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1 Einleitung 
 

Eine typische eukaryontische Zelle besitzt einen ausdifferenzierten 

sekretorischen Weg, welcher aus diversen intrazellulären Komponenten 

besteht. Membranproteine, die durch den sekretorischen Weg gehen, starten 

am endoplasmatischen Retikulum (ER), wo sie gefaltet und – im Falle von 

multimeren Membranproteinen – zusammengesetzt („assembliert‖) werden. 

Die Proteine, die für andere Kompartimente wie z.B. die Plasmamembran 

bestimmt sind, werden aus dem ER geschleust und zum Golgi-Apparat 

transportiert. Dabei durchlaufen sie die Golgi-Zisternen und das Trans-Golgi-

Netzwerk (TGN). Nachdem sie ggf. dort modifiziert wurden, treten Proteine, 

die für die Membran bestimmt sind, ihren Weg zur Plasmamembran an. 

Wie die Proteine zu ihren vorgesehenen Zielorten kommen, welche Signale 

dafür notwendig sind und wer diese Wege steuert, sind Grundfragen der 

Zellbiologie von großer biomedizinischer Relevanz. Mit dieser Arbeit möchte 

ich zu einem besseren Verständnis dieser Transportwege beitragen. 

 

1.1 Vernetzung von Kompartimenten und sekretorischer Weg 
 

In der eukaryontischen Zelle gibt es zahlreiche molekulare Mechanismen, die 

für die Kommunikation zwischen unterschiedlichen Kompartimenten 

verantwortlich sind. Transportvesikel – eine Möglichkeit der zellulären 

Vernetzung – vermitteln den Fluss von Membranen und Cargoproteinen. 

Lipide und Proteine werden in diese Vesikel sortiert und durch stetigen 

Membranfluss von einem zu anderen Kompartiment versandt: Das Vesikel 

wird am Spenderkompartiment abgeschnürt, wandert durch das Zytoplasma 

und fusioniert mit der Membran des Zielkompartiments. Dieser intrazelluläre 

Transport verteilt neu synthetisierte Proteine, nimmt extrazelluläre 

Komponenten auf oder übernimmt regulatorische Funktionen (Popoff et al. 

2011). 

Das endoplasmatische Retikulum (ER) und der Golgi-Apparat stellen zwei 

wichtige Kompartimente der eukaryontischen Zelle dar und sind Teile des 

sekretorischen Weges. Während das perinukleäre ER für die Synthese von 
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Membran- und sekretierten Proteinen verantwortlich ist, agiert der Golgi-

Apparat als Zwischenstation des sekretorischen Weges zwischen ER und 

Zellaußenmembran (Popoff et al. 2011). Membran- und sekretorische 

Proteine werden an ER-ständigen Ribosomen hergestellt und co- bzw. 

posttranslational ins ER eingeschleust, in den meisten Fällen unter 

Beteiligung des Sec61p-Komplexes (Corsi und Schekman 1996, Rapoport et 

al. 1999). Im ER werden die neu synthetisierten Proteine gefaltet, assembliert 

und für ihren weiteren Transport im sekretorischen Weg verpackt. Die 

Moleküle werden anschließend selektiv sortiert, d.h. in der Regel in COPII-

Transportvesikel verpackt, welche den anterograden Transport zu 

intermediären Kompartimenten und zum Golgi-Apparat vermitteln (Aridor et 

al. 1995, Scales et al. 1997). 

Extrazelluläre Cargo (z.B. Toxine) oder fälschlich aus dem ER verschickte, 

eigentlich ER-ansässige Proteine können durch retrograden Transport vom 

Golgi oder anderen post-ER-Kompartimenten zum ER (zurück-) sortiert 

werden. Wegweisend sind dabei Retrievalsignale der Proteine. Vermittelt wird 

der retrograde Transport durch COPI-Vesikel (Cosson und Letourneur 1994).  

 

1.2 Das endoplasmatische Retikulum (ER) 

1.2.1 Qualitätskontrolle des ER 

 

Das endoplasmatische Retikulum beteiligt sich maßgeblich an der zellulären 

Qualitätskontrolle von neu synthetisierten Proteinen. Dabei wird es von den 

vesikulär-tubulären Clustern (VTCs), auch ER-Golgi intermediäres 

Kompartiment (ERGIC), und dem Golgi-Apparat unterstützt (Ellgaard et al. 

1999). Qualitätskontrolle ist ein wichtiger Mechanismus für die Genauigkeit 

von Genexpression auf posttranskriptionellem Niveau (Ellgaard et al. 1999). 

Dabei wird kontrolliert, ob multimere Proteine vor dem Austritt aus dem ER 

durch exit sites richtig und vollständig zusammengesetzt sind (Ellgaard und 

Helenius 2003, Murshid und Presley 2004). Ohne strikte Qualitätskontrolle 

würde es zu einer Akkumulierung von partiell zusammengesetzten 

Untereinheiten an der Zelloberfläche kommen – mit katastrophalen Folgen für 

die Zelle.  Daher ist die peinlich genaue Bearbeitung und Sortierung jeder 
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einzelnen Komponente wichtig, um eine akkurate Proteinfaltung sowie eine 

korrekte Zusammensetzung von Untereinheiten und Funktionalität der 

multimeren Komplexe zu gewährleisten (Hurtley und Helenius 1989). 

Folgende Komponenten tragen zur Qualitätskontrolle am ER bei:  

 Zurückhaltung von Proteinen und Aggregation (Hammond und 

Helenius 1995, Ellgaard et al. 1999); 

 Ausschleusen der Proteine und Abbau im Proteasom nach 

Ubiquitinylierung im Rahmen von ER-assoziierter Degradation (ERAD) 

(Werner et al. 1996, Hiller et al. 1996), dadurch wird Akkumulierung im 

ER verhindert (Gething und Sambrook 1992); 

 Zurückführung von Proteinen bzw. Proteinen-Anteilen aus 

nachgeschalteten Kompartimenten des ER; 

 Umleiten von Proteinen vom Golgi-Apparat zu Lysosomen oder 

Vakuolen;  

 selektives Abfangen von Cargo an ER-exit sites (Ellgaard et al. 1999)  

Die Qualitätskontrolle des ER lässt sich in zwei mechanistisch 

unterschiedliche Prozesse einteilen: 1. primäre Qualitätskontrolle – für alle 

Proteine, unabhängig von Herkunft und strukturellen Charakteristiken – und 2. 

sekundäre Qualitätskontrolle – für ausgewählte Proteine/Proteinfamilie 

(Ellgaard und Helenius 2003, Ellgaard et al. 1999). 

Primäre Qualitätskontrolle greift auf gängige strukturelle und biophysikalische 

Charakteristiken zu. Diese tragen zur Unterscheidung zwischen gefalteten 

und ungefalteten Konformationen bei. Die Erkennung ungefalteter Proteine 

geschieht durch molekulare Chaperone und Faltungssensoren auf Grundlage 

von hydrophoben Regionen, ungepaarten Cysteinen, fehlerhafter 

Glykolysierung und Aggregierungstendenz (Ellgaard und Helenius 2003). 

Dabei assoziieren Chaperone und Faltungsenzyme im ER mit neu 

synthetisierten Proteinen und helfen diesen bei Faltung und Zusammenbau. 

Weiterhin halten sie unreife Proteine zurück. Die Bindung an diese Moleküle 

scheint den anterograden Transport der neu synthetisierten Proteine zu 

verhindern (Ellgaard et al. 1999). Viele multimere Proteine müssen weitere 

Kriterien als die der primären Qualitätskontrolle erfüllen, bevor sie das ER 
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verlassen dürfen und zum Golgi-Apparat wandern (Ellgaard und Helenius 

2003, Ma und Jan 2002, Michelsen et al. 2005). 

Bei der sekundären Qualitätskontrolle kommen diverse Kontrollpunkte dazu, 

die den Transport der Proteine regulieren (Ellgaard et al. 1999). Dies findet 

zellspezifisch statt und ER-Retention und Export sind involviert (Ellgaard und 

Helenius 2003). Sekundäre Qualitätskontrolle wird durch Proteine aus 

folgenden drei Kategorien umgesetzt (Herrmann et al. 1999): 

 Outfitters: Proteine für Faltung und Assemblierung spezifischer 

Proteine 

 Escorts: Proteine, die das ER mit der Cargo verlassen 

 Guides: Proteine, die für die Aufnahme in Transportvesikel notwendige 

Informationen bereitstellen 

Neu synthetisierte Proteine verlassen das ER an exit sites oder sog. 

translationalen Elementen (Lotti et al. 1996, Palade 1975) und werden von 

ER-ansässigen Proteinen und Varianten ihrer Konformation wegsortiert 

(Ellgaard et al. 1999). Grund dafür, dass Proteine nicht in Transportvesikel 

aufgenommen werden, ist entweder, dass Moleküle im ER sie abhalten, die 

exit sites zu betreten, oder, dass Cargo-Rezeptoren an den exit sites sie 

aufgrund ihrer Unvollständigkeit nicht erkennen (Kühn und Schekman 1997, 

Pfeffer und Rothman 1987). Verlassen partiell zusammengesetzte 

Untereinheiten dennoch das ER, werden sie durch Retrievalsignale 

zurückgeholt.  

 

1.2.2 ER-Lokalisationssignale 

 

Die Identifikation und Retention von inkorrekten oder nicht assemblierten 

Proteinen wird durch eine Vielzahl an Mechanismen kontrolliert und vermittelt. 

Fehler in diesen Mechanismen führen zu Stress im ER und wirken 

proapoptotisch.  

ER-Lokalisationssignale werden in zwei Gruppen eingeteilt: 

 Zurückhaltung  bzw. direkte Retention geschieht durch Chaperone, 

welche nicht assemblierte Untereinheiten, inkorrekt zusammengesetzte 

Komplexe oder ER Retentionssignale erkennen. Retentionssignale 
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sind Peptid-Transport-Signale, welche dem Protein den Zugang zu 

Transportvesikeln des anterograden Transportwegs verwehren. 

 Zurückbringung bzw. Recycling-Mechanismen von Proteinen werden 

durch Komponenten des retrograden Transportwegs vermittelt, die 

Retrievalsignale erkennen. Dabei werden die Retrievalsignale erst 

nach Verlassen des Kompartiments wichtig, in dem das Protein 

ansässig ist (Nilsson und Warren 1994).  

Wichtige Retrievalsignale sind dabei: 

- LRKL: Arginin-basierte Signale (Zerangue et al. 1999). Dabei 

stellt der COPI-vermittelte Transport einen Hauptmechanis-

mus für diese ER Lokalisationssignale dar (Yuan et al. 

2003). 14-3-3 Proteine spielen bei der Inaktivierung von 

COPI-vermitteltem Rücktransport eine Rolle (Heusser et al. 

2006, Michelsen et al. 2006, Michelsen et al. 2007)  

- KKXX: C-terminal gelegene Di-Lysin-Signale an Membran-

proteinen vom Typ 1 (Jackson et al. 1990)  

- KDEL: C-terminal gelegene Signale an luminal löslichen 

Proteinen im Golgi-Apparat 

 

1.3 KDEL-Retentionssignale und KDEL-Proteine 
 

Das KDEL-Motiv ist eines der wichtigsten Retrievalsignale in der Zelle. 

Erkannt werden die vier C-terminalen Aminosäuren Lysin (K), Aspartat (D), 

Glutaminsäure (E) und Leucin (L) vom KDEL-Rezeptor (Munro und Pelham 

1987). Die KDEL-Proteine sind im ER ansässig. Verlassen sie dieses 

Kompartiment versehentlich über ER-exit sites in COPII-Vesikeln und 

gelangen zum intermediären Kompartiment oder Golgi-Apparat, werden sie 

dort vom KDEL-Rezeptor erkannt und zurückgebracht.  Dabei erkennt dieser 

die KDEL-Sequenz. Proteine können auch im Komplex mit ER-ansässigen 

Faltungshelfern, welche die KDEL-Sequenz besitzen, ins ER zurückgeführt 

werden (Lewis et al. 1990, Semenza et al. 1990). 

Die KDEL-abhängige Rückführung ins ER ist evolutionär hochkonserviert und 

läuft sehr ähnlich im Modellorganismus Bäckerhefe ab. Hier lautet die 
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Sequenz des Retrievalsignals HDEL (Histidin statt Lysin) und wird vom 

ebenfalls als KDEL-benannten Rezeptor erkannt.  

Eine Auswahl einiger KDEL-Proteine ist: 

 

Protein ProSite 
Referenz 

Zelluläre 
Lokalisation 
(SGD) 

Molekulare Funktion 

in Homo sapiens    

PDIA1_HUMAN 
 

P07237 ER-Lumen Elektronentransporter, Protein-
Disulfid-Isomerase 

ERP29_HUMAN P30040 ER-Lumen Protein-Disulfid-Isomerase 
KDEL1_HUMAN Q6UW63 ER-Lumen  

MANF_HUMAN P55145 ER Wachstumsfaktor 

P3H1_HUMAN Q32P28 ER-Lumen Eisenionen-Bindung, 
Oxidoreduktase 

GRP78_HUMAN P11021 ER-Lumen ATPase, Chaperon 

in Saccharomyces cerevisiae 

CYPD_YEAST P35176 Zytoplasma, ER Peptidyl-Prolyl-cis-trans-
Isomerase 

EUG1_YEAST P32474 ER Proteinfaltung 

GRP78_YEAST bzw. 
KAR2 

P16474 ER, luminal 
surveillance 
complex 

ATPase, Bindung ungefaltener 
Proteine 

KRE5_YEAST P22023 ER UDP-Glucosyltransferase 

MPD1_YEAST Q12404 Pilz-ähnliche 
Vakuole 

Protein-Disulfid-Isomerase & 
Oxidoreduktase 

PDI_YEAST P17967 ER-Lumen Protein-Disulfid-Isomerase & 
Oxidoreduktase 

Tab. 1 Proteine.  Bioinformatische Suche bei Expasy mit Scan Prosite Algorithmus und dem 
von mir definierten Motiv [KHR]-[DEST]-[DE]-L>. Die Suche wurde speziesgetrennt 
durchgeführt, H. sapiens erbrachte 96 Treffer, S. cerevisiae erreichte 13 Treffer. Aufgeführt 
sind die für diese Arbeit relevanten und in der Literatur viel zitierten Proteine (Takagi et al. 
2012). 
 
 

1.4 KDEL-Rezeptor 
 

Erkannt werden die KDEL-Sequenz tragenden Proteine vom KDEL-Rezeptor. 

Dieser helikale Rezeptor mit einer Molekülmasse von 26 kDa (Townsley et al. 

1993) weist sieben membrandurchspannende konservierte hydrophobe 

Regionen auf (Lewis und Pelham 1990, Scheel und Pelham 1997). Das 

Modell mit  sechs Transmembransegmenten und zwei zytosolischen Enden 

wurde verworfen (Singh et al. 1993). Stattdessen hat sich die Theorie eines 

luminalen Aminoterminus und eines zytosolischen Carboxyterminus 

durchgesetzt. Diese Struktur weist Ähnlichkeiten mit G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren auf, jedoch wurden keine konservierten Regionen gefunden 
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(siehe Abbildung 1, Townsley et al. 1993, Scheel und Pelham 1997). Der 

Rezeptor wird nicht N-glykosyliert (Lewis und Pelham 1990).  

 

Abb. 1 KDEL-Rezeptor-Struktur.  Schematische Darstellung der erd2-Struktur. Abgebildet 
ist das humane erd2.1, um die sieben membrandurchspannde Domäne darzustellen. Die 
schwarzen Ovale sind  im Menschen bei erd2.2. und bei S. cerevisiae, K.lactis, P.falciparum 
und D. melanogaster in erd2 konserviert (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von 
EMBO, aus Townsley et al. 1993) 
 
 

Die zytoplasmatischen Schleifen des Rezeptors  spielen in der subzellulären 

Verteilung des Rezeptors eine Rolle und Veränderungen an ihnen 

beeinträchtigen den Rücktransport zum Golgi-Apparat (Townsley et al. 1993). 

Die luminalen Anteile hingegen sind für die Bindung der KDEL-Sequenz- 

tragenden Proteine verantwortlich. Sie besitzen konservierte saure oder 

basische Anteile und bilden so eine hydrophile Bindungstasche (Townsley et 

al. 1993). An der Ausbildung der Bindungstasche sind die luminal 

zugänglichen Aminosäuren Arg-5 (luminal), Asp-50 (luminal), Tyr-162, Asn-

165 beteiligt (Scheel und Pelham 1997). Dabei kommt Asp-50 eine besondere 

Rolle zu, denn diese Aminosäure bestimmt die Ligandenspezifität, und es 

wird eine direkte Bindung an die KDEL-Sequenz diskutiert (Scheel und 

Pelham 1997). Zur Bindung der Proteine wird eine leicht saure pH-Umgebung 

benötigt, welche im Golgi-Apparat (cis-Golgi pH 6,5) vorhanden ist, nicht aber 

im neutralen ER (pH 7,0), wo die Bindung aufgehoben wird (Wilson et al. 

