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1. Einleitung

1.1. Transport in die Hefevakuole

Typisches Merkmal eukaryontischer Zellen ist ihre Kompartimentierung. In von Membranen
umhullten Organellen konnen verschiedene chemische Reaktionen gleichzeitig, aber raumlich
getrennt ablaufen. Eines dieser Organellen ist das Lysosom, dem die Vakuole der Hefezelle
entspricht. Es beinhaltet zahlreiche Hydrolasen und ist eines der wichtigsten lytischen

Kompartimente der Zelle (Wiemken et al., 1979).

Die Hefevakuole wird auf mehreren Wegen mit Proteinen beliefert (Scott und Klionsky,
1998). Vakuolare Enzyme konnen auf dem sekretorischen Weg uiber Endoplasmatisches
Retikulum und Golgiapparat in die Vakuole gebracht werden. Typische Substrate fur diesen
Weg sind Alkalische Phosphatase, Carboxypeptidase Y und Carboxypeptidase S. Alternativ
werden vakuolare Hydrolasen auch cytoplasmatisch synthetisiert. Nachdem sie sich zu
groeren Aggregaten zusammengelagert haben, werden sie von Membranen umschlossen, die
mit der Vakuole fusionieren und ihren Inhalt ins Vakuolenlumen freisetzen. Als

Markerenzym fur diesen Cytoplasma-zu-Vakuole- (Cvt-) Weg dient Aminopeptidase 1.

Der Eintransport von zum Abbau bestimmten Substraten in die Vakuole uiberlappt sich nur
zum Teil mit den Transportwegen fur vakuoldre Enzyme. Substrate von au3erhalb der Zelle
konnen uber Endocytose und Fusion der gereiften Endosomen mit der Vakuole abgebaut
werden. Auch Plasmaproteine wie der Pheromonrezeptor Ste2p konnen auf diesem Weg
abgebaut werden (Odorizzi et al., 1998). Einige cytosolische Proteine konnen spezifisch uiber
einen Transporter in das Lysosom aufgenommen werden (Cuervo und Dice, 1996). Wird
Cytoplasma in die Vakuole aufgenommen, so spricht man von Autophagocytose. Dabei
unterscheidet man Makro- und Mikroautophagocytose (Dunn, 1994). Bei der
Makroautophagocytose wird, ahnlich wie beim Cvt-Weg, Cytoplasma von Membranen
umhullt. Dadurch entstehen von Doppelmembranen begrenzte Autophagosomen (Baba et al.,
1994 und 1995), deren auBlere Membran mit der Vakuolenmembran fusioniert und so das
eingeschlossene Cytoplasma dem Abbau preisgibt. Dieser Prozefl wird in Hefe unter anderem
durch Stickstoffmangel induziert und fuhrt im Falle von proteasedefizienten Stimmen zur
Anhaufung autophagischer Korperchen innerhalb der Vakuole. Nicht nur losliche Proteine,
auch ganze Zellorganellen wie Mitochondrien oder Peroxisomen konnen auf diesem Weg

abgebaut werden (Sakai et al., 1998). Mittels genetischer und biochemischer Methoden
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konnte eine Vielzahl von Proteinen identifiziert werden, die fur die Makroautophagocytose
benotigt werden, ohne daf} deren Zusammenspiel im Detail geklart werden konnte (Klionsky
und Emr, 2000). Mutationen in diesen AUT- und APG-Genen verhindern die Akkumulation
von autophagischen Korperchen in der Hefevakuole, wie sie bei proteasedefizienten Stimmen
unter Hungerbedingungen beobachtet wird. Einige dieser Apg-Proteine sind Teil einer durch
Rapamycin induzierbaren Kinasekaskade (Noda und Ohsumi, 1998), andere bilden ein

Proteinkonjugationssystem @hnlich dem Ubiquitinsystem (Mizushima et al., 1998).

Autophagocytose ist an zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt:
Wihrend der Differenzierung von Geweben konnen Zellen nicht mehr benotigte Organellen
durch Autophagocytose abbauen (Takano-Ohmuro et al., 2000), der autophagische Zelltod ist
eine Alternative zur Apoptose (Bursch et al., 2000; Bursch, 2001), Mutationen in
autophagocytosespezifischen Proteinen konnen zur malignen Transformation von
Tumorzellen beitragen (Liang et al., 1999), Defekte in der Autophagosomenreifung sind
Ursache einer kardiomyopathischen Speicherkrankheit (Nishino et al., 2000; Tanaka et al.,
2000), neurodegenerative Krankheiten wie die Parkinson'sche Krankheit (Anglade et al.,
1997) oder spongiforme Enzephalopathien (Jeffrey et al., 1992) weisen ultrastrukturell eine
verstarkte Autophagocytose auf. Der Mechanismus der Autophagocytose konnte den

Schlussel zum Verstandnis einiger dieser Prozesse darstellen.

1.2. Mikroautophagocytose

Bei dem makroautophagocytotischen Weg des Transportes von Proteinen in die Vakuole
werden zunachst im Cytoplasma Autophagosomen gebildet, die dann mit der Vakuole
fusionieren (Abb. 1 c¢). Alternativ dazu kann sich aber auch die Vakuolenmembran direkt
einstulpen und Cytoplasma umschlieBen, man spricht dann von Mikroautophagocytose (Abb.
1 a). Auch hierbei entstehen intravakuoldre Vesikel, die hydrolytisch verdaut werden; der
Prozef der Einstulpung der Vakuolenmembran kann als analog zur

makroautophagocytotischen Umhiillung von Cytoplasmateilen gesehen werden.

Morphologisch wurde dieser Proze8 schon frith beschrieben (Fedorko et al., 1968; Hirsch et
al., 1968), mechanistisch ist iber ihn wenig bekannt. Mikroautophagocytose in Leberzellen
wird unter Hungerbedingungen induziert, wird aber unabhangig von der

Makroautophagocytose reguliert (Mortimore et al., 1983; de Waal et al., 1986).
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Als Modellsystem dient unter anderem der Abbau von Peroxisomen in der Hefe Pichia
pastoris nach Wechsel der Kohlenstoffquelle von Methanol zu Glucose (Abb. 1 b). Unter
diesen Bedingungen werden die Peroxisomen rasch durch direkte Aufnahme in die Vakuole
abgebaut, was sich mikroskopisch leicht verfolgen laf3t. Die Mikroautophagocytose dient hier
also dem gezielten Abbau von Zellorganellen und stellt eine Alternative zur
Makroautophagocytose dar. Von dieser ist sie unabhiangig und wird auch entgegengesetzt
reguliert: Beim Wechsel der Kohlenstoffquelle von Methanol auf Ethanol werden die
Peroxisomen durch Makro- statt durch Mikroautophagocytose abgebaut. Die
Mikroautophagocytose in vivo a6t sich in Pichia pastoris durch PMSF, Wortmannin und
Cycloheximid hemmen, des weiteren wurden mehrere Mutationen (gsa, pag) isoliert, die die
Mikroautophagocytose von Peroxisomen auf definierten Stufen blockieren (Sakai et al.,

1998).

Fur Saccharomyces cerevisae wurde ein mikroautophagischer Abbauweg von Fructose-1,6-
bisphosphatase und Peroxisomen nach dem Wechsel der Kohlenstoffquelle von Oleat auf
Glucose vorgeschlagen (Chiang et al., 1996). Morphologisch wurden Einstulpungen der
Vakuolenmembran beschrieben, die durch Hunger induziert werden und deren Bildung in
AUT- und APG-Mutanten reduziert ist (Muller et al., 2000). Diese Autophagischen Schlauche
zeigen im elektronenmikroskopischen Bild von Gefrierbriichen eine heterogene Verteilung
groBer Proteinkomplexe: Wahrend an der Basis der Schlauche die Membran ultrastrukturell
der Vakuolenmenbran dhnelt und zahlreiche Membranproteine erkennen 1a3t, nimmt die
Dichte von Membranproteinen zur Spitze der Schlauche hin ab. An der Spitze der Schlauche
schnuiren sich cytoplasmagefullte autophagische Korperchen ab, deren Membran keine im
Elektronenmikroskop erkennbaren Proteinkomplexe enthalt. Diese auffillige Morphologie der
Autophagischen Schlduche legt nahe, da$} sie nicht nur einer Aufnahme von Cytoplasma in
die Vakuole dienen, sondern daf3 gleichzeitig auch eine laterale Sortierung von Proteinen
innerhalb der Membran stattfindet. Moglicherweise wird uiber die selektive Aufnahme
bestimmter Membranfraktionen in die Vakuole die Grofe und Zusammensetzung der

Vakuolenmembran reguliert.

Die Einstulpung der Vakuolenmembran mit anschlieBender Abschniirung von
Autophagischen Korperchen konnte in vitro mit isolierten Vakuolen rekonstituiert werden
(Sattler und Mayer, 2000). Vakuolen nehmen, in Abhangigkeit von ATP, Cytosol, Salzen,

Temperatur und pH, in vitro Anteile des umgebenden Mediums auf. Das kann durch
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fluoreszenzmarkiertes Dextran sichtbar und durch Luciferase als Markerenzym mefbar
gemacht werden. Diese Aufnahmereaktion erwies sich als unabhiangig von bekannten
Faktoren der Membranfusion wie Sec18p, Sec17p, Ypt7p, Vam3p, Vam7p oder Nyv1p.
Durch die Verwendung von Cytosol aus gehungerten Zellen konnte die Effizienz der
Aufnahme verdoppelt werden. Diese Steigerung der Aufnahmeeffizienz gelang allerdings
nicht, wenn Cytosol aus AUT- oder APG-Mutanten verwendet wurde. Mikroautophagocytose
kann also in vitro mit Vakuolen aus Saccharomyces cerevisiae rekonstituiert werden und ist
so einer quantitativen Analyse zugédnglich. Dieses MeBsystem kann nicht nur als Modell fur
Mikroautophagocytose im allgemeinen gelten, auch zahlreiche andere Transport- und
Sortierungsprozesse in eukaryotischen Zellen entsprechen zumindest topologisch der

Invagination und Abschniirung von Membranen ins Innere von Organellen.

1.3. Zur Mikroautophagocytose analoge Prozesse

Charakteristikum der Mikroautophagocytose ist die Bildung von Vesikeln auf der luminalen
Seite des Lysosoms. Im Gegensatz zum Knospen von Vesikeln an der Plasmamembran, wie
es bei der Endocytose vorkommt und wofur zahlreiche cytoplasmatische Faktoren notig sind
(Schmidt et al., 1999), ist das entstehende Vesikel zwar mit Cytoplasma angefullt, aber von
der unorganisierten, proteinarmen Matrix des Vakuolenlumens umgeben. Die Topologie der
Membran verhalt sich somit bei der Mikroautophagocytose genau umgekehrt zu der der

Endocytose.

Auf die Analogie zwischen Makroautophagocytose und Mikroautophagocytose bezuglich der
Umbhiullung von Teilen des Cytoplasmas wurde schon hingewiesen. Die du3ere Membran des
sich schliefenden Autophagosoms entspricht dabei der Vakuolenmembran, die innere
Membran dem Autophagischen Schlauch. Ahnlich wie bei der Makroautophagocytose bilden
sich auch bei der Sporulation in Hefe neue intrazellulare Membranen. Diese Membranen
gehen von den vier Spindelpolkorpern der Meiose I aus und umhiillen den zum jeweiligen
Spindelpolkorper gehorigen Teil des Nukleus mit seinem haploiden Chromosomensatz. Durch
das Schlieen der Membran wird der Kern der zukuinftigen Spore abgeschnurt und von einer
Doppelmembran umgeben (Abb. 1 f). Diese Doppelmembran entwickelt sich dann zur

Sporenwand (Neiman, 1998).
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Endocytotisch aufgenommene, aber auch neu synthetisierte Membranproteine, die fur die
Vakuole bestimmt sind, werden im pravakuoldren Kompartiment sortiert. Dies geschieht uiber
die Einstulpung der aufleren Membran dieses Kompartimentes, wobei bestimmte Proteine,
wie die vakuoléare Protease Carboxypeptidase S oder der Pheromonrezeptor Ste2p, gezielt in
die Einstulpung sortiert werden. Durch Abschniirung von Vesikeln ins Lumen dieses
Kompartiments entsteht der "Multivesicular Body" (MVB), dessen innere Membranen andere
Proteine tragen als die auBere Membran. Der MVB fusioniert mit der Vakuole, wodurch die
enthaltenen Vesikel ins Vakuolenlumen gelangen, die duBere Membran aber Teil der
Vakuolenmembran wird (Abb. 1 d). Fur diesen Proteinsortierungsmechanismus wird die
Aktivitat der Phosphatidylinositol-3-Phosphat-5-Kinase Fab1p benotigt (Odorizzi et al.,
1998), als Signal fur die Aufnahme ins Innere des MVB dient die Ubiquitinylierung von

Membranproteinen (Katzmann et al., 2001).

Auch Saugerzellen sortieren Proteine im MVB (Piper und Luzio, 2001). Dadurch werden
beispielsweise endocytotisch aufgenommen Hormonrezeptoren, alternativ zum abermaligen
Einbau in die Plasmamembran, in das Lysosom transportiert und abgebaut. Die Einstilpung
der Membranen kann durch Wortmannin, einen Hemmstoff von Phosphatidylinositolkinasen,
gehemmt werden (Fernandez-Borja et al., 1999). Der Transport von zum Abbau bestimmten
Rezeptortyrosinkinasen in die Einstulpung ist abhéngig von deren Kinaseaktivitat (Felder et
al., 1990) und von Annexin I (Futter et al., 1993). Die inneren Membranen des MVB von
Saugerzellen reichern das ungewohnliche Lipid Lysobisphosphatidsaure an, gegen das beim
Antiphospholipidsyndrom Immunglobuline gebildet werden. Diese Antikorper storen die
Struktur des MVB, was die Pathologie des Antiphospholipidsyndroms mit bestimmt
(Kobayashi et al., 1998).

Die in den MVB eingeschlossenen Vesikel konnen nicht nur lysosomal abgebaut werden,
alternativ konnen sie auch durch Exocytose freigesetzt werden (Abb. 1 e). Man spricht dann
von Exosomen (Denzer et al., 2000). Das am besten untersuchte Beispiel fur die
Exosomenbildung ist die Reifung von Retikulocyten. Dabei werden die nicht mehr benotigten
Transferrinrezeptoren endocytiert, in die inneren Vesikel des MVB sortiert und mit Exosomen
freigesetzt (Pan und Johnstone, 1983; Pan et al., 1985). Das Signal fur die Sortierung von
Proteinen in die inneren Vesikel scheint dabei die Aggregation zu groBen Komplexen zu sein

(Vidal et al., 1997).
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d Mikroautophagooytose b Pexophagie durch Mikrooutophagocoyiose

C Makroautophagooyiose und
“Cytoplasm-to-vacuole-targeting™ (Cvi)

i Bildung der Prosporenmembran

Abb. 1. Mikroautophagocytose und verwandte Prozesse. Alle der gezeigten Prozesse
beinhalten die Bildung von Vesikeln auf der luminalen Seite eines Zellorganells. N-Nukleus,
V-Vakuole. a Mikroautophagocytose in Saccharomyces cerevisiae (nach Muller et al., 2000),
b Mikropexophagie in Pichia pastoris (nach Sakai et al., 1998), ¢ Makroautophagocytose
bzw. Cvt-Weg in Saccharomyces cerevisiae (nach Scott und Klionsky, 1998), d Abbau von
Proteinen der Plasmamembran nach Sortierung im MVB (nach Odorizzi et al., 2000), e
Bildung von Exosomen (nach Denzer et al., 2000), f Bildung der Prosporenmembran in
Saccharomyces cerevisiae (nach Neiman, 1998).
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Neben Retikulocyten sezernieren auch andere Zelltypen Exosomen, wie beispielsweise
Thrombocyten (Heijnen et al., 1999), Mastzellen (Raposo et al., 1997), B-Lymphocyten
(Escola et al., 1998) und dendritische Zellen (Théry et al., 2001). Die Funktion dieser
Exosomen ist nicht in allen Fallen bekannt; bei B-Lymphocyten und dendritischen Zellen
nimmt man an, dal Exosomen der Antigenprésentation dienen. Dies wird durch die Analyse
der Proteinzusammensetzung von Exosomen dendritischer Zellen gestutzt: Sie enthalten
MHC Klasse II-, MHC Klasse I- und CD86- Molekiile, welche als Costimulans fur die
Aktivierung von T-Lymphocyten benotigt werden. Auch fur die Entstehung von Exosomen
lieferte die Analyse ihrer Proteinzusammensetzung wichtige Hinweise: Neben am
Membrantransport beteiligten Faktoren wie kleinen Rab-GTPasen und Annexinen sind auch
Komponenten des Cytoskeletts wie Actin, Cofilin, Profilin und Tubulin in der

Exosomenmatrix angereichert (Théry et al., 2001).

Alle diese Vorgédnge beruhen auf demselben elementaren Prozef3, der Einstulpung von
Vesikeln auf der luminalen Seite von Zellorganellen. Alle bisher bekannten, an
Membrantransportprozessen beteiligten Proteinklassen sind von der Hefe bis zum Mensch
konserviert, dazu zahlen beispielsweise die kleinen Rab-GTPasen und die SNARE-Proteine
(Bock et al., 2001). Die Hefe Saccharomyces cerevisiae stellt aufgrund ihrer Zugéanglichkeit
fur viele biochemische, genetische und zellbiologische Methoden ein beliebtes Modellsystem
dar, das Ruckschlusse auf die Zellbiologie von Eukaryonten allgemein zulaf3t (Basset et al.,
1996; Daum, 2000; Rubin et al., 2000; Costanzo et al., 2001; Gavin et al, 2002). Die
Untersuchung der Mikroautophagocytose an isolierten Hefevakuolen dient also auch als

Modellsystem fur die genannten Vorgéange in anderen Zelltypen.
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1.4. Zielsetzung
Die Messung der Mikroautophagocytose an isolierten Hefevakuolen sollte verwendet werden,
um niedermolekulare Hemmstoffe dieser Reaktion zu finden und dadurch Hinweise auf die an

der Mikroautophagocytose beteiligten Komponenten zu erhalten.

Des weiteren sollten Aut- und Apg-Proteine exprimiert werden und zur Antikorperherstellung
benutzt werden. Die gegen diese Proteine gerichteten Antikorper sollten auf ihre Wirkung in

der in vitro-Mikroautophagocytose untersucht werden.

Die so gefundenen Hemmstoffe sollten eingesetzt werden, um die Mikroautophagocytose in

vitro kinetisch in verschiedene Stufen aufzulosen.

Die Rolle von Komponenten, auf deren Beteiligung an der Mikroautophagocytose durch die

Wirkung von Hemmstoffen Hinweise erhalten wurden, sollte weiter charakterisiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Ausstattung

Blender, 41, Waring Commercial, New Hartford, USA
Brutschrank BE200-800, Memmert, Schwabach
Elektrophoresenetzgerat EPS 600, Pharmacia, Freiburg
Elektrotransferapparaturen = Nova Blot, Pharmacia, Freiburg
IMM-1-A™ The W.E.P. Company, Seattle, USA
Elektronenmikroskop CM 10, Philips, Kassel
Feinwaage, Sartorius, Gottingen
Filmentwickelmaschine Curix 60, Agfa-Gevaert, Dubendorf
Gefrierapparatur JFD 030, Bal-Tec AG, Balzers, Liechtenstein
Gefriersubstitutionsapparatur FSU 010, Bal-Tec AG, Balzers, Liechtenstein
Gelkamera CN-TFX, MWG-Biotech, Ebersberg
Geltrockenapparatur ,,Easy Breeze*, Pharmacia, Freiburg
15 ml Glaszentrifugenrohrchen Corex, Nr. 00152, DuPont, Wilmington, USA
30 ml Glaszentrifugenrohrchen Corex, Nr. 8445, DuPont, Wilmington, USA
Heizblock 5320, Eppendorf, Hamburg
Inkubationsschiittler Innova™ 4330, New Brunswick Scientific, Nirtingen
Konfokalmikroskop TCS SPL, Leica Microsystems, Heidelberg
mit Leica Confocal Software, Leica Microsystems, Heidelberg
Kiuhlzentrifuge 4123, Heraeus, Osterode
Kiuhlzentrifuge Avanti J-25, Beckman, Miuinchen
mit den Rotoren: JA-10.500, Beckman, Miuinchen
JA-20 mit Adaptern, Beckman, Miinchen
JA 18.1 mit Adaptern, Beckman, Miinchen
SS34, DuPont, Wilmington, USA

Luminometer Microplate Luminometer LB 96 V, Berthold Technologies, Bad Wildbad

Magnetrithrer KMO2, Janke&Kunkel, Staufen

Mikroskop Axioplan, Zeiss, Oberkochen

Mikrowelle Micro-Chef FM B 930 Q, Moulinex, Koln

Peristaltische Pumpe P1, Pharmacia, Freiburg

pH-Meter H19321, Hanna Instruments, Ronchi di Villafranca, Italien

Photometer Ultrospec 1000, Pharmacia, Freiburg

Pipetten, Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich

Probenheizschiuittler 5436, Eppendorf, Hamburg

Rotator, Groschopp, Viersen

Tischzentrifuge 5417 R, Eppendorf, Hamburg

Thermocycler Trio-Thermoblock, Biometra, Gottingen

Ultrazentrifugen TL-100, L-60, Optima LE-80-K, Beckman, Miuinchen

Centrikon T-1065, Centrikon T-2060, Kontron, Ziirich, Schweiz
mit den Rotoren TLA45, Beckman, Miinchen

SW41, Beckman, Munchen
50.2Ti, Beckman, Miinchen

Vakuum-Geltrockner ,,Speed Gel*“ SG210D, Koch+Nagy, Fellbach-Oeffingen

Vortex, Scientific Instruments, Bohemia, USA

Wasserbad-Thermostat, Julabo, Seelbach
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2.1.2. Einmalartikel

Centriplus 30, Nr. 4422, Amicon, Beverly, USA

Centricon 30, Nr. 4208, Amicon, Beverly, USA

Filterpapier GB 002, Schleicher&Schuell, Dassel

Haushaltsfolie, Nr 9068.1, Roth, Karlsruhe

Parafilm, Nr. 2596.1, Roth, Karlsruhe

PCR-Reaktionsgefafie, Nr. 82-0337, Peqlab, Erlangen

PD-10 Entsalzungssaulen, Nr. 17-0851, Pharmacia, Freiburg

Pipettenspitzen 1ml, Nr. 740280, Greiner, Nurtingen

Pipettenspitzen 200 ul, Nr. 739280, Greiner, Nurtingen

Pipettenspitzen 20 ul, Nr. 9455885, Fisher Scientific, Schwerte

2 ml Polypropylensaulen, Nr. 29920, Pierce, Rockford, USA

5 ml Polypropylensaulen, Nr. 29922, Pierce, Rockford, USA

0.65 ml Reaktionsgefalle aus PE, silikonisiert, Nr. 11330, Sorenson BioScience, Salt Lake
City, USA

1.5 ml Reaktionsgefale aus PE, Nr. 72.690, Sarstedt, Numbrecht

1.5 ml Reaktionsgefal3e aus PE, silikonisiert, Nr. 11720, Sorenson BioScience, Salt Lake
City, USA

15 ml Reaktionsgefae aus PE, Nr. 188261, Greiner, Nurtingen

50 ml ReaktionsgefaB3e aus PE, Nr. 18827, Greiner, Nurtingen

1.5 ml Reaktionsgefalle aus Polyallomer, fur den Einsatz in der Ultrazentrifuge, Nr. 357448,
Beckman, Miunchen

Sterilfilter, Nr. SCGPTOSRE, Millipore, Bedford, USA

Zellophan, Nr. 80-6121-99, Pharmacia, Freiburg

2.1.3. Reagenzien

Aceton, Nr. 9372.2, Roth, Karlsruhe

Acrylamid, Nr. 7906.2, Roth, Karlsruhe

Acrylamid/Bisacrylamid-Mix, Nr. 3029.1, Roth, Karlsruhe

Adenophostin, Nr. 115500, Calbiochem, La Jolla, USA

Agar, Nr. 0145-17, Difco, Detroit, USA

Agarose, Nr. 2269, Roth, Karlsruhe

Aktivierte CH-Sepharose, Nr. 17-0490-01, Pharmacia, Freiburg
Ammoniumacetat, Nr. 1115, Merck, Darmstadt

