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Abstract

Abstract

Das Killertoxin K28 ist ein viral codiertes A/B-Toxin der Hefe Saccharomyces cerevisiae, das
nach endozytotischer Aufnahme und retrogradem Transport zum ER gelangt. Nach
Retrotranslokation dulert sich der letale Effekt in Abhangigkeit zur applizierten Konzentration
entweder in einem G1/S-Zellzyklusarrest oder der Apoptose. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass die ER-Zytosol-Dislokation des Dimers durch das Chaperon BiP sowie die
Isomerase-Aktivitdt der Protein-Disulfidisomerase und eine ausgeglichene Ca*'-
Konzentration katalysiert wird. Die Uberwindung der ER-Membran wird vermutlich durch
Sec61p vermittelt und findet unabhangig von ERAD-Komponenten, UPR sowie
Autophagozytose oder der Synthese von ,lipid droplets® (LD) statt. Die Expression der
a-Untereinheit fuhrt ebenfalls zu einem G1/S-Arrest der Zielzelle. Auch hier werden Kar2p
sowie eine intakte Ca?-Homdostase zur effizienten Retrotranslokation in das Zytosol
bendtigt. Sec61p sowie Der1p des ERAD-L-Pathways bilden wahrscheinlich die potentielle
Dislokationspore, wobei der ER-Export auch mit der LD-Synthese in Zusammenhang
gebracht werden kann. Die gangigen zellularen Degradations-Prozesse wie ERAD, HiP und
Autophagie tragen jedoch ausschlieBlich zum Abbau des Toxins bei. Die Wirkung der K28a-
Untereinheit auf héhere Eukaryonten resultiert in der Induktion der Apoptose. UPS scheint im
Sauger den ER-Export von K28a zu unterstiitzen, da die Substitution interner Lysinreste mit
einer Reduktion der Toxizitat einhergeht.

The killer toxin K28 is a viral encoded A/B toxin of the yeast Saccharomyces cerevisiae
which is taken up by endocytosis and is transported retrogradely to the ER. After
retrotranslocation the lethal effect culminates either in a G1/S cell cycle arrest or in apoptosis
depending on the toxin concentration. In this work it was shown that ER-cytosol dislocation of
the a/f dimer is catalyzed by the chaperone BiP and the isomerase activity of protein
disulfide isomerase Pdi1p and requires balanced intracellular Ca®* levels. Passing the ER-
membrane is assumed to be mediated by Sec61p and is independent of ERAD components,
UPR, autophagy or the synthesis of "lipid droplets" (LDs). The expression of the plasmid-
driven K28a-subunit also leads to a G1/S-arrest of the target cell. Kar2p and an intact Ca*
homeostasis are also required for efficient retrotranslocation into the cytosol. As part of the
ERAD-L pathway, Sec61p and Der1p are likely to form the potential dislocation pore
whereupon ER export of K28a can also be associated with LD-synthesis. However, all major
cellular degradation processes such as ERAD, HiP and autophagy contribute exclusively to
the degradation of the toxin. The effect of K28a expression in higher eukaryotes results in the
induction of apoptosis. In this case, the UPS seems to support ER export of K28a since the

substitution of internal lysine residues is accompanied by a reduction of toxicity.
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Einleitung

1 Einleitung

Allgemeine Aspekte zum Killerphanomen bei Hefen

Die Fahigkeit von Hefen Proteintoxine zu sezernieren, ging mit der Entdeckung sogenannter
LKillerstamme* der Gattung Saccharomyces cerevisiae einher (BEVAN UND MAKOWER, 1963),
die sich in ihrem natirlichen Lebensraum aufgrund dieser Eigenschaft, in der Konkurrenz um
ein limitiertes Nahrstoffangebot, einen Wachstumsvorteil gegeniber sensitiven
Hefestammen verschaffen. Weitere Killerhefen wurden Uber die Gattung Saccharomyces
hinaus unter anderem bei Candida, Kluyveromyces, Pichia, Williopsis und
Zygosaccharomyces beobachtet, die ohne direkten Zell-Zell-Kontakt einen letalen Effekt auf
sensitive Stdmme verschiedener Spezies und Genera ausuben und somit anti-mykotisches
Potential besitzen (BUSSEY UND SKIPPER, 1975; GUNGE ET AL., 1981; HAYMAN UND BOLEN,
1991; HODGSON ET AL., 1994; KOLTIN UND DAY, 1975; PARK ET AL., 1994; RADLER ET AL., 1993;
YOKOMORI ET AL., 1988). In der Medizin bietet dies Vorteile gegentber klassisch eingesetzten
Antimykotika, da sich die Toxinaufnahme aufgrund der  spezifischen
Oberflachenbeschaffenheit humanpathogener Pilze, wie Candida albicans oder
Pneumocystis carinii, auf den spezifischen Krankheitserreger beschrankt (MAGLIANI ET AL.,
2001; SCHMITT UND BREINIG, 2002; SEGUY ET AL., 1998). Des Weiteren werden Killerhefen im
Fermentationsprozess als Starterkulturen genutzt, um Kontaminationen mit sensitiven
Stammen vorzubeugen und finden Verwendung als Konservierungsmittel in der
Nahrungsmittelindustrie (BOONE ET AL., 1990; LOWES ET AL., 2000; MAGLIANI ET AL., 1997;
PEREZ ET AL., 2001; PETERING ET AL., 1991; VAGNOLI ET AL., 1993). In der Biotechnologie
konnten Killertoxine zum Verstandnis zelluldrer Prozesse wie Proteinsekretion und —
prozessierung sowie dem retrograden Transport beitragen und der Einsatz des Killertoxins
KP4 der Hefe Ustilago maydis ermoglichte es bereits, Mais- und Tabakpflanzen vor
Kontamination mit pathogenen Hefen zu schiitzen (ALLEN ET AL., 2011; PARK ET AL., 1996).
Die Ausbildung des Killer-Phanotyps kann zytoplasmatisch durch dsRNA Viren, lineare
dsDNA Plasmide oder chromosomal codiert sein, wobei die dsRNA-haltigen-Mykoviren zur
Familie der Totiviridae z&hlen. Killerstamme sind immun gegenlber ihrem eigenen Toxin,
zeigen jedoch weiterhin Sensitivitat bezuglich anderer Toxine (YOUNG UND YAGIU, 1978). Die
drei Haupt-Vertreter K1, K2 und K28 aus S. cerevisiae wurden anhand ihres Aktivitatsprofils
klassifiziert. K1 und K2 wirken als lonophore, wahrend K28 die DNA-Synthese hemmt und
den Zellzyklus am Ubergang der G1 zur S-Phase arretiert (NOVOTNA ET AL., 2004; SCHMITT
ETAL., 1996).
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Einleitung

Voraussetzung zur K28-Toxinproduktion ist die Infektion zweier dsRNA-Virus-Typen. Jedes
dieser Viren liegt encapsidiert in ,virus-like particles* (VLP) vor, persistiert im Zytoplasma der
Zelle und wird ausschliel3lich vertikal Uber Zellteilung weitergegeben (CHEN ET AL., 1994;
WICKNER, 1989). Das L-A Helfervirus (,Large“) codiert fir die Leserahmen neuer
Capsidproteine (Gag) sowie fir eine RNA-abhangige RNA-Polymerase (Gag-Pol), die zur
Synthese neuer viraler Strukturen bendtigt wird. Das M-Virus (,Medium®) bildet die
genetische Grundlage zur Synthese des Praprotoxins (pptox), das auf dem sekretorischen
Weg als Toxinvorlaufer translatiert wird und dariber hinaus die Immunitat gegeniber dem
internalisierten Toxin vermittelt (SCHMITT UND TIPPER, 1995).

TOXIN-PROZESSIERUNG

Das Praprotoxin (38 kDa) besteht aus einem hydrophoben Sekretionssignal, einer Pro-
Region, deren Bedeutung noch nicht vollstandig charakterisiert ist sowie den beiden
Untereinheiten a (10,5 kDa) und B (11 kDa), die durch die y-Sequenz voneinander getrennt
werden. Nach seinem post-translationalen Import in den sekretorischen Weg wird im ER die
Signalsequenz abgespalten und der Toxinvorlaufer gelangt nach N-Glykosylierung der y-
Untereinheit sowie der Bildung einer Disulfidbricke zwischen a-Cys56 und 3-Cys340 zum
Golgi-Apparat. Dort entfernt die Endoprotease Kex2p die pro-Region und y-Untereinheit,
bevor die Carboxypeptidase Kex1p die C-Termini der a- und B-Untereinheit prozessiert und
somit das HDEL-Signal der B-Untereinheit exponiert (SCHMITT UND TIPPER, 1990). Dieses
ER-Retentionssignal ist essentiell fur die spatere Intoxikation und wirde ohne den
maskierenden Argininrest das Dimer in der produzierenden Zelle zuruckhalten. Nach diesem
Reifungsprozess kommt es zur Sekretion des heterodimeren A/B-Toxins, das nach
Interaktion mit Komponenten der Zellwand sowie eines Plasmamembranrezeptors von

sensitiven Hefen internalisiert werden kann (ABBILDUNG 1).
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ER | Zytosol
Signalpeptidase Endozytose Immunitat
Glykosylierung Sekretion
Disulfid-Briicke

Golgi P
Kex2p (pro; y) SS

Kex1p (C-termini)

HDELR HDEL

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Prozessierung des Vorlaufertoxins (pptox) zum reifen Toxin und
Bildung eines schitzenden pptox/K28-Immunitdzskomplexes im Zytosol toxinproduzierender Hefezellen. Nach
post-translationalem ER-Import wird zunachst die Signalsequenz abgespalten, die y-Untereinheit glykosyliert
sowie eine Disulfidbriicke zwischen a und B gekniipft. Die endgultige Modulation zum aktiven Toxin vermitteln
die Proteasen Kex1p und Kex2p im Golgi, die die pro-Region entfernen und durch Prozessierung der C-Termini
beider Untereinheiten das HDEL-Motiv an K283 demaskieren. Dadurch wird nach Sekretion die Internalisierung
durch eine Zielzelle ermdglicht. Diese ist in der Lage, sofern sie das gleiche Killertoxin selbst produziert, das
endozytierte Dimer im Zytosol zu komplexieren und auf diese Weise eine Expressions-vermittelte Immunitat
auszubilden.

AUFNAHME UND RETROGRADER TOXINTRANSPORT

K28 totet sensitive Hefen in einem zweistufigen rezeptorvermittelten Prozess. Der initialen
Energie-unabhangigen Bindung an a-1,3-Mannoproteine der Zellwand schlief3t sich ein
Energie-abhangiger Schritt an, in dem K28 vermutlich Uber sein HDEL-Signal mit dem
Rezeptor Erd2p auf Ebene der Plasmamembran interagiert (GIERELMANN, 2011; SCHMITT UND
RADLER, 1987). Die Ubiquitinligase Rsp5p sowie das konjugierende Enzym Ubc4p vermitteln
im bisherigen Modell durch Ubiquitinierung die Regulation der Endozytose und sind somit an
der Internalisierung des Heterodimers beteiligt. Ein Teil des Toxins gelangt auf seinem
retrograden Weg zur Vakuole, die restlichen Moleklle erreichen Uber das endosomale
System und den Golgi-Apparat das Endoplasmatische Retikulum. Aufgrund des neutralen
pH-Wertes trennen sich in diesem Kompartiment Toxin und Rezeptor und das Holo-Toxin
transloziert ins Zytosol. Die B-Untereinheit wird ubiquitiniert und proteasomal abgebaut,
wohingegen K28a im Kern seinen letalen Effekt vermittelt (SCHMITT ET AL., 1996). In Toxin-
produzierenden Hefen kann das Dimer vor der Dissoziation in seine Untereinheiten mit dem
Toxinvorldufer (pptox) wechselwirken und nach Ubiquitinierung ebenfalls mit Hilfe des
Proteasoms degradiert werden, was sich in einer Immunitat gegentuber dem internalisierten

reifen Heterodimer auflert.
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RETROTRANSLOKATION DES REIFEN TOXINS

Da das Translokon bisher als Haupt-Exportkanal in Hefe und hoéheren Eukaryonten
beschrieben wird, wurde angenommen, dass K28 ebenfalls mit Hilfe von Sec61p aus dem
ER in das Zytosol gelangt (SCHMITT UND BREINIG, 2006). Daruber hinaus vermittelt es auch
die Retrotranslokation weiterer A/B-Toxine wie Ricin, Cholera Toxin und
Pseudomonas Exotoxin A. Im Gegensatz zur Mehrheit der Vertreter dieser Toxin-Klasse
wurde flr K28 bislang keine Beteiligung der ER-assoziierten Degradation (ERAD)
nachgewiesen, die Ublicherweise an Dislokation und Abbau fehlgefalteter Proteine beteiligt
ist. Mutanten der klassischen ERAD-Komponenten Hrd1p, Der1p, Cuel1p, Ubc6p und Ubc7p
zeigen keine veranderte Sensitivitat gegenidber K28, wohingegen eine sec61 Mutante
(sec61-3) einen vermindert sensitiven Phanotyp ausbildet. Die ER-luminalen Chaperone
Kar2p, Pdi1p, Jem1p und Scj1p sind ebenfalls fir die Retrotranslokation des Dimers
verantwortlich und zeigen bei Deletion bzw. Mutation eine Toxinresistenz (HEILIGENSTEIN,
2008). Die erhaltenen Ergebnisse zur Beteiligung der essentiellen Proteine Kar2p und
Sec61p wurden durch Untersuchungen temperatursensitiver Mutanten erhalten, deren
Defekte sich ebenfalls auf den Proteinimport auswirken; auch die genaue Funktion der Pdi1p
am ER-Export von K28 konnte bisher noch nicht eingegrenzt werden. Somit ist nach wie vor
offen, welche zentralen Komponenten am ER-Export beteiligt sind, welcher zellulare
Mechanismus die Grundlage fur diesen Verlauf bildet und welcher Prozess die treibende

Kraft fur diesen retrograden Schritt bereitstellt.

INTRAZELLULARE EXPRESSION DER K28a-UNTEREINHEIT

Im artifiziellen System der plasmidgetriebenen Expression von K28a bilden sensitive Hefen
einen Selbstkillerphanotyp aus. Ein ,Screening” verschiedener Deletionsmutanten ergab
Hinweise auf den intrazelluldren Transportweg des Toxins, wobei postuliert wurde, dass
K28a nach seiner Translation zunachst obligat in den sekretorischen Weg und nach
Prozessierung der Pro-Region im Golgi zuriick zum ER gelangen muss, um einen letalen
Effekt zu vermitteln. Im Endoplasmatischen Retikulum nutzt es, im Gegensatz zum reifen
Heterodimer, klassische ERAD-Komponenten wie Hrd1p, Ubc1p, Ubc7p, Cuelp, Derip,
Yos1p und Cnelp sowie den Mechanismus der Ubiquitinierung zur Retrotransloaktion
(KELKEL, 2009). Diese Schlussfolgerung wurde anhand von Wachstumstests gezogen, deren
Phanotyp jedoch in vielen Fallen nicht eindeutig vom WT zu differenzieren war. Daher
bestand die Notwendigkeit einer genaueren Untersuchung anhand einer optimierten

Toxinexpression sowie eines angepassten Testsystems.
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WIRKUNGSWEISE

Nach Reduktion des Dimers im Zytosol inhibiert K28a im Kern die DNA-Synthese und
arretiert die Zellen am Ubergang von der G1- zur S-Phase. Die Zelle bildet eine mittelgroRe
Knospe aus, besitzt einen Zellkern in der Mutterzelle sowie einen nicht-replizierten
DNA-Gehalt (1n). Da die a-Unterheit mit 10,5 kDa nur ein niedriges Molekulargewicht besitzt,
ist es mdglich, dass sie durch passive Diffusion in den Kern gelangt, ohne einen aktiven
Transportmechanismus zum Kernimport zu nutzen (SCHMITT ET AL., 1996). Es wurden bereits
elf nukledre Proteine identifiziert, die mit K28a interagieren. Dazu z&hlen unter anderem
Ctr9p, Zds1p sowie das TATA-Bindeprotein Spt15p, das an der transkriptionellen Regulation
der G1/S-Zyklinexpression (CIn1p und CIn2p) beteiligt ist und somit vermutlich deren
Synthese inhibiert. Darliber hinaus ist die a-Untereinheit vermutlich in der Lage, den Abbau
der M-Phase-Cycline durch Wechselwirkung mit Apc2p, einer Untereinheit des Anaphase-
Promoting-Komplexes (APC), der das Fortschreiten des Zellzyklus durch die M-Phase
sichert, zu hemmen (REITER, 2004). Ein direkter Beweis der Kernlokalisation des Toxins
konnte bisher nicht erbracht werden; jedoch spricht der Zusammenhang zwischen Grofie
des Kernporenkomplexes und dem ausgebildeten Phanotyp nach Expression von K28a flir
eine solche Theorie. Auch die gesteigerte Toxizitat nach Fusion von K28a mit dem
Kernlokalisationssignal NLS untermauerte diese Hypothese (HOFFMANN, 2013; REITER, 2004).
Die beiden Killertoxine Zymocin aus Kluyveromyces lactis sowie PaT aus Pichia acaciae
arretieren ebenfalls in sensitiven Hefezellen den Zellzyklus (Zymocin: spate G1-Phase; PaT:
frihe S-Phase), wobei dies vermutlich einen sekundaren Effekt ihrer tRNA-Nukleaseaktivitat
darstellt und aufgrund der vermittelten Hemmung der Proteinsynthese ausgelést wird
(KLASSEN ET AL., 2008; LU ET AL., 2005). Analog zu den beschriebenen A/B-Toxinen induziert
auch PMKT2 aus Pichia membranifaciens den Zellzyklus in der frihen S-Phase, bildet eine
unreife Knospe aus und ist wie Zymocin und PaT in der Lage, bei niedriger Dosierung
Apoptose zu induzieren. Auch die Applikation einer geringen K28-Konzentration dul3ert sich
auf diese Weise, was sich in der Ausbildung typischer Apoptosemarker wie
DNA-Fragmentierung, Chromatinkondensation, Translokation von Phosphatidylserin sowie
der Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies widerspiegelt (REITER ET AL., 2005). Da der
K28-Gehalt im natlrlichen Lebensraum toxinproduzierender Zellen ebenfalls dieser geringen
Konzentration entspricht, scheint der programmierte Zelltod ein wichtiger Aspekt zur

Vermittlung des letalen Effekts zu sein.

17



Einleitung

1.1 Transport und Wirkungsweise von A/B-Toxinen

ALLGEMEINE ASPEKTE DES RETROGRADEN TRANSPORTS

Als Mitglied der A/B-Toxinfamilie zeigt K28 Ahnlichkeiten zu klinisch relevanten pflanzlichen
bzw. bakteriellen Vertretern. Diese Toxine bestehen in der Regel aus einer enzymatisch
aktiven a-Untereinheit, die Einfluss auf die Physiologie der Zielzelle ausiibt und einer oder
mehreren B-Untereinheit(n), die fir die Zell-Bindung sowie den Transport innerhalb der Zelle
verantwortlich sind (ABBILDUNG 2).

Toxin Struktur Aktivitat/“target”

!

Pseudomonas Exotoxin A ADP-Ribosyltransferase/EF-2

(|/J—
on—

Al A2 ADP-Ribosyltransferase/

Cholera Toxin

I
s—S

o

heterotrimeres G-Protein

ADP-Ribosyltransferase/
Pertussis Toxin
heterotrimeres G-Protein

Shiga Toxin N-Glykosidase/28S rRNA
Ricin N-Glykosidase/28S rRNA
K28 Nicht bekannt

Abbildung 2: Ubersicht zur Struktur, enzymatischen Aktivitat sowie den intrazelluléren ,targets medizinisch
relevanter A/B-Toxine. Der charakteristische Aufbau beinhaltet eine oder mehrere B-Kette(n), die sich in
einigen Fallen aus mehreren Subkomplexen zusammensetzen sowie einer A-Kette, die den toxischen Effekt in
der Zielzelle vermittelt (VERANDERT NACH SANDVIG UND VAN DEURS, 2002).
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Sie werden zunachst in inaktiver Form synthetisiert und unterliegen der proteolytischen
Aktivierung in Produzenten oder der Zielzelle, wobei spezifische Rezeptoren bzw.
Kohlenhydratstrukturen der Zelloberflache die Internalisierung vermitteln. Eine
Konformationsdnderung, ausgeldst durch den aziden pH-Wert der Endosomen, ermdglicht
es dem Diphterie- und Anthrax-Toxin direkt aus diesem Kompartiment in das Zytosol zu
translozieren. Dabei lagern sich hydrophobe Bereiche in die Membran und vermitteln so den
Export der toxischen A-Untereinheit (FALNES UND SANDVIG, 2000). Aquivalent zu Cholera
Toxin, Ricin und Shiga Toxin wird K28 nach endozytotischer Aufnahme stattdessen retrograd
Uber das ER ins Zytosol transportiert, um schliellich sein ,target® zu erreichen. Frihere
Untersuchungen humanpathogener Toxine konnten bereits komplexe Mechanismen der
Endozytose und parallele Wege des Endosom-Golgi-,targetings® sowie des retrograden
Transports aufklaren. lhre Wege zu kennen, erméglicht ihre Anwendung in der Medizin, mit
dem Schwerpunkt des ,drug-delivery” sowie der Therapie von Intoxikationen (FRANKEL ET AL.,
2000). Die Untersuchung dieser Pathways in genetisch manipulierbaren Organismen wie
Hefe konnte neue Erkenntnisse Uber Gemeinsamkeiten von A/B-Toxinen und ihren
Zielproteinen in Saugerzellen ermdglichen. Zur endozytotischen Aufnahme kdénnen neben
Clathrin-abhangigen auch -unabhangige Wege zum Transport GUber Endosomen zum Golgi
genutzt werden. KDEL-Rezeptoren sowie die COPI-Vesikel-Maschinerie, die normalerweise
fur den Ricktransport ER-residenter Proteine verantwortlich sind, unterstlitzen meist die
weitere Translokation der Toxine mit KDEL-ahnlichem C-terminalem Erkennungsmotiv
(SANDVIG UND VAN DEURS, 2002). Ohne KDEL- bzw. RDEL-Sequenz kommt es zu einem
starken Aktivitatsverlust des Cholera Toxins bzw. des Pseudomonas Exotoxin A. Da der
letale Effekt allerdings nicht vollstdndig zum Erliegen kommt, ist davon auszugehen, dass ein
alternativer COPIl-unabhangiger ER-Transport existiert.

Humanpathogene A/B-Toxine bilden aufgrund ihrer Eigenschaften ein vielversprechendes
Werkzeug fir medizinische Zwecke. Nach Applikation des Diphterie-Toxins gelang es
beispielsweise bereits gezielt Tumorzellen abzutéten und die B-Untereinheit zur Diagnostik
und Therapie als Carrier fuir Peptide und Proteine zu nutzen (TURTURRO, 2007). Des
Weiteren kénnen A/B-Toxine als System zur genaueren Erforschung zellularer Prozesse wie
Endozytose oder retrogradem Transport eingesetzt werden und reprasentieren somit ein
unverzichtbares ,tool“ der Grundlagenforschung. Da das Killerphdnomen auf ein homologes
System zuriickzufiihren ist, gilt die Ubertragung dieses Modells auf héhere Eukaryonten als

wegweisende Herausforderung.
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CHOLERA TOXIN UND PERTUSSIS TOXIN

Das Cholera Toxin (CT) aus dem Bakterium Vibrio cholerae befallt humane
Darmepithelzellen, nachdem das Holotoxin sezerniert und durch eine Serin-dhnliche
Protease, die ebenfalls vom Bakterium freigesetzt wird, an Position R192 geschnitten wurde
(MEKALANOS ET AL., 1979). Uber eine homopentamere B-Untereinheit, die den C-Terminus
der A-Untereinheit umgibt, bindet CT zunachst an den Gangliosid-Rezeptor GM1 und
gelangt nach endozytotischer Aufnahme COPI-abhangig zum ER (SPANGLER, 1992; ZHANG
ET AL., 1995). Die Fragmente A1 und A2 der katalytischen Einheit sind Uber eine
Disulfidbriicke verbunden, wobei die aktivierte A1-Untereinheit im ER vom Rest des Toxins
getrennt und mit Hilfe von Sec61 und Hrd1 in das Zytosol transloziert (BERNARDI ET AL., 2010;
SCHMITZ ET AL., 2000). Dort katalysiert A1 die ADP-Ribosylierung des Gsa-Proteins, wodurch
die Offnung von Chlorid-Kanalen initiiert und damit verbunden eine massive Salz und
Wassersekretion bedingt (SEARS UND KAPER, 1996).

Von entscheidender Bedeutung fir die Pathogenese des Keuchhustens ist das Pertussis
Toxin (PT), das durch Infektion des respiratorischen Trakts mit dem Gram-negativen
Coccobacillus Bordetella pertussis ausgeldst wird (TUOMANEN UND HENDLEY, 1983). Das
Exotoxin besitzt ebenfalls eine AB5-Form, deren B-Oligomer aus einem pentameren Ring
besteht und an einen bisher noch nicht identifizierten Rezeptor bindet. Wie bei den meisten
A/B-Toxinen besitzt die A-Kette eine enzymatische Aktivitat, die heterotrimere G-Proteine der
Zelle modifiziert und somit durch ADP-Ribosyltransferase-Aktivitat den Gi-Protein-
gekoppelten Siganlweg inhibiert (KATADA ET AL., 1983; WITVLIET ET AL., 1989).

SHIGA TOXIN UND RICIN

Das Shiga Toxin aus Shigella dysenteria sowie das Shiga Toxin 1 aus E. coli unterscheiden
sich lediglich in einer Aminosaure der A-Untereinheit. Nach Infektion kommt es anfénglich zu
Diarrhoe, spater zu renalen oder nervésen Komplikationen. Die hamorrhagische Colitis bzw.
das Hamorrhagisch-Uramische Syndrom (HUS) kénnen zum Tod fihren (LINGWOOD, 1996;
TARR ET AL., 2005). Der Aufbau des Shiga Toxins entspricht analog zu CT und PT einer AB5-
Struktur, deren B-Kette (StxB) fir die Bindung an den Glycosphingolipid
Globotriaosylceramid-Rezeptor (Gb3) verantwortlich ist. Die enzymatisch aktive A-
Untereinheit (StxA) reprasentiert eine N-Glykosidase, die einen Adenin-Rest im a-Sarcin-
Loop der 28S rRNA eukaryotischer Ribosomen spaltet und somit die Protein-Translation
inhibiert (HALE UND FORMAL, 1980). Im Golgi erfolgt die Spaltung von StxA in ein
katalytisches A1-Fragment sowie ein StxB-assoziiertes A2-Fragment, die jedoch (ber eine
Disulfidbricke verbunden bleiben (O'BRIEN UND HOLMES, 1987).
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Die anschlieRende Reduktion dieser Verknipfung durch PDI erfolgt nach einem COPI-
unabhangigen Transport zum ER mit der Konsequenz der Sec61-vermittelten Dislokation
des A1-Fragments in das Zytosol (JOHANNES UND ROMER, 2010; TARRAGO-TRANI UND
STORRIE, 2007; YU UND HASLAM, 2005). Die Interaktion von StxA1 mit der ERAD-Maschinerie
setzt zwar nicht die Erkennung einer bestimmten Sequenz voraus, erfordert jedoch
vermutlich die Exposition eines degenerierten strukturellen Elements wie der hydrophoben
C-terminalen Region (LAPOINTE ET AL., 2005). Die eigentliche Dislokation des intrazellular
exprimierten Toxins steht in Abhangigkeit zur Ligaseaktivitdt von Hrd1p, was den Schluss
zuldsst, dass das Shiga Toxin als ubiquitiniertes Protein extrahiert wird (LI ET AL., 2012).
Aufgrund seiner wenigen Lysinreste bzw. seiner Fahigkeit, sich im Zytosol umgehend
zurtickzufalten, entgeht es groRRtenteils dem proteasomalen Abbau (HAZES UND READ, 1997).
Dennoch kann die Toxizitdt durch die Gabe eines proteasomalen Inhibitors um 50 %
gesteigert werden, was ebenfalls der Eigenschaft von Ricin und Cholera Toxin entspricht
(DEEKS ET AL., 2002; WESCHE ET AL., 1999).

Der Wunderbaum Ricinus communis produziert in seinen Samen das starkste Toxin
biologischer Herkunft, das somit das Potential zum Einsatz als biologische Waffe aufweist
(AUDI ET AL., 2005). Das Pflanzengift Ricin besitzt eine heterodimere Struktur, deren a- und
B-Untereinheit aquivalent zu K28 Uber eine Disulfid-Briicke verbunden sind. Die A-Kette
entfernt mit Hilfe ihrer N-Glykosidase-Aktivitat einen spezifischen Adenin-Rest der
ribosomalen 28S rRNA, so dass die Bindung der essentiellen Elongationsfaktoren EF-2 und
EF-1 irreversibel blockiert wird. Ricin hemmt jedoch nicht nur die Proteinsynthese, sondern
inhibiert auch die ,unfolded protein response" (UPR), was zur Induktion der Apoptose flhrt
(HUGHES ET AL., 1996). Nach Toxin-Exposition kommt es zu Ubelkeit, Erbrechen, Krampfen
und meist zum Tod durch Lahmung des Atemzentrums. Die Toxinaufnahme erfolgt durch
Interaktion mit komplexen Kohlenhydrat-Strukturen von Glykoproteinen bzw. -lipiden der
Plasmamembran, die einen terminalen N-Acetylglukosamin- bzw. [B-1,4-Galaktoserest
besitzen. Lediglich 5% des Toxins erreichen ohne die Unterstitzung eines
Retentionssignals Uber alternative Routen den Weg zum Golgi und ER. Die
Retrotranslokation kann nach Spaltung des Dimers in RTA und RTB durch die
Proteindisulfid-lsomerase (PDI), sowohl mit Sec61 als auch weiteren ERAD-Komponenten in
Verbindung gebracht werden. Nach Deletion von Hrd1p, Der1p und Hrd3p in Hefe, war
neben einem Verlust der Toxizitat ein verringerter Abbau durch das Proteasom erkennbar
(SIMPSON ET AL., 1999). Hb6here Eukaryonten dislozieren das Toxin vermutlich Gber einen
Mechanisus, der Derlin-1, Derlin-2 und Derlin-3 beinhaltet und sichern mit Hilfe zytosolischer
Chaperone im Anschlss die Rickfaltung der A-Kette zu ihrer aktiven Konformation (SANDVIG
ETAL., 2002).
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1.2 Degradationspathways mit alternativer Funktion in der Retrotrotranslokation

Der Zelle stehen unterschiedliche Moglichkeiten zur Verfligung, um endogene Prozesse zum
Export zu nutzen. Oft werden Degradationspathways genutzt, um am Zielort der eigentlichen

Degradation zu entgehen.

1.2.1 ER-assoziierte Degradation (ERAD)

ALLGEMEINE ASPEKTE UND SCHLUSSELKOMPONENTEN

In eukaryotischen Zellen ist eine stringente Qualitatskontrolle wahrend der Proteinsynthese
von aulerster Wichtigkeit. Sekretorische Proteine werden aufgrund ihrer N-terminalen
Signalsequenz zunachst Uber Sec61p in das ER importiert. Im ER angekommen,
durchlaufen sie verschiedene Reifungsprozesse, zu denen neben der Ausbildung einer
sekundaren bzw. tertiaren Struktur, die N-Glykosylierung sowie die Bildung von
Disulfidbriicken oder die Oligomerisierung in tGbergeordnete Komplexe zahlen. Im Anschluss
werden die Proteine in Vesikel verpackt und zu ihrem Zielkompartiment transportiert. Treten
Fehler im Faltungsprozess auf, werden die betreffenden Proteine im ER zuriickgehalten oder
wieder dorthin zurtcktransportiert. Mitte der 1990er Jahre wurde entdeckt, dass defekte
sekretorische Proteine durch das Proteasom abgebaut werden, nachdem sie selektiv aus
dem ER in das Zytosol exportiert wurden. Dieser Prozess wird unter dem Begriff ER-
assoziierte Degradation (ERAD) zusammengefasst und ist in der Lage, ein breites Spektrum
veranderter Proteine zu erkennen, das von groRen transmembranen Glykoproteinen wie
CFTR (,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator®) bis hin zu kleinen I8slichen
nicht-glykosylierten Proteinen wie dem mutierten a-Faktor (paF) reicht (KISER ET AL., 2001;
PILON ET AL., 1997).

Der ERAD-Pathway richtet sich nach der Lokalisation der Fehlfaltung. Lésliche Proteine und
Membranproteine mit Defekten in ihrer luminalen Domane werden von ERAD-L erkannt,
Membranproteine mit Mutationen in ihrer zytoplasmatischen Doméane nutzen Komponenten
des ERAD-C-Pathways. Das Prinzip beider Wege beinhaltet die Erkennung des Substrats,
seine Extraktion aus der ER-Membran sowie die Markierung mit Ubiquitin mittels
konjugierender Enzyme und E3-Ubiquitinligasen. Dem schlief3t sich die Translokation durch
den Cdc48-Komplex sowie die proteasomale Degradation an. Einige ERAD-L-Substrate
nutzen darlber hinaus einen alternativen Weg, der den Transport zum Golgi und wieder
zurtick zum ER beinhaltet und in einer Hrd1p-unabhangigen Proteolyse (HiP) resultiert. Die
obligate Ubiquitinierung, als Voraussetzung zum proteasomalen Abbau, erfolgt mit Hilfe von
Rsp5p sowie Ubc4p (VASHIST ET AL., 2001).
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Um differenzieren zu kdnnen, ob es sich bei einem ER-luminalen Intermediat um ein Protein
handelt, das sich noch im Faltungsprozess befindet oder bereits als terminal fehlgefaltetes
Substrat fungiert, ist die Interaktion mit Chaperonen unverzichtbar. Je nach Eigenschaft des
Substrats verandert sich der Anspruch an das Hsp70-Chaperon Kar2p (BiP). Wahrend die
Degradation Iéslicher Substrate wie pa-Faktor oder CPY* mit Hilfe dieses Chaperons sowie
Komponenten des ER/Golgi- bzw. Golgi/ER-Vesikeltransport ablauft, werden
Transmembranproteine unabhangig von diesen Untereinheiten dem ERAD-Pathway
zugefihrt (BRODSKY, 1996; PLEMPER ET AL., 1997). Die Aktivitat von Kar2p wird durch Jem1p
und Scj1p unterstitzt, die aufgrund ihrer J-Domane dessen ATPase-Aktivitat verstarken
(NISHIKAWA UND ENDO, 1997; SCHLENSTEDT ET AL., 1995). Nach der Erkennung durch Hsp70
erfolgt die Interaktion mit der Protein-Disulfidisomerase (Pdi1p), die auch die Voraussetzung
fir den Export von Proteinen ohne Disulfidbriicke darstellt. Die Faltung zu einer korrekten
Konformation ist ein energieabhangiger Prozess, der durch oxidierende Bedingungen die
Bildung intra- und intermolekularer Disulfidbriicken ermoglicht (ZHANG UND KAUFMAN, 2008).
Der Elektronentransfer wahrend dieses Prozesses beinhaltet einen Kreislauf, in den neben
der Pdi1p das ER-Oxidoreduktin (Ero1p) involviert ist. Nimmt Pdi1p Elektronen auf
(Reduktion), flhrt dies zur Oxidation von Cysteinresten im ,target* und somit zur Ausbildung
einer Disulfidbricke. In einer Flavin-abhangigen Reaktion, kann Ero1p wiederum Elektronen
von Pdi1p auf molekularen Sauerstoff Ubertragen, wodurch die Protein-Disulfidisomerase
oxidiert wird. Durch die Wahl des terminalen Elektronen-Akzeptors kommt es jedoch zur
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die zur Initiation einer Stress-Antwort fuhren
kénnen. Zur Umlagerung fehlerhaft gebildeter Disulfide besitzt Pdi1p eine Isomeraseaktivtat,
die es ihr nach Formierung einer gemischten Disulfidbricke mit dem Substrat erlaubt, eine
Verknupfung alternativer Cysteinreste auszubilden. Glutathion (GSH) kann die Reduktion
von Zielproteinen unterstiitzen, wobei es selbst oxidiert und von seiner monomeren Form
(GSH) in einen dimeren Zustand (GSSG) Ubergeht (ABBILDUNG 3).
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Abbildung 3: Neben der Neuanordnung fehlgebildeter Disulfidbriicken (Isomerisierung) wird im ER die Bildung
von Disulfid-Bricken mit Hilfe von Pdi1lp und Ero1p vermittelt. Nimmt Pdi1p Elektronen eines Faltungs-
Intermediats auf, werden dessen Cysteinreste oxidiert und ein Disulfid gebildet. Ero1p Ubertragt die Elektronen
weiter auf molekularen Sauerstoff (O), was zur Bildung von ROS in Form von H,O» fihrt. Glutathion (GSH)
unterstltzt die Reduktion von Zielproteinen, was durch Oxidation in der Bildung der dimeren Form GSSG
resultiert (ZHANG UND KAUFMAN, 2008).

Die eigentliche Dislokation sowie Degradation vermitteln zwei Ubiquitin-Ligase-Komplexe der
ER-Membran, die zwischen verschiedenen Substrat-Formen unterscheiden. Der ERAD-C-
Weg wird durch den Doa10-Komplex definiert, der neben der Ubiquitinligase Doa10p das
Ubiquitin-konjugierende Enzym Ubc7p enthalt, das durch Cuelp in der ER-Membran
verankert ist. Des Weiteren umfasst dieser Pathway den Cdc48-Komplex mit den Co-
Faktoren Ufd1p und Npl4p, deren Interaktion mit dem ,target® durch Assoziation mit Ubx2p
stabilisiert wird (SCHUBERTH UND BUCHBERGER, 2005). Die Ligase selektiert ihre Substrate
vermutlich selbst, da bisher keine rekrutierenden Faktoren identifiziert werden konnten
(ABBILDUNG 4, RECHTS). ERAD-L ist im Vergleich dazu komplexer strukturiert. Die
Substraterkennung erfolgt Gber Yos9p, das sowohl glykosylierte als auch nicht-glykosylierte
Substrate erkennen kann und Hrd3p, das einen Komplex mit der Ubiquitinligase Hrd1p bildet.
Der1p erweitert den Hrd1-Komplex, indem es ebenfalls mit dem ERAD-Substrat interagiert,
vermutlich dessen Insertion in die Translokationspore unterstitzt oder mdglicherweise
ebenfalls eine Untereinheit dieses Kanals bildet. Die Konjugation mit Ubiquitin erfolgt auch
hier Gdber Ubc7p bzw. Ubc1p (ABBILDUNG 4, LINKS). Proteine mit fehlgefalteter
Transmembrandomane werden Uber ERAD-M degradiert, wozu lediglich die Komponenten
Hrd1p und Hrd3p bendétigt werden. Untereinheiten, die der Substrat-Erkennung dienen,

wurden bisher nicht identifiziert.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des ERAD-L-Weges (links) sowie des ERAD-C-Pathways (rechts).
Links: Die ER-luminalen Komponenten Yos9p sowie Hrd3p tragen zur Erkennung eines fehlgefalteten Idslichen
Proteins sowie eines entsprechenden Membransubstrates mit Defekten in der luminalen Domane bei. Die
Rekrutierung sowie Insertion in die bisher unbekannte Dislokationspore wird vermutlich durch Der1p vermittelt,
dem sich nach Erreichen des Zytosols die Ubiquitinierung mit Hilfe von Ubc7p und Hrd1p anschlief3t. Der Cdc48-
Komplex vermittelt den Transport zum Proteasom, das die terminale Proteolyse katalysiert. Rechts: Die
Erkennung fehlgefalteter zytosolischer Proteine sowie von Membransubstraten mit fehlgefalteter zytosolischer
Doméne wurde bisher nicht charakterisiert. Nach Retrotranslokation ins Zytosol sind Ubc7p und Doa10p
verantwortlich fir den Ubiquitinierungsprozess, dem sich aquivalent zu ERAD-L der Transport zum Proteasom
anschlieRt (XIE UND NG, 2010).

Verlauft der Export analog zum ER-Import, ware eine vollstandige Entfaltung des Substrats
unumganglich, was durch eine unveranderte Exportkinetik eines Modell-Proteins nach
Verknipfung mit DHFR (Dihydrofolatreduktase) widerlegt werden konnt; die Applikation des
Substrathomologs Trimetraxat induzierte die Faltung des Fusionsproteins, verzogerte jedoch
nicht dessen Dislokation (TIROSH ET AL., 2003). Die Identitat des Exportkanals ist ebenfalls
nicht zweifelsfrei bewiesen. WIERTZ ET AL publizierten 1996 die Interaktion zweier ERAD-
Substrate mit Sec61p, was durch die Beobachtung einer Wechselwirkung mit dem
Proteasom sowie den Komponenten der ER-assoziierten Degradation erganzt wurde (NG ET
AL., 2007; SCHAFER UND WOLF, 2009; WIERTZ ET AL., 1996B). Daruber hinaus fihrten
Mutationen im Translokon zu Degradationsdefekten zahlreicher ERAD-Substrate sowie einer
verlangerten Assoziation mit diesem Komplex. Auch fehlerhafte Membranproteine zeigten
nach Mutation des Sec61-Komplexes eine veranderte Degradationskinetik, wodurch
postuliert wurde, dass der potentielle Export-Kanal sowohl an der Retrotranslokation I6slicher
Substrate als auch an Veranderungen der Substratorientierung integraler Membranproteine
beteiligt sein kann (RUBENSTEIN ET AL., 2012; SCOTT UND SCHEKMAN, 2008). Zahlreiche
Untersuchungen unterstitzten diese Hypothese (PLEMPER ET AL., 1997; WILLER ET AL., 2008),
wahrend in anderen Assays die Funktion des Translokons in diesem Prozess nicht verifiziert
werden konnte (GARzA ET AL., 2009; WAHLMAN ET AL., 2007). Somit besteht ebenfalls die
Méglichkeit, dass der Export verschiedener Substratklassen unterschiedlich ablauft. Da es
durch Mutation des Translokons zu pleiotropen Effekten der ER-Funktion sowie der
Zusammensetzung des luminalen Proteingehalts kommen kann, ist die Auswertung eines

ausschlieBllichen Export-Defekts fehlerhafter Proteine weiterhin kritisch.
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Alternativ wurde die Rolle der ERAD-L-Komponente Der1p im zentralen Dislokationsschritt
diskutiert, die eventuell durch Interaktion mit weiteren ERAD-Komponenten eine
entsprechende Funktion erfullt (HAMPTON UND SOMMER, 2012). Die starke Hydrophobizitat
der Ubiquitinligase Hrd1p erweitert dariber hinaus ihr Potential zur Bildung einer Pore,
weshalb sie ebenfalls als Kandidat des ER-Export-Kanals bzw. als assoziierte Untereinheit
benannt wurde (SATO ET AL., 2009). Da bisher keine ERAD-Komponente identifiziert wurde,
die einen Defekt in der Retrotranslokation verschiedenartiger Substrate ausbildet, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass prinzipiell redundante Dislokationswege existieren.

Nach dem ER-Export werden die meisten Substrate mit Hilfe des Hrd1p- bzw. Doa10-
Komplexes ubiquitiniert, woraufhin Cdc48p mit Hilfe seiner Co-Faktoren die treibende Kraft
fur die Extraktion des Substrats aus der ER-Membran bereitstellen kann. Die
Ubiquitinrezeptoren Rad23p und Dsk2p binden das Substrat und transportieren es zum
Proteasom, wo sie mit den proteasomalen Untereinheiten Rpn1p und Rpn10p des 19S
regulatorischen Partikels (19S RP) interagieren. Bei nicht-ubiquitinierten Substraten wird
haufig bereits der Translokationsschritt ausschlieRlich von 19S RP vermittelt, da das
Proteasom ebenfalls mit Sec61p interagieren kann. Eine Wechselwirkung mit Rpt5p fihrt zur
Deubiquitinierung sowie dem Transport zum proteolytischen ,core“ (CP) des Proteasoms
(VERMA ET AL., 2004).

PROTEASOMALER ABBAU

Das Proteasom ist eine etwa 2,5 MDa grol3e zytosolische sowie nukledre Protease aus
zahlreichen Untereinheiten, die sich aus einem 20S proteolytischen ,core“-Partikel (CP) und
zwei 19S regulatorischen Partikeln (RP) zusammensetzt. CP besitzt eine FalR-dhnliche Form,
die von vier Ring-Strukturen gebildet wird (GROLL ET AL., 1997). Die beiden dulReren a-Ringe
umgeben die inneren B-Ringe, die eine Trypsin-, Caspase- oder Chymotrypsin-ahnliche
proteolytische Aktivitat beinhalten und entweder basische, saure oder hydrophobe
Aminosaurereste bevorzugen (GROLL ET AL., 2005).

Die 19S regulatorischen Partikel kontrollieren das Offnen des Kanals, fungieren als erste
Substrat-Erkennungsstelle und unterstitzen die De-Ubiquitinierung, Entfaltung sowie
Translokation der Substrate. Das 19S RP kann weiter in ,lid“ und ,base” unterteilt werden.
Der ,lid* setzt sich dabei aus den nicht-katalytischen Untereinheiten Rpn3p, Rpn5-9p und
Rpn12p sowie der Metalloprotease Rpn11p zusammen, die das Recycling der
Ubiquitinmolekiile katalysiert (LANDER ET AL., 2012). Die ,base“ enthdlt neben dem
Ubiquitinrezeptor Rpn13p die Untereinheiten Rpn1p und Rpn2p (CHEN ET AL., 2010; HE ET
AL., 2012) und besteht aus einem heterohexameren Ring aus sechs verschiedenen AAA-
ATPase-Untereinheiten (Rpt1p-Rpt6p).
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Sie katalysieren die Entfaltung der Substrate sowie die Translokation in das proteolytische
.core“-Partikel. Nur in ihrer ATP-gebundenen Form kdnnen Rpt2p, Rpt3p und Rpt5p den 20S
a-Ring binden und somit den Kanal 6ffnen (SMITH ET AL., 2007), wohingegen Rpt5p
vermutlich auch ATP-abhangig Polyubiquitinketten erkennt (LAM ET AL., 2002).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die ER-Zytosol Retrotranslokation des Killertoxins K28 in Hefe und
Saugerzellen aufzuklaren, wobei sowohl der Export-Mechanismus des reifen Toxins sowie
die plasmidgetriebene intazellulare Expression der a-Untereinheit untersucht werden sollten.
Neben dem klassischen und alternativen ERAD-Pathway galt es, beschriebene
Degradationswege wie Autophagozytose und die Bildung von ,lipid droplets® zu analysieren,
die bisher im Zusammenhang mit der Dislokation fehlgefalteter Proteine charakterisiert
wurden. Zur Reduktion der Toxin-Konzentration in der Zelle, sollte ein alternativer Promotor
verwendet werden, um den Effekt von K28a auf das Wachstum zahlreicher Deletions- und
.knock-down“-Stamme im optimierten System darzustellen. Dariber hinaus bestand der
Anspruch, den terminalen Phanotyp des artifiziellen Systems zu definieren und der Wirkung
des Heterodimers gegenulberzustellen. Mittelpunkt der Analyse zur Retrotranslokation bildete
die Identifizierung des Kanals, der zur Uberwindung der ER-Membran genutzt wird. Daher
stellten ein Interaktionsnachweis des Killertoxins mit Sec61p sowie die Auswirkungen
verschiedener Mutationen dieses Transmembranproteins auf den toxischen Effekt einen
Schwerpunkt dieser Arbeit dar. Ein besonderes Interesse galt des Weiteren der
Proteindisulfid-lsomerase, deren Unterstitzung im Disloaktionsprozess bereits konstatiert
wurde, jedoch nicht auf eine spezifische Aktivitdt zurickzufihren war. Da Abbauprozesse
der ER-Qualitatskontrolle meist eng mit der ,unfolded protein response® verknlpft sind,
beinhaltete eine weitere Studie die Intension, den Einfluss dieser Stress-Antwort auf den
Export beider Toxine nachzuvollziehen.

K28 ahnelt in Struktur und Transport medizinisch relevanten bakteriellen und pflanzlichen
Toxinen, weshalb die Behandlung von Saugerzellen einen weiteren Fokus der angestellten
Untersuchungen bildete. Dabei sollte aufbauend auf vorherigen Arbeiten der Effekt nach
intrazellularer Expression von K28 nachgewiesen und der terminale Phanotyp bestimmt
werden. Voraussetzung war die Etablierung sowie der Vergleich unterschiedlicher
Expressionsformen, die sich im Mechanismus des ER-Imports unterschieden und die die
Rolle der proteasomalen Degradation beziglich Wirkung und Dislokation charakterisieren
sollten. Dieser Ansatz wurde um die Zielsetzung erganzt, den Nachweis einer toxin-
vermittelten Wirkung nach Applikation des reifen Toxins zu erbringen, der in vorherigen

Arbeiten, aufgrund inkompartibler Parameter, nur unzureichend darzustellen war.
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2 Material und Methoden

21 Organismen

2.1.1 Bakterien-Stamme

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten E. coli Stdmme (TABELLE 1) wurden der

Stammsammlung des Lehrstuhls fur Molekular- und Zellbiologie der Universitat des

Saarlandes entnommen.

Tabelle 1: Verwendete E. coli Stdmme mit Genotyp und Herkunft

T T

TOP10

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80/acZAM15 AlacX74 nupG
recA1 araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1
e

Invitrogen

TOP10F’

F'llacl® Tn10(tet™)] mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) ¢80/acZAM15
AlacX74 deoR nupG recA1
araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL(Str®) endA1 A

Invitrogen

NovaBlue Singles

endA1 hsdR17 (rK12” mK12")
SupE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1
lac F’[proA*B" lacl’ZaAM15::Tn10]
(Tet®)

Novagen

DH5a

F- recA1 endA3 gyrA96 thif,
hsdR17 supE44 relA1 deoR
A(argF lacZYA) U196
280dlacZAM15

HANAHAN, 1983
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In dieser Arbeit verwendete Hefestamme (TABELLE 2) wurden der Stammsammlung des

Lehrstuhls flir Molekular- und Zellbiologie der Universitat des Saarlandes entnommen.

Tabelle 2: Verwendete Stamme der Hefe S. cerevisiae mit Genotyp und Herkunft

BY4742

BY4741

S86¢

192.2d

yPC2329

yPC2339

yPC2382

yPC2383

yPC2476

yPC2438

MATa ura3A0 his3A1 leu2A0
lys2A0

MATa ura3A0 his3A1 leu2A0
lys2A0

MATa ura3-2 leu2 his3 prat prb2
prc1 cps1

MATa ura3A0 leu2A0

MATa ura3A0 his3A1 leu2A0
lys2A0 HIS-Galp-6His-Hrd1p

MATa ura3A0 his3A1 leu2A0
lys2A0 HIS-Galp-6His-Hrd1p
hrd3::KANR

MATa ura3A0 his3A1 leu2A0
lys2A0 HIS-Galp-6His-Hrd1p
usal::HYGB

MATa ura3A0 his3A1 leu2A0
lys2A0 HIS-Galp-6His-Hrd1p
der1::HYGB

MATa ura3A0 his3A1 leu2A0
lys2A0 HIS-Galp-6His-Hrd1p
ubc7::KANR

MATa ura3A0 his3A1 leu2A0
lys2A0 HIS-Galp-6His-Hrd1p
hrd3::KANR usa1::NAT
der1::HYGB

Open Biosystems

Open Biosystems

SCHMITT UND TIPPER, 1990

SCHMITT ET AL., 1996

CARVALHO ET AL., 2010

CARVALHO ET AL., 2010

CARVALHO ET AL., 2010

CARVALHO ET AL., 2010

CARVALHO ET AL., 2010

CARVALHO ET AL., 2010
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yPC2412

yPC2416

yPC2417

yPC2418

MS10

MS1111

MS193

M4130

M4492

RSY3281

RSY3284

RSY3282

Mata HIS-Galp-Der1 leu2A0
met15A0 ura3A0 his3A1

Mata HIS-Galp-Der1
Hrd1p::HYGB leu2A0 met15A0
ura3A0 his3A1

Mata HIS-Galp-Der1
hrd3::HYGB leu2A0 met15A0
ura3A0 his3A1

Mata HIS-Galp-Der1
usal::HYGB leu2A0 met15A0
ura3A0 his3A1

Mata, ura3-52, leu2-3, 112,
ade2-101

Mata, ura3-52, leu2-3, 112,
ade2-101 kar2-1

Mata, ura3-52, leu2-3, 112,
ade2-101 kar2-133

W303-1Ba; Apdi1::HIS3/pCT37;
ade2-1; can1-100; ura3-1; trp1-1;
his3-11; his3-15 [pBH1800]
pCT37: pRS316-PDI

W303-1Ba; Apdi1::HIS3/pCT37;
Aprc1; Aeng1; Ampd1; A
mpd2::G418; ade2-1; can1-100;
ura3-1; trp1-1; his3-11; his3-15
[pBH1800]

MATa can1-100 leu2-3, 112
his3-11, 15 trp1-1 ade2-1
sec61::HIS pRS315[sec61-his3]

MATa can1-100 leu2-3, 112
his3-11, 15 trp1-1 ade2-1
sec61::HIS pRS315[sec61-
C3731]

MATa can1-100 leu2-3, 112
his3-11, 15 trp1-1 ade2-1
sec61::HIS pRS315[sec61-
C121G]

CARVALHO ET AL., 2010

CARVALHO ET AL., 2010

CARVALHO ET AL., 2010

CARVALHO ET AL., 2010

KABANI ET AL., 2003

KABANI ET AL., 2003

KABANI ET AL., 2003

HoLsT ET AL., 1997

GILLECE ET AL., 1999; NORGAARD
ETAL., 2001

SCOTT UND SCHEKMAN, 2008

SCOTT UND SCHEKMAN, 2008

SCOTT UND SCHEKMAN, 2008
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RSY3283

RSY2022

RSY2024

RSY2025

RSY2026

RSY2027

FY251

yPC3098

KRY511

KRY518

LGY273

LGY296

MATa can1-100 leu2-3, 112
his3-11, 15 trp1-1 ade2-1
sec61::HIS pRS315[sec61-
c150v]

Mata SEC61::HIS ade2-1
Can100 his3-11, 15 leu2-3 trp1-
A1 ura3-3 [pSEC61(CEN/LEU)]
pMZ11 (UPRE-lacZ CEN/TRP)

Mata SEC61::HIS ade2-1
Can100 his3-11, 15 leu2-3 trp1-
A1 ura3-3 [psec61-
R1(CEN/LEU)] pMZ11(UPRE-
lacZ CEN/TRP)

Mata SEC61::HIS ade2-1
Can100 his3-11, 15 leu2-3 trp1-
A1 ura3-3 [psec61-
R2(CEN/LEU)] pMZ11(UPRE-
lacZ CEN/TRP)

Mata SEC61::HIS ade2-1
Can100 his3-11, 15 leu2-3 trp1-
A1 ura3-3 [psec61-
R3(CEN/LEU)] pMZ11(UPRE-
lacZ CEN/TRP)

Mata SEC61::HIS ade2-1
Can100 his3-11, 15 leu2-3 trp1-
A1 ura3-3 [psec61-
R4(CEN/LEU)] pMZ11(UPRE-
lacZ CEN/TRP)

MATa ura3-52 leu2A1 troA63
his3A200

MATa ura3-52 leu2A1 trpA63
his3A200 Hrd1p-13myc-KANR

trp1 leu2 his3 LYS2::lexA-HIS3
URAS3::lexA-lacZ

trp1 leu2 his3 LYS2::lexA-HIS3
URA3::lexA-lacZ LEU2::SEC61-
CPLV

MATa ura3A0 his3A1 leu2A0
lys2A0 Iro1A::HIS3
dga1A::kanMX

MATa ura3A0 his3A1 leu2A0
lys2A0 Iro1A::HIS3
dga1A::kanMX are2A::LEU2

SCOTT UND SCHEKMAN, 2008

ZHOU UND SCHEKMAN, 1999

ZHOU UND SCHEKMAN, 1999

ZHOU UND SCHEKMAN, 1999

ZHOU UND SCHEKMAN, 1999

ZHOU UND SCHEKMAN, 1999

CARVALHO ET AL., 2010

CARVALHO ET AL., 2010

HARTY UND ROMISCH, 2013

HARTY UND RoMISCH, 2013

GASPAR ET AL., 2008

GASPAR ET AL., 2008
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Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber verwendete Deletionsmutanten.

