwei verschiedene Ebenen derselben Zelle. Zu beachten ist die enge
Assoziation von Peroxisomen mit dem ER (Pfeile).

a-d)
Abb. 3.24 a-d: Konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie 2 — Assoziation von Peroxisomen und ER

DAPI-blau: DNS (Zellkern und Mitochondrien), Alexa488-griin: Sec63 (ER), Cy3-rot: Pex3p (Peroxisomen)
Besonders zu beachten ist auch hier die enge Assoziation von Peroxisomen mit dem ER (Pfeile).
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Auch bei der Darstellung von S. cerevisiae mittels Konfokalmikroskopie wird deutlich, dass
Peroxisomen und ER zu jedem Zeitpunkt eng assoziiert sind. In den Abbildungen 3.23 und
3.24 deuten die Pfeile jeweils Beispielhaft die Nahe der beiden Organellen an. Sowohl die
perinukledren als auch die peripher gelegenen Peroxisomen sind jeweils in das ER-Netzwerk
eingebettet. In Abbildung 3.23 scheint eines der Peroxisomen ganz ohne ER-Verbindung in
der Zelle zu liegen. Wenn man das gleiche Peroxisomen allerdings in der anderen Ebene
betrachtet, wird deutlich, dass auch dieses Kontakt zu einem ,,ER-Steg* hat, der durch die
Zelle verlauft.

3.3.5.2 Dreidimensionale Darstellung von S. cerevisiae

Die hohere Auflosungsfahigkeit in der z-Ebene bei der Konfokalmikroskopie kann dazu
genutzt werden, dreidimensionale Bilder zu erstellen. Zu diesem Zweck wurde ein Bildstapel
aufgenommen und zu einem 3D-Konstrukt verarbeitet. Um dieses hier darstellen und die

Zellen von mehreren Perspektiven aus betrachten zu kénnen, wurden von dem 3D-Konstrukt

mehrere Abbildungen erstellt, wahrend es um die y-Achse gedreht wurde. Die entstandenen
Bilder sind in der Abbildung 3.25 zu finden.

Abb. 3.25: Konfokale Mikroskopie — Dreidimensionale Darstellung

DAPI-blau: DNS (Zellkern und Mitochondrien), Alexa488-grin: Sec63 (ER), Cy3-rot: Pex3p (Peroxisomen).
Die dargestellten Zellen wurden im Uhrzeigersinn um die y-Achse gedreht und in jeder 10. Ebene eine
Abbildung erstellt.

Bei dem verwendeten Bildstapel handelt es sich um dieselben Zellen, die in Abbildung 3.24
dargestellt wurden. Man kann erkennen, dass die Peroxisomen, auf die schon in dieser

Abbildung hingewiesen wurde, von jedem Blickwinkel aus mit dem ER in Verbindung
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stehen. Folglich unterstutzt auch die dreidimensionale Darstellung die Hypothese, dass

Peroxisomen und ER permanent eng assoziiert vorliegen.

3.3.6 Immunfluoreszenz mit Atto590r- und Atto647m-Antikorpern fir die STED-
Mikroskopie

Das fir die IF etablierte Versuchsprotokoll soll dazu dienen, die Zellen von S. cerevisiae mit
hochauflésender STED-Mikroskopie zu untersuchen. Nachdem die Kombination der oben
angegebenen Primar- und Sekundar-Antikorper zu erfolgsversprechenden Aufnahmen gefiihrt
hat, wurde der Versuch mit STED-geeigneten Antikdrpern erneut durchgefiihrt. Die
Antikorper wurden uns von der Arbeitsgruppe des Max-Planck-Instituts fiir biophysikalische
Chemie in Gottingen zur Verfigung gestellt. Da bei den vorherigen Versuchen die
Kombination von zwei Sekundar-Antikdrpern ohne Probleme moglich war, sollte diese
Doppelfarbung von Pex3 und ER fiir die STED-Mikroskopie mit den entsprechenden
Antikorpern Atto590r und Atto647m direkt umgesetzt werden.

Hierbei zeigte sich allerdings eine uneinheitliche Fluoreszenz, die weder direkt den
Peroxisomen, noch dem ER zugeordnet werden konnte. Daher wurde zunéchst erneut die
Einzelfarbung der beiden Organellen durchgefihrt. Beispielhafte Aufnahmen dieser Zellen
sind in Abbildung 3.26 dargestellt.