Amphotericin, Nr. A 4888, Sigma, Deisenhofen

Ampicillin, Nr. K029.2, Roth, Karlsruhe

APS, Nr. 13375.5, Boehringer Ingelheim, Heidelberg

Apyrase Grad VII, Nr. A6535, Sigma, Deisenhofen

Aristolochiasdure, Nr. 270-047, Alexis, Grunberg

ATP, Nr. 519987, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Bactopepton, Nr. 0118-07, Difco, Detroit, USA

Bisacrylamid, Nr. 29195.03, Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Bromphenolblau, Nr. 15375, Serva, Heidelberg

BSA, Nr. 8891.2, Roth, Karlsruhe

Calyculin A, Nr. K-210, Alomone Labs, Jerusalem, Israel

Cantharidin, Nr. K-210, Alomone Labs, Jerusalem, Israel
Chemilumineszenzsubstrat West Dura, Nr. 3407577, Pierce, Rockford, USA
Chemilumineszenzsubstrat West Femto, Nr. 3409577, Pierce, Rockford, USA
Chemilumineszenzsubstrat West Pico, Nr. 34080ZZ, Pierce, Rockford, USA
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Cholesterol, Nr. C 8667, Sigma, Deisenhofen

Chromozym TH, Nr. 838268, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Coffein, Nr. 550-322, Alexis, Griinberg

Colchizin, Nr. 380-033, Alexis, Grunberg

Creatinphosphat, Nr. 621722, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Creatinkinase, Nr. 735988, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Cyclosporin A, Nr. 380-002, Alexis, Grinberg

Cytochalasin B, Nr. 380-012, Alexis, Griinberg

Cytochalasin D, Nr. 380-031, Alexis, Grunberg

DEAE-Dextran, Nr. 17-0350-01, Pharmacia, Freiburg

Deltamethrin, Nr. K-210, Alomone Labs, Jerusalem, Israel
Desoxyribonukleotidgemisch, U1330, Promega, Mannheim
Diacylglycerolkinaseinhibitor, Nr. 430-028, Alexis, Griinberg

DMSO, Nr. 102950.0500, Merck, Darmstadt

DTT, Nr. 6908.2, Roth, Karlsruhe

Edelfosine, Nr. 341207, Calbiochem, La Jolla, USA

EDTA, Nr. 808270, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Entwickler fur Filme, Nr. HAT 536, Agfa-Gevaert, Dubendorf
Essigsaure, Nr. 3738.3, Roth, Karlsruhe

Ethanol, Nr. 9065.2, Roth, Karlsruhe

Ethanolamin, Nr. E9508, Sigma, Deisenhofen

Ethidiumbromid, Nr. 161-0430, Biorad, Miinchen

F48/80, Nr. 234500, Calbiochem, La Jolla, USA
Farnesyltransferaseinhibitor, Nr. 290-005, Alexis, Grunberg

FCCP, Nr. C 2920, Sigma, Deisenhofen

10-Feld-Objekttrager, Nr. 75751, Biomérieux, Marcy 1’Etoile, Frankreich
Filme, Nr. RPN 1674 H, Amersham, Braunschweig

Fixierer fur Filme, Nr. G 354, Agfa-Gevaert, Dubendorf

Formaldehyd, Nr. 4979.1, Roth, Karlsruhe

Ficoll-400, Nr. 17-0400-02, Pharmacia, Freiburg

Glasperlen 0.25-0.5 mm, Nr. A553, Roth, Karlsruhe

Glucose, Nr. 0155-17, Difco, Detroit, USA

Glutardialdehyd, Nr. 3778.1, Roth, Karlsruhe

Glutathion, Nr. G 4251, Sigma, Deisenhofen

Glycerin, Nr. 23175.01, Boehringer Ingelheim, Heidelberg

Glycin, Nr. 3908.3, Roth, Karlsruhe

GDPpS, Nr. 480-081, Alexis, Grunberg

GSH-Sepharose, Nr. 17-0756, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
GTPyS, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Guanidiniumhydrochlorid, Nr. 0037.1, Roth, Karlsruhe

HO9, Nr. 270-068, Alexis, Grunberg

Harnstoff, Nr. 24524.03, Boehringer Ingelheim, Heidelberg

HCI, Nr. 6331.2, Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt, Nr. 0127-07, Difco, Detroit, USA

HEPES, Nr. 91052, Roth, Karlsruhe

HRP, Nr. P6782, Sigma, Deisenhofen

HRP-gekoppeltes antiKaninchen-Ig (Esel), Nr. NA 934, Amersham, Braunschweig
HRP-gekoppeltes antiMaus-Ig (Esel), Nr. NXA 931, Amersham, Braunschweig
Imidazol, Nr. 3899.2, Roth, Karlsruhe
D-myo-Inositol-1,4,5-trisphosphat, Nr. 407137, Calbiochem, La Jolla, USA
IPTG, Nr. 26600.04, Boehringer Ingelheim, Heidelberg
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Isopropanol, Nr. 6752.2, Roth, Karlsruhe

K252a, Nr. 380-027, Alexis, Grunberg

KClI, Nr. 6781.1, Roth, Karlsruhe

KH,PO,, Nr. 3904.1, Roth, Karlsruhe

K,HPO,, Nr. 105104.1000, Merck, Darmstadt

K,PO,, Nr. 1051031.0500, Merck, Darmstadt

KNG62, Nr. 430-024, Alexis, Grunberg

KOH, Nr. 105029.1000, Merck, Darmstadt

KT5833, Nr. 270-087, Alexis, Grunberg

Latrunculin A, Nr. 428021, Calbiochem, La Jolla, USA

Leupeptin, Nr. 1017128, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Luciferase, Nr. 411523, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

LuciferasemeBpuffer, Nr. ELAO31, Berthold Detection Systems, Pforzheim

Luciferasesubstrat A, Nr. ELAO11, Berthold Detection Systems, Pforzheim

Luciferasesubstrat B, Nr. ELAO21, Berthold Detection Systems, Pforzheim

Luminol, Nr. A8511, Sigma, Deisenhofen

Manoalid, Nr. 350-045, Alexis, Grilnberg

Mellitin, Nr. 162-006, Alexis, Griinberg

B-Mercaptoethanol, Nr. 4227.1, Roth, Karlsruhe

Methanol, Nr. 4627.3, Roth, Karlsruhe

3-Methyladenin, Nr. M 9281, Sigma, Deisenhofen

Methylarachidonoylfluorophosphonat, Nr. 340-017, Alexis, Grunberg

MgCl,, Nr. 105833.1000, Merck, Darmstadt

Micro-BCA-Proteinnachweisreagenz, Nr. 23235, Pierce, Rockford, USA

Microcystin LR, Nr. 350-012, Alexis, Grunberg

Mineralol, Nr. I 1330, Promega, Mannheim

MnCl,, Nr. 105934.1000, Merck, Darmstadt

Molekulargewichtsmarker fur SDS-PAGE: Nr. SDS VII-L, Sigma, Deisenhofen

Nr. SDS 6H, Sigma, Deisenhofen

I-myristoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholin, Nr. 855475, Avanti Polar Lipids,
Alabaster, USA

NaCl, Nr. 3957.2, Roth, Karlsruhe

Na,CO,, Nr. 8562.1, Roth, Karlsruhe

NaF, Nr. K-210, Alomone Labs, Jerusalem, Israel

NaH,PO,, Nr. 1.06346.1000, Merck, Darmstadt

Na,HPO,, Nr. 106586.2500, Merck, Darmstadt

Na,PO,, Nr. 106578.1000, Merck, Darmstadt

NaN,, Nr. K305.1, Roth, Karlsruhe

NaOH, Nr. 106469.1000, Merck, Darmstadt

Natriumpyrophosphat, Nr. K-210, Alomone Labs, Jerusalem, Israel

Natriumvanadat, Nr. K-210, Alomone Labs, Jerusalem, Israel

Neomycin, Nr. N 1876, Sigma, Deisenhofen

NH,, Nr. 6774.1, Roth, Karlsruhe

Ni-NTA-Agarose, Nr. 30230, Qiagen, Hilden

Nitrocellulosemembranen, Nr. 11307, Sartorius, Gottingen

p-Nitrophenylphosphat, Nr. 107905, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Nocodazol, Nr. 430-029, Alexis, Grunberg

Nystatin, Nr. 3503, Sigma, Deisenhofen

Okadasaure, Nr. K-210, Alomone Labs, Jerusalem, Israel

Oleinsaure, Nr. O 7501, Sigma, Deisenhofen

Oxalyticase, Enzogenetics, Corvallis, USA
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Paclitaxel, Nr. 351-001, Alexis, Griinberg

pCRT7/NT TOPO TA Cloning Kit, Nr. K4200-01, Invitrogen, Groningen, Niederlande

Pefabloc SC, Nr. 1429869, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Pepstatin A, Nr. 1359053, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Perillinsaure, Nr. 430-038, Alexis, Grunberg

antiPGK-Immunglobulin, Nr. A-6457, Molecular Probes, Eugene, USA

o-Phenanthrolin, Nr. 77510, Fluka, Buchs, Schweiz

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, Nr. 2279, Applichem, Darmstadt

Phenylarsinoxid, Nr. K-210, Alomone Labs, Jerusalem, Israel

antiPho8p-Immunglobulin, Nr. A-6458, Molecular Probes, Molecular Probes, Eugene, USA

Phorbol-12-myristat-13-acetat, Nr. 445-004, Alexis, Grunberg

Phospholipase A,, Nr. 202-033, Alexis, Grinberg

Phosphorsiure, Nr. P6560, Sigma, Deisenhofen

PIPES, Nr. 1359045, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

PMSEF, Nr. 87091, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Podophyllotoxin, Nr. 630-086, Alexis, Grilnberg

Polylysin, Nr. P 8920, Sigma, Deisenhofen

Polymyxin B, Nr. 380-040, Alexis, Grunberg

Ponceau S, Nr. 33429.02, Boehringer Ingelheim, Heidelberg

Proteinase K, Nr. 745723, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Protein A-Sepharose, Nr. 17-0974-01, Pharmacia, Freiburg

Proteinnachweisreagenz nach Bradford, Nr. 500-0006, Biorad, Muinchen

QIAprep Spin Miniprep Kit, Nr. 27106, Qiagen, Hilden

Rapamycin, Nr. 380-004, Alexis, Grinberg

RNase A, Nr. 109142, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

SDS, Nr. 20783.02, Boehringer Ingelheim, Heidelberg

Serva Blue G, Nr. 35050.02, Boehringer Ingelheim, Heidelberg

Serva Blue R, Nr. 35051.01, Boehringer Ingelheim, Heidelberg

Sorbitol, Nr. 6213.2, Roth, Karlsruhe

Staurosporin, Nr. 380-014, Alexis, Grunberg

Taq-DNA-Polymerase mit Puffer und MgCl,, Nr. M 1661, Promega, Mannheim

TCA, Nr. 8789.1, Roth, Karlsruhe

TEMED, Nr. 35925.01, Roth, Karlsruhe

Thrombin, Nr. T 7009, Sigma

Tricine, Nr. 6977.1, Roth, Karlsruhe

Tris, Nr. 4855.2, Roth, Karlsruhe

Triton X-100, Nr. 93426, Sigma, Deisenhofen

U73122, Nr. 370-005, Alexis, Grunberg

Valinomycin, Nr. V 0627, Sigma, Deisenhofen

Wasserstoffperoxid, Nr. H 6520, Sigma, Deisenhofen

Wortmannin, Nr. 350-020, Alexis, Grilnberg

Yeast Lytic Enzyme, Nr. 36094, ICN Biomedicals, Aurora, USA

Yeast Nitrogen Base ohne Aminosduren und ohne Ammoniumsulfat, Nr. 233520, Difco,
Detroit, USA

Zitronensaure, Nr. 3958.1, Roth, Karlsruhe
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2.1.4. Primer

Alle Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech, Ebersberg bezogen.

apg5-1 5¢-ATG AAT GAC ATT AAA CAA TTA-3¢
apgS-2 5¢-TTA GAG CTC AGA GGA AGCTTT-3¢
apg6-1 5¢-ATG AAG TGC CAA ACA TGT CAC-3¢
apg6-2 5¢-TTA GTT TCC GCT GAT GGT CTT-3¢
apgl0-1 5¢-ATT CCT TAC CAG GAG TGG CAT-3¢
apgl0-2 5¢-CTA TGA ATC TTC ATA ACC TAA-3°
apgl6-1 5-GGC AAT TTC ATT ATA ACA GAA AG-3¢
apgl6-2 5¢-TCA TTT CGT TCC ATC TAT TTC-3¢
autl-1 5¢-ATT AGA TCT ACA CTA AGT AGT TG-3¢
autl-2 5¢-TTA CCA ACC TTC CAT GGT ATA G-3¢

T7-Promotor 5°-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3¢

2.1.5. Hefestamme

Saccharomyces cerevisiae BJ3505, Genotyp MATa pep4::HIS3 prb1-Al.6R HIS3 lys2-208
trpl-A101 ura3-52 gal2 can. Diesem Stamm fehlt die Proteinase A (Pep4p). Sie ist zur
Prozessierung einer Reihe vakuoldrer Hydrolasen notig (Jones et al., 1997). Der Stamm wurde
fur Immunfluoreszenzfarbungen und elektronenmikroskopische Aufnahmen eingesetzt, da er
unter Hungerbedingungen autophagische Korperchen in der Vakuole anreichert und da

proteolytische Schaden wéhrend der Fixierung minimiert sind.

Saccharomyces cerevisiae K91-1A, Genotyp MATa ura3 pho8::pAL134 phol3::pHI3 lysl.
Diesem Stamm fehlt die cytosolische Phosphatase Pho13p, so da3 Cytosol dieses Stammes in
die Reaktion zur Messung der in vitro-Autophagocytose eingesetzt werden konnte, ohne die

photometrische Phosphatasebestimmung zu storen (Sattler und Mayer, 2000).

Saccharomyces cerevisiae DBY5734, Genotyp MATa ade? lys2 his3 trpl leu2 ura3 cmdl-
Al::TRP ade3::HIS3::CMD]. Dieser Stamm wurde zur Praparation von Vakuolen fur die

Messung der in vitro-Autophagocytose verwendet (Sattler und Mayer, 2000).
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Saccharomyces cerevisiae YTS1, Genotyp MATa autl::KANI ade?2 lys2 his3 trpl leu2 ura3
cmdl-Al::TRP ade3::HIS3::CMDI (Sattler und Mayer, 2000). Dieser Stamm wurde zum

Testen der affinitatsgereinigten antiAutlp-Antikorper eingesetzt.

Saccharomyces cerevisiae YTSS, Genotyp MATa apg5::KAN2 ade? lys2 his3 trpl leu2 ura3
cmdl-Al::TRP ade3::HIS3::CMDI (Sattler und Mayer, 2000). Dieser Stamm wurde zum

Testen der affinitatsgereinigten antiApg5p-Antikorper eingesetzt.

Saccharomyces cerevisiae YST12, Genotyp MATa apg6::KAN pep4::HIS3 prb1-Al.6R HIS3
lys2-208 trpl1-A101 ura3-52 gal2 can (Sven Thoms, Friedrich-Miescher-Labor der Max-
Planck-Gesellschaft, Tubingen). Dieser Stamm wurde zum Testen der affinitatsgereinigten

antiApg6p-Antikorper eingesetzt.

Saccharomyces cerevisiae SBY 83, Genotyp MATa vtc4::KAN pep4::LEU gal2 ura3-52 lys2-
801 ade2-107 his3A200 (Muller et al., 2002). Dieser Stamm wurde zur Depletion von

kreuzreagierenden Antikorpern aus antiVtc4p-Immunglobulin verwendet.

2.1.6. Bakterienstaimme
E. coli TOP10F*, Genotyp F* {lacI®, Tnl0(Tet®)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU rpsL (Str™) endAl

nupG. Dieser Stamm wurde zur Vervielfaltigung von Plasmiden verwendet.

E. coli BL21(DE3), Genotyp F~ ompT hsdSg (rgmg’) gal dem (DE3) (Studier et al., 1990).

Dieser Stamm diente zur Proteinexpression.

E. coli BL21(DE3)pLysS, Genotyp F" ompT hsdSg (rs'mp’) gal dem (DE3) pLysS
(Invitrogen). Dieser Stamm diente zur Proteinexpression. Er exprimiert plasmidcodiertes T7-
Lysozym, wodurch einerseits das basale Expressionsniveau von dem T7-Promotor
nachgeschalteten Genen niedrig gehalten wird und andererseits der Zellaufschluf} erleichtert

wird.

E. coli M15, Genotyp F" Nal® Str® Rif° Thi" Lac” Ara” Gal" Mtl RecA* Uvr" Lon" pREP4

(Qiagen). Der Stamm wurde zur Proteinexpression verwendet. Er exprimiert plasmidcodierten
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lac-Repressor, wodurch das basale Expressionsniveau von dem T7-Promotor

nachgeschalteten Genen niedrig gehalten wird.

2.1.7. Antikorper

Monoklonales antiPho8p wurde von Molecular Probes, Eugene, USA bezogen und in

Konzentrationen von 1pg/ml bzw. 0.5 pg/ml zur Dekoration von Western Blots eingesetzt.

Monoklonales antiHiss-Tag wurde von Qiagen, Hilden bezogen und in Konzentrationen von

Ipug/ml zur Dekoration von Western Blots eingesetzt.

Kaninchen-antiActin zur Dekoration von Western-Blots wurde freundlicherweise von Dr.
Anne Spang, Friedrich-Miescher-Labor der Max-Planck-Gesellschaft, Tiibingen zur
Verfiigung gestellt.

Monoklonales antiActin wurde von Cedarlane Laboratories, Hornby, Ontario, Canada

bezogen (Nr. CLT-9001).

Fluoreszenzmarkierte Sekundarantikdrper zur Immunfluoreszenz wurden freundlicherweise
von Dr. Heinz Schwarz, Max-Planck-Institut fiir Entwicklungsbiologie, Tiibingen zur

Verfiigung gestellt.

Alle tibrigen Seren waren durch Injektion rekombinant hergestellter Antigene in Kaninchen

erzeugt worden.

2.2. Methoden
Alle der im folgenden genannten Losungen wurden, falls nicht anders erwahnt, mit
deionisiertem Wasser angesetzt (MilliQ, Millipore, Bedford, USA). Arbeiten mit nativen

Proteinen wurden in silikonisierten Reaktionsgefalen ausgefuhrt.
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2.2.1. Proteinbestimmung nach Bradford

10 ul Probe einer Proteinkonzentration im Bereich von 0.02 bis 0.4 mg/ml wurde zu 1 ml
Proteinbestimmungsreagenz (Biorad) gegeben und nach ca. 2 min bei Raumtemperatur die

Extinktion bei 595 nm gemessen. Als Standard diente BSA.

2.2.2. Proteinbestimmung mittels BCA

Diese Methode der Proteinbestimmung wurde fur detergenzhaltige Proben eingesetzt. 10 ul
Probe einer Proteinkonzentration von 0.05 bis 1 mg/ml wurden zu 1 ml des BCA-
Reagenzgemisches (Pierce) gegeben und fur eine Stunde auf 60°C erhitzt. Nach Abkithlen auf

Raumtemperatur wurde die Extinktion bei 562 nm gemessen. Als Standard diente BSA.

2.2.3. Hefekultur

Mittels steriler Zahnstocher wurde von bei -80°C in 15% (w/v) Glycerin gelagerten Zellen ein
kleiner Teil auf YPD-Agar (2% (w/v) Bactopepton, 1% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Glucose,
2% (w/v) Agar) ausgestrichen und die Platten bei 30°C fur drei Tage inkubiert. Die so
erhaltenen Vorratsplatten wurden ca. drei Wochen bei 4°C aufbewahrt, bis sie erneuert
wurden. Mit einzelnen Kolonien von den Vorratsplatten wurden 30 ml YPD-Medium (2%
(w/v) Bactopepton, 1% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Glucose) als Vorkultur angeimpft und
fur 6-8 h bei 30°C und 225 rpm geschiittelt. Am Abend bevor die Zellen geerntet werden
sollten, wurde die ODy,, der Vorkultur gemessen und die Hauptkulturen so angeimpft, daf3
unter Annahme logarithmischen Wachstums am nachsten Morgen eine OD,, von 2-5
(entsprechend einer Zelldichte von 7.2%107 bis 1.8%10° ml™') zu erwarten war. Dabei wurde

eine Verdopplungszeit von 80 min fur DBY5734 und K91-1A zugrunde gelegt.

Sollten die Zellen gehungert werden, wurden sie bei einer ODy,, von 2-5 geerntet (3750 g;
JA-10.500; 5min; 4°C), einmal in SD-N (1.7 g/l Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren und
ohne Ammoniumsulfat, 2% (w/v) Glucose) gewaschen und zu einer OD,, von 5 in SD-N

aufgenommen. Vor der endgultigen Ernte wurden sie 3-5 h bei 30°C und 225 rpm geschiuttelt.

2.2.4. Vakuolenpraparation

Hefezellen aus der logarithmischen Wachstumsphase mit ODg,, zwischen 2 und 5 wurden

geerntet (3750 g; JA-10.500; Smin; 4°C). Die Mengenangaben im Folgenden beziehen sich



2. Material und Methoden 22

auf 2000 ODgy,-Einheiten an DBY5734-Zellen, also auf einen mit einer Zellsuspension von
ODg,,=4 gefullten JA-10.500-Zentrifugenbecher. Das Zellpellet wurde in 50 ml 30 mM
Tris/HCI pH 8.9/10 mM DTT resuspendiert und 5 min bei 30°C inkubiert, um die Zellwénde
aufzuweichen. Danach wurden die Zellen wieder geerntet (3750 g; JA-10.500; 3 min; 4°C)
und in 15 ml Spharoplastierungspuffer (50 mM KH,PO,/K,HPO, pH 7.5, 600 mM Sorbitol)
in YP-Medium/ 0.2% Glucose aufgenommen. Nach Zugabe von 0.3 ml Oxalyticaselosung (2
mg/ml, entsprechend 90000 U/ml) wurde die Zellsuspension in 30 ml Corex-Glasrohrchen
transferiert und 20 min bei 30°C inkubiert. Alternativ zu Oxalyticase wurde Yeast Lytic
Enzyme (50 mg/ml) verwendet, dann wurde fur 25 min mit 450 yl Enzymlosung verdaut. Der
Verdau wurde gestoppt, indem die Sphiroplasten abzentrifugiert wurden (erst 1 min bei 880
g, dann 1 min bei 1650 g; JA-20 mit Adaptern; 4°C) und der Uberstand vorsichtig abgegossen
wurde. Das Pellet wurde in 2.5 ml eiskaltem 15% Ficoll (in 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200
mM Sorbitol) mit Hilfe einer Glaspipette resuspendiert und 150 x1 DEAE-Dextran (0.4 mg/ml
in 15% Ficoll) zugegeben. Nach zweiminutiger Inkubation auf Eis, wéahrend der das DEAE-
Dextran an die Plasmamembranen der Spharoplasten binden konnte, wurden die
Sphiaroplasten bei 30°C fur 80 s lysiert. Die Suspension wurde auf Eis gekuhlt, in SW41-
Rohrchen uiberfuhrt und mit 3 ml 8% Ficoll (in 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM
Sorbitol), 3 ml 4% Ficoll (in 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol) und 0% Ficoll
(10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol) bis zum Oberrand des Rohrchens
uberschichtet. Die nach der Lyse freigesetzten Vakuolen wurden durch Zentrifugation
(154000 g; SW41; 90 min; 4°C) an die Grenzschicht 4%/0% Ficoll aufflotiert und von dort
geerntet. Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford bestimmt (siehe 2.2.1.), typische
Ausbeuten waren 0.5 ml Vakuolensuspension einer Proteinkonzentration von 0.8 mg/ml pro

Rohrchen.