Tabelle 3: Verwendete Deletionsmutanten der Hefe S. cerevisiae BY4742 (Open Biosystems)

| ERAD | YAR002C-A | ERP1
| YHR204W | HTM1 | YHR181W | ERV26
| YDRO57W . YOSs9 | YGLOS4C | ERV14
| YLR207W ' HRD3 | YDR517W | GRH1
| YBR201W | DERT | YKL179C . cov1
| YMR022W . uBc7 | YLR268W | SEC22
| YDRI77W . uBCt | Glykosylierung
| YMR022W . uBcT? | YDLO95W | PMT1
| YoLo13C | HRD1 | YOR321W | PMT3
| YMLO29W | USA1 | YDLO93W | PMT5
| YIL030C ' DOA10 | YGR199W . PMT6
| YDL190C | UFD2 | coPl

| YMLO13W | uBX2 | YILoTew | SEC28
| YGR184C | UBR1 | YDL137W | ARF2
| YBR170C . NPL4 | YJRO31C | GEA1
| YELO37C | RAD23 | YDL226C . Gest
| YMR276W | DSK2 | YER122C | GLO3
| YFRO10W . UBP6 | Wege zur Vakuole
| YFLOO7W . BLM10 | YBLO17C | vPs10
| Chaperone | YKR0O1C | vPs1
| YKLO73W | LHST | YLR240W | VPS34
| YOL031C - siL | YBRO97W | VPS15
| YMR214W | SCut | YORO36W | vPS6
- YJLo7aw - JEM1 ' YOR089C | vPs21
| YGL167C . PMR1 | YGLO95C | VPS45
| HiP | YDR323C | VPS19
| YGR284C | ERV29 | YJL1s4C | VPS35
| YFLO25C . BST1 | YDROSOW | vPS41
| YDR059C . UBCS | YPL195W | APL5
| CoPII | YGR261C | APL6
| YDL204W | RTN2 | YOR106W | VAM3
| YPRO28W . YOP1 | YPLO45W | VPs16
| YGL200C . EMP24 | YLR396C | VPS33
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Autophagie YHRO039C-A VMA10
YGL180W ATG1 YPRO36W VMA13
YBLO78C ATGS YOR270C VPH1
YPR049C ATG11 YLR447C VMAG6
YOL082W ATG19 YELO27W VMA3
YDL185W VMA1 YPL234C VMA11
YBR127C VMA2 YHR026W VMA16
YKLO8OW VMAS »lipid droplets*
YLR447C VMAS8 YKR089C TGL4
YOR332W VMA4
YGR020C VMA7

2.1.2.1 ,knock-down“-Stamme der ,,Yeast-DAmP-Collection”

Bisher war es nur moglich, die Bedeutung nicht-essentieller Gene bezlglich der Wirkung von
K28 durch induzierbare Inaktivierung oder Proteindestabilisierung unter verschiedenen
Bedingungen zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wurden Stamme der ,Open
Biosystems Yeast DamP Collection® (Thermo Scientific) getestet, in denen die mRNA-Menge
essentieller Gene des Wildtyp-Stammes BY4741 durch Zerstérung der 3’'UTR (untranslated
region) mittels Integration einer Kanamycin-Resistenzkassette reduziert werden konnte
(DamP: Decreased Abundance by mMRNA Perturbation). Die Destabilisierung des
entsprechenden Transkripts fihrt somit zu einer Reduktion des mRNA-Levels um das 4-

10 fache. Offen bleibt die Auswirkung auf den endgultigen Proteingehalt.

[ KAN®

wildtype allele YFG

DAMP allele ﬁ YFG | KAN® | 3UTR|

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Strategie zur Erstellung der Damp-Allele. Die
Kanamycin-Resistenz-Kassette (KAN®) wurde in die jeweilige 3’'UTR-Region des betreffenden Gens
kloniert (Thermo Scientific).
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Tabelle 4 gibt einen Uberblick tiber die verwendeten ,knock-down“-Stamme.

Tabelle 4: Verwendete ,knock-down“ Stdamme (DAmP-Mutanten) der Hefe S. cerevisiae BY4741 (Open
Biosystems)

| ERAD | coPI

| YDL126C . cDc4s | YDL145C . copl
| YLR378C . SEC61 | YDR238C | SEC26
| YKL145W . RPT1 | YGL137W . SEC27
| YDLOO7W | RPT2 | YNL287W . SEC21
| YDR394W . RPT3 | YFRO51C | RET2
| YOR117W . RPTS | YNL258C . DSL1
| Chaperone | YLR440C | DSL3
| YJLO34W | KAR2 | YGL145W - TIP20
| YCLo43C . PDI | YGLO98W | USET
| HiP | YGL145W - TIP20
| YER125W . RSP5

| COPII

| YPL218W | SART

| YDL195W | SEC31

| YPLOBSW | SEC16

| YFLO38C - YPT1

| YDLO58W | USso1

| YKRO068C | BET3

| YMLOT7W | BET5

| YBR254C | TRS20

| YDR472W | TRS31

| YOR115C | TRS33

| YLR026C | SEDS5

| YLRO78C | BOST

| YDR189W - SLy1

| YBLO5OW . SEC17

| YBROSOC . SEC18
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2.2 Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Plasmide zur Zwischenklonierung und
Expression sind in Tabelle 5 dargestellt. Sie wurden entweder im Rahmen der Arbeit
erstellt oder der Stammsammlung des Lehrstuhls fuar Molekular- und Zellbiologie der

Universitat des Saarlandes entnommen.

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten sowie erstellten Plasmide

Allgemein
Multiple cloning region, lacZa-Gen zur Blau-weil3-

pSTBlue-1 Selektion, pUC origin, Kan®-Gen, Ampicillin- Novagen
Resistenz-Gen

TOPO-Cloning-site, Pgar1, pUC origin, 2 origin, 1

pYES2.1/V5-His-TOPO origin, AmpR-Gen, URA3-Marker Invitrogen
pYES2.1/V5-His-TOPO mit praproK28a, die drei
pYES-ppaAlys Lysinreste der a-Untereinheit wurden durch Alanin SENDzIK, 2006
ersetzt
. . SCHMITT UND
pPGK-M28I pDT-PGK mit K28-ORF (iber Xhol und Bglll TIPPER, 1995
CENG6, ARSH4, URA3-Marker, ori, f1 origin, lacZ,
pRS316.PT AmpR-Gen mit Promotor PGAL1 und CYC1- GIERELMANN, 2007
Terminator
CENG6, ARSH4, LEU2-Marker, ori, f1 origin, lacZ,
pRS315.PT AmpR-Gen mit Promotor PgaL1 und CYC1- SEVRIEVA, 2009
Terminator
CEN-Vektor mit HIS3-Marker, f1-origin, Pgars-
p413-GALS Promoter, T7 und T3-Promoter Addgene
L . R . J.C. Cook,
PGEM-JC ,l,:)(il)ommorlgr-Vektor, Amp~-Gen; T7- und SP6- University of
Warwick, UK
pRS305 Integrativer Hefevektor, AmpR, LEU2-Marker %‘;%RSKI & HIETER
PLac, pUC origin, 2 origin, AmpR-Gen, URA3-
YEp352 Marker ATCC
K28a
PRS316.PT-ppa pRS316 mit Pgar1, CYC1-Terminator und KELKEL 2009

praproK28a tber EcoRI und Sall
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pRS316 mit PgaL1, CYC1-Terminator und proK28a . .
pRS316.PT-pa iiber EcoRl und Sall Diese Arbeit
p413 mit Pgas, CYC71-Terminator und praproK28a . .
p413-ppa iber EcoRl und Sall Diese Arbeit
pRS316-GALS-ppa pRS316-ppa mit Pgars iber Notl und Xhol Diese Arbeit
pRS316-GALS- pRS316-GALS-ppa, der Cystein-Rest der Diese Arbeit
ppaCys/Ser a-Untereinheit wurde durch Serin ersetzt
. pRS315 mit PgaL1, CYC1-Terminator und . .
PRS315.PT-ppa praproK28a tber EcoRIl und Sall Diese Arbeit
In vitro Translation
pGEM-pa pGEM-JC mit proK28a Uber EcoRI und Bglll Diese Arbeit
pGEM-ppa pGEM-JC mit praproK28a tber EcoRI und Bglll KELKEL 2009
pGEM-a pGEM-JC mit K28a lber EcoRI und Bglll KELKEL 2009
pGEM-ssPlpa pGEM-a mit Lactin-Signalsequenz lber Bg/ll und Diese Arbeit
EcoRlI
Split-Ubiquitin-System
) pAS Pcup1 TRP1 OST1 N-terminal vor NubG (AS HARTY UND
KRB242 pOST1-NUbG | 4 37 0 Ubiquitin, lle13Gly) ROMISCH, 2013
pRS305 WBP1-CPLV (AS 35-76 von Ubiquitin,
MHRSACGRMAG linker, AS 151-275 von HARTY UND
KRB243 pWBP1-CPLV Protein A aus S. aureus, ASGR linker, AS1-202 ROMISCH. 2013
von Lex A, EFPGIW linker, AS 402-479 von VP16) ’
LEU
pPGK-pptox-Nub pDT-PGK mit K28-ORF-NubG uber Xhol und Bglll Diese Arbeit
pYES2.1/V5-His-TOPO mit préaproK28a und NubG
) (AS 1-37 von Ubiquitin, lle13Gly) tber EcoRI und . .
PYES-ppaR149ANub Bglll, der Arginin-Rest der a-Untereinheit an Diese Arbeit
Position 149 wurde durchh Alanin ersetzt
pYES2.1/V5-His-TOPO mit praproK28a und NubG
pYES-ppNubGa (AS 1-37 von Ubiquitin, lle13Gly) tiber EcoRI und Diese Arbeit
Bglll
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UPR-Assay

pPM47-UPRE-mCherry

CEN-Vektor CEN/ARS URA3-Marker mit Minimal
CYC1-Promotor sowie 4 UPR-Elementen

LAJOIE ETAL., 2012

pCJ-UPRE-lacZ

YEp352 mit lacZ sowie 4 UPR-Elementen

PARIKH ET AL., 2008

Saugerspezifische Konstrukte

mCherrv-N1 Expressionsvektor, Kan®, enthalt mCherry-ORF, Clontech
P y konstitutiver CMV-Promotor und SV40-Terminator
: pmCherry mit praproK28a tber EcoRI und . .
pmCherry-ppa Bglll/BamHI Diese Arbeit
. pmCherry-ppa mit Lactin-Signalsequenz tiber Xhol . .
pmCherry-ssPlpa und EcoRl Diese Arbeit
) pmCherry mit proK28a tiber EcoRI und . .
pmCherry-pa Bgll/BamHi Diese Arbeit
) pmCherry mit praproK28a tber EcoRI und . .
pmCherry-ppV5a Bglll/BamHI und V5-“tag” Diese Arbeit
; pmCherry-ppa mit Lactin-Signalsequenz tber Xhol . .
pmCherry-ssPIpV5a und EcoRl und V5-"tag” Diese Arbeit
) pmCherry mit proK28a tber EcoRI und . .
pmCherry-pV5a Bglll/BamHI und V5-‘tag” Diese Arbeit
pmCherry mit praproK28a tber EcoRI und
pmCherry-ppaAlys Bglll/BamHI, die drei Lysinreste der a-Untereinheit Diese Arbeit
wurden durch Alanin ersetzt
pmCherry-ppa mit Lactin-Signalsequenz tber Xhol
pmCherry-ssPlpaAlys und EcoRl, die drei Lysinreste der a-Untereinheit Diese Arbeit
wurden durch Alanin ersetzt
pmCherry mit proK28a tber EcoRI und
pmCherry-paAlys Bglll/BamH]I, die drei Lysinreste der a-Untereinheit Diese Arbeit

wurden durch Alanin ersetzt
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ABBILDUNG 6, 7 UND 8 zeigen die Vektorkarten der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten

bzw. erstellten Plasmide.

A B
Cloning site
4
BspLUT 10S)
bac o
{ e ey
e . » Dra 18}
.)-*_ NgoA Ve
o % 5 pYES2.1V5
T His-TOPO®
pSTBlue-1 ]
(3851 bp) _ 5,9 kbp 3’
P K b Bsa I 5
t K3 < "
V) Sca b

=
g

Abbildung 6: Die Plasmide pSTBluel (A) und pYES2.1 (B) liegen linearisiert vor und ermdglichen
aufgrund ihrer 3'dU- bzw. dT-Uberhange die direkte Klonierung von PCR-Produkten mit 3° dA-Uberhangen.
Der multi-copy-Vektor pYES2.1 ermdglicht dartiber hinaus die Genexpression in Hefe.

puc - F
ofi ’/:'_.,,--""
HSV TK .--/ 4 mCherry
poly A° I pmCherry-N1  sn
4722 bp

.I"\. ll.I\--
/~ svao
\ 1 poly A
B Sy

= e
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P an
SV40 Ean!
Ofl P\'-ﬂl

Abbildung 7: Der Expressionsvektor pmCherry wurde zur Toxin-Expression in hdheren Eukaryonten
eingesetzt. Die Synthese erfolgte dabei unter Kontrolle des CMV-Promotors.
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CEN® ARSHy

CENGIARSH Hind 1 [308]

B3l X) [686]
Hind 11 [355]
Kpn | [1122]
Pst | [1183]

‘r'c-ngdnn:

g p413 GALS
5611 bp
~
Non
CYC1-torm. Kpn 1 [2078)
[RUTI=31IF; . i:(hor 2337]
GALS-Prom. A== 3al | [2343]
Xhé mu-nn - EA:?'HII.! E;i:!l
Xbal :
Safl, BamHi -
bal [2400]
¢ D
EcoRlI
% %ﬁ
% 3
g %
pJC2433gem- -
—Bglll preRTAdelta
3.9kbp
Amor Bsp14071

Abbildung 8: Die Zentromervektoren pRS316.PT (A) sowie p413GALS (B) wurden zur heterologen
Genexpression in Hefe eingesetzt. Sie unterscheiden sich in der Expressionskontrolle durch die
Promotoren GAL1 (pRS316.PT) bzw. GALS (p413GALS). Der Vektor pPGK-M28-1 (C) diente als Template

zur Generierung der Toxin-Derivate und pJC2433 (D) mit T7- sowie SP6-Promotor der in vitro Transkription
von K28a.
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2.3 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide dienten als Primer in der PCR und

wurden von der Firma ,Sigma-Aldrich“ bezogen.

Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide zur Verwendung in der PCR. Schnittstellen fiir
Restriktionsenzyme sind unterstrichen, Stopp- und Startcodons fettgedruckt. Die Sequenz ist in 5-3'-
Orientierung angegeben.

GGTACC GGGCCC GCGGCCGC TCCTC

5'Peacs KpnliApal/Notl CGTGCGTCCTCGTCTTC Pars
: GAATTC CTCGAG GGTTTTTTCTCCTTG

FPeacs EcoRI/Xhol ACGTTAAAGTATAGAGGTATATTAACAAT | Foas

5’'PraproLactin (ssPl) GCTAGC AGATCT CTCGAG GCCACC ssPIp(V5)a(Alys)

Nhel/Bglll/Xhol/Kozak ATG GACAGCAAAGGTTCGTCGCAG P y

3’PraproLactin (ssPl) GAATTC AAGCTT GGAGACCACACCCT ssPIp(V5)a(Alys)

EcoRI/Hindlll GGCACAAGAG P y
K28, K28-NubG,

5’pptox Xhol/EcoRlI 8$8S¢$ ASI';'/I:\ﬁ ;Ig Aﬁ.ﬁ.‘.;rT(.;rAGAGCGTTTC ppaR149ANubG, ppNubGa
ppaCys/Ser

3’pptox Stop AGATCT GTCGAC AAGCTT TTA ACGCG K28 K28-NubG

Bglll/Sall/HindllI ATTGTATATTCTCTGCGTTTTCAGTC :

CAAGGTGCCACGATGAGCTACGCATGC

5'SOE pptox-NubG AGATTTTCGTCAAGACTTTGACCG K28-NubG
, CGGTCAAAGTCTTGACGAAAATCTGCAT

3'SOE pptox-NubG GCGTAGCTCATCGTGGCACCTTG K28-NubG

FNUbG Stop HindllBgni | ASATCT AAGCTIT TTAAGGGATACCTTC | og NibG

CTTGTCTTGAATTT

GACTGAAAACGCAGAGAATATACAATCG
5’SOE K28aR149ANubG CGTATGCAGATTTTCGTCAAGACTTTGA ppaR149ANubG
CCGG

CCGGTCAAAGTCTTGACGAAAATCTGCA
3’'SOE K28aR149ANubG TCGCCGATTGTATATTCTCTGCGTTTTC ppaR149ANubG

AGTC

, GTCGAAAATTCAAGACAAGGAAGGTATC
5'SOE Nuba CCTGACTTCAGTGCTGCTACTTGCG PPNUbGa
3SOE Nuba CGCAAGTAGCAGCACTGAAGTCAGGGA |\ oo

TACCTTCCTTGTCTTGAATTTTCGAC
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5'SOE K28aCys/Ser AGTGCTGCTACTTCCGTACTGATGGGC ppaCys/Ser

3’'SOE K28aCys/Ser GCCCATCAGTACGGAAGTAGCAGCACT ppaCys/Ser

2.4 Kultivierungsbedingungen

Die beschriebenen Nahrmedien wurden, soweit nicht anders beschrieben, in HsOgest

geldst und bei RT gelagert.

2.4.1 Bakterien

Die Flussig-Kulturen wurden in 5 ml LB-Medium bei 37°C und 220 rpom dber Nacht
inkubiert, die Kultivierung der LB-Agar-Platten erfolgte in einem Brutschrank ebenfalls bei
37°C Uber Nacht. Je nach Selektionsbedingungen wurden Ampicillin bzw. Kanamycin in
einer Endkonzentration von 100 pg/ml bzw. 25 ug/ml zugegeben. Das Blau-Weil3-
Screening erfolgte durch Zugabe von 40 uyl X-Gal-Stammiésung (40 mg/ml) und 40 pl
IPTG-Stammldsung (100 mM).

LB-Medium (lysogeny broth medium)

Pepton 1,0 %
Hefeextrakt 05 %
Natriumchlorid 05 %
[Agar 1,5 %]

Ampicillin-Stammldsung

Ampicillin 50 mg/ml

Kanamycin-Stammloésung

Kanamycin 25 mg/ml

IPTG-Stammldsung
IPTG 100 mM
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X-Gal-Stammldsung
X-Gal 20 mg/ml

2.4.2 Hefen

Die Kultivierung der Hefen erfolgte in 5 ml Medium bei 30°C und 220 rpm. Die Agar-

Platten wurden bei gleicher Temperatur in einem Brutschrank inkubiert.

YPD-Medium

Glukose 20 %
Pepton 20 %
Hefeextrakt 1,0 %
[Agar 1,5 %]

Die Glukose wurde getrennt autoklaviert.

Synthetisches Medium

Lésung A
Ammoniumsulfat 50 4l
Aminosaure-Mix 0,8 4l
Lésung B
Glukose bzw. Raffinose 20 g/l
oder Galaktose 30 g/l
Agar 12 g/l
Losung C
Yeast nitrogen base 1,7 g/l

Die Losungen A und C wurden getrennt autoklaviert, Losung B sterilfiltriert. Zur
Herstellung von 5-FOA-Agar wurde das Medium in doppelter Konzentration hergestellt
und mit sterilfiltrierter 0,2 %iger 5-Fluororotsaure-Stammldsung im Verhaltnis 1:1 gemischt,

so dass eine 5-FOA-Endkonzentration von 0,1 % erreicht wurde.
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Aminosaure-Mix (10x)

Adenin 28 % Phenylalanin 7.0 %
Arginin 28 % Threonin 28,0 %
Histidin 28 % Tryptophan 28 %
Tyrosin 42 %
Isoleucin 42 % Uracil 28 %
Leucin 14,0 % Valin 210 %
Lysin 42 %
Methionin 28 %

2.4.3 Dauerkulturen

Um die hergestellten Konstrukte in ihren Wirtszellen Uber Jahre zu konservieren, wurde
1 ml der entsprechenden Ubernacht-Kultur mit dem gleichen Volumen an 99 %igem

Glyzerin in einem Kryorohrchen (Nalgene Cryoware) vermischt und bei -80°C aufbewahrt.

2.5 Zellzahlbestimmung

Um die optische Dichte (OD) der Kulturen zu bestimmem, wurde die Absorbtion der
Suspension bei 600 nm gemessen (Ultrospec 2100 pro UV-visible Spectrophotometer;

Pharmacia Biochrom). Als Referenz diente dabei 1 ml unbeimpftes Medium.

2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.6.1 Standard-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (,polymerase-chain-reaction, PCR) ist eine Methode zur
Vervielfaltigung geringer DNA-Mengen. Dabei wird die doppelstrangige Helix bei 95°C
denaturiert, so dass die beiden DNA-Einzelstrange fir die gegenlaufigen Primer
zuganglich werden. Diese Oligonukleotide dienen als Initiationssequenz fiir die Synthese
eines neuen DNA-Stranges durch die Polymerase (SAIKI ET AL., 1988) und werden bei

einer Temperatur angelagert, die 3-4°C unter ihrer Schmelztemperatur liegt.
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Die DNA-Polymerase des ,FastStart High Fidelity PCR System® (Roche) mit ,Proof-
Reading“-Funktion® figt komplementare Desoxynukleotide (dATP, dGTP, dCTP und dTTP)
an das ssDNA-Template an. Eine weitere Eigenschaft dieses Enzyms ist das Anflgen
eines freien dA-Restes an die abgelesene Sequenz, welche das Einklonieren in Vektoren
mit einem dU-Uberhang erleichtert. Durch die zyklische Wiederholung von Denaturierung,
Annealing und Elongation kommt es zu einer exponentiellen Verfielfaltigung der DNA. Der

PCR-Ansatz wurde nach folgendem Schema zusammengestellt:

10x Taqg DNA-Polymerase-Puffer 2,0 pl
DNA 2,0 ul
dNTP’s (25 mM) 0,2 pl
3’ Primer (100 pmol/ul) 0,2 ul
5’ Primer (100 pmol/ul) 0,2 ul
Taqg DNA-Polymerase 0,2 ul
H,O ad 20,0 ul

Die Amplifikation erfolgte nach dem aufgefihrten Programm im Thermocycler

.Mastercycler epgradients” (Eppendorf).

Initiale Denaturierung 94°C, 10 min

Denaturierung 95°C, 30s

Annealing 60°C, 30's 26 Zyklen
Elongation 72°C, 30-60s

Terminale Elongation 72°C, 3 min

2.6.2 SOE-PCR

Die SOE-PCR ist eine Methode zur Herstellung von Fusionsproteinen auf DNA-Ebene
(HORTON ET AL., 1989). Dabei werden Primer verwendet, die an ihrem 5’- bzw. 3’ Ende
Uberlappende Sequenzen des zu fusionierenden Gens tragen. Beide Allele werden in der
ersten PCR getrennt amplifiziert und erhalten auf diese Weise einzelstrangige

komplementare Bereiche zu dem zu fusionierenden Gen.
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Nach elektrophoretischer Trennung und Reisolation werden in einer zweiten PCR beide
Templates eingesetzt. Die komplementaren Bereiche lagern sich zusammen und werden
mit Hilfe der beiden &ufRleren Primer zu einem Fusionsprodukt amplifiziert. Fir diese
modifizierte Form der PCR wurde das gleiche Programm wie flr die Standard-PCR

verwendet.

2.7 TA-Cloning

2.71 AccepTor-Cloning

Zur Sequenzierung wurden die amplifizierten DNA-Fragmente zunachst zwischenkloniert,
wobei die an die neu synthetisierten DNA-Strange angefiigten dA-Uberhdnge genutzt
werden konnten. Der zur ,Acceptor-Klonierung“ verwendete lineare Vektor pSTBlue-1 des
LAccepTor Vector Giga Kit* (Novagen) besitzt komplementéare dU-Uberhange, wodurch
die PCR-Produkte leicht in das Plasmid eingebracht werden konnen. Nach
Transformation der ,NovaBlue GigaSinglesTM Competent Cells® (Novagen) entstehen
nach Replikation in der Wirtszelle aus den urspriinglichen dU-UberhZngen dT-Bausteine.
Die Selektion der erfolgreich transformierten Bakterienzellen ist neben der Ampicillin- und
Kanamycinresistenz Uber eine Blau-Weil3-Selektion moglich. Der verwendete Vektor
pSTBlue-1 tragt ein lacZ-Gen, das fir die B-Galaktosidase codiert und dessen Promotor
durch IPTG induziert wird. Die eigentliche Funktion dieses Enzyms ist die Umsetzung von
Laktose zu Galaktose und Glukose. Im Zuge der ,Acceptor-Klonierung® wird statt des
natlrlichen Substrats ein Laktose-Analog (X-Gal) eingesetzt, das ebenfalls von der
B-Galaktosidase umgesetzt werden kann. X-Gal wird dabei zu Galaktose und 5-Brom-4-
Chlor-3-Hydroxyindol hydrolysiert. Letzteres oxidiert zu einem tiefblauen Farbstoff. Die
MCS des Vektors befindet sich innerhalb des lacZ-Gens, welches durch Integration eines
Fremdgens inaktiviert wird. Auf diese Weise kénnen E. coli Zellen, die ein rekombinantes
Plasmid aufgenommen haben und damit weiRe Kolonien ausbilden, von den lbrigen
unterschieden werden, die blaue Klone hervorbringen.

Die DNA-Templates wurden wie in 2.6 beschrieben amplifiziert und nach der in 2.12
beschriebenen Methode aus dem Agarosegel zurliickgewonnen. Dieses Reisolat konnte in

folgendem Ansatz fur die Ligation mit pSTBlue-1 eingesetzt werden:
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pSTBlue-1 0,5 ul
Reisolat 2,0 ul
2x Ligations-Premix 25 ul

Nach einstliindiger Inkubation bei 16°C wurde der Ligationsansatz mit chemisch
kompetenten E. coli Zellen (Nova Blue Singles) vermischt, 5 min auf Eis belassen und
anschlielend 30s einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Um die erfolgreich
transformierten Zellen von den Ubrigen unterscheiden zu kénnen, wurden sie nach 30 min
im 37°C-Schittler auf 20 pyl IPTG, 20 pyl Kanamycin, 40 yl X-Gal sowie 120 yl H,O
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.7.2 pYES-Cloning

Die TA-Klonierung in pYES2.1/V5-His-TOPO Vektor (Invitrogen) beruht ebenfalls auf der
unspezifischen Ligation des PCR-Produkts tber 5°dT-Uberhdnge des Plasmids. Der
Vektor ist an Topoisomerase | gebunden, die durch Integration des PCR-Produkts
verloren geht. Nach Transformation von E. coli TOP10F’ ist in diesem System keine Blau-
Weil3-Selektion moglich. Eine Besonderheit ist die Eigenschaft eines multi-copy Shuttle-
Vektors, der in S. cerevisiae die Expression durch den Galaktose-induzierbaren Promotor

GAL1 kontrolliert. Der Ligationsansatz setzte sich aus folgenden Komponenten

zusammen:
pYES2.1/V5-His-TOPO 0,5
Reisolat 2,0 pl
Salt-Solution 0,5 ul

Der Ansatz wurde 15 min bei RT inkubiert und anschliefend wurden 2 ul zu chemisch
kompententen E. coli TOP10F’ gegeben. Nach einem Hitzeschock bei 42°C fur 40 s
wurden die Zellen in 250 yl SOC-Medium aufgenommen, 1 h bei 37°C geschittelt und
schlieRlich auf LBam, selektiert.
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2.8 Sequenzierung

Die Sequenzierung der hergestellten Konstrukte des Acceptor- bzw. pYES-Clonings
wurde kommerziell durch die Firma ,GATC Biotech® durchgefiihrt. Die Auswertung

erfolgte mit Hilfe der Software ,Lasergene SeqMan“ (DNAStar).

2.9 DNA-Isolierung aus Bakterien

2.9.1 Alkalische Lyse

GTE

Glukose 50 mM
Tris 25 mM
EDTA 10 mM

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 8 eingestellt.

NaOH/SDS
Natriumhydroxid 200 mM
SDS 1 % (Whv)

5M Kaliumacatat-Ldsung
Essigsaure 99,5% 295 %
Der pH-Wert wurde mit HCI auf 4,8 eingestellt.

Die alkalische Lyse nach (BIRNBOIM, 1983) ist eine Methode zur Isolierung von Plasmid-
DNA aus Bakterien, bei der die Trennung von genomischer DNA und Proteinen durch De-
und Renaturierung aufgrund eines veranderten pH-Werts herbeigefihrt wird.

In einem einmindtigen Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpom wurden zunachst die Zellen
aus jeweils 1,5 ml Bakterienkultur geerntet und zur Destabilisierung der Zellmembran in
100 ul GTE resuspendiert. Die Zugabe von 200 yl NaOH/SDS erhdhte den pH-Wert, so
dass sowohl chromosomale als auch Plasmid-DNA und Proteine denaturieren. Die
anschliel’ende Applikation von 150 ul KAc erniedrigt den pH-Wert, was der Plasmid-DNA
die Renaturierung ermdglicht. Die chromosomale DNA ist flir diesen reversiblen Schritt
jedoch zu grofd und fallt daher gemeinsam mit den Proteinen aus. Nach zehnminitiger
Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde der Uberstand in 800 pl Ethanol tberfiihrt, um die

Nukleinsauren bei RT Uber einen Zeitraum von 5 min zu fallen.
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Das Ethanol wurde nach einer weiteren Minute bei 13.000 rpm abgenommen und das

getrocknete Pellet in 20 pl Aqua dest. aufgenommen und bei -20°C gelagert.

2.9.2 Mini-Prep

Die Plasmid-Isolierung mittels ,innuPREP Plasmid Mini Kit* (Analytik Jena Bio Solutions)
folgt dem gleichen Prinzip wie die Gewinnung der DNA mit Hilfe der alkalischen Lyse.
Durch die Bindung der DNA an eine Silikamatrix liegen die Nukleinsduren am Ende

jedoch in einer reineren Form vor. Die Durchfuhrung erfolgte nach Herstellerangaben.

2.9.3 Midi-Prep

Um DNA in groRerem Malistab aus einer 50 ml Kultur gewinnen zu kénnen, wurde das
,GenElute™ HP Plasmid Midiprep Kit* (Sigma) verwendet. Auch hier erfolgte die
Durchfuhrung nach Angaben des Herstellers. Die DNA-Konzentration wurde im Anschluss

mit dem ,Nanodrop 2000c* (Peqglab) bestimmt.

2.10 Restriktionsanalyse

Restriktionsendonukleasen des Typs Il sind Enzyme, die eine spezifische DNA-Sequenz,
meist Palindrome, erkennen und durch Hydrolyse das Zucker-Phosphatriickgrad spalten.
Dabei entstehen im DNA-Strang, je nach Enzym, glatte Enden (,blunt-ends®) bzw.
einzelstrangige Enden (,sticky-ends®).

Zur Kontrolle der Acceptor-Klonierung und Herstellung der Vektor-Expressionssysteme
wurde ein Reaktionsansatz nach Angaben des Herstellers (Fermentas) zusammengestellt
und 2h bei 37°C inkubiert. Im Folgenden ist die Ubliche Zusammensetzung eines
Ansatzes aufgefiihrt, dessen Enzyme und Puffer von der Firma Fermentas bezogen

wurden:
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Puffer 2,0
RNase A 0,5
Restriktionsenzym | 0,4
Restriktionsenzym Il 0,4
DNA 1,0
H,O ad 20,0

ul
pl
i
i
Ml
I
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Die entstandenen Fragmente konnten anschlieRend gelelektrophoretisch getrennt und je

nach Verwendung aus der Agarosematrix reisoliert werden.

2.11 Agarosegelelektrophorese

TBE (10x)

Tris 890
Borsaure 890
EDTA 20
GLB

Glyzerin 50,00
EDTA 1,00
SDS 125,00
Bromphenolblau 0,05
Xylencyanol 0,05

mM
mM
mM

% (vIv)
% (w/v)
mM

% (wiv)
% (w/v)

Die Methode der Agarosegelelektrophorese (SAMBROOK, 1989) wird angewandt, um DNA-

Fragmente ihrer GroRe nach zu trennen. Das Wandern der Probe im Gel wird durch

Anlegen eines elektrischen Feldes erreicht, da DNA im alkalischen pH-Bereich aufgrund

ihrer negativen Ladung zur Anode wandert. Agarose ist ein Polysaccharid, das aus Algen

gewonnen wird und wahrend seiner Polymerisation Poren ausbildet, die kleinere DNA-

Fragmente schneller Uberwinden kénnen.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Proben mit 1/5 Volumen Gelladepuffer versetzt und
anschlieend auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei
einer Spannung von 10 V/cm in 1x TBE-Puffer. Um die entstandenen Banden sichtbar zu
machen, wurde das Polymer in einem Ethidiumbromid-Bad (0,0004 %) fur 10 min
angefarbt. Dabei interkaliert der Farbstoff in der kleinen Furche der Doppelhelix und
macht diese nach Bestrahlung mit UV-Licht aufgrund seiner roten Fluoreszenz sichtbar.
Diese Dokumentation erfolgte im ,ChemiDoc XRS system® [BioRad]. Um die Fragmente
anhand ihrer Grélke identifizieren zu kénnen, musste bei jedem Versuch ein
Langenstandard mitgefiihrt werden, der eine Aussage Uber die Anzahl der Basenpaare
der Probe erlaubt. Der daflir eingesetzte DNA-Marker ,Smart Ladder” wurde von der

Firma Eurogentec bezogen (ABBILDUNG 9).

Abbildung 9: Eingesetzter DNA-Marker
~omart Ladder® [Eurogentec] bei der
Agarosegelelektrophorese. Die Bandenhdhe
ist in Basenpaaren angegeben und dient
dem Vergleich mit Fragmenten unbekannter
Grofe.

212 Reisolierung aus Agarosegelen

Damit die amplifizierten bzw. restringierten DNA-Fragmente zur Ligation eingesetzt
werden konnten, mussten sie mit Hilfe des ,innuPREP Gel Extraction Kit* (Analytik Jena]
aus dem Agarosegel isoliert werden. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des

Herstellers.
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2.13 Ligation

Bei der Ligation werden zwei DNA-Fragmente nach vorheriger Behandlung mit
identischen bzw. kompatiblen Restriktionsendonukleasen mithilfe einer Ligase kovalent
verknupft. Diese Methode bietet die Mdoglichkeit, Plasmide um zusatzliche Gene zu
erweitern und auf diese Weise rekombinante Vektorsysteme zu konstruieren. Die in dieser
Arbeit verwendete DNA-Ligase des T4-Phagen (Applichem) Kkatalysiert nach
vorubergehender Anlagerung der entsprechenden ,sticky-ends“ oder ,blunt-ends® die
Ausbildung einer Phosphodiesterbindung zwischen dem 3’-OH-Ende eines Fragments mit
dem 5’-Phosphatende des anderen. Fir die Verknipfung von Vektor und Insert wurde

folgender Ansatz zusammengestellt und tGber Nacht bei 16°C inkubiert:

Vektor-DNA 50 wul
Insert-DNA 12,0 ul
10x Ligationspuffer 2,0 ul
T4-DNA-Ligase 1,0 ul

2.14 Transformationsmethoden

2.14.1 Transformation von E. coli mittels Elektroporation

SOC-Medium

Hefeextrakt 05 %
Pepton 20 %
Natriumchlorid 10,0 mM
Glukose 20,0 mM
Kaliumchlorid 10,0 mM
Magnesiumchlorid 10,0 mM
Magnesiumsulfat 2,5 mM
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Bevor die rekombinanten Konstrukte zur Vermehrung in E. coli transformiert werden
konnten, mussten die Bakterien auf die Aufnahme der Fremd-DNA vorbereitet werden.
Zur Herstellung der elektrokompetenten Bakterien wurden 200 ml LB-Medium mit einer
Ubernachtkultur des Stammes TOP10 1 %ig beimpft und bei 37°C und 220 rpm kultiviert
bis eine optische Dichte von 1,0-1,5 erreicht war. Nach einem Zentrifugationsschritt fir
5 min bei 10.000 rpm und 4°C, wurde das Pellet dreimal in 100 ml 10 %igem Glyzerin
gewaschen und in der verbleibenden Flissigkeit resuspendiert, um die Salze zu entfernen.
Es folgte das Aliquotieren der Zellen in 1,5 ml EppendorfgefaRle und eine erneute
Zentrifugation fir 5 min bei 8.000 rom. Das Pellet wurde im gleichen abeschatzten
Volumen 10 %igem Glyzerin geldst, zu je 40 pl aliquotiert und bei -80°C aufbewabhrt.

Die Elektroporation (CALVIN UND HANAWALT, 1988) ermdglicht es kompetenten Zellen freie
DNA aufzunehmen, indem mit Hilfe eines elektrischen Feldes kleine Poren in der
Zellmembran ausgebildet werden. Diese Ruption verleihen der Zelle eine erhdhte
Permeabilitat, die es dem zu transformierenden Plasmid ermoglicht, in den Wirt
einzudringen. Die Uberschissigen lonen des Ligationsansatzes wurden durch Dialyse auf
Nitrocellulose-Plattchen (Millipore; Porendurchmesser 0,025 pm) fir 40 min gegen
10 %iges Glycerin entfernt, im Anschluss mit kompetenten E. coli Zellen vermischt und
einem elektrischen Puls von 2,5kV, 25mF und 200 Q (Gene Pulser IlI; BioRad)
ausgesetzt. Die Zugabe von 1 ml SOC-Medium unmittelbar nach der Elektroporation
sowie die anschliefende Inkubation bei 37°C und 220 rpm fiir 45 min sollten die Zellen

wieder stabilisieren, bevor sie auf LBanp,-Agar ausplattiert wurden.

2.14.2 Transformation von Hefe-Zellen mittels Lithiumacetat

Lithiumacetat (10x)
Lithiumacetat 10 M

TE-Puffer (10x)
Tris 100 mM
Na,EDTA 10 mM

Lithiumacetat-TE

Lithiumacetat (10x) 10 %
TE (10x) 10 %
H,O 80 %
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PEG-Stammlosung

Polyethylenglykol 4000 50 % (wl/v)
PEG-L8sung

PEG-Stamml6sung 80 %

TE (10x) 10 %
Lithiumacetat (10x) 10 %

Zur Transformation von Hefezellen mit Plasmid-DNA wurde 1 ml einer Ubernachtkultur
zentrifugiert (8.000 rpm, 5 min), mit H,O gewaschen und in 200 pl LIAc/TE aufgenommen.
Zur Steigerung der Transformationseffizienz wurden 20 yl einer hitzedenaturierten
Carrier-DNA aus Heringssperma zugegeben, und durch 2 uyl Plasmid-DNA, die durch
alkalische Lyse gewonnen wurde und 1,2 ml PEG-L6sung erganzt. Der Ansatz wurde
30 min bei 30°C geschuttelt, fur 15 min einem Hitzeschock bei 42°C unterzogen, mit

500 pl 1XTE gewaschen und auf entsprechenden d/o-Agarplatten selektiert.

2.15 Serieller Verdiinnungstest

Fur den seriellen Verdiinnungstest wurde zunachst die Zellzahl einer Raffinose-haltigen
Ubernachtkultur mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt; 1x10” Zellen wurden geerntet
und in 50 pl HoO4est aufgenommen. Ausgehend von dieser Zellzahl wurden Verdinnungen
hergestellt, so dass 1x10° bis 1x10" Zellen in einem Volumen von 5 pl auf eine Agarplatte
mit Glukose (reprimierende Bedingungen) bzw. Galaktose (induzierende Bedingungen)
als Kohlenstoffquelle aufgetropft werden konnten. Die Platten wurden, wenn nicht anders
beschrieben, 5 Tage bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurde die Zahl an Zellen ermittelt,

die unter induzierenden Bedingungen noch eine Kolonie ausbildeten.

2.16 Wachstumstest

Fur den Wachstumstest wurden die entsprechenden Deletions- bzw. ,knock-down-
Stamme®, die entweder das Letalkonstrukt oder den korrespondierenden Leervektor
enthielten, iber Nacht in raffinosehaltigem Medium kultiviert und 5x10° Zellen/ml geerntet.
Das Pellet wurde in 1 ml Selektionsmedium mit Galaktose induziert und die Anderung der
optischen Dichte von 1x10° Zellen in einer 96er-Wellplatte {iber einen Zeitraum von 24 h

im ,Paradigm Detection Platform” (Molecular Devices) untersucht.
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Fur jeden Stamm wurde nach Dreifachbestimmung ein Mittelwert gebildet. Die maximale

Differenz der relativen optischen Dichte zwischen Letalkonstrukt und Leervektor wurde als
toxischer Effekt definiert und fur den Wildtyp auf 100 % gesetzt.

2.17 Herstellung von Toxinkonzentrat

B-Medium

Glukose 30 g/l
oder Galaktose 20 g/l
Malat 20 gl
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 2,05 4l
Ammoniumsulfat 1,50 g/l
Kaliumdihydrogenphosphat 1 gl
Calciumchlorid 0,50 gl
Trinatriumcitrat 0,50 gl
Inosit 0,04 gl
Aminosaure-Mix 0,80 gl
100x Vitaminstammldsung 10 %
100x Spurenelement-Stammldsung 10 %

100x Vitamin-Stamml6sung

4-Aminobenzoesaure 20 mgl/l
Biotin 20 mgl/l
Folsaure 20 mgll
Nikotinsaure 100 mg/l
Riboflavin 50 mgll
Thiaminiumchlorid 50 mgl/l
Calcium-D-Panthotenat 100 mg/l
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100x Spurenelement-Stammldsung

Borséaure 0,2 4l
Eisen-llI-chlorid-Hexahydrat 0,2 g/l
Zinksulfat-Heptahydrat 0,2 gl
Aluminiumchlorid 0,2 gl
Kupfersulfat-Pentahydrat 0,1 gl
Natriummolybdat-Dihydrat 0,1 gl
Lithiumsulfat-Monohydrat 0,1 gl
Kaliumiodid 0,1 gl
Kalium-Hydrogentartrat 2,0 g/l

Mc llvaine-Puffer

Lésung A
Citrat 01 M

Lésung B
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 02 M

Die beiden Komponenten wurden so vermischt, dass ein pH-Wert von 4,7 entstand
(520 ml Lésung A und 480 ml Lésung B).

Von dem Stamm MS300c, in dem das Killertoxin K28 viral codiert vorliegt, wurde aus
einer 200 ml Vorkultur (B-Medium) eine 10 | Hauptkultur beimpft und vier Tage bei 20°C
kultiviert. Danach wurde der toxinhaltige Uberstand geerntet (8.000 rpm, 10 min, 4°C) und
mit Hilfe einer ,Watson Marlow 6035“-Pumpe bei 4°C und 1bar Uber das
Tangentialflusssystem 17521-001 mit einer Ausschlussgrenze von 8 kDa (Sartorius) auf
500 ml eingeengt. Nach erneuter Zentrifugation (8.000 rpm, 10 min, 4°C) wurde der
Uberstand mit Hilfe einer Ultrafiltrationszelle (Amicon) (iber eine Membran mit einer
Ausschlussgrenze von 10 kDa (Millipore) geleitet und unter 3 bar N»-Atmospharendruck
auf 100 ml aufkonzentriert. Zum Entsalzen wurde das erhaltene Konzentrat mit der funf
bis zehnfachen Puffermenge (Mcllvaine-Puffer pH 4,7, 1:10 verdiunnt) aufgefillt und
erneut konzentriert. Zur Aktivitatsbestimmung des 100-fachen Toxinkonzentrats wurde ein

MBA-Test mit Hilfe eines sensitiven S. cerevisiae Stammes durchgeflhrt.
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2.18 Agardiffusionstest

MBA (Methylenblau-Agar)

Lésung A

Ammoniumsulfat 50 4l
Zitronensaure 18,0 g/l
Aminosaure-Mix 0,8 gl
Methylenblau 0,003 %

Der pH-Wert wurde mit 2 M K;HPO, auf 4,7 eingestellt.

Lésung B
Glukose 20 g/l
oder Galaktose 30 gl
Agar 14 g/l
Lésung C
Yeast nitrogen base 1,7 gll

Lésung A und B wurden getrennt autoklaviert, Lésung C wurde sterilfiltriert. Nach Mischen

aller Komponenten wurde das Medium zu 15 ml auf Reagenzglaser verteilt.

Der Methylenblau-Agardiffusionstest dient der Sensitivitatsbestimmung verschiedener
Hefestdamme gegeniiber dem K28-Heterodimer. Dazu wurden 1x10° Zellen einer {.N-
Kultur mit verflussigten Methylenblau-Agar (55°C) vermischt und auf diese Weise nach
AusgiefRen in eine Petrischale in das Medium eingebettet. Nach Erstarren des Agars
wurde mit einem Korkbohrer in die Mitte der Platte ein Loch gestanzt (g 0,9 cm), in das
100 pl des Toxinkonzentrats appliziert wurde. Durch Diffusion erreicht das Toxin die
sensitiven Zellen, wobei die Konzentration zur Peripherie logarithmisch abnimmt.
Abgetdtete Zellen nehmen das Methylenblau im Agar auf und beschreiben eine
dunkelblaue Grenze des Hemmhofs. Nach drei Tagen bei 20°C wurde der gebildete

Hemmhofdurchmesser ermittelt.
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2.19 Spharoplastierung

Sphéaroplastierungspuffer

Sorbitol 800,0 mM
Tris 10,0 mM
Calciumchlorid 10,0 mM
Zymolyase 20T 0,2 mg/ml
DTT 20 mM

Zymolyase und DTT (1 M Stammlésung) wurden erst vor Gebrauch zugegeben.

Um die Toxinaufnahme sensitiver Hefezellen zu steigern, wurde je nach Versuchsansatz
zuvor die Zellwand verdaut. Dazu wurden 100 ml einer Ubernachtkultur (1x10” Zellen/ml)
zentrifugiert, in 50 ml Spharoplastierungspuffer aufgenommen und 90 min bei 30°C und
80 rpm inkubiert. Im Anschluss wurde die Spharoplastierung mikroskopisch kontrolliert
(Platzen nach Zugabe von H,0), die Zellen geerntet (2.000 rpm, 10 min, 4°C) und zur

Toxininkubation eingesetzt.

2.20 Inkubation von Hefezellen mit K28

Inkubationspuffer

Sorbitol 800 mM
Glukose 10 mM
Calciumchlorid 10 mM
Mcllvaine-Puffer pH 4,7 10 %

Spharoplasten oder intakte Hefezellen wurde zunachst in Inkubationspuffer gewaschen
und anschlieRend darin resuspendiert. Nach Applikation von Toxinkonzentrat (stabilisiert
mit 0,8 M Sorbitol fir Spharoplasten) in einer Endkonzentration von 10%, wurde der
Ansatz fir einen variablen Zeitraum bei 20°C und 70 rpm inkubiert. Die spezifischen

Parameter je Versuchsansatz werden jeweils an entsprechender Stelle aufgefiihrt.
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2.21 Zellaufschluss

2.21.1 Glasperlen

SUMEB-Puffer
SDS

Harnstoff
MOPS pH 6,8
EDTA
Bromphenolblau
(NH4)2SO4

Protease-Inhibitor

10
10
0,01
0,30

% (w/v)
M

mM

% (vIv)
mM

M

Material und Methoden

Eine ,Complete Protease-Inhibitor Cocktail“-Tablette (Roche) wurde in 2 ml H,O dest.

geldst und bei -20°C gelagert.

Hefezellen wurde mechanisch durch Verwendung von Glasperlen und Detergenzien

aufgeschlossen, wenn keine weitere Unterteilung der Zellkompartimente vorgenommen

werden sollte. Die Zellen wurden nach Toxininkubation zentrifugiert (8.000 rpm, 5 min), in

50 yl SUMEB-Puffer aufgenommen, nach Zugabe von sechs Glasperlen (g 1-1,5 mm)

und 5 ul Protease-Inhibitor zweimal fiir 1 min im ,Bead Beater® (Biospec Products) bei 4°C

aufgeschlossen, danach fir
(13.000 rpm, 1 min) zur SDS-PAGE eingesetzt.

10 min bei

inkubiert und nach Zentrifugation
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2.21.2 Dounce Homogenisierung

Lysepuffer

Sorbitol 200 mM
Hepes 20 mM
Kaliumacetat 50 mM
EDTA 2 mM

Protease-Inhibitor

Eine ,Complete Protease-Inhibitor Cocktail“-Tablette (Roche) wurde in 2 ml H,O dest.

geldst und bei -20°C gelagert.

Die Homogenisierung stellt eine mechanische sowie schonende Aufschlussmethode dar
und bietet den Vorteil, membranumschlossene Zellkompartimente weitgehend zu erhalten.
Hierdurch kann nach anschlieRender Zellfraktionierung die Lokalisation eines bestimmten
Proteins in der Zelle untersucht und beispielsweise das Zytosol vom Ubrigen Membranteil
der Zelle separiert und sogar zwischen einzelnen Kompartimenten unterschieden werden.
Fir diese sanfte Art der Homogenisierung muss zunachst die Zellwand entfernt werden,
um destabilisierte, osmotisch instabile Spharoplasten zu erhalten. Der eigentliche
Aufschluss erfolgt in einem hypotonen Puffer, um neben den mechanischen Kraften einen
osmotischen Druck auf die Zellen auszuliben und somit die Lyse zu unterstiitzen.

In der vorliegenden Arbeit wurden 100 ml einer Hefekultur in der logarithmischen Phase
spharoplastiert (2.19), anschliellend in 1 ml Lysepuffer sowie 40 uyl Protease-Inhibitor
resuspendiert und mit 25 Hiben im Dounce-Homogenisator aufgeschlossen. Nach einer
funfminatigen  Zentrifugation bei 300g wund 4°C wurden Zelltrmmer und
unaufgeschlossene Zellen gewonnen. Nach weiteren 15 min bei 13.000g die
Membranfraktion, die nach weiteren 60 min bei 100.000 g weiter in Plasmamembran,
Golgi- und ER-Membranen separiert werden kann, so dass im Uberstand die zytosolische
Fraktion erhalten wird. Fir die Fragestellung der vorliegenden Arbeit war allerdings nur
die Auftrennung der Membran- und zytosolischen Fraktion von Bedeutung, so dass auf
den letzten Zentrifugationsschritt verzichtet werden konnte. Um die geldsten Proteine zu
konzentrieren, wurde das Zytosol Uber Nacht in 10 % TCA bei 4°C geféallt und am
nachsten Tag 30 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die Pellets wurden in etwa
30 yl H,O geldst, mit der gleichen Menge SDS-Probenpuffer versetzt und zur SDS-

Gelelektrophorese eingesetzt.
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2.22 FACS-Analyse von Hefe-Zellen

Das ,Fluorescence Activated Cell Sorting“ (FACS) ist eine Moglichkeit, Zellen aufgrund
ihrer Fluoreszenzeigenschaften sowie GroRe voneinander zu trennen. Der Einsatz von
DNA-Farbstoffen ermdglicht dabei Untersuchungen der Zellzyklus-Progression und
Apoptose. Das Prinzip beruht auf der Emission von Photonen nach Anregung des
Fluoreszenzfarbstoffes durch einen monochromatischen Laser. Das emittierte
Fluoreszenzlicht wird von Photozellen detektiert und verhalt sich proportional zur
gebundenen Menge des Fluoreszenzproteins pro Zelle.

