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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Der Zelltod

Das reibungslose Funktionieren unseres Korpers ist wesentlich davon
abhangig, dass alle Zellen in kontrollierter Weise zusammen wirken. Dazu ist
nicht nur eine koordinierte Zellteilung und somit das Wachstum des
Organismus notwendig, sondern auch der kontrollierte Zelltod.

Das Auftreten eines programmierten Zelltodes unter physiologischen
Bedingungen wurde bereits vor 150 Jahren beschrieben (Vogt 1842). Eine
genaue Definition und damit eine Differenzierung zwischen verschiedenen
Arten des Zelltodes wurde allerdings erst 1972 von Kerr, Wyllie und Currie
geleistet (Kerr et al., 1972). Sie beschrieben den Zelltod wahrend der
Embryonalentwicklung und den im adulten Organismus als gleichartig und
unterteilten den Zelltod in zwei Kategorien: Nekrose und Apoptose (Kerr et al.,
1972).

Als Nekrose wird diejenige Form des Zelltodes bezeichnet, die durch eine
starke Schadigung von aufen ausgelost wird und zu einer raschen
Beendigung wichtiger Zellfunktionen fuhrt. Dabei schwellen die Zellen an und
platzen, was zu einer Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe fuhrt.
Apoptose hingegen wird als ein programmierter Zelltod beschrieben, der
gerichtet ablauft und angrenzendes Gewebe nicht beschadigt, da die
Zellintegritat erhalten bleibt.

Bereits wahrend der Embryonalentwicklung spielt der gezielte apoptotische
Tod bestimmter Zellen eine wichtige Rolle, beispielsweise fur die korrekte
Ausbildung von Handen und FuRen. So werden die Haute zwischen den
Fingern, die bei Saugetieren nur vorubergehend in der Embryogenese
auftreten, entfernt (Jacobson et al., 1997).

Auch bei der Immunsystemreifung sorgt Apoptose dafur, dass sich die
Immunabwehr nicht gegen koérpereigene Antigene richtet, indem als
autoreaktiv erkannte Lymphozyten im Thymus schon im Stadium der

Differenzierung in den Zelltod getrieben.
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So ist die Apoptose vermutlich der wichtigste Mechanismus, der den
Organismus vor potentiell gefahrlichen Zellen wie genotoxisch geschadigten
oder viral infizierten Zellen schutzt (Shub, 1994). Schlieldlich sorgt beim
erwachsenen Menschen ein Gleichgewicht von Zellteilung auf der einen und
Zelltod auf der anderen Seite daflir, dass Organe wie Leber und Nieren,
standig erneuert werden und dabei in ihrer Zellzahl trotzdem relativ konstant
bleiben (Strasser et al., 2000).

Trotz dieser wichtigen Funktionen der Apoptose wurde ihre grol3e Relevanz in
vielen Gebieten des Lebens erst in den letzten 10 Jahren erkannt. Die
Bedeutung des Zelltodes fur den Organismus als Gesamtheit wird besonders
klar, wenn dieser Prozess fehlreguliert wird. Dabei lassen sich Krankheiten,
bei denen zu viel Apoptose auftritt, von solchen unterscheiden, die auf einem
Mangel an Apoptose beruhen. Zu ersteren gehoren vor allem
neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheimer (Thompson et al.,
1995) oder Morbus Parkinson (Offen et al., 2000, Ubersichtsartikel; Jenner et
al., 1996, Ubersichtsartikel). Reperfusionsschaden nach Ischamiezustanden,
insbesondere beim Herzinfarkt oder Schlaganfall, fallen auch in diese
Kategorie. Die wieder einsetzende Sauerstoffversorgung flhrt dabei zu einer
Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies, die Apoptose auslosen konnen
(Steller et al., 1995).

Auch das Immunsystem kann durch ein Zuviel an Apoptose krankhaft gestort
sein. So sterben bei AIDS-Patienten (aquired immune defiency syndrome)
beispielsweise die T-Lymphozyten in Uberhdhtem Male ab, da das HI-Virus
(human immundeficiency) in ihnen Apoptose auslost. Dadurch andert sich das
Verhaltnis von T-Lymphozyten zu T-Suppressorzellen und das Immunsystem
ist nicht mehr imstande, eine Infektion erfolgreich zu bekampfen (Jaworowski
et al., 1999).

Auf der anderen Seite stehen die Krankheiten, deren Ursache in einem
Mangel an Apoptose liegt. Hier sind neben Tumorerkrankungen, bei denen es
zu einer verstarkten Zellvermehrung aufgrund ausbleibender Apoptose kommt
und Virusinfektionen, vor allem die Autoimmunerkrankungen zu nennen

(Rosen et al., 1999). Selbstreaktive Lymphozyten kénnen namlich nur dann
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auftreten, wenn ihr apoptotischer Tod wahrend der Reifung des
Immunsystems ausblieb (siehe oben).

Aufgrund dieser Erkenntnisse ist es fur das Verstandnis vieler Krankheiten
und fir die Entwicklung neuer Therapeutika essenziell, zwischen Nekrose und
Apoptose differenzieren zu kdénnen. Die unterschiedlichen morphologischen
und biochemischen Charakteristika konnen hierbei Ansatzpunkte fur

spezifische Detektionssysteme bieten.

1.2. Die beiden Formen des Zelltodes: Nekrose und
Apoptose

Bei der Nekrose handelt es sich um einen Tod der Zelle, der haufig durch das
Komplementsystem, einer Infektion mit lytischen Viren oder durch extreme
Abweichungen von den noétigen physiologischen Bedingungen ausgelost wird.
Desweiteren sind auch manche toxischen Substanzen wie Alkohol in der
Lage, den nekrotischen Tod von Zellen zu verursachen. Nekrose ist meist ein
pathologischer Prozess. In letzter Konsequenz kommt es bei der Nekrose zu
einem Platzen der Plasmamembran, wodurch der Zellinhalt mitsamt der
lysosomalen Enzyme aus der Zelle in das umgebenden Gewebe freigesetzt
wird und es zu Entzindungsreaktionen kommt.

Im Gegensatz zu diesem unkontrollierten Platzen der Zellmembran, zeigt die
Apoptose eine strukturierte, aktive Auflosung der Zelle.

Der Begriff Apoptose stammt aus dem Griechischen (apo = ab, weg; ptosis =
Senkung) und beschreibt den Laubfall im Herbst. Bei Apoptose handelt es
sich um eine genetisch programmierte Form des Zelltodes, die durch interne
oder aulRere Reize ausgeldost werden kann. So kbénnen neben
physiologischen Signalstoffen wie dem Tumornekrosefaktor unter anderem
Gamma- oder UV-Strahlen, Chemotherapeutika, Wasserstoffperoxid und die
daraus entstehenden freien Radikale, Hitzeschock sowie Schadigungen der

DNA die Apoptose induzieren.
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1.21. Marker der Apoptose

Seit der erstmaligen Erwahnung der Apoptose (Kerr et al., 1972) haben die
Erkenntnisse Uber ihre Entstehung und ihren Verlauf betrachtlich
zugenommen. Zu diesem Verstandnis hat vor allem die Forschung an
Caenorhabditis elegans (Yuan et al., 1992; Zou et al., 1997) beigetragen.

So gehoren die Initiatoren der Apoptose (Entzug von Wachstumsfaktoren,
Stimulierung bestimmter Rezeptoren, Sauerstoffstress), die
Signaltransduktion Uber Caspasekaskaden und die Freisetzung von
Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien zu den wichtigsten Erkenntnissen.
Allerdings gibt es eine fast unendlich groRe Zahl von Abfolgen und
Kausalitaten, die die oben erwahnten Apoptoseausloser und Mechanismen
erganzen, so dass man die Unterscheidung zwischen Nekrose und Apoptose
auch heute noch anhand morphologischer Merkmale trifft, die erst am Ende
des Prozesses stehen. So galt z.B. die Caspaseaktivierung lange als das
wichtigste Kennzeichen fir Apoptose. Auf die genauere Funktion der
Caspasen im apoptotischen Geschehen gehe ich spater noch detailliert ein.
Inzwischen kennt man aber auch caspaseunabhangige Vorgange, die
ebenfalls zu Apoptose fuhren (Monney et al., 1998). Zu diesen
mdglicherweise Caspase-unabhangigen Szenarien gehort auch der durch den
Apoptosis-inducing-Factor (AIF) vermittelte Zelltod (Candé et al., 2004,
Ubersichtsartikel). Allerdings ist es sowohl bei dem menschlichen AIF als
auch dem AIF aus Hefe umstritten, ob der Prozess tatsachlich
caspaseunabhangig verlauft (Wissing et al., 2004).

Morphologisch kann man zu Beginn der Apoptose eine Verringerung des
Zellvolumens beobachten. Im Gegensatz zur Nekrose bleiben die Organellen
intakt und der Stoffwechsel der apoptotischen Zelle lauft Gber einen langen
Zeitraum hinweg normal weiter. Desweiteren schrumpft der Zellkern und das
Chromatin verdichtet sich (Kerr et al., 1972). Im Elektronenmikroskop kann
man dies an den charakteristischen Halbmondformen der Kerne erkennen.
Relativ frih auf dem Weg zum apoptotischen Zelltod wird das Phospholipid
Phosphatidylserin, das normalerweise nur im inneren Blatt der
Cytoplasmamembran lokalisiert ist, in das auRere Blatt externalisiert (Martin et

al., 1995). Spater kann dann noch intensives ,membrane blebbing“ - die
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Bildung von Ausstllpungen und Blaschen - an der Cytoplasmamembran
beobachtet werden. Die Externalisierung des Phospholipids Phosphatidylserin
auf die auleren Seite der Zellmembran flhrt dazu, dass die spater gebildeten
apoptotische Vesikel oder ,apoptotic bodies” - von phagocytosefahigen Zellen
wie Makrophagen erkannt und beseitigt werden (Fadok et al., 1992).

Lauber et al., konnten kurzlich zeigen, dass ein weiteres Phospholipid,
Lysophosphatidylcholin, an der Markierung von apoptotischen Zellen beteiligt
ist. Caspase-3 vermittelt hierbei die Sekretion von Lysophosphatidylcholin aus
einer apoptotisch sterbenden Zelle, wodurch Makrophagen chemotaktisch
angelockt werden (Lauber et al, 2003). So wird sichergestellt, dass
apoptotische Zellen effizient entfernt werden und — im Gegensatz zur Nekrose
— EntzGndungsreaktionen unterbleiben.

Zusatzlich zur Phospholipidexternalisierung wird die chromosomale DNA
durch spezielle apoptotische Endonukleasen in kleine definierte Bruchstlicke
fragmentiert und es entsteht in der Gelelektrophorese die sogenannte DNA-
Leiter (Brown et al., 1993).

1.2.2. Caspasen — Schlisselenzyme der Apoptose

Wichtige Knoten- und Angelpunkte stellen bei den meisten apoptotischen
Vorgangen die Caspasen dar. Es handelt sich bei ihnen um eine Familie von
Cystein-Proteasen, die in ihrem katalytischen Zentrum eine katalytische Diade
aus Cystein und Histidin aufweisen. Da sie spezifisch nach Aspartatresten
schneiden werden sie Caspasen (Cystein-Aspartat-Proteasen) genannt. Die
Caspase-Familie in Sdugern umfasst zur Zeit 14 Mitglieder, die aber nicht alle
an der Transduktion der Apoptose beteiligt sind (Creagh et al., 2001; Chang
et al., 2000, Ubersichtsartikel).

Kommt es zur Aktivierung einer Caspase, werden durch Autokatalyse oder
durch eine Caspase-Kaskade weitere Caspasen und Faktoren zur DNA-
Fragmentierung z.B. DFF (DNA-fragmentation factor) aktiviert. Zusatzlich
kommt es zur Inaktivierung von Proteinen, die an der DNA-Reparatur
beispielsweise PARP (Poly (ADP-Ribose) Polymerase) (Lazebnik et al.,
1994), am mRNA-Splicing oder an der Aufrechterhaltung der Kernarchitektur
beteiligt sind (Fischer et al., 2003). In der Summe fuhren all diese
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Veranderungen zum Arrest des Zellzyklus, zum Verlust der Zell-Zell-Kontakte,
zur Desintegration der Zelle und zur Markierung der apoptotischen Zellen fur

die Phagozytose.

1.2.2.1.Aufbau und funktionelle Einteilung der Caspasen

Caspasen werden immer als inaktive Procaspasen synthetisiert und erst
durch partielle proteolytische Spaltung aktiviert. Die Procaspasen, die ein
Molekulargewicht von ca. 45 kDa besitzen, sind aus drei Domanen aufgebaut:
einer N-terminalen Prodomane, einer grofden p20-Domane und einer kleinen
p10-Domane (Rotonda et al., 1996). Bei einer Aktivierung wird die Prodomane
der konstitutiv exprimierten Zymogene abgespalten. In manchen Caspasen
gibt es zwischen der p20 und der p10-Domaéane ein kurzes Linker-Peptid, das
ebenfalls herausgeschnitten wird.

Mit Hilfe von Rodntgenstrukturanalysen der Caspase-1 (Interleukin-1b-
converting enzyme, ICE) (Wilson et al., 1994) konnte aufgeklart werden, dass
die aktive Caspase als Heterotetramer aus zwei p10-p20-Komplexen vorliegt
(Rotonda et al., 1996).

Eine Moglichkeit, die Caspasen innerhalb ihrer Familien zu unterteilen, ist die
Grolde und der Aufbau der oben erwahnten Prodomanen. Allerdings scheint
die Gliederung nach funktionellen Aspekten sinnvoller. Hierbei unterscheidet
man Initiator- und Effektorcaspasen.

Initiatorcaspasen sind fur die Auslosung der Caspase-Kaskade (zu dieser
Kategorie zahlen die Caspasen-2, -8, -9 und -10) verantwortlich. lhre
Aktivierung erfolgt durch Aggregation und anschlieRende autokatalytische
Spaltung. Effektorcaspasen (zu dieser Kategorie zahlen die Caspasen-3, -6
und —7) bewirken dann die eigentlichen morphologischen Zellveranderungen.

Sie werden hauptsachlich durch Initiatorcaspasen aktiviert.

1.2.2.2.Wege der Caspaseaktivierung

Prinzipiell gilt es zwei Wege der Caspaseaktivierung zu unterscheiden: den
extrinsischen Weg Uber die sogenannten Todesrezeptoren und den

intrinsischen, mitochondrialen Weg:
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Einen klassischen extrinsischen Apoptoseweg stellt der Mechanismus Uber
die membranstandigen Rezeptoren Fas/CD95 sowie den
Tumornekrosefaktor-Rezeptor TNFR dar (Salvesen et al, 1997,
Ubersichtsartikel; Nicholson et al., 1997 Ubersichtsartikel). Die Rezeptoren
des extrinsischen Weges haben konservierte cysteinreiche Abschnitte in ihrer
extrazellularen Domane. Im cytoplasmatischen Bereich haben sie eine
homologe Region, die sogenannte Death Domain (DD). Diese Region wird fur
die apoptotische SignalUbertragung bendtigt.

Neben dem extrinsischen, todesrezeptorabhangigen Signalweg gibt es den
intrinsischen, mitochondrialen Signalweg der Apoptose, der durch die
Auschittung von Cytochrom c initiiert wird. Im Cytosol induziert Cytochrom c
die Oligomerisierung des Adapterproteins Apaf-1 (apoptotic protease
activating factor-1) (Zou et al.,1999). Der so gebildete Apaf-1-Komplex
rekrutiert Uber die Wechselwirkung seiner CARD-Adapter-Domane (caspase
recruitment domain) die  Procaspase-9. Es entsteht das sogenannte
Apoptosom, ein hochmolekularer Komplex von ca. 700 kDa (Cain et al., 2002)
ist. Als zweite zentrale Initiator-Caspase ist dann Caspase-9 in der Lage, die
Caspase-Kaskade auszulésen und die Apoptose einzuleiten.

Der Mechanismus, der zur Cytochrom c-Freisetzung aus dem
Intermembranraum der Mitochondrien in das Cytosol fuhrt, ist noch sehr
umstritten.  Diskutiert wird unter anderem die Mdoglichkeit, dass
proapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie eine Pore in der Art eines
lonenkanals in der aufReren Mitochondrienmembran bilden, wodurch es zum
Anschwellen der Matrix kommt und die auRere Membran permeabel wird.
Eine zweite Moglichkeit stellt die Offnung der mitochondrialen Permeability
Transition Pore (PTP) dar (Green et al.,, 1998; von Ahsen et al., 2000,
Ubersichtsartikel).

Bei beiden Wegen entsteht durch teilweise autokatalytische Aktivierung und
Ruickkopplungen ein vielfaltiges und komplexes Netzwerk (Ubersichtsartikel:
Cohen et al., 1997). Allerdings liegen bis jetzt hauptsachlich in-vitro Daten vor,
so dass der gezeigte Verlauf in-vivo auch anders vonstatten gehen kann.
Neben den bereits erwahnten moglichen Apoptosewegen gibt es noch weitere

Signalwege der Apoptose, bei denen z.B. das endoplasmatische Retikulum
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involviert ist. So wurde erst kirzlich ein Caspase-12-abhangiger
Mechanismus beschrieben, der nach Stress im endoplasmatischen Retikulum
zur Apoptoseinduktion fuhrt (Rao et al., 2002; Maag et al., 2003,
Ubersichtsartikel). Zudem gibt es Hinweise, dass auch ein lysosomaler
Apoptosesignalweg existiert (Leist et al., 2001). Diese alternativen
Signalwege sind allerdings noch nicht im Detail charakterisiert und ihre
Bedeutung muss in kunftigen Untersuchungen geklart werden.

Aufgrund der SchlUsselstellung der Caspasen im apoptotischen Geschehen
verwundert es nicht, dass auf der Ebene der Caspasen auch ein
Regulationsmechanismus der Apoptose zu finden ist. Hierflr verantwortlich ist
die Familie der IAP (inhibitor of apoptosis proteins), die stark konserviert ist
(Deveraux et al., 1998). Diese Proteine inhibieren verschiedene Caspasen,
indem sie die autokatalytische Abspaltung der Prodomane verhindern und
damit den programmierten Zelltod blockieren. Die Zielproteine der IAP-Familie
sind die Initiator-Caspase-9 und die Effektor-Caspasen-3 und -7 (Shiozaki et
al., 2004).

1.3. Apoptose und Membranfusionsprozesse

Die Ausbildung von "apoptotic bodies" ist ein wichtiges Merkmal der Apoptose
bei Saugern. Dabei kommt es unter anderem durch Fusions- und
Phospholipidumverteilungsprozesse zur Umorganisation der Zellmemmbran.
An dieser Umgestaltung der Membran haben Saugercaspasen eine
entscheidende Funktion (Salvesen et al., 1997; Nicholson et al., 1997).

Fir manche Organismen liegen bereits Erkenntnisse vor, die das
Zusammenspiel von Apoptose und Membranfusion beschreiben. So konnte
im zellfreien Xenopus leavis-Oocytenexteakt gezeigt werden, dass die
Endosomenfusion einen Angriffspunkt der Caspasen darstellt: Rapaptin-5, ein
endogener Faktor, der an der Endosomenfusion in Saugerzellen beteiligt ist,
wird selektiv durch Caspasen gespalten (Cosulich et al.,, 1997). Auf diese
Weise kommt es zur Blockierung der Endosomenfusion. Dieses Ergebnis legt
nahe, dass wahrend der exekutiven Phase der Apoptose die Endocytose

nicht mehr funktionsfahig ist. Interessanterweise konnte die Spaltung von



Einleitung

Rapaptin-5 und somit die Blockierung der Endocytose durch den spezifischen
humanen Caspaseinhibitor zVAD-fmk verhindert werden. Durch die
Expression von Bcl-2 und Bcl-XL — zwei negativen Apoptoseregulatoren — war
es mdglich, die Spaltung von Rapaptin-5 zu verhindern.

Auch in S. cerevisiae konnte eine protektive Wirkung von Bcl-2 bei
gleichzeitiger Uberexpression des Caspaseinduktors Bax nachgewiesen
werden (Ligr et al., 1998). Ferner konnte die Hefecaspase Yca1p mit Hilfe des
humane Caspaseinhibitor zZVAD-fmk ebenfalls inhibiert werden (Madeo et al.,
2002).

Abgesehen davon ist es moglich, trotz der Uberexpression des
Caspaseinduktors Bax in S. cerevisiae die Apoptose zu unterdricken, indem
AtVAMP  (vesicle-associated membrane protein), ein v-SNARE aus
Arabidopsis, Uberexprimiert wird (Levine et al, 2001). Die durch
Wasserstoffperoxid induzierte Apoptose kann ebenfalls durch eine
Uberexpression von AtVAMP unterbunden werden.

Dartber hinaus liegt die Bedeutung der Membranfusionsprozesse darin
begrindet, dass sie auch bei Krebserkrankungen eine Rolle spielen. Kirzlich
wurde EWS-WT, ein neu entdeckter Transkriptionsfaktor, beschrieben
(Palmer et al, 2002). Dieser Transkriptionsfaktor bindet an die
Promotorregion des Gens BAIAP3, das fur ein Protein kodiert, welches an der
regulierten Exocytose beteiligt ist. Abgesehen davon findet bei jeder
Zellteilung die Cytokinese statt, die durch Fusionsprozesse gekennzeichnet
ist. Krebszellen wiederum manifestieren sich durch eine unkontrollierte

Zellteilung.

1.4. Hefe als Modellorganismus

1.41. Hefe als Modellorganismus im Allgemeinen

Louis Pasteur konnte erst Mitte des 19. Jahrhunderts nachweisen, dass Hefe
als ein kleiner, einzelliger Organismus, fur die Garung verantwortlich ist, und
die Garung kein anorganischer Vorgang ist wie von Justus von Liebig
postuliert. Er ruckte so die Hefe in den Fokus des biologischen Interesses.

Seitdem ist Saccharomyces cerevisiae ein gern genutzter Modellorganismus



Einleitung

zur Untersuchung unterschiedlicher biochemischer Prozesse, der sich unter
anderem bei der Erforschung der Mechanismen der Vesikelfusion, der
Sekretion und des Zellzyklus als exzellenter Modellorganismus erwiesen hat.
Der bahnbrechenden Zellzyklusforschung an Hefe wurde durch die
Verleihung des Nobelpreises 2001 flir Medizin an Lee Hartwell und Paul
Nurse Annerkennung gezollt.

Grunde fur die Beliebtheit von Hefe als Modellorganismus sind sicherlich auf
der einen Seite die einfache Kultivierbarkeit des Mikroorganismus und auf der
anderen Seite die Tatsache, dass die eukaryontische Hefe zellulare
Mechanismen hoherer Organismen besitzt.

Ein weiterer, enormer Vorteil der Hefe ist, dass ihr Genom seit mehreren
Jahren vollstandig sequenziert (Cherry et al., 1997) und der Allgemeinheit
zuganglich ist. Saccharomyces cerevisiae besitzt 6000 Gene, die sich auf 16
Chromosomen verteilen. Zusatzlich wurden zu vielen wichtigen menschlichen
Genen Homologe in Hefe gefunden: 30 % aller Gene, die an menschlichen
Krankheiten beteiligt sind, haben Homologe im vergleichsweise
uberschaubaren Genom der Hefe, 50 % aller Hefegene habe Homologe im
menschlichen Genom (Botstein et al., 1997).

Abgesehen davon bietet die Hefe fur molekularbiologische Arbeiten einige
Vorteile dadurch, dass sie sowohl haploid als auch diploid auftritt. Mutationen
kénnen so sehr leicht in die haploide Form eingeflhrt werden, da nur eine
Kopie des Gens mutiert werden muss, um eine Veranderung des Phanotyps
zu erzeugen. Des weiteren tritt in S. cerevisiae die sogenannte homologe
Rekombination auf (Rothstein, 1991). Diese macht es mdglich, ganze
Genomabschnitte spezifisch gegen Fremd-DNA auszutauschen, solange die
Rander der auszutauschenden Bereiche Ubereinstimmen. Auf diese Weise
kann man einerseits definierte Gene disrumpieren (Disruptanten, ,Knock-out-
Hefen®), andererseits aber auch beliebige, fremde Gene gezielt ins Genom
integrieren. Schliel3lich sind fur Hefen viele genetische Methoden etabliert und
es existieren geeignete kommerzielle Expressionsvektoren, die es
ermoglichen, beispielsweise Saugergene gezielt in der Backerhefe zu
exprimieren. In den letzten Jahren wurde die Attraktivitat der Hefe als

Modellorganismus noch durch neue Methoden wie die Yeast-Two-Hybrid
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Technik gesteigert. Mit dieser Technik ist es maoglich, in-vivo

Proteininteraktionen zu ermitteln.

1.4.2. Hefe als Modellorganismus fiir Apoptose

Hefe als Modellorganismus zu Erforschung apoptotischer Mechanismen
einzusetzen ist noch ein recht junger Forschungsansatz, da erstmals 1997 an
Saccharomyces cerevisiae apoptotische Marker entdeckt wurden (Madeo et
al., 1997). Eine Mutante des Zellzyklusgens CDC48 (Cdc48p°°°°®) zeigte
Chromatinkondensation,  Phosphatidylserinexternalisierung und  DNA-
Fragmentierung - also die wichtigsten apoptotischen Marker, wie sie aus
Saugerzellen bekannt sind.

Die Cdc48-vermittelte Apoptose in Hefe wurde zunachst als exotisches
Randphanomen angesehen, da erstens Cdc48p und seine zahlreichen
Homologen noch nie als Apoptoseregulatoren in Erscheinung getreten waren,
und zweitens die Suche nach Homologen metazoischer apoptoserelevanter
Gene in Saccharomyces cerevisiae zunachst erfolglos blieb. Es konnten
beispielsweise keine Gene mit Verwandtschaft zu den Caspasen gefunden
werden. Auch nach Vertretern der Bax/Bcl-2-Familie, die in Saugern
apoptotische Prozesse regulieren, suchte man vergeblich.

Shirogane et al. konnten jedoch 1999 zeigen, dass VCP (Valosine Containing
Protein) eine antiapoptotische Wirkung aufweist (Shirogane et al. 1999). Bei
VCP handelt es sich um das menschliche Orthologe von Cdc48p, mit einer
Sequenzidentitat von 70%. VCP wirkt stark antiapoptotisch, ein Mutantenallel
von VCP léste dagegen dominant Apoptose aus.