Vakuolen wurden bei -80°C bis zu 4 Wochen aufbewahrt. Dazu wurde zu den frisch isolierten
Vakuolen Proteaseinhibitorcocktail (0.2 mM Pefabloc, 0.2 yg/ml Leupeptin, 1 mM o-
Phenanthrolin, 1 yg/ml Pepstatin A) und 10% (w/v) Glycerol (aus 50% in 10 mM PIPES/
KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol) gegeben. Die Vakuolensuspension wurde in fluissigen
Stickstoff eingetropft.
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2.2.5. Cytosolpraparation

Fur die Cytosolpraparation wurden K91-1A-Zellen 5 h in SD-N gehungert (siehe 2.2.3.). Die
Zellen (10 1, OD¢y,=5) wurden geerntet (3750 g; JLA 10.500; 5 min; 4°C), vereinigt und
einmal mit eiskaltem Cytosolpuffer (200 mM Sorbitol, 40 mM PIPES/KOH pH 6.8, 0.5 mM
MgCl,, 150 mM KCI, 1 mM DTT, 0.2 mM PMSF, 1xPIC: 0.1 mM Pefabloc, 0.1 pg/ml
Leupeptin, 0.5 mM o-Phenanthrolin, 0.5 pg/ml Pepstatin A) gewaschen. Das resultierende
Pellet wurde in wenig eiskaltem Cytosolpuffer aufgenommen, so daf} eine dicke Suspension
entstand. Diese Suspension wurde in flussigen Stickstoff eingetropft, so da} etwa erbsengrof3e
Eisstucke entstanden, und in einem vorgekuhlten Waring-Blender funfmal fur ca. 40 s auf
hochster Stufe gemixt. Dabei wurde, falls notig, flussiger Stickstoff nachgefullt, so dall das
Eis nie auftauen konnte. Danach wurde solange weiter gemixt, bis der Stickstoff verdampft
war; die Suspension wurde unter warmem Wasser aufgetaut und zentrifugiert (18500 g; JLA
10.500; 10 min; 4°C). Das so geklarte Lysat wurde nochmals zentrifugiert (184000 g; 50.2 Ti;
20 min; 4°C) und aufschwimmendes Lipid verworfen. Bildete sich wéahrend dieser
Zentrifugation bedingt durch die hohe Proteinkonzentration ein Dichtegradient, der die
Sedimentation oder Flotation von Membranfragmenten verhinderte, so wurde nach Mischen
nochmals bei kleinerer Beschleunigung zentrifugiert (12000 g; 50.2 Ti; 10 min; 4°C). Der
Uberstand wurde abgenommen, durch Verdunnung mit Cytosolpuffer auf eine
Proteinkonzentration von 30 mg/ml gebracht, in 100 ul-Aliquots in flussigem Stickstoff
eingefroren und bei -80°C gelagert. Die Aktivitat des Cytosols zur Stimulierung der in vitro-

Autophagocytose wurde titriert, 2.5 - 3 mg/ml stimulierten die Reaktion maximal.

2.2.6. Messung der Aktivitat Alkalischer Phosphatase

Zur Probe (10-50 pl) wurden 500 gl Entwicklungslosung (10 mM MgCl,, 1 mM p-
Nitrophenylphosphat, 0.4% (w/v) Triton X-100, 250 mM Tris/HCl pH 8.9) gegeben, 5 min
bei 30°C inkubiert und die Entwicklung durch Zugabe von 500 1 1 M Glycin/KOH pH 11.5
abgestoppt. Die Extinktion des entstandenen p-Nitrophenolats wurde bei 405 nm gemessen.

Reduktionsmittel (z.B. DTT) storen die Reaktion.

2.2.7. Messung von Luciferaseaktivitit

Die Proben (25 ul, in 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol) wurden in eine weile
96-Well-Platte pipettiert, je 25 ul LuciferasemefBpuffer und Luciferasesubstrat A zugegeben

und gemischt. Unmittelbar vor der Messung wurden 25 ul Luciferasesubstrat B zugegeben.
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Die Lumineszenz wurde im Luminometer gemessen. LuciferasemeBpuffer (enthalt Detergenz
und Reduktionsmittel), Luciferasesubstrat A (ATP) und Luciferasesubstrat B (1 mM

Luciferin) wurden von Berthold Detection Systems, Pforzheim bezogen.

2.2.8. Messung von Meerrettichperoxidaseaktivitit

Die Proben (25 ul, in 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol, 1% Triton X 100)
wurden in eine weille 96-Well-Platte pipettiert, je 25 ul Substrat (5 mM Luminol, 10 mM
H,0,, 100 mM Tris/HCI pH 8.5; H,0, wurde erst unmittelbar vor Gebrauch zugegeben) und
Cosubstrat (200 M Luciferin, 100 mM Tris/HCI pH 8.5) zugegeben und gemischt. Die
Lumineszenz wurde unmittelbar nach Substratzugabe im Luminometer gemessen, der

Reagenzienleerwert wurde von allen MeBwerten abgezogen.

2.2.9. Messung von Thrombinaktivitat

Zur Probe (10 pl) wurden 500 1l Chromozym TH-Losung (50 #M in 50 mM Tris/HC] pH
8.3, 227 mM NaCl, 1 mg/ml BSA) gegeben und bei 25°C inkubiert. Bei deutlicher
Gelbfarbung wurde die Reaktion durch Zugabe von 500 ul 1 M Glycin/KOH pH 11.5
gestoppt und sofort die Extinktion bei 405 nm gemessen. Die auf die Proteinmenge bezogene
Aktivitat wurde nach folgender Formel berechnet:
U/ug Protein= (V*E,5)/(p*e4ps*d*t) mit

V= Testvolumen (1 ml)

E,(s= gemessene Extinktion bei 405 nm

p= eingesetzte Proteinmenge in yug

£,0s= Extinktionskoeffizient des entstehenden Nitroanilids (10,4 mmol'*1*cm™)

d= Schichtdicke der MeBkiivette (1 cm)

t= Reaktionsdauer (5 bis 180 min)

2.2.10. Messung der in vitro-Autophagocytose

Vakuolen des Stammes DBY5734 wurden zur Messung der in vitro-Autophagocytose frisch
prapariert oder von -80°C aufgetaut und auf eine Konzentration von 0.4 mg/ml Protein mit 10
mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol verdunnt. Ein Reaktionsansatz zu 50 ul (0.2
mg/ml DBY 5734-Vakuolen, 3 mg/ml cytosolisches Protein, 105 mM KCl, 7 mM MgCl,, 2
mM ATP, 80 mM Dinatriumcreatinphosphat, 175 U/ml Creatinkinase, 17 pg/ml Luciferase,
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100 uM DTT, 0.1 mM Pefabloc, 0.1 yg/ml Leupeptin, 0.5 mM o-Phenanthrolin, 0.5 pg/ml
Pepstatin A, 200 mM Sorbitol, 10 mM PIPES/KOH pH 6.8) erhielt:
25 ul DBY5734-Vakuolen, 0.4 mg/ml
5 ul ATP-regenerierendes System (20 mM Mg**-ATP, 800 mM Creatin-
phosphat, 5 mg/ml Creatinkinase (entsprechend 1750 U/ml), 5% (w/v)
Glycerin, 10 mM PIPES/KOH pH 6.8)
5 u10.9 M KCl in 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol
5 u1 50 mM MgCl, in 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol
5 ul Cytosol von gehungerten K91-1A-Zellen, 30 mg/ml
1 x10.85 mg/ml Luciferase in 150 mM KCI, 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200
mM Sorbitol
ad 50 pl: 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol.
Das Reaktionsgemisch wurde 60 min bei 27°C inkubiert, als Kontrolle diente ein Ansatz, der
auf Eis gehalten wurde. Bei Ansédtzen ohne ATP wurde das ATP-regenerierende System
durch dasselbe Volumen 0.9 M KCl ersetzt, um die Ionenstarke insgesamt konstant zu halten.
Zur Beendigung der Reaktion wurden die Ansatze auf Eis gestellt und mit 300 pul eiskaltem
Waschpuffer (150 mM KCI, 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol) verdunnt. Die
Vakuolen wurden pelletiert (6800 g; 4 min; 2°C; in Tischzentrifuge), einmal mit 300 pl
Waschpuffer gewaschen und in 50 1 150 mM KCI, 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM
Sorbitol resuspendiert. Proteinase K wurde zu 0.3 mg/ml aus einer 3 mg/ml Stammlosung
zugegeben und fur 15 min auf Eis inkubiert. Der Proteaseverdau wurde durch Zugabe von 50
ul 1 mM PMSF in eiskaltem 150 mM KCI, 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol
gestoppt. Je 25 ul wurden zur Messung der aufgenommen Luciferase (siehe 2.2.7.) und der
Alkalischen Phosphatase (siehe 2.2.6.) verwendet. Der Quotient dieser beiden Werte
(cps/OD,ys) diente als MaB fur die auf die Vakuolenmenge bezogene Luciferaseaufnahme. In
einzelnen Experimenten wurde anstelle von Luciferase Meerrettichperoxidase (2 mg/ml)

eingesetzt (zur Aktivitatsbestimmung siche 2.2.8.).

2.2.11. TCA-Fillung

Zur Konzentrierung von Proteinen fur die SDS-PAGE wurden diese durch Zugabe von 72%
(w/v) TCA zu einer Endkonzentration von 12% (w/v) geféllt. Nach 5 min auf Eis wurde zen-

trifugiert (20000 g; 10 min; 4°C), der Uberstand verworfen und das Pellet zweimal mit 700 ul
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eiskaltem Aceton gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in Laufpuffer fur die SDS-

PAGE aufgenommen.

2.2.12. Proteinextrakt aus ganzen Hefezellen (R6del-Aufschluf})

1 ODgy-Einheit Hefezellen wurde geerntet (20000 g; 30 s; Tischzentrifuge), einmal
gewaschen (in 0.5 ml 10 mM Tris/Hcl, pH 8.0, 1 mM EDTA) und in 0.5 ml Wasser
resuspendiert. Dann wurden 75 ul Lyselosung (1.85 M NaOH, 7.4% (v/v) B-Mercaptoethanol,
1 mM PMSF, 5 mM EDTA) zugegeben und 10 min bei 4°C geschiuttelt. Durch Zugabe von
280 ul 72% (w/v) TCA wurden Proteine ausgefallt (5 min, auf Eis) und pelletiert (20000 g; 10
min; 4°C), dann zweimal mit 0.7 ml Aceton gewaschen, getrocknet und in 50 1 SDS-PAGE-
Ladepuffer (siehe 2.2.13.) aufgenommen.

2.2.13. SDS-PAGE

Gieflen der Polyacrylamid-Gele

Glasplatten (135x160 mm®) wurden mit deionisiertem Wasser und mit Ethanol gereinigt,
Abstandshalter (0.6 oder 1 mm dick) mit Hilfe von Klemmen dazwischen befestigt und die
Gelform in den GelfuB} gestellt. Um die Gelform auch nach unten dicht abzuschliessen, wurde
in den GelfuB} etwa 1 ml verflussigter Agarose (in SDS-Laufpuffer) gegeben. Die
Acrylamidlosung fur ein 8%iges Trenngel (90x140x1 mm®) wurde wie folgt
zusammengemischt: 4.5 ml Acrylamid/Bisacrylamidgemisch (30% (w/v) Acrylamid, 0.8%
(w/v) N,N-Methylenbisacrylamid), 6.5 ml 1 M Tris/HCI pH 8.8, 5.7 ml Wasser, 167 ul 10%
(w/v) SDS, 10 ul TEMED, 100 ul 10% (w/v) APS. Fur Gele mit anderem
Acrylamid/Bisacrylamid-Gehalt wurden entsprechend andere Mengen an
Acrylamid/Bisacrylamid—Gemisch und Wasser eingesetzt. Nach dem GieBen des Trenngeles
wurde dieses sofort mit Isopropanol uiberschichtet. Der Isopropanol wurde nach dem
Polymerisieren abgegossen und ein 5%iges Sammelgel auf das Trenngel gegossen (10x140x1
mm?; 830 ul Acrylamid/Bisacrylamid-Gemisch, 500 1 0.6 M Tris/HCI pH 6.8, 3.6 ml
Wasser, 50 ul 10% (w/v) SDS, 5 ul TEMED, 25 ul 10% (w/v) APS). Die Gele wurden in

einer feuchten Box bei 4°C bis zu zwei Wochen aufbewahrt.
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Probenvorbereitung und Elektrophorese

Die Proteinproben wurden in SDS-PAGE-Ladepuffer (60 mM Tris/HCI pH 6.8, 2% (w/v)
SDS, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol, 10% (v/v) Glycerin, 0.005% (w/v) Bromphenolblau)
aufgenommen und 5 min auf 95°C erhitzt. Die abgekiihlten Proben wurden in die Geltaschen
geladen; dabei wurden fiir kleine Proteinmengen (bis 60 ng) bei erwiinschter hoher Effizienz
des Elektrotransfers diinne Gele (0.6 mm) verwendet, bei groferen Proteinmengen (bis 200
png) wurden dicke Gele (1mm) verwendet. Die Elektrophorese wurde in einer
Vertikalapparatur fiir 2-3 h bei 30 mA und Raumtemperatur in SDS-Laufpuffer (50 mM
Tris/HCI pH 8.3, 380 mM Glycin, 0.1% (w/v) SDS) durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die

Proteine entweder gefarbt oder zur Immunodekoration auf Nitrocellulose transferiert.

2.2.14. Western Blot

Acht Filterpapiere und eine Nitrocellulosemembran, jeweils in der Grofle des Gels, aus dem
die Proteine transferiert werden sollten, wurden in Transferpuffer (20 mM Tris, 150 mM
Glycin, 0.02% (w/v) SDS, 20% (v/v) Methanol) getrankt. Auf der Anodenplatte der Elektro-
transferapparatur wurden von unten nach oben geschichtet: Vier in Transferpuffer getrankte
Filterpapiere, die Nitrocellulosemembran, das Gel, nochmals vier Filterpapiere. Die
Kathodenplatte der Apparatur wurde aufgelegt und mit einem Gewicht von 3 kg beschwert.
Der Transfer erfolgte fur eine Stunde bei 2 mA pro Quadratzentimeter Gelfldche. Nach
erfolgtem Transfer wurde die Nitrocellulosemembran fur eine Minute in Ponceau S-
Farbelosung (0.2% (w/v) in 3% (w/v) TCA) geschwenkt und anschliefend in
demineralisiertem Wasser entfarbt. Die Positionen der Molekulargewichtsmarker wurden mit
Kugelschreiber markiert, die Membran getrocknet und photokopiert. Danach wurde 30 min in
Blockierungspuffer (5% (w/v) Milchpulver, 0.2 % (w/v) Natriumazid in PBS: 2.68 mM KCl,
1.47 mM KH,PO,, 136.8 mM NaCl, 8 mM Na,HPO,, pH 7.2 mit HCI eingestellt) bei
Raumtemperatur geschwenkt, dann eine Stunde bei Raumtemperatur oder wahlweise uber
Nacht bei 4°C in dem priméren Antikorper (Verdunnungen von 1:1000 bis 1:3000 in
Blockierungspuffer). Die Membran wurde mit mehrmaligem Pufferwechsel in PBS, PBS/T
(0.05% (w/v) Triton X-100 in PBS) und nochmals PBS gewaschen und dann fur eine Stunde
bei Raumtemperatur in dem sekundaren Antikorper (1:10000 HRP-gekoppeltes
antiKaninchen- oder antiMaus-Immunglobulin (Amersham) in 5% (w/v) Milchpulver, PBS)
geschwenkt. Nach erneutem Waschen in PBS, PBS/T und PBS wurden 10 ul

Chemilumineszenzsubstrat (Pierce) pro Quadratzentimeter gleichmafig auf der Membran
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verteilt, die Membran faltenfrei in Haushaltsfolie eingehullt und im Dunkelraum zusammen
mit einem Film in die Filmkassette gelegt. Je nach Starke des Signals waren unterschiedlich
lange Belichtungszeiten bei verschieden empfindlichen Chemilumineszenzsubstraten notig.
Die Filme wurden in der Filmentwicklungsmaschine automatisiert enwickelt, fixiert und
gewaschen. Gebundene Antikorper konnten durch Schwenken in 6 M Guanidinium-
Hydrochlorid (10 min bei Raumtemperatur) entfernt werden; vor einer erneuten Dekoration

wurde nochmals in Blockierungspuffer geschwenkt.

2.2.15. Coomassie-Farbung

Das Gel wurde in einer Farbewanne mit Farbelosung (0.1% (w/v) Serva Blue G in 40% (v/v)
Methanol, 10% (v/v) Essigsaure) bedeckt, diese in der Mikrowelle kurz erhitzt, bis sich
Blasen bildeten und 20 min bei Raumtemperatur geschwenkt. Die Farbelosung wurde gegen
Entfarbelosung (40% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure) ausgetauscht, die innerhalb von
zwel bis drei Stunden mehrmals gewechselt wurde. Das Entfarben konnte durch kurzes
Erhitzen in der Mikrowelle beschleunigt werden. Entfarbte Gele wurden auf Filterpapier in

einem Vakuum-Geltrockner bei 80°C fur 45 min getrocknet.

2.2.16. Immunfluoreszenzmikroskopie

Formaldehyd wurde frisch aus Paraformaldehyd hergestellt: Paraformaldehyd wurde zu 30%
(w/v) in 100 mM PIPES/KOH, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO,, pH 6.9 suspendiert und unter
Riuthren auf 65°C erhitzt. Unter Ruhren wurde langsam 10 N NaOH zugegeben, bis die
Losung nur noch leicht tritbe war. Die Losung wurde zentrifugiert, der Uberstand zum

Fixieren von Zellen eingesetzt.

Objektrager wurden mit Polylysin beschichtet: 20 u1 0.1% (w/v) Polylysinlosung wurden auf
jedes Feld gegeben und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die
Polylysinlosung abgesaugt, die Felder je Smal mit deionisiertem Wasser gewaschen und an

Luft getrocknet.

Zellen (25 ml, ODy,=2) wurden durch Zugabe von Formaldehyd (zu 5% (w/v) aus 25% (w/v)
frisch hergestellter Stammlosung) zum Medium fixiert. Nach 1 h bei 30°C wurden sie
geerntet, in frischem Fixativ (3.7% (w/v) Formaldehyd, 0.5 mM MgCl2, 1 mM PMSF, 40
mM KH,PO,/K,HPO, pH 6.5) aufgenommen und tiber Nacht bei Raumtemperatur rotiert.
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AnschlieBend wurden die Zellen dreimal in SP (1.2 M Sorbitol, 0.5 mM MgCl,,100 mM
KH,PO,/K,HPO, pH 6.5) gewaschen und in 1 ml SP resuspendiert. Durch Zugabe von 1.4 ul
B-Mercaptoethanol und 40 ul Oxalyticase (2 mg/ml) wurden die Zellwénde verdaut. Der
Verdau wurde mikroskopisch kontrolliert und nach 50-90 min gestoppt, indem die Zellen
zweimal in SP gewaschen wurden. Die so vorbereiteten Zellen konnten in 50% (w/v)
Glycerol/1 mM PMSF bei -20°C uiber Wochen aufbewahrt werden.

Alle der folgenden Schritte wurden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
durchgefuhrt. 10 pl der fixierten und verdauten Zellen wurden auf ein Feld eines mit
Polylysin beschichteten Objekttragers gegeben und 10 min inkubiert. Danach wurde der
Uberstand abgesaugt, die Zellen mit Detergenz behandelt (je 20 ul 2% (w/v) SDS in PBS
(siehe 2.2.14.), 2 min) und gewaschen (Smal, mit PBS/ 1% (w/v) BSA). AnschlieBend wurde
mit PBS/ 1% (w/v) BSA fur 20 min geblockt und mit dem primaren Antikorper (je 10 pl in
PBS/ 1% (w/v) BSA) fur 3 h inkubiert. Nach abermaligem Waschen (10mal, PBS/ 1% (w/v)
BSA) wurden sekundire Antikorper (Esel-antiMaus-Cy3 1:300, Esel-antiZiege-DTAF 1:250
in PBS/ 1% (w/v) BSA) zugegeben. Nach 1 h wurde letztmals gewaschen (Smal PBS/ 1%
BSA, Smal PBS), 2 ul Einbettungsmedium (50% Glycerol in PBS) zugegeben, ein Deckglas

aufgelegt und mit Nagellack umrahmt.

2.2.17. Reinigung von antiVtc4p fur Immunfluoreszenz

Vtc4-Deletionsmutanten (SBY83) wurden wie unter 2.2.16. beschrieben fixiert und verdaut,
es wurden jedoch 10mal mehr Zellen verwendet. Nach dem Oxalyticaseverdau wurden die
Zellen fur 2 min mit 2% (w/v) SDS/PBS (PBS: siehe 2.2.14.) behandelt, dreimal in SP (siehe
2.2.15.) gewaschen und uiber Nacht mit 1% (w/v) BSA/PBS geblockt. Zellen entsprechend
500 ODgy,-Einheiten wurden in 500 x1 PBS/ 1% BSA aufgenommen und 50 pug
affinitatsgereinigtes antiVtc4p (Ziege) zugeben. Es wurde 45 min bei Raumtemperatur
inkubiert und zentrifugiert. Der Uberstand und 500 1 Waschlosung (PBS/ 1% (w/v) BSA)
wurden abermals mit 500 ODg,-Einheiten von AVtc4-Zellen inkubiert. Nach 45 min
Inkubation wurden Uberstand und 500 x1 Waschlosung vereinigt und 1:2 zur

Immunfluoreszenz eingesetzt.

2.2.18. Elektronenmikroskopie

Die Vorbereitung der Proben zur Elektronenmikroskopie wurde von Dr. Heinz Schwarz und

Mitarbeitern, Max-Planck-Institut fur Entwicklungsbiologie, Tubingen durchgefuhrt.
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Hefezellen wurden in flussigem Propan eingefroren (Gefriergerat JED 030, Bal-Tec, Balzers
AG) und in 0.5% Uranylacetat in Ethanol gefriersubstituiert (35 h, -90°C; 4 h, -60°C; 2 h,
-50°C; in Gefriersubstitutionsapparatur FSU 010, Bal-Tec, Balzers AG). Die Proben wurden
bei —35°C mit Ethanol gewaschen, mit Lowicryl HM20 infiltriert und 48 h mit UV
polymerisiert. Ultradinnschnitte wurden auf Kupfernetzchen geladen und im

Elektronenmikroskop CM 10 photographiert.

2.2.19. Isolierung chromosomaler DNA aus Hefe

BJ3505 wurden uiber Nacht in 10 ml YPD angezogen. Die Zellen wurden geerntet (3000 g; 5
min; Raumtemperatur), einmal in 0.5 ml Wasser gewaschen und in 200 ul Lysepuffer (2%
(w/v) Triton X 100, 1% (w/v) SDS, 100 mM NaCl) aufgenommen. 0.3 g Glaskiigelchen und
200 ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol wurden zugegeben und die Zellen durch heftiges
Vortexen (3 min) aufgeschlossen. Anschliefend wurde 200 ul TE-Puffer (10 mM Tris pH 8.0,
1 mM EDTA) zugegeben, abermals kurz gevortext und zentrifugiert (20000 g; 5 min;
Raumtemperatur). Die wissrige Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefal3 uberfuhrt, 1 ml
reines Ethanol zugegeben und zentrifugiert (20000 g; 3 min; Raumtemperatur). Das Pellet
wurde in 400 pl TE-Puffer aufgenommen, 30 pl RNase A (1 mg/ml) zugegeben und 5 min bei
37°C inkubiert. Die DNA wurde durch Zugabe von 10 u1 4 M Ammoniumacetat und 1 ml
reinem Ethanol ausgefillt und pelletiert (20000 g; 3 min; Raumtemperatur). Der Uberstand

wurde verworfen, die DNA getrocknet und in TE-Puffer zu 1 mg/ml aufgenommen.