Um den DNA-Gehalt Toxin-behandelter Zellen zu untersuchen, wurde eine 50 ml
Ubernachtkultur der Hefetransformanden BY4742 p413-ppa bzw. BY4742 p413-Leer in
His d/o-Raffinose geerntet, zu gleichen Teilen in 50 ml His d/o-Glukose bzw. His d/o-
Galaktose resuspendiert und fir 4 h bei 30°C und 220 rpm inkubiert. Im Anschluss
wurden die Ansatze geerntet, Uber Nacht in 10 ml EtOH 70% bei 4°C belassen, nach
erneuter Zentrifugation sowie einem Waschschritt mit 5 ml Na-Citratpuffer in 1 ml Puffer
aufgenommen und die optische Dichte bestimmt. Je 8x10° Zellen wurden in 1 ml Na-
Citratpuffer resuspendiert und mit 25 yl RNase A (10 mg/ml Stammldsung) fir eine
Stunde bei 50°C behandelt. Dem folgte die Applikation von 50 pl Proteinase K (20 mg/ml
Stammldsung) sowie ein weiterer Inkubationsschritt flir 1 h bei 50°C. Zur Farbung der
DNA wurde dem Ansatz 1 ml Na-Citratpuffer mit 16 ug Propidiumiodid zugegeben. Nach
12 h bei 4°C wurde der DNA-Gehalt der Zellen im ,BD FACS Canto” mittels ,BD FACS

Diva“ bestimmt.
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2.23 UPR-Assay

2.23.1 Untersuchungen zur Induktion der UPR nach Toxininkubation mittels

mCherry-Reportersystem

Um festzustellen, ob K28 in sensitiven Hefezellen die ,unfolded protein
response” induziert, wurden verschiedene Testsysteme angewandt. Das mCherry-
Reportersystem besteht dabei aus dem plasmid-codierten Fluoreszenzprotein mCherry,
dem vier UPR-Elemente (UPRE) in der Promotorregion vorgeschaltet sind. Kommt es
nach Toxininkubation zur Induktion der UPR wund somit zur Bildung des
Transkriptionsfaktors Hac1p, kann dieser an UPRE binden und somit die Expression von
mCherry induzieren.

Dazu wurde der mit dem Reporterkonstrukt pPM47-UPRE-mCherry transformierte
Hefestamm {ber Nacht bis zu einer maximalen Dichte von 0,5 kultiviert. AnschlielRend
wurden je 1,5x10” Zellen in einer 96er-Wellplatte ausgesat, mit 75 yl Toxinkonzentrat
(Endvolumen 200 pl) versetzt und die Fluoreszenz des Reporterproteins mCherry Uber
24 h im ,Paradigm Detection Platform” (Molecular Devices) bestimmt. Als Positivkontrolle
wurden Tunikamycin-behandelte Zellen (20 pg/ml) mitgefuhrt, wohingegen die Applikation
von DMSO bzw. Mcllvaine Puffer als Negativkontrolle diente. In einem alternativen
Versuchsansatz wurde eine 200 ml Kultur der Zellen bereits vor der Messung 4. N. mit

2 ml Toxin in 10 ml Inkubationspuffer versetzt.

2.23.2 Untersuchungen zur Induktion der UPR nach Toxininexpression mittels lacZ-

Reportersystem

Eine weitere Mdglichkeit, die Induktion der UPR durch K28 zu untersuchen, war die
Induktion der [-Galaktosidase, die durch JacZ codiert wird. Dieses alternative
Reportersystem beruht auf dem gleichen Prinzip wie es bereits fur das mCherry-System
beschrieben wurde (2.23.1). Die Auswertung erfolgte in diesem Fall anhand der
Blaufarbung des Versuchsansatzes, die auf die Umsetzung von X-Gal durch pB-

Galaktosidase zurlickzufiihren ist.
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Der Stamm BY4742 pJC-UPRE-/acZ wurde mit dem Letalkonstrukt pRS315-ppa bzw. mit
dem Leervektor transformiert und fir den Versuch Uber Nacht in Raffinose-haltigem
Selektionsmedium bis zu einer maximalen optischen Dichte von 0,5 kultiviert. Je 3 ml
wurden entweder durch 3% Galaktose fur 3 h induziert bzw. mit 10 ug/ml Tunikamycin
oder DMSO Uber den gleichen Zeitraum bei 20°C und 70 rpm behandelt. Im Anschluss
wurden die Zellen geerntet (8.000 rpm, 5 min, 4°C) mittels Glasperlen aufgeschlossen
(2.21.1) und bei 13.000 rpm 15 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
60 ug/ml X-Gal versetzt und bei 30°C auf einem Drehrad bis zur Blaufarbung der

Positivkontrolle inkubiert.

2.23.3 Untersuchungen zur Induktion der UPR nach Toxininkubation und mittels
HAC1-Assay

Da der Expression von ,target“-Genen als Antwort auf die UPR das SpleiRen der HAC1-
mRNA und somit die Bildung des verantwortlichen Transkriptionsfaktors vorausgeht,
bietet dieser Schritt die Méglichkeit, die Induktion der UPR auf DNA-Ebene zu verfolgen.
Nach Toxinbehandlung (2.20) von intakten Zellen oder Sphéaroplasten (2.19) des
Stammes BY4742 nach dreistiindiger Expression des Letalkonstruktes (1x10” Zellen)
wurde zunachst die mRNA der Zelle isoliert, die entsprechende cDNA synthetisiert und
mittels PCR das HAC1-Produkt ermittelt.

2.23.3.1 RNA-Isolierung

DEPC 25
H,O ad1 |

Die RNA-Isolierung erfolgte durch Extraktion mit Phenol und Chloroform (CHOMCZYNSKI
UND SACCHI, 1987). Es wurden 1x10’ intakte Zellen oder Sphéroplasten mit Toxin,
20 pg/ml Tunikamycin (Positivkontrolle), Mcllvaine Puffer (Negativkontrolle) oder DMSO
(Negativkontrolle) fur 6 h oder Uber Nacht inkubiert, geerntet, mit Inkubationspuffer
gewaschen und schlieBlich in 50 ml Inkubationspuffer aufgenommen. Fir die Isolierung
der RNA wurden 10 ml zentrifugiert, das Pellet in 400 yl TES-Puffer und 400 ul saurem
Phenol aufgenommen und 40 min bei 65°C inkubiert. Dabei entfernt das saure Phenol

Proteine, um eine bessere Trennung von DNA und RNA zu ermdglichen.
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Danach wurde der Ansatz 5 min auf Eis belassen und im Anschluss bei 14.000 g, 10 min,
4°C zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal® Gberfihrt,
mit 400 pl Phenol/Chlorform/Isoamylalkohol versetzt und wiederum bei 14.000 g, 10 min,
4°C zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in einem RNA-freien Reaktionsgefal® mit 1 mli
eiskaltem Ethanol 1 h oder Uber Nacht gefallt, zentrifugiert (14.000 g, 10 min, 4°C), das
Pellet in 70%igem Ethanol in H,Opepc aufgenommen und erneut zentrifugiert. Das Pellet

enthielt die gefallte RNA, die in 50 pl H,Opgepc geldst und bei -20°C gelagert wurde.

2.23.3.2 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription dient einzelstrangige RNA als Matrize fiir die Synthese
eines komplementaren DNA-Stranges (cDNA). Dabei lagern sich Oligo-dT-Primer an die
Poly(A)-Sequenz der mRNA an, wodurch eine RNA-abhangige DNA-Plymerase (reverse
Transkriptase) die Sequenz in cDNA Ubersetzt. Die Zugabe von RNAsin sollte die
Degradation der RNA durch RNasen wahrend der Reaktion verhindern, die sich aus

folgenden Komponenten zusammensetzte:

RT-Puffer (5x) 4,0 ul
dNTP-Mix (0,5 mM) 1,0 ul
RNAsin (20 U) 0,5 pl
Oligo-dT-Primer (100 pmol) 0,4 ul
Isolierte RNA 0,1 ug
Reverse Transkriptase (200 U) 1,0 pl
H20bepc ad 20,0 pl

Der Ansatz wurde zunachst fur 30 min bei 50°C, dann zur Inaktivierung der reversen
Transkriptase fir 5 min bei 85°C inkubiert und abschlieltend bei -80°C gelagert. Fir die
Amplifikation von HAC1 (2.6.1) wurden 1,5 ug DNA eingesetzt. Der Nachweis von 3-Aktin

diente als Ladekontrolle.
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2.24 Split-Ubiquitin-System

Das Split-Ubiquitin-System wurde eingesetzt, um eine Interaktion von K28 mit seinem
potentiellen Retrotranslokationskanal Sec61p zu untersuchen (JOHNSSON UND
VARSHAVSKY, 1994). Dabei werden Fanger- und Beuteprotein mit dem C-terminalen (Cub)
bzw. N-terminalen Teil von Ubiquitin (NubG) fusioniert. Im Falle einer Interaktion der
Testproteine, kénnen auch die beiden Ubiquitin-Termini wieder ein intaktes
Ubiquitinmolekil ausbilden. Eine spezifische Protease kann dadurch einen
Transkriptionsfaktor (PLV) abspalten, der ebenfalls mit Cub verbunden ist und im Kern die
Expression von JacZ induziert. Somit kann auch eine transiente Protein/Protein-
Wechselwirkung detektiert werden. In NubG wurde an Position 13 Isoleucin durch Glycin
ersetzt, um eine unspezifische spontane Zusammenlagerung des Ubiquitinmolekuls zu
verhindern.

Zur Untersuchung einer Wechselwirkung zwischen K28 und Sec61p wurde ein diploider
Hefestamm verwendet, der sowohl eine wildtypische Kopie des Translokons Sec61p
exprimiert sowie eine Fusion mit dem C-Terminus von Ubiquitin und dem
Transkriptionsfaktor PLV (Sec61p/Sec61p-CPLV) (HARTY UND ROMISCH, 2013). Eine 5 ml
Uber Nacht Kultur (1x10” Zellen/ml) wurde bei 8.000 rpm 5 min geerntet und in einem
Volumen von 1 ml Inkubationspuffer mit 200 pyl Toxinkonzentrat (K28-NubG) bzw.
Mcllvaine Puffer fur 8 h bei 20°C auf dem Drehrad inkubiert. Anschliefend wurde der
Ansatz zentrifugiert, im Rilckfluss resuspendiert, auf eine X-Gal-haltige Agarplatte
(0,008 %) mit Selektionsmedium aufgetropft und nach finf Tagen bei 20°C die
Blaufarbung untersucht.

Als Positivkontrolle diente die Interaktion von Sec61p mit Ost1p, einer Untereinheit des
OST-Komplexes (Sec61p/Sec61p-CPLV pOST-NubG) sowie der Interaktion von Ost1p
mit Wbp1p, einem weiteren natirlichen Interaktionspartner des gleichen Komplexes
(Wbp1-pOST-NubG).
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2.25 Co-Immunprazipitation mittels Protein A Sepharose

10xPBS

Na,HPO,x2H,0 100,00 mM
KCI 27,00 mM
NaCl 1,37 mM
KH,PO, 17,60 mM

ColP-Puffer 1

NaCl 0,15 M
NP-40 0,1 ml
1xPBS ad 50,0 % (VIv)

ColP-Puffer 2

NaCl 05 M
NP-40 0,1 % (VIv)
1xPBS ad 50,0 ml

Die Co-Immunprazipitation ist eine der gangigsten Methoden, um Protein/Protein-
Wechselwirkungen zu untersuchen. Dabei werden spezifische Antikorper, die gegen
einen der Interaktionspartner gerichtet sind, an eine Matrix wie Protein A Sepaharose,
gebunden und mit Zelllysat versetzt. Das Fangerprotein wird von seinen Antikdrpern
gebunden und somit ebenfalls an der Matrix immobilisiert. Nach Elution kdnnen
anschlielend in immunologischen Untersuchungen die jeweiligen Bindungspartner
identifiziert werden.

Eine 100 ml Ubernachtkultur des Hefestammes Sec61p-13-c-myc wurde sphéaroplastiert
(2.19), mit Toxin inkubiert (2.20) und mittels Dounce-Homogenisator aufgeschlossen
(2.21.2). Das Zelllysat wurde mit 40 mg/ml Digitonin versetzt, zu 100 pl
Protein A Sepharosebeads mit 5 pl anti-c-myc-Antikdrper gegeben und Uber Nacht bei
4°C auf einem Drehrad inkubiert. Zur Elution wurde der Ansatz 30 s bei 13.000 rpm
zentrifugiert, zweimal mit 1 ml ColP-Puffer 1 und zweimal mit ColP-Puffer 2 gewaschen,
nach Zugabe von 60 pyl SDS-Probenpuffer bei 60°C erhitzt und zur Western-Analyse
eingesetzt. In einem alternativen Ansatz wurde der trimere Sec61-Komplex zunachst wie
beschrieben durch Behandlung mit Digitonin aus der Membran herausgelést und der
Uberstand gemeinsam mit 100 yl des Toxinkonzentrats mit ,beads* und Antikérper

inkubiert.
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2.26 Proteinbiochemische Methoden

2.26.1 SDS-Gelelektrophorese

Tris-HCI/SDS pH 8,45

Tris 30 M

SDS 0,3 % (w/v)
Der pH-Wert wurde mit HCI auf 8,45 eingestellt

Kathodenpuffer (5x)

Tris 05 M
Tricin 0,5 M

SDS 0,5 % (w/v)

Anodenpuffer (5x)
Tris 1 M
Der pH-Wert wurde mit HCI auf 8,9 eingestellt

SDS-Probenpuffer (2x)

Tris-HCI pH 8,45 900 mM
Glyzerin 24 %
SDS 4 %
Coomassie 0,003 %
Phenol-Rot 0,003 %
[B-Mercaptoethanol 10 %]

Material und Methoden

In der SDS-PAGE werden Proteingemische unter denaturierenden Bedingungen ihrer

Grolie nach aufgetrennt (SHAPIRO ET AL., 1967). Dabei zerstort das anionische Detergenz

SDS nicht-kovalente Wechselwirkungen und bildet einen SDS-Proteinkomplex mit einem

konstanten Masse/Ladungs-Verhaltis, wodurch eine Auftrennung nahezu ausschliellich

nach Molekulargewicht erreicht wird. Die PorengroRe des Gels wird durch die

Konzentration an Acrylamid und dem quervernetzenden Methylenbisacrylamid festgelegt,

das durch Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) und N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin

(TEMED) polymerisiert.
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Material und Methoden

In dieser Arbeit wurden 12 %ige Tris/Tricin-Gele in einem Tricin-Puffersystem verwendet
(SCHAGGER ET AL., 1988), die sich aus einem Trenn- und Sammelgel zusammensetzen.

Herstellung von zwei Trenn- und Sammelgelen:

Trenngel

Rotiphoresegel 30 5,88 ml
Tris-HCI/SDS 5,00 ml
Glyzerin 79& (v/v) 2,00 ml
H>O dest. 2,42 ml
TEMED 25
10% APS (w/v); frisch 80 ul
Sammelgel

Rotiphoresegel 30 1,62 ml
Tris-HCI/SDS 3,10 ml
H,O dest. 7,78 ml
TEMED 25 ul
10% APS (w/v); frisch 80 ul

Zur Auftrennung wurden die Proben mit gleichem Volumen SDS-Probenpuffer versetzt,
5 min bei 100°C gekocht und 15 pl aufgetragen. Die vertikale Elektrophorese wurde im
.Mini-Protean 11“ bei einer Spannung von 80V gestartet und nach Erreichen des
Trenngels auf 120 V erhéht. Zur GroRenbestimmung wurden 7 pl eines Langenstandards
,PAGERuler™ Prestained Protein Ladder* (Fermentas) mitgefiihrt (ABBILDUNG 10).

kDa

"*:;g' Abbildung 10: PageRulerTM ,Prestained Protein
- -100 - qum Ladder® (Fermentas) zur GroRenbestimmung der
;: : Proteine der SDS-PAGE.
~40 | —
- ~35 -
— ~256 = -
_!5 -
~-10
3 2
4-20% Tris- glycine SDS-PAGE

Im Anschluss wurden die aufgetrennten Proteinbanden durch einen immunologischen

Nachweis sichtbar gemacht.
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2.26.2 Western-Analyse

»SEMI DRY BLOTTING*

Transferpuffer

Tris 3,03 g/l
Glyzerin 14,4 g/l
SDS 0,1 % (wlv)
Methanol 20,0 % (viv)

Material und Methoden

In der Western-Analyse werden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Roche) (bertragen und schlieBlich in einem

immunologischen Nachweis detektiert. Dazu wurden das SDS-Gel sowie das verwendete

Blottingpapier fir 15 min in Transferpuffer getrankt und anschlieRend in folgender

Reihenfolge auf der Anode des ,Trans-Blot SD Electrophoretic Transfer Cell* (Biorad)

aufgebaut: Blottingpapier, PVDF-Membran (zuvor in 100% Methanol aquilibriert), SDS-

Gel, Blottingpapier. Die Ubertragung der Proteine auf die Membran erfolgte fiir 90 min bei

50 mA pro Gel.

IMMUNDETEKTION

TBS (10x)
Tris 1T M

Natriumchlorid 1 M
Der pH-Wert wurde mit HCI auf 7,5 eingestellt.

Blocking-Puffer

TBS (10x) 10,00 % (v/v)
Tween 20 0,05 %
Magermilchpulver 500 %

Waschpuffer
TBS (10x) 10,00 % (v/v)
Tween 20 0,05 %
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Material und Methoden

Um die unspezifischen Bindestellen der PVDF-Membran zu blocken, wurde die Membran
entweder fur 1 h bei RT oder 0. N. bei 4°C belassen. Der immunologische Nachweis
erfolgte mit spezifischen primdren und sekundaren Antikérpern verdinnt in 5%
Magermilch flr jeweils eine Stunde bei 20°C (TABELLE 7). Nach jedem
Hybridisierungsschritt wurde die Membran jeweils dreimal mit Waschpuffer gewaschen
und zur Detektion mit ,ChemiDoc XRS System® (Biorad) mit 400 yl des Substrates
~Western Lightning Plus-ECL" (Perkin Elmer) beschichtet.

Tabelle 7: Verwendete Antikdrper der Western-Analyse und Immunprazipitation

Diese Arbeit;
Anti-K28a (Kaninchen) 1:1.000 C-terminales Epitop
KVISKTENAENIQS

Anti-V5 (Maus) 1:1.000 ABD Serotec
Anti-B-Aktin (Maus) 1:1.000 Abcam
Anti-Sbh1 (Kaninchen) 1:5.000 AG Rdmisch
Anti-c-myc (Maus) PA15in 100 Wl Roche

Protein A Sepharose

Anti-Kaninchen

Meerrettich-Peroxidase- 1:10.000 Sigma

gekoppelt (Ziege)

Anti-Maus

Meerrettich-Peroxidase- 1:13.333 Thermo Scientific
gekoppelt (Ziege)
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Material und Methoden

2.27 Saugerzellspezifische Methoden

2.27.1 Kultivierung

Die Kultivierung von Hela-Zellen erfolgte in 75 cm? Zellkulturflaschen im CO,-Inkubator
bei 37°C, 5 % CO, und DMEM-Medium mit 1 % Penicillin/Streptomycin und 10 % fetalem
Kalberserum. Das Passagieren der Zellen erfolgte durch Waschen mit 10 ml PBS
(,phosphate bufferd saline“) und anschlieBender Trypsinierung (2 ml 0,5% Trypsin/EDTA,
2 min bei 37°C) sowie dem Stoppen der Reaktion mit 8 ml Medium. Ein Teil der Zellen
wurde in eine neue Kulturflasche Uberfihrt und mit frischem Medium versetzt. Je nach
Versuchsansatz konnten die geernteten Zellen gezahlt und in multi-Well-Platten ausgesat

werden.

2.27.2 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pyl der geernteten Zellen in eine Neubauer
Zahlkammer gefiillt (0,1 mm Tiefe, 0,0025 mm?) und vier Quadrate ausgezahlt. Der

Mittelwert wurde mit 10* multipliziert und ergab somit die Zellzahl pro Milliliter.

2.27.3 Transfektion von Saugerzellen

Zur Transfektion wurden 1x10° HeLa-Zellen in einer 24er Well Platte ausgesat, nach 24 h
mit 1 yg DNA in einem Endvolumen von 500 pyl mittels ,Lipofectamine LTX & Plus
Reagent” (Invitrogen) transfiziert, nach 8 h das Medium erneuert und nach 24 h bzw. 48 h
die Vitalitat der Zellen mittels XTT-Test (2.27.5) bestimmt. Die Anwendung erfolgte nach

Herstellerangaben.
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Material und Methoden

2.27.4 Applikation von K28

Um den Einfluss des K28-Dimers auf die Vitalitat von hoéheren Eukaryonten zu
untersuchen, wurden je 1x10° Zellen in einem 24er Well in einem Endvolumen von 500
ausgesat, nach 24 h das Medium erneuert (300 pl) und 200 pl Toxinkonzentrat mit pH 4,7
appliziert, so dass ein pH-Wert von 5,9 entstand. Nach 48 h wurde mittels XTT-Test
(2.27.5) die Vitalitat der Zellen bestimmt und mit der Lebensfahigkeit nach Applikation von

hitzeinaktiviertem Toxin (65°C) sowie einer Pufferkontrolle (Mcllvaine) verglichen.

2.27.5 Toxizitatstest an HelLa Zellen (XTT-Test)

Die Vitalitat der toxinbehandelten Zellen wurde anhand des XTT-Tests mittels ,/n vitro
Toxicology Assay Kit“ (Sigma-Aldrich) bestimmt. Dieser Test stellt eine photometrische
Methode dar, um die Zahl vitaler Zellen anhand ihrer mitochondrialen Aktivitat abschatzen
zu konnen. Dabei wird der Tetrazoliumring des leicht gelblichen XTT (2,3-bis[2-Methoxy-
4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxyanilid) durch mitochondriale
Dehydrogenasen vitaler Zellen gespalten, wodurch ein rotes Formazan-Derivat entsteht.
Die Absorption dieses Produkts kann spektralphotometrisch bei 450 nm bestimmt werden.
Zur Bestimmung der Vitalitdt nach Toxinbehandlung wurden Hela-Zellen nach
Transfektion (2.27.3) bzw. Applikation von K28 (2.27.4) mit 500 yl PBS gewaschen und
anschliefend mit 500 yl Medium (DMEM ohne Phenolrot) und XTT-Stammiésung (20 %
des Endvolumens) versetzt.

Nach dreistlindiger Inkubation bei 37°C und 4 % CO,, wurde die 24-Well Platte bei
1.200 rpm flr 5 min zentrifugiert, die Absorption des Mediums bei 450 nm im ,Paradigm
Detection Platform“ (Molecular Devices) bestimmt und der erhaltene Wert nach
Transfektion mit dem Leervektor bzw. nach Applikation der Pufferkontrolle auf 100%

gesetzt.
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Material und Methoden

2.27.6 Zellaufschluss von Saugerzellen

RIPA-Puffer

Tris 50,0 mM
Natriumchlorid 150,0 %
EDTA 1,0 mM
IGEPAL 1,0 %
Natriumdesoxycholat 1,0 %
SDS 0,1 mM

Protease-Inhibitor

Eine ,Complete Protease-Inhibitor Cocktail“-Tablette (Roche) wurde in 2 ml H,O dest.

geldst und bei -20 °C gelagert.

Um die Expression der Toxinvarianten nach Transfektion (2.26.2) zu Uberprifen, wurden
die Zellen nach Transfektion durch Trypsinierung (2.26.1) geerntet, zweimal mit 1 ml PBS
gewaschen, in doppeltem Ruckflussvolumen RIPA-Puffer aufgenommen, mit 40 pl
Protease-Inhibotor versetzt und 30 min auf Eis belassen. Nach Zentrifugation fir 1 h bei
13.000 rpm und 4°C wurde der Uberstand 1:1 mit SDS-Probenpuffer versetzt, 10 min bei
95°C inkubiert und bei -20°C gelagert.

2.27.7 Indirekte Immunfluoreszenz

Bei der Fluoreszenzmikroskopie passieren die ausgesandten Wellenlangen einer
Lichtquelle zunachst einen Anregungsfilter, der nur eine bestimmte Wellenlange hindurch
lasst. Der dichromatische Spiegel lenkt das Licht durch die Objektive zur Probe, die nach
Anregung der ankommenden Strahlen Licht im héheren Wellenlangenbereich emittiert.
Auf dem Rickweg passiert dieses Licht ebenfalls die Objektivinsen und den
dichromatischen Spiegel, um abschlielend von einem Sperrfilter absorbiert zu werden.
Sollten Hela-Zellen zur Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt werden, wurden runde
Deckglaser (@ 1 cm) in Multiwell-Platten gelegt und die Zellsuspension mit definierter
Zellzahl zugegeben. Nach 24 h wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit 500 pl
eiskaltem Methanol (100%) fur 30 min bei -20°C fixiert und im Anschluss mit 500 pl
eiskaltem Aceton fur eine Minute permeabilisiert. Nach drei Waschschritten mit PBS folgte
die Farbung mit dem primaren Antikérper (1:100 in PBS) in einem Endvolumen von 20 pl
fur eine Stunde bei RT.
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Material und Methoden

Es wurde wiederholt dreimal mit PBS gewaschen und der sekundare
fluoreszenzmarkierte Antikorper (1:500 in PBS) in einem Endvolumen von 20 pl appliziert
und flr eine weitere Stunde ohne Lichteinfluss bei RT belassen. Nach vier Waschschritten
mit PBS konnten die Deckglaschen auf Objekttrager mit 3 pyl Mounting-Medium mit DAPI
(Vectashield) aufgebracht und zur Mikroskopie mittels ,Biozero BZ-8000“ [Keyence,
Objektiv PlanApo, 20x, NA: 0.75 (Nikon)] eingesetzt werden. TABELLE 8 gibt Aufschluss

Uber die verwendeten Filtersysteme

Tabelle 8: Filtersets zur Fluoreszenzmikroskopie (Biozero BZ-8000, Keyence)

Filter Dichroitischer Spiegel Fluorophor
Anregung [nm] [nm] P

360/40 460/50 DAPI
480/30 510- 505 FITC
560/40 630/60 595 PI

2.27.8 FACS-Analyse von HelLa-Zellen

Die Hintergriinde des ,Fluorescence activated cell sorting“ wurden bereits unter Punkt
2.22 erlautert.

Um den Effekt der Toxinvarianten auf HelLa-Zellen zu spezifizieren, wurden die Zellen
24 h bzw. 48 h nach Transfektion durch Trypsinierung geerntet, vier 24-Wells gepoolt und
mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde in 200 ul 0,9%igem NaCl aufgenommen und durch
eine Nadel (Starke 23) in 1,8 ml kaltes Methanol Uberfihrt. Die Zellen wurden 1 h
bei -80°C fixiert, 1 min bei 12.000 rpm zentrifugiert, mit 500 yl PBS gewaschen, in 250 pl
RNase (10 mg/ Stammldésung 1:400 in PBS verdinnt) aufgenommen und schlielich in
FACS-Ro6hrchen uberfuhrt. Die Farbung der DNA mit 250 pl Propidium-lodid (1:100 in
PBS) erfolgte 1 h bei RT ohne Lichteinfluss. Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte
im ,BD FACS Canto* mittels ,BD FACS Diva“.

74



Material und Methoden

2.27.9 Annexin V

Eine weitere Methode, den toxischen Effekt von K28a auf HelLa-Zellen zu spezifizieren,
war die Darstellung von Phosphatidylserin (PS) auf der extrazellularen Oberflache der
Zellmembran. Bei dieser Translokation auf die extrazytoplasmatische Seite der
Plasmamembran, handelt es sich um ein Ereignis der frihen Apoptose. Annexin V ist ein
calciumabhangiges Phospholipid-Bindeprotein mit einer hohen Affinitat zu PS, wodurch
mit fluoreszenzmarkiertem Annexin V exponiertes PS auf der Zelloberflache und somit
eine einsetzende Apoptose nachgewiesen werden kann. Propidium-lodid (Pl) dient dabei
als Kontrolle der Integritdt der Plasmamembran, so dass ausgeschlossen werden kann,
dass Annexin V Phosphatidylserin von der zytoplasmatischen Seite bindet. Apoptotische
Zellen erscheinen somit Annexin V positiv und PI negativ.

Zur Analyse wurden zunéchst 1x10° Zellen im 24er-Well auf Deckglaschen ausgesit,
nach 24 h transfiziert, nach weiteren 24 bzw. 48 h bei 1.200 rpm fir 5min zentrifugiert und
mit 500 yl PBS gewaschen. Fir die Reaktion wurden zu den Zellen 200 ul Bindepuffer
des ,FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit 1I“ (BD Biosciences) gegeben, mit jeweils
5 ul FITC-Annexin V und PI erganzt und 15 min bei RT ohne Lichteinfluss belassen. Die
Well-Platte wurde bei 1.200 rpm fir 5 min zentrifugiert, mit 300 yl PBS gewaschen und
die Deckglaschen auf Objekttrager mit Mounting-Medium mit DAPI (bertragen. Alternativ
wurden die Zellen vor der Farbung mit nicht-gelabeltem Annexin V behandelt, um die
spezifischen Bindestellen zu Blocken und somit die Aussage bezlglich der Apoptose-
Induktion zu unterstiitzen. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte mittels
.Biozero BZ-8000“ (Keyence) und dem Objektiv ,PlanApo, 20x, NA: 0.75* (Nikon) mit dem
Filtersystemen fur GFP (Bindung von FITC-Annexin V) bzw. dsRed (Internalisierung von
PI).

2.27.10 Protein-Import in Mikrosomen

Uber den in vitro Import in Mikrosomen sollte die Fahigkeit der Toxinvarianten untersucht
werden, in den sekretorischen Weg hoherer Eukaryonten eintreten zu kénnen. Dabei
wurde die toxineigene Signalsequenz (post-translational) mit der co-translationalen
Importsequenz von Praprolactin verglichen. Zur Synthese des jeweiligen Testproteins
wurde zunachst in vitro transkribiert und anschlie®Bend wahrend bzw. nach der
Translationsreaktion mit Mikrosomen inkubiert, um somit den ER-Import im natlrlichen

System nachzuempfinden.
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Material und Methoden

2.27.101 In vitro Transkription und Translation

Zur in vitro Transkription wurden die Toxinvarianten in den Vektor pGEM Kkloniert, an
dessen 5’-Ende sich ein T7-Promotor befindet und der nach Linearisierung mit Bsp1407I
fur die Reaktion eingesetzt wurde. Die Restriktion war notwendig, um wahrend der
Reaktion eine effiziente Termination der Transkription zu erreichen, deren Reaktion sich

aus folgenden Komponenten zusammensetzte:

Pramix A 30,0 ul
Plasmid-DNA (1 pg/ul) 1,0
m’GpppG-Lésung 25 ul
RNasin (40 U/pl) 1,5
RNA-Polymerase (20 U/ul) 1,0 ul
H,O ad 50,0

Der Ansatz wurde bei 40°C fir 3 h inkubiert und anschliel3end bei -80°C gelagert.

Fir die anschlieRende in vitro Translation wurde Retikulozytenlysat des ,Rabbit
Reticulocyte Lysate System” (Promega) aus Kaninchen verwendet, in dem Komponenten
der Translation, wie Ribosomen, tRNA sowie Faktoren zur Initiation, Elongation und
Termination enthalten sind und das durch die Zugabe von Nukleotiden und Co-Faktoren
erganzt wurde. Durch die Zugabe von [**S]-Methionin (1.000 Ci/mmol) konnten die
Proteine wahrend ihrer Synthese radioaktiv markiert werden. Je nach Form des Imports
wurden Hundepankreasmikrosomen (RM) wahrend oder nach der Reaktion zugegeben.
Der Ansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen und wurde fir den co-

translationalen Import mit RM (6 % v/v) erganzt und far 60 min bei 30°C inkubiert:

Retikulozytenlysat 12,5 ul
AS-Mix ohne Methionin 0,5 pl
RNasin (40 U/pl) 0,5 ul
mRNA 1,0 pl
[*°S]-Methionin (1.000 Ci/mmol) 1,0 ul
H,O ad 25,0 i
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Material und Methoden

Der posttranslationale Import wurde bereits nach 15 min gestoppt und mit 80 ng/pul
RNase A sowie 0,1 pg/ul Cyclohexemid die restliche mRNA verdaut bzw. die
Translationsreaktion inhibiert. Nach weiteren 5 min bei 30°C wurden RMs (6% V/v)

zugegeben und weitere 30 min bei 30°C inkubiert.

2.27.10.2 Sequestrierung

Lésung |

Sucrose 162,5 mM
Lésung 1l

Sucrose 162,5 mM
Proteinase K 170,0 pg/mi
Lésung 1l

Sucrose 162,5 mM
Proteinase K 170,0 pg/mi
Triton X-100 02 %
PMSF

PMSF 100 mM

In Ethanol. Die Lésung wurde immer frisch angesetzt.

Entfarber 1
Methanol 50 % (viv)
Eisessig 10 % (v/v)

Neutralisationslosung
Methanol 50 % (viv)
Glycerin 1 % (vIv)

7
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Der ER-Import wird durch eine Signalsequenz am N-Terminus des Vorlauferproteins
vermittelt, welche durch die membranstandige Signalpeptidase abgespalten wird,
wodurch sich das Molekulargewicht des luminalen Proteins verringert. Eine Mdglichkeit,
den Transport in Mikrosomen und somit in das Endoplasmatische Retikulum zu
untersuchen, ist die Sequestrierung. Sie gibt Hinweis darauf, ob das sekretorische Protein
nach der Importreaktion geschiitzt durch die mikrosomale Membran vorliegt oder durch
Proteinase K proteolytisch degradiert werden kann. Dieser Schutz sollte durch die
Solubilisierung der Membran mit Triton X-100 wieder aufgehoben werden kénnen.

Zur Durchfiihrung wurde der Ansatz zur in vitro Translation (2.27.10.1) in drei gleiche
Volumina aufgeteilt und je im Verhaltnis 1:2 mit Losung |, Il bzw. Il versetzt. Einer
60 mindtigen Inkubation auf Eis folgte die Applikation von PMSF (20 %) sowie eine
weitere 5 minitige Inkubation auf Eis. Abschlielend wurden die Ansatze mit SDS-
Probenpuffer versetzt sowie flir 5 min auf 95°C erhitzt und nach elektrophoretischer
Trennung mittels ,phosphorimaging“ detektiert. Das ,phosphorimaging” reprasentiert eine
Variante der Autoradiographie, deren Exponierplatten jedoch eine erhdhte Sensitivitat im
Vergleich zu Rontgenfilmen aufweisen (KANEKAL ET AL., 1995). Das enthaltene bivalente
Europium (Eu?*) wird ducrh Emission der Probe zu trivalentem Europium (Eu®*) oxidiert.
Die Anregung durch einen Laser (630 nm) fiihrt wiederum zur Reduktion zu Eu?*, wobei
die freiwerdende Energie (390 nm) in ein digitales Signal umgewandelt werden kann.
Dazu wurden die SDS-Gele zunachst 15 min in Entfarber 1 fixiert. Nach anschlieRender
30 minltiger Inkubation in Neutralisationslésung, wurden die Gele unter Vakkum 1 h auf
Filterpapier getrocknet, U.N. auf eine Exponierplatte (,storage phosphor screen,

Molecular Dynamics) gelegt und mittels , Typhoon Trio TM Scanner® ausgewertet.
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Ergebnisse

3 Ergebnisse

Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf der Identifizierung des Mechanismus zur ER-
Zytosol Retrotranslokation des Killertoxins K28. Nach Applikation wird das reife Toxin
Uber Endozytose aufgenommen und retrograd Uber Endosomen und Golgi-Apparat bis
zum ER transportiert. Im Anschluss an die Dislokation in das Zytosol werden a und [3-
Untereinheit getrennt, wonach K28B proteasomal degadiert und K28a im Kern den
Zellzyklus arretiert. Im artifiziellen Testsystem wird K28a nach plasmidgetriebener
Expression mit Hilfe des toxineigenen Sekretionssignals in das ER importiert und gelangt
nach Transport Uber den Golgi-Apparat wieder zuriick zum ER und induziert aquivalent

zum reifen Dimer nach Erreichen des Nukleus einen G1/S-Arrest (ABBILDUNG 11)

........-.-'I......
..::......u-...nnu....‘.::o.
oo

Golgi

Seliie . Nucleus fea e - Nucleus

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Transportwege von K28 nach externer Applikation (links) sowie
intrazellularer Expression der a-Untereinheit (rechts). Links: Das Heterodimer gelangt nach Rezeptor-
vermittelter Endzytose und retrogradem Transport iber Endosomen und Golgi zum ER. Ausgehend von
diesem Kompartiment wird das Killertoxin in das Zytosol retrotransloziert, wo es in seine beiden
Untereinheiten dissoziiert. K283 unterliegt der proteasomalen Degradation, wahrend K28a den Zellkern
erreicht und den Zellzyklus arretiert. Rechts: Nach intrazellularer Expression der toxischen a-Untereinheit,
erreicht praproa zunachst das ER und wird nach Abspaltung der Signalsequenz (prad) zum Golgi transportiert.
Dem schlielt sich nach Entfernen der pro-Region die Rickfihrung zum ER sowie die Dislokation in das
Zytosol an. Aquivalent zur Applikation des reifen Toxins, vermittelt K28a den letalen Effekt vermutlich nach
Diffusion in den Nukleus.
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Ergebnisse

In vergleichenden Toxizitatstests von Deletions- und ,knock-down® bzw. DAmP-Mutanten
sollte bestimmt werden, ob das reife Toxin die gleichen Komponenten flir den ER-Export
nutzt wie K28a. Wie bei allen A/B Toxinen gentgen wenige Molekile, um in sensitiven
Zellen einen toxischen Effekt hervorzurufen. Dieser Umstand macht es fast unmdglich,
das Toxin nach Expression immunologisch zu detektieren oder Unterschiede im Transport
zu erkennen, solange ein Toxinudberschuss in der Zelle vorliegt und somit auch im Falle
einer beeintrachtigten Retrotranslokation weiterhin ein sensitiver Phanotyp ausgebildet
wird. Die plasmidgetriebene Expression des Letalkonstruktes wurde bereits unter
Kontrolle des GAL7-Promotors eingesetzt, erwies sich allerdings in nachfolgenden
Experimenten als nicht geeignet, um kleinere Unterschiede im ER-Exportverhalten
identifizieren zu kénnen. Ziel der Arbeit war es, ein besser geeignetes Testsystem zu
etablieren, das auf der Reduktion der Toxinmenge innerhalb der Zelle beruht. Mit Hilfe
dieser optimierten Expression sollte der Einfluss verschiedener Degradations-Pathways,
deren alternative Rolle am ER-Export bereits beschrieben wurde, beurteilt werden. Es galt
dariiber hinaus die Interaktion mit einem potentiellen Retrotransloktionskanal sowie eine

Beteiligung der ,unfolded protein response“ (UPR) zu untersuchen.

3.1 Intrazellulare Expression der K28a-Untereinheit unter Kontrolle des GALS-

Promotors

OPTIMIERUNG DES TESTSYSTEMS

In vorangegangenen Arbeiten wurde die toxische K28a Untereinheit bereits Uber einen
Zentromervektor unter Kontrolle des GAL7-Promotors exprimiert. Der Promotor GAL1 der
Galaktokinase wird durch Glukose reprimiert und durch Galaktose stark induziert
(JOHNSTON UND DAvVIS, 1984). Der dadurch erhaltene Toxinuberschuss liel3 allerdings nur
unzureichende Veranderungen der Sensitivitdt zahlreicher Deletionsmutanten erkennen,
die den Toxintransport in Abhangigkeit potentieller Pathways rekonstruieren sollten. Die
K28a-Konzentration sollte daher durch die Verwendung des GALS-Promotors, eine um
eineinhalb UAS-Elemente verkiirzte Version des GAL7-Promotors, reduziert werden
(WEST ET AL., 1984). In einem ,ow copy“Vektor konnte die Enzymaktivitat der
B-Galaktosidase um das 14-fache reduziert werden. GALS zeigt eine niedrige aber
vollstandig reprimierbare Aktivitat, die ideal fir die konditionale Expression von Genen ist,
die zu einem toxischen Effekt fiihren (MUMBERG ET AL., 1994).
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Um den toxischen Effekt von K28a unter Kontrolle des GALS Promotors bestimmen zu
kénnen, wurde der Wildtyp-Stamm BY4742 sowohl mit dem entsprechenden
Letalkonstrukt GALS-ppa als auch mit dem Leervektor transformiert und Uber 24 h das
Wachstumsverhalten unter induzierenden Bedingungen im Vergleich zur Expression Uber
GAL1 beobachtet. Aus der maximalen Differenz der relativen optischen Dichte von
Leervektor und Letalkonstrukt wurde der toxische Effekt abgeleitet.

Verglichen mit einem toxischen Effekt von 100 % nach GAL7-Expression ergab sich fur
die Expression unter Kontrolle von GALS eine verminderte Sensitivitdt von 60 %. Im
seriellen Verdiinnungstest wuchsen die Zellen nach Expression von GALS-ppa noch bis
zu einer Zellzahl von 10* wahrend Zellen, die das Toxin unter GAL7-Kontrolle
exprimierten, lediglich in einer Verdiinnungsstufe von 10° Zellen ({berlebten
(ABBILDUNG 12).
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Abbildung 12: A: Anderung der relativen optischen Dichte der Hefe S. cerevisiae BY4742 nach Expression
von K28a unter Kontrolle des GAL71- bzw. GALS-Promotors im Vergleich zum Leervektor. Es wurden 1x10°
Zellen in einer 96-Wellplatte ausgesat und die optische Dichte der Kultur unter induzierenden Bedingungen
Uber einen Zeitraum von 24 h bestimmt. B: Der Stamm BY4742 wurde nach Expression von K28a unter
Kontrolle des GAL7-- bzw. GALS-Promotors in den angegebenen Zellzahlen auf Selektionsmedium
aufgetropft und die toxische Wirkung anhand des Wachstums der Kolonien abgeleitet.
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Die Toxinexpression unter Kontrolle des GALS-Promotors schien somit der bisherigen

Problematik eines zu hohen Toxingehalts in der Zelle entgegenwirken zu kénnen.

BESTIMMUNG DES TERMINALEN PHANOTYPS NACH INTRAZELLULARER EXPRESSION VON K28a
Zellen, die mit K28 behandelt werden, arretieren in einem knospenden Stadium des
Zellzyklus. Sechs Stunden nach Toxinapplikation war nach durchflusszytometrischer
Analyse nur noch ein Signal fir einen DNA-Gehalt von 1 n (G1-Phase) zu erkennen,
woraus geschlossen werden kann, dass die Applikation zur Akkumulation von Zellen mit
nicht-replizierter DNA fiihrt. Die Morphologie stimmt allerdings nicht mit einer einfachen
Inhibierung der DNA-Synthese Uberein, da bei einem G1-Arrest Ublicherweise keine
Knospe ausgebildet wird. Daher ist anzunehmen, dass K28 einen pleiotropen Effekt auf
die Zelle auslbt. Darliber hinaus ist der Effekt des Toxins auf die Lebensfahigkeit der
Zelle dosisabhangig und fahrt in niedrigen Konzentrationen zur Apoptose (REITER ET AL.,
2005).

Um den toxischen Effekt, der unter Verwendung des schwacheren GALS-Promotors
hervorgerufen wird, zu charakterisieren, wurde ebenfalls eine FACS-Analyse durchgefuhrt.
Dabei wurde der Stamm BY4742 GALS-ppa Uber Nacht bis zur exponentiellen Phase
unter nicht-induzierenden Bedingungen kultiviert. Anschlielend wurden die Zellen 4 h
durch Zugabe von Galaktose induziert und zur DNA-Farbung mit Propidiumiodid (PI)
eingesetzt. Die Fluoreszenzintensitdt gab Aufschluss Uber den DNA-Gehalt bzw.
Fragmentierungsgrad und somit Uber die Zellzyklusphase oder Apoptoserate. Nach
Kultivierung in Raffinose-haltigem Medium lasst sich in ABBILDUNG 13A erkennen, dass
sich die meisten Zellen in der G2-Phase befanden (P3). Nach dem Shift in Galaktose-
haltiges Medium verschob sich der Peak 4 h nach Expression von K28a verstarkt zur G1-
Phase (P2). Die Apoptose (P1), die sich durch Fragmentierung der DNA auldert, anderte
sich hingegen nicht (ABBILDUNG 13B). ABBILDUNG 13C fasst die Veranderungen der
Zellzyklusphasen nach Toxinexpression zusammen. Daraus geht hervor, dass sich 4 h
nach Toxinwirkung 16 % der Zellen verstarkt in der G1-Phase befinden und es somit nach
intrazellularer Expression von K28a zu einem ahnlichen Effekt kommt wie nach

Applikation einer hohen Konzentration des K28-Dimers.
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Abbildung 13: Durchflusszytometrische Analyse des DNA-Gehaltes nach Kultivierung des Hefestammes
BY4742 GALS-ppa unter A nicht-induzierenden Bedingungen (Raffinose) sowie B induzierenden
Bedingungen (Galaktose). Nach vierstiindiger Expression von K28a befanden sich mehr Zellen in der G1-
Phase (P2). C: Prozentuale Auswertung der Veranderung der Zellzyklusphasen des in der FACS-Analyse

ermittelten DNA-Gehaltes nach Induktion der K28a-Expression.
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3.2 Beteiligung von ERAD-Komponenten an der Retrotranslokation von K28 in
Hefe

Die ER-assoziierte Degradation (ERAD) dient der Qualitatskontrolle im ER und stellt
sicher, dass fehlgefaltete Proteine abgebaut werden, so dass keine toxischen Aggregate
akkumulieren. Fehler bei der Faltung oder Modifikation fihren dazu, dass die betreffenden
Proteine im ER zurlckgehalten bzw. aus anderen Kompartimenten wieder dorthin
zurickgefuhrt werden, um umgehend degradiert zu werden (TROMBETTA UND PARODI,
2003). Dieser selektive Prozess der ER-assoziierten Degradation beeinhaltet sowohl die
Erkennung und das ,targeting” zum Export-Kanal, als auch die Markierung mit Ubiquitin
sowie die Degradation durch das Proteasom (MCCRACKEN UND BRODSKY, 1996).

Um den Einfluss dieses Pathways auf den ER-Export von K28 zu analysieren, wurden
Deletions- bzw. ,knock-down“-Mutanten dieser Teilschritte untersucht. Uberprift wurde
deren Sensitivitat nach Applikation des reifen A/B-Toxins im MBA bzw. nach
Transformation mit dem Letalkonstrukt in einem Verdinnungstest sowie Wachstumstest.

Der toxische Effekt des Wildtyp-Stammes wurde dabei auf 100 % gesetzt.

ERKENNUNG UND UBIQUITINIERUNG

Die Schlusselereignisse der Erkennung eines fehlgefalteten Proteins sind die
Wechselwirkung von ER-luminalen Chaperonen mit exponierten hydrophoben Bereichen
des Substrats sowie die Generierung eines spezifischen Glykansignals. Vom
Ubertragenen ,core“-Oligosaccharid GlcsMangGIcNAc, der N-Glykosylierung entfernt
Mns1p nach Abspaltung der Glukosereste einen Mannoserest. Entfernt Htm1p einen
weiteren Rest, weist dies auf eine Fehlfaltung hin. Die beiden Mannosidasen Mns1p und
Htm1p fungieren daher als ,timer”, um unterscheiden zu kénnen, ob sich ein Protein im
Faltungsprozess befindet oder aufgrund eines Defekts degradiert werden muss (JAKOB ET
AL., 1998). Wird das Substrat dem ERAD-Pathway zugefihrt, bindet Yos9p spezifisch die
durch Mns1p und Htm1p generierten a-1,6 Mannose-Motive und initiiert den weiteren
Transportprozess (QUAN ET AL., 2008). Im Zusammenhang mit K28a zeigten sowohl eine
Ahtm1- als auch eine Ayos9-Deletionsmutante eine gesteigerte Sensitivitdt von 132 %
bzw. 167 % (TABELLE 9), obwohl K28a keine Konsensussequenz fur eine N-
Glykosylierung besitzt.
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Die Substratbindung wird zusatzlich von Hrd3p vermittelt, das neben Hrd1p, Hrd3p,
Ubc7p, Cuelp, Der1p, Usalp, Yos9p und Ubx2p eine weitere Untereinheit des Hrd1-
Komplexes (ERAD-L) bildet (1.2.1). Unter den Komponenten des Hrd1-Komplexes sind
Derip und Hrd1p Vvielversprechende Kandidaten fir die Bildung eines
Retrotranslokationskanals (LILLEY UND PLOEGH, 2004; YE ET AL., 2004), wohingegen in
einigen Publikationen eine Rolle von Sec61p diskutiert wird (PILON ET AL., 1997; ZHOU UND
SCHEKMAN, 1999). Fir keine dieser Optionen existiert jedoch ein direkter Beweis, noch ist
belegt, dass ein Kanal existiert. Auf der zytosolischen Seite der ER-Membran wird das
Substrat meist ubiquitiniert, um es fir den proteasomalen Abbau zu markieren. Ubc7p
Ubernimmt im ERAD-L-Pathway die Rolle des E2-Enzyms, die zentrale Komponente
Hrd1p die der Ubiquitinligase.

Sowohl eine Aubc7- als auch Ahrd1-Deletionsmutante zeichneten sich durch eine
Hypersensitivitat von 213 % bzw. 160 % gegeniber K28a aus (TABELLE 9). Die ubrigen
Komponenten unterstiutzen die Funktion der Ubiquitinligase oder regulieren deren Aktivitat.
Der1p nimmt dabei vermutlich die Rolle eines GerUstproteins ein, das an der Rekrutierung
des Substrates zum Hrd1-Komplex beteiligt ist. Usa1p vermittelt die Wechselwirkung von
Hrd1p mit Der1p sowie die Dimerisierung der Ligase. Fehlt eines dieser Gerustproteine,
steigerte sich die Sensitivitdt gegentber dem Letalkonstrukt auf 154 % (Ader?) bzw.
147 % (Ausat) (TABELLE 9).

Die Substraterkennung im ERAD-C-Pathway ist bisher nicht charakterisiert, erfillt jedoch
im weiteren Verlauf eine aquivalente Funktion im Abbau fehlgefalteter Proteine. Die
zentrale Komponente reprasentiert die Ubiquitinligase Doa10p, die ebenfalls mit Hilfe von
Ubc7p die Ubiquitinierung defekter Polypeptide katalysiert. Die Untereinheiten Yos9p,
Hrd3p, Usa1p und Der1p fehlen in diesem Komplex.

Obwohl Uber diesen Pathway Substrate mit zytosolischen Defekten degradiert werden,
kam es auch nach Deletion von DOA10 zu einer gesteigerten Sensitivitdt von 160 %
gegeniber K28a (TABELLE 9). Wie bereits gezeigt, hatten Deletionen der ERAD-
Komponenten keinen Einfluss auf die Sensitivitat gegeniber dem K28-Dimer
(HEILIGENSTEIN ET AL., 2006).

Entgegen der bisherigen Annahme, dass Komponenten des Hrd1-Komplexes eine
verminderte Sensitivitdt gegeniiber K28a zeigen, konnte auch nach Reduktion der
Toxinmenge durch Verwendung des GALS-Promotors in den entsprechenden Mutanten
kein Einfluss dieses Pathways an der Retrotranslokation bestatigt werden. ERAD spielt
demnach im artifiziellen Testsystem vermutlich eine Rolle beim Abbau des Toxins. Darauf
aufbauend sollte untersucht werden, ob sich die beiden Funktionen der Degradation und
Retrotranslokation Uberlagern und das Toxin den Pathway somit ebenfalls zum Export

nutzt.
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Tabelle 9: Ubersicht zur Sensitivitat von Deletions(A)-Mutanten des ERAD-Pathways gegeniiber K28. Die
Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer Expression des
Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest bestimmt.

Sensitivitat nach Sensitivitat nach
a/B-Applikation ppa-Expression | Phanotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]
106 105 10¢ 103 102 10!

BY4742 (WT) 22 100 _

Um diese Option genauer zu verifizieren, wurde eine lysinfreie K28a-Variante in den
entsprechenden ERAD-Mutanten untersucht, da die Ubiquitinierung Ublicherweise an
dieser Aminosaure erfolgt. Die Lysinreste in K28a scheinen zumindest teilweise fur den
Abbau des Toxins verantwortlich zu sein, da es nach deren Substitution zu einer
Hypersensitivitat von 149 % verglichen mit der lysinhaltigen K28a-Variante im WT kam
(TABELLE 10). Dies stimmt mit der gesteigerten Sensitivitdt der lysinhaltigen Variante in
den untersuchten ERAD-Deletionsmutanten Uberein und legt den Schluss nahe, dass
diese Komponenten nicht wie bei anderen A/B Toxinen zur Retrotranslokation genutzt
werden, sondern dass es sich bei der ER-Qualitdtskontrolle im Falle von K28a
ausschlief3lich um einen Abbaumechanismus handelt.

Fehlt eine der Ubiquitinligasen, lasst sich ein starkerer Einfluss auf den toxischen Effekt
von K28aAlys feststellen. Ohne Hrd1p kam es zu einer Steigerung der Sensitivitat auf
219 % (TABELLE 10). Dies deutet darauf hin, dass der Abbau des Toxins durch den
Verlust von Hrd1p weiter reduziert wird als durch Substitution der Lysinreste allein.
Daraus kann geschlossen werden, dass eventuell mit Hilfe der gleichen Ubiquitinligase
alternative Aminosauren mit Ubiquitin fir den Abbau markiert werden. Dagegen ist

Doa10p vermutlich nicht an der Degradation der lysinfreien Form beteiligt (TABELLE 10).
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Tabelle 10: Ubersicht zur Sensitivitat von Deletions(A)-Mutanten des ERAD-Pathways gegeniiber K28aAlys.
Die Sensitivitdt wurde nach intrazellularer Expression des Letalkonstrukts im Wachstums- und seriellen

Verdlinnungstest bestimmt.
' Sensitivitat nach ' Phanotyp nach ppaAlys-
ppoaAlys-Expression [% Expression
10 105 104 103 102 10!