Nicht nur bei Saugern, sondern auch bei Caenorhabditis elegans wurde ein
apoptoserelevantes Cdc48p Orthologes entdeckt (Wu, et al.,1999). Es handelt
sich hierbei um MAC-1 (member of the AAA-family binding CED-4). MAC-1
bindet in Gegenwart von CED-4 an die Apoptoseausléser CED-3 und CED-9
und bildet einen Multiproteinkomplex aus, wodurch Apoptose unterbleibt.
Damit ist Cdc48p der erste Apoptoseregulator, der zuerst im Hefesystem
entdeckt und dann in Metazoen bestatigt wurde. Inzwischen ist sogar
bekannt, dass VCP/CDC48 eine entscheidende Rolle bei der
Neurodegeneration spielt (Higashiyama et al., 2002).

11
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Abgesehen davon lield sich der apoptotische Phanotyp auch in
Wildtypstammen induzieren, wenn man dem Medium Wasserstoffperoxid
zusetzte.

Des weiteren konnte gezeigt werden, dass in allen bis dahin bekannten Fallen
der Hefeapoptose der apoptotische Zelltod mit einem vermehrten Auftreten
von endogenen Sauerstoffradikalen einherging. So konnten sowohl die
Radikalfanger PBN oder TMPO als auch hypoxische Bedingungen den
apoptotischen Phanotyp der Cdc48p®°*°*®-Mutante verhindern (Madeo et al.,
1999).

Diese Ergebnisse sind so entscheidend, da Sauerstoffradikale bei
apoptotischen Prozessen in Saugerzellen eine wichtige Schlisselrolle spielen
(Hockenbery et al., 1993; Schulz et al., 1997). Einerseits gelten sie als ein
Merkmal der Apoptose (Hockenbery et al., 1993), andererseits konnen
reaktive Sauerstoffspezies an mehreren Stellen in die apoptotische
Regulation eingreifen: zu Beginn der Signalkette (Hockenberry et al., 1993;
Kane et al., 1993; Greenlund et al., 1995; Slater et al., 1995) oder aber auch
nachgelagert in der Signalkaskade unterhalb von Bax und den Caspasen
(Schulz et al., 1997). Des weiteren kénnen reaktive Sauerstoffspezies die
Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien bewirken, welches
zusammen mit Apaf-1 zur Caspase-Aktivierung fuhrt (Skulachev et al., 1998,
Petrosillo et al., 2003).

Neben Sauerstoffstress konnten weitere Stimuli der Hefeapoptose
beschrieben werden. Ein neuer Apoptosestimulus wurde mit Essigsaure
beschreiben (Ludovico et al., 2001). Im Folgejahr wurden Kochsalz (Huh et
al.,, 2002) und das Pheromon o—Faktor als Apoptoseausloser veroffentlicht
(Severin et al., 2002).

Weiterhin konnte als ein endogen getriggerter Apoptoseweg die
Uberexpression von Sauger-Bax in der Hefe beschrieben werden, bei dem es
zur Cytochrom c Freisetzung kommt (Manon et al., 1997, Ligr et al., 1998).
Bei der Uberexpression von Bax in Hefe kann man apoptotisches Sterben
feststellen, das durch die gleichzeitige Expression von Bcl-XL, einem
antiapoptotischen Mitglied der Bcl-2 Familie, verhindert werden kann. Auch in

Saugern besitzen diese beiden Apoptoseregulatoren dieselbe antagonistische
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Wirkung: Bax ist ein apoptoseauslosender Faktor und Bcl-XL wirkt
antiapoptotisch.

Trotzdem konnten aber in der Vergangenheit in der Hefe keine Homologen zu
den typischen Apoptoseregulatoren der Sauger wie beispielsweise der Bcl-
2/Bax-Familie, p53, CAD/ICAD (Enari et al, 1998) wund den
Apoptoserezeptoren der Zytoplasmamembran (TNF-R1, CD95) gefunden
werden. Speziell das Fehlen einer Caspase — dem Schllisselenzym
apoptotischer Vorgange - war stets ein starkes Argument gegen eine
mechanistische Konservierung der Zelltodmechanismen in Hefe und
Metazoen. Uren et al. fanden im Jahr 2000 durch iterative PSI-Blast-Suche
eine neue Caspasefamilie, die sie Metacaspasen nannten. Diese
Metacaspasen haben ausschlieBlich Mitglieder in Protisten, Pflanzen und
Pilzen. Die Homologie zu menschlichen Caspasen beschrankt sich nicht nur
auf die Primarstruktur, sondern ist auch in der Sekundarstruktur zu finden
(Uren et al., 2000). Madeo et al., konnten 2002 zeigen, dass Hefe ein Mitglied
der Metacaspasefamilie besitzt: YCA1 (yeast caspase 1) (Madeo et al., 2002).
Des weiteren konnten Madeo et al. die Hefecaspase Yca1p charakterisieren
und zeigen, dass sie grole funktionelle Gemeinsamkeiten mit
Saugercaspasen aufweist (Madeo et al., 2002). Wie bei Saugern hat auch
diese Caspase eine Schlusselrolle in der Vermittlung der Apoptose inne:
Yca1p ist in Hefe durch Uberexpression und gleichzeitigen Sauerstoffstress in
der Lage, apoptotische Veranderungen in der Zelle hervorzurufen (Madeo et
al., 2002). Des weiteren fuhrt eine Disruption von YCA71 zu Hefezellen, die
deutlich resistenter gegen den apoptoseinduzierenden
Wasserstoffperoxidstress sind. Da zahlreiche Apoptoseszenarien in Hefe mit
Sauerstoffradikalen verknlpft sind, spielt Ycalp vermutlich in vielen
verschiedenen Szenarien der Hefeapoptose eine Rolle.

Die oben beschriecben Ergebnisse zu dem apoptotische Zelltod in
Saccharomyces cerevisiae legen nahe, dass man wie so oft Hefe als
Modellsystem zur Erforschung der grundliegenden Mechanismen verwenden

kann.
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Allerdings muss fiir eine erfolgreiche Ubertragbarkeit des Modellorganismus
Hefe fur die Saugerapoptose sichergestellt sein, dass die apoptotische
Vorgange in der Hefe ahnlich wie in Saugerzellen gesteuert werden.

Durch zahlreiche neuere Arbeiten wird immer deutlicher, dass sich die
Signalwege und Regulatoren der Hefeapoptose nicht grundlegend von denen
der Saugerapoptose unterscheiden: So |0st beispielsweise die Expression
von E4orf4 aus Adenoviren Apoptose in menschlichen und in Hefezellen aus
(Afifi et al., 2001).

Die deutliche Verknupfung zwischen DNA-Doppelstrangbriichen und ihre
Reparatur mit der Apoptoseregulation in Saugerzellen findet ebenfalls ein
Pendant in Hefe: die Hemmung der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen
fuhrt zu Apoptose, die durch die Hefecaspase Ycalp eingeleitet wird (Qin et
al., 2003, Ubersichtsartikel).

1.4.2.1.Hefeapoptose unter physiologischen Bedingungen

Nicht nur bei Hefe-Mutanten oder bei Uberexpressionsstammen konnte
Apoptose gezeigt werden, sondern auch bei Wildtyphefestammen unter
bestimmten physiologischen Bedingungen.

So konnte eine physiologische Rolle der Apoptose in Hefe bei
Alterungsprozessen und dem Absterben alter Hefezellen nachgewiesen
werden (Laun et al., 2001). Hefezellen haben nicht nur die Fahigkeit als
Gesamtpopulation zu altern (chronologisches Altern; (Fabrizio et al., Longo et
al., 2003)), sondern sie kdnnen durch asymmetrische Teilung auch individuell
altern (replikatives Altern) (Bitterman et al., 2003). Laun und Kollegen konnten
zeigen, dass in replikativ gealterten Hefezellen Sauerstoffradikale
akkumulieren und die Hefezellen apoptotisch sterben (Laun et al., 2001).
Dadurch kann verhindert werden, dass sich Zellen vermehren, die bereits
DNA-Schadigungen aufweisen.

Weiterhin konnten Herker et al. zeigen, dass chronologisch gealterte
Hefezellen apoptotisch sterben (Herker et al., 2004). Hier konnten sowohl die
Ansammlung von reaktiven Sauerstoffspezies, Caspaseaktivierung und
weitere apoptotische Marker in chronologisch gealterten Hefekulturen

nachgewiesen werden.
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Apoptose in Hefe ist daher nicht ein einzeln auftretendes Phanomen bei
speziellen Mutanten, sondern gehort ganz selbstverstandlich zu dem
Lebenszyklus einer Hefezelle.

All diese Ergebnisse haben dazu beigetragen, dass Apoptose in Hefe etabliert
ist und Hefe als Modellorganismus zur Erforschung der Apoptose geeignet

und akzeptiert ist.

1.5. Zielsetzung

In dieser Arbeit sollte der Zusammenhang zwischen
Membranfusionsprozessen und Apoptose in Saccharomyces cerevisiae
untersucht werden. Hierzu habe ich drei Gene (KRE11, SRO77 und VAM?)
untersucht, die alle in Membranfusionsprozessen involviert sind und teilweise
Interaktoren der Hefecaspase darstellen. In diesem Zusammenhang ist auch
die Proteinkinase YAK17 von mir untersucht worden, da auch sie ein Interaktor
der Hefecaspase ist.

Weiterhin wurde der Einfluss einer Punktmutation im CDC48-Gen untersucht.
Es handelt sich hierbei um ein Zellzyklusprotein, das unter anderem auch an
Membranfusionsprozessen des Endoplasmatischen Retikulums beteiligt ist.
Im letzten Kapitel werden die Ergebnisse der Charakterisierung neuer
Apoptose-Induktoren des menschlichen Genoms dargestellt. Hierbei wurden
67 menschliche Gene untersucht, die in Saugerzellen Apoptose induzieren
kénnen. Exemplarisch stelle ich zwei menschliche Gene vor, die auch in Hefe
in der Lage sind, Apoptose auszulésen. Diese Arbeiten wurden in einer

Industriekooperation mit der Firma Xantos Biomedicin durchgefuhrt.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerate

Autoklav Ventilab S 3000
Dounce Homogenisator
Elektroblotapparatur Multiphor I
ELISA-Reader MR 5000

Geldokumentationssystem CS1
Gelelektrophoresekammern:

Agarosegele:

Elektrophoresekammer far

50*75*8 mm (Minigel)

Midi-Gele
Polyacrylamidgele:
Mini-Protean 3 System
Hoefer SE 400 Serie
Lab Shaker
Mikroskope und Zubehor:
Mikroskop Ortholux 2

Fluoreszenzmikroskop Axioskop 20

Photokamera XR-X 3000
Axiovert 200
AxioCam HRm
Software AXIOVISION 4
pH-mV-Meter
Ruhrer IKA-COMBIMAG RCH
Pipetten und Cups
Schwingschdattler
Spannungsgeber EA-3049 und EA-3050

16

MMM, Minchen

Braun, Melsungen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Dynatech Instruments Inc., Torrance,
USA

Cybertech, Berlin

Werkstatt des

Instituts der Universitat

Physiologisch-
Chemischen
Tubingen

Biorad, Minchen

Biorad
Amersham Pharmacia, Freiburg

Braun, Melsungen

Leitz, Wetzlar

Zeiss, Jena

Ricoh, Japan

Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Knick, Berlin

Janke & Krake KG, Staufen im Breisgau
Eppendorf AG, Hamburg

Wacker, Deutschland

Heinzinger Regel- und Messtechnik,
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Sterilbank Modell ET 130 V
Sterilfilter 0,22 ym Syringe Filter
Tiefkulschrank (-80°C) UF85-110T
Trockenschrank
Thermocycler
Transilluminator
UV/VIS-Spectrophotometer UV-120-01
UV/VIS-Spektralphotometer Lambda 15
UV-Transilluminator
Vortex Genie 2™
Waagen:
Delta Range PE 360
MC 1 Laboratory LC 22000
Sartorius Basic
Wasserbad
Zentrifugen:
Tischzentrifuge Modell 29025
Tischzentrifuge Biofuge pico
Tischzentrifuge 3200
Megafuge 1,0 mit Rotor 3360

Suprafuge 22 mit Rotor HFA 12.500
Ultrazentrifuge L5-65 mit Rotor Ti60
RC-5 Superspeed mit Rotor SS 34

(Sorvall)
3K12 mit Rotor Nr. 11133
Zellzahler Casy1 DT

Rosenheim

Ehret Reinraumtechnik, Emmendingen
Fisherbrand Scientific GmbH, Nidderau
Colora Messtechnik GmbH, Lorch
Memmert, Schwabach

MWG Biotech

Vilber Lourmat, Frankreich

Shimadzu

Perkin-Elmer, Uberlingen

Vilber Lourmat, Frankreich

Bender & Hobein AG, Zirich

Mettler Waagen GmbH, GielRen
Sartorius AG, Gottingen
Sartorius AG, Gottingen

Koéttermann, Uetze/Hansingen

Hettich, Tuttlingen

Heraeus Christ, Osterode
Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus Christ, Osterode
Heraeus Christ, Osterode
Beckman Instruments, Minchen

Heraeus Christ, Osterode

Sigma, Minchen

Scharfe System, Reutlingen
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2.2. Chemikalien

Alle Feinchemikalien und Enzyme wurden — soweit nicht anders angegeben —
von den Firmen Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), Boehringer
(Mannheim bzw. Ingelheim), Merck (Darmstadt), Roche (Grenzach-Wyhlen),
Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Minchen) bezogen.

Agar Otto Nordwald KG, Hamburg
B-Glucuronidase/Arylsulfatase Roche, Mannheim

DAB Substrate/Metall enhanced Roche, Mannheim

DAPI Sigma, Bestell Nr. D 8417

E.Z.N.A. Cycle Pure Kit PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
E.Z.N.A. Gelextraktions Kit PeqglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit1 PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
FITC-VAD-fmk Promega

Glasperlen (Durchmesser 0,5 mm) B. Braun, Melsungen
In Situ Cell Death Detection Kit Roche, Mannheim

Lyticase Sigma, Mlnchen
Objekttrager bioMérieux, Frankreich
Primer fur die PCR Auftragssynthesen bei MWG-Biotech
Proteaseinhibotoren:
Aprotinin Sigma. Cat. No. 10818
DTT Sigma. Cat. No. 457779
Leupeptin Sigma. Cat. No. 62070
Pepstatin Sigma. Cat. No. 77170
PMSF Sigma. Cat. No. 06566
Restriktionsenzyme MBI Fermentas
Rundbodenréhrchen Meylan Codex, Frankreich
T4 DNA-Ligase MBI Fermentas
Taqg-Polymerase MBI Fermentas
Wasser fur Molekularbiologie Ultra Pure Water sterile molecular

Biology grade; Qbiogene
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2.3. Antikorper

anti-FLAG Epitop polyklonaler Antikérper aus Geschenk von S. Baksh

Hase

anti-HA Epitop monoklonaler Antikdrper aus Sigma, Bestell Nr. H-9658

Maus

anti-Kaninchen IgG (H+L)-HRP; aus Ziege

anti-Maus IgG (H+L)-HRP Konjugat aus Ziege

BIO RAD, Cat. Nr. 170-
6515
BIO RAD, Cat. Nr. 170-
6516

anti-poly-Histidin, monoklonaler Antikérper aus Sigma, Bestell Nr. H-1029

Maus

2.4. Organismen

24.1. Hefestamme

KFY = Kai Frohlich Yeast
FMY = Frank Madeo Yeast
X = Xantos

Stamm Alias
KFY 417 alias ECCC:

KFY 715  WT BY 4741, Euroscarf

KFY 597 CDC48.ECCC-Gal

FMY 17 pESC-His/YCA1
FMY 29 pESC-His

FMY 34 ASRO77, YCA1ex
FMY 35 AKRE11, YCA1ex
FMY 36 AYAK1T, YCA1ex

Genotyp

Mat a; cdc48::URAS3; his 4-619; leu 2-
3, 112; ura 3-52; YEp52/CDC48
MATa; his341; leu240; met15A40;
ura3A0

(MATalpha cdc48::URA3 his4-
619leu3-3,112ura3-52
YEp52/cdc487°%F)

KFY 715, pFM 21

KFY 715, pFM 16

KFY 715, SRO77::KanMX4, pFM 21
KFY 715, KRE11::KanMX4, pFM 21
KFY 715, YAK1::KanMX4, pFM 21
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FMY 37
FMY 38
FMY 39
FMY 40
FMY 41
FMY 394
FMY 395
FMY 396

FMY 397

FMY 476

FMY 477

FMY 478

FMY 479

FMY 480

FMY 555

FMY 556

FMY 557

FMY 558

FMY 559

FMY 560

FMY 561

FMY 562

20

AVAM7, YCA1ex
ASRO77, Leer
AKRE11, Leer
AYAK1, Leer
AVAM?7, Leer
ASOR7AYCA(1,
ASOR77AYCA1,
ASOR7ASOR77,

ASOR7ASOR77AYCA1,

ASORY7, BY 5451, Euroscarf
ASRO77, BY 3134, Euroscarf
AKRE11, BY 4796, Euroscarf
AYAK1, BY 7006, Euroscarf
AVAMY7, BY 4578, Euroscarf
YAK c-term. HA in BY 4747;
pESC-His/YCA1

VAM7 c-term. HA in BY 4747;
pESC-His/YCA1

KRE11 c-term. HA in BY 4747,
pESC-His/YCA1

YAK c-term. HA in BY 4747;
pESC-His

VAM7 c-term. HA in BY 4747;
pESC-His

KRE11 c-term. HA in BY 4747,
pESC-His
pYES2.1/V5-His-Topo/ VAM7
in BY 4747

pYES2.1/V5-His-Topo/ Leer in

KFY 715, VAM7::KanMX4, pFM 21
KFY 715, SRO77::KanMX4, pFM 16
KFY 715, KRE11::KanMX4, pFM 16
KFY 715, YAK1::KanMX4, pFM 16
KFY 715, VAM7::KanMX4, pFM 16
KFY 715, SRO7::LEU2, YCA1::KanR
KFY 715, SRO77::HIS3, YCA1::KanR

KFY 715, SRO7::LEUZ,
SRO77::HIS3
KFY 715, SRO7::LEU2,

SRO77::HIS3, YCA1::KanR

KFY 715, SRO7::KanMX4

KFY 715, SRO77::KanMX4

KFY 715, KRE11::KanMX4

KFY 715, YAK1::KanMX4

KFY 715, VAM7::KanMX4

MATa; his341; leu240; met1540;
ura3A0; HA-Tag; pFM17

MATa; his341; leu240; met15A40;
ura340; HA-Tag; pFM17

MATa; his341; leu240; met1540;
ura3A0; HA-Tag; pFM17

MATa; his341; leu240;, met1540;
ura340; HA-Tag; pFM29

MATa; his341; leu240; met15A0;
ura340; HA-Tag; pFM29

MATa; his341; leu240; met15A40;
ura340; HA-Tag; pFM29

MATa; his341; leu240; met15A40;
ura340; HA-Tag;

MATa; his341; leu240;, met1540;
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BY 4747 ura340; HA-Tag;
FMY 563  pYESZ2.1/V5-His-Topo/ VAM7 MATa; his341; leu240; met1540;
inin DYCAT1 ura340; HA-Tag; YCA1::KanR
FMY 564 PYES2.1/V5-His-Topo/ Leer in MATa; his341; leu240; met1540;
DYCA1 ura340; HA-Tag; YCA1::KanR
FMY 560 pYES2/X1 MATa; his341; leu240; met1540;
ura340
X39 pYES2/X39 MATa; his341; leu240; met1540;
ura340

24.2. E. coli-Stamme
pFM = Plasmid Frank Madeo

Stamm Alias Genotyp
Von Gabi Dodt DH5a
pFM 16 pESC-His PESC-His ampR, pUC origin, 2u

origin, f1 origin, URA3, pGAL10-
FLAGtag, pGAL1-c-myctag von

Sratagene
pFM 21 pESC-His/YCAT1 pFM16/ YCAT
pFM 22 pESC-His/YCA1%7A pFM16/ YCA1 C%°7A

2.5. Puffer und Losungen fiur molokularbiologische
Methoden

Fir die Herstellung aller Puffer und Losungen wurde deionisiertes Wasser
verwendet. Nur fur die PCR wurde dd-Wasser benutzt, welches nach dem

Deionisieren zweimal destilliert war.
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2.5.1. PCR

Tag-Polymerase
MgCI2

dNTPs

10x Puffer

2.5.2.
TAE-Puffer

Probenauftragspuffer

Agarosegelelektrophorese

DNA - Langenstandard

Agarosegel

2.5.3.
pYES2.1/V5-His-TOPO

Salzlésung

22

Fermentas Produkt Nr. GM0670
Fermentas
Fermentas

Fermentas

40 mM Tris/ Acetat; 1 mM EDTA; pH 8

eine kleine Spatelspitze
Bromphenolblau in 50 ml 87 % (w/ v)
Glycerin

0,1 pg/ul A-DNA EcoRI/Hind Il verdaut
(21226 bp, 4937 bp, 4277 bp, 3520 bp,
2027 bp, 1904 bp, 1584 bp, 1331 bp,
983 bp, 831 bp, 564 bp, 125 bp)

0,7 % bis 2 % Agarose in TAE

0,001 % Ethidiumbromid

PYES2.1 TOPO TA Expressionskit der Firma Invitrogen

10 ng/pl Plasmid-DNA 50 %
Glycerol; 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1
mM EDTA; 2 mM DTT; 0,1 % Triton
X-100; 100 pg/ml BSA; 30 uM
Phenolrot

1,2 M NaCl; 0,06 M MgClI2

in:
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2.6. Primer

Samtliche Primer wurden bei der Firma MWG-Biotech AG in Auftrag

gegeben.

2.6.1. Primer fiir das chromosomale Taggen

2.6.1.1.Primer fur chromosomales Taggen von KRE11

KRE11 sense:

5- CTTATAGAAGTTGGAAATGGCGCATCTGTGTTAATCCAG - 3
KRE11 antisense:

5- CAACTGCTCTTTTGGGTGACTCGCAACGCCTAAGTAAAG - &

2.6.1.2.Primer fur chromosomales Taggen von SRO77

SRO77 sense:

5- GGAAGAAACGGGAAGGGATATGATGAAGAGCGCTGTAGGTTTT - 3
SRO77 antisense:

5- GAGCCTGATAAAATTCTTATGCGAGCAAGGGCAACCTGATCG -3

2.6.1.3.Primer fur chromosomales Taggen von VAM7

VAMY? sense:

5- CAGATAGCCAACAAGAAGGCTAGACATTTTAACAACAGTGCT - 3°
VAM?7 antisense

5- GTACAAATATACTCTCAGGATTTGTAACCCGGATAGTAACTC - 3

2.6.1.4.Primer fur chromosomales Taggen von YAKT

YAK1 sense:

5°- GAAGGGCCAACAAGCGCGTTCAATAAACTTCACATTGTCGAA
GAA-3

YAK1 antisense:

5- CATTATGGCACCAAGCCGTAATAAAATGAAATGGGTAGTTAAG- 3
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2.6.2. Primer fiir die Kolonien PCR

Flag anti2:
5- CAGTGCGGCCGCCATAATAAATTGCAGATTTACGTC- 3

2.6.3. Uberexpressionsprimer

2.6.3.1.Primer fir die Uberexpression von KRE11

KRE11 sense

5- ATGGAATGTTTTGTACCGCTGC - 3
KRE11 antisense

5 - CTGGATTAACACAGATGCGCC - &

2.6.3.2.Primer fir die Uberexpression von SRO77

SRO77 sense

5 - ATGTTTAAGAAAAGCAGGCATTTG - 3°
SRO77 Antisense

5 - AAAACCTACAGCGCTCTTCATC - &

2.6.3.3.Primer fir die Uberexpression von VAM7

VAM 7 sense

5 - ATGGCAGCTAATTCTGTAGGGA - 3
VAM 7 antisense

5 - AGCACTGTTGTTAAAATGTCTAGC - 3

2.6.3.4.Primer fir die Uberexpression von YAK1

YAK1 sense

5- ATGAACTCATCCAATAATAACGAC - &
YAK1T antisense
5-TTCTTCGACAATGTGAAGTTTATTG - 3
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2.7. Puffer und Losungen fiir zellbiologische Methoden

FUr die Herstellung aller Puffer und Lésungen wurde deionisiertes Wasser

eingesetzt.

2.71. Losungen zur Bestimmung der Zelldichte einer Hefekultur

Casyton 0,9 % NaCl; 0,1 mM EDTA

Casy-clean Zusammensetzung unbekannt; zur
wochentlichen Reinigung des CASY
Zellzahlers

2.7.2. Gewinnung transformationskompetenter Zellen von S.

cerevisiae und Transformation mit rekombinanter DNA

10x TE

10x LiAc

50 % PEG
Lyticase-Losung
Carrier-DNA

100 mM Tris pH 7,5; 10 mM EDTA
1 M LiAc

50 % Polyethylenglykol 3350

1000 U/mlin TE
Lachssperma-DNA (10 mg/ml)

2.7.3. TUNEL-Test (/In Situ Cell Death Detection, POD)

Puffer B

Puffer B + Sorbitol
Lyticase-Losung

B-Glucuronidase/ Arylsulfatase

Poly-L-Lysin
PBS

35 mM Kaliumphosphat; 5 mM MgCly;
pH 6,8

1 x Puffer B; 1,2 M Sorbitol
1000 U/ mlin TE

aus Helix pomatia; 4,5 U/ml bzw. 14
U/ml (Roche)

M: 6000-9000 (Serva); 0,1 %
25 mM Kaliumphosphat; 0,9 % NaCl;
pH 7
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Permeabilisierungslésung 0,1 % Triton X-100 ; 01 %
Natriumcitrat

TUNEL-Reaktionsmix Enzyme Solution 1/10 mit Label
Solution verdinnt

Enzyme Solution Terminale Transferase

Label Solution Nukleotid-Mix

Converter POD Anti-Fluoreszein-Antikorper, mit
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt;
gebrauchsfertig

DAB-Substrat DAB Substrate/Metall enhanced 1/10

mit Peroxidpuffer verdinnt

Die Losungen TUNEL-Reaktionsmix, Enzyme Solution, Label Solution,
Converter POD und DAB-Substrat entstammen dem In Situ Cell Death
Detection Kit, POD (Roche) und dem DAB Substrat Metal Enhanced Kit
(Roche). Die genaue Zusammensetzung wird vom Hersteller nicht

angegeben.

2.7.4. Dihydrorhodamin 123-Farbung
DHR 123-Losung 2,5 mg/ ml in Ethanol

2.7.5. Diaminophenylindol-Farbung
DAPI-Losung 1 pg/ ml Diaminophenylindol in PBS

2.7.6. Bestimmung der Caspaseaktivitiat durch FACS-Messung
FITC-VAD-fmk 1:1000 verdunnt in PBS
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2.8. Puffer und Losungen fur immunologische Methoden

Fir die Herstellung aller Puffer und Lésungen wurde deionisiertes Wasser

eingesetzt.