Wie in den Abbildungen deutlich zu erkennen ist, fielen bei diesen Einzelfarbungen mit
Atto647m, die eigentlich die Peroxisomen darstellen sollten, neben den Peroxisomen
fluoreszierende Strukturen auf, die wie das ER imponieren. Bei der Verwendung von
Atto590r, gerichtet gegen das ER, zeigten sich neben einer schwachen Darstellung des ERs
hingegen unspezifische Fluoreszenzen, die weder den Peroxisomen noch dem ER direkt
zugeordnet werden konnten.

Vermutlich kam es hier zu einer Interaktion der Antikdrper mit zelleigenen Strukturen.
Abschlieend ist eine Untersuchung der Zellen mittels STED-Mikroskopie bisher nicht

zufriedenstellend moglich gewesen.
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a) b)

Abb. 3.26 a-b: STED-mikroskopische Aufnahmen von S. cerevisiae unter Verwendung von Atto647 (a)
und Atto590 (b) in Einzelfarbungen

Abbildung a) stellt eine STED-mikroskopische Aufnahme nach Farbung mit Hilfe des Sekundar-Antikdrpers
Atto647 dar. Der Antikorper ist in diesem Fall Gber den Primdr-Antikdrper gegen Pex3 gerichtet und soll
folglich die Peroxisomen darstellen. Es ist deutlich zu erkennen, dass neben peroxisomalen Strukturen (mit Pfeil
markiert) ein retikuldres Netz dargestellt wird, welches vermutlich dem ER entspricht. In Abbildung b) hingegen
erfolgte die Verwendung von Atto647 als Sekundar-Antikorper, der in diesem Fall eigentlich Strukturen des ER
darstellen sollte. Bei diesen Zellen kam es aber neben einer geringen Darstellung des perinukledren und
peripheren ERs zu einer Fluoreszenz von Strukturen, die weder Peroxisomen noch dem ER zugeordnet werden
koénnen (beispielhaft mit Pfeil markiert) und auch nicht durch h&ufigere Waschschritte eliminiert werden
konnten.
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4 Diskussion

Die Experimente dieser Arbeit sollen zum Verstdndnis der Peroxisomenbiogenese am
endoplasmatischen Retikulum beitragen. Zun&chst wurde auf die Rolle des Dynamin-
ahnlichen Proteins Vpslp im Rahmen der friihen peroxisomalen Entstehung eingegangen. In
weiteren Versuchen wurde der raumliche Zusammenhang von Peroxisomen und dem ER
aufgegriffen. Komplettierend wurde ein Versuchsprotokoll etabliert, welches ermdglichen
soll, die Peroxisomenforschung der hochauflosenden Mikroskopie (Nanoskopie, STED-

Mikroskopie) zuganglich zu machen.

4.1 Vpslp in der peroxisomalen Entstehung

Die Experimente im ersten Teil dienten der Klarung der Frage, welche Rolle das Dynamin-
ahnliche Protein Vpslp in der peroxisomalen Entstehung spielt. In der Literatur wird die
Meinung vertreten, dass VVpslp lediglich an der Teilung von bereits bestehenden Peroxisomen
beteiligt und demnach nicht fur die Bereitstellung peroxisomaler Proteine aus dem ER
verantwortlich zu machen ist (Motley and Hettema 2007).

Meine Experimente zu diesem Themenkomplex gehen der Frage nach, ob Vpslp an der

Neuentstehung von Peroxisomen beteiligt ist.

4.1.1 Versuchsmethodik

Die fir dieses Experiment verwendeten Zellstimme wurden so konstruiert, dass zu Beginn in
den Zellen keine Peroxisomen vorhanden waren. Dies wurde dadurch erreicht, dass Pex3p
unter den Einfluss eines Galaktose-induzierbaren Promotors gestellt wurde. Die Bildung
neuer Peroxisomen setzte somit erst durch einen Galaktose-Puls ein. Sdmtliche Peroxisomen
in diesem Experiment wurden also de novo gebildet. Dies ist fir den Versuchsaufbau insofern
wichtig, als dass hier der Effekt von Vpslp an dem Prozess der Neubildung in drei
unterschiedlichen Hefezell-Stdammen beobachtet werden sollte. Bei diesen Hefestdammen
handelt es sich um Wildtypzellen, Zellen mit einem Vpslp-Knock-out und solchen mit einer

Uberexpression von Vps1p.
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Um neben der Peroxisomenbeurteilung das Verhéltnis von Peroxisomen und ER besser
beurteilen zu koénnen, wurden fir das Experiment die Zellen so verandert, dass beide
Organellen fluoreszierten. Somit konnten durch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen die
Anzahl der Peroxisomen und ihre Lokalisation im Verhaltnis zum ER bestimmt werden.