1993). 

Neben der Bindung und Rückführung der KDEL-Proteine und der Beteiligung 

an der Qualitätskontrolle wird für den KDEL-Rezeptor auch eine aktive 

Aufgabe in der COPI-abhängigen Sortierung und bei der Regulation des 
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COPI-Vesikel-Transports vorgeschlagen (Aoe et al. 1997). Die Bindung eines 

KDEL-Proteins an den Rezeptor führt zur Rekrutierung der GTPase ARF1 an 

die zytosolische Seite der Membran (Cukierman et al. 1995). 

Kodiert wird der KDEL-Rezeptor durch das ERD2-Gen: Endoplasmatic 

Reticulum Lumen Protein Retaining Receptor. Im Menschen wurden durch 

bioinformatische Analyse drei KDEL-Rezeptoren erkannt:  Erd21_HUMAN 

(Lewis und Pelham 1990), Erd22_HUMAN (Lewis und Pelham 1992 b) und 

Erd23_HUMAN.  Dabei zeigen ERD21 und ERD23 ein breiteres 

Bindungsmuster als der spezifische ERD22 (Raykhel et al. 2007). 

 

Species Eingetragener 
Name 

Gen-
name 

Protein-
länge 

Geläufiger 
Proteinname 

Quelle 

H. sapiens ERD21_HUMAN ERD2.1 
KDELR1 

212 KDEL-
Rezeptor 1 

(Lewis et al. 
1990) 

 ERD22_HUMAN ERD2.2 
KDELR2 

212 KDEL-
Rezeptor 2 

(Lewis und 
Pelham 
1992b) 

 ERD23_HUMAN KDELR3 214 KDEL-
Rezeptor 3 

Prosite 

S. cerevisiae ERD2_YEAST ERD2 219 HDEL-
Rezeptor 

 

Tab. 2 KDEL-Rezeptor-Unterformen 

 
 

Über den eigentlichen molekularen Ablauf des Rücktransports von KDEL-

Rezeptor in COPI-Vesikeln ist bisher noch nicht viel bekannt. Eine PKA-

abhängige Phosphorylierung der Aminosäure Serin an Position 209 des 

Rezeptors ist notwendig für den retrograden Transport (Cabrera et al. 2003). 
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1.5 Hüllvesikel 
 

Die Mehrheit an Proteinen und Membranlipiden wird in Eukaryonten in 

Protein-umhüllten Vesikeln transportiert. Dieser intrazelluläre Transport ist 

hoch selektiv, strikt reguliert und schnell. Es gibt noch andere 

Transportmöglichkeiten, aber coated vesicles werden heute als das wichtigste 

Medium angesehen. 

Drei verschiedene Typen von Transportvesikeln wurden charakterisiert, 

abhängig von deren Hüllproteinen: Coatomer (COPI), COPII und Clathrin. 

Clathrin-verpackte Vesikel (CCVs) vermitteln im späten sekretorischen Weg 

zwischen Golgi, Endosomen und Plasmamembran. COPI und COPII arbeiten 

im frühen sekretorischen Weg. Dabei ist COPI für den retrograden Transport 

zwischen Golgi und ER bzw. zwischen den Golgi-Cisternae verantwortlich, 

während COPII den anterograden Weg vom ER zum Golgi vermittelt 

(Rothman 1994, Schekman und Orci 1996, Schmid 1997). 

Da hoch selektiver Transport zwischen intrazellulären Organellen stattfindet, 

arbeiten die Hüllproteinkomplexe einerseits für die Vermittlung des 

Transports, andererseits aber in der Aufrechterhaltung der Identität der 

Organellen mit, indem sie verhindern, dass die Komponenten vermischt 

werden (Kirchhausen 2000). Obwohl die Hüllproteine an unterschiedlichen 

Orten wirken, teilen sie doch viele Gemeinsamkeiten. Allgemein betrachtet 

läuft die Vesikelbildung in drei Phasen ab: 

 Rekrutierung und Assemblierung der wesentlichen Bestandteile an den 

Membranen durch eine regulatorische membranaktive GTPase und 

ihren funktionell assoziierten GTP-Austauschfaktoren (GEFs) und 

GTPase-aktivierenden Proteinen (GAPs), Erkennung und Sortierung 

von Cargo 

 Ein Adaptorproteinkomplex wird durch die GTPase zur Membran 

rekrutiert und wirkt dort stabilisierend; Membrankrümmung; Hüll-

komponenten werden stabilisiert durch membrangebundene Signale; 

dies führt zur Ausbildung eines Käfigs um das Vesikel 

 Abspaltung am Vesikelhals durch den Käfigkomplex oder assoziierte 

Proteine, was die Loslösung des Vesikels von der Spendermembran 

zur Folge hat (Kirchhausen 2000, Pucadyil und Schmid 2009). 
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Nachdem sich das Vesikel gebildet hat, wird die Proteinhülle abgeworfen, 

damit das Vesikel mit der Zielmembran fusionieren kann. Der Prozess des 

sogenannten uncoating geschieht durch Umbau der Hüllproteine als Antwort 

auf die GTP-Hydrolyse durch die membranaktive GTPase (Arf1) (Tanigawa et 

al. 1993, Yoshihisa et al. 1993). Bei dem uncoating von Clathrinvesikeln ist 

dieser Prozess anders, da hier Proteine, die nicht am Vesikelbildungsprozess 

beteiligt sind, nur für das Uncoating rekrutiert werden (Schlossman et al. 

1984). Die genauen Abläufe des uncoating, z.B. wann der Hüllproteinkomplex 

abgeworfen wird und wie das uncoating reguliert wird, werden noch diskutiert 

(Trahey und Hay 2010).  

COPI nimmt hierbei wieder eine Sonderrolle ein, da ein einziger Multi-

Untereinheiten-Komplex, der den Adaptor- und Käfigkomplex beinhaltet, als 

Ganzes an die Membran rekrutiert wird (Hara-Kuge et al. 1994, Lowe und 

Kreis 1996). 

 

Vesikel 
Komponente 

COPI COPII Clathrin 

GTPase Arf1 Sar1 Arf1 (AP1/3/4) 
Arf6 (AP2) 

GEF GBF1 Sec12 Sec7 domain 
Protein 

GAP ArfGAP1 
ArfGAP2/3 

Sec23 ArfGAPs 

Mantelkomplex ’-COP 
Coatomer 
Subkomplex 

Sec13/Sec31 Clathrin 

Adaptorkomplex -COP 
Coatomer 
Subkomplex 

Sec23/Sec24 AP1-4 

Tab. 3 Vergleich der funktionell analogen Untereinheiten, die in der Hüllvesikel-Formation 
eine Rolle spielen (Béthune et al. 2006 a, Béthune et al. 2006 b) 
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1.6 COPI-Vesikel 

1.6.1 Bildung von COPI-Vesikeln 

 

Die Bildung eines COPI-Vesikels wird durch Hüllproteinkomplexe vermittelt. 

Diese Coatomer-Proteine werden durch Arf1, ein Mitglied der Ras 

Superfamilie der GTPasen, an die Membran rekrutiert (Gillingham und Munro 

2007, Donaldson et al. 1992, Palmer et al. 1993). Arf1 wird durch GEFs 

(Guaninnukleotid-Austauschfaktoren) aktiviert und von GAPs (GTPase-

aktivierende Proteine) deaktiviert. Durch Verformung der Membran und 

Vesikelabspaltung werden COPI-Vesikel gebildet (Rothman 1994). 

Arf1 bindet mit gebundenem GTP so, dass es seine Konformation ändert und 

an die Membran bindet. Durch die Freilegung seiner Glycin-myristoylierten N-

terminalen amphiphatischen Helix interagiert es mit der Membran (Franco et 

al. 1996, Liu et al. 2009). Die Membranbindung und -funktion sind von dieser 

posttranslationalen Modifikation des Glycins abhängig (Kahn et al. 1991). Die 

ArfGTP-Bindung wird gefördert durch GBF1, ein im Golgi lokalisiertes ArfGEF 

mit Sec7-Domäne. Es assoziiert mit Membranen durch Interaktionen mit 

Golgi-ansässigen Proteinen und stellt den primären Nukleotid-Austausch 

Faktor für die COPI-Vesikelbildung dar.  

Da Arf1 Membranen neu modellieren kann, wird angenommen, dass die 

Kombination aus Arf1-Bindung und Hüllprotein-Polymerisation zur 

Verformung und Krümmung der Membran führt (Krauss et al. 2008). 

ArfGAP1, welches im Golgi lokalisiert ist, nimmt die Rolle des GAPs in der 

Biogenese von COPI-Vesikeln ein und reguliert Arf1 (Chardin et al. 1996, 

Cukierman et al. 1995, Reinhard et al. 2003). ARFGAP1 bindet stark 

gekrümmte Membranen durch einen amphipathic lipid packing sensor (ALPS) 

(Zhao et al. 2002, Bigay et al. 2003). 

Coatomer, der Hüllproteinkomplex der 75 nm großen COPI-Vesikel (Malhotra 

et al. 1989), ist ein ca. 550 kDa schwerer, zytosolischer heptamerer 

Proteinkomplex, bestehend aus -, -, ’-, -, -, - und -COP (Duden et al. 

1991, Serafini et al. 1991, Waters et al. 1991). Er wird en bloc ARF- und GTP- 

abhängig zu Membranen rekrutiert (Hara-Kuge et al. 1994, Lowe und Kreis 

1996). Der in vivo stabile Komplex kann in einen heterotetrameren F-
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Subkomplex aus -, -, - und -COP und einen heterotrimären B-

Subkomplex aus -, ’- und - COP aufgegliedert werden (Fiedler et al. 1996). 

Experimentell wurde herausgefunden, dass Dimethyl-Malat-Anhydrid (DMMA) 

oder hohe Salzkonzentrationen zur partiellen Dissoziation führen können und 

Coatomer in drei Subkomplexe zerteilen: einen ’-Subkomplex, einen -

Subkomplex und einen -Subkomplex (Lowe und Kreis 1995, Pavel et al. 

1998). Dabei interagieren der ’-Subkomplex mit dem KKXX-Motiv (Cosson 

und Letourneur 1994, Lowe und Kreis 1995), und der -Subkomplex kann 

Golgimembranen ArfGTP abhängig binden (Pavel et al. 1998). 

Die COPI-Domänen, die notwendig sind, um die molekulare Architektur von 

Coatomer aufrecht zu erhalten, wurde systematisch mit dem Hefe-2-Hybrid-

System kartiert (Eugster et al. 2000). Die intermolekularen Interaktionen 

wurden dabei wie folgt festgestellt (Arakel 2011): 

 

Interaktion von 
Coatomer-Untereinheit 
(Region)... 

...mit... Referenz 

Intermolekulare Interaktionen 

-COP (686-1201)  -COP (Eugster et al. 2000) 

-COP (534-1034) ’-COP (281-889) (Eugster et al. 2000) 

-COP (526-973) -COP (Eugster et al. 2000) 

-COP (526-973) ’-COP (Eugster et al. 2000) 

-COP (1-525) -COP (Eugster et al. 2000) 

-COP (421-935) -COP (Eugster et al. 2000) 

-COP (1-467) -COP (Eugster et al. 2000) 

-COP (1-935) ’-COP (Eugster et al. 2000) 

Signale 

-COP WD40 (1-285) -KKXX (Eugster et al. 2004) 

’-COP WD40 (1-285) -KKXX (Eugster et al. 2004) 

-COP (1-554) -KKXX auf Cdc42 (Wu et al. 2000) 

-COP Diphenyl Alanin 
Motiv 
(FFXX(KR)(KR))Xn 

(Fiedler et al. 1996) 

-COP (318-338) -RXR (Michelsen et al. 2007) 

-COP (414-435) -RXR (Michelsen et al. 2007) 

-COP dL Motiv 
(WXXXW/Y/F) 

(Cosson et al. 1998) 

??? -KDEL  
Tab. 4 Zusammenfassung der intermolekularen Interaktionen, die Coatomer stabilisieren 
und die Regionen von Coatomer, die verantwortlich sind für die Erkennung von 
Retrievalsignalen (Arakel 2011) 
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Eine Familie von 23-24 kDa Typ1-Transmembranproteinen (p24 Familie) ist 

durch ihren zytosolischen Anteil partiell verantwortlich für die Coatomer-

Rekrutierung zur Golgimembran (Nickel et al. 1997, Stamnes et al. 1995). 

Diese Proteine spielen auch eine wichtige Rolle in der Cargosortierung 

(Goldberg 2000, Lanoix et al. 2001). Die Oligomere der p24 Proteine arbeiten 

hierbei zusammen mit aktivierten dimeren Arf1-Proteinen, um eine 

Bindungsfläche für Coatomer durch individuelle Bindungsorte auf COPI zu 

garantieren (Béthune et al. 2006 a, Zhao et al. 1997). 

Nach der Bindung von Coatomer bewirken die zytoplasmatischen Enden von 

p24-Oligomeren eine Konformationsänderung im Hüllproteinkomplex, welche 

die Polymerisation von Coatomer auslöst (Reinhard et al. 1999). Im 

Anschluss an die Vesikelabspaltung von den membrankoordinierten 

Motorproteinen vermitteln sogenannte tethering-Faktoren, sowie Rab-

GTPasen, den Transport von COPI-Vesikeln zur Zielmembran (Stenmark 

2009, Söllner et al. 1993). Nach dem uncoating vermitteln SNAREs (soluble 

NSF attachment protein receptors) die Fusion mit dem Zielkompartiment. 

 

1.6.2 COPI-Funktion 

 

Die am besten charakterisierte Funktion von COPI ist der retrograde 

Transport von Membran- und luminalen Proteinen im frühen sekretorischen 

Weg. Dieser wird durch diverse Sortierungsmotive und -signale vermittelt. 

Lösliche ER-ansässige Proteine werden normalerweise durch Interaktion mit 

einem Transmembranrezeptor zurückgebracht, bei dem der KDEL-Rezeptor 

eines der am besten untersuchten Beispiele ist. Der Rezeptor bindet lösliche 

Cargoproteine durch Erkennung der Vier-Aminosäure-Sequenz KDEL. Der 

Rücktransport geschieht durch Interaktion mit Coatomer (Lewis und Pelham 

1992 a, Semenza et al. 1990). 

Andererseits gibt es cytosolisch präsentierte Sortierungssignale, wie das C-

terminale –KKXX Motiv von Membranproteinen, welches direkt mit Coat-

Untereinheiten interagiert (Cosson und Letourneur 1994, Letourneur et al. 

1994). Es wurde herausgefunden, dass die WD40-Domänen der - und ’-

COP-Untereinheiten an –KKXX oder –KXKXX Sequenzen binden (Eugster et 
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al. 2004). Es wird diskutiert, dass konstitutiv wiederverwendete Proteine, wie 

p24 oder ERGIC-53, zusammen mit anderen Signalen, -COP binden (Wu et 

al. 2000, Béthune et al. 2006 a, Harter und Wielad 1998). Zum Beispiel bindet 

eine Diphenylalanin-Signatur mit dem Konsensus FFXX(KR)(KR)Xn (n größer 

2) C-terminal in der p24 Familie ebenfalls mit -COP (Goldberg 2000, Fiedler 

et al. 1996, Sohn et al. 1996). 

1.6.3 COPI-Struktur 

 

Sowohl der Käfigkomplex von COPII (Sec 13/31) als auch derjenige von 

Clathrin können sich in vitro spontan in leere sphärische Käfige in 

Abwesenheit oder Anwesenheit von Adaptorproteinkomplexen zusammen-

lagern (Edeling et al. 2006, Fath et al. 2007, Stagg et al. 2006, Stagg et al. 

2008). Die Käfige existieren in unterschiedlichen Größen, Formen und 

Symmetrien. Leider sind im Gegensatz zu COPII und Clathrin für COPI nur 

partielle Strukturen bekannt (Lee und Goldberg 2010, Yu et al. 2009, Watson 

et al. 2004, Hsia und Hoelz 2010). Unter anderem wird diskutiert, dass COPI 

unterschiedliche Konfirmationen annehmen kann und sich dadurch an 

unterschiedliche Größen und Formen des Cargos anpasst (Faini et al. 2012). 