2.2.20. PCR

Zur Amplifizierung von genomischer DNA mittels PCR wurden in PCR-Reaktionsgefaf3en

auf Eis gemischt:

Wasser 42.3 ul
10x Puffer (500 mM KCl, 100 mM Tris/HCI pH 9.0, 5 ul
15 mM MgCl,, 1 % (w/v) Triton X 100)
Desoxyribonukleotidgemisch, je 10 mM 1 ul
Primer 1, 100 uM 0.5 ul
Primer 2, 100 uM 0.5 ul
genomische DNA, 1 mg/ml 0.5 ul

Taq-DNA-Polymerase, 5 U/ul 0.25 ul
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Die Ansiatze wurden im Thermocycler nach folgendem Programm inkubiert:
3 min, 94°C
1 min, 94°C
1 min, 51°C 30 Zyklen
3 min, 72°C
10 min, 72°C

Je 5 ul eines PCR-Ansatzes wurden auf einem 1% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Die DNA wurde mit Ethidiumbromid unter UV-Beleuchtung sichtbar gemacht.

2.2.21. Klonierung

Die Klonierung von PCR-Produkten in den Expressionsvektor pPCRT7/NT TOPO und
Transformation von chemisch kompetenten E. coli-Zellen erfolgte entsprechend dem
Protokoll des pCRT7/NT TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen): 1.8 ul PCR-Produkt wurde mit
0.2 pl durch Topoisomerase I aktiviertem, linearisiertem Vektor 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann wurde 0.4 1 TOPO Cloning Stoplosung zugegeben und auf Eis gestellt. Der
Ligationsansatz wurde zu 25 ul frisch aufgetauten chemisch kompetenten TOP10F‘-One
Shot-E.coli-Zellen gegeben, vorsichtig gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen
wurden einem 30 sekiindigen Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und erneut auf Eis gekuhlt.
Nach Zugabe von 100 y1 SOC-Medium (2% (w/v) Bactopepton, 0.5% (w/v) Hefeextrakt,
0.05% (w/v) NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl,) wurde fur 30 min bei 37°C und 225 rpm
inkubiert. Die Zellen wurden auf LB-Amp-Platten (1% (w/v) Bactopepton, 0.5% (w/v)
Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl, 2% (w/v) Agar, 100 pg/ml Ampicillin, pH 7.0) ausgestrichen
und uiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Kolonien wurden mittels ,,Colony-PCR* auf die
richtige Insertion der klonierten Gene in den Expressionsvektor untersucht. Dazu wurden als
DNA-Vorlage Zellen der entsprechenden Kolonie einem PCR-Ansatz (s. 2.2.20) zugegeben.
Als Primer dienten 5‘-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3°, das mit dem T7-Promotor auf
dem Vektor paart, und der jeweilige 3‘-Primer des inserierten Gens. Zu Beginn der Reaktion

wurde fur 10 min auf 96°C erhitzt, um die Zellen aufzuschlief3en.

2.2.22. Plasmidpraparation

10 ml LB-Amp Medium (1% (w/v) Bactopepton, 0.5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl,
100 pg/ml Ampicillin, pH 7.0) wurden mit Bakterienkolonien angeimpft und itber Nacht bei
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37°C und 225 rpm geschiittelt. Am nachsten Morgen wurden 2 ml der Ubernachtkultur
abzentrifugiert (20000g; 2 min; Raumtemperatur) und der Uberstand verworfen. Das
Zellpellet wurde in 250 ul Puffer P1 (50 mM Tris/HCI pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml
RNase A mit 70 U/mg) resuspendiert. Dann wurden 250 1 Puffer P2 (200 mM NaOH, 1%
(w/v) SDS) zugegeben und durch Invertieren gemischt. SchlieBlich wurden 350 ul Puffer P3
(750 mM NacCl, 50 mM MOPS, 15% (v/v) Ethanol, 0.15 % (w/v) Triton X 100, pH 7.0)
zugegeben und gemischt. Es wurde zentrifugiert (20000 g; 10 min; 2°C) und der Uberstand
auf ein QIAprep-Saulchen gegeben. Die Saulchen wurden mit 0.75 ml Puffer PE (1 M NaCl,
50 mM MOPS, 15% (v/v) Ethanol, pH 7.0) gewaschen und die DNA mit 50 ul TE-Puffer (10
mM Tris/HCI1 pH 8.0, 1 mM EDTA) eluiert.

2.2.23. Expression von Fusionsproteinen

Die Expressionsvektoren wurden in Expressionsstimme (BL21(DE3)pLysS fur Autlp,
Apg5p, Apgbp, Apgl0p, Apgl6p; M15 fur Cofilin; BL21(DE3) fur Twinfilin) transformiert
(siehe 2.2.22.) und Transformanten in LB-Amp-Chloramphenicol (1% (w/v) Bactopepton,
0.5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl, 100 ug/ml Ampicillin, 34 xg/ml Chloramphenicol,
pH 7.0) mit 15 % (w/v) Glycerin bei —80°C eingefroren.

Zur Expression wurden 10 ml-Ubernachtkulturen in LB-Amp-Chloramphenicol angelegt und
damit morgens 1 1 -Kolben angeimpft. Diese wurden bei 37°C und 225 rpm inkubiert, bis die
ODy, 0.6- 0.8 erreichte. Dann wurde mit 1 mM IPTG die Proteinexpression induziert. 30 min
vor und gleichzeitig mit der IPTG-Zugabe wurde PMSF zu 0.2 mM zugegeben. 4 bis 6 h nach

der Induktion wurden die Zellen geerntet.

2.2.24. Reinigung von loslichen His,-Tag-Fusionsproteinen

Exprimierende Zellen (aus 1 1 Kultur) wurden geerntet (4000 g; 10 min; 4°C) und in 40 ml
Bindepuffer (20 mM KH,PO,/K,HPO,, 500 mM NaCl, 10 mM Imidazol, | mM PMSF, pH
7.8) aufgenommen. Durch zweimaliges Einfrieren (-80°C) und Auftauen mit
zwischenzeitlicher Ultraschallbehandlung und Inkubation bei 30°C (zum Verdau der
Zellwande durch endogenes Lysozym) wurden die Zellen aufgeschlossen. Unaufgeschlossene
Zellen und Zellwande wurden durch Zentrifugation (184000 g; 20 min; 4°C; 50.2 Ti)
abgetrennt. Zum Uberstand wurden 0.5 ml Ni-NTA-Agarose gegeben und 30 min bei 4°C

rotiert. Die proteinbeladene Matrix wurde in eine PP-Séule gepackt und nacheinander mit 5
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ml Bindepuffer und 5 ml Waschpuffer (20 mM KH,PO,/K,HPO,, 500 mM NaCl, 10 mM
Imidazol, 1 mM PMSF, pH 6.0) gewaschen. Es wurde mit steigenden
Imidazolkonzentrationen eluiert (je 1.5 ml 50 mM, 150 mM, 300 mM, 500 mM Imidazol in
Waschpuffer). Autlp eluierte bei 150 mM Imidazol, Apg16p bei 300 mM. Die erhaltenen
gereinigten Proteine wurden mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung auf ihre Reinheit
uberpruft. Im Westernblot mit antiHis¢-Tag-Antikorper wurde die Fusion mit dem His,-Tag

nachgewiesen.

Die gereinigten Proteine (> 1mg/ml) wurden ohne weitere Reinigung zur Immunisierung von
Kaninchen eingesetzt. Zur Koppelung an aktivierte CH-Sepharose wurden sie mittels PD-10

Saulen umgepuffert.

2.2.25. Reinigung von His-Tag-Fusionsproteinen aus EinschluBkorperchen

Exprimierende Zellen (aus 1 I Kultur) wurden geerntet (4000 g; 10 min; 4°C) und in 40 ml S1
(25% (w/v) Sucrose, 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 1% (w/v) Triton X 100, 1 mM PMSF)
aufgenommen. Durch einmaliges Einfrieren/ Auftauen, dreimalige Ultraschallbehandlung und
10 min Inkubation bei 30°C wurden die Zellen aufgeschlossen. DTT wurde zu 50 mM (aus 1
M Stammlosung) und EDTA zu 25 mM (aus 500 mM Stammldsung) zugegeben und
abermals beschallt. Die Suspension wurde zentrifugiert (30000 g; 30 min; 4°C; SS34) und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 20 ml S2 (20 mM Tris/HCl pH 7.4, 1 mM EDTA,
10 mM DTT, 1% (w/v) Triton X 100, 1 mM PMSF) durch Ultraschallbehandlung
resuspendiert und zentrifugiert (30000 g; 30 min; 4°C; SS34). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 20 ml 50 mM Tris pH 8.0, 1% (w/v) Triton X 100 aufgenommen.
Der Uberstand nach Zentrifugation (30000 g; 30 min; 4°C; SS34) wurde verworfen und das
unlosliche Pellet in 6 M Guanidiniumhydrochlorid, 100 mM KH,PO,/K,HPO,, 10 mM Tris,
10 mM B-Mercaptoethanol, pH 8.0 aufgenommen (mit Ultraschall resuspendiert, iber Nacht
bei Raumtemperatur rotiert). Der Uberstand nach Zentrifugation (30000 g; 30 min; 4°C;
SS34) wurde zur Reinigung an Ni-NTA-Agarose verwendet. Zu dem Uberstand wurden 1.5
ml Ni-NTA-Agarose gegeben und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die proteinbeladene
Matrix wurde in eine PP-Saule gepackt und nacheinander mit 10 ml Bindepuffer (6 M
Guanidiniumhydrochlorid, 100 mM KH,PO,/K,HPO,, 10 mM Tris, 10 mM f3-
Mercaptoethanol, pH 8.8), 30 ml Waschpuffer (8 M Harnstoff, 100 mM KH,PO,/K,HPO,, 10
mM Tris, pH 6.3) und 30 ml 50 mM Citrat/NaOH pH 7.0 gewaschen. Die gereinigten
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Proteine wurden mit 3 ml 1% SDS, 50 mM Citrat/NaOH pH 4.0 eluiert.
Proteinkonzentrationen wurden mittels BCA-Proteinbestimmung gemessen, die Reinheit der
Proteine mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung uberpruft. Vor der Immunisierung von
Kaninchen wurden die gereinigten Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrocellulose ubertragen. Die Bande mit dem entsprechenden Molekulargewicht wurde
ausgeschnitten, in DMSO aufgelost und zur Immunisierung verwendet. Zum Koppeln an

aktivierte CH-Sepharose wurden die Proteine ohne weitere Reinigung eingesetzt.

2.2.26. Reinigung von GST-Fusionsproteinen

Exprimierende Zellen (aus 1 1 Kultur) wurden geerntet (4000 g; 10 min; 4°C), in PBS (siche
2.2.14.) gewaschen und in 20 ml PBS, 1% Triton X 100, 0.2 mM PMSF aufgenommen. Die
Zellen wurden durch Ultraschall (4 x 10 s) aufgeschlossen und zentrifugiert (10000 g; 25 min;
4°C; SS34). Der Uberstand wurde auf 1 ml in PBS #quilibrierte Glutathion-Sepharose
aufgetragen, der Durchlauf verworfen. Die proteinbeladene Matrix wurde gewaschen (10 ml
PBS/1% Triton X 100, 40 ml PBS), in 1 ml PBS resuspendiert, 10 U Thrombin zugegeben
und 1 h bei Raumtemperatur sowie 12 h bei 4°C inkubiert. Danach wurde PMSF zu 1 mM
zugegeben. Das abgespaltene Protein wurde durch 7 ml 150 mM KCl, 10 mM PIPES/KOH
pH 6.8, 200 mM Sorbitol eluiert und in Centricon 10 eingeengt. Die Proteine wurden
unmittelbar nach der Reinigung in die in vitro-Autophagocytose eingesetzt; die Inaktivierung
des enthaltenen Thrombins durch das zugesetzte PMSF wurde durch die Messung der
Thrombinaktivitat mittels Chromozym TH (2.2.9.) uberpruft. Wurde Twinfilin eingefroren, so

fiel ein Teil davon aus und verlor Aktivitat.

2.2.27. Kopplung von Proteinen an aktivierte CH-Sepharose

Die aktivierte CH-Sepharose wurde auf der Nutsche mit 200 ml eiskalter I mM HCl pro
Gramm Matrix gewaschen. Die Matrix quoll dabei auf etwa 3 ml pro Gramm
Trockensubstanz an. 2-3 mg zu koppelndes Autlp bzw. Apgl6p pro Milliliter Gelvolumen
wurde im dreifachen Gelvolumen an 100 mM NaHCO; pH 8.0, 500 mM NaCl verdunnt, die
gewaschene CH-Sepharose darin suspendiert und uiber Nacht bei 4°C rotiert. Aus der
Proteinkonzentration des Uberstandes wurde die Kopplungseffizienz bestimmt, sie betrug in
allen Experimenten >90%. Zum Blockieren aktiver Gruppen der CH-Sepharose wurde 5 M
Ethanolamin pH 8.0 zu einer Endkonzentration von 1 M zugegeben und eine weitere Stunde

bei 4°C rotiert. Die derivatisierte Matrix wurde auf der Nutsche mit 100 mM NaHCO, pH 8.0,
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500 mM NacCl und dann je dreimal mit 100 mM Tris/HCI1 pH 8.8/ 500 mM NaCl und mit 200
mM Glycin pH 2.5/ 500 mM NaCl gewaschen, sie wurde bei 4°C in PBS (siehe 2.2.14.) /
0.02% (w/v) Natriumazid autbewahrt. Vor Gebrauch wurde die Matrix in PBS @quilibriert.
Fur Apg5p, Apgbp und Apgl0p wurde das Procedere modifiziert. Sie wurden nach
denaturierender Reinigung in SDS gekoppelt. Der pH-Wert der Proteinlosungen (in 1% SDS,
50 mM Citrat/NaOH pH 4.0) wurde mit 10 M NaOH auf 8 eingestellt und NaHCO, pH 8.0 zu
150 mM zugegeben. Dann wurde je 1 ml gewaschene aktivierte CH-Sepharose zugegeben
und uber Nacht bei 4°C gekoppelt. Die Kopplungseffizienz betrug ca. 90%. Die derivatisierte
Matrix wurde nacheinander mit 100 mM NaHCO; pH 9.4, 500 mM NaCl, mit 200 mM
Glycin pH 2.5, 150 mM KCl und mit PBS gewaschen, sie wurde bei 4°C in PBS/ 0.02% (w/v)

Natriumazid aufbewahrt.

2.2.28. Immunisierung von Kaninchen, Blutentnahme

Die Immunisierung und Blutentnahme von Kaninchen wurde von Eurogentec, Seraing,
Belgien durchgefuhrt. An den Tagen 1, 14 und 28 wurde mit je 100 g Antigen immunisiert,
gefolgt von monatlichen Injektionen von je 100 g Antigen. Die erste Immunisierung erfolgte
mit Freund’s komplettem Adjuvanz, alle folgenden Immunisierungen mit inkomplettem
Freund’s Adjuvanz. 10 Tage nach der dritten Immunisierung wurden 4 ml und 10 Tage nach

allen folgenden Immunisierungen wurden je 40 ml Blut entnommen.

2.2.29. Affinitatsreinigung von Antikorpern

1 ml mit Antigen beladener Sepharose (2-10 mg Protein pro ml Gelbett) wurde in einer 5 ml
PP-Siaule mit dem zehnfachen Volumen PBS (siehe 2.2.14.) aquilibriert. 10 ml des zu
reinigenden Serums wurden mit einem Volumen PBS verdunnt und, falls es immer noch trub
war, filtriert. Diese Losung wurde dreimal uber die Saule gegeben, anschlieend die Saule mit
zehn Gelvolumina PBS gewaschen und mit 10 ml 0.2 M Glycin/HCI pH 2.5 schnell eluiert.
Das Eluat wurde in Fraktionen von 1 ml aufgefangen, sofort mit je 150 x1 1 M Tris/HCI pH
8.8 neutralisiert, in Centricon 30 konzentriert und, falls erwunscht, umgepuffert. Aliquots
wurden in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -20°C gelagert. Das erhaltene
Immunglobulin wurde durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung auf Reinheit uiberpruft.

Zur Gewinnung von Gesamtimmunglobulinen aus Praiimmunserum wurde Protein A-

Sepharose an Stelle der mit Antigen beladenen CH-Sepharose verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Niedermolekulare Inhibitoren der in vitro-Mikroautophagocytose

Um eine Vorstellung uiber die fur die Mikroautophagocytose benodtigten Komponenten zu
erhalten, wurde zunachst nach niedermolekularen Inhibitoren der von Sattler und Mayer
(2000) beschriebenen in vitro-Reaktion gesucht. Dazu wurden Stoffe eingesetzt, die
verschiedene Enzymklassen, aber auch Membranstabilitat und Membranpotential,
beeinflussen. Von insgesamt 48 untersuchten Substanzen konnten 7 die in vitro-
Autophagocytose nahezu vollstandig inhibieren (Tab. 1). Diese 7 Substanzen konnen nach
Wirkmechanismus in funf verschiedene Klassen aufgeteilt werden: GTPyS hemmt G-
Proteine, FCCP entkoppelt den Protonengradient an der Vakuolenmembran, Nystatin und
Amphotericin B binden an Ergosterole, Rapamycin und K252a hemmen Proteinkinasen,

Aristolochiasdure ist ein Hemmstoff der Phospholipase A,.

Tab. 1. Hemmstoffe der in vitro-Autophagocytose

Eigenschaften Effekt auf in vitro-
Autophagocytose
I1C50 1C90
GTPyS Hemmung der in vitro-Vakuolenfusion bei 1 mM 200 uM |1 mM
(Conradt et al., 1994)
FCCP Dissoziation des Membranpotentials isolierter 1.2uM |2 uM
Vakuolen bei 10 uM (Peters et al., 2001)
Nystatin 7 uM inhibieren Wachstum von S. cerevisiae 0.8uM |3uM

(Fryberg et al., 1974)

Amphotericin B gleiche Wirkung und gleiche Potenz wie Nystatin |2 yM S5uM
(Bhuiyan et al., 1999)

Rapamycin Induktion der Makroautophagocytose in 20 uM 40 uM
Hefekultur bei 0.2 M (Noda und Ohsumi, 1998)
K252a Inhibition hepatischer Autophagocytose mit 50 uM 100 uM

IC50=30 uM (Holen et al., 1993)

Aristolochiasdure | Hemmung von Phospholipase A, mit IC50=400 |300 uM | 750 uM
UM (Rosenthal et al., 1989)

Wurde FCCP mit Valinomycin kombiniert, das Kaliumionen iitber Membranen transportieren
kann, so wurde seine Wirkung noch verstarkt (Abb. 2). Daher wurde in weiteren

Experimenten FCCP mit 1 uM Valinomycin kombiniert eingesetzt.

Da Nystatin und Amphotericin B grofle chemische Ahnlichkeit und denselben

Wirkmechanismus aufweisen (Bhuiyan et al., 1999), wurde in den folgenden Experimenten
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ausschlieBlich Nystatin verwendet. Da es bei mehrmaligem Einfrieren und Auftauen an

Aktivitat verlor, wurde die Stammlosung regelméBig frisch angesetzt.
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Abb. 2. Titration verschiedener Hemmstoffe der in vitro-Autophagocytose.
Verschiedene Hemmstoffe wurden aus 50fachen bis 100fachen Stammlosungen in DMSO zu
den angegebenen Konzentrationen in 50 yl-Standardaufnahmereaktionen (siehe 2.2.10.)
gegeben. GTPyS wurde aus wissriger Losung zugegeben; bei FCCP+Valinomycin wurde die
Valinomycinkonzentration konstant bei 1 M gehalten. Nach 1 h Inkubation bei 27° C
wurden die Vakuolen wie in Material und Methoden beschrieben gewaschen, mit Proteinase
K verdaut und die aufgenommene Luciferase im Verhdltnis zur Aktivitat der Alkalischen
Phosphatase bestimmt. Von den erhaltenen Werten wurde der Eiswert (< 5% der maximalen
Aufnahme) abgezogen; zur graphischen Darstellung wurden alle Werte auf die ungehemmte
Aufnahme (=100) bezogen.

Die hemmende Wirkung der Stoffe aus Tab. 1 war konzentrationsabhéngig (Abb. 2). Wurden
sie erst nach Ablauf der Aufnahmereaktion zugegeben, so konnten sie das MeB3signal nicht
vermindern; sie verhinderten auch nicht die Sedimentation der Vakuolen. Ihre Wirkung war
reversibel (siehe Abb. 6). Daraus folgt, da3 die Wirkung dieser Hemmstoffe nicht auf einer

einfachen Lyse der Vakuolen beruht.

Auf eine Reihe von getesteten Stoffen trafen diese Kriterien nicht zu. Uber ihren Einflufl auf
die in vitro-Autophagocytose kann keine sichere Aussage getroffen werden, weil sie nur in
sehr hoher Konzentration einen Einflul} auf die in vitro- Autophagocytose ausiiben, die

Vakuolen zerstoren oder anderweitig die Messung beeinflussen (Tab. 2).
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Tab. 2. Stoffe, iber die keine sichere Aussage bezuglich des Einflusses auf die in vitro-
Autophagocytose moglich ist.

Eigenschaften Effekte auf in vitro- Autophagocytose

Edelfosine | inhibiert phosphatidylinositol- | Hemmt bei 100 yM die Luciferaseaufnahme
spezifische Phospholipase C mit |um etwa die Halfte, gleichzeitig werden die
IC50=35 uM (Berggren et al., Vakuolen lysiert.

1993)

Cyclosporin | zyklisches Peptid, hemmt die Hemmt bei 100 yM die Luciferaseaufnahme
Peptidyl-Prolyl-Isomeraseaktivi- | um etwa die Hélfte, bei hoheren
tat von Cyclophilin mit IC50=10 | Konzentrationen (1 mM) wird jedoch keine
nM (Cardenas et al., 1995) weitere Hemmung erreicht.

Neomycin Aminoglykosid, bindet an IC50=250 uM, IC90=1 mM. Die gewasch-
Inositol-Phospholipide; hemmt | enen und pelletierten Vakuolen sind sehr
die in vitro-Vakuolenfusion mit | schwer zu resuspendieren; ein Teil der Hem-
IC50=200 uM (Mayer et al., mung wird auch erreicht, wenn Neomycin
2000) erst nach der Aufnahmereaktion und

unmittelbar vor den Waschschritten
zugegeben wird.

U73122 hemmt Phospholipasen A, und C | IC50=150 uM, IC90=200 uM. U73122
mit IC50=3 yM (Yule und enthalt eine Maleimidogruppe, uber die bei
Williams, 1992) diesen Konzentrationen auch Luciferase

gehemmt wird.

Manoalid hemmt Phospholipase A, mit IC50=5 uM, IC90=100 M. Bei dieser
1C90=8 uM (Lombardo und Konzentration sedimentiert nur ein kleiner
Dennis, 1985) Teil der Vakuolen, der sich nur schwer

resuspendieren laft.

Podophyl- hemmt den Zusammenbau von | IC50=250 uM, 1C90=1 mM.

lotoxin Mikrotubuli, verhindert Teilung | Podophyllotoxin 16st sich bei 1 mM nicht
von Saugerzellen mit IC50=12 | vollstandig.
nM (Gupta, 1983)

Paclitaxel hemmt den Zusammenbau von | IC90>0.5 mM. Paclitaxel lost sich bei dieser
Mikrotubuli, verhindert Teilung | Konzentration nicht vollstandig.
von Saugerzellen mit IC50=100
nM (Gupta, 1983)

Polymyxin B | inseriert in Phospholipidmem- | IC90=0.5 mM. Bei dieser Konzentration
branen, hemmt Proteinkinase C | wirkt Polymyxin B detergenzartig.
mit IC50=10 uM (Tamaoki et
al., 1986)

Staurosporin | Proteinkinaseinhibitor, IC50=2.7 | Hemmt bei 200 M die Luciferaseaufnahme
nM (Tamaoki et al., 1986) um etwa die Halfte, bei hoheren

Konzentrationen (1 mM) wird jedoch keine
weitere Hemmung erreicht.

F48/80 Calmodulinantagonist, IC90=100 uM. Diese Hemmung wird
Phospholipaseinhibitor jedoch auch erreicht, wenn F48/80 erst nach

der Aufnahmereaktion und unmittelbar vor
den Waschschritten zugegeben wird.