Der gewdhlte Versuchsaufbau eignet sich besonders fir die Quantifizierung der
Peroxisomenanzahl pro Zelle, da sich der Versuch bei geringem Materialaufwand und
gleichen Bedingungen gut reproduzieren lasst. Die Auswertung erfolgte pro Zellstamm von
60 Zellen je Versuchszeitpunkt und Tag. Um tatsachlich s&mtliche Peroxisomen in einer Zelle
zu sehen, ist es notwendig, dass die Aufnahme und Auswertung der Zellen in verschiedenen
Fokusebenen erfolgt. Es zeigte sich, dass eine Schichtzahl von 7 Ebenen am besten geeignet
ist, um die jeweiligen Zellen vollstandig aufzunehmen und bei der Auszéhlung samtliche
Peroxisomen erfassen zu kénnen.

Um Sicherheit tGber die Qualitat der Auszéhlung zu erhalten, wurden einige Ausschnitte
mehrfach gezahlt. Dabei war es essentiell, dass die zu untersuchenden Bildausschnitte eine
ubersichtliche Anzahl an Zellen aufwiesen und darliber hinaus die Zellen nicht Ubereinander
zu liegen kamen, da dies eine Auswertung unméglich gemacht hatte.

Die Anzahl an Peroxisomen pro Zelle zu jedem Versuchszeitpunkt wurde im Anschluss an
die Auszdhlung in einem Balkendiagramm aufgetragen. Da bei den Auszéhlungen auch
elongiert erscheinende Peroxisomen auftraten, wurden diese zur besseren Ubersicht farblich
verandert in das Balkendiagramm mitaufgenommen. Aus den Balkendiagrammen der drei
verschiedenen Zellstamme wurden zur Gesamtiibersicht der Ergebnisse des Versuchs
letztendlich zwei Graphiken (Abbildung 3.11 und 3.12) erstellt. Diese stellen die Zunahme
von Peroxisomen im Zeitverlauf und die Haufigkeit von elongierten peroxisomalen

Strukturen in einer Ubersichtlichen Weise dar.
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4.1.2 Vpslp und Peroxisomen

In den vorliegenden Versuchen konnte gezeigt werden, dass sowohl ein Knock-out als auch
eine Uberexpression von Vpslp zu signifikant unterschiedlichen Phanotypen in der friihen
Peroxisomenneuentstehung im Vergleich zum Wildtyp fuhren.

Daher geben die Ergebnisse dieser Arbeit Hinweise darauf, dass Dynamin-ahnliche Proteine
wie Vpslp nicht erst an dem im Zeitverlauf spaten Prozess der peroxisomalen Teilung

involviert sind, sondern sich schon an friihen Abl&dufen der Peroxisomenentstehung beteiligen.

Bei den Zelllinien mit einem Knock-out von Vpslp waren die Unterschiede zu Wildtyp-
Zellen zum einen in Form von elongierten peroxisomalen Strukturen und zum anderen in
einer verminderten Anzahl von Peroxisomen pro Zelle zu sehen.

Es wird derzeit davon ausgegangen, dass die peroxisomale Teilung in drei Schritten ablauft.
Zunédchst kommt es zu einer Elongation, im Anschluss finden Einschnirungen statt und
schlussendlich erfolgt dann die Abspaltung von einzelnen reifen Organellen (Koch et al.
2003; Schrader et al. 1998).

Wenn also elongierte Peroxisomen auftreten, ist dies ein Zeichen dafir, dass die Aufteilung in
einzelne Peroxisomen verlangsamt oder komplett eingestellt ist.

Damit unterstiitzt das vermehrte Auftreten von elongierten Peroxisomen in Zellen mit einem
Vpslp-Knock-out, welches in dieser Arbeit beobachtet werden konnte, die These, dass Vpslp
an der Teilung von Peroxisomen beteiligt ist (Motley und Hettema 2007).

Bemerkenswert ist, dass bei einer Uberexpression von Vpslp solch elongierte Strukturen zu
keinem Zeitpunkt vorliegen, wéhrend sie im Wildtyp — wenn auch zu einem sehr geringen
Anteil — zu finden sind. Durch die erhéhte Aktivitat des Vpslp scheint die Aufteilung in
einzelne Peroxisomen dementsprechend schneller vonstatten zu gehen.

Ein neuer Aspekt dieser Arbeit ist, dass bei den vorliegenden Versuchen das Verhaltnis von
Peroxisomen zum ER im Vergleich zu Wildtyp-Zellen und Zellen mit Vps1p-Uberexpression
veréndert zu sein scheint.