Es ist jedoch weithin akzeptiert (aufgrund von Sequenz-Homologien, 

biochemischen Daten und partiellen Kristallstrukturen), dass der Coatomer F-

Subkomplex (β, γ, δ,) ein Adaptinhomolog ist (Schledzewski et al. 1999). 

Zum Vergleich sei hier die Struktur von Clathrin-Adaptinkomplexen 

beschrieben. 

Adaptinkomplexe nehmen eine charakteristische Struktur mit einem zentralen 

Stamm und zwei Anhangsdomänen an. Zwei große Adaptinuntereinheiten 

(,in AP2) dimerisieren, um den Stamm des Komplexes zu formen. Die 

mittelgroße -Einheit und die kleine -Untereinheit liegen eingelagert im 

Stamm an den Zwischenflächen des Komplexes aus den zwei großen 

Adaptinuntereinheiten (Zolov und Lupashin 2005). Der C-Terminus, der zwei 

Stamm-bildenden Untereinheiten endet in der Anhangsdomäne und ist durch 

einen flexiblen Linker mit dem Stamm verbunden (Edeling et al. 2006, 

Heldwein et al. 2004). Der C-Terminus der Linkerregion der β-Untereinheit ist 

verantwortlich für die Bindung von Clathrin. Weder die Stammdomäne, noch 
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die Anhangsdomäne, binden Clathrin allein (Shih et al. 1995). Der Clathrin-

Käfigkomplex existiert als Triskelion, und besteht aus drei schweren und drei 

leichten Ketten (Fotin et al. 2004). 

 

1.7 Bäckerhefe als eukaryontischer Modellorganismus 
 

In dieser Arbeit wurde die Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae (S. 

cerevisiae) als Modellsystem benutzt. Schon seit Jahren findet diese 

Bäckerhefe vielseitige Verwendung in der Forschung. Wie auch E. coli, weist 

Bäckerhefe im Laboralltag viele Vorteile auf: schnelles Wachstum (geringe 

Verdopplungszeit), Zellen in Suspensionskultur, einfache Konstruktion von 

mutanten Organismen. Das Genom ist gut charakterisiert und einfach 

manipulierbar. S. cerevisiae beansprucht keine komplizierten Sicherheits-

vorkehrungen und das Arbeiten ist in S1-Laboren möglich. Weiterhin ist 

dieses Modellsystem preislich sehr günstig, und eine Lagerung ist bis -80 °C 

möglich (Barnett 2003, Sherman 2002). 

Hefe ist ein Eukaryont mit den typischen Zellorganellen, die sich auch in 

Säugerzellen finden. Es gibt eine Vielzahl an Stammsammlungen zur 

systematischen Suche nach interessanten Mutanten. Der Zusammenhang 

zwischen zahlreichen zellulären Grundfunktionen (z.B. Funktion des 

sekretorischen Wegs) und charakteristischen Phänotypen ist gut untersucht. 

Darüber hinaus existieren für viele Phänotypen standardisierte 

Nachweisverfahren. 

Der COP-Komplex ist zwischen Säugern und dem Hefe-Modellorganismus 

stark konserviert, sodass sich die Verwendung dieses Modellsystems bei der 

Forschung an Transportvesikeln anbietet und eignet. Die Hefeanaloga des 

COPI-Komplexes und die jeweiligen Molekulargewichte sind in Tabelle 5 

zusammengefasst. 
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Mensch (Homo sapiens) Bäckerhefe (Saccharomyces cerevisiae) 

Standard 
Protein Name 

Molekulargewicht 
(kDa) 

Standard Protein Name 
(Gaynor 1998) 

Molekulargewicht 
(kDa) 

-COP 138 Cop1p/Ret2p 136 

-COP 107 Sec26p 109 

-COP 102 Sec27p 99 

-COP 98 Sec21p 105 

-COP 57 Ret2p 60 

-COP 34 Sec28p 42 

-COP 24 Ret3p 22 

Tab. 5 COPI-Untereinheiten in Mensch und Hefe 

 
 

1.8 Biologische und klinische Auswirkungen von Störungen 

im sekretorischen Weg 
 

Der sekretorische Weg ist ein empfindliches System, Einschränkungen und 

Störungen können sich u.a. phänotypisch und klinisch bemerkbar machen. Im 

Mausmodell führte eine Punktmutation im ARCN1 Gen, welche für die δ-

Untereinheit des COPI-Coat-Proteins codiert, phänotypisch zu Ataxie und 

Pigmentstörung (Xu et al. 2010).  

Auch für den KDEL-Rezeptor kann Funktionsverlust mit Krankheiten 

assoziiert werden. Mutiert man dieses Protein, können fehlgefaltete Proteine 

weder repariert noch akkumuliert werden. Dies führt zu Stress im ER und 

leitet zelluläre Dysfunktionen ein. Symptome im Mausmodell sind kardiale 

Dilatation und Herzversagen, interstitielle Fibrose, myozytäre Heterogenität, 

Vakuolenbildung und Apoptose. All diese Symptome decken sich mit denen 

der dilatativen Kardiomyopathie (Hamada et al. 2004). 

Wang et al. fanden heraus, dass die KDEL-Rezeptor-mRNA bei ER-Stress 

hochreguliert wird. Die Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass der Rezeptor 

Autophagie induziert, aber auch im Zusammenhang mit neurodegenerativen 

Erkrankungen steht (Wang et al. 2011). So wird durch Überexpression von 

Proteinen, die mit amylotrophischer Lateralsklerose (SOD1 - G93A 

Superoxiddismutase), Morbus Parkinson (A53T -Synuclein) oder Chorea 

Huntington (Huntingtin) assoziiert werden, die mRNA des KDEL-Rezeptors 

ebenfalls hochreguliert. Es scheint schließlich deutlich zu werden, dass 

dadurch die Degradation dieser Pathogenität verursachenden Proteine durch 
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den Autophagie-induzierenden KDEL-Rezeptor gefördert wird (Wang et al. 

2011). 

Die KDEL-Sequenz spielt auch in der Krankheit Osteogenesis imperfecta eine 

entscheidende Rolle. Die für die posttranslationale Modifikation verant-

wortliche Prolyl 3-Hydroxylase 1 (P3H1) trägt eine C-terminale KDEL-

Sequenz. Wird das kodierende Gen LEPRE1 am ER-Retentionssignal mutiert 

undandere Domänen des Proteins jedoch intakt belassen wird die 

Funktionalität von P3H1 beeinträchtigt. Dieser Defekt trägt zum Ausbruch von 

nicht-lethaler Osteogenesis imperfecta bei (Takagi et al. 2012). 

Die Arbeitsgruppe um Brandon Harvey fand in ihrer im Februar 2013 

erschienen Publikation heraus, dass das neuroprotektive MANF-Protein mit 

dem KDEL-Rezeptor interagiert (Henderson et al. 2013). Die C-terminale, 

KDEL-Sequenz-ähnliche RTDL-Sequenz des MANF-Proteins ist für die 

Lokalisierung des Proteins in das ER verantwortlich. Es konnte bestätigt 

werden, dass die MANF-Sekretion durch den KDEL-Rezeptor reguliert wird.  

 

1.9 nur17-Mäuse 
 

Die nur17-Mäuse besitzen eine N-Ethyl-N-Nitrosourea (ENU)-induzierte Muta-

tion, welche als nur17 (neurological 17) bezeichnet wird (Xu et al. 2010). Die 

Mäuse zeigen als Phänotyp eine Veränderung der Fellfarbe und Ataxie. 

Letztere wird durch die Degeneration der Purkinje-Zellen im Kleinhirn 

hervorgerufen. Störungen im vesikulären Transportweg wurden bereits 

mehrfach als mögliche Ursachen für beide Phänotypen beschrieben (Jeans et 

al. 2007, Assoum et al. 2010). Zusätzlich zu diesen Phänotypen wurde bei der 

nur17-Maus jedoch eine Induktion von Markerproteinen für ER-Stress, 

unnormale Proteinaggregation und filamentöse Läsionen in Form von 

neurofibrillären Tangels im Kleinhirn festgestellt. 

Die Mutation befindet sich im Arcn1-Gen (-COP) und besteht im Austausch 

eines einzelnen Nukleotides. Die Missense-Mutation von T zu C im zehnten 

Exon des Arcn1-Gens bewirkt eine Substitution von Isoleucin zu Threonin in 

Aminosäure 422. Die transgene Expression der Wildtyp-Form von -COP 

revidierte beide Phänotypen der nur17-Maus, was die Annahme unterstützt, 
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dass allein die Arcn1-Mutation verantwortlich für die beobachteten 

Phänotypen ist. 

Die Verfasser der Studie berichten weder von Unterschieden in der 

subzellulären Lokalisation von -COP in Wildtyp- und nur17-Maus-

Melanozyten noch vom KDEL-Rezeptor. Sie schlagen aufgrund einer Störung 

in der Glykosylierung vor, dass in nur17-Mäusen entweder die Effizienz des 

anterograden Transports oder aber der retrograde Transport von 

Oligosaccharid-Transferasen in den Golgi-Cisternae betroffen ist. 

 

1.10 Fragestellung und Ziel der Arbeit 
 

Bis heute ist unklar, wie der KDEL-Rezeptor mit dem COPI-Komplex 

interagiert und welche Untereinheiten von Coatomer dabei eine Rolle spielen. 

Dass der COPI-Komplex große medizinische Relevanz besitzt, zeigen die im 

nur17-Mausmodell beobachteten  phänoypischen Symptomen. Vor allem die 

beobachtete Ataxie unterstreicht die Rolle von COPI bei der Entstehung oder 

Manifestation von neurodegenerativen Erkrankungen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die evolutionäre Konservierung des COPI- 

und des KDEL-Systems zwischen Säuger und Bäckerhefe ausgenutzt, um die 

zellulären Konsequenzen der COPI-Dysfunktion in der nur17-Maus zu 

charakterisieren. Weil die nur17-Mutation nicht in einem hochkonservierten 

Bereich liegt, war die Voraussetzung dafür zunächst der Austausch des -

COP kodierenden Gens der Hefe (RET2) durch das Säugeräquivalent zu 

etablieren. 

Dieser Hefe-Stamm wurde im Rahmen dieser Arbeit konstruiert und 

phänotypisch charakterisiert. Interessanterweise war in diesem Stamm die 

Sekretion von KDEL-Proteinen zu beobachten, was auf eine Dysfunktion 

dieses Transportwegs hinweist. Aus dieser Entdeckung ergab sich die 

Hypothese, dass ein definierter (nicht zwischen Hefe und Säugern 

konservierter) Bereich der -COP-Untereinheit essenziell für die Erkennung 

oder effiziente Rückführung des KDEL-Rezeptors durch COPI ist. Diese 

Hypothese wurde daraufhin in einem Komplementationsansatz mit chimären 
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Proteinen unterschiedlicher C- und N-terminaler Anteile von Ret2 und -COP 

getestet. 
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2 Ergebnisse 

2.1 Austausch von RET2 gegen Säuger -COP in Bäckerhefe 

 

Es ist bisher nicht bekannt, ob das Säuger--COP-Gen das RET2-Hefegen, 

das für das -COP der Bäckerhefe codiert, funktionell ersetzen kann. Da 

RET2 ein essenzielles Gen ist, würde schon das Überleben eines 

Hefestammes nach Austausch der Gene auf eine zumindest teilweise 

erfolgreiche funktionelle Komplementation hinweisen. Da bei der Manipulation 

eines essenziellen Gens mit hohem Selektionsdruck zu rechnen ist, war es für 

die im folgenden beschriebenen Experimente von großem Vorteil, dass die 

Expression der entsprechenden Proteine mit spezifischen Antikörpern 

nachgewiesen wurde. Die Strategie zum Austausch des RET2-Gens beruhte 

auf einer Kombination von homologer Rekombination und Expression des 

RET2-Gens von einem Plasmid aus. Selektivmedien ermöglichen die 

Selektion von Kolonien, in denen die gewünschten Rekombinationsereignisse 

stattgefunden haben bzw. das RET2-Plasmid an- oder abwesend ist.   

Der Hefestamm KM_60 wurde als Ausgangspunkt für den Austausch von 

RET2 genommen und wurde auf folgende Weise konstruiert: In den diploiden 

Wildtypstamm BY4743 wurde das RET2-Gen durch eine Kanamycin-

Resistenz-Kassette ersetzt. Durch das Wachstum auf Kanamycin-haltigem 

Selektivagar wurden alle Zellen selektiert, in denen der Austausch 

stattgefunden hatte. Gleichzeitig trug der Stamm ein Plasmid, von dem aus 

eine temperatursensitive Ret2-Variante exprimiert wurde (p416 ret2-1). Das 

auf dem Plasmid enthaltene URA3-Marker-Gen ermöglichte positive und 

negative Selektion. Anschließend wurde der diploide Stamm zur Sporulation 

gebracht, um haploide Sporen zu erhalten. Die Selektion der Zellen geschah 

durch Wachstum auf Kanamycin-haltigem Selektivagar, um die Anwesenheit 

der Resistenz-Kassette an Stelle des RET2-Gens sicherzustellen und um die 

Expression des p416-ret2-1 zu garantieren (KM_60).  

Von diesem Stamm ausgehend wurde das -COP-Gen, welches sich in 

einem pRS303-Vektor befand, in das Genom der Hefe integriert. Der sich 
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daraus ergebende Stamm (KM_60_intermediate) enthielt dadurch neben der 

ret2-1-Variante das Säugetieräquivalent -COP. Selektiert wurde hierbei auf 

Selektivagar ohne Uracil für die Anwesenheit vom p416-ret2-1-Gen (URA3-

Marker-Gen) sowie ohne Histidin als Selektion auf das HIS3-Marker-Gen des 

-COP-Konstrukts. Abschließend wurde gegen das Plasmid mit der 

Hefeversion des -COP-Gens ret2-1 selektioniert. Diese Selektion wurde mit 

Wachstum auf Selektivagar ohne Histidin aber mit 5-FOA (5-Fluorouracil) 

durchgeführt. Das durch das URA3-Gen codierte Enzym setzt 5-FOA in ein 

toxisches Produkt um, so dass nur Zellen, die das URA3-markierte Plasmid 

verloren haben, diese Selektion überleben können. Der erzielte Stamm wurde 

nach Kora Richter (KR) benannt und erhielt den wissenschaftlichen Namen 

KR_wt_COPD.  Dieser enhielt nur das Säugetieräquivalent -COP. Die 

Lebensfähigkeit dieses Stammes ist ein interessantes Ergebnis, weil eine 

funktionelle Komplementation durch Säuger-COP-Untereinheiten bisher nur 

für eine einzige Deletionsmutante von Hefe-COP-Genen gezeigt werden 

konnte.  Der konstruierte Stamm wächst auf Selektivagar ohne Histidin    

(Abbildung 2  veranschaulicht die Konstruktion). 

Um diesen  konstruierten KR_wt_COPD-Stamm zu charakterisieren, wurde 

ein quantitativer Wachstumsassay durchgeführt. Die Hefezellen wurden über 

Nacht bei 30 C inkubiert. Dabei wurde KR_wt_COPD einmal in Selektiv-

medium ohne Histidin und einmal in mit allen Aminosäuren und Nukleinbasen 

supplementiertem Minimalmedium (SC für synthetic complete) angesetzt. Zur 

Kontrolle wurde der Wildtypstamm BY4741 in SC-Medium herangezogen. Die 

Kulturen wurden anschließend auf eine OD600 von 0,1 verdünnt. Je 200 l der 

Verdünnungen wurden auf eine 96-Lochplatte aufgetragen. Mit Hilfe des 

BioTek Synergy HAT Platereaders wurden alle 20 Minuten Extinktions-

messungen bei 600 nm vorgenommen. Die Zellen wurden über 20 Stunden 

bei 30 C analysiert. Für jeden Stamm wurden Triplikate gemessen. In 

Abbildung 3 sind die Mittelwerte aufgetragen. 
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Abb. 2 Konstruktion des KR_wt_COPD-Stamms.  

Darstellung der Vorgehensweise zum Austausch 

von RET2 gegen Säuger -COP in S. cerevisiae. 