2.8.1. Rohextraktherstellung

Lysepuffer 20 mM HEPES pH 7,4; 84 mM KCI,
10 mM MgCly; 0,2 mM EDTA; 0,2 mM
EGTA; 0,5 % NP40

Proteaseinhibitoren 1 mM PMSF; 1 mM DTT; 1 pg/mi
Leupeptin; 1 ug/ml Pepstatin; 5 pug/ml

Aprotinin; (Zugabe unmittelbar vor

Gebrauch):

Lysepuffer CL (chemische Lyse) 1,84 M NaOH; 75 % B-
Mercaptoethanol

2.8.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Bradford-Stammldsung 100 ml 95 % Ethanol; 200 ml 88 %
Phosphorsaure; 350 mg Serva Blau
G-250

Bradford-Puffer 425 ml destilliertes Wasser; 15 ml 95

% Ethanol; 30 ml 88 % H3PO4; 30 ml
Bradford-Stammlosung. Die Losung
wurde durch Whatman No. 1 Papier
filtriert und in einer dunklen Flasche
bei RT gelagert.

BSA Stammldsung 1 mg/mi

2.8.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCI; 0,4 % SDS; pH 8,8
Sammelgelpuffer 1 M Tris/HCI; 0,8 % SDS; pH 6,8

27



Material und Methoden

Acrylamidldsung
SDS-Ldsung
Persulfatlésung
10x Laufpuffer

Sammelgelpuffer

Stammldsung 6x Probenpuffer

Protein Molecular Weight Marker
10-180 kDa

6x Lammli-Auftragspuffer

Harnstoffladepuffer

28.4. Ponceau-S-Farbung

Ponceau-S Lésung

2.8.5. Immunoblot

Nitrocellulose-Membran Hybond ECL

10x Blotpuffer

28

30 % Acrylamid

0,8 % N, N'-Methylenbisacrylamid

10 % SDS

10% Ammoniumperoxodisulfat

250 mM Tris/HCI; 1,92 M Glycin; 2 %
SDS; pH 8,3

30 ml 86 % Glycerol; 12 g SDS; 60 mg
Bromphenolblau

37,5 ml Sammelgelpuffer; 30 ml 86 %
Glycerol; 12 g SDS; 60 mg
Bromphenolblau; Mit deionisiertem
Wasser auf 94 ml auffullen

MBI Fermentas, Deutschland

[170 kDa, 130 kDA, 100 kDa, 72 kDa, 55
kDa, 40 kDa, 33 kDa, 24 kDa, 17 kDa, 11
KDa]

50 mM Tris/HCI;, 2 % SDS; 10 %
Glycerin; 0,1 % Bromphenolblau; 100 mM
B-Mercaptoethanol; pH 6,8

200 mM Tris/HCI; 8 M Harnstoff; 5 %
SDS; 1mM EDTA; 0,1 %
Bromphenolblau; 15 mM DTT; pH 6,8

0,1 % Ponceau; 5 % Essigsaure

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

200 mM Tris; 1,5 M Glycin; 0,5 %
SDS
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10x Blockpuffer 100 mM Tris/HCI; 1,5 M NaCl; 0,5 %
(w/v) Tween; pH 7,6

10x Waschpuffer 100 mM Tris/HCI; 1,5 M NaCl; 0,2 %
(w/v) Triton-X-100; pH 7,6

ECL-Detection reagent 1 100 mM Tris/HCI; 2,5 mM Luminol;
0,4 mM Cumarsaure; pH 8,5

ECL-Detection reagent 2 100 mM Tris/HCI; 5,4 mM H,0,

Film BioMax MR von Kodak Kodak Produkt Nr. 8701302; Sigma
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Strippingpuffer 62,5 mM Tris/HCI; 0,4 % SDS; pH 8

2.9. Kulturmedien

Die Bestandteile fur Kulturmedien wie Yeast Extract, Bactopepton,
Bactotrypton und Yeast Nitrogene Base wurden von Difco, USA bezogen.

Alle Kulturmedien wurden fur 20 Minuten bei 121°C im Autoklaven sterilisiert.
Zur Herstellung von Kulturplatten wurden 1,5 % Agar zugesetzt. Eventuell
bendtigte Antibiotika wurden in deionisiertem Wasser geldst, sterilgefiltert und
nach dem Autoklavieren den auf 50°C abgeklhlten Medien zugesetzt. Zur

Herstellung aller Kulturmedien wurde deionisiertes Wasser verwendet.

2.9.1. Hefe-Vollmedium YEPD/YEPG

1 % Yeast Extract
2 % Bacto-Pepton

4 % Glucose/Galaktose

2.9.2. Hefe-Vollmedium YEPD mit NaCl
12 % NaCl

1 % Yeast Extract
2 % Bacto-Pepton

2 % Glucose
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2.9.3. Hefe-Minimalmedium SMD/SMG

0,17 % Yeast Nitrogene Base w/v
0,5 % Ammoniumsulfat

2 % Glucose/Galaktose

Die Aminosauren sowie Adenin und Uracil wurden je nach Bedurfnis des
jeweilige Stammes in folgenden Konzentrationen zugesetzt:

80 mg/I Histidin

320 mg/l Uracil

10 mg/l Adenin

20 mg/l alle anderen Aminosauren

294. LB (Luria + Bertani)-Medium fiir coli Bakterien

0,5 % Natriumchlorid
0,5 % Yeast Extract
1 % Bacto-Trypton
(100 mg/I Ampicillin)

2.10. Stammbhaltung und Kultivierung

210.1. Flussigkulturen

Flissigkulturen dienten der Anzucht von Zellen bis zur gewlnschten
Zelldichte. E. coli-Kulturen wurden bei 37°C in LB-Medium geschittelt. Falls
Plasmid-enthaltende Stammen verwendet wurden, wurde dem Medium das
entsprechende Antibiotikum zugesetzt. Kulturen von Saccharomyces
cerevisiae wurden bei 28°C in YEPD oder in einem geeigneten

Minimalmedium unter Schitteln angezogen.

2.10.2. Plattenkulturen

Plattenkulturen wurden fur die Anzucht von Klonen (z.B. Selektion nach

Transformation mit rekombinanter DNA) und fiir die Uberlebensplattierung
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eingesetzt. Abgesehen davon dienten sie der mittelfristigen Stammhaltung.
Platten mit E. coli sind bei 4°C gut 4 Wochen haltbar, Platten mit S. cerevisiae
sogar uber zwei Monate. Platten mit E. coli (LB, LB + Antibiotikum) wurden
bei 37°C einen Tag und Platten mit S. cerevisiae (YEPD, Minimalmedium) bei
28°C zwei Tage inkubiert.

2.10.3. Dauerkulturen

Dauerkulturen dienten der langfristigen Stammhaltung und sind bei -80°C
uber Jahre hinweg haltbar. Zum Anlegen einer Dauerkultur wurden 500 pl
einer Ubernacht-Kultur zu 500 ul 87 % (w/v) Glycerin (E. coli) bzw. 500 pl 50
% (w/v) Glycerin (S. cerevisiae) in ein Kryordhrchen gegeben. Nach Mischen
wurde die Dauerkultur bei -80°C eingefroren und gelagert.

Zur erneuten Anzucht eines Hefestammes aus der Dauerkultur wurde mit
einem sterilen Zahnstocher etwas gefrorenes Material aus dem Kryordhrchen
entnommen und auf einer den Anforderungen des Stammes entsprechender
Agarplatte ausgestrichen. Bei E. coli ist es moglich, direkt in ein

entsprechendes Flussigmedium anzuimpfen.

2.11. Allgemeine molekularbiologische Methoden

Zur genetischen Manipulation von DNA wurden Standardmethoden

(Sambrook et al., 1998) verwendet.

2.11.1. Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wurde je nach Lange der zu trennenden DNA
mit Gelen von 0,7 bis 2 %igen Agarosegelen durchgefuhrt. Die Agarose in
TAE wurde vor dem Gelgielen im Mikrowellenherd aufgekocht und nach
leichtem Abkuhlen der Losung wurde sie mit 1 %igem (w/v) Ethidiumbromid
auf eine Endkonzentration von 0,001 % eingestellt. Bei 80 V (Mini-Gel) bzw.
100 V (Midi-Gel) wurde dann die Elektrophorese durchgefiihrt. Abgesehen
davon wurde bei jedem Lauf neben den Proben 5 ul DNA-Langenstandard (A-

, oder 100 bp-Marker) aufgetragen. Sobald die Lauffront aus Bromphenolblau
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das Gelende erreicht hatte, war die Elektrophorese beendet (bei Mini—Gelen
nach ca. 30 Minuten bei Midi-Gelen nach etwa 2 h). AnschlieRend wurde mit
Hilfe des UV-Transilluminators das Gel ausgewertet und dokumentiert. Das
Abschatzen der DNA-Menge erfolgte durch Vergleich der Ethidiumbromid-
Fluoreszenzintensitat der zu bestimmenden Bande mit Ethidiumbromid-
Fluoreszenzintensitat des DNA-Langenstandards. Dies ist moglich, weil der A-

DNA—-Marker mit 0,1 pg/ul eine definierte Konzentration besitzt.

211.2. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine
Methode, zur Amplifizierung von Desoxyribonukleinsauren. Sie besteht aus
den folgenden Schritten, die etwa 30x wiederholt werden: Denaturierung,

Annealing, Elongation.

2.11.3. Aufreinigungsmaoglichkeiten der DNA

Im Anschluss an die PCR muss die so amplifizierte DNA noch aufgearbeitet
werden, um anschlieRend fur eine Transformation oder einen
Restriktionsverdau verwenden werden zu kénnen.

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten wurde das E.Z.N.A Cycle Pure Kit
verwendet. Die DNA wurde mit 30 pl deionisiertem Wasser eluiert. Alternativ

kann die DNA auch durch eine Ethanolfallung aufgereinigt werden.

2.11.3.1.Ethanolfallung

Um DNA aus verdunnten Lésungen zu konzentrieren oder umzupuffern und
zusatzlich einen gewissen Reinigungseffekt zu erzielen, wurde sie mit Ethanol
ausgefallt. Zunachst wurde mit 2 M Natriumchloridlosung die
Salzkonzentration auf 0,2 M Natriumchlorid eingestellt. Weil3t die Losungen
schon einen relativ hohen Salzgehalt auf, kann auf diesen Schritt verzichtet
werden. AnschlieBend wurde das 2,5 fache Volumen des Ansatzes an
Ethanol zugegeben und die DNA fur mindestens 30 Minuten bei —20°C gefallt.
Nach Zentrifugation (15 Minuten bei 10000 g) wurde das Pellet zweimal mit
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70 % Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen konnte die DNA in einem
geeigneten Volumen TE, TE/LiAc oder dd-Wasser aufgenommen und direkt

eingesetzt werden.

211.4. Extraktion von DNA nach praparativen Agarosegelen

Oft kommt es durch die PCR zu DNA-Nebenprodukten unterschiedlicher
Grolle oder es entstehen durch einen Restriktionsverdau Uberflissige DNA-
Stucke. Um nur DNA einer definierten GrofRe zu erhalten, wurde die DNA in
einem praperativen Agarosegel aufgetrennt (zur Kontaminationsvermeidung
durch Fremd-DNA wurde hierflr auschliel3lich frischer TAE-Puffer eingesetzt).
Die Banden wurden mit Hilfe des UV-Transilluminator sichtbar gemacht und
die gewlnschten Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung
der DNA aus den Gelstlcken erfolgte mit Hilfe des E.Z.N.A. Gel Extraction
Kits nach Angaben des Herstellers. Die gereinigte DNA wurde mit 30-80ul dd-

Wasser eluiert.

2.12. Molekularbiologische Methoden in Escherichia coli

212.1. Eingesetzte Vektoren

Zur Uberexpression von Genen in Saccharomyces cerevisiae wurden die
Vektoren YEp52 (Broach et al., 1983), pYES2 (Invitrogen Corporation) und
PESC (Stratagene) verwendet. AusschlieBlich zur Uberexpression der Gene
KRE11; SRO77, VAM7 und YAK1 wurde der pYES2.1/V5-His-TOPO-

Expressionskit der Firma Invitrogen verwendet.

212.2. Plasmidisolierung aus E.coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem E.Z.N.A. Plasmid
Miniprep Kit nach den Angaben des Herstellers. Hierbei wurde die Anleitung
fur High copy Plasmide verwendet. Zur Elution wurden 75 pl ddH0
eingesetzt. Mittels Agarosegelelektrophorese wurde die Konzentration des

Plasmids ermittelt.
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2.12.3. Restriktionsverdau

Ein Restriktionsverdau wurden zur Restriktionsanalyse von Plasmiden sowie
zur Generierung von sticky ends fur eine folgende Ligationen durchgefuhrt.
Ca. 0,5 bis 3 pg der zu verdauenden DNA, 2 pl des geeigneten
Zehnfachpuffers und 10 U des jeweiligen Restriktionsenzyms wurden
eingesetzt und mit Wasser auf ein Endvolumen von 20 pl aufgeflllt. Der
Ansatz wurde fur 2 bis 3 h bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde in einem

Agarosegel der Erfolg des Verdaus Uberpruft.

2.12.4. Herstellung von elektrokompetenter E. coli

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli wurden 1 | des Stamms DH5a in
LB-Medium auf eine Zelldichte von ODgg 0,5 herangezogen. Die Kultur wurde
bei 4°C abzentrifugiert (10 min, 4000 g), mit eiskaltem Wasser zweimal sowie
einmal mit eiskaltem 10 %igem Glycerin gewaschen. Das Zellpellet wurde
anschlielend in etwa 9 ml 10 %igem Glycerin resuspendiert. 50 yl Aliquots

wurden bei —80°C eingefroren.

2.12.5. Elektrotransformation von E. coli

Mit Hilfe eines Elektroporators wurden Elektrotransformationen von E. coli
durchgefuhrt. Fur die Transformation wurde ein Aliquot kompetenter Zellen
auf Eis aufgetaut, mit ca. 5 ng Plasmid-DNA oder 5 pl eines
Ligationsansatzes gemischt und bei 1,6 kV in einer gekuhlten
Elektroporationsklvette transformiert. Durch den Impulses kam es zu einer
kurzzeitigen Perforierung der Membran und das Eintreten der DNA in die coli-
Bakterien wurde so ermdoglicht. Im Anschluss wurden die Zellen sofort in 1 ml
LB-Medium aufgenommen und zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz fur 1 h
bei 37°C inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation in der Tischzentrifuge (1 min,
10000 g) wurden die Zellen in 20-100 pl LB-Medium resuspendiert und auf

LB-Platten mit einem zur Selektion entsprechenden Antibiotikum ausplattiert.
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Nach einem Tag wurden die gewachsenen Klone gepickt und zum Animpfen

einer Ubernachtkultur verwendet.

2.12.6. Klonierung

Mit Hilfe einer Klonierung soll ein bestimmtes Gen in einen Expressionsvektor
eingefugt werden. Das Gen wird hierfur durch PCR amplifiziert, genomische
DNA oder ein Vektor kdnnen als Template dienen. Genomische Hefe-DNA
wurde nach (Struhl et al, 1979) isoliert und diente als Template zur
Amplifikation des Genes. Die Primer wurden so entworfen, dass sie
Restriktionsschnittstellen fur die Ligation in einem geschnittenen und
dephosphorylierten Vektor enthielten und das PCR-Programm wurde der
Lange der Primer und des zu amplifizierenden Gens angepasst. Die
nachfolgenden Klonierungsschritte, wie Restrinktionsverdau,
Dephosphorylierung und Ligation, wurde nach den Angaben des Herstellers
durchgefuihrt. Die  Transformation der Plasmide erfolgte mittels
Elektroporation.

Zur Kontrolle der Klonierung wurde die Plasmid-DNA der potentiellen
Transformanten mit Hilfe des E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit isoliert und zur

Sequenzierung an die Firma SRD GmbH (Oberursel) geschickt.

212.7. Kolonien-PCR

Um entstehende Kosten bei der Sequenzierung zu vermeiden, wurden die
erhaltenen Klone zuerst mittels Kolonien-PCR Uberpruft. Als Primer dienten
jeweils der zur Klonierung verwendete sense Primer und der ,Flag anti2
Primer“. Als Template wurde sehr wenig Zellmaterial direkt in den PCR-
Ansatz gegeben. Durch 15mindtiges Erhitzen auf 94°C im Thermocycler vor
Beginn der PCR wurden die Bakterienzellen aufgeschlossen. Der 20 yl PCR-
Ansatz setzte sich wie folgt zusammen: 0,2 ul Tag-Polymerase, 2 ul PCR-
Puffer (ohne MgClI2), 2 ul MgCI2-Lésung, 2 pl dNTP-Lésung. 0,2 pl sense
bzw. antisense Primer. Der Ansatz wurde dann mit 13,4 pl dd-Wasser

aufgefullt.
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Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert. Um
falsch positive Klone der Kolonien-PCR zu eliminieren, wurde zusatzlich ein

Immunoblot durchgefuhrt.

212.8. Klonieren mit Hilfe des pYES2.1/V5-His-TOPO-Expressionskit

der Firma Invitrogen

Hier wurde strikt nach den Angaben des Herstellers vorgegangen, allerdings
wurde die Reaktionszeit des TOPO-Ansatzes um 30 min verlangert, um der
Lange der Inserts Rechnung zu tragen. Anschlief3iend wurden 2 pl des TOPO-

Reaktionsmixes in die entsprechenden E. colis transformiert.

2.13. Molekularbiologische Methoden in Saccharomyces

cerevisiae

2.13.1. Plasmidisolierung aus Saccharomyces cerevisiae

Die Plasmidisolierung wurde in einem 2 ml Eppendorfcup durchgefuhrt.
Hierzu wurden von einer Ubernachtkultur 2 ml fir 1 min bei 10000 g
abzentrifugiert und das Zellpellet in 200 pl Lysepuffer resuspendiert.
AnschlieBend wurden etwa 300 mg Glasperlen zugegeben und die
Suspension mit 200 pyl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt.
Der Zellaufschluss erfolgte dann durch 2 minutiges Vortexen bei hochster
Stufe. Zur Phasentrennung wurde dann zentrifugiert (10 min, 10000 g). Die
DNA-haltige obere, wassrige Phase wurde abgenommen und durch den
Zusatz von 160 pl Isopropanol wurde die DNA gefallt und zentrifugiert. Das
Pellet wurde mit 200 pl 70 % Ethanol zur Entfernung von
Isopropanolrickstanden gewaschen und im Exikkator fuar 7 Minuten
getrocknet. Zum Schluss wurde das Pellet in 15 bis 30 pl destilliertem Wasser

aufgenommen.
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2.13.2. Herstellung transformationskompetenter S. cerevisiae-Zellen

Da transformationskompetente Hefezellen nicht lagerbar sind, missen sie vor
jeder Transformation frisch hergestellt werden. Die Herstellung
transformationskompetenter Hefezellen und die daran anschliefende
Transformation beruht auf der Lithiumacetat/PEG-Methode von Gietz et al.
(Gietz et al., 2001).

Mit einer Ubernachtkultur wurde eine 50 ml-Kultur auf eine ODggo von etwa
0,3 angeimpft. Nach 2 Generationszeiten — das entspricht etwa 4 Stunden —
befanden sich die Hefezellen in der logarithmischen Phase. Die Hefezellen
wurden dann durch Zentrifugation (5 min, 5000 rpm) steril geerntet. Das
Zellpellet wurde mit 25 ml sterilem Wasser gewaschen, die Zellen wurden in 2
ml 1xLiAc/0,5xTE resuspendiert und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die so gewonnenen kompetenten Zellen konnten direkt fur die Transformation

eingesetzt werden.

2.13.3. Transformation von S. cerevisiae mit rekombinanter DNA

Die Transformation von S. cerevisiae mit rekombinanter DNA basiert auf der
Methode von lto (Ito et al., 1983).

Fur die Transformation wurden pro Ansatz 100 pl der soeben beschriebenen
Zellsuspension in ein Eppendorfcup Uberfuhrt. Es wurde 10 ul Carrier-DNA
(ssDNA), bis zu 15 pl (ca. 1 pg) der zu transformierenden DNA sowie 700 pl
1xLiAc/1xTE/40%PEG hinzu pipettiert. Die Carrier-DNA wurde unmittelbar vor
Gebrauch fur 20 Minuten im Wasserbad gekocht und dann umgehend auf Eis
gekuhlt, um DNA-Einzelstrange zu erhalten. Anschlie®end wurde der
Transformationssmix solange durch Vortexen gemischt, bis sich das gesamte
Zellpellet aufgelost hatte. Danach wurde der Transformationsansatz fir 30
Minuten unter Schutteln bei 30°C inkubiert, 85 yl DMSO zugegeben und ein 5
minutiger Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad durchgefuhrt. Dann wurden die
Zellen durch 15 sekundige Zentrifugation geerntet. Anschlielend wurden die
Zellen in TE gewaschen und in 500 yl TE aufgenommen. Zwischen 200 und
500 pl der Zellsuspension wurden auf Platten mit entsprechendem

Selektionsmedium ausplattiert. Nach ca. 2-3 Tagen waren auf den Platten
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Kolonien mit transformierten Hefezellen sichtbar, die gepickt und erneut auf

Selektions-Medienplatten ausgestrichen wurden.

2.13.4. Isolierung genomischer DNA aus S. cerevisiae

FUr die Isolierung genomischer DNA aus S. cerevisiae wurden 5 ml einer
Ubernachtkultur durch Zentrifugation (5 min bei 5000 rpm) geerntet und mit 1
ml H,O gewaschen. Das Pellet wurde in 500 ul Lysepuffer (100 mM Tris pH
8,0; 50mM EDTA; 1 % SDS) aufgenommen und nach Zugabe von ca. 500 pl
Glasperlen 2 min gevortext. Nach kurzer Zentrifugation wurde der Uberstand
in ein neues Eppendorfcup uberfihrt. AnschlieRend wurden 275 pl 7 M
Ammoniumacetat (pH 7) zugegeben, gemischt und 10 min bei 65°C inkubiert.
Nach funfminutiger Inkubation auf Eis wurden die Proteine durch Zugabe von
500 pl Chloroform extrahiert. Zur Phasentrennung wurde 5 min bei 10000 g
zentrifugiert, die wassrige Phase in ein neues Eppendorfcup Uberflhrt und die
DNA durch Zugabe von 1 ml Isopropanol 5 min bei RT gefallt. Zum Schluss
wurde die DNA 5 min bei 10000 g abzentrifugiert, das Pellet mit 1 ml 70 %
Ethanol gewaschen und die DNA getrocknet. Schlief3lich wurde die DNA in 50
Ml H20 resuspendiert.

2.14. Zellbiologische Methoden in Saccharomyces cerevisiae

2.14.1. Induktion der Genexpression

Fur die Expression der Gene, die sich in den Expressionsvektoren unter der
Kontrolle des Galactose induzierbaren Promotors Gal1 befinden, wurden die
Stamme zunachst auf geeignetem Minimalmedium mit 2 % Glucose als
Kohlenstoffquelle angezogen. Befanden sich die Zellen in der exponentiellen
Phase (ODegoo 0,3-0,6), wurde der Shift auf Galaktose durchgefuhrt und somit
die Kulturen auf Minimalmedium mit 2 % Galaktose als Kohlenstoffquelle
uberfuhrt. Hierfir wurden die Zellen durch Zentrifugation fir 3 Minuten bei
5000 rpm geerntet und in einem Kulturvolumen galactosehaltigem Medium

aufgenommen und darin weiter kultiviert. Auf das Waschen der Zellen wurde
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verzichtet, damit die so noch vorhandenen Glucosereste die Umstellung auf

die neue Kohlenstoffquelle Galaktose erleichterten.

2.14.2. Induktion von Apoptose durch Wasserstoffperoxid

Sollte in Kulturen mit Uberexprimierten, proapoptotischen Genen Apoptose
ausgeldst werden, wurden aus Ubernachtkulturen Kulturen auf eine ODggo von
ca. 0,1 beimpft und nochmals fir zwei bis drei Generationszeiten (4 bis 5
Stunden) geschuttelt. Befanden sich die Kulturen in der exponentiellen
Wachstumsphase (ODgoo 0,3-0,6) wurde die Expression des zu
untersuchenden Gens durch einen Medienshift ausgelost. Direkt nach dem
Medienshift wurden die Kulturen in zwei gleiche Aliquots aufgeteilt und in
Erlenmeyerkolben (mindestens das funffaches ihres Volumens) mit Schikane
uberfuhrt. Eine der beiden Kulturen wurde mit Wasserstoffperoxid als
Apoptosestimulus versetzt. Je nach Versuchsaufbau wurden diese Kulturen
mehrere Stunden (meist zwischen 18 und 26) auf dem Schittler kultiviert und
anschliel3end auf apoptotische Marker untersucht.

Alternativ hierzu wurden Kulturen auch oft bei einer niedrigerer Zellzahl mit
Wasserstoffperoxid belastet. Hierzu wurden zur Induktion der Apoptose durch
Wasserstoffperoxid mit Hilfe von Ubernachtkulturen Kulturen auf eine Zellzahl
von 2*10° Zellen/ml angeimpft und 4 h bei 28°C unter Schiitteln inkubiert.
Nach Ablauf dieser Zeit wurde das Anwachsen der Kulturen mit dem
Zellzahler kontrolliert. Dann wurden sie in zwei Aliquots aufgeteilt, von denen
eines mit Wasserstoffperoxid versetzt wurde um eine bestimmte
Endkonzentration einzustellen. Vier Stunden nach der Zugabe von
Wasserstoffperoxid wurden die Kulturen auf ihre Sensitivitat gegenuber

Sauerstoffstress untersucht.

2.14.3. Bestimmung der Zelldichte einer Hefekultur mit dem Zellzahler
,Casy“

Die Zellzahlbestimmung von Hefe-Flissigkulturen erfolgte mit Hilfe des
Zellzahlers ,Casy” in Zellen pro ml. Ein Aliquot der zu messenden Kultur

wurde in 10 ml Casyton, einer Losung mit schwachen Elektrolyten,
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suspendiert. Zur Messung wurde eine 60 um Kapillare verwendet und
zweimal ein Volumen von 200 pl gemessen. Die Messung fand Ublicherweise
im Bereich eines Zelldurchmesser von 1,5 ym bis 15 ym statt. Aufgrund der
Tatsache, dass an der Kapillarstrecke eine Spannung angelegt worden war,
konnte durch das Verdrangen der Elektrolytidsung durch jede nicht leitende
Hefezelle eine Erhohung des elektrischen Widerstandes gemessen werden.
Aus der Haufigkeit und dem Grad der Widerstandsanderung konnte der
Zellzahler die Anzahl der Hefezellen bestimmen. Bei sehr dinnen Kulturen
wurden 100 pl unverdinnter Kultur in 10 ml Casyton gemessen, bei

stationaren Kulturen wurden 100 pl einer 1:100 Verdunnung eingesetzt.