Bei Wildtypzellen und bei solchen mit einer Uberexpression von Vpslp liegt zu frithen
Zeitpunkten jeweils ein auch in der Literatur beschriebener Pex3-Pool im ER vor (Hoepfner
et al. 2005; Knoblach et al. 2013).
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Bei Vpslp-Knock-out-Zellen konnte diese endoplasmatische Speicherung des Pex3p
hingegen nicht beobachtet werden. Diese Tatsache lasst vermuten, dass Vpslp eine Rolle in
der Interaktion von Peroxisomen und ER spielt. Wenn Vpslp nicht vorhanden ist, kann das
Pex3p nicht seinen gewohnten Gang uber das ER hin zu neuen Peroxisomen nehmen.

Daraus l&sst sich auch schlielen, dass im Vpslp-Wildtyp zu einem gewissen Grad eine ER-
abhangige Neuentstehung von Peroxisomen stattfindet, an der Vpslp eine Funktion zu einem

im Zeitverlauf frihen Zeitpunkt innehat.

Letztlich l&sst sich nicht eindeutig klaren, ob die aufgetretenen Effekte nun Effekte an
vollstandig neugebildeten Peroxisomen oder Effekte an im Versuchsablauf durch Teilung
neuentstandenen Peroxisomen sind. Allerdings konnte in Versuch 3.2.3.1 mit Hilfe einer
Kolokalisation von Pex3p-Spots und HcRed-SKL gezeigt werden, dass es sich bei den Pex3p-

Spots um reife Peroxisomen handeln muss.
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Abblldung 41 1-1V: Betelllgung des Dynamln-ahnllchen Proteins Vpslp an der peroxisomalen Entstehung
Die Experimente der vorliegenden Arbeit zeigen deutlich, dass eine Beteiligung des Vpslp an der
Neuentstehung von Peroxisomen — neben der bisher bekannten Rolle in der peroxisomalen Teilung — sehr
wahrscheinlich ist, dieses Ergebnis ist im Teilungsmodell 1V im rechten Bereich dieser Abbildung dargestelit.
Demgegeniber stehen die Teilungsmodelle, die derzeitig in der Literatur diskutiert werden und bereits in der
Einleitung besprochen wurden. Modell 111 postuliert hierbei eine Entstehung von neuen Peroxisomen lediglich
durch DRP-abhéngige Teilung aus bereits bestehenden Peroxisomen (Modell modifiziert nach Motley und
Hettema 2007, S. 400). Wahrend die Modelle | und Il dhnlich wie das Modell 1V eher die kontinuierliche
Neubildung von Peroxisomen aus dem ER favorisiert (Thoms und Erdmann 2005a). Neu an Modell 1V ist der
Wirkort der Dynamin-&hnlichen Proteine, der in dieser Arbeit sowohl bei der Neuentstehung und Interaktion am
ER als auch bei der spateren Teilung diskutiert wird.

IV

Sowohl der verwendete Versuchsaufbau als auch das zeitlich friihe Auftreten der Effekte

lassen eine Beteiligung von Vpslp an der Neuentstehung der Peroxisomen vermuten.
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Das in Abbildung 4.1 dargestellte Modell IV fasst die Ergebnisse uber die Beteiligung
Dynamin-ahnlicher Proteine an der peroxisomalen Entstehung in Anlehnung an das Modell
nach Motley und Hettema von 2007 zusammen. Es soll verdeutlichen, dass die Ergebnisse
dieser Arbeit die Beteiligung von Dynamin-&hnlichen Proteinen, speziell des Vpslp, an einem
frihen Entwicklungspunkt verknipft mit dem ER, wahrscheinlich machen. Diese Beteiligung
findet zusatzlich zu der bereits anerkannten Teilung von Vorstufen in einzelne Peroxisomen
statt.

4.2 Peroxisomenbildung

Mit Hilfe der Versuche dieses Kapitels sollte untersucht werden, inwieweit Unterschiede im
Pex3p-Transport in der peroxisomalen Neogenese bei Zellen ohne Peroxisomen, im Vergleich
zum Pex3p-Transport in Peroxisomen bei Zellen mit bereits vorhandenen Peroxisomen zu
erkennen sind.

Bisher wurde vermutet, dass die de novo-Bildung von Peroxisomen nur dann stattfindet, wenn
eine Zelle zuvor frei von Peroxisomen ist. Dabei sei der Prozess der Neubildung im Vergleich
zum Wachstums- und Teilungsprozess deutlich langsamer (Motley und Hettema 2007).