Dabei stellen die ovalen Kreise die Zelle dar und die 

runden Kreise die eingebrachten oder 

ausgeworfenen Plasmide. Pfeile symbolisieren die 

Transformation eines Plasmids in die Hefezelle. In 

der Zelle sind die Plasmide entweder Genom-

integrierend (als Strich symbolisiert) oder nicht-

integrierend (als Kreis verdeutlicht).  
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Abb. 3 Wachstumskurve des KR_wt_COPD-Stamms.  Die Hefezellen wurden über Nacht 

bei 30 C inkubiert. Dabei wurde KR_wt_COPD einmal in Selektivmedium ohne Histidin und 
einmal in mit allen Aminosäuren und Nucleinbasen supplementiertem Minimalmedium (SC für 
synthetic complete) angesetzt. Zur Kontrolle wurde der Wildtypstamm BY4741 in SC-Medium 

herangezogen. Die Kulturen wurden dann auf eine OD600 von 0,1 verdünnt. Je 200 l der 
Verdünnungen wurden auf eine 96-Lochplatte aufgetragen. Mit Hilfe des BioTek Synergy 
HAT Platereaders wurden alle 20 Minuten Extinktionsmessungen bei 600 nm vorgenommen. 

Die Zellen wurden über 36 Stunden bei 30 C analysiert. Für jeden Stamm wurden Triplikate 
gemessen und die Werte geglättet. In der Abbildung sind die Mittelwerte aufgetragen. Die 
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte. 
 
 

Die Analyse des Wachstums von KR_wt_COPD ergab eine für Hefe typisch 

geformte Wachstumskurve (Abbildung 3). Der Stamm weist wie auch der 

Wildtyp-Stamm BY4741 die charakteristischen Phasen des Hefewachstums 

auf: lag-Phase (A), Beschleunigungsphase (B), log-Phase/exponentielles 

Wachstum (C), limitiertes Wachstum (D), stationäre Phase (E). Allerdings 

scheint die log-Phase beim KR_wt_COPD in beiden Medien später 

einzusetzen. Bei allen drei Stämmen findet der Übergang in die stationäre 

Phase nach einer etwa gleich langen log-Phase statt. Der Wildtyp-Stamm 

zeigt jedoch eine höhere Zellzahl in der stationären Phase, was wiederum auf 

eine größere Fähigkeit schließen lässt, die Ressourcen des Mediums voll 

auszuschöpfen. Für den praktischen Umgang bedeutet dies, dass durch den 
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verspäteten Anfang des exponentiellen Wachstums den Säuger--COP-

exprimierenden Zellen mehr Zeit gegeben werden muss, um die benötigte 

optische Dichte (OD) für ein gegebenes Experiment zu erreichen.  

Weiterhin ist festzuhalten, dass das Wachstum in Vollmedium schneller 

vonstattengeht. In der stationäre Phase wird eine höhere Zellzahl erreicht. Die 

Zelldichte erreicht für den BY4741-Wildtypstamm in SC nach 20 Stunden 

ihren Höhepunkt, während das Erreichen dieses Punktes für den 

KR_wt_COPD-Stamm 25 Stunden braucht (in Selektiv-Medium ohne Histidin 

22 Stunden). In SC verlässt der KR_wt_COPD-Stamm die lag-Phase eher. 

Die stationäre Phase hat eine Phase mit langsamen Wachstum vor Erreichen 

des Zelldichtemaximums. Betrachtet man die Verdopplungszeit des 

KR_wt_COPD-Stamms (Abbildung 4) wird deutlich, dass im Gegensatz zu 

einem Wildtyp-Stamm (1,35 Stunden) die Verdopplungszeit um 0,3 Stunden 

(18 Minuten) langsamer ist (KR_wt_COPD in SC – 1,58 Stunden; 

KR_wt_COPD in –His – 1,62 Stunden).  

 

Abb. 4 Verdopplungszeiten KR_wt_COPD.  Die Daten der Wachstumskurve (Abbildung 3) 
wurden zur Basis 10 logarithmiert, die Steigung der Werte in 40 Minuten Intervallen 
berechnet. Die dritt- bis siebthöchsten Steigungswerte wurden gemittelt und exponenziert. 
Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte. 
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2.2 Expressionskontrolle von -COP in KR_wt_COPD 
 

Die Manipulation von essenziellen Genen setzt die Zellen einem hohen 

Selektionsdruck aus. Daher ist es denkbar, dass bei der in etlichen 

Selektionsschritten durchgeführten Konstruktion des Stammes KR_wt_COPD 

nicht vorhergesehene Integrationsereignisse zu einer Expression der 

jeweiligen Markergene geführt haben. Daher war es wichtig, durch Nachweis 

des Ret2- und des Säuger--COP-Proteins die Abwesenheit des einen und 

die Anwesenheit des anderen im konstruierten Stamm zu bestätigen. Dafür 

wurden die Zwischenprodukt-Stämme als Positivkontrollen verwendet. Die 

Expression wurde durch das Western Blot-Verfahren mit spezifischen 

Antikörpern überprüft.  

Im BY4741-Stamm konnte wie erwartet Ret2 nachgewiesen werden 

(Abbildung 5). KM_60 und KM_60_intermediate sind Zwischenprodukte in der 

Herstellung des KR_wt_COPD-Stamms. Der KM_60-Stamm enthält das 

mutierte ret2-1 Gen auf dem nicht-integrierten p416-Plasmid und diente als 

Kontrolle von ret2-1 (welches der Ret2-Antikörper auch erkennt, da das 

erkannte Epitop von der Trunkation nicht betroffen ist). Der 

KM_60_intermediate-Stamm enthielt bereits das -COP-Gen und konnte 

damit als Kontrolle verwendet werden. Der neu hergestellte KR_wt_COPD-

Stamm sollte nur -COP enthalten und kein Ret2-Protein. 

Die Stämme wurden am Vorabend in 3 ml des Selektivmediums inkubiert. Der 

BY4741-Stamm wuchs in Vollmedium SC, KM_60 und KM_60_intermediate 

in –Ura und KR_wt_COPD in –His-Medium. Alle Stämme wuchsen für 16 

Stunden über Nacht bei 30 C.  

Nach Lyse der Zellen wurden die Proteinextrakte auf ein 12 %-

Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach der Übertragung des Gels auf eine 

Nitrozellulose-Membrane erfolgte die Detektion mit -Ret2 und --COP-

Antikörpern.  
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Abb. 5 KR_wt_COPD-Stamm-Herstellung. Auf ein 12 %-SDS-Gel wurden Proteinextrakte 
der Stämme BY4741, KM_60, KM_60 intermediate und KR_wt_COPD aufgetragen. Die 
ersten drei genannten wurden benutzt, um den KR_wt_COPD-Stamm zu konstuieren. Nach 

der Gelelektrophorese wurde die Proteine nach Western Blot mit den Antikörpern -Ret2 und 

--COP detektiert. Als Ladekontrolle wurden die Membranen im Anschluss mit -PGK 
inkubiert und detektiert. 
 
 

Der BY4741-Stamm und der KM_60-Stamm zeigen eine Bande im Nachweis 

gegen das Ret2-Antigen (A) und keine Bande bei der Detektion des -COP-

Gens (B). Dabei ist eine Verschiebung bzw. stärkere Expression des Ret2-

Gens beim KM_60, und auch beim KM_60_intermediate zu erkennen. Das 

Protein wird überexprimiert, da es nicht von seinem genomischen Lokus 

sondern von einem low-copy-Plasmid (p416) exprimiert wird (unter der 

Kontrolle des RET2-Promoters). Im KM_60_intermediate-Stamm ist weiterhin 

eine schwache Bande in der Detektion gegen das -COP-Gen erkennbar. Die 

schwächere Expression als im KR_wt_COPD-Stamm ist möglicherweise 

durch die Anwesenheit von Ret2 und -COP zu erklären. Da es sich um einen 

Hefeorganismus handelt, wird Ret2 vermutlich bevorzugt in den heptameren 

COP-Komplex eingebaut und stabilisiert. Im finalen KR_wt_COPD-Stamm ist 

keine Expression des Ret2-Gens erkennbar, da es im Genom deaktiviert 

(ausgeknockt) und auf dem p416-Plasmid gegenselektioniert wurde. Dagegen 
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kann man aber deutlich die starke Expression des -COP-Gens erkennen. Als 

Ladekontrollen wurden die Blots in einem zweiten Durchlauf gegen das 

Glykolyse-Enzym PGK1 detektiert. 

 

2.3 Ret2-Gen rettet Sekretion im Ret2-ko-Stamm 
 

Die Lebensfähigkeit des neu etablierten und konstruierten Stammes 

KR_wt_COPD und sein zwar verlangsamtes, aber robustes Wachstum 

bestätigte eine partielle funktionelle Komplementation der Ret2-

Deletionsmutante durch das -COP Säugeräquivalent. Es gibt verschiedene 

existierende Standard-Nachweisverfahren, um die Integrität der 

Transportvorgänge im Endomembransystem der Bäckerhefe zu beweisen. 

Aufgrund der Beteiligung von COPI am Retrieval von HDEL-tragenden 

luminalen Proteinen über den KDEL-Rezeptor, wurde das Kar2-Assay als 

Nachweisverfahren gewählt, um den KR_wt_COPD-Stamm auf Defekte zu 

testen. Bei Beeinträchtigung des Transportwegs kam es zu einer Sekretion 

von KDEL-Proteinen ins Medium (siehe Kapitel 5.2.3.2) (Schuldiner et al. 

2005). Mit diesem Ansatz bot sich die Chance, eine mögliche Beteiligung von 

-COP bei der Erkennung des KDEL-Rezeptors zu untersuchen.   

Beim Sekretionsassay (Abbildung 6) wurde als Positivkontrolle für Maximal-

sekretion ein Erd1-Stamm benutzt, der nachweislich einen Sekretions-

phänotypen aufweist, da sein Sekretionsweg gestört ist (Auer 2008). Der 

BY4741-Stamm wurde als Negativkontrolle eingesetzt, da hier kein Phänotyp 

vorliegt. Für den KR_wt_COPD-Stamm wurde bereits bewiesen, dass er kein 

Ret2-Gen mehr und stattdessen das Säugeräquivalent -COP enthielt 

(Kapitel 2.2 und Abbildung 5). Es sollte daher gleichzeitig getestet werden, ob 

der möglicherweise vorhandene Sekretionsphänotyp rückgängig gemacht 

werden könnte, wenn Ret2 auf einem Plasmid wieder eingeführt werden 

würde. Das Ret2-Gen wurde auf einem p415-Vektor eingebracht. Einmal wird 

der leere Vektor getestet, um nachzuweisen, dass dieser nicht an der 

„Rettung der Sekretion― beteiligt ist (KR_wt_COPD + p415) und zum anderen 

wurde das komplette RET2-Gen im Vektor (KR_wt_COPD + p415-Ret2) 

verwendet.  
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Als Antikörper wurde -PDI verwendet. Dieses KDEL-Protein ist ein 

Haushaltsprotein des endoplasmatischen Retikulums und kann daher im 

Pellet nachgewiesen werden. Es ist jedoch als KDEL-Sequenz-tragendes 

Protein ebenfalls im Medium der Zelle vertreten und wurde hier als Nachweis 

für sekretierende KDEL-Proteine verwendet. 

 

 

Abb. 6 Sekretionsrevidierung durch RET2-Plasmid. Die Stämme ERD1, BY4741, 
KR_wt_COPD + p415, KR_wt_COPD + p415-Ret2 und KR_wt_COPD wurden im Wachstum 
normalisiert und schließlich zentrifugiert. Der Überstand wurde TCA-Präzipitiert, mit 
Ladepuffer versetzt und auf ein 12 %-SDS-Gel aufgetragen. Der Rückstand mit den 
Proteinextrakten wurde direkt mit Ladepuffer versetzt und ebenfalls auf ein 12 %-SDS-Gel 
aufgetragen. Nach der Größenauftrennung wurden die Proteine per Western Blot-Verfahren 

auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Zur Detektion wurde im ersten Durchgang -PDI 

und im zweiten Schritt -PGK als Ladekontrolle verwendet. 
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Abb. 7 Sekretionsstatistiken. Die Membranen der Sekretionsassays wurden mit dem Licor-

Gerät gescannt. Die Intensität der einzelnen Banden wurden auf der mit -PDI und auf der 

mit -PGK-inkubierten Membran der Sekretionsassays (Abbildung 6) berechnet. Das relative 
Verhältnis wurde durch den PDI-Wert zum PGK-Wert berechnet. Das absolute Verhältnis 

wurde durch Relativierung zum Erd1-Stamm berechnet. Die Werte aus n=3 wurden gemittelt 
und aufgetragen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte. 
 
 

Durch das mehrfach durchgeführte Experiment (n=3; Fehlerbalken zeigen 

den Standardfehler) wird deutlich, dass der Erd1-Stamm am meisten 

sekretiert (auf 100 % festgelegt und stets als Bezugspunkt benutzt) und der 

Wildtyp-Stamm BY4741 nicht nachweisbar war (Abbildung 7). Die Sekretion 

des KR_wt_COPD (einmal ohne Plasmid und einmal mit leerem p415-Vektor) 

liegt bei ca. 40 % der Maximalsekretion. Bringt man das RET2-ORF unter 

Kontrolle des MET25-Promotors auf einem Plasmid ein (KR_wt_COPD + 

p415-RET2) ist eine Rettung der Sekretion deutlich erkennbar. Die KDEL-

Sekretion liegt wie auch beim Wildtyp-Stamm BY4741 bei ca. 8 %.   

Aus dem KDEL-Sekretionstest ergibt sich, dass der Prozess des Retrievals 

von KDEL-Proteinen gestört ist, wenn der Hefestamm Säuger--COP statt 

Ret2 exprimiert. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass zwischen den 

beiden Proteinen nicht-konservierte Bereiche entweder direkt an der 

molekularen Erkennung des KDEL-Rezeptors beteiligt sind oder zu einer 

größeren Region in der Struktur des Coatomer-Komplexes gehören, die für 

diese Erkennung verantwortlich ist. Diese Erkenntnisse erlauben uns über 
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einen so genannten chimären Ansatz, den verantwortlichen Bereich in -COP 

näher einzugrenzen.  

Dafür wurde bereits nachgewiesen, dass die Expression von Ret2 von einem 

eingeführten Plasmid, p415, zu einer vollen Komplementation des 

Sekretionsphänotyps führt. Damit ist diese Form der Expression eine 

geeignete Strategie für die Expression von Ret2/Säuger--COP-Chimären 

und die Bestimmung der durch sie erreichten funktionellen Komplementation 

in diesem Prozess. 

 

2.4 Konstruktion der Chimären 

2.4.1 Ablauf des Klonierens 

 

Es wurden acht Chimären zwischen Ret2 und Säuger--COP konstruiert 

(Schema der jeweiligen Bruchpunkte in Abbildung 8, Ablauf des Klonierens in 

Abbildung 14 dargestellt). Die Chimären 1-4 enthielten dabei das C-terminale 

Ende des Ret2-Gens, während die Chimäre 5-8 das C-terminale Ende des -

COP-Gens beinhalteten.  
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Abb. 8 Konstruktion der Chimären 

 
 
Zuerst wurden die Fragmente durch Polymerasekettenreaktion (PCR) 

amplifiziert. Für den Ret2-Anteil wurde dafür ein BFGIII-Ret2-Plasmid benutzt, 

für -COP ein von Dr. Arakel gestelltes BFGIII Plasmid. Die PCR-Fragmente 

wurden im Agarosegel aufgetrennt und auf ihre Größe überprüft. Es konnten 

dabei die Fragmentlängen bestätigt werden (Tabelle 6). Nach Aufreinigung 

der herausgetrennten DNA-enthaltenden Gelstücke, wurde eine zweite PCR 
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durchgeführt. Dafür wurde das Ret2-Fragment mit dem -COP-Fragment 

zusammengesetzt und amplifiziert. Die verwendeten Primer waren 

Ret2_BamF/btdeltaCOP_NotR und DCOP_BamF/Ret2_NotR (Sequenzen 

Kapitel 5.1.8). Durch die Auftrennung der PCR-Produkte mittels Agarose-

Gelelektrophorese konnten anschließend die Größen der Inserts verglichen 

und bestätigt werden. 

 

Chimär PCR-Fragmente nach 1. PCR PCR-Fragmente nach 2. PCR 
 Ret2 -COP  

Chimär 1 178 1362  1540 
Chimär 2 504 1038 1542 
Chimär 3 1065  531  1596  
Chimär 4 1263 348 1611 
Chimär 5 174 1464 1638 
Chimär 6 498 1137 1635 
Chimär 7 1005 582 1587 
Chimär 8 1188 384 1572 

Tab. 6 Fragmentgrößen in Basenpaaren 

 
 
Anschließend wurden die aufgereinigten PCR-Produkte mit 

Restriktionsendnucleasen geschnitten. Dadurch entstanden sticky ends und 

die Inserts konnten in einen ebenfalls geschnittenen BFGIII-Vektor 

hineinligiert werden. Die verwendeten Restriktionsenyzme waren NotI und 

BamHI. Die Restriktionsprodukte wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt. 