Mellitin amphiphiles Peptid Lysiert ab 10 uM die Vakuolen.

Phospho- Lysiert die Vakuolen, bevor eine Hemmung

lipase A, erreicht werden kann.

Phenylar- Phosphataseinhibitor Hemmt die Luciferase durch Bindung an

sinoxid Thiolgruppen.
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Eine ganze Reihe von anderen Stoffen zeigte auch bei hohen Konzentrationen keine oder nur

eine sehr schwache Hemmung der in vitro-Autophagocytose (Tab. 3).

Daraus kann unter Vorbehalten geschlossen werden, daf} die durch diese Stoffe geghemmten
Proteine an der Mikroautophagocytose nicht beteiligt sind. Das gilt insbesondere fur
Colchizin und Nocodazol, die in den eingesetzten Konzentrationen die Assemblierung von
Mikrotubuli hemmen, aber dennoch keinen Einflul} auf die Luciferaseaufnahme haben. Die
Unabhangigkeit der Mikroautophagocytose von Mikrotubuli wird auch durch morphologische
Beobachtungen bestatigt (Abb. 3), die zeigen, dal Einstulpungen der Vakuolenmembran

raumlich entfernt vom Spindelpolkorper, dem Organisationszentrum der Mikrotubuli,

entstehen konnen.

Abb. 3. Einstullpungen der Vakuolenmembran entstehen unabhéingig von den vom
Spindelpolkorper ausgehenden Mikrotubuli. Dieses elektronenmikroskopische Bild des
Dunnschnittes einer Hefezelle (BJ3505, 3 h in SD-N gehungert, in flissigem Propan
schockgefroren, gefriersubstituiert mit 0.5% Uranylacetat in Ethanol, in Lowicryl HM20
eingebettet; 24800x) zeigt eine Einstulpung der Vakuolenmembran (>), die in raumlicher
Unabhangigkeit vom Spindelpolkorper (<< ) entsteht. Da neben den nukleédren auch die
cytoplasmatischen Mikrotubuli vom Spindelpolkorper aus organisiert werden (Botstein et al.,
1997), spricht dieser Befund gegen eine direkte Beteiligung des Tubulin-Cytoskeletts an der
Mikroautophagocytose. N-Nukleus, V-Vakuole, AB-autophagisches Korperchen.
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Tab. 3. Stoffe, die keine Hemmung der in vifro-Autophagocytose bewirken
Eigenschaften eingesetzt
zu
Inositol-1,4,5-trisphosphat ,,second messenger* 500 uM
Adenophostin Inositoltrisphosphatanalogon 50 uM
Diacylglycerolkinase- Chinazolinonderivat, hemmt Diacylglycerolkinase |200 xM
Inhibitor R59 949 mit IC50=1 M (de Chaffoy de Courcelles et al.,
1989)
Farnesyltransferase- Peptidanalogon, IC50=20 nM (Garcia et al., 1993) |2 mM
Inhibitor
Methylarachidonoyl- Phospholipase A,—Inhibitor, IC90=10 xM 500 uM
fluorophosphat (Schmidt et al., 1999)
Perillinséaure 1 mM inhibiert Isoprenylierung von Proteinen in I mM
Saugerzellkultur (Crowell et al., 1991)
Oleinsaure bedingt positive Kurvatur von 300 uM *
Phospholipidmembranen
Myristoyllysophos- bedingt negative Kurvatur von 100 uM *
phatidylcholin Phospholipidmembranen
Cholesterol verandert Membranfluiditat 2 mM
Colchizin hemmt den Zusammenbau von Mikrotubuli, 1 mM
verhindert Teilung von Saugerzellen mit IC50=175
nM (Gupta, 1983)
Nocodazol hemmt den Zusammenbau von Mikrotubuli, 200 uM
verhindert Teilung von Séugerzellen mit
I1C50=20 nM (Gupta, 1983)
Coffein Purinderivat S mM
3-Methyladenin Purinderivat 5SmM
Phorbol-12-myristat-13-acetat | aktiviert Proteinkinase C 1 mM
KN62 Proteinkinaseinhibitor 1 mM **
KT5833 Proteinkinaseinhibitor 500 pM**
H9 Proteinkinaseinhibitor 1 mM **
GDPfS nicht hydrolysierbares GDP-Analogon I mM
NaF Phosphataseinhibitor 2 mM
Na,VO, Phosphataseinhibitor 200 uM
Natriumpyrophosphat Phosphataseinhibitor 200 uM
Deltamethrin Phosphataseinhibitor 1 mM
Cantharidin Phosphataseinhibitor 1 mM
Microcystin LR Phosphataseinhibitor, Hemmung der in vitro- 100 uM
Vakuolenfusion bei 15 M (Conradt et al., 1994)
Calyculin A Phosphataseinhibitor, Hemmung hepatischer 20 uM
Autophagocytose mit IC50=50 nM (Holen et al.,
1993)
Okadaséure Phosphataseinhibitor, Hemmung hepatischer 20 uM

Autophagocytose mit IC50=10 nM (Holen et al.,
1993)

* hohere Konzentrationen lysieren die Vakuolen

** Loslichkeitsgrenze
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Die Wirkung der in Tab. 1 vorgestellten Hemmstoffe war abhdngig von der Anwesenheit von
Cytosol. Auch in Abwesenheit von Cytosol konnte eine, wenn auch weniger effiziente,
Aufnahme von Luciferase in die Vakuolen erfolgen. In Abb. 4 b wurde diese
cytosolunabhéngige Aufnahme gleich 100 gesetzt, obwohl sie absolut gesehen nur etwa 20%
der Aufnahme mit Cytosol betrug. Sie war zwar abhiangig von ATP, aber nicht empfindlich
gegenuber den verwendeten Hemmstoffen (Abb. 4). Da auch Inhibitoren, die wie FCCP
bekanntermafen auf das Membranpotential und nicht auf Proteine wirken, nur in Gegenwart
von Cytosol aktiv waren, erscheint es wenig wahrscheinlich, da3 alle der eingesetzten
Hemmstoffe erst im Komplex mit einem cytosolischen Protein aktiv werden. Vielmehr muf3
man daraus schliefen, daf} sich wahrend der Aufnahme von Luciferase sich Prozesse
uberlagern: Beide sind ATP-abhéngig, aber nur der quantitativ dominierende Prozef ist durch
Hemmstoffe beeinfluBbar. Der quantitativ weniger bedeutende Prozef ist nicht empfindlich
gegen die verwendeten Hemmstoffe, er lauft parallel zum dominierenden Prozef3 ab und stellt
moglicherweise die Luciferaseaufnahme einer Subpopulation von Vakuolen dar, die die

hemmstoffsensitiven Schritte der Aufnahmereaktion bereits durchlaufen haben.
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Abb. 4. Abhangigkeit der Hemmstoffwirkung von Cytosol. Standardaufnahmereaktionen
(siehe 2.2.10.) wurden a) mit Cytosol (3 mg/ml) und b) ohne Cytosol durchgefuihrt. Nach 60
min wurden die Vakuolen wie in Material und Methoden beschrieben gewaschen, mit
Proteinase K verdaut und die aufgenommene Luciferase im Verhaltnis zur Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase bestimmt. Zur graphischen Darstellung wurden alle Werte auf den
Durchschnitt der Kontrollwerte ohne Hemmstoff (=100) bezogen, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichungen aus vier Experimenten wieder. Die maximale absolute
Luciferaseaufnahme betrug ohne Cytosol (b) und ohne Hemmstoff etwa 20% der Aufnahme
mit Cytosol (a).

3.2. Kinetische Analyse der in vitro-Autophagocytose

Um zu untersuchen, ob unterschiedliche Hemmstoffe die in vitro-Autophagocytose auf
unterschiedlichen Stufen hemmen, wurden Aufnahmereaktionen zunachst ohne Inhibitor
gestartet und dann zu verschiedenen Zeitpunkten der Reaktion Inhibitor zugegeben (Abb. 5).

Hemmstoffe, die nur die ersten Schritte der Aufnahme beeinflussen, sollten nur dann eine
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Wirkung zeigen, wenn sie von Beginn der Reaktion an zugegen waren. Stoffe, die die letzten
Schritte der Reaktion hemmen, sollten auch dann noch eine weitere Luciferaseaufnahme

verhindern, wenn sie zu der schon fortgeschrittenen Reaktion gegeben wurden.
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Abb. 5. Kinetiken der Hemmung der in vitro-Autophagocytose durch verschiedene
Hemmstoffe. Ein Mehrfachreaktionsansatz (siehe 2.2.10.) wurde bei 27° C 1 h lang inkubiert.
Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden 50 pl-Aliquots entnommen und dazu die Hemmstoffe
aus 50fachen Stammlosungen in DMSO zu den angegebenen Konzentrationen gegeben. Die
Aliquots wurden bis zum Ablauf der einstindigen Inkubation weiter bei 27° C inkubiert. Als
Kontrolle wurde jeweils ein Aliquot mit DMSO ohne Hemmstoff weiter inkubiert, ein Aliquot
wurde zu den jeweiligen Zeitpunkten auf Eis gestellt. Nach Ablauf von 60 min wurden die
Vakuolen wie in Material und Methoden beschrieben gewaschen, mit Proteinase K verdaut
und die aufgenommene Luciferase im Verhaltnis zur Aktivitat der Alkalischen Phosphatase
bestimmt. Zur graphischen Darstellung wurden alle Werte auf den Durchschnitt der
Kontrollwerte (=100) bezogen, Fehlerbalken geben die Standardabweichungen von vier
unabhéngigen Experimenten wieder. Zur Orientierung wurden in allen Schaubildern die
Kontroll- und Eiskurven eingezeichnet.
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Die verwendeten Hemmstoffe lassen sich nach ihrem Verhalten in diesem kinetischen
Experiment in mindestens zwei Gruppen einteilen: Bei FCCP/Valinomycin, Rapamycin und
K252a ergab sich eine nach oben hin konkave Kurve, die weitgehend parallel zur Eiskurve
verlief (Abb. 4, linke Spalte). Diese Stoffe hemmten also wihrend der gesamten Reaktion.
Die Kurven fur GTPyS, Nystatin und Aristolochiasédure verliefen nach oben konvex (Abb. 4,
rechte Spalte), d. h. die hemmende Wirkung dieser Stoffe auf die Luciferaseaufnahme nahm
im Verlauf der Reaktion ab. Die Eiskurve, die erhalten wurde, wenn die Reaktionsansatze zu
den jeweiligen Zeitpunkten auf Eis gestellt wurden, verlief nach oben konkav und stieg
besonders zwischen 30 und 45 min steil an. Der grofite Teil der Luciferaseaufnahme schien
also in dieser relativ kurzen Zeit erfolgt zu sein. Wurde nach 45 min FCCP/Valinomycin,
Rapamycin oder K252a zugegeben, so lag der resultierende Wert noch unter dem
entsprechenden Eiswert, die Kurven dieser Inhibitoren kreuzten die Eiskurve. Die Aufnahme
wihrend der letzten 15 min der Reaktion wurde also durch diese Hemmstoffe noch gehemmt,
durch den Transfer auf Eis jedoch nicht. Das spricht dafur, dafl diese Inhibitoren einen Schritt
beeinfluflten, der durch Abkiuithlung nicht beeinfluB3t wurde und der erst am Ende der Reaktion
erfolgte. Es ergibt sich hieraus folgende Reihenfolge der Wirkung: 1. GTPyS, Nystatin,
Aristolochiasdure; 2. Abkuihlen auf Eis; 3. FCCP/Valinomycin, Rapamycin, K252a.

Um die in vitro-Autophagocytose mit Hilfe der gefundenen Hemmstoffe in Stufen aufgliedern
zu konnen, wurde zunéchst gepriift, ob die Wirkung von Hemmstoffen wieder aufgehoben
werden kann. Dazu wurden zweistufige Reaktionen durchgefuhrt: In einer ersten Inkubation
war Hemmstoff zugegen, die Reaktion sollte so auf einer bestimmten Stufe angehalten
werden. Dann wurde der Hemmstoff ausgewaschen und die Reaktion entweder durch
Transfer auf Eis abgestoppt, mit Hemmstoff oder ohne Hemmstoff weiter inkubiert (Abb. 6).
In allen Fallen betrug die Luciferaseaufnahme bei einer zweiten Inkubation ohne Inhibitor ein
Vielfaches der Luciferaseaufnahme in der ersten Inkubation. Es lieBen sich also alle der
verwendeten Hemmstoffe wieder auswaschen, ohne daf3 die Vakuolen die Fahigkeit zur
Luciferaseaufnahme verloren. Die geringe Aufnahme von Luciferase wahrend der ersten 30
min auch in Abwesenheit von Hemmstoffen bei 30°C (,,keine Hemmung*, Balken 1)
bestatigte die schon bei Abb. 5 gemachte Beobachtung, dal der Hauptteil der Luciferase erst
aufgenommen werden konnte, wenn die Vakuolen mindestens 30 min unter geeigneten

Bedingungen vorinkubiert worden waren.
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Abb. 6. Reversibilitat der Wirkung von Hemmstoffen. Um zu uiberpriifen, ob die Wirkung
der verwendeten Hemmstoffe reversibel sei, wurden zweistufige Reaktionen durchgefihrt. In
der ersten Stufe wurden Vakuolen in komplettem Reaktionsmix mit dem angegeben
Hemmstoff bei 27°C (bzw. auf Eis) inkubiert (siehe 2.2.10.). Nach 30 min wurden die
Vakuolen durch Zentrifugation bei 4°C reisoliert, in frischem Reaktionsmix aufgenommen
und auf drei Aliquots a 50 ul aufgeteilt. Ein Aliquot wurde sofort verduinnt und auf Eis
gestellt, es diente der Messung der Luciferaseaufnahme wiahrend der ersten 30 min (1). Einem
zweiten Aliquot wurde Hemmstoff zugegeben und fur weitere 60 min inkubiert, hier war also
wiahrend der gesamten Inkubation Hemmstoff zugegen (2). Ein drittes Aliquot schlieBlich
wurde ohne Hemmstoff fur weitere 60 min bei 27° C inkubiert und diente der Messung der
Luciferaseaufnahme, die nach dem Aufheben einer durch Hemmstoffe bedingten Blockade
noch stattfinden konnte (3). Nach der zweiten Inkubation, also nach insgesamt 90 min,
wurden die Vakuolen wie in Material und Methoden beschrieben gewaschen, mit Proteinase
K verdaut und die aufgenommene Luciferase im Verhdltnis zur Aktivitat der Alkalischen
Phosphatase bestimmt. Alle Werte wurden auf die durchschnittliche Luciferaseaufnahme, die
ohne Blockade durch einen Hemmstoff nach 90 min bei 27°C erreicht wurde, bezogen (keine
Hemmung=100). Fehlerbalken geben Standardabweichungen aus 4 unabhiangigen
Experimenten wieder.
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Diese zweistufige Reaktion wurde nun verwendet, um zu pritfen, ob die Empfindlichkeit
gegen einige der Hemmstoffe wahrend der Vorinkubation mit einem anderen Hemmstoff
verloren geht (Abb. 7). Es lie§ sich jedoch auf diese Art keine stufenweise Abfolge der
Reaktion festlegen: Alle Hemmstoffe zeigten in der zweiten Inkubation noch Wirkung,
unabhéngig von dem in der ersten Inkubation gegenwirtigen Hemmstoff. Selbst wenn in der
ersten Inkubation kein Hemmstoff zugegen war, entstand keine Resistenz gegenuiber GTPyS,
Nystatin oder Aristolochiasdure. Eine solche Resistenz war jedoch beobachtet worden, wenn
diese Inhibitoren nach 30 min in eine laufende Reaktion gegeben wurden (Abb. 5).
Offensichtlich war der Zustand, in dem die Vakuolen resistent gegen diese Hemmstoffe
waren, labil und wurde durch das Reisolieren der Vakuolen gestort. Dadurch konnten GTPyS,
Nystatin und Aristolochiasédure in einer zweistufigen Reaktion wirken, obwohl sie bei Zugabe

zu nicht isolierten Vakuolen nach 30 min Vorinkubation kaum noch Wirkung zeigten.
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Abb. 7. Wirkung von Hemmstoffen nach reversibler Blockade. Zweistufige Reaktionen
wurden wie in Abb. 6 beschrieben durchgefuhrt. Nach Entfernung des Hemmstoffes der
ersten Stufe wurde jeder Ansatz auf 8 Aliquots aufgeteilt und in der 2. Inkubation
verschiedene Hemmstoffe (7.5 uM FCCP, 45 uM Rapamycin, 100 pM K252a, 750 uM
Aristolochiasédure, 3 uM Nystatin, 1 mM GTPyS) zugegeben. Als Kontrolle dienten Aliquots,
die nach dem Reisolieren bei 27°C bzw. auf Eis ohne Hemmstoff weiter inkubiert wurden.
Nach der zweiten Inkubation, also nach insgesamt 30 min + 60 min, wurden die Vakuolen
wie in Material und Methoden beschrieben gewaschen, mit Proteinase K verdaut und die
aufgenommene Luciferase im Verhdltnis zur Aktivitat der Alkalischen Phosphatase bestimmt.
Zur graphischen Darstellung wurden alle Werte auf den Durchschnitt der Kontrollwerte ohne
Hemmstoff in der zweiten Inkubation (=100) bezogen. Fehlerbalken geben
Standardabweichungen aus zwei unabhiangigen Experimenten wieder.
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Die Ergebnisse der Kinetiken in Abb. 5 legten nahe, dafl der Transfer auf Eis die
Luciferaseaufnahme nicht vollstandig verhindern kann, wenn die Vakuolen zuvor bei 27°C
inkubiert worden waren. Um das néher zu untersuchen, wurde parallel zu einer vollstiandigen
Aufnahmereaktion ein Ansatz ohne Luciferase inkubiert. Diese Ansatze wurden nach 60 min
auf Eis gekuhlt und Luciferase zugegeben. Unmittelbar danach wurden die Vakuolen
gewaschen und die in kurzer Zeit auf Eis aufgenommene Luciferase gemessen; sie betrug
etwa 40% der Luciferase, die uber 60 min bei 27°C aufgenommen worden war (Abb. 8 a) und
ein Vielfaches der im Kontrollansatz aufgenommenen Luciferase. Der Kontrollansatz war
uber 60 min auf Eis gestanden und hatte danach Luciferase erhalten. Ein groBer Teil der
Luciferaseaufnahme konnte also in kuirzester Zeit auf Eis erfolgen, wenn die Vakuolen
entsprechend vorbereitet waren. Um sicher zu stellen, daB dieser Effekt nicht auf Luciferase
beschrinkt war, wurde dasselbe Experiment mit Meerrettichperoxidase durchgefuhrt (Abb. 8

b). Es ergab sich kein Unterschied zum Verhalten der Luciferase.

a Luciferaseaufnahime b Meerrettichperoxidaseaufnahme
Zugabe der Luciferase Zugabe der Luciferase Zugabe der Peroxidase | Zugabe der Peroxidase
zu Beginn der Reaktion | unmattelbar vor den zu Beginn der Reaktion | unmittelbar vor den
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Abb. 8. ,,Schnelle** Aufnahme nach Vorinkubation der Vakuolen.

a) links: Standardaufnahmereaktionen mit Luciferase (siehe 2.2.10.) wurden fur 60 min auf
Eis bzw. bei 27° inkubiert. rechts: Standardaufnahmereaktionen ohne Luciferase wurden fur
60 min auf Eis bzw. bei 27° inkubiert. Nach 60 min wurden die Ansatze auf Eis gestellt und
Luciferase zugegeben. Die Vakuolen wurden wie in Material und Methoden beschrieben
gewaschen, mit Proteinase K verdaut und die aufgenommene Luciferase im Verhaltnis zur
Aktivitat der Alkalischen Phosphatase bestimmt. Zur graphischen Darstellung wurden alle
Werte auf die maximale Aufnahme (=100) bezogen. Fehlerbalken geben die
Standardabweichungen von Doppelbestimmungen an.

b) Dasselbe Experiment wie in a) wurde mit der Messung der Aufnahme von
Meerrettichperoxidase anstelle von Luciferase durchgefuhrt.
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Diese tiberraschende ,,schnelle” Aufnahme lie3 sich kinetisch nicht auflosen: Sobald
Luciferase zugegeben und gemischt worden war, erreichte die Aufnahme schon ihr
Maximum. Die Hohe des ,,schnell* aufgenommenen Luciferaseanteiles schwankte zwischen
20 und 80% der gesamten Aufnahme, je nach verwendeter Vakuolenpréparation. Innerhalb
ein und desselben Experimentes war dieser Anteil jedoch konstant, die in Abb. 8 gezeigten
40% konnen als typisch gelten. Dieser Anteil hing nicht wesentlich von der Konzentration der
Vakuolen ab (Abb. 9) und wurde durch hohe Konzentrationen an BSA (ab 30 mg/ml)

vermindert, aber nicht vollstandig aufgehoben (nicht gezeigt).

“Schnelle” Aufnahme in Abldangighkeit von der Vakuolenkonzentration
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Abb. 9. Die ,,schnelle‘‘ Aufnahme ist unabhingig von der Vakuolenkonzentration.
100u1- Aufnahmereaktionen (siehe 2.2.10.) mit den angegebenen Vakuolenkonzentrationen
wurden fur 60 min auf Eis bzw. bei 27° inkubiert. Luciferase wurde entweder vor
("Aufnahme tiber 60 min") oder nach ("schnelle" Aufnahme) der Inkubation zugegeben. Die
Vakuolen wurden wie in Material und Methoden beschrieben gewaschen, mit Proteinase K
verdaut und die aufgenommene Luciferase im Verhaltnis zur Aktivitat der Alkalischen
Phosphatase bestimmt. Zur graphischen Darstellung wurden alle Werte auf die jeweilige
maximale Aufnahme (=100) bezogen.
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Um fur die ,,schnelle* Aufnahme kompetent zu werden, muBlten die Vakuolen vorinkubiert
werden. Diese Vorbereitung zeigte dieselben Abhangigkeiten wie die Aufnahme von
Luciferase uiber 60 min: Sie erfolgte nur in Gegenwart von ATP und Cytosol und sie war
sensitiv gegenuiber FCCP/Valinomycin, K252a, Aristolochiasaure, Nystatin, Rapamycin und
GTPyS (Abb. 10 a). Wurden dagegen die genannten Hemmstoffe erst nach der Vorinkubation
und direkt vor der Luciferase zugegeben (Abb. 10 b), so wirkten sie zum Teil nicht mehr

(FCCP/Valinomycin, GTPyS, Nystatin) oder abgeschwiécht (K252a, Rapamycin).

d 120 * schnelle Aufnahme™: Hemmstoffe b - " schnelle Anfnshme : Hemmstolie erst
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Abb. 10. Abhangigkeit der ,,schnellen Aufnahme*‘ von Hemmstoffen.

a) 50 ul Aufnahmereaktionen (siehe 2.2.10.) ohne Luciferase wurden mit den angegebenen
Hemmstoffen inkubiert, nach 60 min wurde Luciferase zugegeben, gemischt und die Ansatze
verdunnt. Parallel wurden auch Ansatze ohne ATP und ohne Cytosol durchgefuhrt.

b) 50 ul Aufnahmereaktionen ohne Luciferase wurden ohne Hemmstoffe inkubiert. Nach 60
min wurden die angegebenen Hemmstoffe zugegeben, gemischt, 2 min inkubiert, dann
Luciferase zugegeben, abermals gemischt und die Ansétze verdunnt.

Die Vakuolen wurden wie in Material und Methoden beschrieben gewaschen, mit Proteinase
K verdaut und die aufgenommene Luciferase im Verhdltnis zur Aktivitat der Alkalischen
Phosphatase bestimmt. Zur graphischen Darstellung wurden die Eiswerte (< 10% der
ungehemmten Luciferaseaufnahme) abgezogen und alle Werte auf den Durchschnitt der
Werte ohne Hemmstoff (=100) bezogen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen
von zwei Experimenten mit Doppelbestimmung wieder.