2.14.4. Uberlebensplattierung

Die Uberlebensrate von Hefezellen kann in einer Uberlebensplattierung
ermittelt werden. Hierfur wurde die Zellzahl mittels Zellzdhler bestimmt und
500 oder 1000 Zellen auf YEPD-Platten ausplattiert. Nach zweitagiger
Inkubation der Platten im Brutraum bei 28°C wurde die Anzahl der
gewachsenen Kolonien bestimmt. Die CFU (=colony forming unit) gab die
Anzahl der lebensfahigen Zellen pro ausplattierter Zellen wieder.

Abhangig von der Zelldichte der jeweiligen Hefekultur mussten fir das
Ausplattieren entsprechende Verdunnungen erstellt werden, so dass das

ausplattierte Volumen in einem Bereich zwischen 50 und 200 pl lag.

2.14.4 1. Aging-Test

Bei einem Aging-Test handelt es sich um eine Spezialform der
Uberlebensplattierung, bei der die Uberlebensrate der Kultur in Abhangigkeit
des Kulturalters bestimmt wird. Aufgrund der Verarmung des Mediums an
Stickstoffquellen geht mit fortschreitendem Kulturalter ein immer grolerer
Anteil der Hefepopulation in Apoptose Uber (Herker et al., 2004). Zur
Bestimmung der Uberlebensrate einer chronologisch alternden Hefekultur
wurden in ein bis zwei Tagesabstanden steril Aliquots entnommen und eine

Uberlebensplattierung durchgefihrt.
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2.14.5. Beschichtung von Objekttragern mit Polylysin

Zur besseren Haftung der Zellen auf den Objekttragern und zur Vermeidung,
dass die Zellen im Verlauf der entsprechenden Farbung heruntergesplilt
werden, werden die Objekttrager mit Polylysin beschichtet. Die Objekttrager
wurden hierzu zunachst in einer wassrigen Detergenzldsung, dann in
deionisietem Wasser und schlieBlich in Ethanol gewaschen. Nach dem
Trocknen wurden in jedes Fenster 30 pul einer 0,1 % (w/v) Polylysinlésung
pipettiert. Nach 30 minutigem Antrocknen wurde die Uberschussige
Polylysinlosung abgesaugt und die Objekttrager wurden an der Luft
vollstandig getrocknet. SchlielBlich wurde jedes Fenster dreimal mit
deionisietem Wasser gewaschen. Die so vorbehandelten Objekttrager
wurden bei 4°C gelagert und konnten direkt fir das Aufbringen fixierter Zellen

eingesetzt werden.

2.14.6. Fixierung von Zellen fiir den TUNEL-Test

Je nach Zelldichte wurde der zu testenden Kultur ein Aliquot von 200 pl bis 5
ml entnommen. In der Tischzentrifuge wurden die Zellen bei maximaler
Geschwindigkeit fur ca. 3 Minuten abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 500
pl Puffer B gewaschen und in 1 ml Puffer B resuspendiert. Nach Zugabe von
120 pl 37 %%iger Formaldehydldsung wurde gut gevortext und zur
Quervernetzung der Proteine wurden die Zellen fur eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur vollstandigen Entfernung des Formaldehyds
wurden anschlieRend die Zellen drei mal in je 500 pl Puffer B + 1,2 M Sorbitol
gewaschen und schlie3lich in 330 pl Puffer B + 1,2 M Sorbitol resuspendiert.
Nun wurde zum Zellwandabdau 5 pl Lyticase (1000 U/ml) und 20 pl B-
Glucuronidase/Arylsulfatase zupipettiert. Der Ansatz wurde flr zwei Stunden
bei 28°C inkubiert. Durch den Zellwandabdau entstanden sehr empfindliche
Spharoplasten, die durch Sorbitol osmotisch stabilisiert wurden und nicht
mehr gevortext, sondern nur noch vorsichtig mit der Pipette resuspendiert
werden durften. Nach erneutem Waschschritt in 500 pl Puffer B + 1,2 M
Sorbitol und 10 sekiindiger Zentrifugation wurde das Zellpellet in 60 ul Puffer

B + 1,2 M Sorbitol resuspendiert und auf die polylysinbeschichteten
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Objekttrager aufgetragen. Auf den Objekttragern konnten sich die Zellen flr
ca. 15 Minuten absetzen, bevor uberschussige Flussigkeit vorsichtig
abgesaugt wurde. Nach dem Trocknen der Objekttrager wurden die
Objektrager mit den fixierten Zellen im Kuihlschrank gelagert. Bei dieser
Temperatur sind die fixierten Zellen zwei bis drei Wochen haltbar. In diesem
Zeitraum konnte eine TUNEL- bzw. DAPI-Farbung ohne Beeintrachtigung der

Farbungsqualitat durchgefuhrt werden.

214.7. TUNEL-Test (Terminal Desoxynukleotidyltransferase-mediated-
dUTP-Nick-End-Labeling)

Im Verlauf der Apoptose kommt es zu DNA-Fragmentierung durch die freie 3'-
OH-Gruppen entstehen. Diese konnen uber eine enzymatische Reaktion
nachgewiesen werden. Die T4 terminale Desoxynukleotidyltransferase kann
in einer enzymatischen Reaktion an diese freien 3'-OH-Gruppen modifizierte
Nukleotide anhangen. Beim TUNEL-Test werden fluoresceinmarkierte dUTPs
angeknupft. Diese kdonnen dann mit einem Peroxidase gekoppelten Antikorper
durch eine Farbreaktion nachgewiesen werden. Zellkerne von apoptotischen
Zellen, die mit dem TUNEL-Test gefarbt wurden, erscheinen braun.

Die TUNEL-Farbung wurde mit dem In Situ Cell Death Detection Kit und dem
DAB Substrate/Metall enhanced Kit durchgefihrt. Es wurden fixierte Zellen
eingesetzt. Um restliches Sorbitol zu entfernen wurde vor der Farbung jedes
Fenster 2 mal mit PBS gewaschen und man lieR die Objekttrager vollstandig
trocknen. Zur Zerstérung endogener Peroxidaseaktivitdt wurden die
Objekttrager anschlieBend fur 30 Minuten mit 0,3 % Wasserstoffperoxid in
Methanol geflutet. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Losung
abgesaugt, die Objekttrager getrocknet und sie erneut zweimal mit PBS
gewaschen. Um das spatere Eindringen des TUNEL-Reaktionsmix und der
Converter-POD zu ermdéglichen, wurden die Zellen fur exakt zwei Minuten auf
Eis mit Permeabilisierungslosung inkubiert. Danach wurde die
Permeabilisierungslosung abgesaugt und durch Waschen mit PBS vollstandig
entfernt. Nach dem Trocknen wurden in jedes Fenster des Objekttragers je 10
Ml TUNEL-Reaktionsmix aufgetragen, welcher unmittelbar davor durch 1:10

Verdinnung der Enzyme Solution mit der Label Solution hergestellt worden
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war. Die Objekttrager wurden flir eine Stunde bei 37°C in einer
Feuchtkammer inkubiert, so dass die Fenster des Objekttragers nicht
austrocknen konnten. Nach Ende der Inkubationszeit wurde dreimal mit PBS
gewaschen und je Fenster 10 pl Converter-POD aufgetragen. Nach weiteren
30 Minuten bei 37°C in der Feuchtkammer wurde wieder dreimal mit PBS
gewaschen und schlielich 30 pl DAB-Substrat-Losung aufgetragen, welche
ebenfalls durch 1:10 Verdlinnung von DAB Substrate/Metal enhanced mit
Peroxidpuffer frisch hergestellt worden war. Die Farbreaktion wurde nach 10
bis 15 Minuten durch Absaugen des Substrates und dreimaligem Waschen
mit PBS gestoppt. Nach dem Trocknen der Objekttrager wurde auf jedes
Fenster Kaiser-Gelatine aufgetragen und ein Deckglas aufgelegt. Die
gefarbten Zellen konnten nach Ausharten der Gelatine bei 4°C bis zu einer
Woche gelagert werden. Eine Auswertung unter dem Lichtmikroskop konnte

frihestens einen Tag nach der Farbung vorgenommen werden.

2.14.8. Diaminophenylindol (DAPI)-Farbung

Diaminophenylindol (DAPI) ist ein blau fluoreszierender, selektiver DNA-
Farbstoff. Er kann daher genutzt werden, um Chromatinkondensation, die bei
Apoptose auftritt, nachzuweisen. Die Chromatinkondensation war am
halbmondférmigen oder langgestreckten Chromatin, haufig am Rand des
Kerns und bisweilen auch an fragmentierten Kernen zu erkennen. Die Zellen
wurden wie fur die TUNEL-Farbung beschrieben fixiert. Nach zweimaligem
waschen mit PBS wurde auf die getrockneten Fenster 30 pl DAPI-
Farbelosung gegeben, 10 bis 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert und sechsmal mit PBS gewaschen, um den Hintergrund moglichst
gering zu halten. Schliel3lich wurde Kaiser Gelatine aufgebracht und ein
Deckglas aufgelegt. Nach Ausharten der Gelatine bei 4°C konnten die
Praparate innerhalb von 24 Stunden unter dem Fluoreszenzmikroskop
betrachtet werden. Die Farbung von fixierten Zellen ist im allgemeinen
intensiver als die von lebenden Zellen, so dass die DAPI-Farbung nur an

fixierten Zellen durchgefuhrt wurde.
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2.14.9. Dihydrorhodamin (DHR) 123-Farbung
Die Farbung mit Dihydrorhodamin (DHR) 123 dient der Detektion von

Sauerstoffradikalen in der Zelle. Dabei wird DHR 123 zu dem eigentlichen
Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 123 oxidiert, wodurch die Zelle im
Fluoreszenzmikroskop im Rhodamin-Kanal rot leuchtet. Pro Ansatz wurden
100 ul (sehr dichte Kultur) bis 400 ul (frGhlogarithmische Kultur) einer
Hefekultur mit PBS auf 1 ml aufgeflllt. Fur die Farbung wurden 2 yl DHR 123
Ldsung zugegeben und 2 h bei 28°C im Dunkeln auf dem Schuttler inkubiert.
Danach wurden die Zellen kurz abzentrifugiert und der Uberstand bis auf ca.
30 ul abgenommen. Die verbleibende Zellsuspension wurde unter dem

Fluoreszensmikroskop im Rhodamin-Kanal untersucht.

2.14.10. Messung der Caspaseaktivitat mit FITC-VAD-fmk im FACS

Die Messung der Caspaseaktivitat wurde in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe Wesselborg, Medizinische Fakultat der Universitat Tubingen,
durchgefuhrt.

Um die Caspaseaktivitat von Hefekulturen zu ermitteln, wurde eine FACS-
Messung durchgefihrt. Die DurchflulRzytometrie (FACS = Fluorescence
Activated Cell Sorting) ermoglicht Zahlen und Analyse von Partikeln, wie
beispielsweise Zellen, in einem Flussigkeitsstrom. Eine Hauptanwendung
besteht darin, mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-markierten Proben bestimmte
Eigenschaften von Zellen oder Zellpopulationen auf Einzelzellebene zu
dokumentieren. Hier sollte mit Hilfe der FACS-Messung die Caspaseaktivitat
von Hefezellen ermittelt werden. Zur Messung der Caspaseaktivitat wurde ein
an den Fluoreszensfarbstoff FITC gekoppelter Caspaseinhibitor verwendet
(Madeo et al., 2002).

Aus einer Hefeflussigkultur wurden 1 Million Zellen durch Zentrifugation
geerntet und in 1 ml PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in 200
Ml FITC-VAD-fmk-Farbeldsung (1:1000 verdlinnt in PBS) fur 20 min bei 28°C
auf dem Schuttler gefarbt, in 500 pl PBS gewaschen, in 250 ul PBS
aufgenommen und in 5 ml Rundbodenrohrchen zur FACS-Messung uberfuhrt.

Bis zur Farbung wurden die FACS-Rohrchen lichtgeschitz. Die Messung der
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relativen Fluoreszenzintensitat erfolgte durchfluBcytometrisch bei einer
Anregungswellenlange von 488 nm. Die Emission wurde zwischen 525 nm

und 550 nm (Filter FL1) gemessen.

2.15. Proteinbiochemische Methoden

2.15.1. Gewinnung von Rohextrakten aus Saccharomyces cerevisiae

2.15.1.1.Glasperlenaufschluss

Far Immunoblots werden Rohextrakte der zu untersuchenden Hefekulturen
bendtigt. Fur ihre Herstellung wurden je nach Dichte der Kulturen zwischen 20
ml und 250 ml FlUssigkultur durch Zentrifugation geerntet (5 min bei 4000 g).
Im Anschluss wurde das Zellpellet in 400 pl Lysepuffer R (Rohextrakt)
resuspendiert und in dickwandige Reagenzglaser Uberfuhrt. Die Zellen
wurden durch dreiminutige Zentrifugation bei 5000 rpm geerntet und es
wurden ihnen das drei- bis vierfachen ihres Volumens an Glasperlen
zugesetzt. Die Zellen wurden so fur exakt 4 Minuten auf hochster Stufe
gevortext. Das dadurch entstandene Lysat wurde sofort auf Eis gestellt und in
750 ul eisgekuhltem Lysepuffer R aufgenommen und nochmals kurz
gevortext. Der so erhaltene Rohextrakt wurde abgenommen und in ein
frisches Eppendorfcup dberfuhrt. Anschlielend wurde das Lysat kurz
zentrifugiert und der Uberstand bei —80°C bis zu weiteren Untersuchungen
gelagert. Mit einem 10 pl Aliquot des Rohextraktes wurde der Proteingehalt
nach Bradford bestimmt (Bradford, 1976).

2.15.1.2.Chemische Lyse

Die chemische Lyse ist eine schnelle Methode, um Hefeextrakte zur
Expressionskontrolle von Proteinen zu erhalten. Allerdings ist hierbei keine
Proteinbestimmung mdglich.

Fir die chemische Lyse wurden 3 ODgy einer Kultur entnommen,
abzentrifugiert und mit 1 ml H,O gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen

in 150 pl Lysepuffer CL aufgenommen, 10 min auf Eis inkubiert und 150 pl 55
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% TCA zugegeben. Nach einer weiteren Inkubation auf Eis fur 10 min wurden
die gefallten Proteine 10 min bei 10000 g und 4°C zentrifugiert und die
Uberstande verworfen. Das Proteinpellet wurde in 300 pl Harnstoffpuffer
aufgenommen, 10 min bei 65°C erhitzt und anschlielen 5 min bei 10000 g
zentrifugiert. Fir die Gelelektrophorese wurden 30 pl des Uberstandes

eingesetzt.

2.15.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Der Farbstoff Serva Blau G-250 bindet unspezifisch an die hydrophoben
Bereiche von Proteinen, wodurch sich sein Absorptionsmaximum von 465 nm
nach 595 nm verschiebt. Die Extinktion bei 595 nm lasst sich daher zur
Bestimmung der Proteinkonzentration heranziehen (Bradford, 1976).
Geratebedingt wurde in unserem Labor die Absorption im Flankenbereich bei
620 nm gemessen. Zur Durchfihrung der Proteinbestimmung wurden 10 pl
Rohextrakt mit 700 ul Bradfordreagenz versetzt und in eine ELISA-Platte je
300 pl pro Vertiefung pipettiert (Doppelbestimmung). Im ELISA-Reader wurde
die Extinktion der Proben bestimmt. Als Leerwert diente reiner Bradford
Arbeitspuffer. Mit Hilfe einer Eichreihe aus Proben mit bekannter BSA-
Konzentration konnte aus der Extinktion die Proteinkonzentration berechnet

werden.

2.15.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die diskontinuierliche Polyacrylamid Gelelektrophorese unter denaturieren
Bedingungen (SDS PAGE, (Lammli, 1970)) wurde fur die Verwendung zum
Immunoblot angewendet. Es wurden Gele mit einer Acrylamidkonzentrationen
von 12 % eingesetzt oder ein Gradientengel von 8 % bis 15 % verwendet. Flr
das Giel3en des Trenngels wurde 10,4 ml Trenngelpuffer und zwischen 10,7
ml (8 %) und 20 ml (15 %) einer Acrylamidstammlosung gemischt und mit
dH,0 auf 40 ml aufgefullt. Zum Start der Polymerisation wurden 16 yl TEMED
und 400 ul APS zugegeben. Danach wurde das Trenngel rasch bis zu einer
Hohe von ca. 12 cm in die vorbereitete Gelkammer (150x140x1,5 mm)

gegossen. Das Trenngel wurde fur die Polymerisation mit Wasser
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uberschichtet, um Blasenbildung zu verhindern. Nach vollstandiger
Polymerisation wurde das Uberstandige Wasser dekantiert, Wasserreste mit
einem Whatman Paper entfernt und das Sammelgel gegossen. Das
Sammelgel hatte eine Acrylamidkonzentration von 5 %, wurde mit 3,4 ml
Acrylamidstammlésung und 2,7 ml Sammelgelpuffer angesetzt und mit
Wasser auf 20 ml aufgefullt. Fur die Polymerisation wurden 20 yl TEMED und
200 uyl APS zugegeben. Nach Polymerisation des Sammelgels wurde der
Kamm entfernt und das Gel in die mit Laufpuffer gefllite
Elektrophoresekammer gestellt. Um Gelreste und Luftblasen zu entfernen,
wurden die Geltaschen anschlielend mit Laufpuffer gespult. Kollabierte
Taschen wurden gegebenenfalls mit einem dunnen Spatel in Form gebracht.
AnschlieRend wurde das Gel beladen: hierzu wurden die zu testenden Proben
auf eine einheitliche  Proteinkonzentration eingestellt. Je nach
Expressionsintensitat des gesuchten Proteins wurden 100-400 ug Protein
eingesetzt; von chromosomal getaggten Proteinen entsprechend mehr als von
Uberexprimierten  Proteinen. Die Proben wurden 5:1 mit 6fach
Probenauftragspuffer versetzt und 10 min auf 100°C erhitzt.

Nachdem die Proben die Geltaschen verlassen hatten, wurde die Spannung
von 80 V auf 120 V erhoht. Die Elektrophorese erfolgte bei RT. Hatte die
Lauffront den unteren Gelrand erreicht, wurde die Elektrophorese gestoppt.
Alternativ konnte die Elektrophorese auch bei 30 V Uber Nacht durchgeflhrt

werden

2.15.4. Immunoblot mittels Semi-dry Transfer

Zur immunologischen Detektion wurden die Proteine nach der SDS-PAGE auf
eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Je eine Nitrocellulose-Membran und
sechs Blatter Whatman-3MM-Papier wurden auf die passende Grolde
zugeschnitten und in Blot-Puffer getrankt. Die Elektroblotapparatur wurde
ebenfalls mit Blot-Puffer befeuchtet und zwischen Anode und Kathode wurden
in folgender Reihenfolge drei Blatter Whatman-Papier, Nitorcellulose-
Memembran, Polyacrylamidgel und nochmals drei Blatter Whatman-Papier
luftblasenfrei Ubereinandergelegt. Der Proteintransfer fand bei konstanter

Stromstarke von (0,4 mA/cm?) innerhalb von 45 min statt.
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2.15.5. Ponceau-S-Farbung

Zur Kontrolle des Transfers wurden die Proteine mit Ponceau-S-Lésung
vorrubergehend angefarbt. Hierfur wurde die Membran ca. 1 min in einer 0,1
%igen Ponceau-S-Ldsung inkubiert. Anschliel3end wurde so lange mit Wasser
gewaschen, bis der Membranhintergrund entfarbt war und nur noch die

Proteinbanden eine rosa Farbung aufwiesen.

2.15.6. Immunologische Entwicklung

Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran 1 h bei
RT mit 5 % Milchpulver in TBS inkubiert. Danach wurde die Membran kurz
dreimal mit TBS-T (TBS; 0,02 %Triton) gewaschen und mit dem
Primarantikorper 1 h bei RT inkubiert. Die antikorperhaltige Losung wurde
abpipettiert und bei 4°C zur Wiederverwendung aufbewabhrt.

Danach wurde die Membran dreimal kurz und viermal fur 5 min mit
Waschpuffer bei RT gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekundarantikérper
(ein Peroxidase-gekoppelter monoklonaler Antikorper; 1:4000 in TBS-Tween
(TBS; 0,05 % Tween mit 5 % Milchpulver)) erfolgte 1 h bei RT. Anschlieend
wurde die Membran dreimal kurz und 6-8 mal fur 5 min mit Waschpuffer bei

RT gewaschen.

2.15.7. Entwicklung mit dem ECL System

Zur Detektion der Antigen-Antikdrper-Komplexe auf der Membran wurde das
Enhanced Chemiluminescence (ECL)-System eingesetzt. Gleiche Volumina
der Reagenzien ECL-1 und ECL-2 wurden im Verhaltnis 1:1 mit dH>O
verdunnt und unmittelbar vor Gebrauch zusammengegeben. Die Membran
wurde damit exakt 1 min bei RT inkubiert und anschlieRend lufblasenfrei in
Plastikfolie eingeschweifdt. Uberschiissige Flussigkeit und Luftblasen wurden
entfernt und in der Dunkelkammer wurde ein Film belichtet. Die Dauer der
Belichtung war von der Starke des zu erwartenden Signals abhangig. Bei sehr

schwachem Signal — wie beispielsweise durch chromosomal getaggte
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Proteine — war gegebenenfalls auch eine Belichtung tUber Nacht notwendig.
Bei einem starken Signal war die Exposition von wenigen Minuten
ausreichend. Mittels einer Entwicklermaschine erfolgte dann die

Visualisierung.

2.15.8. Stripping

Um mit einer Membran einen erneuten Immunoblot durchfihren zu konnen,
muss sie zuerst von den vorher eingesetzten Antikorpern befreit werden.
Hierzu wurde die Membran zweimal mit Wasser gewaschen, wahrenddessen
wurden 40 ml Strippingpuffer mit 280 pl B-Mercaptoethanol versetzt und auf
50°C vorgewarmt. Die Membran wurde dann fur 45 min im erhitzten
Wasserbad mit dem Strippingpuffer inkubiert. AnschlieBend wurde die
Membran zweimal mit Waschpuffer gewaschen, bevor mit einem erneuten
Block der Membran mit Milchpulver im Protokoll des Immunoblots

fortgefahren werden konnte.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Apoptose und Membranfusionsprozesse

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse in bezug auf die Untersuchungen
dargestellt, die einen Zusammenhang zwischen Membranfusionsprozessen
und Apoptose in Hefe naher charakterisieren.

Wahrend der kompletten Umorganisation der Zelle heben neueste
Erkenntnisse auch die Bedeutung des sekretorischen Pathways in
Zusammenhang mit der stressinduzierten Apoptose hervor (Ferri et al., 2001;
Maag et al., 2003). Unter dem sekretorischen Pathway versteht man den
Transfer von Proteinen Uber das ER und den Golgi-Apparat in die
Lysosomen, zur Zellmembran oder - daher der Name — durch exocytotische
Prozesse in den extrazellularen Raum. Membranfusionsprozesse ermaoglichen
hierbei den vesikularen Transport zwischen den Zellkompartimenten. Far
Fusionsprozesse nétig sind unter anderem die membranstandigen SNAREsS,
die Vesikel- und Zielmembran zueinander fuhren und so die Fusion
ermoglichen.

Kommt es zum Auftreten von Stress am Endoplasmatischen Reticulum (ER)
oder am Golgi-Apparat durch Spaltung von ER- oder Golgi-Proteinen, wird
zuerst ein Reparaturmechansimus (unfolded protein response) aktiviert. Sollte
dieser erfolglos sein, wird die Apoptose eingeleitet. Spaltungen von ER- oder
Golgi-Proteinen kdnnen sowohl den Reparaturmechanismus als auch die
Apoptose einleiten, bei der es dann unter anderem zur Disassemblierung
dieser Organellen kommt.

Soll die Apoptose durch den sekretorischen Pathway ausgelost oder
zumindest Uber ihn weitergeleitet werden, ist es ndétig, dass einige
Komponenten der apoptotischen Maschinerie im sekretorischen Pathway
angesiedelt sind. Dies trifft z.B. fur die Saugercaspase-12 zu, die an der
cytoplasmatischen Seite des ERs angesiedelt ist (Nakagawa et al., 2000).
Abgesehen davon wird die Sekretion eingestellt sobald es zur Apoptose
kommt und die Zelle wird direkt in ,apoptotic bodies” verpackt, das ER schwillt

an und wird vesikuliert (Sesso et al., 1999). Allerdings sind die spezifischen
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Ereignisse und Proteine, die die Disassemblierung des ERs und des Golgi-
Apparates steuern, unbekannt.

All dies deutet auf einen Zusammenhang zwischen Apoptose und
Membranfusionsprozessen in Saugerzellen hin. Ob auch in Saccharomyces
cerevisiae eine Verbindung besteht, soll durch Untersuchungen der folgenden

Gene beleuchtet werden.

3.1.1. Uberblick iiber die untersuchten Gene

Durch Datenbankrecherche auf der Suche nach Interaktoren der Hefecaspase
Ycalp konnten funf Interaktoren (Tfb1p, Yak1p, Srb4p, Kre11p und Sro77p)
identifiziert werden, von denen zwei (Kre11p wund Sro77p) an
Fusionsprozessen im sekretorischen Pathway beteiligt sind. Daher lag es
nahe, diese naher zu untersuchen. Die Interaktoren sind mit Hilfe eines high-
throughput Yeast-Two-Hybrid identifiziert worden (lto et al., 2001). Bei Tfb1p
handelt es sich um einen Bestandteil des RNA-Polymerase-Transkription-
Initiator Faktors TFIIH, der oft zusatzlich an DNA-Reparaturprozessen beteiligt
ist. Srb4p ist ein Bestandteil des RNA-Polymerase Il Holoenzyms und
vermittelt die Interaktion der Transkriptionsaktivatoren mit der RNA-
Polymerase Il.