Bei der Durchfiihrung der Experimente konnte zunédchst kein grundsatzlicher Unterschied im
Pex3p-Transport in Zellen, in denen nur Neogenese stattfindet und in Zellen, in denen bereits
Peroxisomen vorhanden waren, festgestellt werden. Lediglich die Menge an neugebildeten
Peroxisomen bei Apex3p-Zellen war hoher als bei den Wildtypzellen. Daruiber hinaus wurde
das im ER gespeicherte Pex3p deutlich schneller aufgebraucht, als dies bei den Zellen, die
bereits Peroxisomen vorliegen hatten, der Fall war. Dieses Verhalten kann dadurch erklart
werden, dass die Zelle Uber Mechanismen verfugt, die die Regulation der Gesamt-
Peroxisomenzahl reguliert (Knoblach et al. 2013).

Daher mussen in Zellen, in denen zuvor keine Peroxisomen vorhanden waren, mehr
Peroxisomen gebildet werde. Somit wird auch das gebildete Pex3p schneller verbraucht und

verschwindet demnach aus dem ER.

In einem Folgeexperiment wurde daruber hinaus die Frage geklart, welche Bedeutung die
punktférmige Fluoreszenz von Pex3p in Neogenese durchfiihnrenden Zellen hat. Durch die

73



4 Diskussion

Kolokalisation der beiden Fluoreszenzen von Pex3p und SKL konnte bewiesen werden, dass
es sich bei sédmtlichen Pex3p-Spots in den vorangegangenen Experimenten um reife
Peroxisomen handeln muss. Diese Spots treten zum einen in Neogenese durchfiihrenden
Zellen auf. Sie sind aber auch in Wildtypzellen von S. cerevisiae zu finden. Lediglich die
Anzahl der Pex3p-Spots war in den Wildtypzellen etwas geringer. Die Bedeutung von Pex3p-
Spots ist also zusammengefasst als das Vorliegen von mittels de novo gebildeten reifen
Peroxisomen zu sehen. Dass diese Pex3p-Spots auch in Wildtypzellen auftreten, spricht dafr,
dass auch in diesen Zellen zu einem gewissen Grad Peroxisomen mittels Neogenese gebildet
werden. Dabei macht es wiederum Sinn, dass die Anzahl der neugebildeten Peroxisomen in
solchen Zellen, in denen zu Versuchsbeginn bereits Peroxisomen vorlagen, geringer ausféllt,

da die Gesamtzahl der Peroxisomen wie bereits beschrieben durch die Zelle limitiert wird.

Ein nachster Schritt sollte Aufschluss uber die Lokalisation der Peroxisomen in den Zellen
geben und darlber hinaus mdgliche Unterschiede in Wildtyp- und Pex3p-defizienten Zellen
aufdecken. Dazu wurden Zelllinien mit Hilfe der Live-Zell-Mikroskopie untersucht. In den
Zellen, die fur diese Experimente genutzt wurden, war neben den Peroxisomen auch das ER
fluoreszent markiert, da eine enge radumliche Néhe von Peroxisomen und ER aus der Literatur
bereits bekannt ist (Knoblach et al. 2013; Novikoff und Novikoff 1972) und so die
Lokalisation in der Zelle und im Zusammenhang zum ER beurteilt werden konnte. Die
Untersuchung von Zellen mittels Live-Mikroskopie wurde sowohl in Wildtypzellen als auch
in Zellen mit sicher stattfindender Neogenese durchgefiihrt. Auch hierbei konnte kein
grundsatzlicher Unterschied zwischen den Zelllinien erkannt werden. In beiden Zellen
befinden sich auch reife Peroxisomen in enger raumlicher Lokalisation zum ER.

Beide Organellen bewegen sich in den Versuchssequenzen simultan, die Peroxisomen
scheinen am ER anzuhaften. Dieser Sachverhalt wird in Kapitel 4.3 noch einmal genauer
aufgegriffen.

Da in den untersuchten Zelllinien bis auf die Anzahl an im Versuch neugebildeten
Peroxisomen keine weiteren Unterschiede beobachtet werden konnten, wird die Hypothese
wahrscheinlicher, dass auch unter normalen Bedingungen in S. cerevisiae eine Neuentstehung
von Peroxisomen mittels Neogenese stattfindet.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das zunéchst alleinig favorisierte Wachstums- und

Teilungsmodell immer unwahrscheinlicher wird. Stattdessen sieht es so aus, als wenn
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zumindest zu einem gewissen Anteil in Wildtyp-Zellen eine de novo-Entstehung von
Peroxisomen stattfindet. Dabei ist es mdglich, dass beide Prozesse, also die Neubildung von
Peroxisomen und der Weg von Wachstum und anschlieBender Teilung in einer Zelle parallel
ablaufen. Diese Mdglichkeit wurde bereits zu friheren Zeitpunkten in der Literatur in
Erwagung gezogen (Huber et al. 2012; Kim et al. 2006).