Dort konnten die Fragmente mit der korrekten Länge von anderen DNA-

Molekülen getrennt werden, sie wurden ausgeschnitten und aufgereinigt.  

Anschließend folgte die Ligation des Inserts in den Vektor. Nach 16 Stunden 

wurden die Ligationen in E.coli-Zellen durch Elektroporation transformiert und  

auf Ampicillinplatten selektiert, bis Kolonien gewachsen waren. Nach 

weiterem Wachstum der Zellen in Flüssigkultur wurden die Plasmide per 

Minipräparation isoliert und zur Kontrolle sowohl mit einer 

Restriktionsendonuklease geschnitten als auch sequenziert (durch GATC-

Firma).  

Da sichergestellt werden sollte, dass eine möglicherweise vorhandene 

Funktionalität der Chimären nicht durch den HA-Tag am N-Terminus gestört 

wird, wurden alle Inserts nach Fertigstellung der BFGIII-Konstrukte in den 

p415-Vektor religiert, um eine N-terminal nicht markierte Version der 
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Chimären zu konstruieren. Sowohl alle 8 Chimären als auch BFGIII-Ret2, 

wurden so umkloniert. Dazu wurden sie mit BamHI und XhoI aus den 

Plasmiden geschnitten und, wie oben beschrieben, in den Vektor ligiert. 

Soweit nicht anders angegeben, wurden in den Experimenten die p415-

Konstukte verwendet.  

 

2.4.2 Kontrolle des Klonierens 

 

Die Ergebnisse des Klonierens der Chimäre wurden zum einen durch 

Testverdau und zum anderen durch Sequenzierung kontrolliert. Für die 

Sequenzierung wurden die ermittelten Sequenzen mit CLUSTALW zur 

Originalsequenz aus der Datenbank mittels Alignment in Beziehung gesetzt 

und überprüft. Bei Punktmutationen wurde geprüft, ob es sich eventuell um 

eine stille Mutation handelt, indem die aus den DNA-Sequenzen übersetzten 

Aminosäure-Sequenzen der Chimären mit Ret2 bzw. -COP verglichen 

wurden.  

Für den analytischen Restriktionsansatz wurden die Plasmide mit den 

Chimären mit BamHI und NotI gespalten und im Anschluss auf einprozentiges 

Agarosegel aufgetragen. Die Detektion im Transluminator bewies die 

erwartete Größe des Vektors sowie der Inserts (siehe Abbildung 9, 

Fragmentgrößen siehe Tabelle 6) 

 

Abb. 9 Verdau der Chimären. Die BFGIII-Chimären wurden mit den Restriktionsenzymen 
NotI und BamHI verdaut und auf einem 1 %-Agarosegel mittels Agarose-Gelelektrophorese 
der Größe nach aufgetrennt. Durch den hinzugefügten interkalierenden Farbstoff konnten die 
geschnittenen DNA-Fragemente mittels UV-Licht-Transluminator visualisiert werden. Der 
aufgetragene Größen-Marker gab Rückschlüsse auf die Größe der DNA-Abschnitte. Die 
Vektoren haben eine Größe von über 6000 bp, die Inserts sind im Größenbereich von 1500 
bp zu finden. 
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2.5 Expression der Chimären 
 

Die acht Plasmide mit den Chimären wurden jeweils in Hefe transformiert und 

die Expression der entsprechenden Proteine per SDS-Gelelektrophorese 

kontrolliert. Da jede Chimäre einen anderen Bruchpunkt zwischen Ret2-Gen 

und -COP-Gen aufwies, binden die jeweils spezifischen Antikörper nicht an 

alle Chimären. Je nachdem, ob die Erkennungssequenz im Protein enthalten 

ist oder nicht, gibt es stets ein anderes Bindungsmuster der Antikörper.  

Die Chimären wurden zunächst im BFGIII-Vektor konstruiert, um eine N-

terminal HA-markierte Variante (HA-Tag) zu erhalten. Dieser Schritt war 

wichtig, um die Expression der Chimären kontrollieren zu können. Es konnte 

jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass dieser mit der Sekretion 

interferiert. Daher wurden die Chimären für den Sekretions-Nachweis in ein 

anderes Plasmid, p415MET25, umgesetzt, von wo aus sie ohne N-terminales 

HA-Tag exprimiert wurden. 
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Abb. 10 Expression der Chimären. Die konstruierten BFGIII- und p415-Plasmide wurden in 
den Kora Richter KR_wt_Stamm transformiert. Die Proteinextrakte dieser Stämme wurden 
auf 12 %-SDS-Gele aufgetragen und mittels Western Blot-Verfahren auf eine Membran 
transferiert. Die Membranen mit den BFGIII-Chimären im KR_wt_COPD-Stamm wurden mit 

-HA, -Ret2 und --COP inkubiert und detektiert. Die KR_wt_COPD-Stämme, welche die 

p415-Plasmide enthielten, wurden aufgrund des fehlenden HA-Tags nur mit -Ret2 und --

COP inkubiert und detektiert. Die Pfeile in den -COP-Blots markieren das -COP-Protein 
des KR_wt-Stamms. 
 
 

Aus den Expressionsblots wird deutlich, dass die Chimären sowohl 

unterschiedlich exprimieren als auch unterschiedlich von den Antikörpern 

erkannt werden. Die Durchführung der Expressions-Blots geschah dreimal, 

um sicherzustellen, dass die Ergebnisse statistisch signifikant sind.  

Der monoklonale HA-Antikörper kann für die in BFGIII konstruierten Chimären 

die Expression aller acht chimären Proteine bestätigen. Aufgrund bekannter 

Konzentration und Affinität des Antikörpers zum Protein korreliert die 
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Signalstärke mit der Expression des Proteins. Die Proteine weisen jeweils 

ähnliche Größen zwischen 70-90 kDa auf. Die Anwesenheit des HA-Tags 

macht es denkbar, dass die Proteine ein höheres Molekulargewicht aufweisen 

als sich aus dem reinen Ret2/-COP-Anteil errechnen lässt.  

Der -COP-Antikörper ist polyklonal und erkennt verschiedene Epitope. Die 

Membranen, die mit dem -COP-Antikörper detektiert wurden, weisen zwei 

Banden auf. Die untere Bande, die mit dem Pfeil (   ) in Abbildung 10 markiert 

ist, erkennt das im Kora Richter Wildtyp-Stamm KR_wt_COPD integrierte, 

gegen das Ret2 ausgetauschte, -COP-Protein. Die obere Bande hingegen 

ist mit dem -COP-Anteil der Chimären assoziiert. In allen acht Chimären sind 

unterschiedliche Anteile des -COP-Gen vorhanden Der Antikörper kann 

daher an unterschiedlichen, Epitopen binden. Es ist nicht bekannt, welche 

Genabschnitte welche Epitope besitzen und an welchen Stellen der 

Antikörper bindet. Die Stärke der Bande gibt daher keine Rückschlüsse auf 

die Expressionsstärke. Sie beweist, wie stark die Affinität des -COP-

Antikörpers und wie hoch der Proteinanteil bzw. die Größe der Konzentration 

des spezifischen Antikörpers in der -COP-Antikörper-Mischung ist. Der -

COP-Antikörper wurde in diesem Zusammenhang nicht für die Expression 

verwendet, sondern um die Anwesenheit des -COP-Proteins bzw. eines 

Anteils davon zu beweisen. Die Expression der Chimären kann daher nur mit 

dem HA-Antikörper nachgewiesen werden.  Festgehalten werden kann 

jedoch, dass im KR_wt_COPD-Stamm trotz transformierten Chimären das 

integrierte -COP-Protein (Abbildung 10,   ) nachweisbar ist und jeweils eine 

Bande auf gleicher Höhe aufweist. Die berechnete Größe der -COP-

Untereinheit beträgt 57 kDa (Uniprot). 

Der anti--COP-Antikörper (--COP) erkennt weiterhin die in den Chimären 

enthaltenen unterschiedlich großen Anteile des -COP-Proteins. Alle BFGIII-

Chimären können von dem -COP-Antikörper erkannt werden, zeigen jedoch 

unterschiedlich starke Signale abhängig davon, welcher Abschnitt der -COP-

Sequenz in der Chimäre präsent ist. So ist die Bande für das -COP-Protein 

der Chimären 3 und 4 nur sehr schwach ausgeprägt, bei Chimäre 1 dagegen 

stärker. In den p415-Chimären ist die Erkennung der -COP-Proteine 
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ebenfalls in allen Stämmen erkennbar. Die Bande der hier integrierten -COP-

Gene ist schwächer erkennbar (   ), aber dennoch immer nachweisbar. Da die 

Proteine ohne HA-Tag kleiner sein, überlagern sich bei den Chimären 

1,2,5,6,8 die Banden des zweiten -COP-Proteins. Dies wird durch eine 

stärke Bande deutlich. Liegen zwei Banden vor, wie z.B. bei den Chimären 

2,4,7, ist eine deutlich schwächere Bande zu vernehmen. Interessant ist, dass 

die Chimären 1 und 2 in beiden Vektoren starke Banden aufweisen, wogegen 

die Chimären 3 und 4 im BFGIII- und p415-Vektor beide schwach. Die 

erkennbaren Banden sind in beiden Vektoren gleichermaßen verschoben und 

weisen die gleiche Stufung auf.  

Der -Ret2-Antikörper erkennt die Epitope bei den BFGIII-Chimären Nr. 3 – 8 

sehr gut, die Ret2-Protein-Anteile der Chimären 1 und 2 weisen sehr 

schwache Banden auf. Die Chimären 5 und 6, welche den längsten C-

terminalen Anteil des Ret2-Gens tragen, weisen die stärksten Banden auf. 

Sind die Chimäre in den p415-Vektor integriert, sind die Chimären 3, 4 und 7 

mit starken Banden vertreten. Die anderen Chimären weisen schwache 

Banden auf.  Während in den BFGIII-Vektor-Chimären Nr. 5 und 6 sehr starke 

Banden erkennbar sind, sind diese Banden in den p415-Vektor-integrierten-

Chimären 5 und 6 nur sehr schwach erkennbar. Der Vektor scheint also eine 

bedeutende Rolle in der Erkennung der Proteinanteile durch den Antikörper 

zu spielen. Hingegen ist der Shift von der Chimäre 3 und zu Chimäre 4 in 

beiden verwendeten Vektoren gleich. 

Als Positivkontrolle für Ret2 fungiert hierbei der BY47471-Stamm. Für -COP 

wurde der KR_wt_COPD-Stamm benutzt. 

 

2.6 Sekretionsassay mit p415-Chimären 
 

Nach dem Klonieren der Chimären und der Überprüfung ihrer Expression 

konnte das eigentliche Experiment, das KDEL-Sekretionsassay, durchgeführt 

werden (Abbildung 11). 

Die Stämme wuchsen über mehrere Stunden bei 30 C, die OD600 wurde 

mehrmals gemessen und die Stämme entsprechend verdünnt. Damit wurde 

sichergestellt, dass die Kulturen zum Startpunkt des Experimentes gleiche 
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Zelldichten besaßen. Nach Zentrifugation wurde das Protein im Überstand der 

Zellen mit Trichloressigsäure präzipitiert, während das Pellet nach Lyse der 

Zellen als Kontrolle verwendet wurde. Das Präzipitat des Überstandes und 

das lysierte Pellet wurden dann mit SDS-Ladepuffer versetzt und auf 12 %-

SDS-Gele aufgetragen. Nach Ablauf der Gelelektrophorese wurden die 

Proteine auf eine Membran geblottet und immunodetektiert. Als Ladekontrolle 

für die Gesamtzahl der Zellen wurde der -PGK1-Antikörper verwendet. Das 

Nachweisverfahren wurde fünfmal wiederholt. Als Marker für die maximal zu 

erwartende Sekretion wurde der erd1-Stamm benutzt, für die Kontrolle der 

Hintergrund-Sekretion wurde der Wildtyp-Stamm BY4741 verwendet. Um das 

Ausmaß des Sekretionsdefekts in dem mit Säuger--COP komplementierten 

Stamm für jedes Experiment als Referenzpunkt zu messen wurde der 

KR_wt_COPD-Stamm aufgetragen. 

 

Abb. 11 Sekretionsassay p415-Chimären. Durchgeführt wurde ein Sekretionsassay mit den 
acht klonierten Chimären im p415-Vektor, transformiert in KR_wt_COPD. Als Positivkontrolle 

für Maximalsekretion wurde ERD1 verwendet, als Negativkontrolle BY4741 und zur 
Darstellung der basalen Sekretion des verwendeten Stamms der KR_wt_COPD-Stamm 
selbst. Auf einem 12 %-SDS-Gel wurden die Überstände und die Pellets dieser o.g. Stämme 
aufgetragen. Nach Transferieren der Proteine auf eine Membran mittels Western Blot wurden 

die Membranen mit -PDI und im Anschluss mit -PGK inkubiert. 
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Abb. 12 Sekretionsstatistiken. Die Membranen der Sekretionsassays wurden mit dem 

Licor-Gerät gescannt. Die Intensität der einzelnen Banden wurden auf der mit -PDI und auf 

der mit -PGK-inkubierten Membran der Sekretionsassays (Abbildung 11) berechnet. Das 
relative Verhältnis wurde durch den PDI-Wert zum PGK-Wert berechnet. Das absolute 

Verhältnis wurde durch Relativierung zum Erd1-Stamm berechnet. Die Werte aus n=5 
wurden gemittelt und aufgetragen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der 
Mittelwerte. 
 
 

Das Sekretionsassay zeigt deutliche Unterschiede in der KDEL-Sekretion der 

verschiedenen Hefestämme. Alle Stämme wurden auf die im erd1-Stamm 

beobachtete Sekretion normalisiert. 

Die p415-Chimären sekretieren in unterschiedlichen Ausmaßen. Während die 

KR_wt_COPD-Stämme mit den Chimären 5 – 8 mehr als die Kontrolle 

KR_wt_COPD + p415 aufwiesen, kann man bei den Chimären 1 – 4 eine 

niedrigere Sekretion feststellen. Allerdings sind einzig die Ergebnisse der 

Chimäre 2 signifikant. Mit einer Minimalsekretion von ca. 10 % entspricht dies 

einem gleichen Wert wie bei dem Wildtyp BY4741 (Abbildung 12).  

 

  



3 Diskussion 40 

  

3 Diskussion 
 

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse ermöglichen zunächst 

zwei wesentliche Schlussfolgerungen: 

1) Das -COP-Gen des Rindes (hochkonserviert in allen Säugetieren) kann 

das essenzielle Hefegen Ret2, das ebenfalls für die -COP-Untereinheit 

codiert, aber zu den Säugergenen wenig Sequenzähnlichkeit aufweist, 

insoweit funktionell ersetzen, als das die resultierenden Hefezellen überleben 

(im Unterschied zu einer Deletionsmutante ohne RET2-Gen). 

2) Der so komplementierte Stamm sezerniert Proteine, die normalerweise 

über eine Interaktion mit dem KDEL-Rezeptor im frühen sekretorischen Weg 

zurückgehalten werden. 

 

Eine wichtige Funktion von COPI-Vesikeln ist die Rückführung von Cargo-

Proteinen ins ER. Diese werden häufig über Peptid-Sortierungssignale in 

zytosolischen Domänen erkannt. Anhand der am Mikroskop von A. Clancy 

(AG Schwappach) erhobenen Daten kann bestätigt werden, dass COPI 

weiterhin die ER-Retrievalsignale KKXX und RXR erkennt. Daher scheint eine 

gewisse funktionelle Intaktheit der COPI-Vesikelhülle vorzuliegen. Der 

Sekretionsphänotyp ist also nicht über grundlegende Defekte in der COPI-

Vesikelbildung zu erklären. 

Da der KDEL-Rezeptor strukturell nicht verändert wurde, kann man davon 

ausgehen, dass die Bindung der KDEL-Proteine nicht beeinträchtigt ist. 

Vielmehr deuten die Ergebnisse darauf hin, dass eine für das Retrieval von 

KDEL-Proteinen relevante Funktion von Ret2 durch -COP aus Säugern nicht 

ersetzt werden kann. In einem auf Chimären beruhenden Ansatz wurden die 

Sequenzunterschiede der beiden Gene genutzt, um den relevanten Bereich 

einzugrenzen. 