Des weiteren haben wir unser Augenmerk noch auf die Proteinkinase Yak1p
als Interaktor von Yca1p gerichtet. Da sie im Zellzyklus eine Rolle spielt, sollte
auch sie untersucht werden. Dies war deshalb von groRem Interesse, da
Apoptose in Saccharomyces cerevisiae zuerst an einer Zellzyklusmutante
entdeckt wurde (Madeo et al., 1999). Abgesehen davon fand man bei einer
vergleichenden  Chipanalyse  der  apoptotischen  Zellzyklusmutante
Cdc48p®°%°C (Madeo et al., 1999) mit einem Wildtyp, dass die Expression des
VAM7-Gens erhoht ist (Breitenbach und Kollegen (Universitat Salzburg),
personliche Mitteilung). Das VAM7-Gen wirkt bei Fusionsprozessen des
sekretorischen Pathways mit.

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen Membranfusionsprozessen
und Apoptose in Hefe naher zu beleuchten, haben Corinna Maldener und ich

in einem Gemeinschaftsprojekt mit diesen Genen gearbeitet.
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3.1.1.1.KRE11

Das KRE11-Gen von S. cerevisiae ist auf Chromosom VII lokalisiert und
codiert ein neues, nicht-essentielles Protein, welches fur die p-1,6
Glucansynthese bendétigt wird (Brown et al., 1993). Das Protein ist 560
Aminosauren lang und hat ein Molekulargewicht von 63 kDa. Seine zellulare
Lokalisation ist vermutlich das Cytoplasma (Brown und Bussey,
unveroffentlicht).

KRE11 Mutanten haben im Vergleich zu Wildtypzellen einen auf
schatzungsweise 50 % reduzierten Gehalt an -1,6 Glucan in der Zellwand
(Brown et al.,, 1993), zeigen aber ein normales Wachstumsverhalten.
Weiterhin sind KRE117-Mutanten resistent gegen das K1-Killer-Toxin, worauf
sich auch der Name (killer toxin resistant) grindet. Das K1-Killer-Toxin ist ein
sekretiertes, viral codiertes Protein das letal fur sensitive Hefen ist. Killer®-
Hefen sind immun gegen ihr produziertes Toxin. Seine Wirkung beruht auf der
lektin-ahnlichen Interaktion mit den Glucanrezeptoren in der Zellwand,
wodurch es zur Kanalbildung in der Plasmamembran von Hefezellen kommt
(Bussey et al., 1990 Ubersichtsartikel). Toxinresistente Hefezellen weisen
veranderte Glucane in der Zellwand auf (Bussey, 1991 Ubersichtsartikel).

Die biologische Funktion des Kre11p ist die Beteiligung am Vesikeltransport
vom ER zum Golgi-Apparat. Hierbei stellt es eine Untereinheit des TRAPP-
Komplexes (transport protein particle) dar (Sacher et al.; 2000). Der TRAPP
Komplex mit seinen 10 Untereinheiten spielt eine Schllsselrolle im spaten
Status des Transport vom ER zum Golgi-Apparat in S. cerevisiae. TRAPP ist
ein groRer Komplex an dem cis-Golgi, der vor der Bildung des SNARE-

Komples das Andocken der Vesikel und ihre Fusion vermittelt.

3.1.1.2.SR0O77

Das SRO77-Gen von S. cerevisiae befindet sich auf Chromosom Il und
codiert fur ein Protein mit 1033 Aminosauren und dem Molekulargewicht von
111,7 kDa. Seine zellulare Lokalisation ist unbekannt, vermutet wird das
Cytpolasma. Die Nullmutante ist lebensfahig und zeigt keinen Phanotyp
(Giaever et al., 2002).
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Die Proteine der SRO-Familie z.B. Sro7p und sein Homologes Sro77p sind in
einen spaten Schritt der Exocytose involviert. Sie interagieren physikalisch mit
Sec9p, einem t-SNARE, das an der Fusion von post-Golgi-Vesikeln mit der
Plasmamembran beteiligt ist (Lehman et al., 1999). Des weiteren ist Sro77p
auch fur die Organisation des Aktincytoskeletts verantwortlich und beeinflusst
so die normale Zellteilung (Kagami et al., 1998). Doppelmutanten von sro7
und sro77 zeigen eine teilweise gestorte Organisation des polarisierten
Aktincytoskeletts, schwere Defekte in der Exocytose sowie einen kalte-
sensitven Wachstumstyp. Allerdings ist zur Zeit umstritten, ob es tatsachlich
zu einem Defekt in der Aktinpolaritdt kommt, oder ob doch die primare
Funktion von Sro7/77p und dann wahrscheinlich aller Mitglieder der SRO-
Familie eher die Exocytose ist, als die Regulation des Aktincytoskeletts
(Lehman et al., 1999). Genetische Interaktionsstudien zeigen, dass SRO77
mit MYO1 und MYOZ2 (Kagami et al., 1998) eng verknupft ist. MYO17 codiert
fur Myo1p, welches ein Klasse-Il Myosin darstellt (Brown 1997) und MYO2 ist
ein Gen, das eine der schweren Ketten der Klasse-V Myosine codiert (Brown
1997, Mermall et al.,1998). Das Aktincytoskelett und die assoziierten Myosin-
Proteine sind essentiell fir den Transport und die steady-state Lokalisation
der Vesikel und Organellen. Gleichzeitig sind beide fur die dynamischen
Remodellingprozesse der Plasmamenbran sowie fur das Beibehalten
unterschiedlicher zellularer Oberflachenstrukturen verantwortlich.

Abgesehen davon besitzen Sro77p und sein Homologes Sro7p Domanen, die
homolog zu dem Tumorsupressor [(2)gl (gene lethal (2) giant larvae) aus
Drosophila sind (Kagami et al, 1998). Auch in Maus und Mensch sind
Homologe zu 1(2)gl bekannt (Strand et al., 1994; Tomotsune et al., 1993). Des
weiteren zeigt Sro77p eine signifikante Ahnlichkeit zu dem neuronalen

Syntaxin-bindendem Protein Tomosyn.

3.1.1.3.VAM7

Das VAM7-Gen von S. cerevisiae auf dem Chromosom VII codiert fur ein
36,71 kDa grof3es, hydrophiles Protein, das als v-Snare an dem Transport von
Golgi zur Vakuole beteiligt ist und auch bei der Morphogenese der Vakuolen

eine Rolle spielt. Das Protein ist in der vakuolaren Membran lokalisiert.
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Es handelt sich bei Vam7 um ein SNAP-25 Homologes, das fiir das Andocken
und den Fusionsprozess bendtigt wird und fur die Sporulation essentiell ist
(Deutschbauer et al., 2002; Ungermann et al., 1998). Zusammen mit Vam3p
spielt es im vakuolaren Proteinsorting Pathway eine Rolle (Sato et al., 1998).

Die Nullmutante ist lebensfahig, zeigt aber auffallig groRe Vakuolen.

3.1.1.4.YAK1

Das YAK7-Gen aus S. cerevisiae ist auf Chromosom X lokalisiert und codiert
fur ein Protein mit 807 Aminosauren mit dem Molekulargewicht von 91 kDa.
Seine zellulare Lokalisation ist unbekannt. In unterschiedlichen Assays
ergaben sich sowohl das Cytoplasma als auch der Kern als mogliche
Lokalisation.

Das YAK717-Gen aus S. cerevisiae codiert fur eine Serin-Threonin
Proteinkinase, die induziert wird durch einen Arrest in der frihen
Zellzyklusphase. Sie stellt einen negativen Zellzyklusregulator dar und ist der
Gegenspieler der cAMP abhangigen Proteinkinase A (Garrett et al., 1991).
Der Nullmutant ist lebensfahig und zeigt keinen Phanotyp (Giaever et al.,
2002).

3.1.2. Funktionen von SRO7 und SRO77 wahrend der Apoptose in

Zusammenhang mit Salzstress

Untersuchungen in Wildtyphefezellen, sro7-Disruptanten, sro77-Disruptanten
sowie in der Doppeldisruptante ASRO7ASRO77 Salzstress induzierte
Apoptose betreffend ergaben folgende Ergebnisse.

Milder NaCl Stress fuhrt zum Tod der sro7- und sro7sro77-Disruptanten.
Schon eine zehnminltige Inkubation mit 0,7 M NaCl tétete 30 % beider
Stadmme und nach sechs stindiger Inkubation Uberlebten weniger als 5 % der
Hefezellen in einer Uberlebensplattierung. Dieselbe Salzkonzentration hatte
auf das Uberleben des Wildtyps kaum Einfluss.

Da Ycalp bei der Apoptose, die durch Wasserstoffperoxid (Madeo et al.,
1999) oder Essigsaure (Madeo et al., 2002) ausgel6st wird, eine essentielle

Rolle spielt, wurde auch die durch salzstressinduzierte Apoptose auf ihre
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Caspase-Abhangigkeit untersucht. Hierzu wurden Wildtyphefen sowie der
AYCA1-Stamm mit 1,2 M NaCl fir vier Stunden gestresst. Die Wildtyphefen
starben hierbei stark, wohingegen der AYCA171-Stamm unter den gleichen
Bedingungen kaum eine Verringerung seiner Uberlebensfahigkeit zeigte.

Ob auch die durch Salzstress ausgeloste Apoptose im sro7-Disruptionsstamm
caspaseabhangig ist, sollte mit Hilfe von Uberlebensplattierungen untersucht
werden. Die zusatzliche Disruption der Hefecaspase rettete den ASRO7
Stamm: der ASRO7AYCA1-Stamm besall nach 2 Stunden Salzstress noch
etwa 75 % uberlebensfahige Zellen. Auch zeigte ASRO7AYCA7-Stamm
weniger DNA-Fragmentierung als der SRO7-Disruptionsstamm.

Im Gegensatz dazu ist die salzinduzierte Apoptose im ASRO77-Stamm nicht
caspaseabhangig. Dies ergaben Uberlebensplattierungen des SRO77-
Disruptionsstammes, des ASRO77AYCA1-Stammes und der entsprechenden
Wildtypkontrollen in der exponentiellen Wachstumsphase nach einer
vierstiindigen Inkubation mit 1,2 M NaCl fur 4 h. Dieser starke Salzstress
fUhrte sogar zu einem deutlichen Absinken der CFU des Wildtypes auf ca. 50
%. Allerdings wirkte hier die Disruption der Hefecaspase protektiv auf die
Uberlebensfahigkeit des Stammes: 90 % der Zellen Uberlebten. ASRO77
starb ahnlich stark wie der Wildtyp (45 %). Hier konnte aber eine zusatzliche
Disruption des YCA7-Genes den Stamm nicht vollstandig retten: es starben
noch etwa 40 %. Auch bei den Untersuchungen beziglich der
Caspaseaktivitat bestatigte sich, dass die salzinduzierte Apoptose im
ASRO77-Stamm nicht caspaseabhangig ist. Jedoch konnte der apoptotische
Marker DNA-Fragmentierung sowohl beim ASRO77-Stamm als auch bei der
Doppeldisruptante ASRO77AYCA1 nachgewiesen werden.

Bei ASRO77 fuhrt Salzstress folglich zum Tod mit DNA-Strangbruch, nicht

aber zu einer Aktivierung der Hefecaspase Yca1p.

3.1.3. Verhalten der Deletionsstaimme KRE11, SRO77, VAM7 und
YAK1

Um erste Erkenntnisse Uber diese vier Gene zu erhalten, wurden

Apoptosetests durchgefuhrt. Aus stationaren Vorkulturen der
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Deletionsstamme und dem Wildtyp als Kontrolle wurden Kulturen auf eine
Zellzahl von 3*10° Zellen/ml beimpft. Diese Kulturen wurden fiir 4 Stunden bei
28°C kultiviert und nachdem mit Hilfe des Zellzahlers sichergestellt war, dass
alle Kulturen angewachsen waren, wurden sie halbiert. 0,6 mM
Wasserstoffperoxid wurde als Apoptosestimulus zugesetzt, nicht aber den
entsprechenden Kontrollen. Nach 4 h wurde die Uberlebensfahigkeit getestet,

hierfar wurden pro Stamm 500 Zellen ausplattiert.

O Disruptionsstamm

700 7 W Disruptionsstamm
mit 0,6 mM Wasserstoffperoxid

600 -

CFU pro 500
N w B N
o o o o
o o o o

100 -

Dkre Dsro Dvam Dyak Wildtyp

Abb. 1: Uberlebensplattierung der Disruptionsstdmme mit 0,6 mM Wasserstoffperoxid

Die Knockout-Stamme der Gene KRE11, SRO77. VAM7 und YAK1 zeigten
mit und ohne Wasserstoffperoxid dieselbe Uberlebensfahigkeit, allerdings
fuhrt die Disruption von VAM7 zu einem allgemein schlechterem Uberleben.
Der Wildtyp hingegen zeigte nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid eine
deutliche Abnahme der Fahigkeit Kolonien zu bilden. Dies deutet darauf hin,
dass die Membranfusionsgene SRO77 und KRE11 sowie die Proteinkinase

YAK1 essentiell fur die Aktivitat der Caspase Yca1lp sind.
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3.1.4. Verhalten der Deletionsstamme KRE11, SRO77, VAM7 und

YAK1 mit uberexprimierter Hefecaspase Ycalp

Um die Abhangigkeit der Funktion von Yca1p zu untersuchen, wurde in die
Disruptions-Stammen der drei Membranfusionsgene (FMY 477, FMY 478,
FMY 480) bzw. der Proteinkinase (FMY 479) die sich in einem
Uberexpressionsplasmid (pESC-Plasmid) befindliche Hefecaspase YCA1
hineintransformiert (FMY 34-37). Zur Kontrolle dienten die Disruptionsstdmme
mit dem Plasmid ohne Insert (im folgenden Leerplasmid genannt) (FMY 38-
41), der Wildtyphintergrund mit Yca1-Uberexpression (FMY 17) und dem
entsprechenden Leerplasmid (FMY 29). Zuerst sollte sowohl ein geeignetes
Zeitfenster als auch eine geeignete Wasserstoffperoxidkonzentration ermittelt
werden.

Hierzu wurden mit stationaren Ubernachtkulturen Kulturen auf eine ODgoo von
0,1 beimpft und kultiviert, bis sie eine ODggo von 0,3-0,6 besalten. Dann wurde
durch einen Medienshift die Expression der Hefecaspase induziert und
Wasserstoffperoxid in den Konzentrationen 0; 0,4 mM; 0,8 mM und 1,2 mM
als Apoptosestimulus zugesetzt. Die Kulturen wurden dann fur 20 h, 22 h, 28
h und 45 h inkubiert. Im Anschluss wurden Uberlebensplattierungen
durchgefuhrt.

Bei der Wasserstoffperoxidkonzentration ab 0,8 mM war auch ein Sterben des
zur Kontrolle verwendeten Leerplasmids festzustellen, die Konzentration war
also zu hoch gewahlt. Nach 45 h Inkubation war Uberhaupt kein Effekt mehr
festzustellen. Es ist anzunehmen, dass sich die Kulturen von dem Stress
regeneriert hatten. Da der 20 h Wert sich bei vielen anderen Versuchen schon
bewahrt hat und auch hier erste Werte vielversprechend waren, wurden alle
weiteren Versuche mit einer Inkubation von 20 h und 04 mM
Wasserstoffperoxid durchgefuhrt. Die Versuche wurden in derselben Form
wie die Vorversuche durchgeflihrt. Nach 20 h Kultivierung wurde die Vitalitat
der Stamme anhand von Uberlebensplattierungen ermittelt und sie wurden

des weiteren auf apoptotische Marker getestet.
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O Disruptionsstamm mit Yca1-Uberexpression
1000 -

900 - M Disruptionsstamm mit Yca1-Uberexpression
und 0,4 mM Wasserstoffperoxid
800 -

700 ~
600 -
500 ~
400 ~
300
200 ~
100 -

CFU pro 500

Dkre Dkre Dsro Dsro WT WT
+YcalUex +Kontrolle  +YcalUex +Kontrolle +YcalUex  +Kontrolle

Abb. 2: Uberlebensplattierung der Disruptionsstamme mit Giberexprimierter Caspase und 0,4
mM Waserstoffperoxid

Die Uberexpression der Hefecaspase im Wildtyphintergrund bewirkte, dass
auch ohne Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus von 500 ausplattierten
Zellen nur noch etwa 350 in der Lage waren, Kolonien zu bilden. Die Zugabe
von 0,4 mM Wasserstoffperoxid senkte die CFU drastisch auf 50. Bei der
Leerplasmidkontrolle im Wildtyphintergrund betrug die CFU ca. 450. Es
Uberlebten fast alle ausplattierten Zellen. Dies anderte sich auch durch die
Belastung mit Wasserstoffperoxid nur geringfugig.

Die Deletion der Gene KRE11, SRO77 und YAK1 fuhrte dazu, dass bei
Uberexprimierter Caspase selbst durch Zugabe von Wasserstoffperoxid die
CFU nur geringflgig sank. Die CFU der drei Kontrollen (Disruptions-Stamme
mit Leerplasmid) zeigte unter den selben Bedingungen ahnliche Werte.

Auch im VAM7-Deletionsstamm war kein Unterschied zwischen der
Leerplasmidkontrolle und der Caspaseuberexpression festzustellen. Von 500
ausplattierten Zellen Uberlebten nach der Belastung mit 0,4 mM H,O, nur
noch etwa 300 Zellen. Die Sensitivitat gegenuber Wasserstoffperoxid scheint
bei diesem Stamm prinzipiell erhoht.

Neben den Uberlebensplattierungen der vier Hefestdmme wurden die

Kulturen mit Hilfe des TUNEL-Tests auf DNA-Fragmentierung untersucht.
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E

Abb. 3: TUNEL-Farbung der Disruptionsstamme mit Uberexprimierter Caspase und
Waserstoffperoxid

A: AKRE11 mit Yca1-Uex und 0,4 mM H,0,; B: ASRO77 mit Yca1-Uex und 0,4 mM H,O,; C:
AVAM?7 mit Yca1-Uex und 0,4 mM H,0,; D: AYAKT mit Yca1Uex und 0,4 mM H,O,; E: WT
mit Yca1Uex und 0,4 mM H,O,; F: WT mit Leerplasmid und 0,4 mM H,0,

il

Die TUNEL-Farbung bestatigte die Ergebnisse der Uberlebensplattierungen.
Der Wildtyp mit Gberexprimierter Caspase wies nach der Gabe von 0,4 mM
Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus in der TUNEL-Farbung positive,
schwarz gefarbte Kerne auf, die eine DNA-Fragmentierung anzeigen. Der
AVAM7-Stamm mit Uberexprimierter Caspase wies weniger schwarz gefarbte
Kerne auf als der Wildtyp mit Gberexprimierter Caspase. Die Kontrolle in Form
des Wildtyps mit Leerplasmid zeigte auch in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid keine DNA-Fragmentierung. In keinem der anderen
Disruptions-Stamme fiihrte die Uberexpression von Yca1p in Gegenwart des

Apoptosestimulus Wasserstoffperoxid zu einer DNA-Fragmentierung.

in-vivo Caspaseaktivitatsmessung

Abgesehen davon wurde auch in-vivo die Caspaseaktivitat bestimmt. Hierfur
wurden Hefezellen mit einem Derivat eines Caspase-Inhibitors (FITC-VAD-
fmk) inkubiert. Bei aktiven Caspasen bindet FITC-VAD-fmk kovalent im
aktiven Zentrum. Man kann dann mittels Durchflusszytometrie das Mal} der

aktiven Caspasen bestimmen.
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Kultur ohne H;O, |Caspase- Kultur mit H,O, Caspase-
aktivitat [%] aktivitat [%]
AKRE11+Yca1-Uex 7 AKRE11+Yca1-Uex 11
ASRO77+Yca1-Uex 7 ASRO77+Yca1-Uex 12
AVAM7+Yca1-Uex 8 AVAM7+Yca1-Uex 32
AYAK1+Yca1-Uex 5 AYAK1+Yca1-Uex 10
WT+Yca1-Uex 19 WT+Yca1-Uex 65
Kultur ohne H;0, Caspase- Kultur mit H,0O, Caspase-
aktivitat [%] aktivitat [%]
AKRE11+Leerplasmid- 3 AKRE11+Yca1-Uex 5
kontrolle
ASRO77+Leerplasmid- 3 ASRO77+Yca1-Uex 4
kontrolle
AVAM7+Leerplasmid- 5 AVAM7+Yca1-Uex 32
kontrolle
AYAK1+Leerplasmid- 3 AYAK1+Yca1-Uex 12
kontrolle
WT+Leerplasmid- 19 WT+Yca1-Uex 65
kontrolle

Die vier Stamme verhielten sich in der in-vivo Messung der Caspaseaktivitat
mit FITC-VAD-fmk analog zu den schon durchgefihrten Tests.

Im Wildtyphintergrund mit Uberexprimiertem Ycalp konnte etwa 20 %
Caspaseaktivitat gemessen werden, die durch die Zugabe von 0,4 mM
Wasserstoffperoxid auf Uber 65 % gesteigert werden konnte. Das heil3t, dass
die

Wildtyphintergrund mit Wasserstoffperoxid als Apoptosestimmulus stark

unter den gewahlten Versuchsbedingungen Hefecaspase im
aktiviert werden konnte. Die Leerplasmidkontrolle im Wildtyphintergrund
zeigte ohne Wasserstoffperoxid etwa 2 % Caspaseaktivitat auf und in
Gegenwart von Wasserstoffperoxid konnte nur ein geringer Anstieg an
caspasepositiven Zellen beobachtet werden. Die Caspaseaktivitat stieg auf

nur 4 %. Bei den ASRO77-, AYAK71- und AKRE71-Stammen mit
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Uberexprimierter Caspase war nur eine basale Caspaseaktivitdt vorhanden,
die auch mit Hilfe von Wasserstoffperoxid nur leicht erh6ht werden konnte.

Im Gegensatz dazu verhielt sich der VAM7-Disruptionsstamm mit
uberexprimierter Caspase: Zwar war hier ohne Wasserstoffperoxid auch nur
eine  basale Caspaseaktivitat  vorhanden, in  Gegenwart von
Wasserstoffperoxid konnte diese auf 32 % gesteigert werden. Damit lag sie
aber immer noch unter der im Wildtyphintergrund gemessenen
Caspaseaktivitat (65 %). Die Leerplasmidkontrollen im ASRO77-, AKRE11-
und AYAK17-Stammbhintergrund zeigten in Gegenwart von Wasserstoffperoxid
kaum erhohte Caspaseaktivitat; nur im AVAM-Stammbhintergrund war die
Caspaseaktivitat leicht auf 12 % erhoht.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sich die ASRO77-, AYAK7- und
AKRE11-Stamme mit Uberexprimierter Caspase bei allen durchgefuhrten
Apoptosetests unauffallig verhielten. Einzig der AVAM7-Stamm zeigte sowohl
Caspaseaktivierung als auch DNA-Fragmentierung, und fiel in den
Uberlebensplattierungen allgemein durch eine verschlechterte Vitalitat
unabhangig von der Capaseuberexpression in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid auf.

Um sicherzugehen, dass die Hefecaspase auch in allen Stammen gleich stark
exprimiert wurde, habe ich ein FLAG-getaggtes-YCA7-Konstrukt eingesetzt,
so dass es mir mit Hilfe eines Immunoblots moglich war, die
Caspaseexpression nachzuweisen. Nach dem etablierten Anzuchtschema
(Medienshift und Wasserstoffperoxidgabe) wurden die Kulturen geerntet und
Rohextrakte hergestellt. Nach Messen der Proteinkonzentration und
Angleichen derselben (200 pg) wurde mit Hilfe eines a-Flag-Antikdrpers bei
der SDS-Page mittels Westernblots die Menge an Yca1lp in den einzelnen
Stammen unter diesen Bedingungen ermittelt: bei allen vier Stammen konnte
eine einheitlich starke Bande von etwa 55 kDa identifiziert werden. Die
Expression von Yca1p war folglich in allen getesteten Kulturen gleich stark.
Obwohl die Hefecaspase in allen getesteten Disruptionsstammen gleich stark
exprimiert wurde, war sie nicht in der Lage einen apoptotischen Phanotyp zu

erzeugen.
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3.1.5. Mogliche Prozessierung von Kre11p, Sro77p, Vam7p und
Yak1p durch Yca1p.

Maoglicherweise fuhrt die Interaktion der Hefecaspase zur Prozessierung der
getesteten Proteinen. Um dies zu untersuchen, wurde versucht die Gene
KRE11, SRO77, VAM7 und YAK1 chromosomal c-terminal an HA zu taggen.
Bei den Genen KRE11, VAM7 und YAK7 hat das Taggen problemlos
funktioniert und die getaggten Proteine konnten mittels Westernblot
nachgewiesen werden. Es wurde wie oben beschrieben nach 20 h Inkubation
ein Rohextrakt hergestellt, die Proteinkonzentration gemessen und
angeglichen (200 pg). Mit Hilfe eines a-HA-Antikorpers wurden bei der SDS-
Page mit Westernblot die getaggten Proteine identifiziert.

Das chromosomale Tagging von SRO77 blieb sowohl bei HA, als auch bei c-
myc erfolglos. Hierfur erscheinen mehrere Grunde plausibel: erstens die
Grolde von Sro77p mit 111,7 kDa. Zweitens ware es mdglich, dass Sro77p
zwar chromosomal getaggt werden kann, eine Detektion das Taggings im
Westernblot aber nicht moglich ist. Tatsachlich war es so, dass mittels
Kolonien-PCR erfolgreiches Tagging nachgewiesen werden konnte, sobald
aber der endgultige Nachweis mittels Immunoblot erbracht werden sollte, war
das Taggen nicht mehr zu identifizieren. Ein mdglicher Erklarungsansatz
hierfir ware, dass die endogene Hefecaspase Ycalp das getaggte Sro77p
schneidet, bevor es in einem Immunoblot nachgewiesen werden kann. Um
dies auszuschliellen wurde anhand zweier verschiedener Strategien erneut
versucht chromosomal zu taggen: In der ersten Strategie wurde das
chromosomale-Taggen von Sro77p im AYCA7-Hintergrund versucht. Hierbei
wurde sowohl ein HA- als auch ein c-myc-Tag getestet. Weiterhin wurde
durch  Zugabe des Caspaseinhibitor = zVAD-fmk  wahrend der
Rohextraktherstellung in einer Konzentration von 20 uM in Anlehnung an die
beobachtete Caspaseinhibition durch Madeo et al. (Madeo et al., 2002)
versucht, das eventuelle Schneiden von Sro77p zu verhindern. Das unter
diesen Bedingungen getaggte Sro77p sollte dann im Immunoblot
nachgewiesen werden. Leider haben beide Strategien nicht funktioniert.