4.3 Immunfluoreszenz-Mikroskopie — Beziehung zwischen Peroxisomen und ER

Fast 20 Jahre nach der Entdeckung der Peroxisomen mittels Elektronenmikroskopie (Rhodin
1954) konnte erstmals ein rdumlicher Zusammenhang von Peroxisomen und ER beobachtet
werden (Novikoff und Novikoff 1972). Zunachst wurde lange Zeit davon ausgegangen, dass
es sich bei Peroxisomen um autonome Zellbestandteile handelt (de Duve 1982). Mittlerweile
wird allerdings neben dem beschriebenen engen rdumlichen Zusammenhang zwischen
Peroxisomen und ER auch eine funktionelle Verbindung diskutiert (Agrawal et al. 2011,
Barton et al. 2013; van der Zand und Tabak 2013).

Es bleibt die Frage, ob der Zusammenhang zwischen den beiden Organellen ein Blindnis auf
Zeit ist, welches sich nach erfolgreichem Austausch von bestimmten Proteinen wieder 16st,
oder es sich um eine permanente, also quasi lebenslange Verbindung der beiden Organellen
untereinander handelt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, speziell der Teil Uber die Immunfluoreszenz-
Mikroskopie, sollen zur Klarung dieser Fragen genutzt werden. Darum wurde im Rahmen
dieser Arbeit mit Hilfe von S. cerevisiae-Zellen ein Versuchsprotokoll etabliert, welches die
Darstellung von Peroxisomen mittels IF-Mikroskopie ermdéglicht. Die IF-Technik ist zwar ein
aufwéndigeres Verfahren, bietet aber mit Hilfe von Konfokal- und STED-Mikroskopie die
Maglichkeit einer hochauflésenden Darstellung von Zellbestandteilen.

Darlber hinaus werden im Folgenden auch aktuelle Meinungen der Literatur in Hinblick auf

diese Fragestellung durchleuchtet.

Nach vollstandiger Ausarbeitung des Versuchsprotokolls konnten, wie den Bildern des
Ergebnis-Teils zu entnehmen ist (Abb. 3.22), neben den peroxisomalen Strukturen auch

Kernstrukturen und das ER dargestellt werden. Bereits bei den initialen Aufnahmen der IF-
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Mikroskopie zeigte sich der radumliche Zusammenhang zwischen den Peroxisomen und dem
ER. Schon hier erschien der Eindruck, dass sich Peroxisomen eng in das bestehende ER-Netz
einpassen. Um allerdings ein Vortduschen von bestehenden Zusammenhangen durch eine
geringe Auflésung ausschlieBen zu konnen, wurden die Proben mit Hilfe der Konfokal-
Mikroskopie, die eine deutlich bessere Auflosung speziell in der z-Ebene bietet, untersucht.
Hierzu mussten als Sekundér-Antikorper solche gewahlt werden, die bei einer langeren
Belichtungszeit nicht ausbleichen.

Die entstandenen hochauflésenden Bilder verschaffen als Ergdnzung zu den Ubrigen
Experimenten dieser Arbeit einen Eindruck Uber den Zusammenhang von Peroxisomen und
ER. Wie erwartet zeigte sich auch hier deutlich, dass Peroxisomen und ER im Zellinneren
permanent miteinander verbunden sind.

Mit Hilfe der Konfokal-Mikroskopie war es dartiber hinaus moglich neben einer genaueren
Darstellung in der Ebene (Abb. 3.23 und 3.24) eine dreidimensionale Rekonstruktion der
Zellen und ihrer intrazellularen Bestandteile anzufertigen. Gerade durch diese Rekonstruktion
(Abb. 3.25) wird die Hypothese einer permanent vorliegenden Verbindung von Peroxisomen
und ER weiter unterstitzt. In Abbildung 4.2 ist dieses Verhalten schematisch dargestellt.