Unabhängig vom genauen Mechanismus, der zu einer Störung der Retention 

von KDEL-Proteinen führt, kann man aus dem Komplementationsverhalten 

der konstruierten und funktionell getesteten Chimären klar auf den relevanten 

Bereich von Ret2/-COP schließen: Betrachtet man das Ausmaß der 

Sekretion, ist es bei Chimäre 2 am geringsten. Der Abschnitt zwischen 
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Aminosäure 55 und 166 von Ret2 hat also eine wichtige Rolle bei der 

gesuchten Funktion von COPI, die zwar nicht essenziell, aber für eine 

normale Retention von KDEL-Proteinen erforderlich ist. Auf diesem Bereich 

kartiert die sogenannte Longin-Domäne, die in -COP bioinformatisch 

identifiziert wurde. 

Betrachtet man im Alignment von -COP und Ret2 die Primärstruktur, wird 

nur eine 23 %-Identität deutlich. Die Sekundärstruktur hingegen weist 

interessante Parallelen auf (Abbildung 13). 
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Abb. 13 Alignment von -COP und Ret2. Die Aminosäure-Sequenz für -COP wurde aus 
der UniProt-Datenbank (Entry P48444) bezogen. Für Ret2 wurde die Saccharomyces 
Genome Database benutzt (Systematic Name YFR051C). Das Alignment wurde mit ClustalW 
durchgeführt. Folgende Anwendungen fanden Verwendung: „Pairwise Alignment 
Slow/Accurate Protein‖, „Gap Open Penalty 15‖. (*) bedeutet gleiche Aminosäure, (:) 
bedeutet stark konserviert; (.) bedeutet schwach konserviert. Die Sekundärstruktur im rechten 
Bild wurde mit dem Jpred3-Algorithmus vorrausgesagt. Die grünen Balken symbolisieren α-
Helices, die roten Balken β-Faltblätter 
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Man findet am N-terminalen Ende eine Profilin-ähnliche Faltung. 

Gekennzeichnet wird sie durch ein fünffaches β-Faltblatt und 2 α-Helices auf 

der einen und eine α-Helix auf der anderen Seite (Topologie 

β1β2α1β3β4β5α2α3). Dieses Faltungsmuster wurde als Longin-Domäne 

bezeichnet und ist in der Regel 100-120 Aminosäuren lang (Rossi et al. 

2004).  

Longin-Domänen sind evolutionär hochkonserviert und wurden nach 

bioinformatischen Recherchen zuerst in folgenden drei Proteinen gefunden: 

 VAMP (vesicle associated membane proteins, tetanus-neurotoxin-

insensitive TI-VAMP oder VAMP7) (Galli et al. 1998) 

 Sec22 (Sacher et al. 1997) 

 Ykt6 (McNew et al. 1997) 

Später fiel die Struktur weiterhin in Rab-GEFs (DENNs, MON1/CCZ1, BLOC-

3, TRAPP-Komplex) und anderen GEFs auf (Levine et al. 2013, Schäfer et al. 

2012). 

 

Namentlich entstammen die sog. Longin-Domänen den longins, auch long-

VAMPs genannt. Bei der Erforschung von klassischen VAMPs fiel beim 

humanen VAMP SYBL1 eine  doppelte Länge des N-Terminus auf (Galli et al. 

1998, D’Esposito et al. 1996). Dieser N-terminale Teil stellte sich als 

hochkonserviert in diversen Species heraus und wurde daraufhin aufgrund 

seiner Länge als Longin-Domäne bezeichnet, die verlängerten VAMPs tragen 

den Namen longins (Filippini et al. 2001). Diese zählen zu einer Untergruppe 

der R-SNAREs wie auch die short VAMPs/brevis. R-SNAREs können 

gemeinsam mit drei Q-SNAREs einen SNARE-Komplex bilden (Rossi et al. 

2004). 

 

Evolutionsbiologisch sind Longin-Domänen zwischen Tieren, Pilzen und 

Pflanzen konserviert. Dies weist darauf hin, dass die Longin-Domäne für 

diesen Typ von SNAREs bzw. andere am Vesikeltransport beteiligte 

Proteinfunktionen wichtig ist. 
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Über die genaue Funktion der Domäne im zellulären Geschehen ist bisher 

noch nicht viel bekannt. Bei t-SNAREs wurde eine autoinhibitorische Funktion 

durch Zurückklappen der Domäne entdeckt (Vivona et al. 2010). 

 

Interessant ist nun, dass erstens genau dort, wo die Domäne im -COP und 

RET2-Gen zu finden ist, der Austausch in der Chimäre 2 stattgefunden hat, 

und das zweitens diese Position bei -COP eine besondere Rolle zu spielen 

scheint. Die genaue Aufklärung dieser Rolle durch weitere Experimente wird 

wesentlich zum Verständnis der Longin-Domänen der Dynamik des COPI-

Vesikelhüllkomplexes und seiner Interaktion mit dem KDEL-Rezeptor 

beitragen. 

 

4 Ausblick 
 

Das Klonieren der Chimären und die anschließenden Sekretionsassays 

führten zu der Entdeckung, dass die Longin-Domäne der -COP-Untereinheit 

eine wichtige Rolle beim Retrieval von KDEL-Proteinen spielt. Nun gilt es, 

diese weiter zu untersuchen. An diesem Punkt endet diese Arbeit, doch sie 

wirft eine Vielzahl an neuen Fragen auf: Welche Rolle spielt die Longin-

Domäne in der Struktur und Dynamik des gesamten COPI-Komplexes? 

Rekrutiert diese Domäne über Protein-Protein-Interaktionen weitere 

Bindungspartner an den COPI-Komplex? Interagiert sie eventuell direkt mit 

dem KDEL-Rezeptor oder mit der kleinen ATPase Arf, die die 

Membranassoziation des COPI-Vesikelhüllkomplexes reguliert? 

Die Beantwortung all dieser Fragen mit weiteren Experimenten könnte 

wertvolle Erkenntnisse zur Struktur und Funktion von COPI sowie zum 

Retrieval von luminalen Proteinen mit Hilfe des KDEL-Rezeptors im frühen 

sekretorischen Pfad geben. Störungen dieses Systems im Säugerorganismus 

haben pathophysiologische Konsequenzen, deren genaue Ursachen noch 

nicht geklärt sind. Langfristig wird ein tieferer Einblick in das Wechselspiel 

zwischen COPI und KDEL-Rezeptor auch das Verständnis solcher 

pathophysiologischer Zustände, die vom frühen sekretorischen Pfad 

ausgehen, wesentlich verbessern.   
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5 Material und Methoden 

5.1 Material 

5.1.1 Standardmedien und –puffer 
 

BEZEICHNUNG KONZEN-

TRATION 

INHALT 

Ampicillin Stocklösung 100 mg/ml Ampicillin-Natriumsalz in H20, 

steril filtriert, Lagerung bei -20 C 
 

Ammoniumpersulfat 10 % 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat-Pulver 
 

Bakterien-Agar (LB-Agar) 15 g/l 

80 g/ml 

Agar in LB-Medium, autoklavieren 
Ampicillin 
 

Blocking-Lösung für 
Western Blot 

1x 
5 % (w/v) 

0.02 % (v/v) 

TBS in H20 
Milchpulver 
NP-40 
 

DNA-Ladepuffer 6fach 30 % (v/v) 
0.2 % (w/v) 

Glycerol 
Bromphenolblau 
 

Hefeagar 40 g/l Bactoagar für Hefe in H20 oder 
YPAD, autoklavieren 
 

Hefemedium YPAD 10 g/l 
20g/l 

40 mg/l 
20 g/l 

Hefeextrakt 
Peptonwasserstoff 
Adeninsulfat 
Glukose 
H20 ad 1l, autoklavieren 
 

Hefemedium selektiv 6,7 g/l 
0.57 g/l 

 
20 g/l 

20 mg/l 
 

30 mg/l 
40 mg/l 
50 mg/l 

100 mg/l 

Hefestickstoffbasis 
Aminosäuregemisch XY (je nach 
Bedarf) 
Glukose 
L-Arginin, L-Methionin, l-Histidin, 
L-Uracil 
L-Lysin, L-Tyrosin 
Adeninhemisulfat 
L-Phenylalanin, L-Tryptophan 
L-Aspartat, L-Glutamat, L-Leucin 
In H20, steril filtrieren 
 

Hefeplatten 50 % (v/v) 
50 % (v/v) 

Hefeagar, autoklaviert 
Hefemedium, steril filtriert 
 

LB-Medium für Bakterien 15 g/l 
5 g/l 
5 g/l 

 

Trypton 
Hefeextrakt 
NaCl 
H20 ad 1 l 
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z.B. 100 ug/ml 

Nach dem Autoklavieren: 
Ampicillin 
 

Lithium Acetat 10fach 
(1M) 

102 g/l Lithium Acetat 
H20 ad 1l, steril filtriert 
 

Lithium Acetat -Mix 1 x 
1 x 
8 x 

10x TE pH 7,5 
10x Lithium Acetat pH 7,5 
H20 
 

PBS (phosphate buffered 
saline) 1fach 

140 mM 
3 mM 
8 mM 

1.5 mM 

NaCl 
KCl 
Na2HPO4 
KH2HPO4 pH 7,4 
H20 ad 1l 
 

PEG-Stocklösung (50 %) 500 g/l PEG (Polyethylglycol) 4000 in 
H20, steril filtrieren 
 

PEG-Mix 8 x 
1 x 
1 x 

50 % PEG 
10 x TE pH 7,5 
10 x Lithium Acetat 
 

Ponceau-S-Stocklösung 
10fach 

20 g/l 
300 g/l 
300 g/l 

Ponceau-S 
Trichloressigsäure 
Schwefelsalicylsäure 
In H20 
 

SDS-Ladepuffer 
Proteingel 5fach 
 

250 mM 
5 % (w/v) 

0.5 % (w/v) 
50 % (v/v) 

250 mM 

Tris-HCl pH 6,8 
SDS 10 % 
Bromphenolblau 
Glycerol 
DTT (Dithiotreitol) 
 

SDS-Laufpuffer 
Proteingel 5fach 

250 mM 
125 mM 

0.1  % (v/v) 
 

Glycin pH 8,3 
Tris 
10 % SDS 
H20 ad 1l 
 

SOC-Medium für 
Bakterien 

20 g/l 
5 g/l 

0.5 g/l 
2.5 mM 

 
10 mM 
20 mM 

Trypton 
Hefeextrakt 
NaCl 
KCl 
H20, nach dem Autoklavieren 
MgCl2 
Glukose 
 

SDS 10 % 100 g/l Natriumdodecylsulfat 
 

T4-Ligase-Puffer 50 mM 
10 mM 

1 mM 
1 mM 

50 mg/ml 

Tris-HCl pH 7,6 
MgCl2 
ATP 
DTT 
PEG-8000 
H20, Aliquots bei -20 °C lagern 
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Trichloressigsäure (TCA) 50 % w/v Trichloressigsäure-Pulver 

 
TAE-Puffer (DNA-Gel-
Laufpuffer) 20fach 

800 mM 
200 mM 
20 mM 

Tris-HCl pH 7,5 
Natrium-Acetat 
EDTA pH 8,0 
 

TE 10fach 100 mM 
10 mM 

 

Tris-HCl pH 7,5 
EDTA 
pH 7,5 mit HCl 
 

TBS 10fach 240 mM 
1.36 M 
30 mM 

Tris pH 7,4 (HCl) 
NaCl 
KCl 
H20 ad 1l 
 

Transferpuffer 10fach 390 mM 
480 mM 

3.7 g/l 

Glycin 
Tris pH 8,3 
SDS 
+ 20 % (v/v) Methanol in 1x Puffer 
 

TBS-Tween 20 0.02 % v/v 
1 x 

Tween-20 
TBS 

   

 

5.1.2 Enzyme 

 

Restriktionsenzyme (Hersteller) 

BamHI, EcoRI, HindIII, NcoI, NotI, XhoI ( Fermentas, New England BioLabs) 

 

Polymerasen und andere Enzyme (Hersteller) 

Expand High Fidelity DNA-Polymerase, PCR System, thermostabil 3,5 U/l (Roche) 

T4-DNA Ligase, 200 CEU/l (Fermentas) 

T4-DNA Polymerase (Fermentas) 
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5.1.3 Kits und andere Materialien 
 

ECL Western Blotting Detection Reagents: Amersham Bioscience 
(Katalgonummern RPN2106/8/9; 
RPN2209; RPN2134) 

High Pure PCR Product Purification Kit: Roche  
(Katalognummer 11732676001) 
 

Hybond-ECL Nitrocellulosemembran: Amersham Bioscience 
(Katalgonummern RPN3032d) 

Nucleo Spin Plasmid Mini-Kit: Machery-Nagel  
(Katalognummer 740588.250) 

Page Ruler Prestained Protein Ladder: Thermo Scientific  
(Katalognummer 26616) 

 

5.1.4 Geräte 
 

 Name Hersteller 

Elektroporator Gene Pulser II BioRad 
SDS-Gelelektrophorese- 
Apparatur 

Multiple Gel Caster, Mighty 
Small 250 

Hoefer 

Western Blot-Apparatur Mighty Small Transfer System 
T22 

Amersham Biosciences 

Tisch-Zentrifuge, 
Eppendorf 

Biofuge pico Heraeus 

Ultra-Zentrifuge 4K15 Sigma 
PCR-Gerät Thermocycler PTC-200 MJ Research 
NanoDrop NanoDrop 2000c ThermoScientific 
Membrandetektion Odyssey Licor 
Agarosegelelektrophorese 
Apparatur 

PowerPac Basic BioRad 

Agarosegel-Detektion GelStick Intas  
Spektralphotometer BioMate5 ThermoScience 
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5.1.5 Antikörper 
 

Primärantikörper     

Name Hersteller-

organismus 

Katalog-

nummer 

Verhältnis Herkunft 

     

--COP Kaninchen  1:1000 Prof. Dr. F. Wieland 

-Ret2p Kaninchen  1:1000 H.D.Schmidt 

-HA Maus H3663 1:1000 Sigma-Aldrich 

-PDI Kaninchen  1:1000 Dr Maya Schuldiner 

-PGK1 Maus 459250 1:1000 Molecular Probes 

 

Sekundärantikörper 

Name Katalognummer Verhältnis Herkunft 

Horseradish 
Peroxidase-
unkonjugierter IgG 

323-005-021 1:5000 Jackson 
ImmunoResearch 
Laboratories Inc. 

IRDye 680LT Donkey 
anti-Mouse IgG (H+L) 

926-68072 1:5000 LI-COR Biosciences 

IRDye 680LT Donkey 
anti-Rabbit IgG (H+L) 

926-68073 1:5000 LI-COR Biosciences 

IRDye 800CW Donkey 
anti-Mouse IgG (H+L) 

926-32212 1:5000 LI-COR Biosciences 

IRDye 800CW Donkey 
anti-Rabbit IgG (H+L) 

926-32213 1:5000 LI-COR Biosciences 

 

 

5.1.6 Bakterienstämme 
 

DH5 hdsR17 supE44 lacU169 (80 lacZM15) recA1 endA1 gyrA96 thi 1 rela1 

 

5.1.7 Hefestämme 
 

Name Genotyp Herkunft 

KR_wt_COPD MATa, his31, leu20, met150, ura30, 
YFRO51c::kanMX, pRS303COPD 

In dieser 
Dissertation 
hergestellt, mit Hilfe 
von Dr. Arakel 

KM_60 MATa, his30, leu20, met150, ura30, 
YFRO51c::kanMX, p416RET2-1 

Kai Michelsen 

BY4741 MATa; his31; leu20; met150; ura30 EUROSCARF 

 



5 Material und Methoden 50 

  

5.1.8 Oligonukleotide (Primer) 
 

Die Primer sind jeweils nach dem zu amplifizierenden Gen-Namen benannt. 

Sie sind in 5’-3’—Richtung angegeben und wurde von der Firma GATC 

(Koblenz) hergestellt.  