Um nun eine mdgliche Prozessierung nachzuweisen, wurde in die
chromosomal getaggtem KRE711-, VAM7- und YAK7-Stamme die FLAG-
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getaggte  Hefecaspase  hineintransformiert, die sich in  einem
Uberexpressionskonstrukt unter Galaktosekontrolle befand. Als Kontrolle
wurde das entsprechende Leerplasmid verwendet. Die Kulturen wurden wie in
den vorhergegangenen Versuchen angezlchtet, geshiftet und mit 0,4 mM
Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus versetzt. Nach 20 h Induktion der
Hefecaspase nach Medienwechsel wurden die Zellen geerntet und
Rohextrakte hergestellt. Nach Messen der Proteinkonzentration und
Angleichen derselben wurden jeweils 200 ug Protein durch Gelelektrophorese
aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. AnschlieRend wurde mit Hilfe
eines a-HA-Antikorpers bei der SDS-Page mit Westernblot die Expression
und eventuelle Prozessierung der HA-getaggten Proteine nachgewiesen. Die
Exposition des Films erfolgte Uber Nacht. An nachsten Tag wurde die
Membran von Antikdrpern befreit und ein zweiter Immunoblot gegen FLAG als
primarer Antikorper zur Detektion der Ycalp-Expression durchgefuhrt.
Aufgrund der starken Expression wurde diesmal der Film nur wenige Minuten
aufgelegt.

In allen Spuren des Immunoblots aulder den Leerplasmidkontrollspuren war
bei etwa 55 kDa eine gleichstarke Bande zu erkennen. Das heildt, die
Hefecaspase wurde in allen chromosomal getaggten Konstrukten gleich stark
exprimiert. Die Proteine Kre11p, Vam7p und Yaki1p zeigten nur ein
schwaches Signal bei den erwarteten Banden (65, 35 und 90 kDa) und ihre
Grolle entsprach in etwa den vorhergesagten ProteingroRen. Ein kleineres
Fragment, das durch Abspaltung des c-terminalen Endes von Kre11p, Vam7p
und Yak1p bei der Prozessierung gebildet worden ware, war nicht zu
identifizieren.

Um sicherzustellen, dass auch wirklich alle ProteingroRen in dem SDS-Gel
dargestellt werden konnen, wurde ein 8 bis 15 %iges Gradientengel
durchgefuhrt. Des weiteren wurde die eingesetzte Proteinkonzentration auf
400 ug Protein erhdht, um intensivere Banden zu erlangen. Jedoch konnte
auch unter diesen Bedingungen kein kleines Fragment nachgewiesen
werden. Auf grund dieser Tatsachen scheint Ycalp die Genprodukte der

Fusionsgene und das der Proteinkinase nicht zu prozessieren.

63



Ergebnisse und Diskussion

3.1.6. Uberexpression der Gene KRE11, SRO77, VAM7 und YAK1

Um den Einfluss der untersuchten Gene auf den Hefewildtyp zu untersuchen,
habe ich versucht Uberexpressionskonstrukte der Gene KRE11, SRO77,
VAM7 und YAKT herzustellen. Nach erfolglosen Klonierungsversuchen in den
pESC-His-Vektor wurde mit Hilfe des TOPO-TA-Klonierungskit von Invitrogen
wenigsten das VAM7-Gen in einen Uberexpressionsvektor hineinkloniert und
durch Seqgenzierung seine Richtigkeit bestatigt.

Um die Auswirkung einer Uberexpression des VAM7-Gens zu untersuchen
wurde sowohl in den Bya 4717 Wildtypstamm als auch in den AYCA7-Stamm
das VAM7-Uberexpressionsplasmid hineintransformiert (FMY 561 und FMY
563). Als Kontrolle diente das entsprechende Leerplasmid.

Als erstes wurde ein geeignetes Zeitfenster ermittelt. Hierzu wurden aus
stationaren Ubernachtkulturen Kulturen auf eine ODgyo von 0,1 beimpft und
kultiviert, bis sie eine ODgyo von 0,3-0,6 besalRen. Dann wurde durch einen
Medienshift die Expression des VAM7-Gens induziert und 0,4 mM
Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus zugesetzt. Die Kulturen wurden
dann fur 18 h, 20 h, 24 h, und 50 h inkubiert. Im Anschluss wurden
Uberlebensplattierungen durchgefiihrt.

Nach 50 h Inkubation war kein Effekt mehr festzustellen. Anscheinend hatten
sich die Kulturen vollstandig regeneriert. Sowohl der 20 h Wert, der sich bei
vielen anderen Versuchen schon bewahrt hat, als auch der 18 h Wert zeigten
vielversprechende Ergebnisse, wobei der fruherer Zeitwert bei den
Kontrollwerten besser funktionierte. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden alle
weiteren Versuche mit einer Inkubation von 18 h wund 04 mM
Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus durchgefihrt.

Bei den Uberlebensplattierungen nach 18stiindiger Inkubation ergab sich
folgendes Bild:
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O Inkubation ohne Wasserstoffperoxid

500 M Inkubation mit 0,4 mM Wasserstoffperoxid
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Abb.4: Uberlebensplattierung des Wildtyps und des AYCA1-Stammes mit {iberexprimiertem
Vam7 und 0,4 mM Waserstoffperoxid

Die Kontrollen sowohl des Wildtypstammes als auch des AYCA1-Stammes
verhielten sich ahnlich und die Inkubation mit Wasserstoffperoxid als
Apoptosestimmulus beeintrachtigte die Uberlebensrate kaum. Jedoch zeigten
der Wildtypstamm mit dem VAM7-Uberexpressionsplasmid im Vergleich zu
dem AYCA7-Stamm mit dem VAM7-Uberexpressionsplasmid stark
unterschiedliches Uberleben.

Allein  durch die Uberexpression des VAM7-Gens sank die
Uberlebensfahigkeit im Wildtyphintergrund auf nahezu die Halfte (CFU 278),
wobei sie im AYCA7-Stamm kaum beeintrachtigt wurde (CFU 450). Durch
Zugabe von Wasserstoffperoxid sank die Uberlebensfahigkeit des
Wildtypstammes sogar auf 31 CFU ab. Die Uberexpression des VAM7-Gens
totet Hefezellen folglich &hnlich effizient wie die Uberexpression von Yca1p.
Die Zugabe von Wasserstoffperoxid hatte keinen Einfluss auf die
Uberlebensfahigkeit des AYCA1-Stammes.

Um herauszufinden, ob es sich bei dem Sterben um einen apoptotischen
Phanotyp handelt, wurden mit diesen Stammen sowohl TUNEL- und DAPI-

Farbungen als auch in-vivo Caspasemessungen durchgefuhrt.
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TUNEL- und DAPI-Farbung

Die Stamme wurden hierzu nach dem selben Protokoll wie zur

Uberlebensplattierung behandelt.

.F e = g
SEFL g et LRy o

Abb. 5: TUNEL-Farbung des Wildtyps und des AYCA1-Stammes mit Gberexprimiertem Vam?7
und Waserstoffperoxid
A: WT mit Vam7-Uex und 0,4 mM H,0,; B: AYCA1 mit Vam7-Uex und 0,4 mM H,0,

Abb. 6: DAPI-Farbung des Wildtyps und des AYCA1-Stammes mit Gberexprimiertem Vam?7
und Waserstoffperoxid

A, D: WT mit Vam7-Uex und 0,4 mM H,O,; B, E: AYCA1 mit Vam7-Uex und 0,4 mM H,0,; C,
F WT mit Leerplasmid und 0,4 mM H,0O,

Die TUNEL- und DAPI-Farbungen ergaben das gleiche Bild wie die
Uberlebensplattierungen. Die Uberexpression des VAM7-Gens fiihrte im
AYCA1-Stammhintergrund selbst bei Gabe von Wasserstoffperoxid zu
unauffalligen Kernen, die sich wie die entsprechende Leerplasmidkontrolle
verhielten. Wurde aber das VAM7-Gen im Wildtyphintergrund tUberexprimiert,
kam es schon ohne Wasserstoffperoxid zur Farbung des Kerns im TUNEL-
Test und zur Chromationkondensation visualisiert in der DAPI-Farbung

(halbmondférmige Kerne). Wurde diesem Stamm noch zusatzlich mit
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Wassserstoffperoxid versetzt,

apoptotischen Phanotyps.

in-vivo Caspasemessungen

kam es zur deutlichen Ausbildung eines

Auch hierzu wurden die Stamme nach dem oben beschriebenen Protokoll

angezogen.

Es ergab sich folgendes Bild:

Kultur

Caspaseaktivitat ohne
H20: [%]

Caspaseaktivitat mit
H,0; [%]

WT+Vam7-Uex 2 28
AYCA1+Vam7-Uex 2 2
WT+Leerplasmid 2 2
AYCA1+Leerplasmid 4,5 5

Die  Ergebnisse entsprechen den  Uberlebensplattierungen.  Die
Leerplasmidkontrollen sind unempfindlicher gegeniber der Inkubation mit
Wasserstoffperoxid. Durch Waserstoffperoxid konnte die Caspaseaktivitat im
14fache

gesteigert werden. Hingegen trat im AYCA1-Hintergrund durch Zugabe von

VAM7-Uberexpressionsstamm im  Wildtyphintergrund um das

Waserstoffperoxid keine Veranderung auf.

3.1.7. Einfluss von Brefeldin A auf Hefezellen

Brefeldin A ist ein Metabolit aus dem Pilz Eupenicillium brefeldianum, der in
verschiedenen Zelltypen und Organismen spezifisch und reversibel den
Proteintransport vom endoplasmatischen Reticulum zum Golgi-Apparat
hemmt (Magner et al., 1988; Misumi et al., 1986). Dies hat eine veranderte
Morphologie der Zelle zur Folge, wie beispielsweise den Kollaps der Golgi-
Stapel, wodurch sekretorische Proteine im endoplasmatischen Retikulum
akkumuliert werden. In Rattenhepatocyten konnten Fujiwara et al. zeigen,
dass Albumin eine Stunde nach Brefeldin A-Gabe im ER akkumuliert, dieser
Prozess aber reversibel ist und vier Stunden nach der Brefeldin A-Gabe eine

normale Lokalisation des sekretorischen Proteins wieder hergestellt ist
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(Fujiwara et al., 1988). Neben dem Block der Sekretion beeinflusst Brefeldin A
auch die Fusion: es verringert die Trans- und Endocytose (Hunziker et al.,
1992).

Welche Auswirkungen ein gestorter sekretorischer Pathway in Hefezellen hat,
sollte durch die Gabe von Brefeldin A untersucht werden.

Hierfir habe ich verschiedene Strategien ausprobiert. Als erstes sollte
untersucht werden, ob der Einfluss von Brefeldin A sowohl an stationaren als
auch an logarithmisch wachsenden Kulturen zu beobachten ist und welches
Zeitfenster sich hierfir eignet. In diesem Zusammenhang wurde auch der
Einfluss der Hefecaspase Yca1p untersucht.

Es zeigte sich, dass Brefeldin A keinen Einfluss auf stationare Hefezellen
besitzt. Die Versuche an logarithmisch wachsenden Kulturen wurden wie folgt
durchgefuhrt.

O Stamm ohne Brefeldin A
B Stamm mit 28 pg/ml Brefeldin A

Uberlebensrate (unbehandelter
Wildtyp = 100%)
(e}
o

Dyca1 Wildtyp

Abb. 7: Uberlebensplattierung des Wildtyps und des AYCA1-Stammes mit Brefeldin A
(28pg/ml)

Aus Ubernachtkulturen des Wildtypstammes und des AYCA7-Stamme wurden
Kulturen auf eine ODggp von 0,1 angeimpft. Sobald diese Kulturen eine ODgg
von 0,2 aufwiesen, wurden sie mit Brefeldin A versetzt um eine Konzentration

von 28 pg/ml pro Kultur zu erlangen. Als Kontrolle wurde Ethanol (hierin war
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das Brefeldin A geldst) zugegeben. Nach 4,5 h wurde die Vitalitat mit Hilfe von
Uberlebensplattierungen tberpriift.

Auf den Wildtypstamm hatte die Zugabe von Brefeldin A einen negativen
Effekt, die Uberlebensrate sank um 30 %. Im AYCA7-Stamm hatte die Zugabe
von Brefeldin A keinen Einfluss auf die Uberlebensfahigkeit. Wie zu erwarten
war, ist fir ein normales Uberleben eine funktionierende Fusionsmaschinerie
von noéten. Falls diese gestort ist, scheint die endogene Caspase fir den
Totungsprozess mitverantwortlich. Allerdings konnte keine Caspaseaktivitat in
FACS-Messungen nachgewiesen werden.

Als zweites sollte der Einfluss von Brefeldin A bei der Gabe von
Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus untersucht werden.

Hierzu wurden Wildtypkulturen auf eine Zellzahl von 2*10° Zellen/ml beimpft.
Diese Kulturen wurden fur 4 Stunden bei 28°C kultiviert und nachdem mit
Hilfe des Zellzahlers sichergestellt war, dass alle angewachsen waren, wurde
einem Teil der Kulturen Brefeldin A zugegeben, so dass seine Konzentration
1 pg/ml betrug. Den Kontrollen wurde das entsprechende Volumen Ethanol
beigeflugt. Nach 30-minutiger Inkubation wurde den Kulturen 0,4 mM, 0,6 mM
0,8 mM, 1,2 mM Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus zugesetzt, nicht
aber den entsprechenden Kontrollen. 4 h spater wurde eine
Uberlebensplattierung durchgefiihrt, pro Stamm wurden jeweils 500 Zellen
ausplattiert. Die Kulturen, die einer Wasserstoffperoxidkonzentration tber 0,6
mM ausgesetzt waren, starben fast vollstandig. Daher wurden in den
folgenden Versuchen nur die Konzentrationen von 0,4 mM und 0,6 mM

Wasserstoffperoxid verwendet.
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O Stamm ohne Brefeldin A
700 - H Stamm mit Brefeldin A

600 -

500 |

CFU pro 500
w H
o o
o o

Wildtyp Wildtyp mit 0,4 mM  Wildtyp mit 0,6 mM
Wasserstoffperoxid  Wasserstoffperoxid

Abb. 8: Uberlebensplattierung des Wildtyps mit Brefeldin A (1ug/ml) und Wasserstoffperoxid.

Die Stamme, die mit 1 pg/ml Brefeldin A inkubiert worden waren, zeigten

unabhangig von der Wasserstoffperoxidgabe ein verbessertes Uberleben.

3.1.8. Diskussion

3.1.8.1.Einfluss von Salzstress auf Saccharomyces cerevisiae

Seit kurzem gilt Kochsalz als Apoptosestimulus fur Pflanzen und Hefen
(Katsuhara, 1997; Huh et al., 2002). In S. cerevisiae Wildtyphefen konnte
gezeigt werden, dass 1,2 M NaCl zu einem apoptotischen Phanotyp flhrt
(Katsuhara, 1997; Huh et al., 2002). Des weiteren konnte gezeigt werden,
dass erstens die Disruption von SRO7 in Hefen zu einer stark erhdhten
Sensitivitat gegen den durch NaCl ausgeldsten Salzstress, nicht aber zu einer
generell erhdhten Sensitivitat gegenltber osmotischem Stress flhrt (Larrson et
al., 1998). Im Gegensatz dazu weist ASRO77 nur eine geringfligig erhéhte
Sensitivitat gegen NaCl auf. Zweitens zeigte die Doppeldisruptante
ASRO7ASRO77 eine starke Sensitivitat gegentber Na+, K+ und Li+ - lonen.
Es scheinen also sowohl Sro7p, als auch Sro77p an der Kationenhomoostase

beteiligt zu sein.
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Aufgrund des Fehlens einer Na+/K+-ATPase bei Saccharomyces cerevisiae
kann das Na+/K+-Verhaltnis nur Uber spezifische Transporter aufrecht
erhalten werden. Hefen besitzen hierfur zwei Transporter, die die
Kationenhomdostase ermdglichen (Haro et al., 1991; Wieland et al., 1995).
Der Trk1/2-Transporter befordert K+-lonen ins Zellinnere, und der ENA1-
Transporter ist fur das Ausschleusen von Na+ aus der Zelle verantwortlich,
um das Na+/K+-Verhaltnis im Zellinneren kleiner als 1 zu halten.

Die Expression von ENA1 wird sehr komplex reguliert. Es ware moglich, dass
uber diese Regulationsmechanismen auch unter apoptoseinduzierendem
Salzstress die lonenhomoostase aufrecht erhalten werden kann, um
apoptotische Vorgange zu verhindern, wie das im Wildtyp bei milden
Salzkonzentration der Fall ist.

Im ASRO7-Stamm ist nun das Targeting des Natriumtransporters ENA1
gestort und es kommt daher direkt nach seiner Synthese zum Abbau
desselben in der Vakuole. Ein erhdhter Salzstress bei ASRO7 flhrt dann
unweigerlich zu einem intrazellularen Anstieg des Na+/K+-Verhaltnisses
(Larsson et al., 1998).

Wir konnten nun zeigen, dass milder NaCl Stress nicht nur zum schlechteren
Wachsen der beiden Stamme fuhrt, wie von Larsson et al. (Larsson et al.,
1998) beschrieben, sondern dass sie sterben und dabei einen apoptotischen

Phanotyp aufweisen.

Die Hefecaspase Ycalp vermittelt die durch Salzstress induzierte Apoptose

im SRO7-Disruptionsstamm, nicht aber im SRO77-Disruptionsstamm.

Die in unserem Labor entdeckte Metacaspase Ycalp in Saccharomyces
cerevisiae kann sowohl durch Wasserstoffperoxid (Madeo et al., 1999), durch
Altern (Madeo et al., 2002) als auch durch Essigsaure (Ludovico et al., 2001)
aktiviert werden. Alle bis dato bekannten apoptotischen Vorgange in
Saccharomyces cerevisiae werden durch Ycalp vermittelt, was Ycalp zu
einem herausragendendem Effektor bei apoptotischen Vorgangen macht. Um
ihre Relevanz auch bei der durch salzstressinduzierten Apoptose zu ermitteln,

haben wir Wildtyphefen und die Disruptionsstamme ASRO7 und
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ASRO7ASRO77 mit den korrespondierenden Stammen, bei denen AYCAT
deletiert war, untersucht.

Hierbei ergab sich ein sehr interessantes Bild: Auf der einen Seite flhrte die
Disruption von YCAT im Wildtyp zu einem verbesserten Uberleben und einer
deutlichen Verringerung der Caspaseaktivitat bei starkem Salzstress. Diese
Beobachtungen scheinen also flur eine generelle Funktion von Yca1p bei der
salzinduzierten Apoptose zu sprechen. Daruber hinaus wurde Yca1p nach
NaCl-Gabe im salzsensitiven Stamm ASRO7 starker als im Wildtyp aktiviert.
Auch konnte eine zusatzliche Disruption von YCA71 im ASRO7-Stamm bei
Salzstress die Uberlebensfahigkeit deutlich erhdhen und das Auftreten von
DNA-Strangbrichen vermindern. Das fehlende ENA1-Targeting scheint also
zur verstarkten Apoptose zu flhren.

Auf der anderen Seite kam es jedoch durch die Disruption von YCAT im
ASRO7ASRO77-Hintergrund oder im ASRO77-Disruptionsstamm nicht zu
einem verbesserten Uberleben bei Salzstress und beide Stdmme zeigten
starke DNA-Fragmentierung, obwohl SRO77 mit mehr als 50 %
Ubereinstimmung ein Isogen von SRO?7 ist.

Die Disruption von YCA71 im SRO77- bzw. SRO7SRO77-Hintergrund
vermochte die Stamme nicht vor salzinduzierter Apoptose zu retten. Hingegen
rettete die Disruption von YCA71 im ASRO7-Hintergrund vor Apoptose nach
Salzstress. Dazu passt auch, dass der SRO77-Disruptionsstamm nach
Salzstress keine Caspaseaktivierung in der FACS-Messung aufweist. Diese
Erkenntnisse deuten darauf hin, dass Yca1p ein intaktes Sro77p bendtigt, um
als wichtiger Effektor in der Apoptose bei Saccharomyces cerevisiae tatig zu
sein.

All diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Funktion von Sro77p bei der
Hefeapoptose trotz der hohen Sequenzhomologie zu Sro7p eine andere
darstellt, da die Disruption von YCA71 im ASRO77- bzw. ASRO7ASRO77-
Hintergrund die Stamme nicht vor salzinduzierter Apoptose retten konnte.
Offenbar gibt es in S. cerevisiae einen oder sogar mehrere Ycailp
unabhangige Apoptosemechanismen. Diese alternativen Wege konnten dann
unter negativer Kontrolle von Sro77p oder einem mit Sro77p interagierenden

Protein stehen.
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3.1.8.2.Verhalten der Membranfusionsdeletionsstamme KRE11, SRO77,und
VAM7

Um erste Erkenntnisse Uber einen moglichen Zusammenhang zwischen
Apoptose und Membranfusionsprozessen in Saccharomyces cerevisiae zu
erhalten, wurde das Verhalten der Deletionsstamme KRE711, SRO77 und
VAM7 untersucht. Hierbei wurde Wasserstoffperoxid als apoptotischer
Stimulus eingesetzt.

Die Tatsache, dass alle Deletionsstamme mit und ohne Wasserstoffperoxid im
Gegensatz zum Wildtyp dieselbe Uberlebensfahigkeit aufweisen, deutet
darauf hin, dass die endogene Caspase durch die Disruption der oben
erwahnten Gene nicht mehr in der Lage ist zu toten, auch nicht mit einer
Zugabe von Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus. Festzuhalten bleibt
aber auch, dass eine Deletion des VAM7-Gens die Vitalitdt des Stammes
insgesamt stark beeintrachtigt.

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Caspaseaktivitat der
Hefecaspase Ycalp in den Deletionsstammen mit einer Ycailp-
Uberexpression bestatigen, dass die Proteine Kre11p, Sro77p und Vam7p
essentiell fur die Caspaseaktivitat sind. Dies zeigt sich an der Beobachtung,
dass ein Uberexpressionskonstrukt der Hefecaspase Yca1p nicht mehr in der
Lage war, in den Kulturen einen apoptotischen Phanotyp auszul6sen: weder
TUNEL- noch DAPI-Farbungen waren positiv. Auch kam es zu keiner
reduzierten Uberlebensfahigkeit in den Uberlebensplattierungen. Selbst die
Gabe von 0,4 mM Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus flhrte zu keiner
Apoptoseinduktion in diesen Stammen.

Da bei allen hier getesteten Konstrukten die Hefecaspase Yca1p einheitlich
stark exprimiert war, fuhrt dies zu dem Schluss, dass Kre11p, Sro77p und
Vam7p, essentiell fur die Apoptose in Hefe sind. Im Anschluss an diese
Beobachtung sollte der Vermutung nachgegangen werden, ob die Proteine
Kre11p, Sro77p und Vam7p eventuell durch die Hefecaspase Ycalp
prozessiert werden und diese Prozessierung eine funktionierende
Caspasemaschinerie ermoglicht. Die Proteine Kre11p und Vam7p werden

nicht durch die Hefecaspase Ycalp prozessiert. Zu Sro77p ist leider keine
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Aussage moglich, da es trotz verschiedener Klonierungsstrategien nicht
gelang das SRO77-Gen chromosomal zu taggen.

Ob hingegen die Proteine Kre11p, Sro77p und Vam7p an der Prozessierung
der Hefecaspase beteiligt sind, steht noch offen, da es mir erst am Ende
meiner Doktorarbeit gelungen war, wenigstens das VAM7-Gen in einen
Uberexpressionsvektor hineinzuklonieren. Der Klonierungserfolg fir die
anderen Gene steht leider immer noch aus.

Falls es zum erfolgreichen Abschluss dieser Klonierungsarbeiten kommt,
konnte jeweils ein Plasmid mit Uberexprimierter Hefecaspase und ein
Konstrukt mit dem Uberexprimierten Fusionsgen in Wildtyphefen transformiert
werden. Ein anschlielender Immunoblot wirde dann Aufschluss geben, ob

Kre11p, Sro77p oder Vam7p die Hefecaspase prozessieren.

3.1.8.3.Uberexpression des VAM7-Gens

Durch die erfolgreiche Klonierung des VAM7-Gens in einen
Uberexpressionsvektor, konnte ich den Einfluss einer VAM7-Uberexpression
auf Wildtyphefen und auf Hefen mit einer YCA7-Deletion untersuchen.

Die Uberexpression des VAM7-Gens filhrte zu einem ausgesprochen starken
apoptotischen Phanotyp, der in seiner Starke an den apoptotischen Phanotyp,
der durch Yca1p-Uberexpression hervorgerufen wird, erinnert. So sank durch
die alleinige Uberexpression des VAM7-Gens die Uberlebensfahigkeit im
Wildtyphintergrund auf nahezu die Halfte und konnte durch die Gabe von
Wasserstoffperoxid sogar auf unter 50 Kolonien gesenkt werden. Im
Gegensatz dazu wurde die Uberlebensfahigkeit des AYCA17-Stammes weder
durch die Uberexpression des VAM7-Gens noch durch die zusatzliche Gabe
von Wasserstoffperoxid beeintrachtigt. Diese Ergebnisse und die Ergebnisse
der TUNEL- und DAPI-Farbungen sowie die der FACS-Messungen zeigen,
dass Vam7p nur in Abhangigkeit der Caspase in der Lage ist zu téten und
einen apoptotischen Phanotyp zu erzeugen, der apoptotische Phanotyp also

nicht allein durch die Uberexpression von Vam7p zustande kommt.
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Dies konnte daraufhin deuten, dass die endogen exprimierte Caspase unter
verstarktem Golgi-Vakuole Transport sehr viel besser in der Lage ist
Apoptose zu induzieren.

Werden diese Ergebnisse in einem Kontex mit ,Stress im sekretorischen
Pathway“ betrachtet, kann man interessante Schllisse ziehen. Fir die
Erzeugung von Stress im sekretorischen Pathway gibt es einige physiologisch
relevante Ausloser. Speziell Ausloser fur ER-Stress sind gut charakterisiert:
Akkumulation von ungefalteten oder missgefalteten Proteinen, Verarmung des
Calciumvorrates und pB-Amyolid Produktion (Kudo et al., 2002). Obwohl es
keine gut charakterisierten Golgi-Apparat spezifischen Stressausloser gibt,
kann die Struktur der Golgi-Membranen sensitiv auf Veranderungen der
Lipidkomposition reagieren. Zum Beispiel fuhrt die Erhdhung von Ceramid im
Golgi-Komplex zur Stérung der Membranfusionsprozesse (Maceyka et al.,
1997).