Ublicherweise fiihrt die Deletion einer der beiden beschriebenen Ubiquitinligasen nicht zu
einem vollstandigen Verlust der Degradation des jeweiligen Testsubstrates, was zu der
Annahme flihrte, dass das verbleibende E3-Enzym das Fehlen der anderen
kompensieren kann. Aufgrund der Tatsache, dass der Abbau fehlgefalteter Proteine auch
in Doppelmutanten nicht vollstdndig zum Erliegen kam, wurde im Verlauf weiterer
Untersuchungen ein zusatzlicher Mechanismus identifiziert, der an Stelle von Lysinresten
den N-Terminus des Zielproteins mit Ubiquitin markiert. Dieser Schritt wird von der
Ubiquitinligase Ubr1p katalysiert (HUYER ET AL., 2004). Da es in einer Aubri-
Deletionsmutante zu keiner Veranderung der Sensitivitat gegeniuber K28 bzw. K28a kam,
kann eine Beteiligung von Ubrip am Abbau oder der Retrotranslokation beider

Toxinvarianten ausgeschlossen werden (TABELLE 11).

Tabelle 11: Sensitivitdt nach Deletion der Ubiquitinligase UBR1 gegeniber K28. Die Sensitivitdt wurde nach
Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im
Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest bestimmt.

| Sensitivitét nach Sensitivitdt nach | |
o/B-Applikation ppa-Expression [%] Phéanotyp nach ppa-Expression
[mm]

‘ 108 105 104 103 102 101

BY4742 (WT) 22 100 ‘ ® o

Aubri 22 101
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UBEREXPRESSION ZENTRALER ERAD-KOMPONENTEN

CARVALHO, STANLEY UND RAPOPORT publizierten 2008 ein Modell, in dem die
Ubiquitinligase Hrd1p die Schllsselfunktion des Transports fehlgefalteter Proteine Uber
die ER-Membran einnimmt. Eine Uberexpression von Hrd1p U(berbriickte die
Notwendigkeit ihrer Interaktionspartner Hrd3p, Usalp sowie Der1p beziglich einer
effizienten Degradation fehlgefalteter Proteine, wahrend die zytosolischen Komponenten
weiterhin bendtigt wurden. In diesen Untersuchungen war der endogene HRD1-Promotor
durch den Galaktose-induzierbaren GAL7-Promotor ersetzt worden, was zu einem
beschleunigten Abbau von CPY* in diesen Zellen flihrte. Der Effekt wurde jedoch nach
zusatzlicher Deletion von UBC7 wieder vermindert und durch Inhibition der Ligaseaktivitat
von Hrd1p vollstandig aufgehoben.

Eine Uberexpression von Hrd1p fiihrte nach Applikation des K28-Dimers zu einer stark
verminderten Sensitivitat. Ein um 4 mm verkleinerter Hemmhof wies darauf hin, dass es
aufgrund des erhdhten E3-Gehaltes vermutlich zu einem gesteigerten Abbau des Toxins
kam, der durch Deletion des dazugehdrigen E2-Enzyms Ubc7p und somit einer Blockade
der Ubiquitinierungsreaktion wieder aufgehoben werden konnte. Das Fehlen ubriger
ERAD-Komponenten zur Substraterkennung (Hrd3p), Oligomerisierung (Usalp) bzw.
Rekrutierung des Substrats (Der1p) veranderte den Effekt dagegen nicht (TABELLE 12).
Nach Expression des Letalkonstruktes kam es im Stamm GAL7-HRD1 ebenfalls zu einer
stark verminderten Sensitivitat um 50 %, wobei auch hier eine zuséatzliche Deletion von
Hrd3p oder Usalp keinen weiteren Einfluss auf diesen Effekt hatte. Die Deletion von
UBC?7 verursachte im Wachstumstest Uber 24 h einen zu starken Wachstumsdefekt,
zeigte aber im Verdlinnungstest wildtypische Sensitivitdt. Fehlte Der1p im gleichen
Stammhintergrund, stieg die Sensitivitat wieder um 39 %, woraus geschlossen werden
kann, dass Der1p als Zulieferer der Substrate eventuell eine essentiellere Rolle im
Funktionserhalt von Hrd1p spielt als Hrd3p oder Usa1p und somit ein Verlust den Effekt
einer Uberexpression von Hrd1p herabsetzt (TABELLE 12).

Darauf aufbauend postulierten MEHNERT ET. AL (2013) anhand von in vitro Versuchen mit
dem mutierten a-Faktor, dass Der1p vermutlich mit dem Exportkanal assoziiert ist, jedoch
nicht den Haupt-Kanal bildet. Eine Uberexpression von Der1p fiihrte im Gegensatz zu
Hrd1p nicht zu einem beschleunigten Substratabbau von CPY* und konnte auch nicht das
Fehlen anderer Komponenten kompensieren. Gegenlber K28a zeigte der Stamm
allerdings eine gesteigerte Sensitivitat von 184 %, verhielt sich nach Applikation des
Heterodimers hingegen wie der Wildtyp (TABELLE 12).
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Der1p kdnnte demzufolge nicht nur am Toxinabbau von K28a beteiligt sein, was durch die
Hypersensitivitat der Deletionsmutante gestitzt wurde, sondern ebenfalls eine Rolle im
Translokationsprozess spielen. Fehlte zusatzlich die Ubiquitinligase Hrd1p, kam es
vermutlich durch Reduktion der Degradation zu keiner weiteren Sensitivitatssteigerung,
was durch das Vorhandensein verschiedener Ubiquitinligasen mit redundantem Effekt zu
erklaren ware. Andere ERAD-Komponenten wie Hrd3p oder Usalp scheinen fir diese

alternative Funktion von Der1p keine Rolle zu spielen.

Tabelle 12: Ubersicht zur K28-Sensitivitat nach Uberexpression der Ubiquitinligase Hrd1p bzw. der ERAD-
Komponente Der1p. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach
intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiunnungstest bestimmt.

I Sensitivitit nach | Sensitivitit nach
a/B-Applikation ppa-Expression
[mm)] [%]

Phéanotyp nach ppa-Expression

106 105 104 108 102 101
BY4741 (WT) 23 100
GAL1-HRD1 Ahrd3 18 55 m
GAL1-HRD1 Ausa1 19 57 m
GAL1-HRD1 Aubc7 24 na _
GAL1-DER1 23 184 _
GAL1-DER1 Ahrd3 22 182 _
GAL1-DER1 Ausa1 22 171 _
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TARGETING ZUM PROTEASOM

Ubx2p verbindet den Hrd1-Ligase-Komplex mit dem zytosolischen Cdc48/Npl4/Ufd1-
Komplex, der im Anschluss zur Retrotranslokation gemeinsam mit seinen
Interaktionspartnern Rad23p und Dsk2p sowie den Untereinheiten Rpn10p und Rpt5p des
Proteasoms Ubiquitinkonjugate bindet und zum proteolytischen ,core“ des Proteasoms
transportieren kann (MEDICHERLA ET AL., 2004; SCHUBERTH UND BUCHBERGER, 2005).
Darliber hinaus besitzen auch die sechs nicht aquivalenten AAA-ATPasen des 19S
regulatorischen Partikels des Proteasoms diese Aktivitat. Flr das nicht-ubiquitinierte
ERAD Substrat pa-Faktor ist der regulatorische Partikel aufgrund seiner Fahigkeit, mit
dem potentiellen Retrotranslokationskanal Sec61p zu interagieren, der einzige
zytosolische Faktor, der fur den ER-Export benétigt wird (ENENKEL ET AL., 1998; KALIES ET
AL., 2005; LEE ET AL., 2004B).

Keine der beschriebenen Komponenten der Eskortmaschinerie vom ER zum Proteasom
zeigte jedoch eine stark veranderte Sensitivitat gegenuber K28. Nach Applikation des
Dimers wich der Hemmhof maximal 2 mm vom WT ab und im artifiziellen System betrug
die maximale Steigerung der Sensitivtitdt bezlglich K28a 36 % in einer Arad23-
Deletionsmutante. Die Stdmme Anpl4 sowie Adsk2 zeigten lediglich eine geringflgige
Abweichung von 25 % bzw. 27 % (TABELLE 13).

Tabelle 13: Ubersicht zur K28-Sensitivitat von Deletions(A)- bzw. ,knock-down* (DAmP)-Mutanten des ERAD-
Pathways. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer
Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdinnungstest bestimmt.

I Sensitivitit nach | ire ege
alB-Applikation Sensitivitat nach
[mm] ppa-Expression [%]

Phéanotyp nach ppa-Expression

106 105 104 103 102 10!

BY4741 (WT) 25 100 “
BY4742 (WT) 22 100 .
Aubx2 23 107 ® 6 ¢ - |
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Somit wurde die Theorie bestatigt, dass das K28-Dimer unabhangig von ERAD-
Komponenten transportiert wird (HEILIGENSTEIN, 2008). Im artifiziellen System hatten
Mutationen des Erkennungs- und Ubiquitinierungsprozesses nach Expression des
Letalkonstrukts jedoch zu einer erhdhten Sensitivitat gefuhrt und wiesen somit auf eine
Beteiligung am Degradationsprozess hin. Der Transport von K28a zum Degradationsort

scheint hingegen vom klassischen ERAD-L-Pathway abzuweichen.

PROTEASOMALE DEGRADATION

Das Proteasom ist mit 33 Untereinheiten die Protease mit groter bekannter Komplexitat
und fur den Abbau von Ubiquitin-Protein-Konjugaten verantwortlich (FINLEY, 2009). Es
kann in den 19S regulatorischen Partikel (RP), der sich aus ,lid* und
,base“ zusammensetzt sowie den 20S ,core“-Partikel (CP) unterteilt werden
(ABBILDUNG 14). Dabei dient RP der Erkennung der Substrate, die im Anschluss durch die
proteolytische Aktivitdt des CPs degradiert werden.

Base { > Rpt (ATPasen) L o'
7 beta

ATP #
20S 7 beta

7 alpha %—’(%9 i

Abbildung 14: Schematische Darstellung des 26S-Proteasoms bestehend aus dem 20S ,core“-Partikel
(CP) sowie zwei 19S regulatorischen Partikeln RP), die sich aus ,lid“ und ,base“ zusammensetzen. Der 19S
regulatorische Partikel dient der Erkennung proteasomaler Substrate, die mittels proteolytischen Aktivitat
des CPs degradiert werden. Die ATPasen der ,base” unterstiitzen die obligate Entfaltung der Substrate.

—~

265

7 alpha

Der Kanal, den Substrate beim Transport von RP zu CP passieren, kann sowohl in einem
gedffneten als auch geschlossenen Zustand vorliegen. Globuldre Proteine muissen
zunachst entfaltet werden, bevor sie diesen Kanal passieren kdénnen. Dieser aktive
Prozess wird durch sechs AAA-ATPasen (Rpt1-6) des RPs vermittelt, die einen
heteromeren Ringkomplex bilden (FINLEY ET AL., 2012). Rpt2p, Rpt3p und Rpt5p sind
dariber hinaus wichtig beim ,gating“ des CPs und haben im Gegensatz zu Rpt6p und
Rptdp nur einen geringen Effekt auf die Assemblierung des Proteasoms (KUSMIERCZYK
UND HOCHSTRASSER, 2008; SMITH ET AL., 2007).
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Rpt5p erfullt zusatzlich eine Aufgabe wahrend der Deubiquitinierung der Substrate sowie
deren Transport zum CP (VERMA ET AL., 2004). Der Stamm rpt2 DAmP zeigte im MBA-
Test eine leicht verminderte Sensitivitat (-3 mm), was eher auf eine Rolle in der
Retrotranslokation als auf eine Bedeutung im Degradationsprozess hindeutet. Eine leichte
Hypersensitivitat nach Applikation des Dimers war nur in rpt5 DAmMP zu erkennen, wo sich
ein um 3 mm vergroRerter Hemmhof ausbildete (TABELLE 14). Diese Hypersensitivitat
stellte sich nicht nach Applikation des K1-Toxins ein und scheint daher nicht auf eine
generell reduzierte Vitalitat des Stammes zurickzufihren zu sein (nicht dargestellt). Auch
nach intrazellularer Expression von K28a war die Sensitivitdt um 48 % gesteigert. Einen
deutlicheren Effekt zeigte nur rpt3 DAmP, deren Sensitivitdt von 211 % verglichen mit
dem WT mehr als doppelt so hoch war (TABELLE 14).

Daraus kann geschlossen werden, dass die Untereinheiten Rpt3p und Rpt5p des
regulatorischen Partikels, wie beschrieben, auch im Fall von K28 und K28a eine Rolle bei
der Substraterkennung und/oder bei der Entfaltung vor dem Transport in den CP und bei
dessen anschlieRender Aktivierung spielen. Generell kbnnen Veranderungen der Rpt’s
auch den Export verschiedener ERAD-Substrate und somit auch die Retrotranslokation
von K28 beeintrachtigen. Somit konnte der genaue Punkt, an dem die Untereinheiten des
Proteasoms einen Einfluss auf die Toxizitdt bzw. den Abbau von K28 nehmen, nicht mit

Bestimmtheit erkannt werden.

Tabelle 14: Ubersicht zur K28-Sensitivitat von ,knock-down* (DAmP)-Mutanten proteasomaler Untereinheiten.
Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer Expression
des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest bestimmt.

| Sensitivitit nach | Sensitivitat nach |
alB-A[ppIiI;ation ppa-Expression [%] Phéanotyp nach ppa-Expression
mm

BY4741 (WT) 25 100
rpt1 DAmP 25 99
rpt2 DAmP 22 100
rpt3 DAmP 25 211
rpt5 DAmP 28 148
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Die Schlisselfunktion des ,lid“ ist die Deubiquitinierung der Substrate im Zuge ihrer
Degradation, fur die die Untereinheiten Rpn11p sowie Ubp6p verantwortlich sind (VERMA
ET AL., 2002; LEGGETT ET AL., 2002). Wahrend die Aktivitdt von Rpn11p vermutlich an die
ATP-Hydrolyse der Rpt-Proteine der ,base“ gekoppelt ist, arbeitet Ubp6p ATP-
unabhangig. Auf diese Weise werden die Ubiquitinketten verkiirzt noch bevor das
Substrat vom Proteasom umgesetzt werden kann. Dieser Prozess beeinflusst aufserdem
das ,gating“ des Substratkanals zum ,core“-Partikel und verstarkt durch die erhdhte
Proteasomaktivitat den Abbau in der Proteinqualitatskontrolle (PETH ET AL., 2009).

Die Deletionsmutante zeigte eine stark verminderte Sensitivitdt gegenliber K28a, jedoch
keinerlei Veranderung nach Applikation des Dimers, was auf eine Rolle der

proteasomalen Untereinheit an der Degradation von K28a hinweist (TABELLE 15).

Tabelle 15: Ubersicht zur Sensitivitit einer Aubp6-Deletionsmutante gegeniiber K28. Die Sensitivitat wurde
nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer Expression des Letalkonstrukts
K28a im Wachstums- und seriellen Verdlinnungstest bestimmt.

I Sensitivititnach | Sensitivitit nach |
a/B-Applikation ppa-Expression Phéanotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]

106 105 104 108 102 101

BY4742 (WT) 22 100

Aubp6 21 42 i. . [4) ® o 7

Durch den Verlust der Lysinreste konnte der Abbau von K28a reduziert werden, was sich
in einem verminderten Abbau und somit in einer erhdhten Sensitivitat dullerte. Dieser
Effekt konnte noch weiter auf 276 % gesteigert werden, wenn Rpt3p als essentielle
Komponente der Degradation fehlte (TABELLE 16), was neben der Hypersensitivitat von
Ahrd1 nach Expression von K28aAlys impliziert, dass ein proteasomaler Abbau des

Toxins stattfindet.

Tabelle 16: Ubersicht zur Sensitivitat einer rpt3-,knock-down* (DAmP)-Mutante gegeniiber K28aAlys. Die
Sensitivitdt wurde nach intrazellularer Expression des Letalkonstrukts im Wachstums- und seriellen
Verdunnungstest bestimmt.

| Sensitivitdt nach
ppaAlys-Expression [%]

BY4741 (WT) 151

Phénotyp nach ppaAlys-
Expression

rpt3 DAmP 276
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Nicht alle Substrate des Proteasoms sind mit Ubiquitin modifiziert. In diesem Fall ersetzen
andere Faktoren den regulatorischen Partikel am Zylinderende des CPs, 6ffnen den CP-
Kanal und vermitteln die Degradation (FINLEY, 2009). Der am starksten konservierte ,CP-
Aktivator” ist BIm10p, da etwa 20% dieser Protease in Hefe als Hybridkomplex aus RP-
CP-BIm10p vorliegen (SCHMIDT ET AL., 2005). Solche Proteasom-Aktivatoren kénnen
meist kein Ubiquitin erkennen oder ATP hydrolysieren und stellen die Proteindegradation
ausschlieRlich durch das Offnen des CP-Kanals sicher. Sie katalysieren meist den Abbau
von Proteinen, die nicht unbedingt in einem ATP abhangigen Schritt entfaltet werden
mussen, weil sie sich entweder spontan entfalten oder bereits entfaltet sind (DANGE ET AL.,
2011). Da eine BLM10-Deletionsmutante ebenfalls einen hypersensitiven Phanotyp von
159 % zeigte, kann nicht ausgeschlossen werden, dass neben dem regulatorischen
Partikel auch der alternative CP-Aktivator BIm10p am Abbau des Toxins beteiligt ist. Im
MBA-Test war dagegen keine Abweichung des Hemmhofdurchmessers zu erkennen
(TABELLE 17).

Tabelle 17: Ubersicht zur Sensitivitat einer Abim10-Deletionsmutante gegeniiber K28. Die Sensitivitat wurde
nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazelluldrer Expression des Letalkonstrukts
K28a im Wachstums- und seriellen Verdliinnungstest bestimmt.

I Sensitivitit nach | Sensitivitit nach |
a/B-Applikation ppa-Expression Phanotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]

‘ 106 108 104 103 102 101
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3.2.1 Beteiligung ER-luminaler Chaperone an der Retrotranslokation von K28

Chaperone im ER unterstitzen entweder den Faltungsprozess einer naszierenden
Polypeptidkette oder ihren proteasomalen Abbau (HAYES UND DICE, 1996; HOHFELD ET AL.,
2001). Kar2p (BiP) wird neben seiner Funktion als treibende Kraft beim ER-Import
(MATLACK ET AL., 1999) eine Rolle in der ER-assoziierten-Degradation in Sdugerzellen und
Hefe zugeordnet, wo es mit exponierten hydrophoben Regionen von ERAD-Substraten
wechselwirkt (SCHMITZ ET AL., 1995) und sie auf diese Weise wahrend der
Retrotranslokation in einem geldsten Zustand halten kann (PLEMPER ET AL., 1997; TSAI ET
AL., 2002). ERAD-Substrate der Hefe unterscheiden sich in der Notwendigkeit des ER-
luminalen Hsp70-Chaperons BiP im Degradationsprozess. Ldsliche Substrate wie CPY*
und der mutierte a-Faktor werden abhangig von BiP abgebaut und sind in kar2-Mutanten
stabilisiert (BRODSKY UND MCCRACKEN, 1999; PLEMPER ET AL., 1997), wohingegen
Transmembranproteine die Unterstlitzung dieses Chaperons nicht benétigen
(MCCRACKEN UND BRODSKY, 1996). Der molekulare Mechanismus, an dem Kar2p bei der
ER-assoziierten-Degradation beteiligt ist, ist allerdings noch unbekannt.

Ein ,knock-down“ dieses Chaperons zeigte keinen Einfluss auf die Sensitivitat gegenuber
dem Letalkonstrukt K28a, was bedeutet, dass das Toxin weiterhin in ausreichender
Effizienz sowohl in den sekretorischen Weg als auch in das Zytosol gelangt. Auch der ER-
Export des Heterodimers war nicht beeintrachtigt (TABELLE 18). Daher scheint der
restliche Kar2p-Gehalt des Stammes auszureichen, um den ER-Import zu unterstiitzen,
so dass vermutlich auch die Funktion der ER-Dislokation durch den ,knock-down“ nicht
vermindert wird.

Generell hydrolysieren Hsp70-Chaperone ATP, wenn sie ein ungefaltetes Polypeptid
binden. Dabei bleiben sie mit dem Peptid verbunden, bis DnaJ-ahnliche Proteine diesen
Schritt katalysieren und Nukleotidaustauschfaktoren die Entlassung von ADP stimulieren
(HARTL, 1996). Zu den DnaJ-ahnlichen stimulierenden Faktoren von Kar2p gehdren
Sec63p, Scjip und Jemip, wahrend Sillp und die ATPase Lhs1p als
Nukleotidaustauschfaktoren fungieren (HALE ET AL., 2010; NISHIKAWA UND ENDO, 1997;
SCHLENSTEDT ET AL., 1995). Vermutlich existieren zusatzliche Faktoren, die die Aktivitat
von Kar2p mit anderen spezifischen ER-Prozessen verbinden, da die Chaperonaktivitat
von Kar2p eng mit Pdi1p, Calnexin und der Prozessierung der Glykanketten verknuipft ist
(NISHIKAWA ET AL., 2001). Neben Kar2p spielt in Hefe auch das Hsp70-Protein Lhs1p eine
wichtige Rolle bei der Faltung im ER (BRODSKY ET AL., 1999), wodurch der ER-Import
mancher Prapro-Proteine bei Deletion dieses Chaperons beeintrachtigt ist (SARIS ET AL.,

1997). Es ist allerdings nicht geklart, ob es eine Rolle im ERAD-Prozess besitzt.
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Eine Deletion von SCJ1 bzw. JEM1 fihrte zu einer leichten Hypersensitivitdt von 130 %
(Ascj1) bzw. 148 % (Ajem1), was auf eine Beteiligung dieser DnaJ-ahnlichen Proteine am
Degradationsprozess von K28a hinweist. Im MBA-Test gegen das a/B-Heterodimer
zeichnete sich dagegen keine Veranderung ab. Der Nukleotidaustauschfaktor Lhs1p
zeigte eine stark verminderte Sensitivitdt gegentber K28a von 31 %. Hierbei war jedoch
nicht zu unterscheiden, ob dieser Effekt auf einen beeintrachtigten Eintritt in den
sekretorischen Weg oder einen reduzierten ER-Export zurlickzufiihren ist. Ein sekundarer
Effekt durch den reduzierten Gehalt luminaler Proteine kann ausgeschlossen werden, da
die Sensitivitat gegentber dem Heterodimer dem Wildtyp entsprach (TABELLE 18).

Da die Proteinsortierung und —prozessierung einen calciumabhangigen Mechanismus
reprasentiert, flihrt die Deletion der Calciumpumpe Pmrip zu einer Stabilisierung von
CPY* (DURR ET AL., 1998). Obwohl der zelluldre Calciumgehalt durch das Fehlen der
Pumpe erhoht ist und sich auf zahlreiche ER-Chaperone auswirkt, fihrt eine Apmr1
Deletion nicht zu einer generellen Beeintrachtigung des ERAD-Pathways (CRONIN ET AL.,
2000; DURR ET AL., 1998).

In Apmr1 scheint es dennoch zu einer ineffizienten Retrotransloaktion von K28a zu
kommen, da sich dieser Stamm mit einer Sensitivitdt von 13 % nahezu resistent
gegenuber dem Letalkonstrukt verhalt (TABELLE 18). Daher wirkt sich eine Veranderung
der Calciumkonzentration vermutlich eher auf die Dislokation als auf die Degradation aus.
Dies stimmt mit der Beobachtung friherer Arbeiten Uberein, in denen es zur Akkumulation
des K28-Dimers im ER und somit zur Resistenz einer Apmri-Deletionsmutante kam
(HEILIGENSTEIN ET AL., 2006).
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Tabelle 18: Ubersicht zur K28-Sensitivitit von Deletions(A)- bzw. ,knock-down* (DAmP)-Mutanten ER-
luminaler Chaperone. Die Sensitivitat wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach
intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest bestimmt.

I Sensitivitit nach Sensitivitit nach |
a/B-Applikation ppa-Expression
[mm] [%]

Phénotyp nach ppa-Expression

106 105 10* 103 102 10
BY4742 (WT) 21 100 _
Ascj1 20 130 _
BY4741 (WT) 25 100 _ |

Einige temperatursensitive kar2-Stamme sind profizient fur den ER-Import, zeigen jedoch
Defekte im ERAD-Prozess, was vermutlich auf eine unterschiedliche Rolle des Chaperons
beim ER-Import und -Export zurickzufihren ist (BRODSKY UND MCCRACKEN, 1999). Die
temperatursensitiven Mutanten kar2-1 und kar2-133 beeintrachtigen aufgrund ihrer
Mutation in der Peptidbindedomane (P515L bzw. T473F) auch die Chaperonfunktion von
BiP (BRODSKY ET AL., 1999; SIMONS ET AL., 1995). Der ER-Import des ERAD-
Modellsubstrats ppa-Faktor war in diesen Stdammen nicht verandert, wohingegen der
Abbau sowohl bei permissiver (23°C) als auch restriktiver Temperatur (37°C) verzogert
verlief. Vermutlich sind beide Kar2p-Varianten nicht mehr in der Lage, das fehlerhafte
Protein zu entlassen und somit dessen effiziente Retrotranslokation zu gewahrleisten oder
sie beeintrachtigen das ,gating” des potentiellen Export-Kanals Sec61p (BRODSKY ET AL.,
1999).

Bei semi-restriktiver Temperatur von 34°C verhielten sich beide Mutanten fast resistent
gegenuber K28a (kar2-1 34 %; kar2-133 31 %) und bildeten eine vollstadndige Resistenz
gegenliber dem Dimer aus (TABELLE 19). Da im MBA-Test nur der direkte Einfluss von
Kar2p auf die Retrotranslokation bzw. Degradation zum Tragen kommt, scheint die
Resistenz der Mutanten entweder auf einen gesteigerten Abbau oder einen ineffektiven

ER-Export zurtickzufiihren zu sein.
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Die Funktion von BiP ist durch die beiden Punktmutationen jedoch bereits bei einer
permissiven Temperatur von 25°C eingeschrankt, da die Sensitivitdt beider Stamme
sowohl fir K28 und K28a reduziert war. kar2-133 zeigte mit einem um 5 mm verkleinerten
Hemmhof und einer um 36 % reduzierten Sensitivitdt gegentiber K28a einen etwas
starkeren Effekt als kar2-1, dessen Hemmhofdurchmesser dem Wildtyp entsprach und

eine Sensitivitat von 64 % nach Expression von K28a zur Folge hatte (TABELLE 19).

Tabelle 19: Ubersicht zur Sensitivitat zweier temperatursensitiver kar2 Mutanten gegeniiber K28. Die
Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer Expression des
Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdinnungstest bei permissiver (25°C) und semi-
restriktiver Temperatur (34°C) bestimmt.

Sensitivitdt nach | Sensitivitit nach
a/B-Applikation ppa-Expression Phédnotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]

25°C 10 105 104+ 10% 102 10
WT 23 100

kar2-1 22 80

kar2-133 18 64

34°C

WT 22 100

kar2-1 0 34

kar2-133 0 3
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3.2.2 Rolle der Proteindisulfid-lsomerase Pdi1p am Retrotransloktionsprozess von
K28

Cystein-Reste einer in das ER translozierenden Polypeptidkette unterliegen
Veranderungen des Redox-Milieus. Die Proteindisulfid-lsomerase Pdi1p ist dabei an zwei
Reaktionen wahrend der oxidativen Faltung beteiligt: Der Neusynthese von Disulfiden
sowie der Reorganisation bestehender, fehlerhafter Disulfidbriicken, die sich
héchstwahrscheinlich wahrend des Faltungsprozesses ausbilden (NORGAARD ET AL.,
2001). Die Proteindisulfid-lsomerase ist dartber hinaus an der ER-Qualitatskontrolle
sowie der Degradation fehlgefalteter Proteine beteiligt (NORGAARD ET AL., 2001).

Die aktiven Zentren der Pdi1p (CGHC) sind in den beiden Thioredoxin-Domanen a und a’
lokalisiert, werden von den beiden Strukturdomanen b und b’ getrennt und sind alleine in
der Lage, eine Disulfidbildung zu katalysieren (ABBILDUNG 15). Fir die Isomeraseaktivitat
wird allerdings die Multidomanenstruktur benétigt (DARBY UND CREIGHTON, 1995). Die
beiden Cysteine der aktiven Zentren kénnen in reduziertem bzw. oxidiertem Zustand
vorliegen, wobei sie in ihrer oxidierten Form eine intramolekulare Disulfidbriicke ausbilden
(NORGAARD ET AL., 2001).

a :
Pdi1a’
E—

Abbildung 15: Schematische Struktur der Proteindisulfid-lsomerase Pdi1p. Die beiden katalytischen
Untereinheiten a und a’ enthalten jeweils ein aktives Zentrum mit zwei Cysteinresten (CGHC) und werden
durch die strukturellen Doméanen b und b’ voneinander getrennt.

Somit kann die Pdi1p im Zuge der Oxidation eine intrazellulare Disulfidbricke auf zwei
Sulfhydrylgruppen im Substrat Ubertragen bzw. wahrend der Isomerisierungs-Reaktion
eine gemischte Disulfidbriicke Uber den N-terminalen nukleophilen Cysteinrest ihres
aktiven Zentrums mit dem Substrat ausbilden (DARBY UND CREIGHTON, 1995; HOLST ET AL.,
1997). Auf diese Weise destabilisiert der C-terminale Cysteinrest des aktiven Zentrums,
reoxidiert durch Disulfidbildung und entldsst dabei das reduzierte Substrat, das im
Anschluss durch Formierung einer alternativen Disulfidbriicke die Isomerisierungs-
Reaktion abschlielt (NoIvA, 1999). Daneben besitzt Pdi1p eine Chaperonaktivitat, fur
welche die aktiven Zentren der a- und a’-Domane jedoch keine essentielle Bedeutung
besitzen (KOIVUNEN ET AL., 1999).
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Bisher konnte gezeigt werden, dass Pdi1lp mit K28 interagiert und sich ein Apdi1
Deletionsstamm (M4492) resistent gegenlber dem applizierten K28-Dimer verhalt, wobei
das Toxin im ER akkumuliert (HEILIGENSTEIN, 2008). Die Resistenz dieses Stammes
konnte in der vorliegenden Arbeit reproduziert, jedoch nicht auf das artifizielle System
Ubertragen werden, da die Mutante einen zu starken Wachstumsdefekt zeigte. Im
Vergleich dazu konnte nach ,knock-down® von Pdi1p kein Einfluss auf die Sensitivitat
gegeniber K28 bzw. K28a festgestellt werden. Daher ist anzunehmen, dass der restliche
Pdi1p-Gehalt des Stammes ausreicht, um eine Retrotranslokation zu gewahrleisten

(TABELLE 20).

Tabelle 20: Ubersicht zur Sensitivitit einer Deletions(A)- bzw. ,knock-down* (DAmP)-Mutante der
Proteindisulfid-Isomerse Pdi1p gegeniber K28. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im
MBA-Test sowie nach intrazelluldrer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen
Verdiinnungstest bestimmt (n.a.= nicht auswertbar).

Sensitivitdt nach Sensitivitdt nach
a/B-Applikation ppa-Expression Phénotyp nach ppa-Expression
mm %
106 105 10* 103 102 10
n e

Apdi M4492 0 na n.a.

In vorherigen Untersuchungen wurde zudem postuliert, dass die Oxidaseaktivitat der

Pdi1p fir den effizienten ER-Export von K28 nicht benétigt wird, da die Komplementation
einer Apdi1 Deletionsmutante mit PDI-CS-SS sowie PDI-SS-CS, die keine Oxidase-
sondern lediglich eine Isomeraseaktivitat besitzen, zur Ausbildung einer wildtypischen
Sensitivitat fuhrte (HEILIGENSTEIN, 2008). Cystein (C) und Serin (S) beschreiben hierbei
die Cysteinreste der aktiven Zentren a und a’.

Darauf aufbauend sollte im Rahmen dieser Arbeit genauer eingegrenzt werden, welche
Funktionen der Pdi1p fur die Dislokation von K28 verantwortlich sind, um somit den
Mechanismus dieses Schrittes besser nachzuvollziehen. Dazu wurde ein Stamm
verwendet, der lediglich die PDla’-Doméane exprimiert, die ausreicht, um das Uberleben
einer Apdi1 Deletionsmutante zu gewahrleisten (SOLOVYOV ET AL., 2004). Der Stamm
PDI1a’ wurde durch Transformation der Mutante M4130 mit pESC-PDIa’ sowie 5’'FOA-

Selektion erhalten.
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Dieser besitzt eine unveranderte Oxidaseaktivitat, weist jedoch lediglich 5 % der
Isomeraseaktivitat auf (XIAO ET AL., 2001), wodurch der ER-Export von Proteinen, die
diese Funktion bendtigen, um das Zweifache reduziert ist (XIAO ET AL., 2004). Durch
zusatzliche Expression verschiedener PDI-Varianten sollte verfolgt werden, welche
Funktionen des Proteins fur die Dislokation von K28 verantwortlich sind. Da eine effiziente
Oxidation durch Pdi1p, wie beschrieben, nur moglich ist, wenn beide Cysteine des aktiven
Zentrums vorhanden sind, ist der CS-Typ nicht mehr in der Lage, das Substrat zu
oxidieren, kann jedoch weiterhin Isomerisierungs-Reaktionen katalysieren.

Die Aktivitat der a- bzw. a’-Doméane scheint zur Toxizitat von K28 beizutragen, da sowohl
nach Komplementation mit PDI CC-SS sowie PDI SS-CC die WT-Sensitivitat wieder
hergestellt werden konnte. Verglichen wurde die Sensitivitat nach Expression der
wildtypischen Form PDI CC-CC, in der alle Cystein-Reste der beiden aktiven Zentren
intakt sind mit der Sensitivitit nach Expression von PDI CS-CS, die ebenfalls die
Isomeraseaktivitat beider Doméanen sicherstellte. Wird anhand des
Hemmhofdurchmessers auf die K28-Sensitivitat geschlossen und diese nach Expression
der endogenen Variante PDI CC-CC auf 100 % gesetzt, so ergab sich fur die Stamme
PDI CC-SS eine Sensitivitat von 84 % und fir PDI SS-CC von 96 % (ABBILDUNG 16).
Verbleibt nur der N-terminale Cysteinrest des jeweiligen aktiven Zentrums, der die
Isomerisierung vermittelt, so zeigte sich, dass der Aktivitatsverlust der a-Domane im
Stamm PDI CS-SS zur Resistenz gegen K28 flihrte, wohingegen im Stamm PDI SS-CS
eine fast wildtypische Sensitivitdt von 86 % erreicht werden konnte. Die Pdi1p-Variante
SS-SS war nicht in der Lage, die Resistenz des Stammes PDIa’ wiederherzustellen,
wonach ausgeschlossen wurde, dass K28 lediglich die Chaperonaktivitat des luminalen
Proteins fur die Retrotranslokation benétigt (ABBILDUNG 16). Die Sensitivitat korrelierte
eindeutig mit der Entlassung der a-Untereinheit aus dem Dimer und war in den
resistenten Stammen nicht mehr nachzuweisen. Dazu wurden Zellen der entsprechenden
Stamme spharoplastiert, fir 2 h mit 1 ml Toxinkonzentrat inkubiert, homogenisiert und die
I6sliche Fraktion UG.N in 10 % TCA gefallt. Anhand des immunologischen Nachweises
mittels anti-K28a ist anzunehmen, dass die Isomerase-Funktion der Pdi1p einen wichtigen
Schritt in der Retrotranslokation des K28-Dimers katalysiert, der dazu fiihrt, dass das
Toxin das ER verlassen kann. Da sich die jeweiligen Stamme je nach Expression der
Pdi1p Variante sehr stark in ihrem Wachstum unterschieden, stellten sie kein geeignetes
Testsystem dar, um die Toxinwirkung von K28a nach intrazelluldrer Expression zu

untersuchen.
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Abbildung 16: A: Sensitivitdt des Stammes PDIla’ nach Komplementation mit den angegebenen Pdi1p-
Varianten. Der Hemmbhof im MBA-Test s nach Applikation des K28-Dimers wurde mit der Sensitivitat nach
Komplementation mit PDI CC-CC (100 %) verglichen. B: 1x10° Zellen der jeweiligen Stdmme wurden
spharoplastiert, fir 2 h mit 1 ml Toxinkonzentrat inkubiert und homogenisiert. Anschlieend wurde die
I6sliche Fraktion gefallt und die Dissoziation desToxins immunologisch mittels anti-K28a nachgewiesen.
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3.3 Funktion des Translokons Sec61p wahrend der Dislokation von K28

Der Sec61-Komplex setzt sich aus den drei Untereinheiten Sec61p, Sss1p und Sbh1p
zusammen. Wahrend des ER-Imports sekretorischer Proteine formt dieser Komplex das
Translokon mit dynamischer Struktur, wobei der gebildete Porendurchmesser von 9-60 A
variieren kann. Durch Variation der jeweils assoziierten Proteine, wird die Permeabilitat
von Sec61p beispielsweise durch das luminale Chaperon BiP und das zu transportierende
Substrat selbst reguliert. Fir den post-translationalen Import wird aulerdem der Sec63-
Komplex (Sec63p, Sec62p, Sec71p, Sec72p) bendtigt.

Einige Studien weisen darauf hin, dass der Sec61-Komplex ebenfalls am ER-Export von
fehlgefalteten Proteinen beteiligt ist, da die Variabilitdt des Porendurchmessers die
Translokation von gefalteten und glykosylierten Proteinen zulassen kénnte (TIROSH ET AL.,
2003). Da bereits verschiedene Mutationen dieses essentiellen Proteins generiert werden
konnten, war es mdglich, allgemeine Interaktionseigenschaften zu beeinflussen sowie den
Secb61p-Gehalt zu reduzieren oder Defekte in der Retrotranslokation von
Membranproteinen bis hin zu einem generellen Defizit im ER-Export zu erzielen. Die
Auswertung fallt allerdings schwer, da Mutationen in SEC61 pleiotrope Auswirkungen auf
die Proteinzusammensetzung im ER und dessen Funktion haben kénnen (PLEMPER ET AL.,
1997). Die Effekte verschiedener sec61 Mutanten auf ERAD variieren und reichen von
einem leichten Defekt bis zu einer fast vollstandig blockierten Retrotransloaktion (PILON ET
AL., 1997). In der Regel korrelieren dabei Defekte im Im- und Export (WILKINSON ET AL.,
2000), wobei der Abbau vieler Transmembransubstrate weniger abhangig von Sec61p zu
sein scheint (HUYER ET AL., 2004). Sec61p ist ein integrales Membranprotein, das die ER-
Membran zehn Mal durchspannt. ABBILDUNG 17 gibt Aufschluss Uber die Lokalisation der
Punktmutationen des Translokons, die im Hinblick auf eine veranderte Retrotranslokation

von K28 untersucht wurden.
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ER-Lumen

Abbildung 17: Topologie des Translokons Sec61p. Die Lokalisation der Mutationen, die im Hinblick auf die
Sensitivitat gegeniiber K28 untersucht wurden, ist farblich hervorgehoben (VERANDERT NACH WILKINSON ET
AL., 1997).

3.3.1  ,knock-down“ von Sec61p

Ein ,knock-down“ des potentiellen ER-Export-Kanals Sec61p sollte bei Beteiligung an der
Toxin-Retrotranslokation zu einer verringerten Sensitivitdt gegen K28 flihren, da das
Toxin somit nicht mehr in der Lage ist, mit der gleichen Effizienz sein ,target‘ zu erreichen.
Nach intrazellularer Expression von K28a ist bei einem reduzierten Sec61p-Gehalt der
Zelle auch der ER-Import beeintrachtigt, wodurch keine eindeutige Aussage Uber eine
alternative Rolle des Translokons am ER-Export-Komplex mdglich ist.

Der Stamm sec61-DAmP zeigte nur einen leichten Sensitivitatsverlust von 12 %
gegenlber K28a, was zwar auf einen weitgehend unbeeintrachtigten sekretorischen Weg
nach ,knock-down® des Kanals hinweist, jedoch keine Aussage Uber die Beteiligung von
Sec61p an der Retrotranslokation von K28a zulasst. Auch die Sekretion des
Toxinvorlaufers (pptox) war in einer sec67-DAmP Mutante vergleichbar mit dem WT, da
das Wachstum eines eingebetteten sensitiven Hefestamms im MBA-Test mit gleicher

Effizienz inhibiert werden konnte (nicht dargestellt).
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Nach Applikation des K28-Dimers kam es zu einer deutlichen Reduktion der Sensitivitat,
die sich in einem um 5 mm verringerten Hemmhof im Vergleich zum WT aulerte
(TABELLE 21). Die Wirkung des ionophoren Killertoxins K1 auf sec67-DAmP war
verglichen mit dem Wildtyp unverandert, was ausschliel3t, dass es durch eine veranderte
Sekretionsrate verschiedener Zelloberflachenproteine zu einer verminderten Aufnahme
von K28 kam (nicht dargestellt). Um genauer einschatzen zu kénnen, welche Eigenschaft
von Sec61p fur den ER-Export von K28 benétigt wird, sollte die verantwortliche Funktion

des potentiellen Retrotranslokationskanals weiter eingegrenzt werden.

Tabelle 21: Ubersicht zur K28-Sensitivitit einer ,knock-down (DAmP)-Mutante des Translokons und
potentiellen ER-Exportkanals Sec61p. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test
sowie nach intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen

Verdiinnungstest bestimmt.
Phanotyp nach ppa-Expression
106 105 104 103 102 10!

Sensitivitat nach Sensitivitat nach
a/B-Applikation ppa-Expression
[mm] [%]

3.3.2 Funktion der Cysteinreste des Translokons

Da die Isomeraseaktivitat der Pdi1p eine wichtige Voraussetzung flur die Toxizitat von K28
darstellt (3.2.2), kann davon ausgegangen werden, dass eine Umlagerung der
Disulfidbriicke einen essentiellen Schritt im ER-Export vermittelt. Ein Grund hierflr
besteht in der Option, dass der Cysteinrest des Toxins, der vor Umlagerung an der
Bildung der Disulfidbriicke beteiligt ist, flir den Retrotranslokationsprozess bendtigt wird,
um mdoglicherweise mit Sec61p zu interagieren. Es wurde gezeigt, dass die
zytoplasmatische Domane eines kurzlebigen ERAD-M-Substrats wahrend seiner
Degradation zur Glykosylierung im ER-Lumen exponiert und anschlieliend abgebaut wird
(SCOTT UND SCHEKMAN, 2008). Die Verknupfung mit Glykanen am N-Terminus des
Substrates wird durch die Mutation eines spezifischen Cysteinrestes von Sec61p und des
Substrats verhindert. Demnach formt das Substrat einen Disulfid-Komplex mit Sec61p,
um die Exposition des N-Terminus im ER-Lumen zu stabilisieren. In der Mutante

sec61 C373l erfolgte der Abbau fast doppelt so schnell wie im WT.
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Die Punktmutationen C121G sowie C150V hatten dagegen keinen Einfluss auf die
Degradationskinetik des Membransubstrates. Darauf aufbauend wurde auch der Umsatz
von CPY*, einem léslichen ERAD-Substrat in den drei Cysteinmutanten untersucht und
festgestellt, dass es nur in sec61 C373/ zu einer geringen Stabilisierung des Substrats
kam. Um die neu generierten Mutanten weiter zu charakterisieren, wurde ihre
Translokationskompetenz untersucht, wobei alle Cystein-Mutanten ein normales ER-
Importverhalten zeigten.

In sec61 C373/ kam es jedoch zu keiner erkennbaren Veranderung der Sensitivitat
gegeniber K28 bzw. K28a. Auch der Hemmhofdurchmesser des Stammes sec61 C121G
wich nach Applikation des Dimers nicht vom Wildtyp ab. Jedoch war der
Wachstumsdefekt dieser Mutante zu grof3, um bereits Gber einen Zeitraum von 24 h eine
Aussage Uber einen veranderten Effekt gegeniiber K28a treffen zu kénnen, was sich auch
im seriellen Verdinnungstest widerspiegelte. Lediglich in der sec671 C150V Mutante kam
es nach Expression des Letalkonstrukts zu einer verminderten Sensitivitdt von 67 %
(TABELLE 22). Dieser Effekt kann entgegen der beschriebenen ER-Import-Kompetenz
dennoch auf eine beeintrachtigte Translokation in das ER zurlckzufuhren sein oder auf

einem ineffektiven ER-Export oder einer verstarkten Degradation durch ERAD beruhen.

Tabelle 22: Ubersicht zur Sensitivitat verschiedener Mutanten des Translokons sowie des potentiellen ER-
Exportkanals Sec61p gegenuber K28. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test
sowie nach intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen
Verdiinnungstest bestimmt (n.a.= nicht auswertbar).

Sensitivitat nach Sensitivitat nach
a/B-Applikation ppa-Expression Phénotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]

108 105 104 103 102 101
wr 2 ile © °

sec61 C121G 22 n.a. n.a.
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3.3.2.1 K28-Phanotyp von sec67 Mutanten mit Defekten in der Retrotranslokation

In einem Screen konnten Mutanten in SEC671 identifiziert werden (sec671-R1 bis
sec671-R4), die durch Substitution einer Aminosaure nur eine Richtung des Transports
beeinflussen und somit neben einer normalen Importkinetik einen Defekt in der
Retrotranslokation eines fehlgefalteten Transmembranproteins aufweisen (ZHOU UND
SCHEKMAN, 1999). Untersucht wurden Eigenschaften der Stamme anhand der
Akkumulation klassischer ERAD-Substrate wie des mutierten a-Faktors. Dieser war in
,Pulse-Chase“-Experimenten in allen vier Mutanten stabilisiert. Voraussetzung fir den
Transport Uber Sec61p ist neben dem Offnen des Kanals, die Dissoziation von BiP, die
eindeutig fur Translokation bzw. Dislokation signalisiert werden muss. sec67-R71 sowie
sec61-R2 konnten dieses luminale ,triggering® beeinflussen. Sec671-R3 zeigt einen
leichten Importdefekt und infolgedessen auch einen verminderten Sec61p-Gehalt. Solche
Mutationen, die beide Transportrichtungen beeinflussen, sind vermutlich Teil der
Verankerungsstelle von BiP oder wirken sich auf generelle Eigenschaften der
Kanalfunktion bzw. -stabilitdt aus. sec61-R4 tragt eine Mutation in der dritten
Transmembrandoméne, die als Verankerungsstelle fir andere Komponenten der
Retrotranslokation dient oder eine Stelle definiert, die fur die Sortierung von zu
exportierenden Proteinen bendtigt wird.

Die beiden Mutanten sec671-R1 und sec671-R2 hatten keinen Einfluss auf die Sensitivitat
gegeniber dem K28-Dimer. Im artifiziellen System zeichnete sich dagegen ein sehr
starker Effekt ab, der im Stamm sec67-R71 zu einer fast vollstandigen Resistenz
gegeniber K28a fiihrte und im Falle von sec67-R2 nur noch ein Drittel der Sensitivitat
zeigte. Da beschrieben ist, dass beide Mutanten keinen ER-Import-Defekt aufweisen,
kann nicht ausgeschlossen werden, dass sec67-R71 und sec67-R2 Auswirkungen auf die
Effizienz des ER-Exports von K28a, jedoch keinen Einfluss auf die Retrotranslokation des
reifen Toxins haben. Sec67-R3 verhielt sich bereits in vorangegangenen Untersuchungen
vermindert sensitiv (HEILIGENSTEIN, 2008). Dieser Effekt konnte in der vorliegenden Arbeit
reproduziert werden und wurde auch im Stamm sec67-R4 beobachtet, wobei die Stamme
bei einer 1:20 Verdinnung des Toxins vollstandig resistent waren (nicht dargestellt). Die
starke Hypersensitivitdt von 474 % gegenlber K28a kann ebenfalls auf einem
verminderten Gehalt an luminalen Proteinen beruhen, die normalerweise fir den Abbau
der a-Untereinheit verantwortlich sind. DarlUberhinaus konnte, genau wie im Stamm
sec61 R4 (357 %), die Interaktion des Translokons mit weiteren Komponenten des
Degradationspathways beeintrachtigt sein, wobei die Hypersensitivitat auf einem
ineffektiven Abbau der a-Untereinheit beruhen wiirde (TABELLE 23).
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Tabelle 23: Ubersicht zur K28-Sensitivitét verschiedener Mutanten des Translokons und potentiellen ER-
Exportkanals Sec61p. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach
intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdinnungstest bestimmt.
Eckige Klammern weisen auf leichtes Wachstum im gebildeten Hemmbhof hin.

Sensitivitdt nach Sensitivitat nach
a/B-Applikation ppa-Expression |Phénotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]
106 105 10* 103 102 10

wT 18 100
sec61-R1 (T3001) 17 6

sec61-R2 (G327D) 19 33
sec61-R3 (G341E) [16] 474
sec61-R4 (A130V) [17] 357

3.3.3 Interaktion von K28 mit Sec61p

3.3.3.1 Co-Immunprazipitation von Sec61p-13 c-myc nach Toxininkubation

Da die Mutanten sec61-R3, sec671-R4 sowie sec61 DAmP erste Hinweise auf eine
Beteiligung von Sec61p an der Retrotranslokation des K28-Dimers zeigten, sollte auch ein
biochemischer Nachweis flir eine Interaktion zwischen Toxin und Translokon erbracht
werden. Fur die Co-Immunprazipitation wurde ein Stamm verwendet, der ein
Fusionsprotein bestehend aus Sec61p mit 13 c-myc-,tags” exprimiert (CARVALHO ET AL.,
2010). In einem MBA-Test wurde zunachst sichergestellt, dass dieser Stamm bezlglich
seiner Sensitivitat gegenidber K28 nicht vom WT abwich (nicht dargestellt). Zum
Interaktionsnachweis wurde eine 100 ml Kultur spharoplastiert, mit 2 ml Toxin in einem
Endvolumen von 10 ml Inkubationspuffer flir 3 h inkubiert und anschliefend
homogenisiert. Dem Lysat wurde Digitonin zugesetzt, um den gesamten Sec61-Komplex
aus der ER-Membran herauszulésen. Nach Trennung der Membranfraktion wurde
Sec61p-13 c-myc aus der l6slichen Fraktion Uber spezifische Antikérper an Protein A-
Sepharose-,beads” gebunden und mittels Western-Analyse eine Interaktion des
Translokons mit K28 untersucht. Wie ABBILDUNG 18 zeigt, konnte Sec61p-13 c-myc
prazipiert werden und auch weiterhin mit seinem natirlichen Bindungspartner Sbh1p
interagieren. Es wurde jedoch kein Signal fir K28 detektiert, wodurch eine Interaktion des

Translokons mit K28 auf diesem Wege nicht gezeigt werden konnte.
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Abbildung 18: Co-Immunprazipitation von Sec61-13 c-myc mit K28. 1x10° Zellen des entsprechenden
Hefestammes wurden sphéaroplastiert, mit Toxinkonzentrat inkubiert, homogenisiert und mit Digitonin
behandelt. Die I6sliche Fraktion wurde mit Hilfe von anti-c-myc prazipitiert und zum Nachweis des Sec61-
Komplex mit anti-Sbh1 behandelt. K28 wurde mittels anti-K28a immunologisch nachgewiesen.

Es ist mdglich, dass der Sec61p-Gehalt, der das Toxin zum Zeitpunkt der Zelllyse
transportiert, zu gering ist, um immunologisch nachgewiesen werden zu kdnnen. Daher
wurden in einem weiteren Ansatz Zellen vor der Inkubation mit K28 aufgeschlossen und
erst im weiteren Verlauf mit Toxinkonzentrat U.N inkubiert. Auch hier konnte der Sec61-
Komplex prazipitiert und die Interaktion der Untereinheiten aufrechterhalten werden.
Allerdings zeigten sich auch in diesem in vitro Versuch nach Elution keine Signale, die auf

eine Interaktion von Sec61p und dem K28-Dimer schliefen lieRen (ABBILDUNG 19).

i hc c-myc

ol ; : i iR

™ Al e ey | K28aiB

WB: anti-K28a

IP: anti-c-myc
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K28a/B
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Abbildung 19: /n vitro Untersuchungen zur Bindung von K28 an Sec61p. Dazu wurde homogenisiertes und
digitonisiertes Zellysat aus 1x10° Zellen des Stammes Sec61-13 c-myc mit Toxinkonzentrat versetzt, mittels
anti-c-myc prazipitiert und mit anti-K28a sowie anti-Sbh1 immunologisch untersucht. Alternativ wurde der
Sec61-Komplex zunachst Uber anti-cmyc prazipitiert und anschlieBend mit Toxinkonzentrat inkubiert. Der
immunologische Nachweis verlief analog.

1= Zellysat nach Behandlung mit Digitonin und Toxinkonzentrat

2= Zellysat nach Behandlung mit Digitonin

3= IP des unbehandelten Zelllysats und anschlieRender Inkubation mit 100 pl Toxinkonzentrat und
900 pl Mcllvaine-Puffer

4= |P des unbehandelten Zelllysats und anschlieRender Inkubation mit 1000 ul Mcllvaine-Puffer
5= Toxinkonzentrat mit Digitonin (Inkubation tber Nach bei 4°C)

+= Toxinkonzentrat
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3.3.3.2 Interaktionsnachweis von Sec61p und K28 mittels Split-Ubiquitin-System
(SUS)

Das Split-Ubiquitin System (SUS) ist eine etablierte Methode, um Protein-Protein-
Wechselwirkungen in Hefe in vivo zu untersuchen. Fanger und Beuteprotein werden
hierbei mit dem N-Terminus (Nub; AS 1-37) bzw. C-Terminus (Cub; AS 35-76) von
Ubiquitin verbunden, wobei Cub durch den Transkriptionsfaktor PLV erganzt wird (CUB-
PLV, kurz CPLV). Interagieren die Testproteine, gelangen auch die Ubiquitin-Fragmente
in rAumliche Nahe und bilden ein intaktes Molekiil, das durch Spaltung einer spezifischen
Protease den fusionierten Transkriptionsfaktor entlasst und somit die Voraussetzung zur
Initiation der Transkription des Reportergens lacZ schafft. Zusatzlich verhindert eine
Punktmutation in (NubG) die spontane Assoziation der Ubiquitinmolekile im Zytosol
(STAGLJAR ET AL., 1998).