 F=Vorwärtsprimer, R=Rückprimer 

 

Ret2_BamF CGCGGATCCATGGTGGTTTTGGCTGC 

btdeltaCOP_NotR ATAGTTTAGCGGCCGCATTCTTATCTACAGAATTTCATACT
TATC 

DCOP_BamF CGCGGATCCATGGTGCTGTTGGCAGCA 

Ret2_NotR ATAAGAATCCGGCCGCCTATTGGACAAGATATTCATC 

DCOP_1F CACGTCCGCTACGTGTATCAGCCTATGGAGAAATTG 

Ret2_1R CAATTTCTCCATAGGCTGATACACGTAGCGGACGTG 

DCOP_2F CGCCGTGCTAAGGAAATTCAGCAGGCCCGAAGAGAT 

Ret2_2R ATCTCTTCGGGCCTGCTGAATTTCCTTAGCACGGCG 

DCOP_3F CATCCAAACATAGATAAAAAACTTTTCACTGCAGAA 

Ret2_3R TTCTGCAGTGAAAAGTTTTTTATCTATGTTTGGATG 

DCOP_4F GTCATTATTGAGTATGAGCTACAAGAAGATAATTTA 

Ret2_4R TAAATTATCTTCTTGTAGCTCATACTCAATAATGAC 

Ret2_5F AGTGTCAGATATGTTTACAGGCCCTTTGATAACTAC 

DCOP_5R GTAGTTATCAAAGGGCCTGTAAACATATCTGACACT 

Ret2_6F CGTAAAGCAAAAGAATTAGCTAGAAAAGAACATGAA 

DCOP_6R TTCATGTTCTTTTCTAGCTAATTCTTTTGCTTTACG 

Ret2_7F CATCCAAATGTGGATAAACAATCGTTCCTATCCACT 

DCOP_7R AGTGGATAGGAACGATTGTTTATCCACATTTGGATG 

Ret2_8F GTCAACATAGAATATGAGAGCGTCCTGGAAACAGAA 

DCOP_8R TTCTGTTTCCAGGACGCTCTCATATTCTATGTTGAC 

ERD21_Bam_F CGCGGATCCATGAATCTCTTCCGATTC 

ERD22_Bam_F CGCGGATCCATGAACATTTTCCGGCTG 

ERD23_Bam_F CGCGGATCCATGAACGTGTTCCGAATC 

ERD21_Not1_R ATAGTTTAGCGGCCGCATTCTTATCTATGCCGGCAAACTCA
ACTT 

ERD22_Not1_R ATAGTTTAGCGGCCGCATTCTTATTTATGCTGGCAAACTGA
GCTT 

ERD23_Not1_R ATAGTTTAGCGGCCGCATTCTTATTCAGATTGGCATTGGAA
GACT 

 



5 Material und Methoden 51 

  

5.1.9 Plasmide 

 

Name Beschreibung/Plasmid Herkunft 

pRS303 als Vektor verwendet (Sikorski und Hieter 1989) 
p415 als Vektor verwendet (Mumberg et al. 1994) 
p416 als Vektor verwendet (Mumberg et al. 1994) 
BFGIII als Vektor verwendet Anne Clancy (AG Schwappach) 
p415CHI1 Chimär 1 in p415 diese Arbeit 
p415CHI2 Chimär 2 in p415 diese Arbeit 
p415CHI3 Chimär 3 in p415 diese Arbeit 
p415CHI4 Chimär 4 in p415 diese Arbeit 
p415CHI5 Chimär 5 in p415 diese Arbeit 
p415CHI6 Chimär 6 in p415 diese Arbeit 
p415CHI7 Chimär 7 in p415 diese Arbeit 
p415CHI8 Chimär 8 in p415 diese Arbeit 
p415RET2 RET2 in p415 diese Arbeit 
BFGIIICHI1 Chimär 1 in BFGIII diese Arbeit 
BFGIIICHI2 Chimär 2 in BFGIII diese Arbeit 
BFGIIICHI3 Chimär 3 in BFGIII diese Arbeit 
BFGIIICHI4 Chimär 4 in BFGIII diese Arbeit 
BFGIIICHI5 Chimär 5 in BFGIII diese Arbeit 
BFGIIICHI6 Chimär 6 in BFGIII diese Arbeit 
BFGIIICHI7 Chimär 7 in BFGIII diese Arbeit 
BFGIIICHI8 Chimär 8 in BFGIII diese Arbeit 
BFGIIIRET2 Ret2 in BFGIII AG Schwappach  
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5.2 Methoden 
 

 

Abb. 14 Ablauf Klonieren. Schematisierte Darstellung des Klonierungsvorgangs mit 
anschließender Transformation in S. cerevisiae. Die Produkte der 1. PCR-Reaktion werden 
mit einer 2. PCR-Reaktion verbunden,  anschließend wird das rekombinierte DNA-Fragment 
restriktionsverdaut. Es wird in einen Vektor ligiert und in E. coli transformiert. Aus einzelnen 
Kolonien werden Plasmide präpariert und sequenziert. Bei richtiger Sequenz wird jeweils ein 
Klon amplifiziert und in S. cerevisiae transformiert. 
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5.2.1 Allgemeine DNA-Techniken 

5.2.1.1 Restriktionsverdau von DNA-Molekülen 

 

Um gezielt Abschnitte aus DNA-Molekülen einzusetzen, die beispielsweise für 

ein bestimmtes Gen codieren, muss eine konkrete Länge an Basenpaaren 

aus dem gesamten Molekül geschnitten werden. Dazu werden Restriktions-

endonukleasen eingesetzt, die an bekannten Stellen, sogennante Palin-

dromen, das Zerschneiden des DNA-Doppelstrangs katalysieren. Nach dem 

Verdau können die Spaltprodukte in einem Agarosegel der Größe nach 

aufgetrennt und im Anschluss aufgereinigt werden. 

Beim Ansetzen eines Restriktionsverdaues unterscheidet man zwischen dem 

PCR-Produkt-Verdau und dem Aufschneiden eines Plasmids.  

Es wurden zu 2 μg Plasmid-DNA (ca. 7 – 10 kb Länge) oder PCR-Produkt, je 

nach Angaben des Herstellers (New England BioLabs), 1 - 1,5 Units an 

Enyzm gegeben. BSA wurde nach Bedarf hinzugefügt. Weiterhin wurde 

enyzm-abhängig einer von verschiedenen Puffern für Restriktions-

endonukleasen verwendet. Verdaut wurde für 120 Minuten bei 37 C. Um die 

Reaktion zu beenden, wurden den Proben DNA-Ladepuffer hinzugefügt und 

sie wurden der Größe nach auf einem Agarosegel aufgetrennt.  

 

Ansatz 
PCR-Produkt 

Chimär-Klonierung 
Vektor BFGIII 

DNA-Moleküle 50 μl PCR-Produkt 1,5 - 2,0 μg Vektor 
Puffer 8 μl Puffer 2 2 μl Puffer 2 
BSA 8 μl 10x BSA 2 μl 10x BSA 

Enzym 1 1,5 μl NotI 1 μl NotI 
Enzym 2 1,5 μl BamHI 1 μl BamHI 

Steriles Wasser 64 μl ddH20 10 μl ddH20 
Gesamtvolumen 80 μl 20 μl 

Tab. 7 Zusammensetzung Restriktionsverdau 

 

5.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese: Auftrennung von DNA-Molekülen 

 

Bei der Agarosegelelektrophorese wird die negative elektrische Ladung des 

Phosphat-Rückgrates der DNA ausgenutzt. Diese bewirkt, dass DNA-

Moleküle in einem elektrischen Feld zur Anode wandern und so der Größe 

nach aufgetrennt werden. Kleine DNA-Moleküle wandern im Geflecht des 

Agarosegels schneller zum Positivpol. Die Größe der Proben kann mit Hilfe 
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eines Längenstandards analysiert werden. Die Konzentration des 

Agarosegels kann dabei variiert werden: niedrige Konzentrationen eignen sich 

für die Aufreinigung größerer Moleküle und umgekehrt. Die Agarosegel-

elektrophrese wird eingesetzt, um den weiteren Verdau durch Restriktions-

enzyme zu stoppen, um DNA-Fragmente zu separieren, sie später aufzu-

reinigen und um die Ausbeute und Reinheit von DNA-Molekülen nach Auf-

reinigung oder PCR zu erfassen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden einprozentige Gele benutzt, welche aus  

1,5 g Agarose, 150 ml TAE-Puffer und 15 μl SafeView (färbt die DNA; die 

Fluoreszenz-Emmission des SafeViews nach Anregung mit UV-Licht beträgt 

490 nm) zusammengesetzt waren. Die Lösung wurde in der Mikrowelle für     

3 Minuten bis zur vollständigen Auflösung des Pulvers erhitzt. Nach kurzem 

Abkühlen wurde die Flüssigkeit in die Form gegossen und erstarrte durch 

Erkalten. 

Im Anschluss konnte das Gel in die Kammer gelegt und mit TAE-Puffer 

bedeckt werden. Die Proben wurden mit 6fach DNA-Puffer vermischt und bis 

zu 80 μl Volumen in die Taschen gegeben. Weiterhin wurde ein 

Längenstandard (Gene Ruler 1 kb DNA Ladder 0,5 g/l von Fermentas) 

aufgetragen, um später die Größen vergleichen zu können. Die Laufzeit 

betrug ca. 50 Minuten bei einer konstanten Spannung von 200 V. Die Analyse 

erfolgte im Transluminator. 

 

5.2.1.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

 

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist ein In-Vitro-Verfahren zur  

exponentiellen Vervielfältigung von bestimmten Abschnitten der DNA. Die 

hitzestabile Taq-Polymerase benötigt als DNA-Polymerase einen Primer am 

Matrizenstrang, es werden hierfür zwei Oligonukleotid-Primer eingesetzt: ein 

Primer am 5’-Ende und einer am 3’-Ende des zu amplifizierenden 

Fragmentes, jeweils komplementär zu einem der beiden Stränge im 

Doppelstrang der Matrizen-DNA. 

Im ersten Schritt, der Denaturierung wird der DNA-Doppelstrang durch 

Erhitzung auf 95 °C aufgetrennt. Im zweiten Schritt, dem Annealing, lagern 

sich die Primer durch Temperaturabsenkung an die komplementären Stränge 
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der Matrizen-DNA an. Dabei werden die Primer im Überschuss eingesetzt, 

damit sich die Matrizen-DNA nicht selbst erneut zusammenlagert. Außerdem 

wird die Temperatur für die Anlagerung der Primer eingestellt (Annealing-

Temperatur). Im abschließenden dritten Schritt, der Elongation, kann die Taq-

Polymerase durch das auf sie eingestellte Temperaturoptimum neue 

komplementräre Basenpaare in 5’-3’-Richtung synthetisieren. Im Anschluss 

wird der erste Schritt erneut wiederholt und durch wiederkehrende 

Anlagerung der Primer und Neusynthese der Stränge nimmt die Menge 

dieses DNA-Abschnitts zu. Dieser Zyklus wird so lange wiederholt, bis die 

gewünschte Menge an Produkt entstanden ist bzw. bis die Reaktanden 

aufgebraucht sind. 

Ein Reaktionsansatz enthielt neben ca. 0,1 μg der DNA-Matrize 600 μM 

desoxygenierte Nukleotriphosphate (2,5 mM jedes Nukleotids im 10 mM 

Grundstock von Fermentas), 3-5 Units Polymerase (Expand High Fidelity 

PCR System, 10fach Puffer mit MgCl2 von Roche), 10fach Polymerase Puffer, 

400 nM jedes Primers und steriles Wasser zum Auffüllen. Die Primer wurden 

mit 30-40 Basenpaarlängen hergestellt. Diese sind etwas länger als 

normalerweise empfohlen, da die flankierenden Abschnitte (Restriktions-

schnittstellen, chimärer Anteil) mit eingerechnet wurden. Der GC-Anteil lag bei 

40-60 %. 

Die PCR-Ansätze wurden wie folgt angesetzt: 

 

 PCR mit einer Matrize PCR mit zwei Matrizen 

DNA/Matrize 0,1 μg (4 μl) Je 0,1 μg (je 1 μl) 
Primer 1 10 μM (2 μl) 10 μM (2μl) 
Primer 2 10 μM (2 μl) 10 μM (2 μl) 
dNTPs 2,5 mM (4 μl) 25 mM (4 μl) 
10fach Puffer 5 μl 5 μl 
Steriles Wasser 32,5 μl 34,5 μl 
Enzym 0,5 μl (Units) 0,5 μl (Units) 
Gesamtvolumen 50 μl 50 μl 
Tab. 8 PCR-Protokoll 
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Die PCRs wurden nach folgendem Protokoll durchgeführt: 

 

Denaturierung 95 C  2:00 Minuten 

Annealing  95 C 0:20 Minuten 

48 C 0:30 Minuten      25 Zyklen 

72 C 1:30 Minuten 

Elongation  72 C 2:00 Minuten 

4 C  

 

5.2.1.4 Aufreinigung von DNA 

5.2.1.4.1 Aus Agarosegelen 

 

Möchte man die in der Agarose-Gelelektrophorese der Größe nach 

aufgetrennten DNA-Moleküle weiter verwenden, müssen sie aus dem Gel 

entnommen und von der Agarose gereingt werden. 

Es wurde dazu das „Roche High Pure PCR Product Purification Kit― (siehe 

Kapitel 5.1.3) und das empfohlene Protokoll verwendet, in welchem man 

zunächst durch Erhitzung der Gelstücke auf 55 C die Agarose zum 

Schmelzen bringt. Im Anschluss wurden die Proben auf eine Silica-Matrix 

aufgetragen und nach Waschschritten durch einen Puffer mit geringer 

Salzkonzentrationen eluiert. 

 

5.2.1.4.2 Aus PCR-Produkten und Verdau 

 

PCR- und Verdau-Produkte enthalten nach Ende des Reaktionszeitraums 

noch Substanzen, die die DNA verunreinigen. Dazu gehören z.B. dNTPs, 

Primer, Enzyme, oder Puffer-Ionen. Um die DNA davon zu trennen, müssen 

auch diese Proben aufgereinigt werden. Auch hierfür wurde das „Roche High 

Pure PCR Product Purification Kit― (siehe Kapitel 5.1.3)  verwendet. 

 

5.2.1.5 Ligation von DNA 

 

Neben PCR-Reaktionen und Restriktionsverdau stellt die Ligation von DNA 

eine weitere wichtige molekularbiologische Methode dar. Sie wird verwendet, 
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um zwei DNA-Fragmente, z.B. einen Vektor und einen mittels PCR 

vermehrten und mit Restriktionsendonukleasen verdauten DNA-Abschnitt zu 

einer Einheit zu verknüpfen. 

Ein 30 μl Ansatz beinhaltete 200-300 ng linearisierten Vektor, die drei- bis 

zehnfache molare Menge an linearisiertem Insert, 1-2 Units T4-DNA-Ligase 

(Fermentas), 10fach T4-Ligations-Puffer und steriles Wasser zum Auffüllen. 

Die Kontrolle diente der Bestimmung des Hintergrunds, beruhend z.B. auf 

unvollständig geschnittenem Vektor.  

 

 Ligation Kontrolle 

Vector 200-300 ng (6 μl) 200-300 ng 
Insert/Einlage 4 μl - 
10fach T4 Puffer 3 μl 3 μl 
Steriles Wasser 16,5 μl 20,4 μl 
T4-Ligase 0,5 μl 0,5 μl 
Gesamtvolumen 30 μl 30 μl 
Tab. 9 Ligationsprotokoll 

 
 

Die Ligation fand in folgenden Schritten statt: 

 

18 C   16 Stunden 

65 C  10 Minuten 

4 C   

 

5.2.1.6 Elektroporation: Transformation von Bakterienzellen 

 

Elektroporation ist ein Verfahren zum Einbringen von Plasmid-DNA in 

Bakterienzellen. Dabei wird die Membran des E.coli-Bakteriums 

vorübergehend permeabel gemacht, um der DNA den Zugang zu 

ermöglichen. Bakterienzellen, die ein Plasmid aufgenommen haben, werden 

auf einer Agarplatte mit einem Selektivmedium (z.B. ein Antibiotikum 

enthaltend) selektioniert. Durch das anschließende Wachstum der Kolonie 

kann mit Hilfe einer sogenannten Minipräparation Plasmid-DNA gewonnen 

werden.  

Es wurde 2,3 μl des Ligationsansatzes in 50 μl DH5 kompetente Zellen 

(siehe Kapitel 5.1.6) gegeben und vermischt. Unter Vermeidung von 
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Bläschenbildung wurden 45 μl entnommen und in eine vorgekühlte Küvette 

gegeben. Das Elektroporationsgerät war auf 25 μF und 2,5 kV kalibriert. Der 

Stromstoßprüfer wurde auf 400  eingestellt. Es wurde ein Stromstoß 

ausgelöst. Gleich im Anschluss wurde die Lösung in 1 ml bei 37 C 

vorgewärmtes SOC-Medium (siehe Kapitel 5.1.1) zur Regeneration der 

Bakterien gegeben. Die Bakterien wurden für 30 Minuten bei 37 C ruhen 

gelassen, abzentrifugiert und anschliessend auf selektiven LB-Agar-Platten 

(minus Ampicllin) ausgestrichen. Das Wachstum der Zellen dauerte ca. 12 

Stunden bei 37 C. 