Um einen apoptotischen Phanotyp auszulosen, ist die Disassemblierung des
ERs und des Golgi-Apparates essentiell (Sesso et al., 1999). Einige Proteine
wie Golgin-160 (Mancini et al., 2000), GRASP65 (Golgi Reassembly and
Stacking Proiein 65) (Lane et al., 2002) und das t-SNARE Syntaxin-5 (Maag
et al. 2003 Ubersichtsartikel), die alle eine Rolle in der Erhaltung der Golgi-
Struktur und dem ,Membrane trafficking® spielen, sind kurzlich als
Caspasesubstrate identifiziert worden. Lane et al. fanden z.B. heraus, dass
GRASPG65, das wie bereits erwahnt in den Golgi-Stappelungsprozess und
Vesikeltransportprozesse involviert ist, wahrend der Apoptose durch die
Caspase-3 gespalten wird. Expression eines unspaltbaren Derivates von
GRASPG65 fuhrte zu einer Verzogerung der durch den sekretorischen Pathway
induzierten Apoptose, was darauf hindeutet, dass GRASP65 und somit auch
dem Golgi-Apparat eine wichtige Rolle in der Weiterleitung des apoptotischen
Signals zukommt.

Die Tatsache, dass Syntaxin-5 als Caspasesubstrat identifiziert wurde, konnte
erklaren, warum Sro77p, zu dem das menschliche Protein Tomosyn, ein
Syntaxin-1 bindendes Protein, homolog ist, essentiell fir die Caspaseaktivitat
ist. Durch die Disruption von SRO77 fehlt offenbar ein wichtiges

Caspasesubstrat und es kann so eventuell nicht zur noétigen
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Disassemblierung der Organellen, des gezielten Vesikelfusionsstops und zur
Prasentation von Lipiden als Erkennungssignal auf der Zelloberflache
kommen.

Die Wichtigkeit eines funktionierenden sekretorischen Pathways zeigt allein
die Tatsache, dass die Prasentation des Todesrezeptors Fas an der
Plasmamembran durch ein im Golgi produziertes Gangliosid (GD3) stimuliert
wird (De Maria et al., 1997, 41. Malisan et al., 2002).

Des weiteren scheint die im Golgi lokalisierte Caspase-2 nétig, um in Mause-
Fibroblasten Apoptose aufgrund der Ligation der Todesrezeptoren Tnrf-1 und
Fas auszulésen (Maag et al., 2003 Ubersichtsartikel).

Alle diese Erkenntnisse und auch die Ergebnisse der durchgeflhrten
Untersuchungen von Kre11p und Vam7p (Beide sind in Golgi-Prozesse
involviert: Vam7p spielt beim Transport vom Golgi-Apparat zur Vakuole eine
Rolle und Kre11p ist am Transport vom ER zum Golgi-Apparat beteiligt.)
deuten darauf hin, dass zumindest in manchen Zelltypen - unter anderem
wahrscheinlich in Hefezellen - die apoptotische Antwort auch Uber den Golgi-
Apparat vermittelt wird und es nicht nur im Laufe des apoptotischen
Geschehen zu einer Disassemblierung des Golgi-Apparates kommt, sondern

er aktiv eine Rolle bei der Weitergabe apoptotischer Signale spielt.

3.1.8.4.Einfluss von Brefeldin A auf Hefezellen

Auch die Ergebnisse aus den Versuchen, in denen Brefeldin A in hohen
Konzentrationen zu logarithmisch wachsenden Kulturen des Wildtyps und
eines AYCA1-Stamme gegeben wurde, zeigen, dass es bei massiver Stérung
des sekretorischen Pathways zu einer leichten Verschlechterung der
Uberlebensfahigkeit des Wildtyps kommt. Offenbar ist fiir das Absinken der
Vitalitat die Caspase mitverantwortlich. In der TUNEL-Farbung wurde eine
leichte DNA-Fragmentierung durch vereinzelt schwarz gefarbte Kerne
angezeigt. Auf den AYCA7-Stamm hingegen hatte Brefeldin A keinen
Einfluss. Es scheint, als ob Brefeldin A in hohen Konzentrationen in

logarithmisch wachsenden Hefezellen caspaseabhangig Apoptose ausldsen
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konnte. Allerdings konnte in den FACS-Messungen keine Caspaseaktivitat
gemessen werden.

Des weiteren zeigen die Ergebnisse, die das Zusammenspiel von Brefeldin A
(in geringeren Konzentrationen) und Wasserstoffperoxid als
Apoptosestiumulus untersuchen, dass ein funktionierender sekretorischer
Pathway wichtig fur den Apoptosestimulus Wasserstoffperoxid ist. Brefeldin A
scheint hier aufgrund seines Blocks des sekretorischen Pathways die
Exekution der Apoptose zu verhindern. Allerdings koénnen hier keine
weiterfihrenden Aussagen getroffen werden, da es trotz der Gabe von
Brefeldin A zu einem verringerten Uberleben bei Wasserstoffperoxidgabe
kommt. Auch fuhrt die Zugabe von Brefeldin A wenn Uberhaupt nur zu sehr
schwachen Effekten. Dennoch kdnnte dieser Ansatz sehr vielversprechend
zur weiteren Aufklarung des Zusammenhanges zwischen Apoptose und
sekretorischem Pathway inklusive der damit verbundenen
Fusionsmaschinerie sein.

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass die Ergebnisse stark auf einen
Zusammenhang zwischen Apoptose und Membranfusion in Saccharomyces
cerevisiae hindeuten. Allerdings waren Untersuchungen den Einflusses von
Brefeldin A sowie die Uberexpression der untersuchten Gene betreffend
sicherlich sehr sinnvoll, um den Zusammenhang zwischen Apoptose und
sekretorischem Pathway inklusive der damit verbundenen

Fusionsmaschinerie noch weiter zu charakterisieren.

3.1.8.5.Einfluss der Proteinkinase Yak1p auf die Hefeapoptose

Das YAK171-Gen aus S. cerevisiae codiert fur eine Serin-Threonin
Proteinkinase, die durch einen Arrest in der frihen Zellzyklusphase induziert
wird. Da Apoptose in Saccharomyces cerevisiae zuerst an einer
Zellzyklusmutante entdeckt wurde (Madeo et al., 1999) und Kinasen bei vielen
zellularen Prozessen eine Rolle spielen, war es von grolem Interesse, den
Einfluss der Proteinkinase Yak1p auf die Hefeapoptose naher zu

untersuchen.
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Verhalten des Deletionsstammes YAK?

Um erste Erkenntnisse uUber die Interaktion von Yca1p und Yak1p zu erhalten,
wurde das Verhalten des YAK7-Deletionsstammes untersucht. Hierbei wurde
Wasserstoffperoxid als apoptotischer Stimulus eingesetzt.

Die Tatsache, dass der Deletionsstamm mit und ohne Wasserstoffperoxid im
Gegensatz zum Wildtyp dieselbe Uberlebensfahigkeit aufweist, deutet darauf
hin, dass die endogene Caspase durch die YAK7-Disruption nicht mehr in der
Lage ist, trotz der Zugabe von Wasserstoffperoxid als Apoptosestimmulus, zu
toten.

Auch die Ergebnisse aus den Caspaseaktivitatsuntersuchungen in dem
Deletionsstamm mit Gberexprimierter Caspase zeigen, dass das Proteine
Yak1p essentiell fur die Caspaseaktivitat ist. Selbst die Gabe von 0,4 mM
Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus fUhrte zu keiner Apoptoseinduktion
in diesem Stamm.

Durch das chromosomale Taggen des YAK7-Gens konnte des weiteren
festgestellt werden, dass Yak1p nicht durch die Hefecaspase Ycalp
prozessiert wird.

Da die Klonierung des YAK7-Gen in einen Uberexpressionsvektor nicht
funktioniert hat, war es einerseits nicht moglich, eine eventuelle
Prozessierung der Hefecaspase Ycalp durch Yakip zu untersuchen.
Anderseits konnte auch die Auswirkung einer Uberexpression von Yak1p auf
Wildtyphefezellen und AYCA1-Hefen nicht untersucht werden.
Zusammenfassend deuten alle Ergebnisse darauf hin, dass Yak1p in der
durch Ycalp kontrollierten Apoptosemaschinerie eine wichtige Rolle spielt,
wie man es bei einem Interaktor der Caspase aus dem Bereich der Kinasen

auch erwarten kann.

78



Ergebnisse und Diskussion

3.2. Das Zellzyklusprotein Cdc48p und Apoptose

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse in bezug auf die Punktmutation im
Cdc48p dargestellt.

3.2.1. Uberblick zu Cdc48p

Das Gen CDC48 ist auf Chromosom 1V lokalisiert und codiert ein essentielles
Zellzyklusprotein mit 835 Aminosauren und einem Molekulargewicht von 92
kDa. Eine Disruption von CDC48 wirkt sich letal aus (Frohlich et al., 1991;
Fréhlich 1993). Das CDC48-Gen aus Saccharomyces cerevisiae wurde
erstmals durch eine kaltesensitive Mutante (restriktive Bedingung ist eine
Temperaturerniedrigung auf 14°C) von Donald Moir definiert (Moir et al.,
1982). Unter restriktiven Bedingungen arretieren die Zellen mit gro3er Knospe
und besitzen einen langgestreckten Hals zwischen Mutter- und Tochterzelle.
Mit Hilfe von immunhistochemischen Untersuchungen mit Anti-Tubulin-
Antikorpern konnte gezeigt werden, dass diese Zellen einen desorganisierten
Spindelapparat haben, dessen Mikrotubuli von einem ungeteilten
Spindelpolkérper ausgehen (monopolare Spindel) und frei im Cytosol enden
(Frohlich et al., 1991).

Cdc48p liegt als ringféormiges Hexamer vor und weist zwei hochkonservierte
Kopien der AAA-Box auf, wobei eine Sequenzidentitat von 50 % zwischen
beiden Kopien besteht. Die AAA-Superfamilie (ATPase associated with
diverse cellular activities) ist eine Proteinfamilie, die sich durch den
gemeinsamen Besitz von einer oder zwei 230-250 Aminosauren umfassenden
Konsensussequenzen (AAA-Box) auszeichnet, welche eine ATP-
Bindungsstelle enthalt (Confalonieri et al., 1995, Ubersichtsartikel; Beyer,
1997, Ubersichtsartikel). Seine ATPase-Aktivitat ist durch N- Ethylmaleimid
hemmbar (Frohlich et al., 1995).

Studien zur subzellularen Lokalisation zeigten, dass Cdc48p sowohl mit der
Kernhulle als auch mit der ER-Membran assoziiert ist. Die Regulation des
Kernimports erfolgt Uber die zellzyklusabhangige Phosphorylierung eines
carboxyterminalen Tyrosinrestes, wodurch die N-terminale

Kernlokalisationssequenz demaskiert wird (Madeo et al., 1998).
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3.2.1.1.Die Beteiligung von Cdc48p an Membranfusionsprozessen

Aufgrund von Sequenzhomologien (u.a. zu den Hefeproteinen Sec18p und
Pas1p) wurde eine Mitwirkung von Cdc48p an Peroxisomenbildung, Sekretion
und Genexpression postuliert (Frohlich et al., 1991). Bis jetzt konnte die
Beteiligung von Cdc48p an Membranfusionsprozessen des ER (Latterich et
al., 1995) am ER-assoziierten proteasomalen Proteinabbau (Braun et al.,
2002) am Zellzyklus (Moir et al., 1982) und an der Apoptose (Madeo et al.,
1997) nachgewiesen werden. Latterich et al. konnten mit Hilfe eines in-vitro
Systems zeigen, dass Cdc48p eine essentielle Rolle bei der homotypischen
ER-Membranfusion spielt, die unabhangig von Sec18p (NSF) und Sec17p (a-
Snap) erfolgt (Latterich et al., 1995). Die Fusion von ER-Membranen ist unter
anderem ein essentieller Vorgang fur das normale Fortschreiten des
Zellzyklus: wahrend der Mitose bleiben zwar zunachst Kern- und ER-
Membran intakt, doch fur die Zell- und Kernteilung zur Bildung der
Tochterzellen und —kerne sind Membranfusionsprozesse notig. Abgesehen
davon spricht flr die Beteiligung von Cdc48p an Membranfusionsprozessen
die elektronenmikroskopische Aufnahmen der Cdc48p®°®°C-Mutante: sie weist

ein stark verlangertes ER auf (Madeo et al., 1997).

3.2.1.2.Die potentielle C2-Domane des Cdc48p:

Die C2-Domane ist ein weit verbreitetes Ca?*-abhangiges Bindungsmotiv, das
haufig eine Bindung zwischen Protein und Phospholipid vermittelt. Calcium
als ubiquitarer Second Messenger spielt auch hierbei eine wichtige Rolle. Die
meisten Proteine, die eine C2-Domane enthalten, sind an der
Signaltransduktion oder der Membranfusion beteiligt. Zur ersten Kategorie
zahlen Proteinkinasen (z.B. die Familie der PKC), Proteine, die an der Bildung
von Phospholipid-Second-Messenger (z.B. PLC), an der Aktivierung von
GTPasen (wie z.B. Ras) und an der Ubiquitinligation (z.B. Nedd4) beteiligt
sind. Zur zweiten Kategorie zahlen Proteine wie die Synaptotagmine,
Rabphilin-3 und Munc (Rizo et al., 1998 Ubersichtsartikel).

In den Diplomarbeiten von Christoph Jischke (Jischke, 2000) und mir
(Proksch, 2001) wurde die These verstarkt, dass Cdc48p eine C2-Domane
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besitzt und Ca*'- vermittelt an Membranen bindet. Besonders die von Kai-
Uwe Frohlich und mir weiterentwickelte Konsensussequenz fur C2-Doméanen
mit Hilfe eines multiplen Alignments zeigt, dass Cdc48p ein Kandidat fur eine
Ca?*-bindende C2-Doméne ist. Durch Vergleiche der beiden AAA-Boxen des
Cdc48p zeigte sich, dass die potentielle C2-Domane in der zweiten AAA-Box
liegt (Proksch, 2001).

Wahrend meiner Diplomarbeit habe ich versucht anhand gezielter Mutationen
einzelner Aminosauren, die funktionellen Eigenschaften der potentiellen C2-
Domane und somit des Cdc48ps zu verandern. Durch das Sequenzalignment
zeigte sich, dass alle C2-Domane-enthaltenden Proteine aufler Cdc48p an
der entsprechenden Stelle einen Prolinrest besitzen. Diese Aminosaure stellt
mit Sicherheit keinen Calciumkoordinierenden Rest dar, sondern ist fur die
Struktur zu Beginn des dritten R-Faltblattes (Sutton et al., 1995) wichtig. Da
auch die von Christoph Juschke aufgestellte (Juschke, 2000) und von mir
modifizierte Konsensussequenz an dieser Stelle ein Prolin verlangt, wurde

diese Mutation durchgefuhrt.

3.2.2.  Uberlebensplattierungen

Um einen ersten Einblick in das eventuell veranderte Verhalten der
Cdc48™°P_Mutante zu erlangen, wurden Uberlebensplattierungen von Zellen
in der logarithmischen Wachstumsphase durchgefuhrt. Hierzu wurden mit
stationaren Ubernachtkulturen Kulturen auf eine ODgy von 0,1 beimpft und
bis eine ODgopo von 0,3 kultiviert. Dann wurde Wasserstoffperoxid in der
Konzentrationen von 0,4 mM als Apoptosestimulus zugesetzt. Die Kulturen
wurden dann fur weitere 2 h inkubiert. Im Anschluss wurden
Uberlebensplattierungen  durchgefiihrt.  Bei  allen  Versuchen zu
Charakterisierung der Cdc487%"-Mutante wurden jeweils 1000 Zellen
ausplattiert. Zur Kontrolle diente KFY 417, eine Wildtypstamm, dessen
endogenes CDC48-Gen ebenfalls disrumpiert ist und der auf einem YEp52-
Plasmid das native CDC48-Gen enthalt.
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Abb. 9: Uberlebensplattierung der logarithmisch wachsenden Kontrolle und der Cdc48p
Mutante mit 0,4 mM Wasserstoffperoxid fir 2 h

Die Mutation in dem CDC48-Gen bewirkte, dass selbst ohne
Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus nur etwa 75 % der Zellen in der
Lage waren Kolonien zu bilden. Durch Zugabe von Wasserstoffperoxid konnte
die Uberlebensrate sogar auf unter 25 % gesenkt werden im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Allerdings konnte auch bei der Kontrolle durch Gabe
von Wasserstoffperoxid eine verminderte Uberlebensfahigkeit festgestellt
werden: es Uberlebten nur noch ungefahr 75 %, was der Uberlebensrate der
unbehandelten Mutante entspricht. Die Mutation des CDC48-Gens fuhrt also
zu einer verschlechterten Vitalitdt und zusatzlich zu einer verstarkten
Sensibilitat gegenluber Wasserstoffperoxid.

Ahnliche Beobachtungen konnten auch bei den Uberlebensplattierungen
stationarer Kulturen gemacht werden. Hierzu wurden mit stationaren
Ubernachtkulturen Kulturen auf eine ODgg von 0,1 beimpft und sie nach 24 h
Wachstum mit 1 mM Wasserstoffperoxid fur 3 h inkubiert. Im Anschluss

wurden Uberlebensplattierungen durchgefiihrt.
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Abb. 10: Uberlebensplattierung der stationaren Kontrolle und der Cdc48p -Mutante mit 1

mM Wasserstoffperoxid fir 3 h

Stationdre  Cdc487®°"_Mutanten  zeigten eine noch  schlechtere
Uberlebensfahigkeit im Vergleich zum Wildtyp als logarithmisch wachsende
Kulturen: nur etwa 50 % der ausplattierten Zellen Uberlebten. Durch Gabe von
Wasserstoffperoxid konnte die Uberlebensrate sogar auf etwa 30 % reduziert
werden. Auf die Vitalitdt der Kontrolle hatte hingegen die Gabe von
Wasserstoffperoxid nur einen geringen Einfluss, die Uberlebensrate sank auf
ungefahr 85 %.

3.2.3. TUNEL- und DAPI-Farbungen zum Nachweis apoptotischer
Marker

Um herauszufinden, ob der durch die Mutation hervorgerufene Zelltod
apoptotischer Natur ist, wurden TUNEL-Farbungen zum Nachweis der DNA-
Fragmentierung und DAPI-Farbungen zum Nachweis der
Chromatinkondensation durchgefuhrt. Hierzu wurden stationaren Kulturen

analog zur Uberlebensplattierung behandelt.
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g %

Abb.11: TUNEL-Farbung der stationdren Kontrolle (A) und der Cdc48p~*F-Mutante (B) mit 1
mM Wasserstoffperoxid fuir 3 h

- )

Abb.12: DAPI-Farbung der stationaren Kontrolle (A) und der Cdc48p~®®*"-Mutante (B) mit 1
mM Wasserstoffperoxid fir 3 h

Cdc48R°P_Mutanten zeigten in der TUNEL-Farbung massiv positive, schwarz
gefarbte Kerne nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid. Des weiteren konnte
Chromatinkondensation in der DAPI-Farbung nachgewiesen werden. Die
Kontrolle verhielt sich bei den Tests unauffallig. Dies deutet darauf hin, dass

der durch die Mutation hervorgerufene Zelltod apoptotischer Natur ist.

3.24. in-vivo Caspaseaktivitatsmessung

Abgesehen davon wurde auch in-vivo die Caspaseaktivitdt der Cdc48~%%%"-
Mutante bestimmt. Es wurden sowohl Messungen von Zellen in der

logarithmischen als auch in der stationaren Wachstumsphase durchgefthrt.

3.2.4.1.in-vivo Messung der Caspaseaktivitat von logarithmisch wachsenden

Zellen

Hierzu wurden die Kulturen analog zu den Uberlebensplattierungen
logarithmisch wachsender Zellen behandelt. Die Kulturen wurden fir 2 h mit

Wasserstoffperoxid inkubiert.
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Abb. 13: Caspaseaktivitat der logarithmischen Kontrolle (A bzw. B wenn mit 0,4 mM
Wasserstoffperoxid fir 2 h und der Cdc48p~°**"-Mutante (C bzw.D wenn mit 0,4 mM

Wasserstoffperoxid fiir 2 h)

Schon die unbehandelte Cdc487°°P-Mutante zeigte eine um das fiinffache
gesteigerte Caspaseaktivitat im Vergleich zur Kontrolle. Interessanterweise
konnte durch Gabe von Wasserstoffperoxid die Caspaseaktivitdt nur noch
leicht auf etwa 55 % gesteigert werden, wahrend es in der Kontrolle fast zu

einer Verdoppelung der Caspaseaktivitat durch Gabe von Wasserstoffperoxid

kam.

3.2.4.2.in-vivo Messung der Caspaseaktivitat von stationar wachsenden
Zellen
Derselbe Effekt konnte bei in-vivo Caspaseaktivitatsmessungen von Zellen in

der stationaren Wachstumsphase beobachtet werden.
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Abb. 14: Caspaseaktivitait der stationaren Kontrolle (A bzw. B wenn mit 1 mM
Wasserstoffperoxid fur 3 h und der Cdc48p~®®*-Mutante (C bzw.D wenn mit 1 mM

Wasserstoffperoxid fiir 3 h)

Die sich in der stationdren Wachstumsphase befindende Cdc487%%P-Mutante

zeigte eine fast doppelt so starke Caspaseaktivitat im Vergleich zur Kontrolle

85



Ergebnisse und Diskussion

(Kontrolle ca. 46 %; Cdc487°%°F_Mutante etwa 80 %). Hier allerdings kam es
durch die Gabe von Wasserstoffperoxid sowohl bei der Kontrolle als auch bei
der Cdc48R%F_Mutante nur noch zu einer leichten Erhdhung der
Caspaseaktivitat. In der Kontrolle konnte die Caspaseaktivitat auf etwas 55 %

gesteigert werden, in der Cdc487®%"-Mutante auf etwa 85 %.

3.2.5. Dihydrorhodamin 123-Farbung zum Nachweis reaktiver

Sauerstoffspezies

Die Ergebnisse aus den Uberlebensplattierungen und den FACS-Messungen
deuten daraufhin, dass die Cdc487%°"-Mutante keine &uReren Stimuli
bendtigt, um apoptotisch zu sterben. Aus diesem Grund wurden die Zellen auf
reaktive Sauerstoffspezies untersucht. Reaktive Sauerstoffspezies stellen in
Saccharomyces cerevisiae sowohl einen Schlusselreiz fur die Apoptose als
auch einen Marker dar (Madeo et al, 1999). Mit stationaren
Ubernachtkulturen wurden hierzu Kulturen auf eine ODggo von 0,1 beimpft und
sie nach 24 h Wachstum mit Dihydrorhodamin 123 fir 2 h inkubiert.

Abb.15: DHR 123-Farbung der stationaren Kontrolle (A bzw. C beim Lichtbild) und der
Cdc48p*°P-Mutante (B bzw. D beim Lichtbild)

Die Cdc487%%P_Mutante zeigte bei der Dihydrorhodamin 123-Farbung starke

Rhodamin-123 Farbung, was daraufhin deutet, dass es hier zu einer
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Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies kommt. Die Kontrollzellen

wiesen nur eine sehr geringfugige Rhodamin-123 Farbung auf.

3.2.6. Untersuchungen beziiglich des Einflusses von Calcium auf die

Uberlebensfihigkeit

Die Mutation der C2-Domane sollte zu veranderten Bindungseigenschaften
gegenuber Calcium fuhren.

Um dies zu prufen, wurde ein moglicher Einfluss von Calcium auf die
Uberlebensfahigkeit der Cdc487%"-Mutante sowohl in der logarithmischen
Wachstumsphase als auch in chronologisch gealterten Kulturen getestet. Des
weiteren sollte eine eventuelle gegenseitige Beeinflussung von Calcium und

Wasserstoffperoxid untersucht werden.

3.2.6.1.Uberlebensplattierungen in der logarithmischen Wachstumsphase

Hierzu wurden mit stationaren Ubernachtkulturen Kulturen auf eine ODgoo von
0,1 beimpft und kultiviert, bis sie eine ODggy von 0,3 besallen. Die Kulturen
wurden dann mit und ohne 1 mM CacCl; inkubiert. Um unspezifische Effekte
aufgrund zweiwertiger Kationen auszuschlieen, wurde den Kontrollkulturen 1
mM MgCl, zugesetzt. Nach einstundiger Inkubation wurde Wasserstoffperoxid
in der Konzentration von 0,4 mM zugesetzt. Die Kulturen wurden dann fur
weitere 2 h inkubiert. Im Anschluss wurden Uberlebensplattierungen
durchgefuhrt. Hierbei konnte weder ein Einfluss von CaCl, oder MgCl, auf die
Kulturen festgestellt werden, noch eine gegenseitige Beeinflussung von
Calcium und Wasserstoffperoxid. Nach diesem erfolglosen Versuch sollte der
Einfluss von Calcium auf die Uberlebensfahigkeit der Cdc487°°*F-Mutante

wahrend des chronologischen Alterns getestet werden.

3.2.6.2.Chronologisches Altern

Herker et al. konnten zeigen, dass chronologisch gealterte Hefezellen
apoptotisch sterben (Herker et al., 2004). Dabei sammeln sich reaktive

Sauerstoffspezies an, es kommt zur Caspaseaktivierung und weitere
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apoptotische Marker in chronologisch gealterten Hefekulturen kdnnen
nachgewiesen werden.

Um zu untersuchen, wie sich die Cdc487°*"-Mutante im chronologischen
Altern verhalt und ob hier ein Einfluss von Calcium-lonen zu beobachten ist,
wurden mit stationdren Ubernachtkulturen Kulturen auf eine ODgoo von 0,1
beimpft. Um den Einfluss von Ca**-lonen zu untersuchen, wurden die neu
beimpften Kulturen mit und ohne 1 mM CacCl; inkubiert. Auch hier wurde der
Kontrolle 1 mM MgCl, zugesetzt, um unspezifische Effekte aufgrund
zweiwertiger Kationen auszuschlieen, Die Kulturen wurden dann bis zu Tag
5 inkubiert. Nach 24 h (1. Tag), 72 h (3. Tag) und 120 h (5. Tag) wurde in
einer Uberlebensplattierungen getestet, wie gut die Hefen in der Lage sind,

Kolonien zu bilden.
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180 1 M Kontrolle + 1 mM Calciumchlorid T
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Abb. 16: Uberlebensplattierung der chronologisch gealterten Kontrolle und der Cdc48p~<°°%F-

Mutante mit 1 mM Calciumchlorid

Durch diesen Versuch konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Calcium
einen negativen Einfluss auf die Kontrolle, die einem Wildtyp entsprach, hat.
Im Vergleich zum unbehandelten Wildtyp Uberlebten nur 75 % der mit
Calcium behandelten Wildtypzellen. Diesen negativen Einfluss von Calcium-

lonen auf die Uberlebensfahigkeit von Wildtypzellen konnte auch Eisenberg
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nachweisen (Eisenberg, 2004). Er zeigte, dass sich die Uberlebensfahigkeit
von logarithmisch wachsenden Wildtyphefezellen durch die Zugabe von 10
mM CaCl, auf etwa 65 % verringert. Auch ihm diente die Inkubation mit MgCl,
als Kontrolle. MgCl,-Gabe hatte keinen Einfluss auf die Uberlebensfahigkeit.