Die Abbildung soll dariiber hinaus verdeutlichen, dass es bei jeglichen Bewegungen des ER
auch zu simultanen Bewegungen der Peroxisomen kommt. Dieses Verhalten von
Peroxisomen und ER konnte mit Hilfe von Live-Zell-Mikroskopie-Experimenten in Wildtyp-
Zellen und in zu Versuchsbeginn Pex3p-defizienten Zellen dargestellt werden (siehe Kapitel
3.2.3.2und 3.2.3.3).

a b c

Abb. 4.2 a-c: Verknlpfung von Peroxisomen und ER

In der Abbildung ist schematisch die Verbindung von Peroxisomen und dem ER dargestellt, die sich wahrend
samtlicher Versuche dieser Arbeit immer wieder zeigte. Vom ER isoliert vorliegende Peroxisomen waren
praktisch nicht zu finden. Hier soll gezeigt werden, dass Peroxisomen sowohl Zellkern-nah als auch in der
Peripherie intrazelluldr vorliegen. Dabei sind sie stdndig mit dem ER verbunden und bewegen sich im
Zeitverlauf (a-c) mit diesem simultan mit.
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Samtliche Abbildungen dieser Arbeit zeigen lediglich miteinander in Verbindung stehende
Peroxisomen-ER-Gebilde. Vom ER isoliert vorliegende Peroxisomen wurden zu keinem
Zeitpunkt der Aufnahmen beobachtet, die Peroxisomen waren stets entweder mit dem
perinukledaren ER oder aber ER-Stegen, die vom perinukledren ER in die Peripherie der Zelle
zogen, verbunden.

In Versuch 3.2.3.1 konnte dartiber hinaus gezeigt werden, dass es sich bei den peroxisomalen
Strukturen, die in dieser Arbeit betrachtet wurden, um reife Peroxisomen handelt. Das
bedeutet, dass auch reife Peroxisomen eine Verbindung zum ER aufweisen. Die vorliegenden
Ergebnisse dieser Arbeit deuten also eher auf die Hypothese eines lebenslangen Blindnisses

zwischen Peroxisomen und dem ER hin.

Auch wenn zu Beginn der Peroxisomen-Geschichte aufgrund ihrer wichtigen metabolischen
Funktionen, beispielsweise in der B-Oxidation von langkettigen Fettsauren, vermutet wurde,
dass Peroxisomen — genau wie Mitochondrien — autonome Zellbestandteile sein konnten (de
Duve 1982), weisen mittlerweile auch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen darauf hin, dass
Verbindungen zwischen Peroxisomen und ER bestehen.

So wird schon seit geraumer Zeit diskutiert, dass das ER eine wichtige Rolle in der
peroxisomalen Biogenese spielt und sich Peroxisomen moglicherweise kontinuierlich de novo
aus dem ER entwickeln (Kunau 2005; Thoms und Erdmann 2005a; 2005b; van der Zand et al.
2006).

In Hefen konnte gezeigt werden, dass viele PMPs erst iber das ER in die Peroxisomen
gelangen (Agrawal et al. 2011; Hoepfner et al. 2005; van der Zand et al. 2010; van der Zand
et al. 2012). Es wurde weiterhin herausgefunden, dass Pex3p sowohl in ER-gebundener Form
als auch in peroxisomaler Form vorliegt und darlber hinaus eine Art Halterung existiert, die
die Peroxisomen an das kortikale ER bindet. Dieser Halterungskomplex besteht aus
Proteinen, die sowohl im Inneren als auch zwischen den beiden Zellkompartimenten liegen
(Knoblach et al. 2013).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Peroxisomen in ihrem Lebenszyklus auf das ER
angewiesen zu sein scheinen. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass eine

langfristige Bindung zwischen beiden Organellen besteht.
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4.4 S. cerevisiae und STED-Mikroskopie

Um sich die Zellen fur die STED-Mikroskopie nutzbar machen zu kénnen, mussen spezielle
Antikorper verwendet werden. Bei der Durchfihrung dieser Experimente zeigte sich
allerdings die Problematik der Arbeit mit Hefezell-Stimmen. Samtliche verwendeten,
sekundaren STED-geeigneten Antikdrper wiesen neben den erwarteten peroxisomalen und
endoplasmatischen Strukturen Nebenfluoreszenzen auf.

Bei der Verwendung von Atto647 zur Darstellung von Peroxisomen kam es zuséatzlich zu
einer Farbung endoplasmatischer Strukturen. Dies ist vermutlich auf eine Reaktion der
Antikdrper mit zelleigenen, beispielsweise lipophilen Strukturen zurlickzufihren und kann
dadurch erklart werden, dass die fur die STED-Mikroskopie verwendeten Antikdrper nicht fir
die Arbeit mit Hefe-Stammen vorgesehen und dementsprechend nicht fir diese Art von
Zellen aufgereinigt sind.