Um eine Interaktion von K28 mit dem potentiellen Retrotranslokationskanal Sec61p zu
untersuchen, wurde ein diploider Hefestamm verwendet, der sowohl eine wildtypische
Kopie von Sec61p exprimiert als auch eine Variante mit CPLV-,tag“ (Sec61p/Sec61p-
CPLV). Nach Applikation von K28-NubG sollte die Hefe auf Blaufarbung und damit auf
Expression des lacZ Reporters untersucht werden (ABBILDUNG 20).

s

Nukleus

ER-Membran
UeIquIBN-HT

Abbildung 20: Schematische Darstelung des Interaktionsnachweises von K28 mit Sec61p mittels Split-
Ubiquitin-System. Sec61p wurde mit dem C-Terminus von Ubiquitin (Cub) sowie dem Transkriptionsfaktor
PLV fusioniert, K28 wurde mit dem N-Terminus von Ubiquitin (NubG) verbunden (links). Kommt es zu einer
Interaktion zwischen K28 und Sec61p, kann durch die rdumliche Nahe ein intaktes Ubiquitimolekiil
ausgebildet werden, das von einer spezifischen Protease abgespalten wird. Auf diese Weise diffundiert der
entlassene Transkriptionsfaktor PLV in den Nukleus und induziert die Expression des lacZ-Gens, woraufhin
sich die entsprechenden Zellen auf X-Gal-haltigem Agar blau farben.
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Obwohl Sec61p-CPLV weiterhin mit einigen seiner natirlichen Interaktionspartner wie
Sss1p und Sbh1p interagieren kann und ein wildtypisches Importverhalten zeigt, war mit
anderen Komponenten wie Sec62p und Sec63p uber SUS keine Wechselwirkung mehr
nachzuweisen. Daher galt es zunachst zu untersuchen, ob sich Sec61p-CPLV weiterhin in
der Membranfraktion der Zelle befindet oder ob der Funktionsverlust der
.getaggten“ Variante eventuell auf eine Fehllokalisation des Kanals zuriickzufiihren ist.
Daher wurde der diploide Stamm Sec61p/Sec61p-CPLV spharoplastiert, homogenisiert
und durch differenzielle Zentrifugation wurden Zelltrimmer, Membranfraktion sowie
I6sliche Fraktion voneinander getrennt. Aus dem immunologischen Nachweis mittels anti-
CPLV in ABBILDUNG 21 geht hervor, dass das Translokon weiterhin in die Membran
inseriert bzw. mit ihr assoziiert vorliegt und somit zum Interaktionsnachweis mit K28

herangezogen werden konnte.

Sec61p-CPLV 100
e

Abbildung 21: Immunologischer Nachweis der Lokalisation von Sec61p-CPLV. Der diploide Stamm
Sec61p/Sec61p-CPLV (1x109 Zellen) wurde sphéaroplastiert, homogenisiert und durch differentielle
Zentrifugation wurden die dargestellten Fraktionen (Zelltrimmer, Membranfraktion und Zytosol)
voneinander getrennt und mit anti-CPLV entwickelt.

Im weiteren Verlauf musste sichergestellt werden, dass K28a nach Fusion mit NubG
weiterhin seine biologische Aktivitat behalt. TABELLE 24 zeigt, dass es sowohl nach
N-terminaler als auch C-terminaler Fusion der K28a-Untereinheit zu einem vollstadndigen
Toxizitatsverlust kam. Zur Fusion von NubG mit dem C-Terminus von K28a wurde der
Argininrest durch Alanin ersetzt, um die Kex2p-Erkennungsstelle des Toxins zu

modifizieren und somit ein Abspalten des ,tags“ auf dem Sekretionsweg zu verhindern.

Tabelle 24: Serieller Verdinnungstest des Stammes BY4742 nach Transformation mit pYES-ppaR149A-
NubG bzw. pYES-ppNubG-a unter induzierenden Bedingungen

Phanotyp nach ppaR149A-NubG Phanotyp nach ppNubG-a
Expression Expression
106 105 104 108 102 10! 106 105 104 103 102 10!
: *o
BY4742 O 00 o & «HEP 0 0 9 U <«
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Die Ligation des K28-Dimers mit dem N-Terminus von Ubiquitin erzielte hingegen in
BY4742 (WT) als auch in der diploiden Sec61p/Sec61p-CPLV Mutante den gleichen
toxischen Effekt wie das Wildtyp-Toxin und konnte somit auf eine Interaktion mit Sec61p

im Zuge der Retrotranslokation getestet werden (TABELLE 25).

Tabelle 25: MBA-Test des Stammes BY4742 zum Aktivitatsnachweis des ,getaggten® Toxins K28-NubG
sowie zur Bestimmung der Sensitivitdt des Stammes Sec61p/Sec61p-CPLV gegentber K28.

' Sensitivitat nach ' Sensitivitat nach '
a/B-Applikation [mm K28-NubG Applikation [mm

BY4742 (WT) 22 22

Sec61p/Sec61p-CPLV 21 22

Als Positivkontrolle diente die Interaktion von Sec61p mit Ost1p, einer Untereinheit des
Oligosaccharyl-Transferase (Ost)-Komplexes, der wahrend des ER-Imports an der
Glykosylierung von Polypeptiden beteiligt ist (Sec61p/Sec61p-CPLV pOST1-NubG). In
einer zusatzlichen Kontrolle sollte die Interaktion von Ost1p mit Wbp1p, einer weiteren
Komponente des Ost-Komplexes (Wbp1p-CPLV pOST1-NubG) sichergestellt werden
(ABBILDUNG 22).

Zytosol
.....

ER-Lumen

Ost1p Ost2p Ost3p Ost4p  Ost5p Ost6p Stt3p Swpip Wbp1ip

| NE0AAN
Il LT

U Uu U UUUUU U

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Untereinheiten des Ost-Komplexes, die zur Positivkontrolle
des Split-Ubiquitinsystems eingesetzt wurden. Untersucht wurde die Interaktion von Sec61p mit Ost1p
sowie der Untereinheiten Ost1p und Wbp1p.
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Die jeweiligen Teststdmme wurden je nach Versuchsansatz mit dem ,getaggten® Toxin flr
4 h inkubiert und auf X-Gal-haltigen Agar aufgetropft. ABBILDUNG 23 zeigt eine
Blaufarbung des Stammes Wbp1p-CPLV nach Expression von Ost1p-NubG. Dieser
colorimetrische Nachweis der Interaktion zweier Untereinheiten des OST-Komplexes
mittels SUS stellte sicher, dass Ost1p nach Fusion mit NubG weiterhin in der Lage ist, mit
seinen natlrlichen Partnerproteinen zu interagieren. Da Ost1p ebenfalls mit Sec61p
interagiert, wurde der diploide Teststamm Sec61p/Sec61p-CPLV mit pOST1p-NubG
transformiert, was auf X-Gal haltigem Agar jedoch nicht zu einer Blaufarbung der Kolonie
fuhrte. Obwohl davon ausgegangen werden muss, dass Sec61p-CPLV nicht mehr mit
allen natirlichen Interaktionspartnern interagieren kann, wurde der Stamm mit K28-NubG
inkubiert und auf X-Gal-Agar aufgetropft, wobei sich ebenfalls keine Farbung einstellte
(ABBILDUNG 23). Eine Interaktion von K28 mit seinem potentiellen
Retrotranslokationskanal Sec61p konnte somit mittels Split-Ubiquitin System nicht

nachgewiesen werden.

Sec61p/Sec61p-CPLV
Sec61p/Sec61p-CPLV pOST1-NubG
Sec61p/Sec61p-CPLV+ K28-NubG
Wbp1p-CPLV

Wbp1p-CPLV- pOST1-NubG

HOENE

Abbildung 23: Interaktionsnachweis von K28 mit Sec61p mittels Split-Ubiquitin-System. Sec61p wurde mit
dem C-Terminus von Ubiquitin (Cub) sowie dem Transkriptionsfaktor PLV fusioniert, K28 wurde mit dem N-
Terminus von Ubiquitin (NubG) verbunden. Eine Blaufarbung der Zellen auf X-Gal-haltigem Selektionsagar
weist auf eine Interaktion der getesteten Komponenten hin. Als Positivkontrolle diente die Interaktion von
Sec61p mit Ost1p (Sec61p/Sec61-CPLV pOST1-NubG) sowie der Untereinheiten des OST-Komplexes
Wbp1p und Ost1p (Wbp1-CPLV-pOST1-NubG). Die Zellen (5x107) wurden mit 200 pl Toxinkonzentrat fir
4 h bei 20°C inkubiert, 1x10° Zellen wurden auf X-Gal-haltigen Agar aufgetropft und fir 3d bei 20°C
belassen.
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3.4 Zusammenhang der ,unfolded protein response“ (UPR) mit der

Retrotranslokation von K28

Es wurde bereits gezeigt, dass K28a vermutlich analog zu fehlgefalteten Proteinen von
ERAD-Komponenten erkannt wird (3.2). Auch das K28-Dimer wurde nach Uberexpression
von Hrd1p verstarkt umgesetzt. Aufgrund des mechanistischen Zusammenhangs von ER-
Export, ERAD und ER-Stress sollte der Einfluss des Toxins auf die Stresskontrolle in Hefe
untersucht werden. Die Faltungs- und Synthesemaschinerie im ER wird allgemein durch
die ,unfolded protein response®, einem Programm zur Transkriptionskontrolle, kontrolliert
(ABBILDUNG 24). Unter physiologischen Bedingungen interagiert die luminale Domé&ne von
Ire1p, einem ER Transmembranprotein mit zytosolischer Kinase/Ribonuklease Domane,
mit Kar2p. Akkumulieren fehlgefaltete Proteine im ER, bindet Kar2p verstarkt an diese
Polypeptide, wodurch Ire1p oligomerisiert und als Kinase/Ribonuklease aktiv wird. Mit
Hilfe der Ribonukleaseaktivitat wird ein Intron aus der HAC7-mRNA entfernt, wodurch der
Transkriptionsfaktor Hac1p translatiert und in den Kern transportiert werden kann. Dort
bindet er an UPRE-Elemente der Promotorregion von UPR-target‘-Genen (COX UND
WALTER, 1996). Zu diesen ,target‘-Genen gehdren unter anderem JEM1, LHS1, SCJ1
ERO1, PDI1 sowie viele weitere Gene, die an Translokation, Glykosylierung, ERAD,
Lipidsynthese oder Vesikeltransport zwischen ER und Golgi beteiligt sind. Die UPR
reguliert somit die ER-Homdostase durch das Ausbalancieren der Lipid- und
Proteinsynthese (WALTER UND RON, 2011).
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Abbildung 24: Schematische Darstellung der ,unfolded protein response® (UPR). Der Sensor Ire1p liegt
unter physiologischen Bedingungen gebunden an BiP (Kar2p) vor. Akkumulieren fehlgefaltete Proteine im
ER, dissoziiert BiP zum Substrat, sodass Ire1p oligomerisiert. Durch Autophosphorylierung wird dessen
Ribonuklease-Aktivitat aktiviert, woraufhin es zum SpleiRen der HAC7-mRNA kommt und auf diese Weise
der Transkriptionsfaktor Hac1p translatiert wird. Dieser aktiviert im Nukleus Zielgene mit UPR-Elementen in
der Promotor-Region, die dem Zellstress entgegen wirken.

Um den Zusammenhang der Toxinwirkung von K28 mit der UPR zu untersuchen, wurde
ein Reportersystem eingesetzt, in dem das Fluoreszenzprotein mCherry durch einen
Promotor mit vier UPR-Elementen gesteuert wird und somit durch Binden des
Transkriptionsfaktors Hac1p aktiviert werden kann. Dadurch kommt es nach Induktion der
UPR zur Expression von mCherry, woraufhin die Fluoreszenzintensitat mit der Stress-
Induktion korreliert (LAJOIE ET AL., 2012). Hierfir wurde der Stamm BY4741 pPMA47-
UPRE-mCherry bei einer ODggo von 1 geerntet. Die Messung erfolgte Uber 24 h in einer

96-Well-Platte, mit jeweils 1,5x10” Zellen in einem Endvolumen von 125 pl pro Well.
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Je nach Ansatz wurden den Zellen entweder 75 ul Mcllvaine Puffer pH 4,7 oder
Toxinkonzentrat appliziert. Die Behandlung mit 10 pg/ml Tunikamycin diente als
Positivkontrolle zur Induktion der UPR. Da Tunikamycin gelést in DMSO vorlag, wurde
eine entsprechende Kontrolle mitgefiihrt. Aus ABBILDUNG 25A geht hervor, dass mit den
gewahlten Parametern eine Induktion der UPR mdglich war, da es, verglichen mit der
DMSO-Kontrolle (MclL+DMSO), nach Applikation von Tunikamycin (MclL+TM) zu einer
deutlichen Steigerung der Fluoreszenz um etwa 130.000 relative Fluoreszenzeinheiten
(rFE) kam. Durch die Behandlung mit K28 (K28+DMSO) konnte diese Duplikation nicht
erreicht werden, sondern lag mit etwa 120.000 rFE im Bereich der Pufferkontrolle. Dies
lasst den Schluss zu, dass K28 nicht in der Lage ist, wie Tunikamycin die mCherry-
Expression und somit die UPR zu induzieren. Die Behandlung mit K28 konnte auch der
Wirkung von Tunikamycin nicht entgegen wirken (ABBILDUNG 25A), da nach gleichzeitiger
Applikation (K28+TM) mit 280.000 rFE eine vergleichbare Fluoreszenzintensitat erzielt
wurde wie in der Pufferkontrolle (McIL+TM). Um sicherzustellen, dass die Applikation von
K28 keinen limitierenden Faktor darstellt, wurden in einem weiteren Ansatz Zellen
eingesetzt, die bereits Uber Nacht mit dem Toxin bzw. Mcllvaine-Puffer inkubiert worden
waren. Auch hier konnte in der Kontrolle die UPR durch Tunikamycin induziert werden,
was sich in einer Steigerung der rFE von etwa 150.000 auf rund 300.000 widerspiegelte
(MclIL U.N+DMSO vgl. McIL 4.N+TM). Eine vorherige Applikation von K28 U.N fiuhrte zu
einer Fluoreszenzintensitat von 250.000 rFE, was die Aussage, dass K28 die UPR weder
induzieren noch inhibieren kann, stitzt (ABBILDUNG 25A).
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Abbildung 25: mCherry-Expression unter Kontrolle von UPR-Elementen in der Promotorregion. Untersucht
wurde die relative Anderung der Fluoreszenzintensitat iiber einen Zeitraum von 24 h nach Applikation von
K28 bzw. Tunikamycin (TM) als Maf3 der UPR-Induktion. Die Behandlung mit Mcllvaine-Puffer bzw. DMSO
dienten als Negativkontrolle. A: Das Toxin wurde den Zellen zum Start der Messung appliziert. B: Die
Zellen wurden vor der Messung tUber Nacht mit K28 inkubiert.
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Da sich das mCherry-Reportersystem flir K28a als ungeeignet erwies (nicht dargestellt),
sollte die UPR mit Hilfe eines alternativen Reporterkonstrukts tber die Expression von
lacZ ermittelt werden. Dabei stand analog zur Induktion der Fluoreszenz von mCherry,
lacZ unter Kontrolle eines UPR-Elements des KAR2-Promotors. Die f-Galaktosidase wird
dabei durch SpleiRen und Binden des Transkriptionsfaktors Hac1p an die beschriebene
Promotorregion exprimiert, was eine Blaufarbung der Zellen in Gegenwart von X-Gal
hervorruft (PARIKH ET AL., 2008). Getestet wurde der Stamm BY4742 UPRE-/acZ nach
Transformation mit dem Letalkonstrukt pRS315-ppa bzw. mit dem Leervektor. Die Zellen
wurden Uber Nacht in Raffinose-haltigem Medium bis zu einer optischen Dichte von 0,5
kultiviert und anschlielend die Expression der toxischen K28a-Untereinheit von 10 ml
Zellsuspension mit 3 % Galaktose Uber einen Zeitraum von 3 h induziert bzw. mit 2 %
Glukose reprimiert. Als Positivkontrolle diente auch hier die Behandlung mit 10 ug/ml
Tunikamycin Uber den gleichen Zeitraum. Die Proben wurden mittels Glasperlen
aufgeschlossen, zentrifugiert und der Uberstand mit 62 ug/ml X-Gal versetzt. Bei einer
Inkubation bei 30°C setzte unter stdndigem Drehen der Probe nach etwa 5 h eine
Blaufarbung ein.

ABBILDUNG 26 zeigt, dass es in den Zellen mit Leervektor sowohl unter reprimierenden
(Glc+TM) als auch induzierenden Bedingungen (Gal+TM) durch die Behandlung mit
Tunikamycin zur Induktion der UPR und somit zu einer Blaufarbung des Zelllysats kam.
Die Negativkontrollen mit DMSO (Glc+DMSO; Gal+DMSO) bzw. ohne Zusatz weiterer
Reagenzien (Glc; Gal) blieben farblos. Somit kam es nach Expression von K28a weder
unter reprimierenden noch unter induzierenden Bedingungen zur Induktion der UPR. Im
Unterschied hierzu kam es nach Gabe von Tunikamycin (Glc+TM) zur UPR-Induktion, die

nach gleichzeitiger Expression von K28a (Gal+TM) nicht inhibiert wurde (ABBILDUNG 26).

Glc Glc+DMSO Glc+TM Gal Gal+DMSO Gal+T™M

pRS315-leer ‘ | ' | ‘ -
RS315-ppa

Abbildung 26: Untersuchungen zur K28-abhangigen UPR-Induktion anhand der Synthese von lacZ unter
Kontrolle eines UPR-Elements. Die I6sliche Fraktion des Zelllysats des Stammes BY4742 UPRE-/acZ
wurde nach Expression von K28a (ppa) bzw. des Leervektors unter reprimierenden (Glc) sowie
induzierenden Bedingungen (Gal) mit X-Gal versetzt und Uber mehrere Stunden inkubiert. Als
Positivkontrolle diente die Behandlung mit Tunikamycin (TM).
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Um eine Induktion der UPR durch K28 bzw. K28a an einem friheren Punkt nachzuweisen,
sollte untersucht werden, ob es durch Toxinbehandlung zum Spleilen der HAC7-mRNA
kommt. Da Zellen nach dem Verdau der Zellwand das Toxin effizienter internalisieren,
wurden zunachst Spharoplasten flir den UPR-Test eingesetzt. Dazu wurden jeweils 10 ml
Spharoplasten mit K28 bzw. mit Mcllvaine-Puffer 2 h bei 20°C inkubiert, anschlieRend die
Gesamt-RNA isoliert, eine cDNA durch reverse Transkription hergestellt und schlief3lich
mittels PCR der Transkriptionsfaktor HAC7 amplifiziert. B-Aktin diente dabei als
Ladekontrolle. In der Positivkontrolle wurden Zellen mit 20 ug/ml Tunikamycin behandelt,
das die N-Glykosylierung im ER inhibiert und somit die UPR induziert. Wie in
ABBILDUNG 27A anhand der beiden Kontrollen MclL und DMSO zu erkennen ist, fihrte
bereits die Spharoplastierung zur Induktion der UPR. In allen Ansatzen war neben der
ungespleilten HAC7-Form von 720 bp und der Ladekontrolle B-Aktin mit 1.200 bp auch
das HAC1-Spleildprodukt (sHAC17) von 470 bp zu erkennen. Daher wurde der Versuch
noch einmal mit intakten Zellen wiederholt.

Wie aus ABBILDUNG 27B hervorgeht, kam es bei intakten Zellen lediglich in der
Positivkontrolle mit Tunikamycin zur Induktion der UPR und somit zur Bildung des
SpleiBproduktes sHAC1. Nach Inkubation mit K28 bzw. in den beiden Negativkontrollen
Mcllvaine und DMSO konnte lediglich die ungespleil3te Form des Transkriptionsfaktors mit
einer Lange von 720 bp sowie B-Aktin mit 1.200 bp nachgewiesen werden. Daraus kann
abgeleitet werden, dass K28 die UPR nicht induziert. Um festzustellen, ob K28 im
Gegenzug analog zu Ricin die UPR hemmen kann, indem es das SpleiRen des
Transkriptionsfaktors verhindert, wurden die mit Tunikamycin behandelten Zellen
gleichzeitig mit Toxin bzw. Mcllvaine-Puffer behandelt. Wie ABBILDUNG 27C zeigt, kommt
es dennoch in Gegenwart von Tunikamycin zur Bildung des SpleiRproduktes, wodurch
gezeigt werden konnte, dass K28 weder die UPR zur Steigerung seiner eigenen
Retrotranslokation induziert, noch mit der Wirkung von Ricin zu vergleichen ist, das die

UPR und somit seine eigene partielle Degradation inhibiert.
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A: BY4742 Spharoplasten B: BY4742, 2h C: BY4742, i.N

Abbildung 27: Untersuchungen zur K28-abhangigen UPR-Induktion anhand des HAC-Assays.
Spharoplasten (A) und intakte Zellen wurden lber 2 h (B) bzw. Gber Nacht (C) mit K28, Mcllvaine-Puffer
oder Tunikamycin behandelt. Im Anschluss wurde die RNA isoliert, revers transkribiert und mittels PCR die
SpleiRprodukte der HAC-mRNA nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde gleichzeitig -Aktin amplifiziert.

Um festzustellen, ob sich das artifizielle Sytem nach intrazellularer Expression der
toxischen a-Untereinheit anders hinsichtlich seiner Wirkung auf die ,unfolded protein
response” verhalt, wurden Zellen vor und nach Induktion der K28a-Expression im UPR-
Assay untersucht. Als Kontrolle diente ein K28a-Konstrukt ohne Signalsequenz (pa), das
keinen Selbstkillerphanotyp hervorruft.

Die beiden Stdmme BY4742 pRS316-ppa bzw. BY4742 pRS316-pa wurden zunachst
Uber Nacht in Raffinose-haltigem Medium bis zu einer Zellzahl von 1x10” Zellen/ml
kultiviert und anschlielend 3 h mittels 3 % Galaktose induziert bzw. in 2 % Raffinose
belassen. Auch hier wurde nach Isolierung der RNA, cDNA-Synthese und PCR die
Induktion der UPR mit Tunikamycin bzw. DMSO verglichen. ABBILDUNG 28A zeigt, dass
weder K28a mit Signalsequenz, noch die Variante ohne ER-Importsignal unter
induzierenden Bedingungen die UPR einleiten. Es konnten lediglich die ungespleifite
HAC1-Form und B-Aktin amplifiziert werden. ABBILDUNG 28B belegt, dass in den beiden
Stammen prinzipiell die Induktion der UPR mdglich ist, da die Behandlung mit
Tunikamycin sowohl nach Expression der toxischen K28a-Variante (ppa) als auch der
nicht-toxischen Form (pa) zum Spleilien des Transkriptionsfaktors fihrte (sHAC17). Genau
wie nach Applikation des K28-Dimers, kann auch K28a dem Spleiflen von HAC7 und
somit der Induktion der UPR nicht entgegenwirken, da es nach Behandlung mit
Tunikamycin trotz Induktion von ppa zur Bildung von sHAC1 kam (ABBILDUNG 28C).
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B-Aktin

HAC1
sHAC1

Abbildung 28: Untersuchungen zur K28-abhangigen UPR-Induktion (ber Messung des HAC-Spleillens.
Das Letalkonstrukt ppa bzw. die nicht toxische Variante pa, wurden Uber 3 h unter nicht-induzierenden
(Raff) bzw. induzierenden Bedingungen (Gal) kultiviert, im Anschluss die RNA isoliert, revers transkribiert
und mittels PCR die SpleiRprodukte der HAC-mRNA nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde gleichzeitig 3-
Aktin amplifiziert. A: Die Expression von K28a fuhrte nicht zum SpleiRen der HAC-mRNA. B: Unter nicht-
induzierenden Bedingungen (Raff) induzierte die Behandlung der Stdmme mit Tunikamycin die UPR und
somit auch das Spleilien der HAC-mRNA. C: Unter induzierenden Bedingungen (Gal) konnte die Induktion
der UPR mit beiden Toxinvarianten nicht inhibiert werden.

3.5 Beteiligung der Hrd1p-unabhdngigen Proteolyse (HiP) an der Dislokation des

Killertoxins

HAYNES ET AL. (2002) postulierten einen Hrd1p-unabhangigen Weg der ER-
Qualitatskontrolle (Hrd1p-independent proteolysis; HiP), bei dem fehlerhafte Proteine zum
Golgi und wieder zuriick zum ER transportiert werden. Dieser HiP-Pathway bietet der
Zelle die Mdglichkeit, fehlgefaltete Polypeptide von jenen zu trennen, die sich noch im
Faltungsprozess befinden. Sie unterliegen gegebenenfalls verschiedenen Modifikationen,
um die Interaktion mit klassischen ERAD-Komponenten und somit ihren proteasomalen
Abbau zu steigern (HAYNES ET AL., 2002; VASHIST ET AL., 2001).

121



Ergebnisse

Aufgrund des Transportweges spielt der HiP-Pathway vermutlich eher eine Rolle fur das
artifizielle System der intrazellularen Expression von K28a. Da das K28-Heterodimer nach
Applikation den retrograden Sekretionsweg nutzt, um zu seinem Zielort zu gelangen,
besteht keine Notwendigkeit, diesen alternativen Pathway zu nutzen, da es den Golgi
Apparat bereits vor Erreichen des ER passiert. Die entsprechenden Mutanten mit
Defekten in zellularen Komponenten der Substratselektion und COPII-Maschinerie
wurden dennoch im MBA-Test untersucht, um einen méglichen Sekundareffekt zu
erkennen. Der Transport vom Golgi zum ER ist jedoch auch fir das Heterodimer von

Bedeutung.

ERKENNUNG UND ABBAU

Der beschriebene HiP-Weg impliziert einen aktiven Mechanismus fiir die Erkennung und
den Transport ausgewahlter Polypeptide. Ohne Bst1p werden ERAD-Substrate wie KHN
sowie CPY* im ER zurlckgehalten und stabilisiert. Bst1p ist nicht essentiell fur den
Transport der meisten gefalteten Proteine, sondern erfiillt vermutlich eher eine Rolle bei
der Cargo-Sortierung (VASHIST ET AL, 2001). Erv29p fungiert als Lade- und
Transportrezeptor, der I6sliche Proteine wie CPY* liber COPII-beschichtete Vesikel vom
ER zum Golgi transportiert (BELDEN UND BARLOWE, 2001B). Die Hrd1p-unabhangige
Proteolyse verlauft unabhangig von vakuoldren Proteasen und findet nach vorheriger
Ubiquitinierung ausschliellich Gber die proteasomale Degradation statt (HAYNES ET AL.,
2002). Diese Rsp5p-abhangige Modifikation beeinhaltet darUber hinaus die beiden
konjugierenden Enzyme Ubc4p und Ubc5p (GITAN UND EIDE, 2000). Neben seiner Rolle
im Rahmen der ERQC, ist Rsp5p unter anderem an der Proteinsortierung beteiligt, wobei
die Ubiquitinierung von Plasmamembranproteinen durch Rsp5p deren Internalisierung
und anschliellenden retrograden Transport einleitet (HICKE UND RIEZMAN, 1996).
ABBILDUNG 29 gibt einen Uberblick tiber den Hrd1p-unabhéngigen Pathway.
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der Hrd1p-unabhéngigen Proteolyse (HiP) im Vergleich zum
klassischen ERAD-Pathway. Der HiP-Mechanismus bendtigt zum Abbau fehlerhafter Proteine den
vesikularen ER/Golgi-Transport, der die Aktivitat von Sec12p sowie den ,cargo“-Rezeptor Erv29p bendtigt.
Im Golgi sind Modifikationen der Glykosylierung maéglich, welche die Ubiquitinierung durch Rsp5p sowie die
Degradation durch das Proteasom unerstiitzt. Aus welchem Kompartiment das Substrat ins Zytosol gelangt,
ist nicht vollstandig geklart. Es konnte ein bisher unbekannter Export-Mechanismus aus dem Golgi
existieren, wohingegen das ,cargo“ in einem reguldren Prozess zuriick zum ER und Uber das Translokon in
das Zytosol transportiert wird (HAYNES ET AL., 2002).

Nach Expression von K28a wurde bereits beobachtet, dass das Toxin nach post-
translationalem ER-Import und Transport zum Golgi wieder zuriick zum ER gelangt. Eine
Aerv29 Deletionsmutante zeigte eine um 50 % gesteigerte Sensitivitdt gegenliber K28a
und auch die Reduktion des RspSp-Gehaltes fuhrte zu einer um 70 % gesteigerten
Sensitivitdt, wohingegen die Deletion von BST7 in einem leichten Ruckgang der
Sensitivitdt um 19 % resultierte (TABELLE 26). Wie bereits fur andere ERAD-Substrate
beschrieben, scheint im Falle von K28a auch ein Teil des Toxins Uber diesen alternativen
ERAD-Mechanismus abgebaut zu werden. Fehlen Cargo-Rezeptor bzw. Ubiquitinligase,
kommt es vermutlich zu einer verminderten Degradation Uber HiP, was sich in einer
Hypersensitivitat der entsprechenden Teststamme dulerte. Im Falle des K28-Dimers war
die Sensitivitat nach Deletion des Cargo-Rezeptors Erv29p nicht beeinflusst, was eine
generelle Hypersensitivitdt des Stammes gegenlber K28 ausschlie3t. Da es sich im Falle
von Bst1p um eine Inositol-Deacylase handelt, die an der Reifung von GPI-verankerten
Proteinen beteiligt ist (TANAKA ET AL., 2004), konnte die Toxin-Resistenz des
Deletionsstammes auf eine veranderte Zelloberflache zuriickzufiihren sein, aufgrund

derer das Toxin nicht mehr endozytiert werden kann
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Ein Effekt nach ,knock-down* der Ubiquitinligase Rsp5p flihrte dagegen zu einem leichten
Rickgang der Sensitivitdt (Verringerung des Hemmhofdurchmessers um 2 mm), da
Rsp5p gemeinsam mit Ubc5p durch Ubiquitinierung des Sekundarrezeptors Erd2p an der
Internalisierung von K28 beteiligt ist und somit eine Verminderung des Rsp5p-Gehaltes
auch in einer reduzierten Toxinaufnahme resultiert. Ubc5p kénnte jedoch ebenso an der
Degradation des Toxins auf Ebene des ER-Exports beteiligt sein und so flir den um 3 mm

vergroflerten Hemmhof der Aubc5 Mutante verantwortlich sein (TABELLE 26).

Tabelle 26: Ubersicht zur Toxin-Sensitivitit von Deletions(A)- bzw. ,knock-down* (DAmP)-Mutanten in
Komponenten des HIP-Pathways. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test
sowie nach intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen
Verdiinnungstest bestimmt.

ﬁ' | Sensitivitait nach | Sensitivitat nach ﬁ
a/B-Applikation ppa-Expression Phanotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]
BY4742 (WT) 21 100 _ |
BY4741 (WT) 25 100 _
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COPII-VESIKELTRANSPORT

Zum Abbau faltungsdefekter l6slicher Proteine werden Komponenten der COPII-Hille
bendtigt, um den Transport zum Golgi zu bewerkstelligen (CALDWELL ET AL., 2001).
ABBILDUNG 30 fasst die Vorgange der Knospung sowie der Fusion mit der Zielmembran

Zusammen.
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Abbildung 30: Uberblick zur Bildung sowie Fusion von COPII-Vesikeln. Die Assemblierung wird durch die
GTPase Sar1p angetrieben, die durch Sec12p aktiviert wird. Sar1p rekrutiert das Sec23p/Sec24p-Dimer,
das den inneren “coat bildet und die Cargo-Bildung vermittelt. Im Anschluss wird das Sec13p/Sec31p-
Hetero-Tetramer rekrutiert, das die dufiere Hiille bildet. Die Kinase Hrr25p unterstiitz die Dissamblierung
der COPII-Hille, wodurch die SNARE-Proteine zur Wechselwirkung mit Sed5p, Sec22p und Bos1p
exponiert werden (VERANDERT NACH (BARLOWE UND MILLER, 2013).

COPII-Vesikel knospen an Stellen des ER, an denen eine lokale Krimmung mit Hilfe der
Membranproteine Rtn1p, Rin2p sowie Yop1p induziert wird (OKAMOTO ET AL., 2012).
Sec16p und Sec14p scheinen bei der Regulation dieses Mechanismus eine Rolle zu
spielen (CONNERLY ET AL., 2005). Nach Deletion von RTN2 kam es im Vergleich zum
Wildtyp zu einer Steigerung des toxischen Effektes von K28a um 48 %, jedoch nur um
28 % in einer Ayop1 Mutante. Dies fuhrte zu ersten Hinweisen auf eine direkte Beteiligung
von COPII-Vesikeln am Transport des Letalkonstrukts. Die Applikation des Heterodimers
blieb in den Mutanten hingegen ohne Auswirkungen auf dessen K28-Sensitivitat
(TABELLE 27).
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Tabelle 27: Ubersicht zur K28-Sensitivitat von Deletions(A)-Mutanten mit Defekten in zelluldren Komponenten
der Knospung von COPII-Vesikeln. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test
sowie nach intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen
Verdiinnungstest bestimmt.

Sensitivitiat nach

ppa-Expression Phénotyp nach ppa-Expression
[%]

Sensitivitat nach
a/B-Applikation
[mm]

106 105 104 103 102  10°
BY4742 (WT) 22 100
Artn2 21 148
Ayop1 22 128

An der COPII-Vesikelformation, dem ,cargo-loading“ und der Membranfusion sind
Proteine der Erv-Familie beteiligt (Erv14p, Erv25p, Erv41p und Erv46p), deren Deletion
unterschiedliche Auswirkungen auf den Proteintransport zum Golgi besitzt (BELDEN UND
BARLOWE, 1996; OTTE ET AL., 2001; POWERS UND BARLOWE, 1998). Dartber hinaus sind
mit COPI- und COPII-Vesikeln verschiedene Transmembranproteine assoziiert, die zur
p24-Familie gehdéren (Emp24p, Erv25p und Erp1-6) und eine regulatorische Funktion im
vesikuldren Transport Gbernehmen (SPRINGER ET AL., 2000). Die Substratselektion wird
ausgehend von verschiedenen Signalen vermittelt, die von sauren Peptiden bis hin zu
gefalteten Epitopen reichen (MALKUS ET AL., 2002; MANCIAS UND GOLDBERG, 2007) und
entweder direkt durch Interaktion mit der COPII-Hille oder indirekt tber einen Adapter
erreicht wird. Rezeptoren der p24-Familie wie Emp24p, Erv25p, Erp1p und Erp2p werden
fur den effizienten Export von GPI-Proteinen bendtigt, die aufgrund ihrer luminalen
Orientierung nicht mit den COPII-,coat® interagieren kénnen (BELDEN UND BARLOWE,
2001A). Erv26p wund Erv14p sind hingegen essentiell fir den Export von
Membranproteinen, die kein Exportsignal tragen (HERzIG ET AL., 2012). Auch eine Deletion
von EMP24 fihrt genau wie in Aerv29 zu einer signifikanten Verzégerung des ER-
Exportes (SCHIMMOLLER ET AL., 1995).

Die Adapterproteine bzw. Rezeptoren Erp1p, Erv26p sowie Erv14p scheinen auch an der
Selektion von K28a beteiligt zu sein, da es im Falle einer Deletion zu einer gesteigerten
Sensitivitdt gegenltiber dem Toxin kam. Den starksten Effekt mit einer Sensitivitdt von
288 % zeigte Aerp1 gefolgt von Aerv26 mit 202 % und Aerv14 mit 159 %. Dabei handelt
es sich vermutlich nicht um eine generelle Hypersensitivitdt der Mutanten, da sie keine
Veranderungen bezuglich des K28-Heterodimers zeigten (TABELLE 28). Somit ist davon
auszugehen, dass K28a nicht direkt mit der COPII-Maschinerie interagiert, sondern

Adapterproteine zur Verpackung in entsprechende Vesikel nutzt.
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Tabelle 28: Ubersicht zur Toxin-Sensitivitat von Deletions(A)-Mutanten in Komponenten der COPII-Formation.
Die Sensitivitat wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer Expression
des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest bestimmt.

I Sensitivititnach | Sensitivitit nach
a/B-Applikation ppa-Expression Phéanotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]

BY4742 (WT) 22 100
Aemp24 23 99
Aerp1 22 288
Aerv26 20 202
Aervi4 21 159

Die minimale COPII-Maschinerie setzt sich aus den funf Untereinheiten Sar1p, Sec23p,
Sec14p, Sec13p sowie Sec31p zusammen. Die Vesikelformation wird durch die
Aktivierung des G-Proteins Sar1p initiiert (BARLOWE ET AL., 1993), die Uber den Austausch
von GDP gegen GTP mit Hilfe des Nukleotidaustauschfaktors (NEF) Sec12p an der ER-
Membran erfolgt (D'ENFERT ET AL., 1991). AnschlieRend wird der heterodimere Komplex
aus Sec23p und Sec24p rekrutiert, wobei Sec23p als GTPase-aktivierendes Enzym flr
Sar1p fungiert und Sec24p die Cargo-Bindung unterstitzt (MILLER ET AL., 2002; YOSHIHISA
ET AL., 1993). Dieser ,prebudding“ Komplex aus Sar1p/Sec23p/Sec24p bildet die innere
Membran der COPII-Hdlle; sie ist mit Lipiden assoziiert, tragt zur Substratbindung bei und
rekrutiert den heterotetrameren Komplex aus Sec13p und Sec31, der die aulere
Membran des Vesikels bildet, wobei Sec31p die GAP-Aktivitdt von Sec23p unterstutzt (BI
ET AL., 2007; MATSUOKA ET AL., 1998). Sec16p moduliert die Aktivitdt der COPII-Hulle,
indem es mit den Hullproteinen interagiert und die GAP-Aktivitdt von Sec31p reduziert
(KUNG ET AL., 2012; YORIMITSU UND SATO, 2012). Auf diese Weise kann die Hulle lange
genug assembliert bleiben, um ein Vesikel auszubilden, bevor sie nach GTP-Hydrolyse
wieder dissoziiert (ANTONNY ET AL., 2001).
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Wie erwartet, zeigten die Schlisselkomponenten zur COPII-Vesikelknospung keinen
Einfluss auf die Sensitivitdt gegen das K28-Dimer. Nach intrazellularer Expression von
K28a war jedoch nach einem ,knock-down® von Sec16p, welches die Aktivitat von Sar1p
inhibiert, eine um mehr als 100 % gesteigerte Sensitivitat zu beobachten (TABELLE 29).
Ohne diesen Regulator scheint es aufgrund eines beschleunigten COPII-Transports zu
einem reduzierten Abbau des Toxins zu kommen. Eine Reduktion von Sar1p bzw. Sec31p,
beides Komponenten der auferen COPII-Hille, flihrte mit 96 % und 122 % zu keiner
signifikant veranderten Sensitivitat, da der restliche Proteingehalt der DAmP-Mutanten

vermutlich ausreicht, um die Vesikelbildung sicherzustellen (TABELLE 29).

Tabelle 29: Ubersicht zur K28-Sensitivitat von ,knock-down* (DAmP)-Mutanten in Komponenten der COPII-
Hulle. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer
Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest bestimmt.

| Sensitivitat nach |
a/B-Applikation
[mm]

| Sensitivititnach | @000 ]
ppa-Expression Phénotyp nach ppa-Expression
[%]

m—— 2 e o 0o |
sec31 DAmP 23 122 _

Am Vesikeltransport zum Golgi sind neben Yptip und Uso1p auch Komponenten des
TRAPPI Komplexes bestehend aus Bet3p, Bet5p, Trs20p, Trs23p, Trs31p und Trs33p
beteiligt (BAKER ET AL., 1990; SACHER ET AL., 1998). Bet3p bindet dabei Sec23p und
vermittelt dessen gerichteten Transport zur Zielmembran (CAI ET AL., 2007). TRAPPI
fungiert als GEF und somit als Aktivator flir Yptip (WANG ET AL., 2000). Durch seine
prazise Lokalisation an Golgi- und Vesikelmembranen bildet er den Koordinationspunkt
fur die Vesikelfusion durch SNARE-Proteine. Auch Golgi-Proteine wie Grh1p, Bug1p und
Coy1p sind am COPII-Vesikeltransport beteiligt (BEHNIA ET AL., 2007; GILLINGHAM ET AL.,
2004).
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Eine erfolgreiche Vesikelfusion mit dem Golgi scheint auch wichtig flir den Transport von
K28a zu sein, da Bet3p und Trs31p nach ,knock-down“ sowie Grh1p und Coy1p nach
Deletion eine Hypersensitivitdt von 146 % (Bet3p), 291 % (Trs23p), 142 % (Grh1p) und
241 % (Coy1p) hervorrufen. In den betreffenden Mutanten kommt es vermutlich zu einem
reduzierten Abbau des Toxins und somit zu einem erhdhten toxischen Effekt. Auch in
diesem Fall kann ein Sekundareffekt weitgehend ausgeschlossen werden, da sich die
Sensitivitat der Mutanten im MBA-Test im Vergleich zum Wildtyp nicht veranderte
(TABELLE 30).

Tabelle 30: Ubersicht zur K28-Sensitivitdt von Deletions(A)- bzw. ,knock-down* (DAmP)-Mutanten in
Komponenten der COPII-Vesikelfusion. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test
sowie nach intrazelluldrer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen

Verdlnnungstest bestimmt.
' Sensitivitat nach Sensitivitat nach ' '
a/B-Applikation ppa-Expression Phénotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]
106 105 10* 103 102 10

BY4741 (WT) 21 100 _
trs31 DAmP 22 291 _
BY4742 (WT) 22 100 _
Acoy1 22 241 _

Die Fusion der COPII-Vesikel mit der Golgi-Membran wird durch die SNARE-Proteine
Sed5p, Bos1p, Bet1p und Sec22p vermittelt (CAO UND BARLOWE, 2000). Aber auch
regulatorische Faktoren wie Sly1p spielen eine Rolle, indem sie Sed5p binden und somit
die Prazision der Assemblierung des SNARE-Komplexes erhéhen (PENG UND GALLWITZ,
2002).
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Sec24p erkennt Uber mehrere Bindestellen verschiedene Substrate und interagiert mit
den SNARE-Proteinen Sed5p und Sec22p an der Golgi-Membran (MOSSESSOVA ET AL.,
2003). Fur das Recycling des SNARE-Komplexes werden die Faktoren Sec17p und
Sec18p bendtigt, die fir das Disassemblieren verantwortlich sind. Dabei dirigiert Sec17p
vermutlich Sec18p zum SNARE-Komplex, den es daraufhin durch ATP-Hydrolyse
separiert (BONIFACINO UND GLICK, 2004).

Von den drei SNARE-Proteinen Sed5p, Bos1p und Sec22p scheint lediglich Bos1p einen
signifikanten Einfluss auf die Toxizitat bzw. den Abbau von K28a zu haben, da die COPII-
Vesikel nicht mehr effizient mit der Golgi-Membran fusionieren kénnen. Somit kam es
nach ,knock-down“ von Bos1p zu einer starken Hypersensitivitdt von fast 350 %
verglichen mit 155 % nach Deletion von SEC22. Ein direkter ,knock-down“ von Sed5p
zeigte keine Auswirkung (98 %), sondern lediglich ein Eingriff in dessen Regulation durch
einen reduzierten Sly1p-Gehalt (151 %). Auch die regulatorischen Komponenten Sec17p
und Sec18p sind vermutlich beteiligt, da ihr reduzierter Gehalt ebenfalls zu einer leichten
Hypersensitivitdt von im Schnitt 50 % fuhrte (TABELLE 31). Ohne das Recycling des
SNARE-Komplexes kénnen zudem weniger COPII-Vesikel mit der Zielmembran
fusionieren, wodurch der Abbau des Toxins Uber den alternativen ERAD-Pathway nicht

mehr mit gleicher Intensitat ablaufen kann.

Tabelle 31: Ubersicht zur K28-Sensitivitdt von Deletions(A)- bzw. ,knock-down* (DAmP)-Mutanten in
Komponenten des COPII-SNARE-Komplexes. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im
MBA-Test sowie nach intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen

Verdlinnungstest bestimmt.
Sensitivitit nach | Sensitivitit nach |
a/B-Applikation ppa-Expression Phénotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]
106 105 104 103 102 10!

BY4741 (WT) 21 100 _
sec17 DAmP 21 163 @ b |
sec18 DAmP 21 140 _ |
BY4742 (WT) 22 100 ® O ¢ |
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MODIFIKATION IM GOLGI

Die Notwenidigkeit fir den Transport mancher ERAD-Substrate zum Golgi beruht auf der
Bedeutung posttranslationaler Proteinmodifikationen zur Interaktion mit der ERAD-
Maschinerie. Da K28 keine Erkennungssequenz zur N-Glykosylierung besitzt, besteht
lediglich die Moéglichkeit einer O-Glykosylierung im Zuge der ER-Qualitatskontrolle (HARTY
ETAL., 2001).

Die Destination dieser Proteine ist kontrovers, da manche Substrate aufgrund einer
Modifikation eher vor der Degradation geschiitzt werden, wahrend andere Uber einen
bisher unbekannten Mechanismus proteasomal abgebaut werden (HIRAYAMA ET AL., 2008).
Die O-Glykosylierung wird durch kovalente Verknipfung von Mannoseresten mit Ser/Thr-
Resten mittels Protein-O-Mannosyltransferasen (PMT) vermittelt, denen
Dolicholphosphatmannose als Mannosyldonor dient. Die O-verknlpften Mannosereste
sowie das Core-Oligosaccharid der N-Glykosylierung werden im ER angefligt und im
Golgi weiter modifiziert (LUSSIER ET AL., 1997). Die O-Glykosylierung sekretorischer
Proteine ist in Hefe essentiell und wird fur die Integritét der Zellwand sowie eine normale
Morphogenese bendtigt (LUSSIER ET AL., 1997). Mutationen in PMT-Genen haben daruber
hinaus Einfluss auf die Umsetzung fehlgefalteter Proteine, wobei ihre genaue Rolle in der
ER-Qualitatskontrolle bisher noch unbekannt ist (GODER UND MELERO, 2011; TRAVERS ET
AL., 2000). Der Pmt1p/Pmt2p-Komplex interagiert mit ERAD-Komponenten und kann
Einfluss auf den Umsatz bzw. Export von Substraten der ER-assoziierten Degradation
sowie deren ,targeting“ zu Hrd1p nehmen (MUNIZ ET AL., 2000).

Eine Deletion von PMT1 hatte allerdings mit einer Sensitivitdt von 91 % genau wie Apmt3
(123 %) und Apmt6 (89 %) keinen starken Einfluss auf die Sensitivitat gegenliber K28q,
wohingegen eine Apmt5-Mutante eine deutlich ausgepragte Hypersensitivitat von 228 %
aufwies. Im MBA-Test zeigte dieser Stamm eine Resistenz nach Applikation des

Heterodimers (TABELLE 32).
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Tabelle 32: Ubersicht zur K28-Sensitivitat von Deletions(A)-Mutanten in Komponenten der O-Glykosylierung.
Die Sensitivitat wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer Expression
des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest bestimmt.

I Sensitivitit nach | Sensitivitit nach |
a/B-Applikation ppa-Expression
[mm] [%]

Phénotyp nach ppa-Expression

106 105 104 10° 102 10!
——— 2 P ¢ . |

COPI-VESIKELTRANSPORT

COPI-Vesikel vermitteln den retrograden Transport vom Golgi zum ER. Darlber hinaus
wird ihnen eine Rolle in Transportschritten oberhalb des Golgi zugeschrieben.
Beispielsweise akkumulieren manche endozytierten Proteine in COPI-Mutanten in den
Endosomen (GABRIELY ET AL., 2007), wodurch v-SNAREs, die fur den Transport von den
Endosomen zum Golgi wichtig sind, nicht ,recyclet® werden kénnen (ROBINSON ET AL.,
2006). ABBILDUNG 31 fasst den Ablauf der Vesikelbildung und- fusion zusammen.

COPI .
s .
b = Golgi
L]
L ]
|
N\A}‘»‘ )] :
| ]
|
outer coat Sec27 . /\
| ]
: D5L1 complex
. Dsl1 COPI
L]
L .
inner coat :
Sec21 GEF n
o . | Sec22
K._ Ret3‘e . ' .“L‘
Arf1-GTP . u\..\\-‘ Ufe]
cargo rf1- &
proteins Geal/Gea2 . ER 2 /) /
Formation Fusion

Abbildung 31: Uberblick zur Bildung (links) sowie Fusion (rechts) von COPI-Vesikeln. Die COPI-Hiille wird
nach Aktivierung von Arf1p gebildet, die durch die redundanten GEF’'s Gea1p oder Gea2p vermittelt wird.
Arf1p rekrutiert den Sec21/Sec26/Ret2/Ret3-Komplex, der die innere Hiille bildet. Die auRere Hiille wird von
Sec27/Ret1/Sec28 gebildet, die sich mit Hilfe von Sec27p zusammenlagert. Die Bindung/Fusion an/mit der
Zielmembran wird durch den Dsl1-Komplex sichergestellt, der sich aus Dsl1/Sec39/Tip20 zusammensetzt
und neben der Erkennung und Koordination die Entlassung der COPI-Hdlle sowie die Paarung der SNARE-
Proteine mit Use1p, Sec20p sowie Ufe1p vermittelt (VERANDERT NACH BARLOWE UND MILLER, 2013).
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COPI-Komponenten interagieren mit Cargo-Proteinen Uber Signalsequenzen und leiten
diese so zu den Transportvesikeln (SATO ET AL., 2001). Losliche Proteine wie
beispielsweise Kar2p kdnnen nicht direkt mit der COPI-Hille interagieren und nutzen
daher Rezeptoren fur die Verpackung in diese Vesikel (LEE ET AL., 2004A). Die COPI-Hille
besteht aus den sieben Untereinheiten Cop1p, Sec26p, Sec27p, Sec21p, Ret2p, Sec28p
sowie Ret3p, wobei die innere Schicht analog zu COPII-Vesikeln zur Substratbindung
bendtigt wird (BARLOWE UND MILLER, 2013).

Die starksten Effekte beziglich einer Sensitivitatssteigerung gegeniber K28a zeigte ein
.knock-down“ der Hullproteine sec27 DAmMP (152 %), sec21 DAmP (368 %) sowie
ret2 DAmMP (173 %). In einer sec21 sowie ret2 Mutante sind Cargo-Proteine noch in der
Lage mit der COPI-Hiille zu interagieren, wahrend diese Fahigkeit in einer sec27 Mutante
verloren geht (COSSON ET AL., 1996). Da unabhangig von dieser Eigenschaft nach
Expression des Letalkonstrukts K28a der gleiche Phanotyp ausgebildet wurden, kann
angenommen werden, dass die Interaktion des Toxins mit Komponenten der COPI-Hdlle
vermutlich Uber Rezeptoren erfolgt (TABELLE 33).

COPI-Mutanten zeichnen sich oft durch Defekte im anterograden Transport aus, die sich
wiederum indirekt auf den retrograden Transport auswirken kdnnen (TAXIS ET AL., 2002).
Auch die Verteilung von BiP und PDI wird dadurch verandert (NISHIKAWA ET AL., 1994).
Eventuell ist hierauf die enorme Sensitivitdtssteigerung der sec21 Mutante gegenlber
K28a zurlckzufiihren, da auch die erhdhte Sensitivitdt nach Applikation des K28-Dimers
auf einen solchen sekundaren Effekt hinweist. Anhand des MBA-Tests konnten jedoch
keine Komponenten identifiziert werden, die am retrograden Transport des reifen Toxins
beteiligt sind und im Zuge dessen nach Deletion bzw. ,knock-down® eine reduzierte

Sensitivitat ausbilden.
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Tabelle 33: Ubersicht zur K28-Sensitivitdt von Deletions(A)- bzw. ,knock-down* (DAmP)-Mutanten in
Komponenten der COPI-Hiille. Die Sensitivitat wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie
nach intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest
bestimmt.

I Sensitivititnach | Sensitivitit nach
a/B-Applikation ppa-Expression Phénotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]

BY4741 (WT) 24 100
copl/ DAmP 23 104
sec26 DAmP 24 141
sec27 DAmP 25 152
sec21 DAmP 27 368
ret2 DAmP 25 173
BY4742 (WT) 23 100
Asec28 25 85

Die Assemblierung der COPI-Hulle wird durch die GTPase Arf1p bzw. ihr Paralog Arf2p
initiiert, das von zwei redundanten GEF’s Gea1p und Gea2p rekrutiert wird (ANTONNY ET
AL., 1997; SPANG ET AL., 2001). Die GAP-Aktivitat der Hiille ist nicht wie im Falle von
COPII Teil des ,coats“, sondern wird durch die beiden Proteine Gcs1p und Glo3p mit
Uberlappender Funktion vermittelt, die vermutlich auch eine Rolle in der Cargo-Selektion
spielen (POON ET AL., 1999; SCHINDLER ET AL., 2009). ER-residente Proteine, die Uber
COPI-Vesikel transportiert werden, tragen meist ein H/KDEL-Motiv (I6sliche Proteine) bzw.
ein K(X)KXX-Motiv (Membranproteine). Lésliche Proteine kdnnen auf diese Weise mit
dem H/KDEL-Rezeptor (Erd2p in Hefe) interagieren, der das Substrat mit der COPI-Hiille
verbindet und so dessen retrograden Transport sicherstellt. Diese Bindung variiert je nach
pH-Wert des jeweiligen Kompartiments (SEMENZA ET AL., 1990; WILSON ET AL., 1993).

Die Initiation der COPI-Vesikelbildung scheint fir den Transport von K28a zur
Degradation eine wichtige Rolle zu spielen, da die Deletion der GTPase Arf2p sowie
deren Aktivator Ges1p zu einer Hypersensitivitat von 245 % bzw. 130 % fuhrte. Auch fir
diese Komponenten war kein nennenswerter Einfluss auf die Sensitivitdt gegeniiber dem
Heterodimer zu beobachten (TABELLE 34).
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Tabelle 34: Ubersicht zur K28-Sensitivitdit von Deletions(A)-Mutanten in Komponenten der COPI-
Assemblierung. Die Sensitivitat wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach
intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest bestimmt.