Um die Anforderungen der ,,schnellen* Aufnahme an das Reaktionsmedium nach erfolgter
Vorinkubation zu bestimmen, wurden Vakuolen ohne Luciferase, aber im ansonsten
kompletten Reaktionsmix bei 27°C vorinkubiert, zentrifugiert und in unterschiedlichen
Puffern resuspendiert. Dann wurde Luciferase zugegeben und die ,,schnelle* Aufnahme
gemessen. Als Kontrolle diente ein Ansatz, der auf Eis statt bei 27°C vorinkubiert worden war

(Abb. 11). Wurde in komplettem Reaktionsmix resuspendiert, so war die Aufnahme etwas
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geringer, als wenn im Uberstand nach der Zentrifugation resuspendiert wurde.
Mboglicherweise spielten also Verdanderungen, die sich im Puffer wihrend der Vorinkubation
ereigneten, eine gewisse Rolle. Wurde in 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol
resuspendiert, so erhielt man eine zwar variable, aber dennoch deutliche Luciferaseaufnahme.
Die Vorinkubation zur ,,schnellen* Aufnahme benotigte also ATP und Cytosol, die
eigentliche Aufnahmereaktion jedoch nicht mehr bzw. die nach dem Reisolieren
verbleibenden geringen Konzentrationen an ATP und Cytosol genugten. Uberraschenderweise
ging die Aufnahmekompetenz der vorinkubierten Vakuolen vollstandig verloren, wenn die
Vakuolen zunéchst in 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol resuspendiert wurden
und dann der komplette Reaktionsmix mit ATP, Cytosol und Salzen zugegeben wurde. Der
kompetente Zustand war also gegen Reisolierung durch Zentrifugation und Resuspendieren

stabil, aber labil bei Anderungen der Zusammensetzung des Puffers.
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Abluingigheit der “schnellen Aufnahme™ vom Reaktionsmedium

Yorinkubation ohne Luciferase im ansonsten kompletien Reaktionsmix bei 27°C (baw. auf Eis). nach
60 min wurden die Vakuolen pelletiert und in verschiedenen Reaktionsmedien wieder aufgenommen:

- im Uberstand nach der Zentrifugation

- in kompletiem, frischem Reaktionsmix

i 10 mM PIPES/EOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol

caunachst im balben Volumen 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 2000 mM Sorhitel, dann wuarde
dieselbe Menge doppelt konzentrierter Reaktionsmix (in 1O mM PIFES/KOH pH 6.8, 200 mM
Sorbitol) zugegeben

5_im Uberstand nach der Zentrifugation, nachdem die Vorinkubation auf Eis stattgefunden hatte

bo lad nd ==

Mach dem Besuspendieren wurde Luciferase zugegeben und gemischi.

Sofort anschlieBend wurden die Vakuolen gewaschen. mit Proteinase K verdaut und die aufgenommens
Luciferase bestimmt.
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Abb. 11. Abhangigkeit der ,,schnellen Aufnahme‘ vom Medium. Aufnahmereaktionen
(siehe 2.2.10.) ohne Luciferase wurden bei 27° C inkubiert. Nach 60 min wurden die
Vakuolen pelletiert und in verschiedenen Medien resuspendiert. Dann wurde Luciferase
zugegeben und gemischt. Die Vakuolen wurden wie in Material und Methoden beschrieben
gewaschen, mit Proteinase K verdaut und die aufgenommene Luciferase im Verhaltnis zur
Aktivitat der Alkalischen Phosphatase bestimmt. Zur graphischen Darstellung wurden alle
Werte auf den Durchschnitt derer bezogen, die in dem Uberstand nach Zentrifugation erreicht
wurden. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen aus 4 Experimenten mit
Doppelbestimmung wieder.

Die Fahigkeit der Vakuolen zur schnellen Aufnahme von Luciferase bildete sich wahrend der
Vorinkubation mit derselben Kinetik wie die Aufnahme selbst. Wurden Reaktionsansitze
ohne Luciferase inkubiert, zu verschiedenen Zeitpunkten Luciferase zugegeben und die
Ansitze anschliefend direkt auf Eis gestellt, so unterschied sich die Form der erhaltenen

Eiskurve nicht von der in Abb. 5 dargestellten (nicht gezeigt).
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Da die ,,schnelle® Aufnahme Eigenschaften einer unspezifischen Bindung (Geschwindigkeit,
fehlende Sittigung) von Luciferase an die Vakuolenmembran zeigte, wurde der tatsachliche
Eintransport von Luciferase in die Vakuole durch proteolytischen Abbau innnerhalb der
Vakuole (Abb. 12 a) nachgewiesen. Die ,,schnell* aufgenommene Luciferase unterschied sich
nicht von der iitber 60 min aufgenommenen: Beide wurden innerhalb der Vakuole abgebaut;
wurden die Vakuolen lysiert und somit die intravakuolaren Hydrolasen verdinnt und in ein
ungunstiges Medium uberfuhrt, fand kaum noch Luciferaseabbau statt. Proteaseinhibitoren
schuitzten die Luciferase weiter vor dem Abbau. Der gesamte Verlust an Luciferaseaktivitét
fand innerhalb von 30 min nach Beginn des Abbaus mit einer Halbwertszeit von etwa 5 min
(nicht gezeigt) statt, moglicherweise repréasentiert die nach 30 min verbleibende

Luciferaseaktivitat eine verkuirzte, proteasestabile, minder aktive Form der Luciferase.

Gegen Verdau durch Proteinase K war die in die Vakuole aufgenommene Luciferase
geschutzt, egal ob sie iiber 60 min oder schnell aufgenommen worden war (Abb. 12 b): 20-
40% der Luciferase waren sensitiv gegenuiber schon kleinen Konzentrationen von Proteinase

K, der Rest war gegen Konzentrationen bis zu 6 mg/ml resistent.
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a Luciferaseabbau i Vakuolen b Proteinase K-Verdau nach Aufnahime
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Abb. 12. Schnell aufgenommene Luciferase laft sich nicht von der iiber 60 min
aufgenommenen Luciferase unterscheiden. a) Luciferase wurde entweder wahrend einer 60
minutigen Inkubation oder wéhrend ca. 1 min nach einer 60 minutigen Inkubation
aufgenommen (vgl. Abb. 8). Wahrend dieser Zeit war kein Proteaseinhibitor zugegen. Die
Vakuolen wurden durch Flotation reisoliert: Je 300 ul Reaktionsansatz in 2 ml-
ReaktionsgefaBBen wurden mit 200 pl 30% Ficoll in 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM
Sorbitol, 150 mM KCI gemischt, nacheinander mit 400 ul 10% Ficoll, 1 ml 8% Ficoll und
200 pl 0% Ficoll im selben Puffer uberschichtet und im Ausschwingrotor zentrifugiert (10000
g; 5 min; 4°C). Die Vakuolen wurden von der 8%/0% Grenzschicht abgenommen und
entweder direkt in 350 ul Puffer A (90 mM KCl, 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM
Sorbitol, 0.5 mM Mg-ATP, 20 mM Creatinphosphat, 125 ug/ml Creatinkinase, 1 mM DTT, 1
mg/ml BSA) aufgenommen oder zunichst osmotisch lysiert. Fur die osmotische Lyse wurden
die Vakuolen in Wasser aufgenommen, 5 min auf Eis gestellt und dann 6fach konzentrierter
Puffer A zu der genannten Konzentration zugegeben. Das Mal} der Lyse wurde mikroskopisch
kontrolliert. Einem Ansatz wurden wéhrend der Lyse Proteaseinhibitoren zugegeben (1 mM
PMSF, 0.2 mM Pefabloc, 1 mM o-Phenanthrolin, 1 xg/ml Pepstatin A). Die Ansatze wurden
bei 30° C inkubiert. Zu den angegeben Zeitpunkten wurden Proben a 50 ul gezogen,
Proteaseinhibitoren zugegeben und auf Eis gestellt. Nach dem Ende der Inkubation wurde die
Luciferaseaktivitit der einzelnen Proben bestimmt. Zur graphischen Darstellung wurden alle
Werte auf den Anfangswert (=100) bezogen.

b) Luciferase wurde entweder wihrend einer 60 minutigen Inkubation oder wahrend ca. 1 min
nach einer 60 minuitigen Inkubation aufgenommen (vgl. Abb. 8). Die Vakuolen wurden wie
unter a) beschrieben durch Flotation reisoliert und ad 0.2 mg/ml in 10 mM PIPES/KOH pH
6.8, 200 mM Sorbitol, 150 mM KCI aufgenommen. Je 50 xl wurden mit Proteinase K in den
angegeben Konzentrationen 15 min auf Eis inkubiert. Zum Abstoppen des Verdaus wurden
jeweils 50 ul 1 mM PMSF, 0.2 mM Pefabloc in 10 mM PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM
Sorbitol, 150 mM KClI zugegeben und weitere 10 min auf Eis inkubiert. Die
Luciferaseaktivitit in den einzelnen Proben wurde bestimmt und zur graphischen Darstellung
auf den Wert ohne Proteasezugabe (=100) bezogen.
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3.3. Rolle von Actin in der Mikroautophagocytose

Die Einstulpungen von Membranen, wie sie fur die Mikroautophagocytose typisch sind, sind
ohne Beteiligung des Cytoskeletts schwer vorstellbar. Eine Rolle von Mikrotubuli ist durch
pharmakologische (Tab. 3) und morphologische (Abb. 3) Beobachtungen wenig
wahrscheinlich; die Moglichkeit einer Beteiligung von Actin wurde zunichst
pharmakologisch uberpruft. Es wurde die Wirkung verschiedener Inhibitoren der

Actinassemblierung auf die in vitro-Autophagocytose gemessen (Abb. 13)

Actininhibitoren
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Abb. 13. Titration verschiedener Actinhemmstoffe.

Zu 50 pul-Standardaufnahmereaktionen (siehe 2.2.10.) wurden verschiedene Hemmstoffe aus
S0fachen bis 100fachen Stammlosungen in DMSO zu den angegebenen Konzentrationen
gegeben. Nach 1 h Inkubation bei 27° C wurden die Vakuolen wie in Material und Methoden
beschrieben gewaschen, mit Proteinase K verdaut und die aufgenommene Luciferase im
Verhiltnis zur Aktivitat der Alkalischen Phosphatase bestimmt. Von den erhaltenen Werten
wurde der Eiswert (< 5% der maximalen Aufnahme) abgezogen; zur graphischen Darstellung
wurden alle Werte auf die ungehemmte Aufnahme (=100) bezogen. Fehlerbalken geben die
Standardabweichungen von Doppelbestimmungen wieder; der Fehlerbalken bei 200 x M
Latrunculin A gibt die Standardabweichung von vier verschiedenen Experimenten wieder.

Alle der verwendeten Hemmstoffe (Latrunculin A, Cytochalasin B, Cytochalasin D) hemmten

die Mikroautophagocytose, wenn auch in verhéltnismaBig hohen Konzentrationen: Die
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Polymerisierung von isoliertem Actin wird schon durch dquimolare Mengen Latrunculin A
verhindert. Im Reaktionsansatz mit 3 mg/ml cytosolischem Protein liegt Actin, wird ein
Anteil von etwa 1% (w/w) an dem verwendeten Cytosolextrakt zugrunde gelegt, in einer
Konzentration im Bereich von 1 uM vor. Bei den zur Hemmung der in vitro-
Mikroautophagocytose notigen Konzentrationen liegt Latrunculin A also im Uberschuf3
gegenuber Actin vor. Ahnliches gilt fur das Wachstum von Hefen in Kultur: Es wird durch
100 M Latrunculin A gehemmt (Ayscough et al., 1997). Mogliche Ursachen fur die hohen
Konzentrationen, die fur die Hemmung der in vitro-Autophagocytose durch Actingifte
benotigt werden, sind die hohe Proteinkonzentration im Reaktionsgemisch und die

Beteiligung von hochaffinen Actinbindungsstellen an der Vakuolenmembran.

Als weitere das Actincytoskelett beeinflussende Stoffe wurden rekombinant hergestelltes
Cofilin und Twinfilin eingesetzt. Cofilin fordert die Dynamik von Actinfilamenten, indem es
sowohl den Auf- als auch den Abbau beschleunigt (Lappalainen et al., 1997). Twinfilin
besteht aus zwei Cofilin-homologen Doménen und bindet Actinmonomere, ohne ihren Einbau
in Filamente zu fordern. Dadurch verhindert es die Polymerisierung von Actin und verursacht,
wenn es im Uberschuf3 gegenuiber Actin vorliegt, die Depolymerisierung von Actinfilamenten
(Goode et al., 1998). Beide Proteine wurden als GST-Fusionsproteine aus E. coli gereinigt
und das GST-Tag proteolytisch abgespalten (Abb. 14 a, b). Die gereinigten Proteine wurden
in die in vitro-Autophagocytose eingesetzt (Abb. 14 ¢). Wahrend Cofilin keine Hemmung der
in vitro-Autophagocytose bewirkte, hemmte Twinfilin die Luciferaseaufnahme. Die Bildung

von Actinfilamenten wird also fur die Mikroautophagocytose benotigt.
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Abb. 14. EinfluB3 von Cofilin und Twinfilin auf die in vitro-Autophagocytose.

a, b) Fusionsproteine von Glutathion-S-Transferase mit Cofilin (a) bzw. Twinfilin (b) wurden
in E. coli exprimiert und an Glutathion-Sepharose adsorbiert (2.2.23., 2.2.26.). Nach dem
Wegwaschen verunreinigender Proteine wurden Cofilin bzw. Twinfilin durch limitierte
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Wenn Actin fur die Mikroautophagocytose wichtig ist, so sollte es wahrend der in vitro-
Reaktion mit der Vakuole interagieren. Um eine solche Bindung nachzuweisen, wurden
Vakuolen aus Standardreaktionsansitzen (siehe 2.2.10.) reisoliert und Actin mittels Western
Blot nachgewiesen. Zum Vergleich dienten Vakuolen, deren Protein direkt nach der
Isolierung gefallt worden war und Ansatze ohne ATP bzw. mit Cytochalasin B, GTPyS,
FCCP/Valinomycin (Abb. 15). Wurden Vakuolen ohne Inhibitor bei 27°C inkubiert, so
vervielfachte sich ihr Actinbestand gegenuiber den frisch isolierten Vakuolen. Bei Mangel an
ATP und in Gegenwart von GTPyS, FCCP/Valinomycin oder Cytochalasin B wurde nicht nur
diese Zunahme des vakuoldren Actins verhindert, sondern es ging auch das an den frisch

isolierten Vakuolen vorhandene Actin verloren.

Der Anteil des cytosolischen Actins, das wahrend der ungehemmten Reaktion an die
Vakuolen band, betrug etwa 5 %. Dieser Anteil ist viel groler als der Anteil der wahrend
einer Aufnahmereaktion aufgenommenen Luciferase (etwa 1/4000 der gesamten im Ansatz
vorhandenen Luciferase, nicht gezeigt). Dies und die Tatsache, da} eine Aufnahme des
cytosolischen Markerproteins Phosphoglyceratkinase im Western Blot nicht nachweisbar war
(nicht gezeigt), spricht dafur, dafl eine Bindung von Actin an die Vakuole gemessen wurde
und nicht die Aufnahme in die Vakuole. Da die Vakuolen wahrend der Reisolierung sowohl
pelletiert als auch flotiert wurden, ist auch ausgeschlossen, da} ohne Assoziation an Vakuolen
gebildete Actinfilamente mit den Vakuolen fraktionierten und eine Bindung an Vakuolen nur

vortauschten.

(zu Abb. 14.) Proteolyse mit Thrombin freigesetzt (,,abgespaltenes Protein®).
Verunreinigendes Thrombin (68 kDa) wurde durch Zugabe von 1 mM PMSF inaktiviert;
mittels Chromozym TH-Aktivititsmessung war danach keine proteolytische Aktivitat mehr
nachweisbar (< 3 * 10° U/ ug Protein). AnschlieBend wurden Glutathion-S-Transferase und
ungespaltenes Fusionsprotein mit Glutathion von der Matrix eluiert. Die gereinigten Proteine
wurden mittels Ultrafiltration in Centricon 10 konzentriert und in 10 mM PIPES/ 200 mM
Sorbitol/ 150 mM KCI uiberfuhrt. Je 1/20000 jeder Fraktion wurde mittels SDS-PAGE
(12.5%) aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Von den gereinigten Proteinen wurden je 2
ug aufgetragen. Die Positionen der Molekulargewichtsmarker sind links angegeben.

¢) Die wie unter a) und b) beschrieben gereinigten Proteine wurden in den angegebenen
Konzentrationen in 25 ul-Aufnahmereaktionen (2.2.10., 0.4 mg/ml Vakuolenprotein)
eingesetzt. Die Ansatze wurden 5 min auf Eis und dann 60 min auf 27°C inkubiert. Alle
Ansitze erhielten gleiche Volumina unterschiedlich konzentrierter Proteinlosungen. Die
Vakuolen wurden wie in Material und Methoden beschrieben gewaschen, mit Proteinase K
verdaut und die aufgenommene Luciferase im Verhaltnis zur Aktivitat der Alkalischen
Phosphatase bestimmt. Zur graphischen Darstellung wurden der Eiswert (<20% der
maximalen Aufnahme) abgezogen und alle Werte auf die ungehemmte Aufnahme (=100)
bezogen.
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Abb. 15. Bindung von Actin an die
Vakuolen wiahrend der in vitro-
Autophagocytose. In
Standardaufnahmereaktionen wurde die
Luciferaseaufnahme uiber 45 min in
Abhangigkeit von Hemmstoffen gemessen
(oben). Parallel dazu wurde vakuolires
Actin nachgewiesen (unten): Je 350 ul
Reaktionsansatz mit dem entsprechendem
Hemmstoff wurde in 2-ml-
ReaktionsgefaBlen nach 45 min Reaktion
zentrifugiert (10000 g; 5 min;
Festwinkelrotor; 4° C). Das Pellet wurde in F
300 ul 15% Ficoll, 10 mM PIPES/KOH pH "?5'
6.8, 200 mM Sorbitol, 105 mM KCI, 5 mM s
MgCl,, 2 mM ATP aufgenommen und
nacheinander mit folgenden Losungen
uberschichtet: 500 ul 10% Ficoll, 1 ml 8% _
Ficoll, 200 ul 0% Ficoll in 10 mM Phofip| -
PIPES/KOH pH 6.8, 200 mM Sorbitol, 105
mM KCI, 5 mM MgCl,, 2 mM ATP. Die
Vakuolen wurden durch Zentrifugation
flotiert (10000 g; 10 min; Ausschwingrotor; 4° C) und von der 8%/0% Ficoll-Grenzschicht
abgenommen. Proteine wurden mit TCA gefallt, durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulosemembran ubertragen. Actin und, als Maf fur die Menge vakuolaren Proteins,
Pho8p wurden mittels Immunodekoration nachgewiesen.
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Actin bindet in vitro an Vakuolen. Sollte es bei der Mikroautophagocytose eine Rolle spielen,
so sollte es auch in vivo an der Vakuolenmembran lokalisiert sein. Um eine solche
Lokalisation durch Immunfluoreszenz nachweisen zu konnen, muflte zunachst ein geeigneter
Vakuolenmarker gefunden werden. Vtc4p, ein vakuolares Membranprotein, gegen das
Antikorper vorlagen (Muller et al., 2002), erwies sich als geeignet. Nachdem der
affinitatsgereinigte Antikorper an Zellen von Deletionsmutanten von kreuzreagierenden
Immunglobulinen depletiert worden war, farbte er selektiv die Vakuolenmembran, nicht aber
Nukleus oder Plasmamembran an. Autophagische Korperchen innerhalb der Vakuolen

wurden nicht oder nur schwach angefarbt (Abb. 16).
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Abb. 16. Farbung von Vakuolen mit antiVtc4p. BJ3505-Zellen wurden fur Sh in SD-N
gehungert, fixiert und angefarbt wie unter Material und Methoden (2.2.16.) beschrieben. Die
vakuoldre Membran wurde mit Ziege-antiVtc4p und Esel-antiZiege-DTAF markiert;
Durchlicht- und Fluoreszenzbild derselben Zellen wurden nacheinander aufgenommen. V-
Vakuole, N- Nukleus.

Um die Lokalisation von Actin im Beziehung zur Vakuole darzustellen, wurden
Doppelfarbungen mit antiVtc4p und antiActin durchgefuhrt (Abb. 17). Im konfokalen
Mikroskop zeigte sich, dal Actin nicht nur in den bekannten kortikalen Actinflecken und den
Actinkabeln (d), sondern auch an und in der Vakuole lokalisiert war. Dabei schien es
teilweise in das Vakuolenlumen hineinzuragen (a,b) oder auch isoliert in der Vakuole zu
liegen (c). Dies entsprache einer moglichen Lokalisation in autophagischen Schlduchen oder
autophagischen Korperchen. Da sich Vtc4p nicht in autophagischen Korperchen fand (Abb.
16), war die Membranumhiillung von Actinkabeln in Membraneinstulpungen und

autophagischen Korperchen nicht darstellbar.
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Abb. 17. Lokalisierung von Actin an der Vakuole. BJ3505-Zellen wurden fur 5h in SD-N
gehungert, fixiert und angefarbt wie unter Material und Methoden (2.2.16.) beschrieben. Die
vakuoldre Membran wurde mit Ziege-antiVtc4p und Esel-antiZiege-DTAF (grin) markiert,
Actin mit Maus-antiActin und Esel-antiMaus-Cy3 (rot). Mittels konfokaler Mikroskopie
wurden mehrere Schichtbilder einzelner Zellen im vertikalen Abstand von 300 nm
aufgenommen. Zellumrisse wurden im Schema fett, Vakuolenumrisse diinn skizziert.
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Eine genauere Lokalisation von Actin war mittels Immuno-EM moglich. Auch dort waren
kortikale Actinflecken (Abb. 18 d) und cytosolisches Actin (Abb. 18 a-f) zu erkennen,
daneben aber auch Actin an der Vakuolenmembran und in autophagischen Korperchen (Abb.
18 a-f). Auch dieses Actin trat teilweise, ahnlich den kortikalen Actinflecken, gehduft auf
(Abb. 18 a,c,f). Wirde Actin an der Einstulpung und Abschnuirung von Membranen ins
Vakuolenlumen beteiligt sein, so konnte es sich an den durch Mikroautophagocytose
entstandenen autophagischen Korperchen anreichern. Um eine solche Anreicherung zu
erkennen, wurden Immunogoldmarkierungen an der Vakuolenmembran und an der Membran
von autophagischen Korperchen ausgezahlt und auf die Lange der sichtbaren Membran
bezogen (Abb. 18 g). Es zeigte sich, dal Actin an der Membran von autophagischen

Korperchen gegeniiber der Vakuolenmembran um einen Faktor von etwa 2 angereichert war.
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Abb. 18. Immunogold-Markierung von Actin an gehungerten Hefezellen. a-f)
Dunnschnitte von Hefezellen (BJ3505, 3 h in SD-N gehungert, in flussigem Propan
schockgefroren, gefriersubstituiert mit 0.5% Uranylacetat in Ethanol, in Lowicryl HM20
eingebettet; Balken entsprechen 1 ym) wurden mit Maus-antiActin 1:250/ Ziege-antiMaus-
18nm-Goldpartikel dekoriert. Die Position der Goldkornchen wurde mit schwarzen Kreisen
hervorgehoben; Balken entsprechen 1 ym.

g) An 34 zufillig ausgewidhlten Zellen wurde die Zahl der Goldmarkierungen an der
Membran der autophagischen Korperchen (insgesamt 96) und an der Vakuolenmembran
(insgesamt 33) bestimmt. Um eine Normierung auf den abgebildeten Membrananschnitt
vornehmen zu konnen, wurde dieser ausgemessen. Dargestellt wurde der Quotient aus Zahl
der Goldkorner und Lange der angeschnittenen Membran in mm™ fur die autophagischen
Korperchen und die Vakuolen. Fehlerbalken geben Standardabweichungen zwischen
verschiedenen Schnitten desselben Experimentes wieder.
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3.4. Suche nach hemmenden Antikorpern

Proteine, die an der Makroautophagocytose beteiligt sind, sind aus genetischen
Untersuchungen bekannt. Die Deletion einiger dieser Proteine hat auch Einfluf} auf die
Bildung von Einstulpungen der Vakuolenmembran in vivo (Sattler und Mayer, 2000). Um zu
uberprufen, ob diese Aut- und Apg-Proteine moglicherweise auch die in vitro-
Mikroautophagocytose direkt beeinflussen, wurden Antikorper gegen einige dieser Proteine
hergestellt und in die in vitro-Autophagocytose eingesetzt. Dazu wurden 5 der zugehorigen
Gene in den Expressionsvektor pCRT7/NT-TOPO kloniert. Die resultierenden Vektoren
wurde in E. coli-Expressionsstimme transformiert, die Aut- und Apg-Proteine als His,-Tag-
Fusionsproteine exprimiert und an Ni-NTA-Agarose gereinigt (Abb. 19). Autlp und Apgl6p
wurden nativ gereinigt, ApgSp, Apg6p und Apgl0p denaturierend aus Einschlu3korperchen.
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Abb. 19. Reinigung von Aut- und Apg-Proteinen. a) Autlp und Apgl6p wurden aus dem
l6slichen Uberstand von uiberexprimierenden, aufgeschlossenen E. coli an Ni-NTA-Agarose
aufgereinigt (siehe 2.2.23.,2.2.24.). Je 5 ug der gereinigten Proteine wurden auf einem 12.5%
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt.

b-d) Apg5p, Apgbp und ApglOp wurden aus EinschluBkorperchen an Ni-NTA-Agarose
aufgereinigt (siehe 2.2.23.,2.2.25.). Je 1/500 des Auftrages (1) und des Durchlaufes (2), je
1/150 der Waschschritte mit Harnstoff, pH 6.3 (3) und Citrat, pH 7.0 (4), und je 1/300 des
ersten (5) und zweiten (6) Milliliters des Eluats wurden mittels SDS-PAGE und Coomassie-
Farbung analysiert. Die Positionen der Molekulargewichtsmarker sind links angegeben.