Um das Versuchsprotokoll in der Forschung mit Stimmen von S. cerevisiae dennoch flr die
STED-Mikroskopie nutzbar machen zu koénnen, missen geeignete Antikdrper selbst
hergestellt werden. Dartiber hinaus kann das Versuchsprotokoll aber auch gut fir die Arbeit
mit menschlichen Zellen zur Darstellung von peroxisomalen Strukturen mittels
Immunfluoreszenz-Mikroskopie in diesen Zellen genutzt werden, da fir diese Zellen

geeignete Antikorper bereits zur Verfugung stehen.
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4.5 Modell zur peroxisomalen Biogenese

Die Versuche dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die derzeitigen Modelle zur
Peroxisomenentstehung erweitert werden mussen. Es konnte gezeigt werden, dass
Peroxisomen und ER zu jedem Zeitpunkt miteinander in Verbindung stehen und das
Dynamin-dhnliche Protein Vpslp eine wichtige Rolle in der Interaktion der beiden
Organellen bereits in frihen Stadien der Peroxisomenbiogense spielt. Eine mdgliche
Erweiterung des Modells von Motley und Hettema von 2007 ist in Abbildung 4.3 dargestellt.

@, > _eem 0000

ER

Abbildung 4.3: Modifiziertes Teilungsmodell

Das Modell fast die Ergebnisse dieser Arbeit zusammen. Dynamin-dhnliche Proteine wie Vpslp sind demnach
an der kontinuierlichen Bildung von Peroxisomen mit Weg Uber das ER beteiligt. Darliber hinaus spielen sie
eine Rolle an der Aufteilung von bereits bestehenden Peroxisomen. Das Modell zeigt auBerdem, dass sich
Peroxisomen nie ganz vom ER Igsen.

Dieses Modell wurde unter Berucksichtigung aller neugewonnenen Erkenntnisse dieser
Arbeit angefertigt und zeigt die permanente, enge rdumliche Verbindung von Peroxisomen
und dem ER. AulRerdem wird deutlich, dass das Dynamin-dhnliche Protein Vpslp seinen
Wirkort nicht nur bei der Teilung von bereits bestehenden Peroxisomen hat, sondern auch an
einer frihen Interaktion von Peroxisomen und ER beteiligt ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit
deuten aufllerdem darauf hin, dass eine Interaktion bzw. Verbindung zwischen Peroxisomen
und dem ER zeitlebens stattfindet und sich die beiden Organellen nach der vollstdndigen

Entwicklung der Peroxisomen nicht voneinander trennen.
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5 Zusammenfassung

Die hier vorliegende Arbeit befasst sich mit der peroxisomalen Biogenese und soll zu ihrem

Verstandnis beitragen.

Die Arbeit konzentriert sich auf die Beteiligung des Dynamin-dhnlichen Proteins Vpslp an
der peroxisomalen Biogenese. Es konnte gezeigt werden, dass Vpslp neben der bereits
anerkannten Teilung von peroxisomalen Vorstufen in einzelne Peroxisomen zusétzlich an
einem friihen Zeitpunkt der peroxisomalen Neogenese beteiligt ist.

Die Ergebnisse des Versuchs gaben auBerdem Hinweise darauf, dass die Beteiligung von
Vpslp an der Neuentstehung von Peroxisomen ER-abhéngig ablduft. Da ein Zusammenhang
von Peroxisomen und ER auch schon im Vorfeld beobachtet wurde, befasst sich ein weiterer
Teil dieser Arbeit mit der raumlichen und funktionellen Verbindung von Peroxisomen und
ER.

Hierzu wurde neben aufwéndigen Live-Zell-Mikroskopie-Experimenten auch ein Protokoll
zur Immunfluoreszenz-Mikroskopie etabliert. Beide Experimente zeigten in sé&mtlichen
Aufnahmen eindeutig die Verbindung beider Organellen, so dass eine lebenslange Bindung

zwischen Peroxisomen und ER sehr wahrscheinlich erscheint.

Ein weiterer Aspekt befasste sich mit der Fragestellung, ob Peroxisomen in Wildtypzellen,
wie derzeit in der Literatur postuliert wird, lediglich Uber den Weg von Wachstum und
anschlieBender Teilung entstehen. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass in
Wildtypzellen eine de novo-Peroxisomenbildung stattfindet. Es ist somit mdglich, dass beide
Systeme in Wildtypzellen parallel ablaufen.
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