I Sensitivititnach | Sensitivitit nach | '
a/B-Applikation ppa-Expression Phénotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]

BY4742 (WT) 22 100
Agcs1 23 130 ) |
Aglo3 24 87

Im Anschluss an den retrograden Transport erkennt der Dsl1-Komplex des ER (Dsl1p,
DslI3p, Tip20p) COPI-Vesikel anhand ihrer Oberflache, koordiniert die Interaktion der
SNARE-Proteine und hat eine Rolle beim ,uncoating®, da nach Dsl1p-Depletion Vesikel
akkumulieren (ZINK ET AL., 2009). In tip20 Mutanten kommt es demzufolge zu Defekten in
der COPI-Vesikelfusion (KAMENA UND SPANG, 2004). Wie aus TABELLE 35 hervorgeht,
fuhrte ein ,knock-down“ von Dsl1p sowie Use1p nach Expression des Letalkonstrukts zu
einer drastischen Steigerung der Sensitivitat (ds/1f DAMP 227 %; use1 DAmP 205 %).
Somit konnte auch auf Ebene der Vesikelfusion beim Golgi/ER-Transport die
Notwendigkeit des Transports von K28a Uber den Golgi zuriick zum ER im Zuge seiner

Degradation gezeigt werden.

Tabelle 35: Ubersicht zur K28-Sensitivitat von ,knock-down* (DAmP)-Mutanten in Komponenten der COPI-
Fusion. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer
Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest bestimmt.

I Sensitivitit nach | Sensitivitit nach '
a/B-Applikation ppa-Expression Phanotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]

108 105 104  10® 102 10!
BY4741 (WT) 24 100
ds/1 DAmP 26 227
ds/3 DAmMP 25 92
tip20 DAMP 23 99
use1 DAmP 24 205
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TRANSPORT ZUR VAKUOLE

Proteine, die nicht retrograd vom Golgi zum ER transportiert werden kénnen, gelangen
zum Abbau zur Vakuole (TAXIS ET AL., 2002). In S. cerevisiae existieren mehrere Wege,
die zu diesem Kompartiment flihren, wobei die Sortierung vakuolarer Proteine
beispielsweise Uber einen bisher unbekannten ldentifizierungsmechanismus anhand einer
Art Signalsequenz erfolgt, bei der es sich allerdings nicht um ein einheitliches
Erkennungsmotiv handelt (BRYANT UND STEVENS, 1998). ABBILDUNG 32 fasst die

verschiedenen Transportwege sowie die daflir bendtigten Proteine zusammen.

Golgi PVC

Vps6p Vpsdp
Vps19p Vps27p
Vps21p Vps28p
Vps1p Vps45p Vps35p
Vps15p
Vps34p
Vam3p
Vps11p
Vps10p Vps16p
Vps18p
Vpsép Vps33p

Vps27p
Vps1p? Vps28p

<
<

Vpsip

Vps35p
Vps41p
Apl5p
Apl6p

Abbildung 32: Uberblick Giber mdgliche Transportwege zur Vakuole sowie der daran beteiligten Proteine.
Substrate konnen im Golgi den Membranrezeptor Vps10p binden, gelangen zum pra-vakuolaren
Kompartiment (PVC) und schlief3lich zur Vakuole. Darliber hinaus existiert ein alternativer Weg, der PVC
umgeht und das Cargo direkt zur Vakuole transportiert (BRYANT UND STEVENS, 1998).

Die vakuolare Carboxypeptidase Y (CPY) wird beispielsweise als inaktiver Vorlaufer
synthetisiert und nach dem ER-Import weiter zum Golgi transportiert. Dort interagiert CPY
mit dem Rezeptor Vps10p, der die Sortierung zur Vakuole sicherstellt (HONG ET AL., 1996).
Da eine Deletion von VPS10 zu keiner veranderten Sensitivitdt gegenuber K28 bzw. K28a
fuhrte, ist davon auszugehen, dass Vps10p nicht an der Selektion des Toxins beteiligt ist

(nicht dargestellt).

136



Ergebnisse

Proteine kdénnen ausgehend vom Golgi entweder zur Plasmamembran, zuriick zum
frihen Golgi oder zur Vakuole transportiert werden (COWLES ET AL., 1997B; HARRIS UND
WATERS, 1996; HARSAY UND BRETSCHER, 1995). VPS (,vacuolar protein sorting“)-Gene
sind fUr die Bildung von Vesikeln mit vakuolarem Cargo und somit fur deren Abgrenzung
vom anterograden Sekretionsweg verantwortlich. Auch Clathrin ist an diesem Schritt
beteiligt (SEEGER UND PAYNE, 1992A). Vps15p und Vps34p stellen dabei einen
regulatorischen Komplex dar, dessen Kinaseaktivitdt nach Rekrutierung zur Membran
induziert wird und zur Vesikelbildung flihrt. Daher kommt es in einer Avps15 Mutante zur
Akkumulation von CPY im Golgi (BRYANT UND STEVENS, 1998; STACK ET AL., 1995).

Der Transport zur Vakuole scheint auch fir die Toxizitat von K28a relevant zu sein, da
Vps15p als Komponente des regulatorischen Komplexes nach Deletion eine Tendenz zur
Hypersensitivitat (149 %) zeigte. Auch das K28-Dimer nutzt diesen Weg vermutlich fur
den Transport zur Vakuole, da es sowohl in Avps34 als auch in Avps15 zu einer
deutlichen Steigerung der Sensitivitdt kam (TABELLE 36). Ein sekundarer Effekt ware

demnach nur im Falle von Avps34 eine alternative Interpretation.

Tabelle 36: Ubersicht zur K28-Sensitivitat von Deletions(A)-Mutanten in Komponenten des VPS-Pathways.
Die Sensitivitat wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer Expression
des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest bestimmt.

Sensitivitdt nach Sensitivitdt nach
a/B-Applikation ppa-Expression Phénotyp nach ppa-Expression
mm %
106 105 10* 103 102 10

Avps34 28 93

Avps15 27 149

Am Transport Uber das pra-vakuolare Kompartiment (PVC) zur Vakuole ist zusatzlich ein
SNARE-Komplex bestehend aus den Komponenten Vps45p, Vps6p, Vps21, Sec18p
sowie Vps19 beteiligt (BURD ET AL., 1997; PIPER ET AL., 1995). Auch dieser Transportschritt
beeintrachtigt die Sensitivitdt gegenlber beiden Toxinformen. Kann die Vesikelfusion mit
PVC nicht mehr sichergestellt werden, so besteht die Méglichkeit, dass aufgrund dieses
Verlustes das weitere ,targeting” zur Vakuole blockiert und eine reduzierte vakuolare

Degradation eine starkere Toxinwirkung hervorruft.
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In Folge dessen zeigten die entsprechenden Deletionsmutanten sowohl eine
Hypersensitivitdt nach Expression des Letalkonstrukts (Avps6 144 %, Avps21 254 %,
Avps45 167 % und Avps19 150 %) als auch nach Applikation des Heterodimers (Avps6
+4 mm; Avps21 +3 mm; Avps45 +5 mm und Avps19 +5 mm) (TABELLE 37).

Tabelle 37: Ubersicht zur K28-Sensitivitat von Deletions(A)-Mutanten in SNARE-Komplex Komponenten des
VPS-Pathways. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach
intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiunnungstest bestimmt.

I Sensitivitit nach | Sensitivitit nach | |
a/B-Applikation ppa-Expression Phénotyp nach ppa-Expression
[mm)] [%]

BY4742 (WT) 22 100
Avps6 26 144
Avps21 25 254
Avps45 27 167
Avps19 27 150

Im Unterschied zu den meisten vakuolaren Proteinen, die vom Golgi zur Vakuole
gelangen, wird ALP (PHOS8) nicht tGber das PVC transportiert. An beiden Wegen ist Vps1p,
das Homolog zu Dynamin in Saugerzellen, beteiligt (COWLES ET AL., 1997B; SEEGER UND
PAYNE, 1992B). Dieser alternative Weg wird durch den N-Terminus von ALP vermittelt,
wobei das verantwortliche Signal bisher noch nicht charakterisiert werden konnte
(COWLES ET AL., 1997B). Der Transport erfolgt darliber hinaus in Abhangigkeit von Vps41p
sowie mit Hilfe des Adapterkomplexes AP3 bestehend aus Apl5p und Apl6p (COWLES ET
AL., 1997B; SCHIMMOLLER ET AL., 1995). Die Adaptoren stellen dabei entweder
Membranbindestellen fir ,coat‘“-Komponenten der Vesikel dar oder dienen der direkten
Rekrutierung von Frachtproteinen (COWLES ET AL., 1997A; ROBINSON, 1997).

Vps35p, Vps1p und Vps41 zeigten mit 126 %, 136 % und 132 % nach Deletion nur einen
moderaten Effekt auf die Sensitivitdt gegentiber K28a und scheinen somit auch keine
tragende Rolle im Toxintransport zur Vakuole zu spielen. Hingegen beeintrachtigte das
Fehlen des Adapterkomplexes aus Apl5p und Apl6p die Wirkung der K28a-Untereinheit
deutlich starker und aulerte sich in Sensitivitdten von 166 % bzw. 151 %. Auch das
Heterodimer scheint diesen alternativen Weg zur Vakuole zu nutzen und verursachte in
den entsprechenden Deletionsmutanten einen um 6 mm (Avps45 und Avps7), 5 mm
(Aapl5) und 4 mm (Aapl6) vergrolierten Hemmhof (TABELLE 38).
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Tabelle 38: Ubersicht zur K28-Sensitivitat von Deletions(A)-Mutanten in Komponenten des alternativen VPS-
Pathways. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer
Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest bestimmt.

I Sensitivitit nach | Sensitivitit nach
a/B-Applikation ppa-Expression
[mm] [%]

Phénotyp nach ppa-Expression

BY4742 (WT) 22 100
Avps35 24 126
Avps41 28 132
Aapl5 27 166
Aapl6 26 151
Avps1 28 136

Ein weiteres essentielles Protein fir den Transport zur Vakuole ist das t-SNARE Vam3p,
welches auch mit den vakuolaren Membranproteinen Vps11p, Vps16p, Vps18p und
Vps33p interagiert. Mutationen in Vam3p blockieren nicht nur den alternativen Weg,
sondern auch den VPS-abhangigen Weg zur Vakuole (PIPER ET AL., 1997).

Eine Deletion dieses SNAREs hatte sowohl Auswirkungen auf die Sensitivitdt von K28a
(198 %) als auch von K28 (+5 mm). Die Hypersensitivitdt kann in diesem Fall in gleicher
Weise durch eine verminderte Degradation erklart werden. Eine Deletion entsprechender
vakuolarer Membranproteine, die ebenfalls fir die erfolgreiche Fusion von Golgi- und
PVC-Vesikeln bendtigt werden, hatten vermutlich aufgrund redundanter Funktionen keine

Auswirkungen auf die Sensitivitat gegen beide Toxinvarianten (TABELLE 39).

Tabelle 39: Ubersicht zur K28-Sensitivitit von Deletions(A)-Mutanten mit Defekten in vakuoldren
Membranproteinen. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach
intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdinnungstest bestimmt.

I Sensitivititnach | Sensitivitit nach
a/B-Applikation ppa-Expression Phanotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]

BY4742 (WT) 22 100
Avam3 27 198
Avps16 21 83

Avps33 23 107
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3.6 Rolle der Autophagozytose beim ER-Export von K28

Der vakuolare Abbau im Rahmen der Autophagozytose stellt eine alternative zellulare
Route dar, um fehlgefaltete Proteine zu degradieren, wenn die Kapazitdt des ERAD-
Weges erschopft ist. Damit ist sie ebenfalls Teil der ER-Qualitatskontrolle. Das Prinzip der
Autophagie beruht auf der Expansion einer pra-autophagosomalen Struktur (PAS), deren
Doppelmembran-Charakter ihren Ursprung vermutlich am ER hat. Der ,bilayer” weitet sich
aus, um zu degradierende Komponenten wie Proteine und Organellen abzugrenzen und
verschlie3t die Membran zum Autophagosom. Dieses fusioniert im Anschluss mit der
Vakuole bzw. dem Lysosom und entldsst das Cargo. Es werden grob zwei Formen
unterschieden, in denen entweder unspezifisch Teile des Zytosols verpackt und
degradiert werden (Makroautophagie) bzw. einen selektiven Prozess, in dem spezifische
Proteine Uber Rezeptoren mit der PAS interagieren, wie beispielsweise im ,cytosol to
vacuole targeting” (Cvt). Beide Prozesse werden jeweils von verschiedenen ,autophagy
related genes® (ATG) reguliert. In diesem Zusammenhang wurde bereits die Interaktion
des ERAD-M Substrates Hmg2p mit Komponenten des Cvt-Weges an der ER-Membran
nachgewiesen (MAZON ET AL., 2007). Die Cargo-Adaptoren Atg19p und Atg8p vermitteln
die Rekrutierung der Zielproteine in Cvt-Vesikel (ABBILDUNG 33). Sie binden das zentrale
Gerustprotein Atg11p, wodurch der Transport des Cvt-Komplexes zur PAS vereinfacht

wird (YORIMITSU UND KLIONSKY, 2005).
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Abbildung 33: Modell einer moglichen Retrotranslokation von K28 im Rahmen der selektiven
Autophagozytose. Das Substrat interagiert mit Atg8p, das Uber Interaktion mit dem Adapter Atg19p mit dem
GerUlstprotein Atg11p wechselwirkt. Die Wechselwirkung fuhrt zur Rekrutierung der weiteren ATG-
Maschinerie und somit zur Extraktion von K28 als hypothetischem Substrat aus dem ER.
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Eine Gendeletion der zentralen Komponente Atg11p fihrte nach Expression von K28a nur
zu einer leicht reduzierten Sensitivitat von 78 % und zeigte nach Applikation des K28-
Dimers WT-Sensitivitdt. Auch nach Deletion der Ubrigen Untereinheiten ATG79 sowie
ATGS8 konnte kein abweichender Hemmhofdurchmesser im MBA-Test beobachtet werden.
Nach Expression des Letalkonstrukts kam es allerdings in einer Aatg19-Mutante zu einer
Hypersensitivitat von 207 % sowie zu einem um 48 % gesteigerten Effekt nach Deletion
von ATG8 (TABELLE 40). Analog zur ER-assoziierten Degradation scheint somit auch die
Autophagie eher am Abbau der K28a-Untereinheit beteiligt zu sein und keine zentrale

Rolle in der Retrotranslokation zu spielen.

Tabelle 40: Ubersicht zur K28-Sensitivitat von Deletions(A)-Mutanten in Komponenten der Autophagozytose.
Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer Expression
des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdinnungstest bestimmt.

Sensitivitat nach Sensitivitat nach
a/B-Applikation ppa-Expression Phanotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]
106 105 104 108 102 10

BY4742 (WT) 22 100
Aatg19 21 207
Aatg8 23 148
Aatg11 23 78

Die Degradation im Zuge der Autophagozytose findet grof3tenteils in der Vakuole statt. Ihr
niedriger pH-Wert wird durch die V-ATPase aufrechterhalten und ist Voraussetzung flr
die Aktivitat degradierender Enzyme dieses Kompartiments. Die V-ATPase selbst ist ein
Komplex aus mehreren Untereinheiten, der sich aus zwei Domanen zusammen setzt
(ABBILDUNG 34). V1 bildet einen peripharen Komplex aus acht Untereinheiten, der fir die
ATP-Hydrolyse verantwortlich ist. Die V0-Domane formt dagegen einen integralen
Komplex, der aus flnf Untereinheiten besteht und die Protonentranslokation katalysiert
(PARRA ET AL., 2000). Die Deletion einer einzelnen Komponente der V-ATPase flihrt zu
einem vollstandigen Verlust ihrer Assemblierung im ER. Die Zusammenlagerung von VO
hangt dartiber hinaus von verschiedenen Assemblierungsfaktoren wie Vma12p, Vma21p
und Vma22p ab (GRAHAM ET AL., 1998; STEVENS UND FORGAC, 1997).

141



Ergebnisse

Vph1p und Stvip vermitteln im Anschluss das intrazellulare ,targeting® der V-ATPase,
wobei Vph1p flir den Transport zur Vakuole verantwortlich ist und Stv1p den Komplex
zum spaten Golgi dirigiert (KAWASAKI-NISHI ET AL., 2001). Die V1-Domane zeichnet sich
des Weiteren durch die assoziierten Proteine Rav1p und Rav2p aus, die eine effiziente

Zusammenlagerung von V1 und VO vermitteln (NISHI UND FORGAC, 2002).
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der V-ATPase. Die periphdre V1-Domane sichert durch ATP-
Hydrolyse den Protonentransport durch den integralen VO-Komplex in das vakuolare Lumen (NISHI UND
FORGAC, 2002).

Kommt es durch Deletion verschiedener Komponenten der V-ATPase zur
Beeintrachtigung des vakuolaren Abbaus, hat dies auch Auswirkungen auf den toxischen
Effekt von K28. Bisher wurde bereits beschrieben, dass ein Teil des K28-Dimers nach
seiner endozytotischen Aufnahme auf verschiedenen Wegen zur Vakuole transportiert
und dort degradiert wird (HEILIGENSTEIN, 2008). Demzufolge bewirkte auch das Fehlen
einzelner Untereinheiten der V-ATPase eine Hypersensitivitat nach Applikation des
Heterodimers. Zu erwahnen sind in diesem Zusammenhang die Phanotypen von
Deletionsmutanten in den Komponenten Vma2p, Vma5bp, Vma10p sowie Vma13p der V1-
Doméane, deren Hemmhof zwischen 3-8 mm Uber dem des WT lag. Auch
Deletionsmutanten von VPH1, VOA1 bzw. PKR1, die Untereinheiten der V0-Domane
betreffen, zeigten eine erhdhte Sensitivitdt (+3-6 mm) und auch ein Fehlen der
assoziierten Proteine Vph2p, Vma8p und Vma21p fihrte zu einem hypersensitiven
Phanotyp (TABELLE 41).
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Ein ahnlicher Zusammenhang ergab sich auch nach Expression des Letalkonstrukts,
obwonhl die Auspragung der Hypersensitivitat nicht in allen Fallen mit der des K28-Dimers
Ubereinstimmte. So ergab sich der starkste Effekt bei Deletion der Gene VMAS5 (160 %)
und VMA10 (200 %) der V1-Doméane sowie alle Untereinheiten der VO-Domane, wobei die
Deletion von PKR1 mit einer Sensitivitat von 156 % den geringsten Effekt und die Deletion
von VOAT mit einer Sensitivitdt von 355 % den starksten Effekt ausbildete. Auch die
assoziierten Proteine verstarkten bis auf Rav2p den toxischen Effekt von K28a um 74 %
(Avph2), 54 % (Avma8), 89 % (Avma21), 154 % (Avma22) bzw. 155 % (AravT)
(TABELLE 41). Die Auswirkung von Mutationen der V-ATPase auf die Toxinwirkung scheint
sich hinsichtlich der beiden Toxinvarianten zu unterscheiden, jedoch in der Bedeutung
von VMAS5 und VMA10 (V1-Domane) sowie VOA1, VPH1 und PKR1 (VO-Domane) bzw.
VPH2, VMA8 und VMA21 (assoziierte Proteine) Ubereinzustimmen.
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Tabelle 41: Vergleichende K28-Sensitivitdt von Deletions(A)-Mutanten in Komponenten der V-ATPase. Die
Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach intrazellularer Expression des
Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest bestimmt.

Sensitivitat nach
a/B-Applikation

Sensitivitdt nach
ppa-Expression

Phénotyp nach ppa-Expression

[mm] [%]
V1-Doméne
106 105 104 103 102 10'
BY4742 (WT) 22 100 ® o©o 9
Avma2 23 127 o ® s ,
V0-Doméne
Assoziierte Proteine
Arav2 23 73 ® ©° O |
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3.7 Beteiligung von ,lipid droplets“ an der Retrotranslokation von K28

Wie zuvor bereits beschrieben bleibt die Identitdt des Exportkanals flir fehlgefaltete
Proteine ungewiss, da bisher noch kein Proteinkomplex identifiziert werden konnte, der
eine Beteiligung an allen Schritten der Retrotranslokation Uberzeugend belegen konnte
(SCHEKMAN, 2004; YE ET AL., 2004). Viren, wie das SV40-Virus, kdnnen beispielsweise als
intakte Partikel aus dem ER entkommen und nutzen in diesem Zusammenhang auch
Proteine, die zur ER-Extraktion fehlgefalteter Proteine nétig sind (LILLEY ET AL., 2006). Da
mit dem bisherigen Modell eines von Proteinen gebildeten Kanals einige Beobachtungen
nicht in Einklang gebracht werden konnten, stellte PLOEGH 2007 eine Hypothese auf, die
Lipiden die Schllsselrolle am ER-Export von Viren und fehlgefalteten Proteinen
zuschreibt. Der zugrunde liegende Mechanismus bildet hier die Synthese von lipid
droplets® (LD). Wahrend ihrer Biogenese kommt es zunachst durch Insertion neutraler
Lipide (Triacylglycerol: TAG; Sterylester: SE) zu einer lokalen Delamierung des ER; d. h.
zu einer Trennung des Bilayers. Nach der Knospung dieses Fetttropfchens vom ER ist der
urspriingliche Kern aus neutralen Lipiden von einer Phospholipidschicht umgeben, die
auch spezifische Proteine enthalt (MARTIN UND PARTON, 2006). Fehlgefaltete
sekretorische Proteine konnten daher ,huckepack® mit Chaperonen zum Abbau in das
Zytosol gelangen.

Dieses ER-Export-Modell war bisher noch nicht in Bezug auf die Retrotranslokation von
K28 untersucht worden. Hefen, denen die zur Bildung von TAG und SE notwendigen
Acyliransferasen Dgalp, Lro1p, Arelp oder Are2p fehlen, enthalten Kkeine
zytoplasmatischen LDs (SORGER ET AL., 2004). Dadurch wird auch die zellulare UPR
induziert, was mit einer potentiellen Beteiligung der LD-Bildung am ERAD-Pathway
Ubereinstimmt (JONIKAS ET AL., 2009). Da bisher jedoch kein eindeutiger Beweis auf die
Beteiligung eines Proteinkomplexes an der Retrotranslokation von K28 erbracht werden
konnte, sollte im folgenden untersucht werden, ob die Bildung von ,lipid droplets” K28 den

Export aus dem ER ermdglicht.
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Abbildung 35: Modell zur Retrotranslokation von K28 in Verbindung mit der Bildung von ,lipid droplets®.
Wahrend der Knospung eines Fett-Tropfchens kdénnte K28 bzw. K28a mit dem Phospholipid-Monolayer bzw.
mit assoziierten Proteinen interagieren und auf diese Weise aus dem ER in das Zytosol exportiert werden.

Kann K28 Uber lipid droplets aus dem ER exportiert werden, sollte im Falle einer
reduzierten Biogenese dieser Organellen auch die Retrotranslokation des Toxins
verzogert werden, was sich in einer verminderten Sensitivitdt gegenlber K28 bzw. K28a
aulRern sollte. Ein Stamm, in dem keine TAG-Synthese mehr stattfinden kann
(Alro1Adgat), zeigte jedoch keine veranderte Sensitivitdt gegentber dem K28-Dimer.
Allerdings kam es nach Expression des Letalkonstruktis zu einer stark verminderten
Sensitivitat um 68 %. Dieser Rickgang konnte nach zusatzlicher Deletion von ARE2 und
der damit einhergehenden Reduktion der SE-Synthese auf 95 % erhoht werden, so dass
deutlich wurde, dass die Synthese neutraler Lipide einen starken Einfluss auf die Wirkung
von K28a hat (TABELLE 42).

Tabelle 42: Vergleichende K28-Sensitivitat von Deletions(A)-Mutanten mit Deletionen in der Bildung von
Llipid droplets®. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-Test sowie nach
intrazellularer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen Verdiinnungstest bestimmt.

Sensitivitit nach | Sensitivitit nach |
a/B-Applikation ppa-Expression Phanotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]
106 105 10* 103 102 10
Alro1AdgaiAare2 23 5 . ] o ©
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Um die Lipidhomdostase aufrecht zu erhalten, missen Synthese und Abbau gleichzeitig
ablaufen kdnnen (ZANGHELLINI ET AL., 2008). Fir den LD-Abbau sind TAG-Lipasen und
SE-Hydrolasen verantwortlich, wobei Tgl3p und Tgl4p die Hauptenzyme zur TAG-
Hydrolyse darstellen. lhre Deletion fihrt demnach zu einem starken Anstieg der Grofie
und Anzahl der ,droplets” (CZABANY ET AL., 2007).

Nachdem ein verringerter LD-Gehalt mit einer reduzierten Sensitivitdt gegeniber K28a in
Verbindung gebracht werden konnte, korrelierte eine erhéhte Anzahl der ,droplets® durch
Deletion im Gen der Lipase TGL4 nicht sehr stark mit der Toxinwirkung. Die Atgl4-
Deletionsmutante zeigte lediglich eine leicht verminderte Sensitivitat gegentiber K28a
(71 %), was auf die Redundanz der Ubrigen Lipasen Tgl3p und Tgl5p zurlickzufihren sein
kdonnte. Im MBA-Test kam es hingegen zu keiner Veranderung im Vergleich zum Wildtyp
(TABELLE 43).

Tabelle 43: K28-Phanotyp einer Afgl4 Deletion. Die Sensitivitat wurde nach Applikation des K28-Dimers im
MBA-Test sowie nach intrazelluldrer Expression des Letalkonstrukts K28a im Wachstums- und seriellen

Verdiinnungstest bestimmt.
Sensitivitat nach Sensitivitdt nach
a/B-Applikation ppa-Expression Phanotyp nach ppa-Expression
[mm] [%]

106 10° 104 103 102 107

Atgl4 21 71

3.8 Wirkung von K28 auf hohere Eukaryonten

Die beiden A/B-Toxine Pseudomonas Exotoxin A (PE) und Ricin nutzen zellulare
Prozesse, um Membranen zu Uberwinden und die Proteinsynthese zu inhibieren. Diesen
Prozess zu verstehen, bietet die Mdglichkeit, durch Veranderung von Wirtsproteinen die
Zelle vor der Wirkung von Toxinen zu schitzen, indem der Transport zu ihrem Zielort
unterbrochen wird (SAENZ ET AL., 2007). Anhand der Identifikation notwendiger
Transportfaktoren kénnen dartber hinaus Cargo-Substrate bezlglich ihrer intrazellularen
Transportwege klassifiziert werden, wobei bisherige Daten noch kein zufriedenstellendes
Ergebnis lieferten. Dabei steht nicht allein die Regulation des retrograden
Proteintransports im Fokus, sondern daran angelehnt auch die Vision, neue Strategien zu
entwickeln, um infektiose Krankheiten oder Krebs gezielter zu therapieren (JOHANNES UND
PoPOFF, 2008).
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In der vorliegenden Arbeit galt es zu untersuchen, ob sich K28 hinsichtlich Transport und
Wirkung von anderen A/B-Toxinen hoéherer Eukaryonten abgrenzt. Es besteht die
Moglichkeit, dass sich der Transport eines Hefetoxins signifikant von bakteriellen Toxinen
in humanen Wirtszellen unterscheidet und somit Pathways offengelegt werden, die
effektiver durch Praferenzen des Hefetoxins genutzt werden kdénnen. Eine Option, auch
eine fehlende Internalisierung durch hdherere Eukaryonten in der Medizin zu nutzen,
besteht darin, gezielt oberflachliche Mykosen zu behandeln, ohne das umliegende
Gewebe durch Applikation des Killertoxins zu schadigen. Erfolge wurden dabei bereits mit
einem Killertoxin erzielt, das durch seinen spezifischen Rezeptor der Hefezellwand die
Méoglichkeit eroffnet, das Auftreten von Antimykotika-Resistenzen zu minimieren
(POLONELLI ET AL., 1986; SCHMITT UND BREINIG, 2002)

3.8.1 Verwendung verschiedener Signalsequenzen zur intrazellularen Expression
von K28a

Eine gangige Methode, um die Retrotranslokation von A/B-Toxinen zu untersuchen, ist die
intrazellulare Expression der toxischen A-Untereinheit. Um den retrograden Transport von
K28a zu untersuchen, musste sichergestellt werden, dass das Toxin nach
plasmidgetriebener Synthese aufgrund der toxineigenen und post-translational aktiven
Signalsequenz in das ER importiert werden kann, da dies in Hefe die Voraussetzung flr
die Vermittlung des toxischen Effekts von K28a darstellt. Aufgrund der Spezifitdt dieser
Importsequenz flr die Expression in Hefe, wurde im Vergleich eine sdugerspezifische
Signalsequenz von Praprolactin (ssPI) fur den co-translationalen Import untersucht. Der
ER-Import kann in vitro mit Hilfe kleiner Vesikel aus Fragmenten des Endoplasmatischen
Retikulums, die als Mikrosomen bezeichnet werden, nachempfunden werden
(ABBILDUNG 36). Dazu wurden K28a-Varianten in vitro transkribiert und unter Verwendung
radioaktiv markierter Aminosauren ([**S]-Methionin) in vitro translatiert. Abhéngig vom
post- (ppa) oder co-translationalen Import (ssPlp) wurden die Mikrosomen wahrend oder
nach der Translationsreaktion zugegeben. Anschliefend wurde der Ansatz auf drei
Reaktionen verteilt, wobei Reaktion A in Sucrose dem Nachweis einer erfolgreichen
Translationsreaktion unabhangig vom Membrantransport diente. Reaktion B enthielt
Proteinase K, die zugangliche Proteine auflerhalb der Membran abbaut, wobei

translozierte Polypeptide vor der Proteolyse geschitzt bleiben.
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Reaktion C, die sich zusatzlich aus dem Detergenz Triton-X zusammensetzt, sollte den
Nachweis erbringen, nach Solubilisierung der Membranen die darin enthaltenen Proteine

durch Proteinase K abzubauen.

Abbildung 36: Schematische Darstellung der Sequestrierung nach in vitro-Transkription und Translation.
Polypeptide sind in lila, Proteinase K in gelb und Mikrosomen als schwarze Kreise dargestellt. Die
gestrichelte Linie veranschaulicht die Solubilisierung der Membran. A: Inkubation der Mikrosomen in
Sucrose. B: Inkubation der Mikrosomen mit Proteinase K. C: Inkubation der Mikrosomen mit Proteinase K
und Triton-X. Proteinase K degradiert in Reaktion B und C Polypeptide, die nicht von der mikrosomalen
Membran geschutzt werden.

Wahrend der Translokation in Mikrosomen kommt es zur Abspaltung der Signalsequenz.
Somit kann anhand des Molekulargewichtes des Vorlauferproteins nach
gelelektrophoretischer Trennung und ,phosphorimaging® eine Aussage Uber die Fahigkeit
der Signalsequenz getroffen werden, das sekretorische Protein tber die ER-Membran zu
transportieren. ABBILDUNG 37 zeigt, dass sich ssPlpa sowie ppa in Reaktion B
unempfindlich gegenliber der proteolytischen Degradation verhielten und dieser Teil dem
Molekulargewicht von pa in Reaktion A entsprach. Das bedeutet, dass sowohl die co- als
auch die toxineigene post-translationale Signalsequenz prinzipiell in der Lage waren, die
toxische K28a-Untereinheit in das ER héherer Eukaryonten zu importieren und wahrend

der Translokation abgespalten zu werden.

ssPlpa pa ppa

a b ¢ a b ¢ a b ¢ a b c¢
ppo—» * —_—
PO —>  — — B ;* e
a— ro—

Abbildung 37: Autoradiogramm nach in vitro Transkription und Translation verschiedener K28a-Varianten in
Gegenwart von Mikrosomen und anschlieRender Sequestrierung. a: Inkubation der Mikrosomen in Sucrose.
b: Inkubation der Mikrosomen mit Proteinase K. c¢: Inkubation der Mikrosomen mit Proteinase K und
Triton-X.
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3.8.2 \Vitalitatsbestimmung von HeLa-Zellen nach Transfektion mit K28a-Varianten

In friheren Untersuchungen wurde die Toxizitat der a-Untereinheit in einem Kolonie-
Bildungstest Uberprift, in dem nach Transfektion der humanen Kolon-Karzinomzelllinie
HCT116 mit verschiedenen K28a-Varianten eine maximale Wachstumsinhibierung von
50% zu beobachten war (SPINDLER, 2004). Etwas genauer kann der toxische Effekt
anhand der Stoffwechselaktivitat der Zellen bestimmt werden. Nachdem sichergestellt
worden war, dass K28a sowohl co- als auch post-translational in das ER hdherer
Eukaryonten importiert werden kann, wurden HelLa-Zellen mit unterschiedlichen Toxin-
Varianten transfiziert und der Effekt der Expression mittels XTT-Test bestimmt. Das
Prinzip beruht auf der Umsetzung des farblosen XTT zum orangefarbenen Formazan,
dessen Absorption bei 450 nm die Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen reflektiert
(2.27.5).

Wie aus ABBILDUNG 38 hervorgeht, stellte sich bereits nach 24 h ein deutlicher Effekt aller
Toxin-Derivate ein, der durch Steigerung der Inkubationszeit auf 48 h noch weiter erhdht
werden konnte. Wird die Vitalitat der Zellen, die den Leervektor pmCherry exprimieren,
auf 100 % gesetzt, so kommt es nach Expression von K28a sowohl mit co- als auch mit
post-translationalem ER-Import zu einer Reduktion der Vitalitdt um 34 % (ssPlpa) bzw.
53 % (ppa). Daruber hinaus wurde deutlich, dass die a-Untereinheit in hdéheren
Eukaryonten, im Unterschied zu Hefe, unabhangig von ihrem Eintritt in den sekretorischen
Weg toxisch wirken kann, was eine um 41 % reduzierte Vitalitat widerspiegelt. Nach 48 h
konnte die Vitalitat der Zellen, die ssPlpa exprimierten, um weitere 26 % gesenkt werden.

Die Expression von ppa fihrte zu einer Reduktion um weitere 18 %, die von pa um 12 %.
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Abbildung 38: Vitalitdt von HelLa-Zellen nach Expression unterschiedlicher K28a-Varianten. Gemessen
wurde die Vitalitat von 2x10° Zellen in einer 24er Wellplatte nach Transfektion mit den angegebenen K28a-
Varianten durch Bestimmung der Absorption bei 450 nm (XTT-Test). Die erhaltenen Werte wurden in
Relation zum Leervektor gesetzt (Leervektor entspricht 100 %).

3.8.3 Expressionsnachweis von K28a mit V5-,tag“

Um die Expression und Lokalisation von K28a in der Zelle zu bestatigen, sollte ein
immunologischer Nachweis erbracht werden. Bisher war es auch nach Applikation des
Proteasominhibitors MG132 nicht moglich, in COS-Zellen 48 h nach Transfektion die
intrazellulare Expression von K28a darzustellen, obwohl ein Transkriptionsnachweis
gelang (SPINDLER, 2004).

Da auch in der vorliegenden Arbeit das Toxin mit Hilfe von Anti-K28a-Antikérpern im
Western-Blot nicht nachgewiesen werden konnte (NICHT DARGESTELLT), wurden V5-
getaggte Toxin-Varianten untersucht. Dazu sollte zunachst sichergestellt werden, dass die
a-Untereinheit durch Anfiigen des V5-,tags” nicht ihre Aktivitat verliert. Sowohl fur die
sekretorischen Formen als auch die zytosolisch exprimierte Variante konnte, verglichen
mit K28a ohne V5-,tag®, die gleiche Tendenz beziglich der Toxizitat beobachtet werden.
Verglichen mit dem Leervektor ergab sich somit nach Expression von ssPlpV5a eine
Vitalitat von 64 %, fur ppV5a von 49 % und fir pV5a von 65 %. Durch Anfigen des V5-
.ags” kam es somit lediglich zu einem leichten Verlust der Toxizitat (ssPlpV5a -24 %,
ppV5a -20 % und pV5a -18 %), sodass diese Varianten fur die nétigen immunologischen

Untersuchungen herangezogen werden konnten.
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Abbildung 39: Vitalitdt von HelLa-Zellen nach Expression unterschiedlicher K28a-Varianten. Gemessen
wurde die Vitalitat von 2x10° Zellen in einer 24er Wellplatte nach Transfektion mit den angegebenen K28a-
Varianten durch Bestimmung der Absorption bei 450 nm (XTT-Test). Die erhaltenen Werte wurden in
Relation zum Leervektor gesetzt (Leervektor entspricht 100 %).

Zunachst wurden Hela Zellen in einer 24-Well-Platte ausgesat, mit den
V5-“getaggten Toxinkonstrukten transfiziert und nach 8 h der Proteasominhibitor MG132
(8 uM) appliziert. Nach 24 h wurden die Zellen mittels RIPA-Puffer aufgeschlossen. Nach
Prazipitation in 10 % TCA konnte K28a in allen Ansatzen im Western-Blot nachgewiesen
werden. Da im Falle des co-translationalen ER-Imports die Translokation mit Abspaltung
der Signalsequenz einhergeht, war es fir ssPIpV5a nur mdglich die bereits prozessierte
Proteinform zu detektieren, die pV5a entsprach. Uber Expression mittels toxineigener
post-translationaler Importsequenz konnte neben der gereiften Form auch ein Signal des
Vorlauferproteins nachgeweisen werden (ABBILDUNG 40). Ein Unterschied zur Expression
in Hefe liegt in der fehlenden Prozessierung der Pro-Region wahrend des Toxin-
Transports. Dies spricht entweder dafir, dass K28a in hdheren Eukaryonten nicht tber
den Golgi transportiert wird, um dort prozessiert zu werden, oder dass die Spaltsequenz
der Furin-dhnlichen Kex2p Endopeptidase in humanen Zellen nicht erkannt wird. Da die
zytosolisch exprimierte Toxinvariante ebenfalls einen stark toxischen Effekt zeigte, der
sich von ssPIp(V5)a nicht wesentich unterschied, kann zudem davon ausgegangen
werden, dass ein potentieller Transport Uber den Golgi-Apparat sowie eine Abspaltung

der Pro-Region in Saugerzellen nicht zur Vermittlung der Toxizitat beitragt.
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Abbildung 40: Western-Analyse eines Zellextrakes von Hela-Zellen 24 h nach Transfektion mit
verschiedenen K28a-Varianten. Jeweils 6x10° Zellen der mit den angegebenen K28a-Konstrukten
transfizierten und mit MG132 (8 uM) behandelten Zellen wurden zum Zellaufschluss und anschlieRender
SDS-PAGE und Western-Analyse eingesetzt. Der Proteinnachweis erfolgte mit anti-V5.

In einem weiteren Ansatz wurden HelLa-Zellen auf Deckglaschen ausgesat und analog
zur Western-Analyse behandelt. Statt die Zellen zu ernten, wurden sie nach 24 h mit
Methanol fixiert und anschlielend mit einem primaren anti-V5-Antikdrper und einem
sekundaren FITC-gekoppelten anti-Maus-Antikdrper behandelt. ABBILDUNG 41 zeigt nach
Expression von ssPlpV5a und ppV5a eine Verteilung der Fluoreszenzsignale im
Sekretionsweg, wobei die netzartige Struktur des ER dominierte. Die Expression von
pV5a zeigte dagegen eine gleichmaRig griine Farbung der Zelle, die auf eine zytosolische

Lokalisation der Toxin-Variante schlielen lafit.

A: ssPIpV5a B: ppV5a C:pV5

Abbildung 41: Indirekte Immunfluoreszenz von Hela-Zellen nach 24-stiindiger Transfektion mit K28V5a-
Derivaten. Die Zellen wurden fiir 1 h mit dem primaren anti-V5-Antikérper (1:100) und im Anschluss fir 1 h
mit FITC-anti-Maus-Antikdrper (1:500) behandelt. Die Detektion erfolgte im Biozero BZ-8000 (Keyence).
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3.8.4 Bestimmung des toxischen Effekts nach Toxinexpression

Da zuvor gezeigt werden konnte, dass K28a einen toxischen Effekt auf Saugerzellen
austubt, sollte im folgenden untersucht werden, ob auch hier ein Zellzyklus-Arrest auftritt
oder analog zu anderen A/B-Toxinen, wie beispielsweise dem Diphterie-Toxin oder Ricin,
Apoptose induziert wird (JETZT ET AL., 2012; WEINRAUCH UND ZYCHLINSKY, 1999).

Apoptose kann aufgrund einer anhaltenden Prasenz fehlgefalteter Proteine induziert
werden. Um die Auswirkungen von K28a auf humane Zellen genauer zu bestimmen,
wurden HelLa-Zellen mit verschiedenen K28a-Varianten transfiziert, nach 24 h geerntet,
mit Methanol fixiet und die DNA mit Propidiumiodid (PIl) gefarbt. Mittels
Durchflusszytometrie wurde der DNA-Gehalt der behandelten Zellen bestimmt, um
anhand von Fluoreszenz und GréfRe Rickschlisse auf einen Zellzyklus-Arrest oder eine
einsetzende Apoptose zu ziehen. P1 umfasst kleine DNA-Sticke, was auf eine
Fragmentierung der Nukleinsduren und somit auf Apoptose hinweist. P2 reprasentiert
einen einfachen DNA-Gehalt und somit die G1-Phase, der sich mit P3 die G2-Phase mit
einem vollstandig replizierten Chromosomensatz anschlie3t. ABBILDUNG 42 zeigt die
erhaltene Ergebnisse der FACS-Analyse, die in ABBILDUNG 42E zusammengefasst wurde.
Dargestellt ist die Abweichung der verschiedenen Zellzyklusphasen von der mit dem
Leervektor pmCherry transfizierten Negativkontrolle. Nach Expression der Toxin-Variante
befanden sich signifikant weniger Zellen in den beiden Zellzyklusphasen G1 und G2.
Zellen in der G1-Phase wurden um 1-8 %, in der G2-Phase um 7-12 % reduziert. Der
Gehalt an apoptotischen Zellen stieg jeweils um die Summe der Reduktion der G1- und
G2-Phase an. Wahrend es nach Expression von ssPlpa lediglich zu einer verstarkten
Apoptose um 10 % und nach Expression von pa um 8 % kam, befanden sich nach
Transfektion mit ppa 20 % mehr Zellen in der Apoptose als nach Behandlung mit dem
Leervektor. Dabei wird deutlich, dass es, entgegen der Wirkung von K28a auf Hefen, nicht
zu einem G1-Arrest und somit zu einem Effekt auf den Zellzyklus kommt, sondern
Apoptose induziert wird, was einer allgemeinen Wirkung von A/B-Toxinen auf hohere

Eukaryonten gleichkommit.
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Abbildung 42: Durchflusszytometrische Analyse des relativen DNA-Gehaltes von HelLa-Zellen 24h nach
Transfektion mit verschiedenen K28a-Varianten. A—D: P1= apoptotische Zellen, P2= Zellen in der G1-
Phase; P3= Zellen in der G2-Phase. E: Anderung des DNA-Gehalts nach Expression von K28a im
Vergleich zur Kontrolle nach Transfektion mit dem Leervektor.
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Ein frihes Ereignis der Apoptose ist die Translokation von Phosphatidylserin (PS) von der
inneren zur extrazelluldren Seite der Plasmamembran. Um die Aussage, dass K28a in
HelLa-Zellen Apoptose induziert weiter zu untermauern, sollte untersucht werden, ob
dieser Apoptose-Marker nachgewiesen werden kann. Annexin V zeichnet sich durch eine
starke Affinitdt zu PS aus und kann aufgrund dieser Eigenschaft zum apoptotischen
Nachweis einer PS-Translokation eingesetzt werden (MARTIN ET AL., 1995).

Dazu wurden Hela-Zellen transfiziert und nach 48 h sowohl mit FITC-gekoppeltem
AnnexinV sowie mit Propidiumiodid (Pl) behandelt und fluoreszenzmikroskopisch
ausgewertet. Die Farbung mit Pl dient der Kontrolle, dass AnnexinV das
Phosphatidylserin nur auf der extrazellularen Seite gebunden hat und nicht aufgrund von
Lasionen der Plasmamembran in die Zelle eindringen konnte (ABBILDUNG 43, LINKE
SPALTE). In einem weiteren Ansatz wurden die Zellen vor der Behandlung mit FITC-
Annexin V mit nicht-markiertem Annexin V geblockt, um die Spezifitat der Bindung zu
bestatigen. Wie erwartet kam es nach Expression aller K28a-Varianten zu einer Bindung
von FITC-AnnexinV an die Zelloberflache. Eine Internalisierung konnte aufgrund des
ausgebliebenen PI-Signals ausgeschlossen werden. Wurde das exponierte PS zuvor mit
nicht-markiertem Annexin V geblockt, war keine Fluoreszenz mehr erkennbar
(ABBILDUNG 43, RECHTE SPALTE).
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Abbildung 43: Annexin V/Propidium-lodid Farbung von HelLa-Zellen zum Nachweis einer PS-Translokation
nach K28a-Expression. Es wurden 1x10° Zellen pro 24er Well auf Deckglaschen ausgesat, nach 24 h mit
verschiedenen K28a-Varianten transfiziert sowie nach 48 h mit Annexin V-FITC und Pl behandelt. Die
Deckglaschen wurden mit Mounting-Medium (DAPI) bedeckt und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.
Apoptotische Zellen erscheinen griin und gleichzeitig Pl-negativ. Die Detektion erfolgte im Biozero BZ-8000
(Keyence).
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3.8.5 Rolle des proteasomalen Abbaus in HeLa-Zellen

Die meisten A/B-Toxine werden nach Endozytose und retrogradem Transport zum ER mit
Hilfe von ERAD-Komponenten in das Zytosol exportiert. Aufgrund eines niedrigen
Lysingehalts und einer schnellen Ruckfaltung entgehen die Toxine weitgehend einem
proteasomalen Abbau, der Ublicherweise am Ende der ER-Qualitatskontrolle steht.
Beispielsweise fur Cholera Toxin und Ricin konnte ein Zusammenhang von Lysingehalt,
proteasomalem Abbau und Toxizitat hergestellt werden (DEEKS ET AL., 2002; RODIGHIERO
ET AL., 2002). Spielt die Erkennung uber ERAD auch fur K28a eine Rolle, so wird
vermutlich auch ein Teil des Toxins durch das Proteasom abgebaut oder es bendtigt die
Markierung dieser Aminosaure mit Ubiquitin als treibende Kraft fur die anschliefiende
Retrotranslokation. Um biochemisch den Toxin-Gehalt mit der proteasomalen Aktivitat in
Zusammenhang zu bringen, wurde nach Zellaufschluss die Signalstarke von ssPIpV5a
nach 24-stindiger Expression in Abhangigkeit verschiedener Konzentrationen des
proteasomalen Inhibitors MG132 ermittelt. ABBILDUNG 44 zeigt eine Zunahme der
Signalstarke fur ssPIpV5a mit steigender MG132-Konzentration von 4-40 uM.
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Abbildung 44: Western-Analyse von 6x10° HelLa-Zellen 24h nach Transfektion mit ssPlpa in Gegenwart
bzw. Abwesenheit des Proteasominhibitors MG132. Der Proteinnachweis erfolgte mit anti-V5 sowie anti-B-
Aktin.

Da dieses Ergebnis noch keinen Rickschluss auf die genaue Rolle des proteasomalen
Abbaus zuliel3, sollte untersucht werden, ob das Proteasom K28a im Zuge der ER-
Qualitatskontrolle abbaut oder ob ein Teil des Toxins der Degradation unterliegt, nachdem
es Komponenten der ER-assoziierten Degradation zu seiner Dislokation genutzt hat. Um
feststellen zu kénnen, ob K28a in Saugerzellen ebenfalls von ERAD-Komponenten
erkannt werden kann, wurde eine lysinfreie Toxinvariante auf ihre in vivo Toxizitat

untersucht
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In Hefe flhrt die Substitution der drei Lysinreste durch Alanin zu einer Steigerung der
Sensitivitdt um rund 50 %. Dadurch wurde gezeigt, dass ein Teil des intrazellular
exprimierten Toxins dem proteasomalen Abbau unterliegt.

Die lysinfreien Toxinvarianten fuhrten in HelLa-Zellen nach 48-stindiger Expression zu
einer reduzierten Vitalitat im Vergleich zur Negativkontrolle (ssPlpa -60%; ppa -71%, pa -
53%), wobei der Effekt trotz gleichbleibender Tendenz der verschiedenen K28a-Varianten
im Vergleich zu den lysinhaltigen Formen weniger stark ausgepragt war (ABBILDUNG 45).
Die Differenz betrug nach Expression von ssPlpa +36 %, von ppa +27 % und von pa
+20 %. Im Unterschied zur Situation in Hefe bendtigt K28a in héheren Eukaryonten die
internen Lysinreste, um seine volle Toxizitat zu entfalten. Dies kdnnte ein Hinweis darauf
sein, dass K28a in hoheren Eukaryonten, analog zu anderen A/B-Toxinen, ERAD-

Komponenten fiur den ER-Export nutzt.
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Abbildung 45: Vitalitdt von HelLa-Zellen nach Expression unterschiedlicher K28a-Varianten. Gemessen
wurde die Vitalitat von 2x10° Zellen in einer 24er Wellplatte nach Transfektion mit den angegebenen K28a-
Varianten durch Bestimmung der Absorption bei 450 nm (XTT-Test). Die erhaltenen Werte wurden in
Relation zum Leervektor gesetzt (Leervektor entspricht 100 %).
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3.8.6 Bestimmung des toxischen Effekts nach Applikation des reifen

Heterodimers

Die bakteriellen Toxine Cholera Toxin und Pseudomonas Exotoxin A sowie das
Pflanzentoxin Ricin interagieren nach endozytotischer Aufnahme im Golgi mit KDEL-
Rezeptoren und werden anschlieRend in COPI-Vesikeln zum ER transportiert. Unter
sauren pH-Bedingungen bindet der KDEL-Rezeptor seinen Liganden sehr effizient. Bei
neutralem bzw. basischem pH wird diese Bindung signifikant schwacher, wodurch die
Assoziation von KDEL-Proteinen mit dem Rezeptor im Golgi und ihre Entlassung im ER
mit dem unterschiedlichen pH-Wert in diesem Kompartimenten korreliert (WU ET AL.,
2001). Mittlerweile konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass
KDEL-Rezeptoren nicht nur in ER und Golgi lokalisiert sind, sondern auch in geringen
Mengen in der Plasmamembran vorkommen (BECKER ET AL, MANUSKRIPT IN
VORBEREITUNG). In Hefe wird auf diese Weise das Killertoxin K28 durch Interaktion mit
dem HDEL-Rezeptor Erd2p endozytiert. Auch in humanen Zellen identifizierten PELHAM
UND LEwWIS KDEL-Rezeptoren mit einer 50 %igen ldentitdt zu Erd2p in S. cerevisiae
(LEwIsS UND PELHAM, 1990). Vor diesem Hingergrund sollte eine Applikation des Toxins,
ebenfalls eine Wirkung auf hohere Eukaryonten besitzen. Eine Schwierigkeit dieses
Versuchsansatzes bestand in der Diskrepanz des pH- und Temperaturoptiums von Toxin
und Testorganismus. Wahrend K28 seine optimale Aktivitat bei einem pH-Wert von 4,7
und einer Temperatur von 20°C entfaltet, liegt das pH-Optimum von Saugerzellen sowie
sauger-spezifischen A/B-Toxinen in der Regel bei 7,3 und einer Temperatur von 37°C.
Diese Anspriche sollten einander angenahert werden. In bisherigen Untersuchungen
wurde bereits gezeigt, dass K28 bei einem pH-Wert von 5,8 nur eine leicht verringerte
Aktivitat besitzt, die jedoch bei pH 7 vollig zum Erliegen kommt, da unter diesen
Bedingungen ein Grofdteil des Toxins vermutlich zur Vakuole transportiert wird. Alternativ
kdnnte es aufgrund einer Konformationsanderung zu einer veranderten Aufnahme oder
einem modifizierten Toxintransport kommen (SPINDLER, 2004). Durch Zellaufschluss
konnte bereits gezeigt werden, dass K28 internalisiert wird und dass die Toxinaufnahme
durch Hemmung der Endozytose inhibiert werden kann. Aufgrund einer unzureichenden
Negativkontrolle konnte jedoch anhand des XTT-Tests (KLEIN, 2009) und der DNA-
Neusynthese (KELKEL, 2009) keine Aussage Uber die Toxinwirkung getroffen bzw. in
FACS-Analysen keine Auswirkung auf Zellzyklus oder Apoptoserate beobachtet werden
(SPINDLER, 2004). Eine Mikroinjektion des Toxins fihrte zum Ablésen der Zellen,
allerdings wurden Uber diese morphologische Bestimmung hinaus keine weiteren

Untersuchungen zur Toxinwirkung an Saugerzellen angeschlossen (KELKEL, 2009).

160



Ergebnisse

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurden 2x10° Hela-Zellen mit Toxinkonzentrat
pH 4,7 aus S. cerevisiae (Endkonzentration 40 %) versetzt, so dass im Reaktionsansatz
ein pH-Wert von 5,9 vorlag. DarUber hinaus wurden die Inkubationszeit friherer
Untersuchungen von 2 h auf 24 h bzw. 48 h erhéht und als Kontrolle Mcllvaine Puffer
sowie hitzeinaktiviertes Toxinkonzentrat (60°C, 15 min) verwendet.

Wie aus ABBILDUNG 46 hervorgeht, fihrte die Applikation von K28 in HelLa-Zellen zu
keinem toxischen Effekt. Nach 24 h zeigten die toxinbehandelten Zellen eine Vitalitat von
103 % im Vergleich zur Pufferkontrolle, die nach 48 h lediglich auf 96 % zurtickging. Die
Behandlung mit hitzeinaktiviertem K28 ergab mit einer Vitalitat von 106 % nach 24 h und
97 % nach 48 h einen ahnlichen Effekt.
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Abbildung 46: Vitalitat von HelLa-Zellen nach Expression unterschiedlicher K28a-Varianten. Gemessen
wurde die Vitalitat von 2x10° Zellen in einer 24er Wellplatte nach Transfektion mit den angegebenen K28a-
Varianten durch Bestimmung der Absorption bei 450 nm (XTT-Test). Die erhaltenen Werte wurden in
Relation zum Leervektor gesetzt (Leervektor entspricht 100 %).