Die gereinigten Proteine wurden zur Immunisierung von Kaninchen verwendet; aus dem
Serum der Tiere wurden Antikorper mittels Affinitatschromatographie an immobilisierten
Antigenen gewonnen. Drei der gewonnenen Antikorper, antiAutlp, antiApgSp und
antiApg6p, konnten im Western Blot uberpruft werden, da Deletionsmutanten der

entsprechenden Gene vorlagen (Abb. 20).



3. Ergebnisse 64

d Autly .ﬁ?._ b .-'lq:l_E."ﬁ'::lL é%l C \pgop §
i iy
N/ ] y71)
— b T, - T
TR SRR P
ﬂ?’ﬁ;a@&é? X ﬂ:;’? E‘;E'},QF-‘?Q ﬂ?,@
B P T Mg T
H —_— : Ypaehn
— 66y — — 66 - —=%—ah
_ _,.-"L 13| — 45 —45
—= — 36 36
— 36 g -“1—,-'\.?3_1_'_‘-\':1 .
— . — 19 — 70
-—24 — a4 —74

Abb. 20. Nachweis von Aut- und Apg-Proteinen im Western Blot. Wildtypcytosol,
Wildtypvakuolen (je 50 g Protein) und Ganzzellrodelextrakte (siehe 2.2.14.) von Wildtyp
sowie Deletionsmutanten (je entsprechend 0.3 OD Einheiten) wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrocellulose ibertragen. Aut- und Apg-Proteine wurden mittels
Immunodekoration mit affinitatsgereinigten Antikorpern (2 ug/ml) nachgewiesen. Die
Positionen der Molekulargewichtsmarker sind rechts angegeben.

Autlp (vorhergesagtes Molekulargewicht 36) erschien als Bande bei 45 kDa, die nur im
Ganzzellextrakt von Wildtypzellen, nicht jedoch von der Deletionsmutante auftrat. Im
Cytosol war diese Bande die einzige immunoreaktive Bande, sie fehlte auf isolierten
Vakuolen. Autlp scheint also ein losliches, nicht an die Vakuolenmembran gebundenes

Protein zu sein.

Bei Dekoration von Blots mit antiApgSp (vorhergesagtes Molekulargewicht 34) trat sowohl
im Wildtyp als auch in der Deletionsmutante eine Bande in der erwarteten Hohe auf. Auch
diese Bande trat im Cytosol, nicht aber an Vakuolen auf. Ob diese Bande tatsachlich Apg5p
entspricht und somit der verwendete Deletionsstamm nicht den angegebenen Genotyp hat
oder ob der Antikorper mit anderen Proteinen kreuzreagiert, kann ohne weitere

Untersuchungen nicht sicher entschieden werden.
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Dekoration von Blots mit antiApg6p (vorhergesagtes Molekulargewicht 63) ergab eine
einzige Bande bei 67 kDa, die ausschlieBlich im Wildtyp, nicht aber in der Deletionsmutante
auftrat. Apg6bp war allein auf die Vakuolen beschrankt, im Cytosol war es nicht nachweisbar.

Es scheint also ein membrangebundenes Protein zu sein.

antiApg10p und antiApg16p konnten nicht im Western Blot mit Hefezellextrakt iiberpruift
werden, da die entsprechenden Deletionsstimme nicht vorlagen. Auf Blots mit in E. coli
exprimiertem Protein erkannten sie das Protein, das in die Kaninchen injiziert wurde; auf
Blots mit Ganzellextrakt von Wildtyphefen wurden mehrere Banden erkannt, wobei aufgrund
der Unsicherheit bezuglich der Vorhersage von Molekulargewichten die Banden den

gesuchten Proteinen nicht sicher zugeordnet werden konnten (nicht gezeigt).

Die Reinigung der Antikorper ergab unterschiedliche Mengen an Immunglobulin. antiAutlp
und antiApg16p konnten daher in hoherer Konzentration in die in vitro-Autophagocytose
eingesetzt werden als antiApg5p, antiApg6p und antiApg10p. Keiner der eingesetzten
Antikorper zeigte, verglichen mit an Protein A aufgereinigtem Kontrollimmunglobulin aus
Praimmunserum, in den verwendeten Konzentrationen eine deutliche Hemmung der in vitro-

Autophagocytose (Abb. 21).
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Abb. 21. Titration von Antikorpern in der in vitro-Autophagocytose. Die angegebenen
Konzentrationen an affinititsgereinigten Antikorpern wurden zu 25 yl- Aufnahmereaktionen
gegeben (0.4 mg/ml Vakuolen). Nach 1 h Inkubation bei 27° C wurden die Vakuolen wie in
Material und Methoden (2.2.10.) beschrieben gewaschen, mit Proteinase K verdaut und die
aufgenommene Luciferase im Verhdltnis zur Aktivitat der Alkalischen Phosphatase bestimmt.
Von den erhaltenen Werten wurde der Eiswert (< 7 % der maximalen Aufnahme) abgezogen;
zur graphischen Darstellung wurden alle Werte auf die ungehemmte Aufnahme (=100)
bezogen. Als Kontrolle wurden an Protein A-Sepharose aufgereinigtes Immunglobulin aus
Praimmunserum eingesetzt. Bei der Reinigung von antiAutlp und antiApgl6p (a) waren
hohere Ausbeuten erzielt worden, so dafl grolere Mengen in die Titration eingesetzt werden
konnten als von antiApg5p, antiApg6p und antiApg10p (b).
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4. Diskussion

4.1. Aufteilung der in vitro-Mikroautophagocytose in vier Stadien

Fruhere Studien (Miller et al., 2000; Sattler und Mayer, 2000) lieferten eine morphologische
Beschreibung und die in vitro-Rekonstitution der Mikroautophagocytose an Hefevakuolen als
Modellsystem fur die Entstehung von Vesikeln durch ,,inverses Budding®. In dieser Arbeit
konnten einige niedermolekulare Hemmstoffe der in vitro-Mikroautophagocytose
charakterisiert werden. Mit ihrer Hilfe konnte diese Reaktion in mehrere Stufen aufgeteilt

werden (Tab. 4)

Tab. 4. Stadien der in vitro-Autophagocytose. Die Ergebnisse kinetischer Experimente
(Abb. 5, 8, 10, 11) wurden in ein Stadienmodell der in vitro-Autophagocytose
zusammengefaft. Den einzelnen Stadien wurden die bekannten Wirkungen der Hemmstoffe
und plausible molekulare Ereignisse zugeordnet.

Inhibitor potentielles Ziel potentielles Korrelat
StadiumI |GTPyS, G-Proteine (Cdc42p ?), |Lipidmodellierung,
Aristolochiasdure, Phospholipase, laterale Sortierung von
Nystatin Ergosterol Membranproteinen und
Lipiden
Stadium II | Transfer auf Eis Membranfluiditét Membraneinstilpung
Stadium III | FCCP/Valinomycin Membranpotential Organisation des
Actinskeletts
Stadium IV | K252a, Rapamycin Kinase (Tor2p ?) Abschniiren
vorgebildeter Vesikel

In einer ersten Stufe erwirbt die Reaktion eine Resistenz gegeniitber GTPyS, dem
Phospholipaseinhibitor Aristolochiasaure und dem sterolbindenden Antimykotikum Nystatin
(I, Abb. 5 b,d,f). Auf dieser und der folgenden Stufe (II) kann die Aufnahme des umgebenden
Mediums jedoch noch durch Transfer auf Eis gestoppt werden. Auf einer spateren Stufe (I1I)
ist dies nicht mehr moglich, obwohl der Protonengradiententkoppler FCCP sowie die
Proteinkinaseinhibitoren K252a und Rapamycin nach wie vor die Aufnahme blockieren
konnen (Abb. 5 a,c.e). Die Unfahigkeit tiefer Temperaturen, die Aufnahme gegen Ende der
Reaktion zu unterbinden, erklart auch den steilen Verlauf der Eiskurve zwischen 30 und 45
min (Abb. 5): Wird ein Reaktionsansatz nach 45 min auf Eis gestellt, so geht die
Luciferaseaufnahme dennoch weiter, der 45 min-Wert einer Kinetik erscheint falsch hoch.
Alle bisher genannten Hemmstoffe wirken weniger auf die eigentliche Aufnahmereaktion
(IV) als auf vorgeschaltete Prozesse (Abb. 10): Sie verhindern, daf} die Vakuolen einen
,,kompetenten* Zustand erwerben, der ihnen ermoglicht, schnell und weitgehend unabhangig

vom umgebenden Medium (Abb. 11) Proteine aufzunehmen. Ist dieser ,.,kompetente* Zustand
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erreicht, so haben nur noch die Proteinkinaseinhibitoren K252a und Rapamycin einen
gewissen hemmenden Einfluf} auf die Luciferaseaufnahme (Abb. 10 b). Allerdings kann der
Zustand der Aufnahmekompetenz durch plotzliche Wechsel der Ionenstarke des Puffers
zerstort werden (Abb. 11). Auch die den anderen Reaktionsstufen entsprechenden Zustande
der Vakuolen sind nicht stabil, sondern werden durch Reisolieren der Vakuolen gestort.
Deshalb lief3 sich der Reaktionsablauf nicht vollstandig in diskrete Einzelreaktionen auflosen
(Abb. 7), obwohl sich die Wirkung der einzelnen Hemmstoffe durch Auswaschen autheben
148t (Abb. 6). Bei diesen pharmakologisch definierten Stadien der Gesamtreaktion bleibt
jedoch zu beachten, daf die Wirkung der einzelnen Hemmstoffe nicht sofort nach Zugabe zur
Reaktion einsetzen muf3. Dies wire beispielsweise bei einer verzogerten Bindung an das
Zielprotein der Fall. Dadurch konnte die Giftwirkung féalschlicherweise erst auf einer spateren

Reaktionsstufe manifest werden.

Da die Zielstrukturen der eingesetzten Hemmstoffe weitgehend bekannt sind, konnen den
zunéchst nur kinetisch definierten Reaktionsstadien zumindest spekulativ molekulare
Ereignisse zugeordnet werden. GTPyS hilt G-Proteine in ihrem GTP-bindenden, aktiven
Zustand fest und verhindert so ihren Wechsel zwischen GDP- und GTP-gebundenem Zustand.
Ypt7p, eine vakuolare Rab-GTPase, die fur das Andocken der Membranen fur die
homotypische Vakuolenfusion notig ist, ist an der Mikroautophagocytose nicht beteiligt
(Sattler und Mayer, 2000). Ein anderer Kandidat als Ziel fur GTPyS ist Cdc42p, eine Rho-
GTPase. Es wurde identifiziert als ein am Ausknospen von Tochterzellen und dem Aufbau
der Zellpolaritat beteiligtes Protein (Adams et al., 1990). Spater wurden dem auch in Sdugern
konservierten Protein eine Beteiligung am Auf- und Umbau des Actincytoskeletts, aber auch
am Vesikeltransport und weiteren zellularen Vorgéngen zugeschrieben (Johnson, 1999). Auch
an der Vakuolenvererbung ist Cdc42p beteiligt (Eitzen et al., 2001; Miuller et al., 2001).
Moglicherweise verhindert GTPyS uber eine Inaktivierung von Cdc42p die Polymerisierung
von Actin an der Vakuolenmembran (Abb. 15) und somit die Voraussetzung zur Bildung der
Membraneinstulpungen. Auch FCCP/Valinomycin verhindert die Bindung von Actin an die
Vakuole (Abb. 15), wirkt jedoch zu einem spateren Zeitpunkt als GTPyS. Ob diese
Reihenfolge auch einer zeitlichen Abfolge des Aufbaus eines Actinskeletts entspricht-
zunéchst wirde dafur Cdc42p, spiter ein intaktes Membranpotential benotigt- kann aus den
vorliegenden Experimenten nicht entschieden werden. Alternativ konnte die frihe Wirkung

von GTPyS auch vollig unabhiangig vom Actincytoskelett sein und andere GTPasen als
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Cdc42p betreffen. Die zusatzliche Storung der Actinpolymerisierung lie3e sich dann als spate

Wirkung kinetisch nicht mehr nachweisen.

Auch der Phospholipaseinhibitor Aristolochiasdure und das sterolbindende Pilzgift Nystatin
wirken in Stufe I. Sie verhindern moglicherweise ein Ummodellieren und Umsortieren der
Membranlipide. Ein solches Ummodellieren durch Ubertragung von Arachidonséure auf
Lysophosphatidsédure findet beispielsweise bei der Endocytose statt, wodurch die notwendige
negative Membrankurvatur fur das Einstulpen von Vesikeln geschaffen wird (Schmidt et al.,
1999). Auch bei der Einstulpung von Schlduchen in die Vakuole entstehen Bereiche stark
unterschiedlicher Membrankurvatur: Besonders das cytoplasmatische Blatt der Membran des
Halses des sich abschnuirenden Vesikels und des Fulles des zugehorigen Schlauches (siehe
Abb. 1 a) sind stark positiv gebogen und sollten daher an invertiert-konischen Lipiden wie
den Lysolipiden angereichert sein. Diese konnten durch eine cytoplasmatische Phospholipase
entstehen, die ein Ziel fur die Wirkung von Aristolochiasdure bote. Sind diese Lysolipide erst
einmal entstanden, kann eine Hemmung der entsprechenden Phospholipase keine Wirkung
mehr auf den weiteren Fortgang der Bildung von Membranschldauchen haben- entsprechend

der Wirkung von Aristolochiasédure in Phase I.

Ahnliches gilt fur Nystatin. Es bindet Sterole und kann so Poren in Membranen bilden, die zu
einem Zusammenbruch des Protonen- und Ionengradienten fuhren (Bhuiyan et al., 1999).
Eine Wirkung auf das elektrochemische Potential der Vakuolenmembran ist im vorliegenden
System unwahrscheinlich, da Nystatin dann ebenso wie FCCP/Valinomycin auf einer spateren
Reaktionsstufe wirken sollte. Wahrscheinlicher erscheint eine Wirkung auf die
Membranfluiditit durch das Abfangen von Ergosterol. Die Umverteilung der Sterole in der
Membran konnte die Einstulpung von Schlauchen verhindern oder sterolreiche
Membranbezirke, die beispielsweise fur die Anheftung cytoplasmatischer Proteine notig sein
konnten, zerstoren. Beides wiirde in eine frithe Phase der Reaktion fallen, da sich in spateren
Stadien schon nystatinresistente Membranbezirke gebildet haben konnten, die durch
entsprechende Proteine stabilisiert wiirden. Mit dieser Reorganisation der Vakuolenmembran
einhergehen konnte auch die im Elektronenmikroskop auffallende heterogene Verteilung von
groflen Membranproteinen: Die Membran der eingestulpten Schlduche erscheint nach der
Spitze hin zunehmend glatt und proteinarm, wahrend in der Vakuolenmembran zahlreiche
Membranproteine erkennbar sind (Miller et al., 2000). Der heterogenen Proteinverteilung

konnte eine heterogene Lipid- und Sterolverteilung zugrunde liegen, wie sie dhnlich fur die
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verschiedenen Cisternen des Golgi-Apparates beschrieben wurde (Simons und Ikonen, 2000;
Holthuis et al., 2001). Auch die endocytotische Aufnahme von Membranproteinen kann durch
Anreicherung der aufzunehmenden Proteine in cholesterolreichen Caveolae vermittelt werden
und wird dann durch sterolbindende Pharmaka wie Nystatin gechemmt (Lobie et al., 1999).
Nicht nur die Mikroautophagocytose, sondern auch die homotypische Fusion von
Hefevakuolen wird durch Nystatin gechemmt. Die dafur benotigte Nystatinkonzentration liegt
allerdings um etwa ein Zehnfaches hoher als die fur die Hemmung der Mikroautophagocytose
(Kato und Wickner, 2001). Durch diese Konzentration wurde die ATP-getriebene Ansduerung
des Vakuolenlumens nicht verhindert, sondern selektiv das mit einer Freisetzung von Sec17p
verbundene ,,Priming®, also die Aktivierung der SNARE-Komplexe, gestort. Neben Sterolen
werden auch andere Lipide wie Phosphatidylinositolphosphate fur das ,,Priming* benotigt
(Mayer at al., 2000), was auf eine Beteiligung von Membranlipiden an dem bisher nur auf
Proteinebene charakterisierten ,,Priming* hinweist. Neomycin, ein an
Phosphatidylinositolphosphate bindendes Antibiotikum, hemmt auch die
Mikroautophagocytose (Tab. 2), allerdings kann eine Lyse der Vakuolen unter den
Versuchsbedingungen nicht ausgeschlossen werden: Durch Neomycin werden die Vakuolen
stark verklumpt und konnen beim Waschen nur schwer resuspendiert werden. Dies fuhrt dazu,
daB ein Teil der Hemmung durch Neomycin auch dann beobachtet werden kann, wenn
Neomycin erst nach Abschluf} einer Aufnahmereaktion zugegeben wird.

Dennoch konnte die Wirkung von Polyenantimykotika und Neomycin, dhnlich wie beim
,Priming* der homotypischen Vakuolenfusion, auf eine Rolle fur Lipide wie Sterole und

Phosphatidylinositolphosphate bei frithen Schritten der Mikroautophagocytose hindeuten.

Uberraschend erscheint die relativ frithe Wirkung tiefer Temperaturen auf die Reaktion, die
auf Stufe II hemmt, ohne daf} die nachgeschalteten Stufen beeinfluflt werden. Dies
widerspricht der Vorstellung, da3 Prozesse, die eine Membranfusion beinhalten- wie
beispielsweise die Endocytose-, unterhalb einer Ubergangstemperatur von etwa 14°C nicht
mehr stattfinden konnen (Wilschut et al., 1985; Pelham, 1989; Grant et al., 2001). Das
Abschnuiren von Vesikeln an der Spitze eines Schlauches erfordert die homotypische Fusion
gegenuberliegender Membranen. Dazu wird jedoch nicht die konservierte Fusionsmaschinerie
eingesetzt, die fur den letzten Schritt der Vakuolenvererbung notig ist (Sattler und Mayer,
2000). Moglicherweise erfolgt also die Membranfusion bei der Mikroautophagocytose nicht
auf klassischem Wege, sondern durch bloes mechanisches Abschnuren der Vesikel. Dieses

konnte sogar durch den Phasenuibergang der Membran bei tiefen Temperaturen gefordert
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werden: Stark gespannte Membransysteme wie der Hals eines sich abschniirenden Vesikels
werden durch die dichtere Packung bei tiefen Temperaturen destabilisiert. Als Modell hierfur
kann die Labilitat und Fusogenitat kleiner Liposomen unterhalb einer Ubergangstemperatur
dienen (Suurkuusk et al., 1976; Lentz et al., 1987). Dartiber hinaus ware vorstellbar, daf3 in
dem betrachteten in vitro-System der physiologische Weg der Membranfusion durch einen
artefiziellen ersetzt oder ergénzt wird. Beispielsweise konnten vorgeformte Vesikel durch
kurzes Vortexen von der Spitze der autophagischen Schlauche abgeschert werden. Dies wiirde
durch die verringerte Membranfluiditit bei niederen Temperaturen womoglich noch

beglinstigt werden.

Stufe III der Reaktion wird durch die Entkoppelung des Membranpotentials mittels FCCP und
Valinomycin blockiert. Das Membranpotential ist fur eine ganze Reihe von Vorgangen an der
Vakuolenmembran essentiell. So kann sich beispielsweise Actin nur an energetisierte
Vakuolen anlagern (Abb. 15). Alternativen als Ursache fur die Abhangigkeit der
Mikroautophagocytose vom Membranpotential sind die Verhinderung der Anlagerung
anderer essentieller cytoplasmatischer Faktoren an die Vakuolenmembran oder auch der
Verlust der durch den partiellen Ladungsausgleich- bei Aufnahme eines positiv geladenen
Vesikels in das negativ geladen Vakuoleninnere- bedingten Triebkraft der Reaktion. Sicher ist
jedoch das Membranpotential nicht die einzige Ursache fur den ATP-Bedarf der
Gesamtreaktion: Auch die in vitro Vakuolenfusion bedarf des Membranpotentials und 1aB3t
sich durch FCCP hemmen. Die optimale ATP-Konzentration fur die Vakuolenfusion ist
jedoch um den Faktor 4 geringer als die fur die Mikroautophagocytose (Haas, 1995). Es ist
also zu erwarten, daf3 bestimmend fur die optimale ATP-Konzentration der in vitro-
Autophagocytose nicht die protonenpumpende V-ATPase, sondern andere ATP-

verbrauchende Enzyme sind.

Stufe IV ist die einzige Reaktionsstufe, die sich von den vorhergehenden Stadien durch
Reisolieren der Vakuolen experimentell trennen 1at. Sie ist abhdngig davon, dal} die
Vakuolen die vorhergehenden Stadien durchlaufen haben. Wird das durch Zugabe von
Hemmstoffen oder durch Mangel an ATP verhindert, kann die eigentliche Aufnahme nicht
ablaufen, die selbst nur noch durch K252a und Rapamycin zu etwa 50% gehemmt wird (Abb.
10) und auch weitgehend unabhingig vom Medium ist (Abb. 11). Die eigentliche Aufnahme
konnte damit dem Abschniiren von Vesikeln an der Spitze der autophagischen Schldauche

entsprechen, die wahrend der vorhergehenden Stufen gebildet wurden. Dieses Abschnuiren
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benotigt moglicherweise die Aktivitit einer Proteinkinase, die durch K252a und Rapamycin
gehemmt wird. Die Beteiligung dieser Kinase am letzten Reaktionsschritt wiirde auch die
verhaltnismaBig hohen Konzentrationen dieser Giftstoffe erklaren, die fur eine vollstandige
Hemmung der Aufnahme notig sind: Geringe verbleibende Restaktivititen dieser Kinase
konnten gentigen, um das schnell ablaufende Abschniiren von Vesikeln zu unterstutzen.
Wiirden K252a und Rapamycin auf fritheren Reaktionsstufen wirken, so wirden schon
geringere Hemmstoffkonzentrationen genuigen, den Ablauf iber den MefBzeitraum hinaus zu
verzogern. Potentielle Ziele der Wirkung von Rapamycin und K252a sind die TOR-Kinasen,
die eine Reihe von durch Rapamycin hervorgerufenen Effekte bewirken (Raught et al., 2001).
Die Rolle von Tor2p, einer rapamycinsensitiven Proteinkinase, in der Induktion der
Makroautophagocytose unter Hungerbedingungen ist gut untersucht (Klionsky und Emr,
2000). Sie wird in vitro durch Rapamycin in Konzentrationen von 0.5 uM weitgehend
gehemmt (Alarcon et al., 1999). Um diese Hemmung zu erreichen, mufite jedoch der
vorgebildete Komplex aus dem in allen Eukaryonten konservierten Rapamycin-Bindeprotein
FKBP und Rapamycin eingesetzt werden. Dies konnte, zusatzlich zu den oben genannten
kinetischen Erwéagungen, erklaren, warum die Rapamycinkonzentration, die fur die Hemmung
der in vitro- Mikroautophagocytose notig war, um den Faktor 100 hoher lag: Das eingesetzte
Rapamycin muf} zunichst das im Versuchsansatz relativ verdunnte cytosolische FKBP

binden, bevor der Komplex aus beiden auf die Zielkinase wirken kann.