Ganz anders verhalt sich die Cdc487°"-Mutante. Ihre Uberlebensrate
verbesserte sich durch die Calcium-Gabe im Vergleich zur unbehandelten
Cdc48™P_Mutante. Die Gabe von 1 mM Calcium verbesserte die
Uberlebensrate nach 5 Tagen auf 143 %. Die Gabe von MgCl, als Kationen-

Kontrolle hatte keinen Einfluss auf das Verhalten der Stamme.

3.2.7. Diskussion

3.2.7.1.Apoptotisches Verhalten der Cdc487°*"-Mutante

Die erstmalige Beobachtung apoptotischer Marker in Saccharomyces
cerevisiae wurden an einer Mutante des Cdc48p (KFY437 Cdc48pS°6°°)
durchgefuhrt (Madeo et al., 1997). Cdc48p besitzt also in Hefe eine
antiapoptotische Wirkung, die durch Mutationen des CDC48-Gens
aufgehoben werden kann (Madeo et al., 1997).

In meiner Doktorarbeit konnte ich zeigen, dass eine R609P-Mutation in der
zweiten der beiden AAA-Boxen des Cdc48p einen vollstandigen
apoptotischen Phanotyp induziert, sogar ohne zusatzliche auf3ere Stimuli.

Die Cdc487%F_Mutante zeigt massive DNA-Fragmentierung in der TUNEL-
Farbung und Chromatinkondensation in der DAPI-Farbung. Beides sind
wichtige Marker der Hefeapoptose (Madeo et al., 1997). Zusatzlich konnte
Deponte mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen das
apoptotische Sterben der Cdc48™°*°"_-Mutante festigen, da die Mutante starke
morphologische Veranderungen der Zelle wie z.B. Zellschrumpfung und eine
Art des ,Membrane Blebbings” (Deponte, 2002) zeigt. Diese morphologischen
Veranderungen sind typische Charakteristika eines apoptotischen Phanotyps
(Kerr et al., 1972)

Aufgrund der Tatsache, dass reaktive Sauerstoffspezies essentiell und
ausreichend zur Induktion der Apoptose sind (Madeo et al., 1999), wurden

Zellen der Cdc487%°F_Mutante auf die Produktion von reaktiven

89



Ergebnisse und Diskussion

Sauerstoffspezies mittels Dihydrorhodamin 123-Farbung getestet. Die
meisten der stationaren Zellen waren Rhodamin positiv, was die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies anzeigte. In der Kontrolle konnte dagegen keine
Fluoreszenz beobachtet werden.

Die wichtige Rolle der reaktiven Sauerstoffspezies in der Regulation
apoptotischer Vorgange bietet einen Erklarungsansatz fur die Entstehung und
Funktion der Apoptose: reaktive Sauerstoffspezies entstehen in der
Atmungskette, durch UV-Strahlen oder durch zahlreiche chemische und
enzymatische Reaktionen in der Zelle. Die durch reaktive Sauerstoffspezies
hervorgerufenen Zellschadigungen (Modifizierung von Proteinen, Lipiden und

Nukleinsauren) sind daher ein haufiges Ereignis.

3.2.7.2.Caspaseaktivitat

Kirzlich konnten Madeo et al. nachweisen, dass durch Sauerstoffstress
induzierte Apoptose in Hefezellen Uber die Aktivierung der Hefecaspase
Ycalp verlauft (Madeo et al., 2002).

Ich konnte zeigen, dass die exponentiell wachsende, unbehandelte
Cdc48™P_Mutante eine funffach hohere Caspaseaktivitit als die
unbehandelte  Kontrolle  aufweist. Interessanterweise  konnte die
Caspaseaktivitat durch Zugabe von Wasserstoffperoxid als Sauerstoffstress
nur noch leicht erhoht werden. Auch die sich in der stationaren
Wachstumsphase befindliche Cdc48R¢%P-Mutante wies eine fast doppelt so
starke Caspaseaktivitat im Vergleich zur Kontrolle auf.

Diese Ergebnisse deuten stark daraufhin, dass der apoptotische Zelltod der
Cdc48R%P_Mutante ebenfalls Uber eine Aktivierung der Hefecaspase Ycalp
verlauft.

Zusammenfassend ist zu beobachten, dass durch die neue Mutation im
CDC48-Gen typische apoptotische Marker wie DNA-Fragmentierung und
Caspaseaktivitat auftreten. Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass das
Absterben der Cdc487°%°P-Mutante apoptotischer Natur ist.

Interessanter Weise zeigte die Cdc487°F_-Mutante sogar ohne

Wasserstoffperoxidexposition alle typischen Kennzeichen der Apoptose.
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Cdc48p und seine antiapoptotischen Eigenschaften scheinen also zur

Aufrechterhaltung einer vitalen Hefezelle notig zu sein.

3.2.7.3.Einfluss von Calcium auf die Cdc48~%°P-Mutante

Hojas konnte in ihrer Diplomarbeit zeigen, dass das mutierte Protein vom ER
zu den Mitochondrien transloziert (Hojas, 2003). Normalerweise ist Cdc48p an
der Integritat der ER- und Kernmembranen beteiligt. Durch die Delokalisation
des Cdc48-Proteins konnte die Integritat der ER-Membran verloren gehen
und es so zu einem Ausstrom von Calcium aus dem ER kommen.

Der Second Messenger Ca?* reguliert die Struktur und Funktion vieler
Proteine und ist beispielsweise an Fusion, Sekretion, Signaltransduktion und
Membranpermeabilitat beteiligt (Berridge et al., 1995, Ubersichtsartikel).
Haufig gehen Apoptoseszenarien mit einem Anstieg der cytosolischen Ca?*-
Konzentration einher (Scorrano et al., 2003 Orrenius et al., 2003). Jedoch ist
nicht allein der Anstieg der Calcium-Konzentration fir die Vermittlung
apoptotischer Signale verantwortlich, sondern vielmehr die Umverteilung der
Calciums zwischen Cytosol, ER und Miotochondrien (Orrenius et al., 2003;
Carafoli, 2002, Ubersichtsartikel).

Allerdings kdnnte man auch einfach annehmen, dass Cdc48p aufgrund der
Delokalisation nicht mehr in der Lage ist, Fusionsprozesse am ER
mitzugestalten. Dies wurde dann zu einem defekten ER fuhren, dass
wiederum zu einem gestorten sekretorischen Pathway und damit zum
apoptotischen Phanotyp fihren wirde.

Abgesehen davon ist auch das Verhalten der Wildtyphefezellen und der
Cdc487%°F_Mutante wahrend des chronologischen Alterns sehr interessant.
Herker et al. konnten zeigen, dass chronologisches Altern und Apoptose in
Hefe miteinander verknlpft sind: chronologische gealterte Hefezellen sterben
apoptotisch (Herker et al., 2004). Es ist auch bekannt, dass die
Calciumfreisetzung wahrend des zellularen Alterns in gealterten Fibroblasten
vermindert ist (Huang et al., 1998).

Ich konnte nun zeigen, dass die Gabe von CaCl, zu einem verbesserten
Uberleben der Cdc487%°"-Mutante kommt fiihrt. Die Griinde hierfir sind

unbekannt. Eine Moglichkeit ware, dass eventuell die Mutation zu einer
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verbesserten Calciumbindung filhrt, wodurch Cdc48p~®*F an der ER-
Membran lokalisiert bleibt und so der durch Altern induzierter Zelltod
verhindert werden kann. Die Calciumgabe beeinflusst allerdings die
Uberlebensfahigkeit der Cdc487°°*"-Mutante wahrend der logarithmischen

Phase nicht.
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3.3. Charakterisierung neuer Apoptose-Induktoren des
menschlichen Genoms

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse aus der Forschungskooperation mit
der Firma Xantos Biomedicine dargestellt.

Ein Teil meiner Promotion bestand aus einem Forschungsprojekt, das
gemeinsam mit der Firma Xantos Biomedicine durchgefuhrt wurde. In diesem
Projekt sollen Gene identifiziert werden, die in Krebszellen Apoptose ausldsen
konnen. Die Ergebnisse sollen in Strategien zur Produktentwicklung neuer
Krebsmedikamente einfliel3en.

Die Firma Xantos Biomedicine hat ein Verfahren entwickelt, um im Bereich
der Onkologie therapeutisch und diagnostisch relevante Gene, speziell bei der
Induktion von Zelltod in Tumorzellen, zu identifizieren. Durch eine funktionelle
Charakterisierung humaner cDNAs in zelluldaren Hochdurchsatzsystemen
konnen Gene identifiziert werden, welche einer vorher definierten
biologischen Funktion und damit auch einer diagnostischen/therapeutischen
Anwendung zugeordnet werden konnen. Die funktionell charakterisierten
Gene werden bei Xantos Biomedicine zunachst in nachgeschalteten
Systemen  beispielsweise  ausgewahlte  Zellsysteme oder mittels
bioinformatischer Methoden auf ihre Eignung fur eine Produktentwicklung
untersucht.  AnschlieRend  werden ihre Funktionen und ihre
Signaltransduktionswege bei der Induktion des Zelltodes erforscht. Dies
geschieht zum einen durch die Firma Xantos Biomedicine zum anderen aber
auch durch unser Labor in dem Modellorganismus Saccharomyces
cerevisiae. Dies ist moglich, da Saccharomyces cerevisiae einen basalen
Apoptoseapparat besitzt, der auch von menschlichen Apoptosegenen aktiviert
werden kann (Manon et al., 1997).

In einem gemeinsamen Laborprojekt mit Silvia Engelhardt, Eva Herker,
Corinna Maldener, Silke Wissing und mir wurden 67 menschliche Gene
untersucht, die von Xantos Biomedicine als interessant eingestuft worden
waren, da sie in Saugerzellen in der Lage waren Apoptose zu induzieren. Die
Firma Xantos Biomedicine machte dies an typischen apoptotischen Markern

wie z.B. DNA-Leiterbildung, Phosphatidylexternalisation usw. fest.
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Um sie in unserem Labor weiter zu charakterisieren wurden sie in den
Hefelberexpressionsvektor pYES2 kloniert. FUr diese Arbeiten waren Silvia
Engelhardt und Eva Herker zustandig. Danach wurden die in unserem Labor
ublichen Apoptosetests von mir durchgefuhrt. Erwiesen sich die Gene als
apoptoseauslosend, wurden mit geeigneten Kandidaten Yeast-Two-Hybrid-

Assays durchgefuhrt.

3.3.1. Uberblick

Als erstes wurden fur die Hefestamme, die die menschlichen Gene in dem
HefelUberexpressionsvektor pYES2  enthielten, ideale Bedingungen
(Zeitfenster, Apoptosestimulsuskonzentration, usw.) fur die in unserem Labor
etablierten Apoptosetests ermittelt.

Hierzu wurden mit stationaren Ubernachtkulturen Kulturen auf eine ODgoo von
0,1 beimpft und kultiviert, bis sie eine ODgyp von 0,3-0,6 besalien. Dann
wurde durch einen Medienshift die Expression der menschlichen Gene
induziert und Wasserstoffperoxid in den Konzentrationen 0 mM; 0,4 mM; 0,8
mM als Apoptosestimulus zugesetzt. Die Kulturen wurden dann fur 18 h, 24 h,
48 h, 72 h und 96 h hinkubiert. Im Anschluss wurden Uberlebensplattierungen
durchgefuhrt.

Bei der Wasserstoffperoxidkonzentration ab 0,8 mM war auch ein Sterben des
zur Kontrolle verwendeten Leerplasmids festzustellen, die Konzentration war
also zu hoch gewahlt. Nach 48 h Inkubation war Uberhaupt kein Effekt mehr
festzustellen. Es ist anzunehmen, dass sich die Kulturen von dem Stress
regeneriert hatten. 24 h nach dem Medienshift zeigten sich die
vielversprechendsten Werte. Daher wurden alle weiteren Versuche mit einer
Inkubation von 24 h und 0,4 mM Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus
durchgefuhrt.

3.3.1.1.Uberlebensplattierungen

Um einen ersten Hinweis auf die apoptoseinduzierenden Eigenschaften der
67 Gene zu erhalten, wurden mit den Uberexpressionskonstrukten

Uberlebensplattierungen durchgefiihrt.
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Hierzu wurden mit stationaren Ubernachtkulturen Kulturen auf eine ODgoo von
0,1 beimpft und bis eine ODgoo von 0,3 kultiviert. Dann wurde ein Medienshift
durchgefuhrt und Wasserstoffperoxid in der Konzentrationen von 0,4 mM als
Apoptosestimulus zugesetzt. Die Kulturen wurden dann flr weitere 24 h
inkubiert. Im Anschluss wurden Uberlebensplattierungen durchgefiihrt.

Aus patentrechtlichen Grunden, werden die Gene X1 bis X72 genannt und

nur zwei Gene naher charakterisiert.
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Abb. 17: Uberlebensplattierung der Stamme X1 bis X5, X7 und Kontrolle
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Abb. 18: Uberlebensplattierung der Stdmme X8 bis X13 und Kontrolle
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Abb. 19: Uberlebensplattierung der Stamme X15 bis X21 und Kontrolle
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Abb. 20: Uberlebensplattierung der Stamme X22bis X27 und Kontrolle
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Abb. 21: Uberlebensplattierung der Stamme X28, X29, X30, X32, X34, X35 und Kontrolle
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Abb. 22: Uberlebensplattierung der Stamme X36 bis 41 und Kontrolle
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Abb. 23: Uberlebensplattierung der Stamme X42 bis 47 und Kontrolle
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Abb. 24: Uberlebensplattierung der Stamme X48 bis 53 und Kontrolle
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Abb. 25: Uberlebensplattierung der Stamme X54 bis 59 und Kontrolle
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Abb. 26: Uberlebensplattierung der Stamme X60 bis 65 und Kontrolle
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Abb. 27: Uberlebensplattierung der Stamme X66 bis 72 und Kontrolle
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In den Apoptosetests der 68 Konstrukte fielen 19 menschliche Gene auf, die
die Uberlebensfahigkeit der Hefezellen stark reduzierten und apoptotische
Marker zeigten (X1, X2, X3, X4, X5, X8, X9, X10, X11, X23, X39, X43, X62,
X63, X65, X67, X68, X70, X72)

Bei dem Stamm X23 fallt auf, dass unabhangig von Wasserstoffperoxid die
Uberlebensrate reduziert ist.

In naher Zukunft sollen diese Gene noch naher charakterisiert werden: Bei
menschlichen Genen mit kompletten oder partiellen Homologen in Hefe sollen
weiterflihrende Experimente durchgefihrt werden: Disruptanten werden auf

Ausfallphanotyp und auf Komplementation mit dem Homologen untersucht.

3.3.1.2.Das ribosomale Protein L8

Ribosomen sind aus einer kleinen (40 S) und einer grof3en (60 S) Untereinheit
aufgebaut. Diese Untereinheiten werden durch 4 RNA-Spezies und etwa 80
Proteinen aufgebaut. Das ribosomale Protein L8 ist eine Komponente der 60
S-Untereinheit und gehort zur L2P-Familie der ribosomalen Proteine. Es ist im
im Cytoplasma lokalisiert und fur die strukturelle Integritdt der Ribosomen
mitverantwortlich (Hanes et al., 1993). In der Ratte ist dieses Gen an die 5,8 S
rRNA assoziiert und wahrscheinlich an der Bindung der aminoacyl-tRNA
(Chan et al., 1992), also an der Proteinbiosynthese beteiligt. Bis jetzt gibt es
noch keine Hinweise darauf, dass es in apoptotischen Vorgangen eine Rolle

spielt.

3.3.1.3.Basigin (auch Tumor cell-derived collagenase stimulatory factor)

Das Gen codiert fur Basigin, welches zu der Immunoglobulin Superfamilie
gehort. Es ist ein stark glycosiliertes Transmembranprotein und spielt in vielen
zelluldren Prozessen wie beispielsweise Spermatogenese, neuronaler
Netzwerkbildung und Tumorprogression eine zentrale Rolle.

Des weiteren ist es an dem Zelloberflachentargeting der Monocarboxylat-
Transporter an die Plasmamembran beteiligt. Auch ist Basigin in
inflammatorische Prozesse involviert und als Rezeptor fur Cyclophilin A

vorgeschlagen (Muramatsu et al., 2003, Ubersichtsartikel). Das ist sehr
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interessant, da Cyclophilin A nicht nur bei der Apoptose von Saugern
sondern, wie wir zeigen konnten, auch bei der Apoptose von Hefen beteiligt
ist, indem es mit Aifp (apoptosis-inducing factor) interagiert (Cande et al.,
2004, Wissing et al., 2004). Weiterhin spielt Basigin hdchstwahrscheinlich
auch eine Rolle in der HIV-Infektion und triggert in Tumorzellen die Produktion
oder auch die Freisetzung der in der Matrix lokalisierten Metalloproteinase in
die umgebenden mesenchymalen Zellen und Tumorzellen. Damit wirkt

Basigin auch an der Tumorinvasion mit (Muramatsu et al., 2003).

3.3.2. Uberlebensplattierungen

Die Uberlebensplattierungen wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt.

0O Uberexpressionsstamm

500 - [ | Uberexpressionsstamm mit 0,4 mM
Wasserstoffperoxid
400 +
T

3
Q 300
2
o
© 200
(&)

100 -

0
UexProteinL8 UexProteinBasigin Kontrolle

Abb. 28: Uberlebensplattierung des Stammes mit dem liberexprimierten ribosomalen Protein
L8 und des Stammes mit dem berexprimierten Protein Basigin

In den Uberlebensplattierungen des Stammes mit dem (berexprimierten
ribosomalen Protein L8 sank die CFU von etwa 380 durch Belastung mit 0,4
mM Wasserstoffperoxid auf ca. 210. In den Uberlebensplattierungen des
Stammes mit dem Uberexprimierten Protein Basigin sank die Uberlebensrate
von 370 Hefezellen nach Gabe von 0,4 mM Wasserstoffperoxid auf 110.

Selbst ohne Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus Uberlebten beide
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Stamme schlechter als die Kontrolle. Die Kontrolle zeigte eine Uberlebensrate
von 450 Zellen ohne Wasserstoffperoxidbelastung, nach der Belastung mit

Wasserstoffperoxid waren noch 420 Zellen in der Lage Kolonien zu bilden.

3.3.3. TUNEL- und DAPI-Farbung

Neben den Uberlebensplattierungen der einzelnen Hefestammen wurden die
Kulturen mit Hilfe des TUNEL-Tests auf DNA-Fragmentierung und mittels
DAPI-Farbung auf Chromatinkondensation untersucht.

Die Stdmme wurden hierzu nach dem selben Protokoll wie zur

Uberlebensplattierung behandelt.

Abb. 29: TUNEL- und DAPI-Farbung des Stammes mit dem (berexprimierten Protein Basigin
(A und C) und des Stammes mit dem Uberexprimierten ribosomalen Protein L8 (B und D)

Dabei ergab sich ein Bild, das gut zu den Ergebnissen der
Uberlebensplattierungen passte.

Sowohl der Stamm mit dem Uberexprimierten ribosomalen Protein L8 als auch
der Stamm mit dem Uberexprimierten Protein Basigin zeigten nach der Gabe
von Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus in der TUNEL-Farbung positive,
schwarz gefarbte Kerne, die DNA-Fragmentierung anzeigen. In der DAPI-
Farbung zeigte sich Chromatinkondensation. Die Kontrolle verhielt sich bei

beiden Farbungen auf apoptotische Marker unauffallig.
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3.3.4. in-vivo Caspaseaktivitatsmessung

Zusatzlich wurde die Caspaseaktivitat in-vivo bestimmt. Hierfir wurden
Hefezellen mit einem Derivat eines Caspase-Inhibitors (FITC-VAD-fmk)
inkubiert.

Es ergaben sich folgende Werte:

Kultur ohne H;0, Caspase- Kultur mit H,0 Caspase-
aktivitat [%] aktivitat [%]
BYA+UexProteinL8 7 BYA+UexProteinL8 10
BYA+UexProteinBasigin 6 BYA+UexProtein 23
Basigin
Kontrolle 6 Kontrolle 6

Der Stamm mit dem Uberexprimierten Protein Basigin verhielt sich in der in-
vivo Messung der Caspaseaktivitat mit FITC-VAD-fmk analog zu den schon
durchgefuhrten Tests: er wies mit Wasserstoffperoxid induzierbare
Caspaseaktivitat auf: Die Caspaseaktivitat erhohte sich durch die Gabe von
Wasserstoffperoxid von 6 % auf 23 %. Allerdings war beim Stamm mit dem
uberexprimierten ribosomalen Protein L8 nur eine Erhdhung von 7 % auf 10

% zu beobachten. Die Kontrolle verhielt sich unauffallig.

3.3.5. Diskussion

Die apoptotische Wirkung des Uberexprimierten ribosomalen Proteins L8
konnte vielleicht auf fehlende oder falsche ribosomale Integritat
zuriickzufiihren zu sein. Durch die Uberexpression konnte es beispielsweise
zu fehlerhaft zusammengesetzten Ribososmen kommen. Dadurch kdnnten

Stoérungen in der Translation der mRNA entstehen, die zu defekten Proteinen
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des Cytosols aber auch des Endoplasmatischen Retikulums fihren kénnten.
So kénnte Apoptose induziert werden.

Die apoptotische Wirkung des uberexprimierten Proteins Basigin kdnnte durch
seine Rolle, die das Protein bei HIV-Infektionen oder der Tumorinvasion
spielt, begrindet sein. Vielleicht fuhrt es auch in Hefezellen zu Freisetzung
der Metalloproteinasen, die dann ihrer proteinabbauenden Wirkung
nachkommen.

Trotz dieser Spekulationen sind die Ursachen der apoptotischen Wirkung der
beiden Gene in Saccharomyces cerevisiae unbekannt. Vielleicht kdnnen sie
mit Hilfe von zukunftigen Experimenten geklart werden.

Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass Hefe als Modellsystem fur die
Saugerapoptose sehr gut geeignet ist, da ein betrachtlicher Anteil
menschlicher Apoptoseinduktoren auch in der Lage ist Apoptose in Hefezellen
auszulosen. Somit sind sehr einfache Moglichkeiten zur Charakterisierung
menschlicher Apoptoseinduktoren als auch zur Suche nach Wirkstoffen

gegeben.
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4. Zusammenfassung

Bei der Backehefe Saccharomyces cerevisiae handelt es sich um einen
einzelligen eukaryontischen Organismus, der befahigt zur Apoptose ist,
obwohl bei ihm lange Zeit keine Homologen der Exekutoren der
Saugerapoptose gefunden werden konnten.

Durch Internetrecherchen konnte gezeigt werden, dass die Caspase Ycailp
zwei Interaktionspartner im Bereich der Membranfusionsprozesse besitzt:
Kre11p und Sro77p. Des weiteren fuhrten Breitenbach und Kollegen eine
Chipanalyse der apoptotischen Mutante Cdc48p5°®*® durch. Hierbei fiel das
hochregulierte Gen VAM7 auf, das auch an Membranfusionsprozessen
beteiligt ist. Es wurde daher untersucht, ob es einen Zusammenhang
zwischen Fusionsprozessen und Apoptose auch in Saccharomyces cerevisiae
gibt.

Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus kann in den Disruptions-Stammen
dieser Gene keine Apoptose auslosen. Auch bendtigt die Hefecaspase
Kre11p und Sro77p um einen apoptotischen Phanotyp zu induzieren. Das
Disrumpieren des VAM7-Gens fuhrt allgemein zu einer gesteigerten
Sensitivitat gegenlber Wasserstoffperoxid unabhangig von der Caspase.
Durch die Gabe des Fusionshemmers Brefeldin A kann das Auslésen der
Apoptose durch den Apoptosestimulus Wasserstoffperoxid etwas unterdrickt
werden. Die gewonnenen Ergebnisse sprechen daflr, dass es auch in Hefe
einen Zusammenhang zwischen Apoptose und Membranfusionsprozessen
gibt.

Ferner wurde die Relevanz des Gens SRO77 bezuglich der Salzstress
induzierten Apoptose untersucht. Sind die Gene der SRO-Familie
disrumptiert, werden diese Hefen sensitiver gegen Salzstress induzierte
Apoptose. Hier gibt es in Bezug auf die Caspaseabhangigkeit Unterschiede in
der SRO-Familie: Im Falle des SRO7-Disruptionsstammes ist die Apoptose
caspaseabhangig, bei ASRO77 hingegen nicht.

Neben den Interaktionspartnern aus dem Bereich der
Membranfusionsprozesse wurde noch der Interaktor Yak1p (eine Serin-

Threonin Proteinkinase) untersucht. Die hierbei erzielten Ergebnisse deuten
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darauf hin, dass Yak1p fiur die Hefecaspase Ycalp in der durch
Wassertsoffperoxid induzierbaren Apoptose essentiell ist.

Neben diesen Genen wurde die Cdc48pR®°°P-Mutante naher charakterisiert.
Diese Mutante aufweist bereits ohne externe Stimuli alle Marker der Apoptose
auf. Abgesehen davon fuhrt die durch die Mutation veranderte
Calciumbindungsdomane zu unterschiedlichem Verhalten wahrend des
chronologischen Alterns bei gleichzeitiger Calciumgabe: Die Gabe von
Calciumchlorid steigert die Uberlebensfahigkeit der Cdc48p~°®*P-Mutante im
Vergleich zum Wildtyp.

Weiterhin konnte ich in einer Industriekooperation zeigen, dass 19 von 67 im
Bereich der Onkologie relevanten menschlichen Gene, die in Saugerzellen
Apoptose induzieren koénnen, in Hefezellen in der Lage sind Apoptose
auszulésen. Dies zeigt einmal mehr, dass Hefe als Modellsystem fir die
Saugerapoptose gut geeignet ist. Allerderings kdonnen nicht alle Apoptose
induzierenden menschlichen Gene auch in Saccharomyces cerevisiae

Apoptose auslosen.
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