Um genauer einzugrenzen, ob die Resistenz der humanen Zellen auf Temperatur oder
pH-Wert bzw. auf eine fehlende Interaktion von Hefe-Toxin und humanen KDEL-
Rezeptoren zurlickzufiihren ist, wurden die entsprechenden Versuchsbedingungen auf

das etablierte Hefe-System Ubertragen, und im MBA-Test entsprechend angeglichen.
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Eine Aerd2-Deletionsmutante (YA12) ist aufgrund einer Uberexpression von Sec12p
weiterhin lebensfahig und verhalt sich resistent gegen K28. Dieser Effekt kann bei pH 4,7
und einer Inkubationstemperatur von 20°C durch die Expression der humanen KDEL-
Rezeptoren Erd2.2 bzw. Erd2.3 vollstdndig komplementiert werden. Bei einem erhdhten
pH-Wert von 5,9 kam es jedoch bereits im Wildtyp (ERD2) zu einer starken Reduktion der
Toxinsensitivitat, wobei sich der Durchmesser des Hemmhofes um mehr als die Halfte
reduzierte. Unter diesen Bedingungen konnte die Expression der K/HDEL-Rezeptoren
Erd2.2 und Erd2.3 den Funktionsverlust von Erd2p nicht mehr kompensieren. Bei einer

Temperatur von 37°C war unabhangig vom pH-Wert keine Toxizitat mehr erkennbar.

Tabelle 44: K28-Phanotyp der Aerd2-Deletionsmutante YA12 nach Komplementation mit den humanen
KDEL-Rezeptoren ERD2,2 und ERD2.3. Die Sensitivitdt wurde nach Applikation des K28-Dimers im MBA-
Test bestimmt.

m oHemmhof pH4,7 [mm] oHemmhof pH5,9 [mm]

20°C 37°C 20°C 37°C
Aerd2 (pERD2) 26 0 [12] 0
Aerd2 (pERD2.2) 26 0 0 kein Wachstum
Aerd2 (pERD2.3) 26 0 0 kein Wachstum

Es zeigte sich, dass es aufgrund der pH-Anderung vermutlich zu einer Stérung der
Internalisierung von K28 kam, da die Sensitivitdt bereits im Wildtyp (ERDZ2) erheblich
eingeschrankt war. Im Testsystem flr Hefe scheint sich dieser Effekt fir die
Saugerhomologe noch etwas starker zu manifestieren, da die Bindung des Toxins

vermutlich fur den hefespezifischen Rezeptor optimiert ist.
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4 Diskussion

Ungeachtet der Ahnlichkeiten beziiglich ihrer Synthese unterscheiden sich die Killertoxine
K1, K2 und K28 der Backerhefe in ihren biochemischen Eigenschaften sowie ihrer
Wirkungsweise. Das Killertoxin K1 zerstért den elektrochemischen lonengradienten der
Plasmamembran, was zu einem unkontrollierten Ausstrom von K*-lonen und kleinen
Molekulen fuhrt. Im Gegensatz dazu, ist die Aktivitdt von K28 abhangig vom Transport
Uber den retrograden sekretorischen Weg und resultiert in der irreversiblen Hemmung der
DNA-Synthese sowie eines G1/S-Arrestes des Zellzyklus bzw. der Apoptose (DE LA PENA
ET AL., 1981; EISFELD ET AL., 2000). Auch die Toxine aus Pichia acaciae und
Klyveromyces lactis arretieren den Zellzyklus in der S-Phase bzw. G1-Phase. Ungeachtet
dessen, erscheint die Aktivitat vieler Killertoxine komplex, da sie abhangig von der Toxin-
Konzentration auf verschiedene Mechanismen zurtckzufuhren ist (BUTLER ET AL., 1991).
K28 wird in zwei Schritten endozytotisch von der Zielzelle aufgenommen und retrograd
tiber Endosomen und den Golgi bis zum ER transportiert. Uber einen bisher unbekannten
Mechanismus wird das Toxin in das Zytosol exportiert und dissoziiert in seine beiden
Untereinheiten (a bzw. B), wonach K28a zu seinem ,target® in den Nukleus gelangt. Wird
die toxische Untereinheit (ber ein Plasmid intrazellular exprimiert sichert eine
Signalsequenz zunachst den Import in das ER. Dem weiteren Weg Uber den Golgi-
Apparat wieder zuriick zum ER schliefit sich analog zum reifen Toxin die
Retrotranslokation in das Zytosol sowie der Transport in den Kern an (SCHMITT UND
BREINIG, 2006).

Auch Dbakterielle Vertreter von A/B-Toxinen nutzen verschiedene Schritte des
Membrantransports, um in das Zytosol der Wirtszelle zu gelangen und schlieBlich ihr
molekulares ,target® zu erreichen. Sie besitzen unterschiedliche intrazellulare
Jargets® und entfalten heterogene enzymatische Aktivitat, wie die ADP-Rbosylierung von
Proteinen oder die Spaltung eines Adeninrestes der 28S rRNA. Um in das Zytosol zu
gelangen, nutzen sie den Pathway der ER-assoziierten Degradation (ERAD), entgehen
jedoch groRtenteils der damit verbundenen Proteolyse (LORD ET AL., 2003).
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Fir das K28-Dimer wurde ein analoger Mechanismus bisher ausgeschlossen. Es konnte
jedoch beobachtet werden, dass luminale Chaperone, die in einigen Fallen auch eine
Rolle im ERAD-Pathway spielen, an der Dislokation beteiligt sind und temperatursensiive
sec61 Mutanten eine verminderte Toxinsensitivitdt besitzen (HEILIGENSTEIN, 2008). Fur
das artifizielle System der Expression von K28a war es bisher nicht moglich, ein
geeignetes Testsystem zu etablieren, um geringfligige Sensitivitatsunterschiede in
Mutanten des intrazellularen Transports nachweisen zu kdnnen. Daher sollte in der
vorliegenden Arbeit das Expressionssystem der K28a-Untereinheit optimiert, beteiligte

Pathways zugeordnet und mit der Wirkung auf héhere Eukaryonten verglichen werden.

Intrazelluldare Expression von K28a in Hefe

In friiheren Untersuchungen wurde bereits festgestellt, dass K28a nach intrazellularer
Expression einen Selbstkillerphanotyp ausbildet und es gelang anhand der resultierenden
Sensitivitdt im Vergleich zu zahlreichen Deletionsmutanten erste Vorstellungen tber den
Transportweg des Toxins zu erhalten (KELKEL, 2009). Da vermutlich wenige
Toxinmolekile ausreichen, um eine Zelle abzutdten, war es aufgrund einer zu hohen
Toxinkonzentration bislang jedoch nicht mdglich, die fur den intrazelluldren Toxintransport
verantwortlichen, meist parallelen Pathways, eindeutig zu identifizieren. Eine Veranderung
einzelner Transportschritte durch den Einsatz entsprechender Deletionsmutanten
beeinflusste das ,targeting” des Toxins nicht in dem Male, dass hieraus eine signifikante
Anderung der Sensitivitat resultierte. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des
GALS-Promotors ein optimiertes Testsystem etabliert, das auf einer reduzierten
Toxinexpression beruht, um so Unterschiede in der Transporteffizienz gezielter darstellen
zu kénnen. Dariber hinaus diente es dazu, genauere Unterschiede in der Toxinsensitivitat
im zeitlichen Verlauf zu betrachten, statt wie bisher lediglich den terminalen Phanotyp im
seriellen Verdiinnungstest zu bestimmen. Der GALS-Promotor, der im Vergleich zu GAL1
um eineinhalb UAS-Elemente verkdirzt ist, wurde urspringlich zur Expression von Genen
generiert, die fur Hefe essentiell, jedoch nach Uberexpression toxisch sind. Wie GAL1,

wird auch GALS durch Glukose vollstandig reprimiert und durch Galaktose induziert.
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Anhand des B-Galaktosidase-Assays war es somit méglich, nach Induktion von GAL7-
lacZ bzw. GALS-lacZ die Umsetzung von X-Gal zu bestimmen und somit die resultierende
Enzymaktivitdt als Konsequenz einer reduzierten Genexpression nachzuweisen, die
jedoch nicht immer einer linearen Korrelation zur Expressionsstarke folgt. Die Aktivitat von
181 U lag bei Expression unter Kontrolle von GALS nur noch bei 12,9 U, was einer
Reduktion um das 14-fache gleich kommt.

Abhangig von GALS fuhrte die Expression von K28a verglichen mit GAL7 zu einer um
40 % reduzierten Toxizitat. Der toxische Effekt wurde dabei anhand der optischen Dichte
nach Expression des Leervektors (Negativkontrolle) bzw. des Toxins Uber einen Zeitraum
von 24 h bestimmt und Uber die maximale Differenz der ODgog beider Ansatze definiert.
Entspricht die Toxinwirkung nach K28-Expression Uber GAL7 100 %, so ergab sich nach
Substitution durch GALS nur noch eine Aktivitat von 60 %. Im seriellen Verdinnungstest
bildete der Teststamm noch bis zu einer aufgetropften Zellzahl von 10* eine Kolonie aus,
wahrend nach Toxinexpression unter Kontrolle von GAL71 nur eine Verdiinnung von 10°
Zellen die letale Wirkung von K28a Uberlebte. Ein immunologischer Nachweis der
Expression von K28a konnte nicht erbracht werden, da auch nach Variation von Zellzahl
und Expressionsdauer keine Signale in der Western-Analyse erhalten werden konnten.
Fur weitere Untersuchungen wurden zahlreiche Deletions- und ,knock-down“-Mutanten
auf gleiche Weise untersucht und mit dem toxischen Effekt des Wildtyps in Relation
gesetzt, wobei dieser 100 % entsprach. Eine veranderte Sensitivitat sollte Aufschluss Uber

die Beteiligung verschiedener Pathways am Toxintransport geben.

Terminaler Phanotyp nach intrazelluldrer Expression von K28a

Nachdem das Testsystem zur intrazelluldren Expression von K28a optimiert werden
konnte, sollte festgestellt werden, ob die Auswirkungen der a-Untereinheit auf die Zelle
mit der Applikation des K28-Dimers gleichzusetzen ist. Verglichen mit ionophoren
Killertoxinen wie K1 oder Zygocin, die Poren in der Plasmamembran ausbilden, besitzt
K28 einen komplexeren Wirkmechanismus. Nach endozytotischer Aufnahme und
retrogradem Transport zum ER wird K28 in das Zytosol exportiert. Wahrend die B-
Untereinheit proteasomal abgebaut wird, gelangt die a-Untereinheit in den Zellkern, wo
sie den Zellzylus am Ubergang der G1- zur S-Phase arretiert und die DNA-Synthese
hemmt (SCHMITT ET AL., 1989).
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K28 ist ebenfalls analog zu K1 sowie den Zellzyklus-arretierenden Toxinen PMKT und
PaT in der Lage, in Abhangigkeit der Toxinkonzentration Apoptose zu induzieren
(IVANOVSKA UND HARDWICK, 2005; SANTOS UND MARQUINA, 2011). Nach zehnstindiger
Applikation von K1, Zygozin oder K28 konnten entsprechende Charakteristika der
Apoptose wie DNA-Fragmentierung, Chromatinkondensation und Translokation von
Phosphatidylserin auf die extrazellulare Seite der Plasmamembran beobachtet werden,
obwohl sich die primare Zytotoxizitat bei hohen Toxinkonzentrationen signifikant
unterscheidet (SCHMITT UND BREINIG, 2006). Vermutlich handelt es sich bei der Induktion
der Apoptose im Vergleich zur ionophoren bzw. zellzyklusarretierenden Wirkung um eine
Wirkung, die der vergleichsweise geringe Toxinkonzentration im natirlichen Habitat von
Killerhefen entspricht (BUTTNER ET AL., 2006; REITER ET AL., 2005). Auch nach
intrazellularer Expression von K28a unter Kontrolle des GAL7-Promotors wurden
aquivalente Apoptose-Marker beobachtet (REITER, 2004). In der vorliegenden Arbeit
konnten nach Expression der a-Untereinheit Uber GALS anhand einer
durchflusszytometrischen Analyse jedoch keine Anhaltspunkte auf Induktion von
programmiertem Zelltod erhalten werden. Das Resultat entsprach eher dem Effekt nach
Applikation hoher Konzentrationen des Heterodimers, die einen G1/S-Arrest zur Folge hat.
Die G1-Phase stellt einen Kontrollpunkt dar, an dem entschieden wird, ob ein Zyklus
eingeleitet werden kann. Nach Replikation der DNA in der S-Phase, folgt die G2-Phase, in
der die Zellteilung vorbereitet und ein weiteres Mal gepruft wird, ob die Zellteilung
durchgeflihrt werden kann. In der anschlieRenden Mitose erfolgt die Trennung der
homologen Chromosomen sowie die Zytokinese. Sind die Umgebungsbedingungen
ungunstig, kann die Zelle in eine Ruhephase, die sogenannte G0-Phase lUibergehen. Nach
Toxin-Applikation bildet die Hefezelle eine mittelgroRe Knospe aus, besitzt einen
einfachen DNA-Gehalt (1n) und arretiert am G1/S-Ubergang nach dem ,Start‘-Punkt.
Dieser Phanotyp reprasentiert einen untypischen G1-Arrest, da hierbei unter regularen
Bedingungen keine Tochterzelle ausgebildet wird. Dieser Phanotyp deutet eher auf einen
S-Phase-Arrest hin, was den Schluss zulasst, dass K28 einen pleiotropen Effekt auslost
und mehrere ,targets” besitzt. Diese Annahme entspricht auch bisherigen Beobachtungen,
in denen die Behandlung mit K28a Einfluss auf die RNA-Polll-abhangige
Transkriptionsmaschinerie und somit auf die globale Transkription ausuibt. Auch ,target®-
Gene der Transkriptionsfaktoren SBF und MBF sind betroffen, die die Passage aus der

G1 zur S-Phase steuern.
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Hemmt K28 die Transkription, die durch SBF und MBF kontrolliert wird, kann dieser
Ubergang nicht stattfinden und es kommt zu einem G1/S-Arrest (HOFFMANN, 2013). K28
interagiert darlber hinaus mit Untereinheiten des APC, der das Fortschreiten der M-
Phase reguliert (REITER, 2004) sowie Regulatoren der G1/S-Zykline (KOCH ET AL., 1999;
WALKER ET AL., 1997; YU ET AL., 1996). Der beobachtete G1-Arrest des artifiziellen
Systems von GALS-K28a zeigte sich bereits nach vierstiindiger Toxinexpression und
ware eventuell Uber einen langeren Zeitraum noch deutlicher ausgepragt. Somit
widerspricht der hier beobachtete Phanotyp den bisherigen Ergebnissen friiherer Studien,
wobei diesbezlglich keine Angaben lber den Expressionszeitraum gemacht wurden. Des
Weiteren ist unbekannt, wie viele Toxinmoleklle Uber die intrazellulare Expression
hergestellt und welche Menge zur Induktion des letalen Effekts bendtigt werden. Daher
bleibt der Zusammenhang von Toxinmenge und Wirkungsweise in Bezug auf K28a wage.
Ob K28a noch weitere Mechanismen beeinflusst, bleibt Gegenstand weiterer

Untersuchungen.

ERAD-Komponenten und Retrotranslokation von K28a

Zu Beginn wird ein neusynthetisiertes Polypeptid anhand einer hydrophoben N-terminalen
Signalsequenz zum ER geleitet und Uber den heterotrimeren Sec61-Komplex (Sec61p,
Sbh1p und Sss1p) in das Lumen transloziert. Chaperone assistieren bei der Faltung, es
entstehen Disulfid-Briicken, Proteine werden mit Glykanen verkniipft oder oligomerisieren
zu hoheren Komplexen, bevor sie im Anschluss an den Reifungsprozess in
Transportvesikel verpackt und zum nachsten Kompartiment gelangen (JOHNSON UND VAN
WAES, 1999). Etwa 30 % der neu synthetisierten Proteine werden fehlgefaltet (SCHUBERT
ET AL., 2000). Daher ist eine effiziente Beseitigung dieser defekten Proteine essentiell, da
sie zum einen mit ihren funktionalen Varianten um Substratbindung bzw. Einbau in einen
Proteinkomplex konkurrieren und zum anderen Aggregate ausbilden, die flr die Zelle
toxisch sein kénnen (GOLDBERG, 2003). Daher ist eine strenge Qualitatskontrolle von
Proteinen unverzichtbar, die bereits am Ort ihrer Synthese, dem Endoplasmatischen
Retikulum, beginnt (TROMBETTA UND PARODI, 2003).
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Damit verbunden ist zunachst die Erkennung des fehlerhaften Proteins sowie dessen
Rekrutierung zur ER-Membran, wo sie Uber einen bisher llickenhaft beschriebenen
Prozess den ,bilayer” Gberwinden und im Anschluss meist mit Ubiquitin markiert werden.
Die Modifikation dient im klassischen System der ER-assoziierten Degradation (ERAD)

der Kennzeichnung zur Proteolyse durch das Proteasom.

DELETION SOWIE UBEREXPRESSION KLASSISCHER ERAD-KOMPONENTEN

Fehlgefaltete Glykoproteine werden meist am Status ihrer Zuckerkomponenten von reifen
Polypeptiden unterschieden. Im Zuge der N-Glykosylierung wird ein Oligosaccharid auf
den Asparaginrest der Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr Ubertragen. Die Rolle dieser
Modifikation sekretorischer Proteine ist noch nicht ganz verstanden, ist jedoch Teil eines
Systems, das an der Faltung und Qualitatskontrolle von Proteinen im ER beteiligt ist
(ScHWARz UND AEBI, 2011). Das N-verknipfte ,core“-Oligosaccharid GlcsMangGIcNAC,
wird weiter prozessiert, indem zunachst die drei terminalen Glukosereste abgespalten
werden. Ist die Reifung nicht abgeschlossen, wird einer der Glukosereste wieder angeflgt
und ein weiterer Faltungszyklus eingeleitet (HELENIUS UND AEBI, 2004). Im Anschluss
spaltet die Mannosidase Mns1p den terminalen Mannoserest, so dass das gereifte
Glykoprotein aus dem ER exportiert werden kann (JAKOB ET AL., 1998). Ist das Polypeptid
fehlerhaft oder befindet sich zu lange im Faltungszyklus, entfernt Htm1p einen weiteren
Mannoserest. Diese Form des Glykoproteins kann nun von Yos9p bzw. Hrd3p erkannt
und einer ER-Degradation zugefuhrt werden (JAKOB ET AL., 2001).

Die ER-assoziierte Degradation wird nicht ausschlieRlich von fehlgefalteten Proteinen
durchlaufen, sondern kann auch A/B-Toxinen, die sich als ERAD-Substrat tarnen, die
Retrotranslokation aus dem ER erméglichen. Somit sind Toxine native und biologisch
aktive Substrate des ER-Exports, deren Toxizitdt gegeniber eukaryotischen Zellen
genutzt werden kann, um ERAD-Komponenten der Retrotranslokation zu identifizieren.
Hefestamme mit Defekten im ER-Export stabilisieren beispielsweise die A-Kette (RTA)
des Pflanzentoxins Ricin im ER-Lumen und verhalten sich toxinresistent. Auf diese Weise
wurde anhand von Deletionsmutanten der Transport von RTA untersucht und beobachtet,
dass ein signifikanter Teil nach dem ER-Export mit Hilfe von ERAD-Komponenten
degradiert wird (LI ET AL., 2010). Das Ubrige Toxin wird zu einer aktiven Konformation
gefaltet, interagiert mit dem Ribosom, inhibiert die Proteinsynthese und hemmt somit das
Zellwachstum (ENDO ET AL., 1987).
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Auch nach Expression der K28a-Untereinheit konnte ein Zusammenhang zwischen
Toxintransport und Nutzung klassischer ERAD-Komponenten nachgewiesen werden.
Zunachst war es nicht mdglich, eine verringerte Toxizitdt nach Expression des
Letalkonstruktes in einer Ahtm1- bzw. Ayos9-Deletionsmutante zu bestatigen. Vielmehr
war im Wachstumstest eine Hypersensitivitdt zu beobachten (ABBILDUNG 47). Eine
gesteigerte Sensitivitat stellte sich ebenfalls nach Deletion von HRD3 ein, was in friheren
Studien nicht beobachtet wurde (KELKEL, 2009). In der bimolekularen
Fluoreszenzkomplementation (BiFC) wurde bereits eine Interaktion von K28a mit Yos9p
nachgewiesen, das sowohl glykosylierte als auch nicht-glykosylierte Proteine erkennen
kann (KELKEL, 2009). Darlber hinaus wird ebenfalls eine alternative Rolle von Htm1p in
der Erkennung nicht-glykosylierter Substrate diskutiert, die auch flir die verstarkte
Toxinwirkung verantwortlich sein kdnnte, was im Kontext der vorliegenden Arbeit auf eine

Rolle im Degradationsprozess hinweist (CHRISTIANSON ET AL., 2008).
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Abbildung 47: Schematische Darstellung der Komponenten des ERAD-Pathways, die entweder am
Degradations- oder Retrotranslokationsprozess des Killertoxins K28 beteiligt sind. Untereinheiten, die in
Zusammenhang mit dem Abbau der intrazellular exprimierten K28a-Untereinheit stehen, sind lila
hervorgehoben, wobei Der1p eventuell ebenfalls eine Rolle im ER-Export zukommt. Rosa markiert sind
Komponenten, die sowohl das reife Toxin als auch die a-Untereinheit erkennen und im Anschluss bei
Degradation bzw. Translokation assistieren. Proteine, die keinen Effekt auf Abbau bzw. Export beider
Toxinformen haben, sind grau hinterlegt.

Die anschlieRende Markierung des Proteintargets mit Ubiquitin (Ub) verlauft in drei
Schritten. Nach der Aktivierung von Ubiquitin durch E1 wird das Molekil von einem
konjugierenden Enzym E2 auf das Substrat Ubertragen, das mit einer Ubiquitinligase E3
verbunden ist. Im Zuge der ER-assoziierten Degradation wird diese Modifikation durch
Hrd1p bzw. Doa10p, zwei Ubiquitinligasen mit RING-Motiv, vermittelt (HAMPTON, 2002).
Hrd1p bildet einen Komplex mit Hrd3p sowie Usa1p, der Hrd1p stabilisiert und zu dessen
Oligomerisierung beitragt. Gemeinsam mit dem konjugierenden Enzym Ubc7p, das Uber
Cuelp in der ER-Membran verankert ist, katalysiert die Ligase die Ubiquitinierung von
ERAD-Substraten mit luminalen Defekten (BIEDERER ET AL., 1996).
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Der1p stellt vermutlich eine Art GerlUst dar, Uber welches das Substrat zum Ligase-
Komplex transferiert wird. Doa10p, die zentrale Komponente des ERAD-C-Pathways
ubiquitiniert gemeinsam mit Ubc7p bzw. Ubcbp in erster Linie fehlerhafte
Transmembranproteine mit Defekten in der zytoplasmatischen Doméane oder nicht
assemblierte Untereinheiten oligomerer Komplexe (HAMPTON, 2002). Deletionsmutanten
in den Genen UBC7, HRD1, DER1 sowie USA1 zeigten nach Applikation des K28-Dimers
keine phanotypischen Veranderungen, verhielten sich jedoch nach Expression der K28a-
Untereinheit hypersensitiv, was eher auf eine Beteiligung am Degradationsprozess als an
der Retrotranslokation hindeutet. Neben dem Hrd1-Komplex exitstiert ein weiterer
Ubiquitin-Ligasekomplex in der ER-Membran, dessen zentrale Komponente von Doa10p
(E3) gebildet wird, die sowohl fehlgefaltete zytosolische Proteine als auch
Membranproteine mit defekter zytoplasmatischer Domane erkennt (SWANSON ET AL., 2001;
WANG UND CHANG, 2003). Da eine Adoa710-Deletionsmutante nach Expression des
Letalkonstruktes eine Hypersensitivitat zeigte, scheint Doa10p analog zu Hrd1p eher am
Abbau als an der Retrotranslokation von K28a beteiligt zu sein, wobei es aufgrund seiner
Erkennungseigenschaften an der Degradation des bereits exportierten Toxins im Zytosol
assistieren konnte (ABBILDUNG 47).

Ebenso moglich ware eine Uberlagerung beider Funktionen. Der Mechanismus der
Toxindislokation entspricht vermutlich nicht in allen Punkten dem klassischen Abbau
fehlerhafter Proteine, da beispielsweise RTAA als ERAD-Substrat im Vergleich zur
wildtypischen RTA-Variante zwar die gleichen luminalen Proteine benétigt, sich jedoch
bezlglich der Abhangigkeit zytosolischer Proteine unterscheidet. Beide RTA-Varianten
bendtigen den Hrd1/Hrd3/Der1-Komplex, wobei Hrd1p eher eine strukturelle Rolle
einnimmt, da die Toxizitat auch mit einem katalytisch inaktiven Hrd1p verloren geht (LI ET
AL., 2010). Natives sowie fehlgefaltetes RTA zeigen demnach sowohl Ahnlichkeiten als
auch Unterschiede, woraus hervor geht, dass das ERAD-System der Hefe zwischen
Substratformen unterscheidet (LI ET AL., 2010).

Ein Kandidat mit alternativer Funktion in ERAD-L ist Der1p, das nach der
Substraterkennung den Transport zur ER-Membran vermittelt. Der1p setzt sich aus vier
Transmembrandomanen zusammen und ist an der Umsetzung nicht membranstandiger,
I6slicher Proteine beteiligt (HITT UND WOLF, 2004; TAXIS ET AL., 2003). Dabei fungiert
Der1p vermutlich als eine Art Substratrezeptor, der durch Insertion der Polypeptide in die
ER-Membran einen funktionellen ,link® zwischen Substrat-Selektion im ER und ihrer
Ubiquitinierung im Zytosol herstellt (MEHNERT ET AL., 2013).
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Derlin1  wird darlber hinaus in hdheren Eukaryonten als potentieller
Retrotranslokationskanal diskutiert (ODA ET AL., 2006), der fir diese Aufgabe
verschiedene strukturelle Eigenschaften besitzt, die sich in Hefe und Saugerzellen
teilweise unterscheiden. Im Unterschied zu RTA ist die Retrotranslokation von
Cholera Toxin (CTA1) in Saugerzellen abhangig von Der1 als ERAD-Komponente
wahrend der? Mutanten der Hefe nach GALS induzierter Expression von K28a eine
erhdhte Sensitivitat zeigen.

Im Vergleich dazu flihrte eine verstarkte Der1p-Synthese unter Kontrolle des GAL7-
Promotors sowie die zusatzliche Deletion von HRD1, HRD3 bzw. USA71 zu einer
Hypersensitivitat nach Expression des Letalkonstruktes, hatte allerdings keinen Effekt
beziglich der Applikation des K28-Heterodimers. Der Umstand, dass sowohl eine
Deletion als auch eine Uberexpression von DER1 eine erhdhte Sensitivitdt gegeniiber
K28a zur Folge hat, lasst vermuten, dass diese Komponente im Rahmen der ER-
assoziierten Degradation am Abbau von K28a beteiligt ist, jedoch gleichzeitig als Teil des
Exportkanals eine alternative Funktion in der Retrotranslokation der K28a-Untereinheit
besitzt (ABBILDUNG 47). Die Interaktion des Toxins mit dieser Komponente des ERAD-L-
Weges konnte bereits mittels bimolekularer Fluoreszenzkomplementation (BiFC)
nachgewiesen werden (KELKEL, 2009). In einem Modell von MEHNERT werden ERAD-
Substrate von Hrd3p und Yos9p selektiert und im Anschluss auf Der1p Ubertragen, das im
Anschluss die Insertion des Substrats in die ER-Membran initiiert. Die Assemblierung
mehrerer Der1p-Untereinheiten fiihrt zur Bildung einer flexiblen Offnung, wodurch das
Substrat zur Ubiquitinierung in die Nahe von Hrd1p gelangt. Die Bewegung uber die
Membran bendtigt wahrscheinlich einen Kanal, der verschiedenen Untersuchungen
zufolge die Komponenten Hrd1p und Der1p enthalt (MEHNERT ET AL., 2013). Nach
Substitution konservierter Aminosauren der Transmembrandomanen war daher der ER-
Export von Modellsubstraten verzégert und auch in einem rekonstituierten Testsystem
war die Entlassung eines Modelsubstrates nach Inkubation mit Mikrosomen nach Zugabe
von Derlin1-Antikérpern stark inhibiert (LILLEY UND PLOEGH, 2004; WAHLMAN ET AL., 2007).
Dartber hinaus wurde auch der zentralen Komponente Hrd1p in einigen Fallen eine
zentrale Funktion im ER-Export zugeordnet. Anhand des hypersensitiven Phanotyps von
Ahrd1 gegenuber K28a konnte nicht ausgeschlossen werden, dass sich die Bedeutung

der Ligase beziglich Abbau und Retrotranslokation Giberlagern.
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Daher wurden fir weiterfiihrende Experimente Stamme verwendet, die Hrd1p unter
Kontrolle des GAL7-Promotors Uberexprimierten und denen gleichzeitig weitere
Komponenten und Regulatoren der ER-Qualitatskontrolle wie Hrd3p, Usa1p oder Der1p
fehlten. Hrd3p sowie Der1p unterstitzen das Substrat-,delivery”, wohingegen Usa1p fir
die Rekrutierung von Der1p benétigt wird und die Hrd1p-Oligomerisierung induziert (HORN
ETAL., 2009). Die Assemblierung der Hrd1p-Molekile wird in einem Modell von CARVALHO
et al. (2010) durch Substratbindung wieder destabilisiert, wodurch die Ligase mehrere
Zyklen der Oligomerisierung und Dissoziation durchlauft. Das ERAD-Substrat scheint
somit entlang der Hrd1p-Transmembransegmente durch den potentiellen Kanal, der
transiente Bindestellen flir das Substrat bereitstellt, geschoben zu werden (CARVALHO ET
AL., 2010). Im Falle einer Uberexpression von Hrd1p wird keine der regulatorischen
Komponenten Hrd3p, Usa1p oder Der1p bendtigt, was bedeutet, dass Hrd1p unter diesen
Umstanden vermutlich spontan oligomerisieren und das Substrat binden kann. Die
Auswahl geeigneter Substrate ist unter diesen Bedingungen allerdings weniger spezifisch
(DENIC ET AL., 2006). Wird neben der Uberexpression noch gleichzeitig UBC7 deletiert,
wird der Abbau wieder verlangsamt, da die Ubiquitinierung auf Ebene der Konjugation
unterbrochen wird.

Die Uberexpression von Hrd1p sowie eine simultane Deletion von HRD3 bzw. USA1
fuhrten sowohl nach Applikation des K28-Dimers als auch nach intrazellularer Expression
des Letalkonstrukts zu einer stark verminderten Sensitivitdt. Somit konnte eine Funktion
der Ubiquitin-Ligase als Kanal im Zuge der Retrotranslokation ausgeschlossen werden,
da eine verstarkte Expression zu einer gesteigerten Degradation und damit zu einer
Reduktion des toxischen Effektes fiihren wirde, statt durch eine erhéhte Exportrate eine
Hypersensitivitat hervorzurufen. Rickschlisse auf eine Beteiligung von Hrd1p am Abbau,
die anhand der Hypersensitivitat der Deletionsmutante gegeniiber K28a gezogen wurden,
konnten somit auch nach Uberexpression der Ubiquitinligase bestatigt werden. Anhand
dieser Stamme wurde erstmalig beobachtet, dass ERAD-Komponenten eventuell auch
am Abbau des K28-Dimers beteiligt sein kdnnten, was bisher anhand des Phanotyps
einzelner Deletionsmutanten ausgeschlossen worden war (HEILIGENSTEIN, 2008). Bei
gleichzeitiger Deletion von DER1 kam es nach Expression von K28a wiederum zu einer
leichten Steigerung des toxischen Effekts, was neben der Uberexpression von Derlp
einen weiteren Hinweis darauf zulie3, dass diese ERAD-Komponente eine duale Rolle fir

Degradation und Retrotranslokation einnehmen kdnnte.
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Der ER-Export von RTA verlauft hingegen Hrd1p-abhangig, jedoch unabhangig von
dessen Ligaseaktivitat oder den konjugierenden Enzymen Ubc7p und Ubc6p (LI ET AL.,
2010; LI ET AL., 2012). RTA kann sich aus dem ERAD-Pathway |6sen, indem es Ubiquitin-
unabhangig transloziert und einer Interaktion mit dem proteasomalen Zulieferer Cdc48p
und somit dem Abbau entgeht (LI ET AL., 2010). Auch CTA1 benétigt das E3-Enzym flr
seine Retrotranslokation (BERNARDI ET AL., 2010), wobei jedoch die Ligaseaktivitat des
Proteins fir den Transport und die Entlassung des Toxins nétig zu sein scheint. Der
luminale Teil erfasst das Substrat, wahrend der transmembrane Abschnitt beim Transfer
in das Zytosol assistiert und die zytosolische Doméane das Substrat bzw. einen Faktor
ubiquitiniert, der das Toxin von der ER-Membran entlasst (BERNARDI ET AL., 2010). Analog
dazu nutzt auch SLTxA1 die Ubiquitinligase-Aktivitdt von Hrd1p, was darauf hinweist,
dass das Toxin als ubiquitiniertes Protein extrahiert wird. In diesem Falle missen die
Ubiquitinmolekiile zunachst entfernt werden, um eine Rickfaltung und somit eine Aktivitat
zu erlauben (LI ET AL., 2012).

PHANOTYP EINER LYSINFREIEN TOXINVARIANTE

Im Zuge der Ubiquitinierungs-Reaktion, das erste Ubiquitinmolekil wird auf die e-NH,-
Gruppe eines internen Lysinrestes des Substrats Ubertragen, wobei eine kovalente
Isopeptidbindung entsteht. Nacheinander werden weitere aktivierte Ubiquitinmolekile mit
dem Lysinrest Lys48 des jeweils vorangegangenen Ubiquitinmolekuls verknupft, so dass
eine Polyubiquitinkette generiert wird, die das Degradationssignal zur Erkennung durch
das 26S Proteasom darstellt. A/B-Toxine, die Uber ERAD in das Zytosol gelangen,
entziehen sich aufgrund ihres niedrigen Lysingehalts dem proteasomalen Abbau
weitgehend (HAZES UND READ, 1997). RTA und CTA enthalten genau wie K28a nur
wenige Lysinreste und unterscheiden sich damit von anderen A/B Toxinen wie dem
Diphterie Toxin, die bereits aus Endosomen ins Zytosol gelangen und sich mit 16
Lysinresten durch einen relativ hohen Lysingehalt auszeichnen (DEEKS ET AL., 2002).

Das Ersetzen der drei Lysinreste in K28a durch Arginin (K28aAlys) flhrte im Wildtyp zu
einer deutlichen Hypersensitivitat und zeigte somit einen kontraren Phanotyp zu friiheren
Arbeiten (KELKEL, 2009). Aufgrund einer reduzierten Ubiquitinierung kommt es vermutlich
zu einer verminderten Degradation des Toxins, was die Beobachtung einer Beteiligung
von ERAD-Komponenten am Abbau von K28a unterstitzt (ABBILDUNG 47). Dies wurde
durch den additiven Effekt der lysinfreien Toxinvariante in einer Ahrd1 Deletionsmutante

untermauert.
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Die Degradation von K28aAlys wird in Abwesenheit einer Ubiquitinligase vermutlich noch
weiter gesenkt, woraus geschlossen werden kann, dass Hrd1p weiterhin eine Bedeutung
fur die Umsetzung der lysinfreien Toxinvariante hat und K28a eventuell an alternativen
Aminosauren ubiquitiniert werden kann. Eine Adoa10 Deletionsmutante zeigte nach
Expression des lysinfreien Toxins keine Veranderung der Sensitivitat. Es ist moglich, dass
K28a aufgrund der Modifikation kein ,target‘ der Ubiquitinligase mehr darstellt, da Doa10p
K28a eventuell nur an Lysinresten mit Ubiquitinmolekilen verknipfen kann, was nach
Substitution durch Arginin entfallt.

Fir Cholera Toxin, Ricin und PT S1 wurde bereits dokumentiert, dass die Insertion
zusatzlicher Lysinreste deren Abbau verstarkt und somit zu einer reduzierten Toxizitat
fuhrt (DEEKS ET AL., 2002; LENCER UND SASLOWSKY, 2005). Dabei zeigte sich fur PT S1,
dass nicht nur die Anzahl der Lysine, sondern auch deren Lokalisation eine wichtige Rolle
spielen. Wahrend des ER-Exports nimmt PT S1 eine teilweise gefaltete Konformation ein,
wodurch Bereiche geschitzt werden, die ansonsten exponiert und fir die Ubiquitinierung
zuganglich waren (WORTHINGTON UND CARBONETTI, 2007). Werden im umgekehrten Fall
die beiden Lysinreste von CTA1 mutiert sowie der N-Terminus blockiert, ist dessen
Toxizitat nicht beeintrachtigt. Die Ubiquitinierung stellt daher fur dieses A/B-Toxin keine
treibende Kraft fur die Dislokation aus dem ER dar. Auch die Inhibierung des Proteasoms
beeintrachtigt den toxischen Effekt nicht (RODIGHIERO ET AL., 2002).

Im Gegensatz zu CT und PT S1 kann die Aktivitdt von Ricin jedoch durch einen
proteasomalen Inhibitor gesteigert werden (DEEKS ET AL., 2002; RODIGHIERO ET AL., 2002),
was eventuell darauf zurtickzufiihren ist, dass sich Ricin nach dem ER-Export im Zytosol
langsamer faltet und somit ein gréRerer Teil zum Proteasom transportiert werden kann.
Durch Reduktion der proteolytischen Aktivitat mittels ,knock-down® der proteasomalen
Untereinheit Rpt3p wurde die Hypersensitivitat nach Expression von K28aAlys im
Vergleich zur lysinhaltigen a-Variante gesteigert, was darauf hindeutet, dass das
Proteasom auch am Abbau der lysinfreien Form beteiligt ist. Somit wird eine
ubiquitinunabhangige Erkennung durch Hrd1p mit anschlieBender proteasomaler
Degradation (analog zu CT und PT) oder eine Ubiquitinierung alternativer Aminosauren
wahrscheinlich. Der Verlust der Lysinreste im K28-Dimer hatte hingegen nur einen
geringen Einfluss auf die Toxizitat (HEILIGENSTEIN ET AL., 2006). Auch hierdurch wird
deutlich, dass ERAD keine essentielle Bedeutung fur den Transport bzw. die Degradation

des reifen Toxins besitzt.
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ROLLE DER ALTERNATVEN UBIQUITINIERUNG

Am Beispiel des Zellzyklusregulators p21 konnte gezeigt werden, dass neben der
klassischen Ubiquitinierung an Lysinresten auch der N-Terminus eines Proteins auf diese
Weise modifiziert werden kann (BLOOM ET AL., 2003). Die Substitution interner Lysinreste
des Transkriptionsfaktors MyoD beeinflusste dessen Stabilitat, fihrte jedoch erst nach
Blockierung des N-Terminus zu einer fast vollstandigen Inhibition der Degradation
(BREITSCHOPF ET AL., 1998). Dieser Prozess wurde erstmals in Hefe entdeckt und ist auf
die Aktivitat der zytosolischen Ubiquitinligase Ubr1p zurlickzuflihren. Urspriinglich wurde
dieses E3-Enzym gemeinsam mit den konjugierenden Enzymen Ubc2p und Ubc4p fiir die
Qualitatskontrolle von Substraten der ,N-end rule” beschrieben, bei denen es sich
entweder um fehlgefaltete zytosolische Proteinen handelt oder um Substrate, die
aufgrund ihrer N-terminalen Aminosaure einem schnellen Abbau unterliegen (HECK ET AL.,
2010; VARSHAVSKY, 2011). Die Wirkung von K28 war jedoch nicht mit Ubr1p in
Verbindung zu bringen und schlof somit die Ubiquitinierung beider Toxinvarianten am N-
Terminus weitestgehend aus.

Ubiquitinierungsreaktionen sind oft redundant und kénnen daher im Falle eines Verlustes
eines einzelnen E3-Enzyms von alternativen Ubiquitinligasen katalysiert werden. In Folge
dessen kommt es oft erst nach Mehrfach-Mutationen zu einer Inhibierung der
Ubiquitinierung und somit der Degradation des Substrats, wobei sich die Deletion
verschiedener Ligasen nicht auf jedes Substrat gleich auswirkt. CFTR unterliegt
beispielsweise dem Abbau durch Ubr1p, wohingegen andere ,targets® wie Ste6* nur unter
Stressbedingungen erkannt werden. Dieser Zusammenhang kann eventuell dadurch
erklart werden, dass CFTR massiv fehlgefaltete Domanen besitzt, wahrend Ste6* nur ein
Teil seines C-Terminus fehlt (SToLz ET AL, 2013). Daher werden nicht alle
ERAD- Substrate zum ,target” von Ubr1p, wenn gangige Ubiquitinligasen wie Hrd1p und
Doa10p fehlen. Auch die Degradation des ERAD-Substrats CPY* bleibt in einer Aubri-
Deletionsmutante unbeeinflusst. Dies lasst die Frage aufkommen, ob weitere zytosolische
Ligasen am Abbau von ERAD-Substraten beteiligt sind oder stattdessen eventuell zur
Vakuole dirigiert werden koénnen (STOLZ ET AL., 2013). Allerdings ermdglicht nicht nur die
Prasenz einer zusatzlichen Ligase eine alternative Ubiquitinierung. Manche E3s kénnen
die Sulfhydrylgruppe des Cysteins bzw. die Hydroxylgruppe von Serin- und
Threoninresten markieren (CADWELL UND CoOScoOyY, 2005; WANG ET AL., 2007), wie es
bereits fur das ERAD-Substrat NS-1 beobachtet wurde (SHIMIZU ET AL., 2010).
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ERAD-Substrate, die von Hrd1p erkannt werden, weisen einen unterschiedlichen Grad
der Ser/Thr-Ubiquitinierung auf, wobei die Modifikation tber Nicht-Isopeptidbindungen das
Substrat eventuell resistent gegenuber deubiquitinierenden Enzymen (DUB) im Zytosol
macht (SHIMIZU ET AL., 2010). Durch Mutation entsprechender Aminosaurereste in K28
und K28a sowie des damit verbundenen Effekts auf Deletionsmutanten der
Ubiquitinierungsmaschinerie, konnte festgestellt werden, ob das Toxin analog zu

zahlreichen Hrd1p-Substraten ebenfalls einer alternativen Ubiquitinierung unterliegt.

TRANSPORT ZUM PROTEASOM

Auf dem klassischen Weg der ER-assoziierten Degradation wird das ubiquitinierte
Substrat mit Hilfe des Cdc48-Komplexes zum Proteasom dirigiert, wobei Cdc48p K48-
verknupftes Polyubiquitin Uber seinen N-Terminus bindet (DAl UND LI, 2001). Der
Cdc48p/Ufd1p/Npldp Komplex fungiert einerseits als Segregase, die das Substrat an der
ER-Membran erkennt und andererseits als Dislokase, welche die treibende Kraft fur die
Proteinextraktion zur Verfugung stellt (BRAUN ET AL., 2002; YE ET AL., 2001). Ohne Cdc48p
oder seine Co-Faktoren Ufd1p oder Npl4p, ist die proteasomale Degradation einiger
ERAD-Substrate blockiert und Proteine akkumulieren in ihrer polyubiquitinierten Form in
der ER-Membran (HUYER ET AL., 2004; JAROSCH ET AL., 2002). Auch A/B-Toxine kdnnen
diesen Eskort-Komplex zur Retrotranslokation aus dem ER nutzen.

Wie in vorherigen Untersuchungen konnte auch in der vorliegenden Arbeit keine stark
veranderte Sensitivitdt der Deletionsmutanten Anpl4 und Adsk2 nach Expression des
Letalkonstrukts beobachtet werden. Eine Arad23 Mutante zeigte hingegen den starksten
Effekt im Gegensatz zu der bisher beschriebenen verminderten Sensitivitat (KELKEL,
2009). In friheren Experimenten war es jedoch nicht mdglich, den Einfluss der zentralen
Komponente Cdc48p auf die Toxizitat von K28a zu untersuchen, da temperatursensitive
Mutanten einen zu starken Wachstumsdefekt im seriellen Verdiinnungstest zeigten. Im
Rahmen dieser Arbeit gelang es eine cdc48-,knock-down“-Mutante zu untersuchen, die
sich im Wachstumstest bzw. seriellen Verdinnungstest nicht vom WT unterschied. Die
K28a-Untereinheit scheint somit keine Komponenten des Cdc48-Komplexes zur
Retrotranslokation zu nutzen, obwohl an dieser Stelle nicht ausgeschlossen werden kann,
dass der restliche Gehalt an Cdc48p der untersuchten DAmP-Mutante ausreicht, um
seine Funktion auszulben, wodurch es zu keiner phanotypischen Veranderung kommt.
Die Retrotranslokation des K28-Dimers hingegen hangt weder von Cdc48p und dessen
Co-Faktoren, noch von den Zulieferproteinen Dsk2p und Rad23p flr den weiteren
Transport zum Proteasom ab (HEILIGENSTEIN, 2008) (ABBILDUNG 47).
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Im Vergleich zu K28 steht die Zytotoxizitat von CT, Ricin und Pseudomonas Exotoxin A im
Zusammenhang mit p97, das dem CDC48-Homolog in Saugern entspricht (ABUJAROUR ET
AL., 2005). Obwohl p97 genau wie Cdc48p an der Translokation von ERAD-Proteinen
beteiligt ist, bildet die Ubiquitinierung keine essentielle Voraussetzung fir die Interaktion
mit p97 (YE ET AL., 2003). Dieser Umstand scheint bedeutend flir den ER-Export von A/B-

Toxinen, die aufgrund ihres niedrigen Lysingehalts ineffektiv ubiquitiniert werden.

ROLLE DES PROTEASOMALEN ABBAUS

Das Proteasom setzt sich aus einem 20S proteolytischen ,core“-Partikel (CP) und zwei
19S regulatorischen Partikeln (RP) zusammen und dient der Degradation fehlgefalteter
Proteine. 19S RPs, die wiederum in ,lid“ und ,base“ unterteilt werden, sitzen als ,cap” auf
beiden Offnungen des 20S-Komplexes, regulieren den Zugang zum proteolytischen
,core“ und sind an der Erkennung sowie Entfaltung des Substrats beteiligt. Das 19S RP
kann alternativ zu Cdc48p auch die treibende Kraft flr die Retrotranslokation von ERAD-
Substraten darstellen. Im zellfreien System vermittelt das Proteasom zusammen mit ATP
sowohl den Export als auch den Abbau fehlgefalteter Proteine, wobei beide Prozesse
voneinander getrennt werden kénnen. Der Export wird dabei durch eine Interaktion von
RP mit Sec61p vermittelt (MAYER ET AL., 1998).

Die 19S regulatorische Untereinheit setzt sich aus 17 Proteinen zusammen, zu denen
neben deubiquitinierenden Enzymen wie Ubp6p, sechs AAA-ATPasen (Rpt1-6) der
.base“ zahlen. Rpt1-6 sind homolog, jedoch nicht funktionell aquivalent, formen einen
heterohexameren Ring und hydrolysieren ATP, so dass sie die fir den Export und Abbau
notige Energie bereitstellen (FINLEY, 2009; PATHARE ET AL., 2012). Das 19S RP kann
Ubiquitinkonjugate Uber die UBL-UBA Proteine Rad23p und Dsk2p erkennen, die als
Shuttle-Rezeptoren fungieren (RAO UND SASTRY, 2002). Die UBA-Domane dieser Shulttle-
Rezeptoren interagiert mit der Ubiquitinkette, die UBL-Doméane bildet die Andockstelle fiir
das Proteasom. Da gezeigt wurde, dass der Cdc48-Komplex nicht fir den Transport von
K28 bendtigt wird, bildet eventuell das 19S RP eine essentielle Eskort-Komponente der
Retrotranslokation. In Hefe erflllt die Untereinheit Rpt4p diesbezliglich eine essentielle
Funktion (LIPSON ET AL., 2008). Hintergrund flir diese Beobachtung war, dass etliche
Proteine in einem ERAD-ahangigen Schritt dislozieren, jedoch nicht vom Proteasom
degradiert, sondern im Zytosol in ihre aktive Konformation zurtickgefaltet werden (AFSHAR
ET AL., 2005). In einer rpt4 Mutante akkumulierte das ERAD-Substrat CPY* in Mikrosomen,
in einer rpt2 Mutante im Zytosol (LIPSON ET AL., 2008; RUBIN ET AL., 1998).
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Demnach sind entweder beide ATPasen parallel an der Extraktion aus der ER-Membran
beteiligt oder Rptdp transportiert das Substrat nach Extraktion durch Cdc48p zum
Proteasom, wo das Polypeptid schlieRlich mit Hilfe von Rpt2p abgebaut wird (LIPSON ET
AL., 2008). In einer rpt2 ,knock-down“-Mutante scheint es nach Expression des
Letalkonstrukts K28a hingegen zu keiner signifikanten Stabilisierung im Zytosol zu
kommen, da sich die Sensitivitat dieses Stammes im Vergleich zum Wildtyp nicht
veranderte. RTAA nutzt fir seinen Abbau sowohl den Cdc48-Komplex als auch die
19S RP-Untereinheit Rpt2p, wobei Rpt2p nur den Eintritt in die katalytische Kammer des
Proteasoms katalysiert (KIM ET AL., 2006). Rpt4p ist dagegen nicht an der Dislokation des
fehlgefalteten Proteins RTAA beteiligt, sondern assistiert nur bei der Extraktion der
wildtypischen RTA-Variante (LI ET AL., 2010). Somit konnen die ATPase-Untereinheiten
des Proteasoms vermutlich zwischen verschiedenen Substratformen unterscheiden (LI ET
AL., 2010). Daraus kann geschlossen werden, dass der Transport des Toxins (K28a) in
die proteolytische Kammer des Proteasoms vermutlich nicht beeintrachtigt ist. Daher
verhalt sich K28a entweder nicht wie die klassischen ERAD-Substrate CPY* und RTAA
oder der restliche Rpt2p-Gehalt der ,knock-down“-Mutante gentgt, um die a-Untereinheit
von K28 weiterhin effizient zu degradieren. Im MBA-Test kam es dagegen zu einer leicht
reduzierten Sensitivitdt, was eher auf eine verzdgerte Dislokation des K28-Dimers
hindeutet. Die Bedeutung einer rpt4 Mutante fir den ER-Export des A/B-Toxins konnte im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden. Da die Dislokation von K28 unabhangig
von Cdc48p verlauft, ist nicht auszuschlieRen, dass Rpt4p als Untereinheit des 19S RP an
der Extraktion von K28 beteiligt ist und analog zu RTA eine Funktion in der Extraktion
erfullt. In einer ,knock-down“ Mutante kénnte es somit analog zu CPY™ zur Akkumulation
im ER (bzw. Mikrosomen) kommen. Rpt5p scheint eher am Abbau von K28a beteiligt zu
sein als an der Ruckfaltung im Zytosol, da sich eine entsprechende ,knock-down® utante
hypersensitiv verhielt. Gleiches wurde im MBA-Test beobachtet. Damit wurde mit Rpt5p
die einzige proteasomale Untereinheit identifiziert, die sowohl das K28-Dimer als auch die
a-Untereinheit erkennt. Neben der Uberexpression von Hrd1p konnte somit ein weiterer
Hinweis daflr erbracht werden, dass auch ein Teil des reifen Toxins vermutlich einer

Degradation durch das Ubiquitin-Proteasom-System unterliegt (ABBILDUNG 47).
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Die AAA-ATPase Rpt5 spielt zwar keine Rolle bei der Dislokation von nicht-ubiquitiniertem
RTA bzw. der ubiquitinierten Form von CPY* (LI ET AL., 2010; LIPSON ET AL., 2008) besitzt
allerdings aufgrund ihrer Chaperon-Aktivitdt eine essentielle Funktion in der
Wiederherstellung der katalytisch aktiven Konformation des Substrats im Zytosol. Ein
Fehlen dieser proteasomalen Untereinheit fihrt daher zu einer reduzierten Toxizitat von
RTA. Die Interaktion mit Rpt5p kann das Schicksal diverser Substrate jedoch in
unterschiedlicher Weise beeinflussen. Wahrend RTA durch Rpt5p gefaltet und somit
aktiviert wird, unterliegt Casein dem proteasomalen Abbau. Rpt5p kann daher unabhangig
vom Ubiquitinierungsstatus des Proteins dessen Degradation oder Entlassung in das
Zytosol katalysieren (PIETRONI ET AL., 2013). Den starksten Einfluss auf die
Substraterkennung bzw. Entfaltung der K28-Untereinheit zeigte Rpt3p, da die
entsprechende ,knock-down“ Mutante eine ausgepragte Hypersensitivitat aufwies.
Allerdings konnte diese Bedeutung nicht auf das K28-Dimer Ubertragen werden, da die
Sensitivitat in einer rpt3 DAmMP-Mutante im MBA-Test nicht verandert war.

Nach Substraterkennung durch die proteasomalen Untereinheiten wird die Ubiquitinkette
durch Deubiquitinasen vom Substrat entfernt, um den Abbau der Polypeptidkette zu
erleichtern und die Degradation von Ubiquitin zu minimieren. In S. cerevisiae wurden in
diesem Zusammenhang die beiden Enzyme Rpn11p sowie Ubp6p beschrieben
(GUTERMAN UND GLICKMAN, 2004). Rpn11p ist eine Komponente des ,lid“, Ubp6p ist mit
der ,base“ des Proteasoms assoziiert (LEGGETT ET AL., 2002). Die Aktivitat von Rnp11p ist
mit der Degradation gekoppelt und unterstitzt diese (VERMA ET AL., 2002), wahrend
Ubp6p die gegenteilige Funktion erfillt und den weiteren Abbau inhibiert. Diese
inhibitorische Aktivitat verhindert die ,en bloc* Deubiquitinierung durch Rpn11p, wodurch
sowohl Abbau als auch Deubiquitinierung des gleichen Substrats verhindert werden. In
einer Aubp6 Deletionsmutante kommt es somit vermutlich zu einem unkontrollierten
proteasomalen Abbau, was nach Expression des Letalkonstrukts K28a, nicht jedoch nach
Applikation des Dimers, in einer Resistenz resultiert. Da ausgeschlossen werden konnte,
dass Ubp6p eine Rolle im Substrat-,targeting“, dem ,gate-opening®“ oder der Modulation
der aktiven Zentren des CPs hat und auch nicht generell die proteasomale ATPase-
Aktivitat hemmt, ist dieser Phanotyp vermutlich darauf zuriickzuflihren, dass keine
Entscheidung mehr in Bezug auf den Substratabbau getroffen werden kann (HANNA ET AL.,
2006). Ubp6p konnte in diesem Zusammenhang die Degradation verlangsamen, um die
Selektivitdt zu erhdhen, da Schnelligkeit und Genauigkeit dieses Schrittes nicht
gleichzeitig reguliert werden kénnen (HANNA ET AL., 2006).