Auffallig ist der gegensatzliche Effekt von Rapamycin auf Makro- und
Mikroautophagocytose: Wihrend erstere in vivo durch Rapamycin induziert wird, wird
letztere in vitro durch Rapamycin gehemmt. Dies steht in scheinbarem Widerspruch zu der
Beobachtung, daf3 die Mikroautophagocytose durch Cytosol gehungerter Zellen starker als
durch Cytosol ungehungerter Zellen stimuliert wird (Sattler und Mayer 2000), da3 also
Mikro- und Makroautophagocytose durch denselben Stimulus ausgelost werden. Dieser
Widerspruch 10st sich, wenn man die verschiedenen Zeitpunkte der Wirkung von Rapamycin
in vivo und in vitro beachtet: Die durch Tor2p vermittelte Induktion von
Makroautophagocytose in vivo durch Rapamycin erfolgt, wie auch die Induktion unter
Hungerbedingungen, iber mehrere Stunden und erfordert de novo Proteinsynthese (Kamada
et al., 2000; Abeliovich und Klionsky, 2001). Dagegen wird in vitro nur die eigentliche
Aufnahmereaktion, nicht aber ihre Induktion gemessen. Es erscheint also moglich, da3
Rapamycin zwar die Induktion der Autophagocytose uiber eine Hemmung von Tor2p bewirkt,

aber in einem sehr viel spateren Schritt die Mikroautophagocytose hemmt. Dabei bleibt offen,
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ob die Hemmung der eigentlichen mikroautophagischen Aufnahmereaktion ebenfalls durch
Tor2p vermittelt wird oder ob Rapamycin zusitzlich durch andere, moglicherweise auch

unspezifische Mechanismen wirkt.

Bemerkenswert ist die Labilitat des fur Stadium IV charakteristischen ,,kompetenten
Zustandes*: Die schnelle Aufnahme nach entsprechender Vorbereitung der Vakuolen kann
sowohl in komplettem Reaktionsmedium als auch in ATP- und cytosolarmem Puffer
stattfinden. Dennoch wird sie vollig unterdruckt, wenn die Vakuolen nach der Vorinkubation
zunéchst in Puffer aufgenommen werden und dann erst Salze, ATP und Cytosol des
Reaktionsmediums zugegeben werden (Abb. 11). Sie ist also nicht nur von der chemischen
Zusammensetzung des die Vakuolen umgebenden Mediums abhangig, sondern auch von der
Geschichte des Reaktionsansatzes: Wahrend des Wechsels des Puffers geht die
Aufnahmekompetenz verloren. Eine Erklarung fur diese Labilitat wére ein Zustand, in dem
schon vorgebildete Vesikel an der Spitze von autophagischen Schlduchen sitzen, wobei das
Lumen dieser Vesikel noch in Kontinuitat mit dem die Vakuolen umgebenden Medium
stunde. Dieser Zustand wurde elektronenmikroskopisch beschrieben (Miller et al., 2000).
Unter geeigneten Bedingungen- moglicherweise begunstigt durch den mechanischen Stress
der Reisolierung der Vakuolen- schniiren sich diese Vesikel in das Vakuolenlumen ab und
bewirken so die ,,schnelle Aufnahme. Jedoch kann dieser Zustand auch so gestort werden,
daf die vorgebildeten Vesikel ihre Kompetenz, sich abzuschnuiren, verlieren. Dies geschieht
beispielsweise durch die rasche Anderung der Pufferzusammensetzung. Uber den
Mechanismus dieser Storung des kompetenten Zustandes kann nur spekuliert werden.
Beispielsweise konnten Membranproteine, die fur das Aufrechterhalten des Vesikelhalses
notig sind, abgelost werden oder es konnte durch die Osmolaritatsainderung der Turgor der
Vakuole so gestort werden, daf die schon gebildeten autophagischen Schlauche wieder
ausgestullpt wirden. Aus anderen Modellsystemen sind dahnliche kompetente Zustande
bekannt (Jahn und Sudhoff, 1999; Capogna et al., 1997). So werden synaptische Vesikel an
die prasynaptische Membran transportiert und dort angedockt. Die eigentliche Exocytose als
Antwort auf einen durch ein Aktionspotential ausgelosten Ca2+—Anstieg oder auch, in vitro,
durch Zugabe von hyperosmolarer Saccharoselosung oder Phorbolestern, erfolgt dann in
Bruchteilen einer Millisekunde. Dabei mussen die Vesikel nicht notwenigerweise vollstandig
mit der Zellmembran verschmelzen, sondern kénnen auch im Sinne einer ,,kiss and run‘-
Fusion direkt nach Freisetzung ihres Inhaltes wiedergewonnen werden (Valtorta et al., 2001;

Schneider, 2001). Der Zustand wéhrend der Freisetzung des Vesikellumens entspricht dem
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kompetenten Zustand der Mikroautophagocytose: Er kann aufgelost werden durch
Abschnurung und Riuckbildung des intakten Vesikels oder durch vollstandiges Verschmelzen
des Vesikels mit der Zellmembran, entsprechend der schnellen Aufnahme oder dem Verlust

der Aufnahmekompetenz.

4.2. Die Rolle von Actin in der Mikroautophagocytose

Fur die Mikroautophagocytose typisch ist das Abweichen der Vakuolenmembran von der
Idealform einer Kugel. Dies kann, alternativ zu Anderungen der Membrankurvatur durch
horizontale Heterogenitit der Lipidzusammensetzung, durch Einwirkung von mechanischen
Kraften geschehen. Fur die Ubertragung solcher Krifte geeignet erscheint das
Actincytoskelett. Substanzen, die den Aufbau von Actinfilamenten beeinflulen, zeigten eine
hemmende Wirkung auf die Mikroautophagocytose in vitro (Abb. 13 und 14). Dazu werden
Konzentrationen benotigt, die im Bereich derer liegen, die auch das Wachstum von Hefen in
vivo hemmen (Ayscough et al., 1997). Sicher werden diese Konzentrationen nicht nur durch
die Actinkonzentration im Reaktionsansatz bestimmt, sondern auch durch das Vorhandensein
actinbindender Proteine, die die Actinpolymerisierung beeinflussen konnen. Die fur Twinfilin
gefundene hohe Konzentration, die die Mikroautophagocytose hemmt, mag zusatzlich auf
einer partiellen Denaturierung des gereinigten Proteins beruhen. Rekombinant hergestelltes
Twinfilin préazipitiert durch Einfrieren und Auftauen (Goode et al., 1998), moglicherweise
liegt auch schon das frisch gereinigte Protein zum Teil in denaturierter Form vor.
Dementsprechend wire die in Abb. 14 bestimmte Hemmkonzentration falschlicherweise zu
hoch. Einige weitere Befunde weisen auf eine Rolle von Actin in der Mikroautophagocytose
hin: Wiahrend der in vitro-Reaktion bindet Actin an Vakuolen, was durch einige Hemmstoffe
der Mikroautophagocytose verhindert wird (Abb. 15). Auch in vivo 146t sich eine Assoziation
von Actin mit der Vakuole gehungerter Zellen nachweisen (Abb. 17). Das Actin der
Vakuolenmembran ist ahnlich dem der Plasmamembran in ,,Patches* konzentriert, einzelne
Actinkabel scheinen jedoch auch in die Vakuole hineinzuragen. Dies mag den dhnlichen
Funktionen entsprechen, die vakuolares und corticales Actin wahrzunehmen haben: Das Actin
der Plasmamembran dient unter anderem dem Ausknospen von Tochterzellen und der
Bildung von ,,Shmoo*-Ausstillpungen in haploiden Zellen (Doyle und Botstein, 1995)- beides
Prozesse, die analog der Mikroautophagocytose eine starke Verformung von Membranen
erfordern. Elektronenmikroskopisch lief sich die Lokalisation des vakuolaren Actins weiter

auflosen. Dabei zeigte sich, da} autophagische Korperchen Actin gegeniiber der
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Vakuolenmembran um den Faktor zwei anreichern (Abb. 18). Eine weitere Differenzierung
zwischen durch Makro- und Mikroautophagocytose entstandenen autophagischen Korperchen
war leider nicht moglich. Eine solche Differenzierung konnte Aufschlufl daruber geben, ob
Actin an beiden Autophagocytoseformen beteiligt ist oder ob es sich auf die
Mikroautophagocytose limitiert. Die genannten Ergebnisse lassen eine Beteiligung von Actin

an der Mikroautophagocytose als sehr wahrscheinlich erscheinen.

Dies wire ein weiteres Beispiel fur die Beteiligung von Actin bei der Verformung von
Membranen, wie sie in verschiedenen anderen Zelltypen beschrieben ist. So enthalten
Mikrovilli und Stereocilien, also Ausstulpungen der Plasmamembran nach auBlen, Actin als
formgebendes Geriist (Krstic, 1984). Noch weiter geht die Analogie mit der
Mikroautophagocytose bei der apokrinen Sekretion von Schweifldriisen, wobei apikale Teile
der Drusenzellen abgeschnurt werden. Hier sind Actinfilamente an der Stelle der
Abschniirung nachweisbar (Metzler et al., 1992). Auch das AusstoBen der Nuklei erythroider
Vorlauferzellen geschieht mit Hilfe eines kontraktilen Rings aus Actin, Myosin und Spektrin
(Takano-Ohmuro et al., 1996). Im Lumen von Exosomen, also von Vesikeln, die durch
Einstulpung der Membran endosomaler Kompartimente entstanden sind, fanden sich ebenfalls
Actin und einige seiner wechselwirkenden Proteine angereichert gegeniiber dem Cytoplasma

(Théry et al., 2001).

Die Mikroautophagocytose ist nicht die einzige vakuoldre Funktion, bei der eine Beteiligung
von Actin gefunden wurde. Auch die Vakuolenvererbung ist von Actin abhéangig (Hill et al.,
1996). Dabei scheint Actin mit Hilfe von Myo2p, einem Myosin V, und dem vakuolaren
Membranprotein Vac8p an der Vakuolenmembran anzusetzen und diese zu verformen (Wang
et al., 1998; Catlett und Weisman, 1998). Ob diese Proteine auch bei der

Mikroautophagocytose beteiligt sind, wurde bislang noch nicht untersucht.

4.3. Die Rolle von Aut- und Apg-Proteinen fur die Mikroautophagocytose

Durch genetische Untersuchungen wurden Mutantan gefunden, die empfindlich gegen
Hungerbedingungen sind bzw. die bestimmte cytosolische Proteine nicht mehr abbauen
konnen (Tsukada und Ohsumi, 1993; Thumm et al., 1994). Werden diese Mutationen mit
einem Defekt vakuoldrer Proteasen kombiniert, so bilden die Mutanten, im Gegensatz zum

Wildtyp, unter Hungerbedingungen keine autophagischen Korperchen. Inzwischen sind einige
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der zugehorigen AUT- und APG-Gene kloniert und die entsprechenden Proteine
charakterisiert. In dieser Arbeit wurden gegen eine Auswahl dieser Proteine Antisera
hergestellt und gereinigt. Autlp ist ein Protein unbekannter Funktion, das sowohl fur den
konstitutiven Cvt-Weg als fur die durch Hunger induzierte Autophagocytose notig ist
(Schlumpberger et al., 1996). Apg6p ist ein peripheres Membranprotein, dessen humanes
Homologes Beclin 1 als proapoptotischer Tumorsuppressor wirkt (Liang et al., 1999). Apg5p,
Apgl0p und Apgl6p sind Bestandteil eines an das Ubiquitinsystem erinnernden
Proteinkonjugationssystems: ApgSp wird durch Apg7p (Kim et al., 1999; Tanida et al., 1999)
und Apg10p (Shintani et al., 1999) mit Apg12p (Mizushima et al., 1998) verkniipft und durch
Apgl6p dimerisiert (Mizushima et al., 1999). Die Funktion von Apg5p ist essentiell fur die
Bildung von Autophagosomen (George et al., 2000). Ein Homologes von Apg7p, Gsa7p, ist
an dem mikroautophagischen Abbau von Peroxisomen in Pichia pastoris beteiligt (Kim et al.,

1999).

Die gereinigten Antikorper gegen Autlp, ApgSp, Apg6p, Apgl0p und Apgl6p wurden
verwendet, um die Beteiligung dieser Aut- und Apg- Proteine an der Mikroautophagocytose
zu untersuchen. Dabei stellte sich heraus, daB3 keiner der erhaltenen Antikorper die
Mikroautophagocytose in vitro hemmen konnte. Dies kann selbstverstandlich aus der
Auswahl der Proteine resultieren oder auch technische Griinde haben. So wurde ein Teil der
Antikorper durch Immunisierung mit denaturiertem Protein hergestellt, so da3 das im in vitro
Test vorliegende native Protein nicht notwendigerweise erkannt werden muf.
Wabhrscheinlicher erscheint jedoch, daf die in genetischen Screens gefundenen an der
Autophagocytose beteiligten Gene zwar fur die Makroautophagocytose und moglicherweise
die Regulation der Mikroautophagocytose, nicht aber fur die letzten, in vitro gemessenen
Schritte der Mikroautophagocytose notig sind. Des weiteren konnten Antikorper gegen
Apg5p, Apgl0p und Apgl6p moglicherweise die Bildung neuer Proteinkonjugate verhindern,
nicht aber die Aktivitat schon vorgebildeter, mit dem Cytosol in das MeBsystem eingebrachter

Apg5Sp/Apgl2p-Konjugate unterbinden.

Auch Ergebnisse von Sattler und Mayer (2000) geben Hinweise darauf, dal Mikro- und
Makroautophagocytose nach verschiedenen Mechanismen ablaufen.So unterstutzen Cytosole
aus AUT- und APG-Mutanten die in vitro-Mikroautophagocytose, wenn auch mit gegenuiber
dem Wildtyp verringerter Effizienz. Des weiteren war die Mikroautophagocytose in vitro

nicht abhéngig von den t-SNARES Vam3p und Vam7p (Sattler und Mayer, 2000), die fur die
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Makroautophagocytose unerlaBlich sind (Darsow et al., 1997; Sato et al., 1998).
Zusammengenommen sprechen diese Ergebnisse dafur, dal Mikro- und
Makroautophagocytose mechanistisch unabhdngig voneinander sind und folglich Antikorper
gegen an der Makroautophagocytose beteiligte Proteine die Mikroautophagocytose nicht

storen konnen.

4.4. Physiologische Funktion der Mikroautophagocytose

Die Unabhéangigkeit der Mikroautophagocytose von Apg-Proteinen wirft auch ein Licht auf
die quantitative Verteilung von Mikro- und Makroautophagocytose: Obwohl VAM3- oder
APG-Mutanten noch zu Mikroautophagocytose fahig sein sollten, bilden sie dennoch keine
autophagischen Korperchen. Die Makroautophagocytose muf} also der Mikroautophagocytose
quantitativ uberlegen oder zumindest fur die Induktion der Mikroautophagocytose notig sein.
Mikroautophagocytose ist also wahrscheinlich wenig bedeutend fur den Proteintransport vom
Cytoplasma in die Vakuole, da dieser schon durch die Blockade der Makroautophagocytose
praktisch vollig zum Erliegen kommt. Vielmehr muB fur die Mikroautophagocytose eine
Rolle in der Homoostase der Vakuolenmembran gefordert werden. Dies wiirde auch die
gemeinsame Induktion von Makro- und Mikroautophagocytose erklaren: Wenn unter
Hungerbedingungen vermehrt Membranen aus Autophagosomen der Vakuole zugefuhrt
werden, mulite diese stark an Grofle zunehmen. Der Abbau vakuolarer Membranen durch
Mikroautophagocytose stellt einen Weg zur Regulation der Menge und Zusammensetzung
vakuoldrer Membranen dar: Nicht mehr benotigte Membranproteine und Lipide konnen
aufgenommen und abgebaut werden. Dafur sprechen die elektronenmikroskopischen
Befunde, wonach sich die aufgenommenen Membranen von der iibrigen Vakuolenmembran
schon morphologisch unterscheiden (Miuller et al., 2000). Leider kann die
Mikroautophagocytose erst dann unabhangig von der Makroautophagocytose in vivo
untersucht werden, wenn Mutanten bekannt sind, die spezifisch fur die Mikroautophagocytose
defizient sind. Dies ist fur ein anderes Modellsystem, die Hefe Pichia pastoris, schon
gelungen. Verschiedene Mutationen konnten verschiedenen morphologisch definierten
Stadien der Mikropexophagie zugeordnet werden (Sakai et al., 1998). Ob die damit
assoziierten molekularen Ereignisse mit denen der Mikroautophagocytose in Saccharomyces

cerevisiae identisch sind, bleibt jedoch offen.
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4.5. Medizinische Bedeutung eines Systems zur Messung der Mikroautophagocytose in

vitro

Saccharomyces cerevisiae hat sich aus mehreren Griinden als Modellorganismus zum
Studium zellbiologischer Vorgiange bewiahrt: Hefe enthilt als einfacher Einzeller die Proteine,
die allen Eukaryonten gemeinsam sind, das ,,Kernproteom*, darunter auch zahlreiche
Proteine, deren Mutation zu menschlichen Erkrankungen fuhrt (Rubin et al., 2000; Costanzo
et al., 2001); die Zusammensetzung wichtiger Multiproteinkomplexe blieb von der Hefe bis
zu hoheren Eukaryonten konserviert (Gavin et al., 2002); grundlegende zellulare Vorgénge
laufen in Hefe und hoheren Zellen nach demselben Muster ab (Bock et al., 2001). Zur
Mikroautophagocytose analoge Prozesse laufen in vielen eukaryotischen Zellen ab und haben

Bedeutung fur die Pathogenese zahlreicher Erkrankungen (siehe 1.1., 1.3., Abb. 1).

Dazu zéhlt insbesondere die Sortierung von membranstandigen Proteinen wie dem LDL-
Rezeptor, dem IGF2-Rezeptor oder dem EGF-Rezeptor im "multivesicular body" (MVB)
(Felder et al., 1990; Kobayashi et al., 1998). Diese Sortierungsvorgange sind beim
Antiphospholipidsyndrom, aber auch bei der Sphingolipidspeichererkrankung Niemann-Pick
Typ C gestort (Kobayashi et al., 1999). Ein tieferer Einblick in diese Vorgange konnte nicht
nur diese Krankheiten verstehen helfen, sondern auch eine Manipulationen der Aktivitat
wichtiger Rezeptoren ermoglichen. Pharmaka, die deren Sortierung verhindern konnten,
wurden den Abbau dieser Rezeptoren verlangsamen und die Menge der Rezeptoren auf der
Zellmembran erhohen. Geldnge dies beispielsweise fur LDL-Rezeptoren, ware das ein neuer
Ansatz zur Senkung des Serumcholesterolspiegels; die Verhinderung des Abbaus von
Insulinrezeptoren konnte die periphere Insulinresistenz bei Diabetes mellitus Typ 2
verringern. Ein in vitro System wie das der Mikroautophagocytose konnte bei der

Identifizierung entsprechender Pharmaka helfen.

Die Sortierung im MVB ist nicht nur Vorbedingung fur den Abbau von Membranproteinen,
sondern auch fur ihre Lokalisierung auf Exosomen. Diese sollen eine Rolle bei der Interaktion
und Antigenprasentation zwischen dendritischen Zellen, B-Zellen und T-Zellen spielen und
immunstimulatorische Wirkung haben (Denzer et al., 2000; Théry et al., 2001). Eine
Hemmung der Bildung von Exosomen durch Storen der Sortierung im MVB wire ein
moglicher Therapieansatz bei Autoimmunerkrankungen, auch hier konnten entsprechende

Pharmaka in vitro gefunden werden. In diesem Zusammenhang ist die immunsuppressive
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Wirkung von Rapamycin, einem der Hemmstoffe der in vitro-Mikroautophagocytose,

erwahnenswert (Hidalgo und Rowinsky, 2000).

Die bisher genannten Beispiele fur mogliche Anwendungen der Hemmstoffe der
Mikroautophagocytose beruhen auf der Annahme, die Mikroautophagocytose laufe in Hefe
analog zu entsprechenden Vorgéangen in humanen Zellen ab. Jedoch ist auch die umgekehrte
Annahme erlaubt, es gebe an der Mikroautophagocytose beteiligte Komponenten, die
spezifisch fur Pilze sind. Waren diese Komponenten gleichzeitig essentiell fur die
Pathogenitat von Pilzen, so stellte die Messung der Mikroautophagocytose in vitro auch eine
Moglichkeit dar, nach Antimykotika zu suchen. Beispiele hierfur sind Amphotericin und
Nystatin, die seit Jahrzehnten als Antimykotika eingesetzt werden und die die

Mikroautophagocytose in vitro hemmen.
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5. Zusammenfassung

Die Messung der Mikroautophagocytose in vitro dient als Modellsystem fur das Abschniiren

von Vesikeln auf der luminalen Seite von Zellorganellen.

In dieser Arbeit konnten mehrere Inhibitoren dieser Reaktion gefunden werden: Latrunculin
A, Cytochalasin B, Cytochalasin D, Twinfilin, Nystatin, Amphotericin B, FCCP, Valinomy-
cin, GTPyS, Aristolochiasaure, K252a, Rapamycin. Die Identifizierung dieser Inhibitoren er-
gab Hinweise auf an der Mikroautophagocytose beteiligte Komponenten. Dazu zahlen Actin,
Ergosterol, das vakuolare Membranpotential, G-Proteine, Phospholipasen und Proteinkinasen.
Antikorper gegen Autlp, Apg5p, Apgbp, ApglOp und Apgl6p wurden hergestellt und ihre
Wirkung auf die Mikroautophagocytose in vitro untersucht. Keiner dieser Antikorper konnte
diese Reaktion inhibieren, was auf Unterschiede der molekularen Mechanismen von Makro-

und Mikroautophagocytose hindeutet.

Das Verhalten von Actin im Verlauf der Mikroautophagocytose wurde in vitro biochemisch
und in vivo fluoreszenz- sowie elektronenmikroskopisch untersucht; es bindet an Vakuolen

und reichert sich an der Membran autophagischer Korperchen an.

Mit Hilfe der genannten niedermolekularen Inhibitoren der Mikroautophagocytose wurde die
in vitro-Reaktion in vier Stadien aufgeteilt. Die letzte dieser Stufen, ein Zustand, in dem die
Vakuolen kompetent fur eine schnelle und auch bei tiefen Temperaturen ablaufende Auf-
nahme des umgebenden Mediums sind, kann nur erreicht werde, wenn die vorhergehenden
Stadien durchlaufen wurden. Da die fur die einzelnen Stufen spezifischen Hemmstoffe be-
kannte Zielstrukturen angreifen, konnten den kinetisch definierten Stadien molekulare Ereig-

nisse zugeordnet werden.

Die erhaltenen Ergebnisse geben nicht nur Aufschluf} iiber eine grundlegende zelluldre Reak-
tion, sondern zeigen auch auf, wie diese pharmakologisch beeinfluflit werden kann. Dies konn-
te von Bedeutung sein fur die Suche nach Antimykotika, aber auch nach Medikamenten zur

Behandlung von Stoffwechsel- und Autoimmunerkrankungen.
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