 

5.2.1.7 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen (Minipräparation) 

 

Die auf Selektivmedium gewachsenen Kolonien wurden in Flüssigmedium 

geimpft und bei 37 C inkubiert um ausreichende Mengen an Plasmid-DNA zu 

gewinnen. Im Anschluss wurde eine Plasmidpräparation/Minipräparation 

durchgeführt. Dazu wurde das „Nucleo Spin Plasmid Mini-Kit― von Machery-

Nagel (siehe Kapitel 5.1.3) verwendet und nach dem Protokoll des Herstellers 

gearbeitet. 

 

5.2.1.8 Bestimmung der DNA-Konzentration 

 

Mit dem „NanoDrop―-Gerät der Firma ThermoScientific (siehe Kapitel 5.1.4) 

wurde die Extinktion der von DNA-Proben gemessen. Die DNA-Konzentration 

(c) der Proben wurde nach dem Lambert-Beerschen Gesetz berechnet:  

𝐸 = lg  
𝐼0

𝐼1
 =  𝜀𝜆  ×  𝑐 ×  𝑑 

(E: Extinktion; I1: Intensität des transmittierten Lichtes; I0: Intensität des 

einfallenden Lichtes; c: Stoffmengenkonzentration der absorbierenden 

Substanz, : dekadischer Extinktionskoeffizient, d: Schichtdicke der Küvette) 

 

Der Quotient der Extinktionen E260nm/E280nm wurde verwendet, um die Reinheit 

der DNA-Proben von Proteinen zu überprüfen.  
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5.2.1.9 Sequenzierung der DNA 

 

Die Sequenzierung wurde von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz, HRB 

381757) durchgeführt und nach der Technik von Sanger durchgeführt (Sanger 

und Coulson 1975).  

 

5.2.2 Allgemeine Proteinbiochemie-Methoden 

5.2.2.1 Zelldichte bei Hefezellen 

 

Die Zelldichte von Hefe wurde im Spektralphotometer (siehe Kaptiel 5.1.4) 

gemessen.  

Die optische Dichte (OD) gibt die Dichte von Zellen in einem flüssigen 

Medium an, die bei 600 nm gemessen wurde (OD600). Es wird die Extinktion 

unabhängig von der Schichtdicke angegeben.  

 

5.2.2.2 Alkalische Natriumhydroxid-Lyse von Zellen 

 

Zur Herstellung eines Proteinextraktes mit allen zellulären Proteinen musste 

die Zelle lysiert werden. Durch Zugabe einer alkalischen Lösung werden die 

Zellmembran und andere Organellen aufgebrochen, und der Inhalt der Zelle 

wird frei. Die Natriumhydroxid (NaOH)-Lyse wurde für alle Proben 

angewendet, die auf einem SDS-Gel aufgetragen wurden. 

Die aufzutragenden Zellen wurden bei 13,000 Upm herunterzentrifugiert 

(Tischzentrifuge, siehe Kaptiel 5.1.4) und der Überstand verworfen. Das Pellet 

wurde in 200 l 100 mM Natriumhydroxid-Lösung resuspendiert und für 10 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Probe erneut 

abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Die dadurch lysierten Zellen 

wurden mit SDS-Ladepuffer (siehe Kapitel 5.1.1) vermischt. 

 

5.2.2.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) 

 

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist 

ein analytisches Verfahren der Proteinbiochemie (Laemmli 1970). Das 

Auftrennen von Proteinen nach ihrer Größe und Ladung beruht auf dem 
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Prinzip des Molekularsieb- und des Konzentrierungseffekts. Die drei 

Komponenten des Elektrophoresesystems sind: 

 Sammelgel (siehe Tabelle 10): große Poren, pH 6,8; hier wird die 

Probe konzentriert 

 Trenngel (siehe Tabelle 10): kleine Poren, pH 8,8; hier wird die Probe 

nach dem Molekulargewicht aufgetrennt (Wandergeschwindigkeit 

verringert sich mit zunehmendem Molekulargewicht) 

 Elektrodenpuffer: incl. Glycin, Chlorid-Ionen 

Nach Anfärben mit SDS-Ladepuffer (siehe Kaptiel 5.1.1) wandern die negativ 

geladenen Proteine durch das Anlegen von Spannung zum positiven Pol. 

Auch die Chlorid-Ionen bewegen sich als Leitionen mit hoher Mobilität zur 

Anode. Bei einem pH-Wert von 6,8 liegen die Glycin-Ionen als Zwitterionen 

vor und bewegen sich als Folgeionen kaum. Die Proteine reihen sich 

zwischen diesem sich ergebenden Spannungsgradienten auf.  

Erreichen die Moleküle das Trenngel, ändert sich durch den erhöhten pH-

Wert von 8,8 die Ladung des Glycins: es liegt jetzt vollständig dissoziiert vor. 

Das Glycin ist nun negativ geladen und überholt die Proteine beim Laufen 

durch das Trenngel. Die engeren Poren des Trenngels lassen die Proteine je 

nach Molekulargewicht durchwandern. Abschließend findet man kleine 

Proteine am Ende des Gels und große Proteine in der Nähe des         

Sammel-/Trenngelübergangs. 

Essenzieller Bestandteil der SDS-PAGE ist die Anwesenheit von 

Natriumduodecylsulfat. SDS bindet mit 1,4 g SDS/g Protein an die 

Proteinmoleküle und die Menge an SDS bindet damit linear zum 

Molekulargewicht. Zwar sind die Proteine negativ geladen, durch das 

dissoziiert vorliegende und gebundene SDS wird diese aber vernachlässigbar 

klein. Die Proteine wandern demnach entsprechend der Negativladung des 

SDS und nicht der eigenen Ladung nach zur Anode. Außerdem wirkt SDS 

denaturierend und trägt zur Freilegung der Primärstruktur für bessere 

Vergleichbarkeit bei. SDS-PAGE wird daher nur für die Bestimmung der 

Proteingröße von Proteinuntereinheiten verwendet und nicht für multimere 

Proteinkomplexe.  
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Die Glasplatten wurden vor jedem Gebrauch gewaschen, mit Ethanol 

gereinigt und in der Kammer zusammengesetzt. Mit destilliertem Wasser 

wurde ein Test auf Dichtheit durchgeführt. 

Soweit nicht anderweitig erwähnt, wurden 12 %-Gele nach folgendem 

Protokoll gegossen (für 4 Gele): 

 Sammelgel (ml) Trenngel (ml) 

Steriles Wasser 2,1 6,6 
30 % Acrylamid 0,5 8,0 
1,5 M HCl-Tris-Puffer 0,38 (pH 6,8) 5,0 (pH 8,8) 
10 % SDS 0,03 0,2 
10 % APS 0,03 0,2 
TEMED 0,003 0,008 
Tab. 10 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele 

 

 
Nachdem zuerst das Trenngel zusammengemischt und je 3,5 ml zwischen die 

Glasplatten gegossen wurde, benötigte es ca. 45 Minuten, um zu 

polymerisieren. Für einen glatten Rand wurde die Oberkante mit 100 % 

Isopropanol bedeckt. Nach Abschluss der Polymerisation wurde das 

Isopropanol abgegossen und durch mehrmaliges Spülen mit sterilem dessen 

absolute Abwesenheit sichergestellt. Das Sammelgel wurde 

zusammengemischt und 1 ml auf das polymerisierte Trenngel gegossen. Ein 

Kamm für die Taschen wurde eingesetzt und das Polymerisieren wurde 

abgewartet.  

Die Proben wurden mit 5fachen SDS-Ladepuffer vermischt und je nach 

Taschenmenge und –größe wurden bis zu 15 μl der Probe aufgetragen. Falls 

nicht anders erwähnt, wurde dem SDS-Ladepuffer zuvor 100 mM (End-

konzentration) hinzugefügt, um intra- und intermolekulare Disulfidbrücken zu 

spalten. Als Längenstandard wurde die ―Page Ruler Prestained Protein 

Ladder― von ThermoScientific (siehe Kapitel 5.1.3) verwendet. Während sich 

die Proteine im Sammelgel befanden, lag die Spannung bei 15 mA pro Gel 

(ca. 15 Minuten). Bei der Wanderung der Moleküle durch das Trenngel wurde 

der Strom auf 30 mA pro Gel erhöht (ca. 45 Minuten).  
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5.2.2.4 Western Blot und Antikörper-Detektion 

 

Die Western Blot-Detektion ermöglicht die Analyse der im SDS-PAGE-Gel 

aufgetrennten Proteine. Dabei ist eine spezifische Erkennung und 

Visualisierung von Proteinen möglich.  

Das Gel wird nach Abschluss der Elektrophorese in Transferpuffer (siehe 

Kapitel 5.1.1) gelegt. Danach wird ein Stapel aus Filterpapier, Nitrocellulose-

Membran, Gel und wieder Filterpapier gebaut. Dieser wird mit Transferpuffer 

getränkt und umgeben und in eine Kammer eingeklemmt. Nach Anlegen einer 

Spannung wandern die Proteine vom Gel durch die Anziehung vom Pluspol 

auf die Membran. Diese Membran besteht aus hydrophobem Material und hat 

dadurch eine hohe und stabile Bindungskapazität, die für Proteine durch 

hydrophobe Wechselwirkungen interessant ist. 

Nach Abschluss des Blottens wird die Proteinanwesenheit auf der Membran 

durch Ponceau-Färbung (siehe Kapitel 5.1.1) bestätigt. Die Membran wird 

dann in Blocklösung gelegt, damit alle nicht von Proteinen besetzten Flächen 

blockiert werden. Im Anschluss wird die Membran mit einer Primär-

Antikörperlösung inkubiert, welche sich spezifisch an das nachzuweisende 

Protein bindet. Nach einem Waschgang wird der Sekundär-Antikörper 

aufgetragen, welcher unter Fluoreszenz leuchtet und somit die Proteinbanden 

in einem Fluoreszenz-Scanner sichtbar macht.  

Für das Western Blotting wurde die „Mighty Small Transfer System T22―-

Kammer von Amersham Biosciences (siehe Kapitel 5.1.4) verwendet. Die 

Gele wurden auf Nitrocellulose-Membran gelegt und für 60 Minuten bei 500 

mA, 60 V geblottet. Die Membran lag für 12 Stunden in der Blocking-Lösung 

(siehe Kapitel 5.1.1) aus Magermilchpulver. Die verwendeten Primär- und 

Sekundärantikörper sind in Kapitel 5.1.5 aufgelistet. Als Ladekontrolle wurde 

– soweit nicht anders beschrieben – immer ein Antikörper gegen das 

Glykolyse-Enzym Phosphoglycerat-Kinase (-PGK1, 1:1000) verwendet. Die 

Inkubation für die Primärantikörper betrug 1,5 Stunden, der 1. Waschgang 

erfolgte in Blocklösung für 3 x 7 Minuten. Der Sekundärantikörper blieb für 60 

Minuten auf der Membran und der 2. Waschgang erfolgt mit TBS-Tween 20 

(siehe Kapitel 5.1.1), für 5 x 5 Minuten. Um Bakterienwachstum in der 
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Antikörper-Lösung zu verhindern, wurde diese mit 200 mM Natrium-Acid 

versetzt.  

5.2.3 Experimente mit Hefe 

5.2.3.1 Transformation von Hefezellen 

 

Um DNA in Hefezellen einzubringen, muss diese transformiert werden. Dafür 

wird der Stamm über Nacht in 4 ml Flüssigmedium bei 30 C inkubiert. Die 

Dauer ist dabei anhängig von den Eigenschaften des Stamms als auch 

davon, dass die Kultur zum Zeitpunkt der Verwendung eine OD600 0,5 – 1,2 

haben sollte (mittleres bis spätes logarithmisches Wachstum). Dazu kann die 

Kultur vor Verwendung noch einmal auf OD600 0,2 verdünnt und für 3 Stunden 

inkubiert werden.  

5 ml der Zellen wurden bei 2000 Upm für 5 Minuten abzentrifugiert und in 1 ml 

sterilem Wasser gewaschen. Der Niederschlag wurde in 200 μl Lithium-

Acetat-Mix (siehe Kapitel 5.1.1) resuspendiert. Nun wurden 0,5 – 1,0 μg DNA 

und 18 μl Carrier-DNA (10 mg/ml, vorgekocht) hinzugefügt. Das Gemisch 

wurde gevortext und 1,2 ml PEG-Lösung hinzugegeben. Nun wurden die 

Probengefäße für 45 Minuten bei Raumtemperatur und im Anschluss für 15 

Minuten bei 42 C inkubiert. Nachdem erneut abzentrifugiert (10000 Upm) 

wurde, wurde der Überstand entfernt. Das Zell-Pellet wurde in 100 μl sterilem 

Wasser resuspendiert und auf selektiven Platten ausgestrichen. Die Platten 

werden bei 30 C und je nach Stamm für 2-3 Tage für das Wachstum 

inkubiert. 

 

5.2.3.2 Kar2-Sekretionsassay 

 

Mit dem Sekretionsassay ist es möglich, sekretierte Proteine zu detektieren, 

die von der Zelle in den Extrazellularraum abgegeben werden. 

Dies wurde benutzt, da die Transportmaschinerie, welche COPI und den 

KDEL-Rezeptor involvieren, nachweislich im nicht intakten Zustand Proteine 

sekretieren.  Um den Zustand des KDEL-Rezeptor abhängigen Retreivals und 

damit der COPI-abhängigen Transportmaschinerie zu untersuchen, wurde der 

Sekretionsassay eingesetzt, da bekannt ist, dass Störungen in diesem 
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System zu einer Sekretion von KDEL-tragenden Proteinen in den 

Extrazellulärraum führen. 

Das Ausmaß der Sekretion kann auf die eingesetzte Zellmenge und die 

Menge an zellulärem Gesamtprotein normalisiert werden. Damit ist das 

Ausmaß des Schadens im KDEL-Retrieval oder der COPI-Maschinerie im 

Stamm gut nachweisbar. 

Als Positiv- bzw. Negativkontrollen wurden ΔERD1 und BY4741 benutzt. 

Dabei stellt BY4741 einen normalen Wildtyp-Stamm dar und ΔERD1 einen 

stark gestressten Zellstamm, in welchem der KDEL-Rezeptor vollständig fehlt 

(Auer 2008). 

Um die Proben vergleichen zu können, wurden sie auf die maximale 

Sekretion des ΔERD1-Stamms normaliersiert. Die Proben wurden auf die 

maximale Sekretion des ΔERD1-Stamms normalisiert, um sie vergleichbar zu 

machen. 

Da gleiche Zellmengen in den Proben des Sekretionsassays wichtig sind, 

wurden die Proben, nachdem sie über Nacht in 4 ml Selektivmedium bei      

30 C gewachsen waren, am Morgen verdünnt. Dafür wurde Vollmedium 

YPAD benutzt. Im ersten Schritt wurde die Kultur auf eine OD600 von 0.5 

verdünnt. Dazu wurde die Menge an Zellen berechnet und auf 5 ml YPAD 

aufgefüllt. Zur Zellzahlverdopplung wurde die Probe für 2 Stunden inkubiert. 

Nach dieser Zeit wurden 4 ml der Zellkultur pelletiert und in 10 ml sterilem 

Wasser gewaschen. Der Rückstand wurde anschließend mit einer Menge an 

YPAD resuspendiert, sodass als Resultat eine OD600 1,0 vorlag.  

Nach erneutem Wachstum für 1,5 Stunden bei 30 C wurde die gleiche 

Zellzahl bei allen Proben erreicht. 

Anschließend wurden 1,5 ml der Kulturen abzentrifugiert. Proteine aus 1,35 

ml des Überstands wurden in einem neuen Röhrchen mit TCA (siehe Kapitel 

5.1.1) präzipitiert und mit Aceton gewaschen. Vorbereitend für das Auftragen 

auf das SDS-PAGE-Gel wurde die Probe mit SDS-Ladepuffer vermischt. 

Dabei konnte es aufgrund des niedrigen pH-Wertes zu einer Gelbfärbung der 

Lösung kommen. Es wurden 10 μl HCl-Tris-Puffer, pH 8,8 hinzugefügt. Der 

Rückstand wurde in NaOH gelöst und ebenfalls mit DNA-Ladepuffer 

vermischt. Die Proben wurden auf ein 12 %-iges SDS-PAGE-Gel aufgetragen 
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und die Sekretionsmenge von bestimmten KDEL-tragenden Proteinen (Pdi1, 

Kar2) mit Hilfe eines Western Blots analysiert.  
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