179



Diskussion

ER-luminale Chaperone und ER-Export von K28

Die Retrotranslokation ist genau wie der ER-Import ein Chaperon-abhangiger Prozess,
der nicht vollstandig erforscht ist. Chaperone binden exponierte hydrophobe Regionen
fehlgefalteter Proteine Uber eine nicht kovalente Bindung und verhindern dadurch deren
Aggregation (SABIL, 2000). Eine besondere Familie bilden die Hitzeschockproteine mit
einem Molekulargewicht von ca. 70 kDa (Hsp70), welche die Hauptkomponenten fir
Faltung, Transport und Abbau darstellen (MAYER UND BUKAU, 2005). Hsp70 Proteine
bestehen aus einer N-terminal konservierten ATPase Domane, einer weniger
konservierten Substratbindedomane (SBD) sowie einem C-terminalen variablen ,lid“. Der
HJid* ist flexibel und hilft die Substratbindung durch die SBD zu begrenzen. |hr ATP-
Hydrolyse-Zyklus korreliert mit der Substratbindung und -entlassung, was darauf
zurickzufiihren ist, dass die ADP-Form der Hsp70 Chaperone eine starkere
Substrataffinitat besitzt.

Die ATPase BiP (Kar2p) ist ein wichtiger ER-Regulator, der voriibergehend an neu
synthetisierte Proteine bindet, die in das ER translozieren, Uber langere Zeit mit
fehlgefalteten Proteinen assoziiert bleibt und an deren ,targeting® zum ERAD-Pathway
beteiligt ist. Dartber hinaus spielt BiP eine Rolle im ,sensing“ von ER-Stressbedingungen,
was zur Induktion der UPR und somit zur Wiederherstellung der ER-Homdoostase fiihrt
(HENDERSHOT, 2004). Kar2p wird flr den Abbau loslicher Substrate bendétigt, jedoch nicht
zur Degradation von Transmembranproteinen (BRODSKY UND MCCRACKEN, 1999). In Hefe
spielt Kar2p beispielweise eine essentielle Rolle in der Vermittlung der maximalen
Toxizitat von Ricin (LI ET AL., 2010), das im ER mit Sec61p interagiert und somit analog zu
anderen Proteintoxinen den ERAD-Pathway zur Retrotransloaktion in das Zytosol nutzt
(SLOMINSKA-WOJEWODZKA ET AL., 2006; WESCHE ET AL., 1999).

Der reduzierte Kar2p-Gehalt einer DAmP-Mutante fuhrte jedoch nach Expression von
K28a bzw. nach Applikation des reifen Toxins zu keinem veranderten Phanotyp. In
diesem Zusammenhang kann nicht ausgeschlossen werden, dass Kar2p als essentielles
Protein trotz ,knock-down® in ausreichender Menge vorliegt, um seine Funktion im
Rahmen von ER-Import und Dislokation auszuiben. Dies wiurde mit Beobachtungen in
hdheren Eukaryonten korrelieren, wo ein ,silencing“ von BiP um 70 % keinen Einfluss auf

die Proteinsynthese zeigte (SCHAUBLE ET AL., 2012).

180



Diskussion

Der Transport des Cholera Toxins aus Mikrosomen ist ebenfalls abhangig von BiP und
PDI (TsAI UND RAPOPORT, 2002; WINKELER ET AL., 2003). Dabei inhibiert BiP vermutlich die
Toxin-Aggregation im ER und erhélt nach Reduktion dessen Export-Kompetenz. Auch
andere Vertreter dieser Toxin-Klasse nutzen BiP zum ER-Export (Shiga Toxin) oder
katalysieren die Inaktivierung dieses Chaperons (Subtilase-Zytotoxin) (FALGUIERES UND
JOHANNES, 2006; PATON ET AL., 2006; WINKELER ET AL., 2003).

Um die Rolle des Chaperons in den Retrotranslokationsprozess des Killertoxins K28
einordnen zu koénnen, wurden zusatzliche Teststdmme zur Sensitivitdts-Bestimmung
herangezogen. Eine kar2 Mutante mit einem Defekt in der Peptid-Bindedomane kann
zwar weiterhin als Antrieb der Translokation fungieren, bendtigt fiir diesen Schritt jedoch
zusatzliche Moleklle. Die beiden temperatursensitiven Mutanten kar2-1 und kar2-133
tragen Mutationen in ,loop 6“ bzw. ,loop 3% wodurch es zur Veranderung zweier
verbindender B-Faltblatter kommt, was die Substratbindedomane des Chaperons
verandert (KABANI ET AL., 2003). Aufgrund der reduzierten Peptidbindung wird zusétzlich
die Interaktion mit Co-Chaperonen und somit auch die ATPase-Aktivitdt beeinflusst
(KABANI ET AL., 2003). Dies fuhrt dazu, dass sich Molekule schnell wieder vom Substrat
I6sen, was die ERAD-Effizienz, nicht jedoch die Proteintranslokation in das ER
beeintrachtigt (MATLACK ET AL., 1999). In beiden Mutanten kommt es daher zu einer
Akkumulation des mutierten a-Faktors, der sich vermutlich vor seiner Retrotranslokation
zu frih von Kar2p l6st (KABANI ET AL., 2003). Wird zusatzlich die wildtypische Kar2p-
Variante exprimiert, wird das ERAD-Substrat zwar wieder resolubilisiert, die ERAD-
Effizient bleibt jedoch weiterhin reduziert. Dies verdeutlicht, dass Kar2p flir die Pravention
einer Akkumulation fehlgefalteter Substrate ausreicht, fir das Entlassen der
Polypeptidkette jedoch eine effiziente Interaktion mit Co-Chaperonen sichergestellt
werden muss (KABANI ET AL., 2003).

Im MBA-Test kam es in den beschriebenen Mutanten bei semi-restriktiver Temperatur
(34°C) nach Applikation des Dimers zu einer vollstandigen Resistenz. Auch das
Letalkonstrukt zeigte in beiden kar2 Mutanten nur noch eine geringfligige Toxizitat. Ein
aquivalenter Phanotyp wurde bereits in der temperatursensitiven Mutante kar2-159
beschrieben. Allerdings kann hier nicht ausgeschlossen werden, dass sich die Mutation
ebenfalls auf den Protein-Import und somit auch auf die Konzentration ER-luminaler
Chaperone bzw. den Sec61p-Gehalt auswirkt, so dass sekundare Effekte ausgebildet
werden. Anhand des Interaktions-Nachweises mittels BiFC kann ebenfalls nicht
differenziert werden, ob es sich um eine Wechselwirkung wahrend des Imports oder der
Retrotranslokation handelt (KELKEL, 2009).
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Da sich die Punktmutationen in kar2-1 sowie kar2-133 ausschlieRlich auf den ER-Export
auswirken, konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmalig der Zusammenhang zwischen
Toxinwirkung und Funktionalitdt des Chaperons Kar2p im Retrotranslokationsprozess
nachgewiesen werden. Somit scheint Kar2p eine entscheidende Rolle am ER-Export des
K28-Dimers als auch der K28a-Untereinheit zu spielen. Da beschrieben ist, dass in
beiden Mutanten bereits bei semi-restriktiver Temperatur ein gesteigerter Kar2p-Gehalt
vorliegt, kann es allerdings auch durch Induktion der UPR zu einem verstarkten Abbau
von K28 kommen.

Da die ATPase-Aktivitat der Hsp70 Chaperone nur schwach ausgepragt ist, bendtigen sie
Hsp40-Co-Chaperone, die die ATP-Hydrolyse beschleunigen und somit die maximale
Chaperon-Aktivitat vermitteln (HENNESSY ET AL., 2005). Die Interaktion von Hsp70 und
Hsp40 erfolgt Gber die J-Domane der Hsp40 Proteine, wobei ein Hsp70 mit mehreren
Hsp40 Co-Chaperonen interagieren und somit verschiedene zellulare Funktionen
beeinflussen kann (VEMBAR ET AL., 2010). In Hefe interagiert das Hsp70 Chaperon Kar2p
mit drei Hsp40 Co-Chaperonen: Sec63p, einem Membranprotein, das die ER-Membran
dreimal durchspannt und die J-Domane im ER-luminalen Teil tragt; Jem1p, das mit der
ER-Membran assoziiert ist sowie Scj1p, einem |dslichen ER-Protein (FELDHEIM ET AL.,
1992; NISHIKAWA UND ENDO, 1997; SCHLENSTEDT ET AL., 1995). Die Interaktion von Kar2p
und Sec63p ist verantwortlich fir den co- und post-translationalen Proteinimport,
wohingegen Jem1p und Scj1p hierfur nicht bendtigt werden. Beide Hsp40 Co-Chaperone
interagieren mit Kar2p, um die Léslichkeit fehlerhafter Proteine zu erhalten, die daraufhin
retrotransloziert und proteasomal abgebaut werden (NISHIKAWA ET AL., 2001). Im
Gegensatz zu JEM1 und SCJ1 hat eine Mutation in SEC63 nur einen geringen Einfluss
auf ERAD. Die Funktion von BiP scheint durch die Interaktion mit unterschiedlichen
Hsp40 Partnern bestimmt zu werden, da es in der Mutante kar2R217A, deren
Wechselwirkung mit Sec63p nicht jedoch mit Jem1p beeintrachtigt, zu einem
Translokations- jedoch nicht zu einem Dislokationsdefekt kommt. Jem1p und Scj1p
reprasentieren nicht essentielle ER-luminale Proteine, wobei sich eine Doppelmutante
profizient beziglich ihrer Eigenschaft des ER-Imports verhalt, jedoch das ERAD-Substrat
CPY* stabilisiert. Im Rahmen dieser Arbeit zeigten die beiden Deltionsmutanten Ascj7 und
Ajem1 entgegen friherer Untersuchungen eine verstarkte Sensitivitat gegentiber K28a,

was auf eine verminderte Degradation hindeuten kdnnte (KELKEL, 2009).
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Nach Applikation des Dimers kam es dagegen zu keiner Veranderung. Dass das K28-
Heterodimer dennoch in Abhangigkeit dieser Hsp40-Proteine disloziert, belegen frihere
Untersuchungen einer Ascj1Ajem1 Doppelmutante, die im MBA-Test keine Sensitivitat
mehr ausbildete (HEILIGENSTEIN ET AL., 2006). Dieser Stamm wurde in der vorliegenden
Studie jedoch nicht bezlglich der Expression von K28a untersucht. Allerdings wurde
bereits anhand der einfachen Deletionsmutanten deutlich, dass die beiden Co-Chaperone
Uber ihre J-Domane den ER-Export im Zuge der Degradation von K28a unterstiitzen.
Lhs1p charakterisiert ein Hsp70-verwandtes Protein, das entgegen BiP nicht essentiell fir
das Uberleben der Zelle ist, jedoch aufgrund seiner Funktion als treibende Kraft fiir
translozierende Polypeptide, bei Deletion Defekte im post-translationalen ER-Import zeigt
(CRAVEN ET AL., 1996; SARIS ET AL., 1997; TYSON UND STIRLING, 2000). Lhs1p wird dariiber
hinaus bendétigt, um Proteine nach Denaturierung wieder zu falten, jedoch nicht um sie
abzubauen (NISHIKAWA ET AL., 2001). AuBerdem fungiert es neben Sil1p zusatzlich als
Nukleotidaustauschfaktor (NEF) fur Kar2p und stellt somit dessen Funktion sicher. In
einer Alhs1-Deletionsmutante kam es im Gegensatz zu vorangegangenen Experimenten
zu einer stark verminderten Sensitivitat gegentber K28a. Der Verlust von LHS1 scheint
somit die Funktionalitdt von Kar2p starker einzuschranken als ein ,knock-down® im
genetischen Hintergrund der kar2 DAmP-Mutante. Da sich ein Verlust von Lhs1p auf zwei
verschiedenen Ebenen des post-translationalen ER-Imports auswirkt, muss davon
ausgegangen werden, dass nur noch wenige K28a-Molekile in den Sekretionsweg
gelangen und eine Bedeutung dieses Chaperons und NEF exklusiv fir den ER-Export an
dieser Stelle nicht ermittelt werden konnte. Dass sich der Effekt bereits auf Ebene des
ER-Imports manifestiert, wurde dadurch deutlich, dass die Sensitivitat nach Applikation
des K28-Dimers nicht beeintrachtigt war, obwohl das reife Toxin ebenfalls mit Hilfe von
Kar2p in das Zytosol transloziert.

Ebenso grundlegend fiir eine effiziente Retrotranslokation des K28-Dimers ist eine
ausgeglichene Ca*-Homoostase der Zelle. Die Deletion der Ca*-Pumpe Pmrip, die
Ca?*-lonen aus dem Zytosol in den Golgi transportiert und somit die Ca?*-Konzentration
im Sekretionsweg aufrecht erhalt, fihrt zu einer um 50 % reduzierten Ca?*-Konzentration
im ER und somit zu einem starken Funktionsverlust der meisten ER-luminalen Chaperone
(DURR ET AL., 1998). In der vorliegenden Arbeit konnte festgestellt werden, dass es in
einer Apmr1 Mutante analog zur Applikation des K28-Dimers nach Expression des
Letalkonstrukts zu einer fast vollstdndigen Resistenz gegentuber K28a kam
(HEILIGENSTEIN, 2008).
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Demnach scheint der ER-Export beider Toxinvarianten sehr stark von einer stabilen Ca?*-
Konzentration und somit der Aktivitat zahlreicher Chaperone abzuhangen. Fir K28a muss
in diesem Zusammenhang die duale Rolle der Chaperone am ER-Export als auch am
Import berlcksichtigt werden, die anhand von Wachstumstests nicht unterschieden

werden kann.

Rolle der Pdi1p am Dislokationsprozess des Killertoxins

Das Endoplasmatische Retikulum wird von einem Membrannetzwerk gebildet und ist an
vielen Prozessen der Proteinsynthese wie Translation, Faltung, Qualitatskontrolle sowie
post-translationalen Modifikationen beteiligt. Daruber hinaus gewahrleistet es die
bendtigten Redoxbedingungen zur Faltung neu synthetisierter Polypeptide sowie zur
Modulation fehlerhafter Proteine. Die PDI gehért zu denjenigen Chaperonen, die Uber
einen Redoxzyklus anstelle eines ATPase-Zyklus reguliert werden. Sie katalysiert sowohl
die Einfihrung von Disulfidbriicken in ein Protein, als auch die Umlagerung bzw.
Isomerisierung bereits gebildeter Disulfidbriicken und variiert ihre Aktivitdt je nach
Redoxbedingungen und zellularen Bedurfnissen (TSAI ET AL., 2001). Hefen besitzen neben
Pdi1p noch vier weitere nicht-essentielle Disulfidisomerasen (NORGAARD ET AL., 2001),
doch lediglich das Homolog MPD1 kann die Letalitat einer PDI-Deletion suppremieren
(HWANG ET AL., 1992; TACHIKAWA ET AL., 1995).

Pdi1p nimmt Elektronen vom Substrat auf und oxidiert dabei die Thiolgruppe eines
Cysteinrestes des entstehenden Intermediates, wodurch eine Disulfidbriicke entsteht. In
einer FAD-abhangigen Reaktion tranferiert Ero1p die Elektronen von Pdi1p auf
molekularen Sauerstoff (O,), so dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in Form von H,0,
gebildet werden. Reduziertes Glutathion (GSH) kann bei der Reduktion fehlgefalteter
Proteine assistieren, wodurch es selbst in die oxidierte Glutathion-Form (GSSG) ubergeht.
Eines dieser Substrate stellt die Pdi1p selbst dar, da sie in ihrem reduzierten Zustand die
Reduktion fehlerhafter Disulfidbriicken katalysiert (Isomeraseaktivitdt), dabei selbst
oxidiert und im Anschluss vermutlich durch Interaktion mit GSH wieder in den reduzierten
Zustand zurlckkehrt (ZHANG UND KAUFMAN, 2008). Sie kann auferdem als Chaperon
agieren, das seine Substrataffinitdt wahrend der Redoxreaktion &ndert. Dabei ist unklar,
wie die Chaperonaktivitat mit der Oxidoreduktasefunktion verknlpft ist, da auch Proteine
ohne Disulfidbriicken erkannt werden (WANG UND Tsou, 1993).
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Fur die Isomerasefunktion ist eine Chaperonfunktion von Vorteil, um fehlerhafte Substrate
erkennen und in die korrekte Konformation Uberflihren zu kénnen. Pdi1p interagiert
dariber hinaus mit Komponenten der Faltungsmaschinerie wie Kar2p und der
Mannosidase Htm1p (GAUSS ET AL, 2011; KIMURA ET AL., 2005). Fir diese
Wechselwirkung besitzen Disulfidisomerasen divergierende Domanen, um in Kooperation
mit spezifischen ER-Chaperonen ein breites Spektrum an Zielproteinen falten bzw. einer
Degradation (ERAD) zufiihren zu kénnen (VITU ET AL., 2008). Des Weiteren reprasentiert
sie eines der Haupt-caliciumbindenden Proteine im ER (MACER UND KOCH, 1988), wobei
diese Interaktion zwar schwach ausgepragt ist, jedoch mit hoher Kapazitat eine
Konformationsanderung des Chaperons herbeifihrt (LEBECHE ET AL., 1994). Im
Gegensatz zu nativen Proteinen konkurrieren fehlgefaltete Proteine um die Bindung der
PDI (KLAPPA ET AL., 1997). Diese Konkurrenz verlauft unabhangig vom Thiolgehalt des
Proteins und impliziert, dass PDI ahnlich wie BiP zwischen ERAD-Substraten und
Polypeptiden im Faltungsprozess unterscheiden kann. Fehlgefaltete Proteine werden Gber
PDI an BiP gebunden und gelangen somit eventuell zum Exportkanal (PILON ET AL., 1997),
wodurch Mutationen der aktiven Zentren zu einem verzdgerten Export von CPY* fuhren.
Die Retrotranslokation des ERAD-Substrats Agpa, das im Unterschied zur mutierten
Carboxypeptidase Y keine Disulfide enthalt, blieb hingegen unbeeintrachtigt (YOUNG ET
AL., 1993). In der vorliegenden Arbeit war die Abnahme der Pdi1p-Konzentration nicht
ausreichend, um analog zur Apdi1 Deletion eine Toxinresistenz gegen K28
herbeizufiihren. Im Unterschied zum Apdi1 ,knock-out* war die betreffende DAmMP-
Mutante flr Untersuchungen der intrazellular exprimierten a-Untereinheit geeignet, da sie
keinen signifikanten Wachstumseffekt aufwies.

Pdi1p enthalt zwei Thioredoxin-ahnliche Doméanen (a bzw. a’), die jeweils ein aktives
Zentrum mit CGHC-Motiv beinhalten und durch die Strukturdomanen b bzw. b’
voneinander getrennt werden (EDMAN ET AL., 1985). Die katalytische Aktivitat wird dabei
durch reversible Reduktion und Oxidation interner Disulfidbricken zwischen beiden
Cysteinresten eines Motivs aufrechterhalten (HOLST ET AL., 1997). Die beiden Doméanen a
bzw. a’ sind funktionell nicht aquivalent. Die a-Domane besitzt eventuell aufgrund einer
bevorzugten Oxidation durch Ero1p eine entsprechend starkere Oxidaseaktivitat. Die a-
Domane wirde somit bevorzugt die Neusynthese von Disulfiden, die a’-Domane hingegen
eher eine Isomerisierung katalysieren (WESTPHAL ET AL., 1999). Fur die Umlagerung
bestehender bzw. Ausbildung gemischter Disulfidbriicken ist der jeweils erste Cys-Rest
des aktiven Zentrums verantwortlich (WUNDERLICH ET AL., 1995).
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Eine effiziente Oxidation durch PDI ist jedoch nur mdglich, wenn beide Cysteine der
katalytischen Einheit vorhanden sind. Der CS-Typ sollte daher das Substrat nicht mehr
oxidieren, jedoch weiterhin seine Isomerisierung katalysieren kénnen (HOLST ET AL., 1997).
Exprimiert die Zelle PDla’ als alleinige Kopie, besitzt sie eine vollstdndige Oxidaseaktivitat,
wohingegen lediglich 5 % der Isomeraseaktivitat verbleiben und nach Applikation von K28
kein Hemmhof mehr ausgebildet wird. Nach Komplementation mit PDI SS-SS, die
keinerlei aktive Cysteinreste mehr besitzt, wurde die Sensitivitat nicht wiederhergestellt,
woraus geschlossen werden kann, dass K28 nicht allein die Chaperonaktivitat der
Protein-Disulfidisomerase benétigt. Dagegen scheint die Aktivitdt beider Thioredoxin-
Domanen die Retrotranslokation von K28 zu unterstiitzen, da der Stamm Apdi1 pPDla’
sowohl nach Co-Expression von PDI SS-CC als auch von PDI CC-SS eine der WT-
Variante PDI CC-CC entsprechende Sensitivitat aufwies. Der Phanotyp nach
Komplementation mit PDI CC-SS konnte auf eine Funktion der Reduktaseaktivitat der a-
Doméane im Retrotranslokationsprozess zurtckzufiihren sein, bei der zunachst eine
gemischte Disulfidbricke zwischen Toxin und N-terminalem Cysteinrest der a-
Untereinheit ausgebildet wird, die in einem weiteren Schritt durch einen nukleophilen
Angriff des C-terminalen Cysteins der Pdi1p gel6st und mit der Bildung eines alternativen
Disulfids abgeschlossen wird. Ist der C-terminale Cysteinrest allerdings durch Serin
ersetzt (PDI CS-SS), kann die Verknipfung mit K28 eventuell nicht mehr getrennt werden,
so dass die Entlassung des K28-Dimers und somit eine Wiederherstellung der Sensitivitat

gegen das reife Toxin unterbleibt (ABBILDUNG 48).
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Abbildung 48: A: Schematische Darstellung einer moglichen Wechselwirkung der Protein-
Disulfidisomerase Pdi1p und K28. Die Reduktaseaktivitdt der a-Doméane der Pdi1p ist moglicherweise am
Retrotranslokationsprozess des Toxins beteiligt. Der C-terminale Cysteinrest der a-Doméane kénnte eine
gemischte Disulfid-Briicke zwischen Toxin und N-terminalem Cysteinrest der a-Domane angreifen und
somit K28a aus dem Dimer entlassen. Wird die dimere Struktur des Toxins neben der Disulfidbriicke
zwischen a- und B-Untereinheit durch zusatzliche Wechselwirkungen aufrechterhalten, wirde eine
Dissoziation des Toxins vor dem ER-Export verhindert (I). Die Ausbildung einer alternativen Disulfid-Briicke
zwischen K28a und K288 durch einen nukleophilen Angriff der B-Untereinheit erscheint unwahrscheinlich,
da in diesem Fall nach Substitution des C-terminalen Cysteinrests der a-Domé&ne durch Serin die
Sensitivitdtt gegen K28 erhalten bleiben wirde (Il). B: Sensitivitit des Stammes PDIla’ nach
Komplementation mit den angegebenen Pdi1p-Varianten. Der Hemmhof im MBA-Test nach Applikation des
K28-Dimers wurde nach Komplementation mit PDI CC-CC (100 %) verglichen. Die entsprechenden

Stamme, die auf eine Beteiligung der Reduktaseaktivitdt der Protein-Disulfidisomerase schlieRen lassen,
sind durch Markierung hervorgehoben.

Nach Expression der Variante PDI SS-CC wird vermutlich eine gemischte Disulfidbriicke
zwischen dem N-terminalen Cystein-Rest der katalytischen a’-Domane und dem Toxin
generiert, deren Spaltung im Anschluss durch einen nukleophilen Angriff eines
reduzierten Thiolrestes des Toxins erfolgt. Daher kann die Reaktion nach Mutation des C-
terminalen Cysteinrestes der a’-Domane im Stamm PDI SS-CS weiterhin ablaufen und die
Sensitivitdt gegen das reife Dimer rekonstituiert werden (ABBILDUNG 49). Somit erfullt die
Isomeraseaktivitat der a’-Doméane wahrscheinlich eine Schlusselrolle in der
Retrotranslokation von K28.
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Dabei fuhrt sie abhangig von stabilisierenden Wechselwirkungen innerhalb des Dimers
entweder durch Reduktion der Disulfidbricke zur Dissoziation des Heterodimers
(ABBILDUNG 49Al) oder sie unterstitzt durch Umlagerung intramolekularer Disulfid-
Bricken die Entfaltung des Dimers, so dass das Toxin effizienter mit der Export-

Maschinerie bzw. der ER-Membran interagieren kann (ABBILDUNG 49A II).
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Abbildung 49: A: Schematische Darstellung einer mdoglichen Wechselwirkung der Protein-
Disulfidisomerase Pdi1p und K28. Die Isomeraseaktivitat der a’-Domane der Pdi1p ist moglicherweise am
Retrotranslokationsprozess des Toxins beteiligt. Ein Cysteinrest der K28B-Untereinheit kdnnte eine
gemischte Disulfid-Briicke zwischen Toxin und N-terminalem Cysteinrest der a’-Doméane angreifen und
somit K28a aus dem Dimer entlassen. Wird die dimere Struktur des Toxins neben der Disulfidbriicke
zwischen a- und B-Untereinheit durch zusatzliche Wechselwirkungen aufrechterhalten, wirde eine
Dissoziation des Toxins vor dem ER-Export verhindert (I). Die Ausbildung einer alternativen Disulfid-Briicke
innerhalb des K28B-Monomers durch einen nukleophilen Angriff der B-Untereinheit erscheint ebenso
moglich, wonach die Retrotranslokation ins Zytosol durch Veranderung der dreidimensionalen Struktur des
Toxins unterstltzt wirde (ll). B: Sensitivitat des Stammes PDIa’ nach Komplementation mit den
angegebenen Pdi1p-Varianten. Der Hemmhof im MBA-Test nach Applikation des K28-Dimers wurde nach
Komplementation mit PDI CC-CC (100 %) verglichen. Die entsprechenden Stamme, die auf eine

Beteiligung der Reduktaseaktivitat der Protein-Disulfidisomerase schlieRen lassen, sind durch Markierung
hervorgehoben.
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Im Modell zur Ausbildung der natirlichen Immunitat einer K28-Killerhefe gegeniber dem
eigenen Toxin, interagiert das endozytierte und retrotranslozierte Dimer im Zytosol mit
dem Toxinvorlaufer (pptox). In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden,
dass bereits die zytosolisch vorliegende a-Untereinheit in der Lage ist pptox zu binden
und eine funktionelle Immunitat zu vermitteln (nicht dargestellt). Somit besteht keine
Notwendigkeit in der Dislokation als Dimer, was die Rolle der Pdi1p im Export-Prozess
neu definieren konnte.

Auch fir bakterielle Toxine wurde bereits eine Abhangigkeit von der Protein-
Disulfidisomerase im Retrotranslokationsprozess als gemeinsame Eigenschaft dieser
Toxin-Klasse festgestellt. Im Falle des Cholera Toxins basiert dieses Phanomen
vermutlich auf einer Exposition hydrophober Bereiche im ER, aufgrund derer CTA1 von
der Protein-Disulfidisomerase als Substrat erkannt werden kann. Die PDI bindet im
reduzierten Zustand die A1 Kette, entfaltet sie, erhalt dabei den B-Ring und entlasst in
ihrer oxidierten Form das Toxin durch Spaltung der Disulfidbriicke zwischen A1 und A2
(TSsAl UND RAPOPORT, 2002; TsAl ET AL., 2001). Die A1-Kette wird freigesetzt,
retrotransloziert und aktiviert aufgrund ihrer ADP-Ribosyltransferase-Aktivitat die a-
Untereinheit des stimulatorischen G-Proteins der Adenylatcyclase, wahrend die A2-Kette
mit dem B-Ring verbunden bleibt (MAJOUL ET AL., 1997). Da CTA1 in der Lage ist, sich
nach Freisetzung durch die Protein-Disulfidisomerase spontan zuriickzufalten, ist dieser
Entlassungsschritt vermutlich mit der Retrotranslokation gekoppelt (MATLACK ET AL., 1998).
Im Verlauf der Intoxikation mit Ricin erfillt PDI hingegen eher die Funktion einer
Reduktase, was dazu fuhrt, dass das Einfligen weiterer Disulfidbriicken in RTA dessen
Faltung stabilisiert und dadurch dessen in vivo Toxizitat reduziert (ARGENT ET AL., 1994;
BELLISOLA ET AL., 2004; TSAI ET AL., 2001).
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Rolle von Sec61p in der Retrotranslokation von K28

Die Proteinsekretion beginnt mit der Translokation Gber Sec61p in das Endoplasmatische
Retikulum, wo sekretorische Proteine zu ihrer funktionellen Form reifen und schliellich
Uber Transportvesikel zu ihren Zielorten gelangen. Die nicht korrekt oder unvollstéandig
gefalteten Proteine, werden im ER zurtckgehalten bzw. wieder dorthin zurickgefuhrt, um
im Zytosol proteasomal abgebaut zu werden (MCCRACKEN UND BRODSKY, 1996). Sec61p
bildet hierbei mdglicherweise einen Teil des dynamischen Export-Komplexes, der sich
dariiber hinaus aus weiteren ERAD-Komponenten und akzessorischen Proteinen
zusammensetzt (ROMISCH, 2005). Angaben in der Literatur zum Durchmesser dieser Pore
schwanken zwischen 40-60 A (HAMMAN ET AL., 1998; HANEIN ET AL., 1996). Die Hypothese,
dass Sec61p den Retrotranslokationskanal im Prozess der ER-assoziierten Degradation
darstellt, wurde erstmals 1996 aufgestellt, als mittels Co-Immunprazipitation in
Saugerzellen eine Interaktion eines ERAD-Substrates mit Sec61p nachgewiesen wurde
(WIERTZ ET AL., 1996B). Desweiteren konnte in Hefe in einer sec67 Mutante eine
verminderte Degradation des ERAD-Substrates CPY* sowie des mutierten a-Faktors
beobachtet werden (PILON ET AL., 1997; PLEMPER ET AL., 1997).

Auch A/B-Toxine wie das Pseudomonas Exotoxin A und Ricin interagieren im Zuge der
Retrotranslokation mit dem Sec61 Translokon (WESCHE ET AL., 1999). Im Hinblick auf den
ER-Export waren in vorherigen Arbeiten die Mutanten sec67-2 sowie sec67-3 untersucht
worden, die sowohl Idsliche als auch Membranproteine stabilisieren, jedoch auch durch
Defekte im ER-Import gekennzeichnet sind, da die beiden isolierten Allele die Stabilitat
des Translokons bereits bei permissiver Temperatur beeintrachtigen (BIEDERER ET AL.,
1996; SOMMER UND JENTSCH, 1993; ZHOU UND SCHEKMAN, 1999). Diese verstarkte
Proteolyse limitiert neben dem starken Translokationsdefekt den Einsatz beider Mutanten
in der Funktionsanalyse von Sec61p, weshalb in dieser Arbeit auf alternative Stamme

zuruckgegriffen wurde.
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,,KNOCK-DOWN* VON SEC61P

Ein ,knock-down* von Sec61p wurde durch Insertion eines Kanamyzin-Resistenzgens in
die 3UTR Region des Translokons erreicht, die zur Destabilisierung der
korrespondierenden mRNA und somit einem reduzierten Proteingehalt fihrt. Die
Sensitivitat dieses Stammes war gegenliber dem Letalkonstrukt K28a nicht beeintrachtigt.
Somit erscheint der ER-Import durch ,knock-down® des Translokons nicht signifikant
eingeschrankt zu sein, so dass noch ausreichende Mengen an K28a in den
sekretorischen Weg gelangen. Auch die unveranderte Sekretionsrate des prozessierten
a/B-Toxins basierend auf dem ER-Import des Vorldufertoxins (pptox) bestatigte einen
uneingeschrankten anterograden Proteintransport Gber die ER-Membran. Da sich keine
Resistenz gegenliber dem Letalkonstrukt einstellte, sollte auch die Retrotranslokation von
K28a unbeeinflusst sein. Uber eine Beeintrachtigung von sec61 DAmP in der
Retrotranslokation von K28a kann somit aufgrund der potentiellen Beteiligung an beiden
Transportschritten keine genaue Aussage getroffen werden. Gegeniber dem K28-Dimer
zeigte der Stamm jedoch eine deutich verminderte Sensitivitat, die sich in einem um 5 mm
verkleinerten Hemmhof aufierte. Anhand der unveranderten Sensitivitdt nach Applikation
des K1-Toxins, wurde sichergestellt, dass Proteine der Plasmamembran den
sekretorischen Weg mit gleicher Effizienz durchlaufen und somit auch der
Membranrezeptor von K1 in ausreichender Konzentration vorhanden ist. Daher kann
angenommen werden, dass Erd2p als Plasmamembran-Rezeptor des Killertoxins K28
ebenfalls auf der Zelloberflache lokalisiert und es nicht aufgrund einer verminderten
Toxinaufnahme zu einem Verlust der Sensitivitat kam. Somit konnte erstmals ein Hinweis
auf eine mogliche Beteiligung von Sec61p an der Retrotranslokation des Heterodimers
erbracht werden, der nicht auf der Untersuchung temperatursensitiver Mutanten beruht,
die meist einen starken ER-Import Defekt aufweisen und sich zudem durch eine
Instabilitdt Translokons auszeichnen (HEILIGENSTEIN ET AL., 2006).
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FUNKTION DER CYSTEINRESTE DES (RETRO)TRANSLOKONS

Anhand der Untersuchungen zur Rolle der Pdi1p im Retrotranslokationsprozess konnte
gezeigt werden, dass die Cysteinreste des Killertoxins eine bedeutende Rolle in der
Vermittlung des toxischen Effekts spielen und vermutlich eine Funktion im
intramolekularen Umlagerungsprozess von K28 erfullen. Eine weitere Funktion der
Cysteine kdnnte neben der bisher vermuteten Aufgabe der Isomerisierung ebenfalls eine
Interaktion mit Sec61p wahrend des ER-Exports sein. Dieser Mechanismus wurde bereits
fur das ERAD-M-Substrat Deg1-Sec62-ProtA beschrieben, dessen zytosolisch
lokalisierter N-Terminus im Zuge der N-Glykosylierung in das ER transferiert wird. Wird
die Konsensussequenz am N-Terminus des Substrates verandert, findet keine
Glykosylierung mehr statt, der Abbau verlauft hingegen mit gleicher Effizienz, was auf
eine eher mechanistiche Rolle dieser Modifikation hinweist (SCOTT UND SCHEKMAN, 2008).
Wahrend der ER-Translokation wird zwischen Substrat und Translokon Uber den
Cysteinrest C373 des Kanals eine Disulfidbriicke geknlpft, was in einer sec61 C373/
Mutante einen beschleunigten Abbau mit doppelter Effizienz zur Folge hat. Die mutierte
Cysteinposition ist in Transmembrandomane 8 lokalisiert, die gemeinsam mit weiteren
Transmembrandomanen an der Bildung des lateralen ,gate“ beteiligt ist. Die beiden
Cysteine C150 sowie C121 hatten keinen Einfluss auf die Umsetzung des
Membransubstrates, allerdings zeigte eine Substitution von C373 eine leichte
Stabilisierung des I6slichen Substrates CPY*. Da in K28 die beiden Untereinheiten a und
B Uber eine einzelne Disulfidbriicke verknipft sind, besitzt auch das A/B-Toxin das
Potential Gber einen seiner Cysteinreste mit Sec61p im Retrotranslokationsprozess zu
wechselwirken.

Der Phanotyp nach Applikation des Heterodimers entsprach in allen Cysteinmutanten
dem Wildtyp. Demnach wurde kein verandertes Transportverhalten fir K28 erkannt und
somit kein Hinweis auf ein potentielles Intermediat von Toxin und Translokon erhalten. Im
artifiziellen System konnten nach Expression des Letalkonstrukts im Stamm sec61 C150V
nur 67 % der Sensitivitat erreicht werden, was neben einer erhéhten Degradation ebenso
in einem verzdgerten ER-Export bzw. einem ineffizienten ER-Import begrindet sein
kénnte. Somit kann an dieser Stelle keine eindeutige Aussage getroffen werden, ob
Sec61p das Toxin im Zusammenhang mit ERAD erkennt und nach Punktmutation von
C150 die a-Untereinheit verstarkt dem Proteasom zufiihrt oder ob K28a aufgrund seines

Unvermoégens ein Intermediat mit dem Kanal zu bilden, schlechter retrotranslozieren kann.
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Ein Defekt im Eintritt in den sekretorischen Weg wurde in friheren Arbeiten
ausgeschlossen. Bildet K28a wahrend seines Transportes eine Disulfidbriicke Uber
Cystein C150 mit Sec61p aus, sollte nach Mutation des einzigen Cysteinrestes der o-
Untereinheit eine verminderte Sensitivitdt zu beobachten sein. Nach einem Cys/Ser
Aminosaureaustausch, kam es im Wildtyp BY4742 allerdings zu einer Hypersensitivitat
gegeniber K28aCys/Ser (nicht dargestellt), wodurch fir K28a die Bildung einer
Disulfidbriicke mit Sec61p wahrend des ER-Exports ausgeschlossen werden kann.
Demnach ware die Reduktion der Sensitivitat nur durch einen bisher unbekannten oder
Substrat-abhangigen Import-Defekt der beschriebenen Mutanten zu erklaren bzw. durch
die indirekte Auswirkung eines Interaktionsverlustes Ubriger Dislokations-Komponenten

mit den beschriebenen sec67 Varianten.

SEC61 MUTANTEN MIT DEFEKTEN IN DER RETROTRANSLOKATION

In einem Screen wurden Mutanten isoliert (sec67-R71-R4), die Defekte in der
Retrotranslokation von ERAD-Substraten zeigen, jedoch gleichzeitig naszierende
Polypeptide mit unveranderter Effizienz in das ER importieren (ZHOU UND SCHEKMAN,
1999). In Untersuchungen zum ER-Export wurden Mikrosomen dieser Stdmme nach in
vitro Translation des Substrates in isoliertem Zytosol sowie einem ATP-regenerierenden
System aufgenommen. Im WT wurden etwa 50 % des Proteins in 40 min transportiert,
wohingegen aus Mikrosomen der Mutanten lediglich 10-20 % in das Zytosol transloziert
wurden. Dabei sind verschiedene Eigenschaften der (Retro)translokation betroffen. Durch
den Austausch hydrophober gegen hydrophile Aminosauren, kénnen sec67-R1 und
sec61-R2 BiP eventuell nicht mehr entlassen, wodurch das Chaperon mit Sec61p
assoziiert bleibt und den Transport von K28(a) zum Exportkanal nicht mehr unterstutzen
kann. Aufgrund des leichten Import-Defekts von sec67-R3 weist die Mutante auch einen
verringerten Sec61-Gehalt auf (ZHOU UND SCHEKMAN, 1999). Daher kann der Effekt
entweder auf einer ineffektiven Retrotranslokation oder einem Mangel ER residenter
Proteine beruhen, die flir den ER-Export des K28-Dimers verantwortlich sind. Die
Substitution der Aminosauren in den Stdmmen sec67-R3 und sec67-R4 kénnte Protein-
Protein-Wechselwirkungen mit anderen Membranproteinen wie ERAD-Komponenten
beeintrachtigen, die sowohl an der Dislokation als auch der Degradation beteiligt sind. Da
Sec61p dartber hinaus auch mit dem Proteasom interagieren kann, um den Abbau eines
ERAD-Substrates einzuleiten, kann es durch diesen Interaktionsverlust auch zu einer

verminderten Degradation kommen.
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Die Effekte der beschriebenen Mutanten erscheinen bezlglich der beiden Testsysteme
disparat. Wahrend die Stamme sec67-R1 und sec671-R2 keine phanotypische
Veranderung gegenuber dem reifen a/B-Toxin zeigten, verhielten sie sich nahezu
resistent gegeniber dem K28a Lethalkonstrukt. In sec67-R3 sowie sec61-R4 kam es zu
einem gegenlaufigen Effekt, bei dem sich in den Mutanten eine Resistenz gegeniber
niedrigen Toxinkonzentrationen einstellte, wahrend eine starke Hypersensitivitat
gegeniber K28a auftrat. Fur sec67-R1 und sec67-R2 kann nicht vollstandig
ausgeschlossen werden, dass es aufgrund eines bisher noch nicht beobachteten
Importdefekts zu einer solchen Reduktion der Sensitivitat kommt. Allerdings ware in
diesem Fall auch einen Einfluss auf den ER-Export des K28-Dimers zu erwarten, da die
Konzentration an ER-luminalen Proteinen ebenfalls stark verandert sein misste. Somit ist
nicht auszuschlielRen, dass die Stamme sec67-R71 und sec67-R2 die Retrotranslokation
des Letalkonstruktes verhindern. Die unterschiedlichen Phanotypen der Mutanten auf die
Wirkung von K28a bzw. dem naturlichen a/B-Toxin lasst vermuten, dass entweder das
Heterodimer andersartige Anspriche an den ER-Exportkanal stellt als die isolierte a-
Untereinheit oder dass sich die Substrateigenschaft des Toxins verandert, wenn es im
artifiziellen System isoliert von der $-Untereinhiet vorliegt.

Fir sec67-R3 und sec67-R4 kann ein indirekter Einfluss einer reduzierten
Chaperonkonzentration eher ausgeschlossen werden, da der ER-Import in diesen
Mutanten vermutlich nicht beeintrachtigt ist. Gestitzt wir diese Annahme durch den
hypersensitiven Phanotyp nach Expression des Letalkonstrukts, der im Falle eines Import-
Defekts hatte ausbleiben missen. Auch hier wird deutlich, dass beide Toxinvarianten als
ER-Exportsubstrate vermutlich unterschiedliche Anspriiche an die Funktionalitat von
Sec61p stellen, da es im Gegensatz zur leicht reduzierten Sensitivitat nach Applikation
des K28-Dimers im artifiziellen System aufgrund der gesteigerten Toxinsensitivitat
entweder zu einem verbesserten Exportverhalten oder zu einer reduzierten Degradation
von K28a kommt. Dies entspricht dem beschriebenen Interaktionsverlust von sec671-R4
mit ERAD-Komponenten, deren Beteiligung am Abbau von K28a in der vorliegenden
Arbeit bereits charakterisiert werden konnte. Die leicht reduzierte Sensitivitat dieser
Stamme gegenuber dem reifen Toxin stimmt somit mit der Schlussfolgerung Uberein,
dass das Ubiquitin-Proteasom-System flir den Abbau des Dimers keine gleichermalen
entscheidende Rolle spielt wie fir K28a und sich eine Stérung der Interaktion des
potentiellen Export-Kanals mit ERAD-Komponenten dementsprechend moderat auf die
Sensitivitdt des Heterodimers auswirkt. Beide Mutanten, sec67-R3 und sec671-R4,

scheinen somit eher die Dislokation von K28 negativ zu beeinflussen.
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Interaktion von K28 und Sec61p

Eine gangige Methode, den funktionellen Zusammenhang zweier Proteine zu untersuchen,
ist der direkte Nachweis ihrer Interaktion. In der vorliegenden Arbeit wurde zur
Untersuchung einer Interaktion von K28 mit Sec61p ein Stamm verwendet, dessen
einzige Sec61p-Kopie am C-Terminus eine 13-fache Wiederholung des c-myc-Epitops
aufweist und dennoch biologisch aktiv ist (CARVALHO ET AL., 2010). Nach
Spharoplastierung und Toxininkubation wurde die Membran- von der I6slichen Fraktion
getrennt, in der sich nach Digitonisierung der Sec61-Komplex befand. Nach Prazipitation
mittels anti-c-myc konnte die Untereinheit Sbh1p im Sec61-Komplex nachgewiesen
werden, so dass angenommen werden kann, dass der vollstandige, trimare Komplex des
Translokons aus der ER-Membran herausgeldst wurde. K28 war in dieser Fraktion jedoch
nicht zu detektieren, was entweder gegen eine Interaktion mit Sec61p wahrend des ER-
Exports spricht oder ihr Nachweis durch experimentelle Limitierung auf dieser Ebene
ausgeschlossen ist.

In vorherigen Untersuchungen war K28 in Zellfraktionierungsexperimenten in der
zytosolischen Fraktion detektiert worden, wobei nicht auszuschlieRen ist, dass es sich
dabei um den Teil des Toxins handelt, der mit der Plasmamembran assoziiert vorliegt und
durch Homogenisierung der Zellen in die I6sliche Fraktion Uberging. Ein weiterer Grund
konnte die transiente Wechselwirkung von Substrat und Exportkanal sein, die vermutlich
in einem kleinen Zeitfenster ohne ,crosslink” oder radioaktive Markierung immunologisch
nicht darzustellen ist. Desweiteren besteht die Mdglichkeit, dass K28 wahrend der
Retrotranslokation fiir Antikdrper nicht zuganglich und somit in der Western-Analyse nicht
nachweisbar ist. Es scheint daher unumganglich, die Membranfraktion aus einer deutlich
héheren Zellzahl anzureichern und/oder etablierte in vitro Methoden mit radioaktiv
markiertem Substrat und einen ,crosslinker” einzusetzen, um die transiente Interaktion
von Substrat und potentiellem Exportkanal zu stabilisieren. Fir die ,crosslink“-Versuche
wurde eine verkirzte Variante des CPY* mit drei HA-,tags“ und einer DHFR-Fusion
verwendet, wodurch der Abbau erheblich verzogert werden konnte. Dieses Substrat
zeigte lediglich im Unterschied zu Hrd1p einen sehr schwachen ,crosslink* mit Sec61p der
zudem unabhangig von der Prasenz anderer ERAD-Komponenten war. Diese Ergebnisse
sprachen somit gegen eine Beteiligung von Sec61p an der Retrotranslokation (CARVALHO
ETAL., 2010).
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Um den Einfluss verschiedener sec67 Mutationen auf den Export fehlgefalteter Proteine
zu untersuchen, werden meist ,Pulse-Chase“-Experimente durchgefihrt und die
Halbwertszeit verschiedener ERAD Substrate bestimmt. So konnte die Interaktion von
ERAD-Substraten mit Sec61p und weiteren Translokon-Kompenenten nach Praparation
und Solubilisierung von Mikrosomen und ,crosslink“-Reaktionen nachgewiesen werden
(TRETTER ET AL., 2013). In Saugerzellen wurde fiur das ,crosslinking“ das Sulfhydryl-
reaktive Bis-Maleimido-Hexan (BMH) eingesetzt (KALIES ET AL., 1998), wohingegen in
Hefe gemeinhin das Amin-reaktive Disuccinimidyl-Suberat (DSS) verwendet wurde. Beide
besitzen mit 10,9 A annéhernd die gleiche ,linker“-Lédnge, wobei DSS ein breiteres
Spektrum an Aminosauren erreicht (TRETTER ET AL., 2013). Auch die A-Kette des Cholera
Toxins (CTA1) war hinsichtlich einer Interaktion mit Sec61p untersucht worden. Dazu
wurde CTA1 nach in vitro Translation in Gegenwart radioaktiv markierter Aminosauren in
Mikrosomen importiert und nach Entfernen der Ribosomen mittels Puromycin die
Membranen zur Stabilisierung des Exportmediats in Export-Puffer ohne ATP inkubiert. Die
Solubilisierung der Mikrosomen lie3 den Sec61-Komplex intakt, der im Anschluss
immunprazipitiert werden konnte. Die Retrotranslokation des Toxins erfolgte nach Zugabe
von isoliertem Zytosol, wobei dieser Schritt durch Applikation eines konkurrierenden
Import-Substrats inhibiert wurde (SCHMITZ ET AL., 2000).

Um komplexe Methoden des in vitro Exports aus Mikrosomen sowie das Arbeiten mit
radioaktivem Material zu umgehen, wurde eine mdgliche Interaktion von K28 und Sec61p
mit Hilfe des ,Split-Ubiquitin-System* (SUS) untersucht, da diese Methode bereits
erfolgreich zum Interaktionsnachweis von Translokationskomponenten eingesetzt wurde
(WITTKE ET AL., 2002; WITTKE ET AL., 1999). Grundlage dieses Modells ist die Fusion eines
Fanger- sowie Beuteproteins mit dem N-Terminus (NubG; AS 1-37) von Ubiquitin bzw.
dessen C-terminaler Domane (Cub; AS 35-76) sowie dem Transkriptionsfaktor PLV
(STAGLJAR ET AL., 1998). Interagieren Fanger- und Beuteprotein, so bilden NubG und Cub
wieder ein intaktes Ubiquitinmolekill aus, so dass der Transkriptionsfaktor PLV
abgespalten wird, in den Kern diffundiert und die Transkription der 3-Galaktosidase (/lacZ)
aktiviert. In der vorliegenden Arbeit wurde der diploide Stamm Sec61p/Sec61p-CPLV
verwendet, dessen Mikrosomen den mutierten a-Faktor mit regularer Effizienz
translozieren und somit einen ungestorten post-translationalen Protein-Import zeigen.
Eine Analyse der Wechselwirkung von Sec61p und K28a konnte anhand dieses
Testsystems nicht durchgefuhrt werden, da die Fusion der a-Untereinheit mit NubG zum
Verlust der biologischen Aktivitat des Toxins fuhrte. Des Weiteren ware mit Hilfe des
»oplit-Ubiquitin-Systems* keine Differenzierung zwischen einer Wechselwirkung wahrend

des ER-Imports oder der Dislokation in das Zytosol moglich gewesen.
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Nachdem sowohl die Membranlokalisation von Sec61-CPLV als auch die Funktionalitat
des Heterodimers K28-NubG bestatigt werden konnte, wurde die Expression des
Reporterproteins  nach  Applikation des  ,getaggten® Toxins im  Stamm
Sec61p/Sec61p-CPLV untersucht. Der Nachweis einer Interaktion dieser Komponenten
war jedoch auch Uber diesen Weg nicht festzustellen und gelang lediglich fir die als
Positiv-Kontrolle eingesetzten Komponenten des Ost-Komplexes (Ost1-NubG und Wbp1-
CPLV). Uber SUS gelang zwar bereits ein Interaktionsnachweis von Sec61p mit Sss1p
und Sbh1p, den Komponenten des trimaren Sec61-Komplexes, jedoch nicht mit den
Translokon-Untereinheiten Sec62p und Sec63p. In ,crosslink“-Experimenten konnte
hingegen fiir Sec63p eine Wechselwirkung mit Sec61p nachgewiesen werden. Demnach
scheint es lediglich moglich, starke Interaktionen mittels SUS darzustellen, die bereits in
,crosslink“-Versuchen bzw. Uber Co-Immunprazipitation ermittelt worden waren. Das
Testsystem zeichnet sich somit durch eine hohe Genauigkeit, jedoch eine niedrige
Sensitivitdt aus (WITTKE ET AL., 1999). Vermutlich ist die fehlende Darstellung der
Wechselwirkung des Oligosaccharyl-Transferase-Komplexes (Ost1p) und Sec61p Uber
lacZ-Aktivierung ebenfalls auf eine labile Bindung zurtickzufiihren, da auch hier lediglich
der Interaktionsnachweis Uber Abspaltung des Transkriptionsfaktors gelang. Somit bietet
SUS vermutlich auch keine ausreichende Sensitivitdt, um eine transiente Verbindung, wie
sie beim Transport zwischen ,cargo® und Kanal entsteht, nachzuweisen. Eine weitere
Méglichkeit, die potentielle Wechselwirkung von Sec61-CPLV mit K28-NubG genauer zu
untersuchen, bestinde demnach im immunologischen Nachweis der Spaltung von CPLV.
Da bereits zahlreiche Hefestamme existieren, in denen Schliisselkomponenten des
ERAD-Pathways mit NubG fusioniert wurden, erdffnete dies die Mdoglichkeit, die in
Toxizitatstests nachgewiesene Beteiligung dieses Prozesses an der Degradation von K28
anhand eines Interaktionsnachweises zu verifizieren. Prinzipiell besteht die Komplikation
eines CPLV-Fusionsproteins ohne Membrananker darin, dass der Transkriptionsfaktor
auch ohne Interaktion mit dem Translokon in den Nukleus diffundieren kann, um dort das
Reportergen zu aktivieren. Da PLV jedoch mit der B-Untereinheit des Killertoxins
verbunden ware, die nach Retrotranslokation aus dem ER proteasomal degradiert wird,
konnte dies moglicherweise vermieden werden. Der modifizierte Ansatz war jedoch
ebenfalls ungeeignet, da die Fusion von K28 mit CPLV zum Verlust der biologischen
Aktivitat des Killertoxins fuhrte.
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Toxinwirkung und ,,unfolded protein response“ (UPR)

Eine korrekte Faltung sekretorischer Proteine im ER ist essentiell fiir das Uberleben der
Zelle. Wahrend dieses Prozesses assistieren Chaperone bei der Faltung naszierender
Polypeptide, die durch post-translationale Modifikationen wie die Ausbildung von
Disulfidbriicken oder N-Glykosylierungen zu ihrer funktionellen Konformation reifen (FEIGE
UND HENDERSHOT, 2011; HULSMEIER ET AL., 2011). Anomalien in diesem Prozess konnen
zur Fehlfaltung von Proteinen fihren, deren Akkumulation von ER-Kontrollmechanismen
erkannt und durch Aktivierung der ,unfolded protein response® (UPR) bekampft wird. Den
einzigen UPR-Sensor in Hefe reprasentiert Ire1p (MORI, 2009). Wahrend der Aktivierung
der UPR wird das Chaperon Kar2p von Ire1p entlassen, wodurch dieses dimerisiert,
autophosphoryliert und mit Hilfe seiner Ribonuklease-Aktivitat ein Intron der HAC7-mRNA
entfernt (COX UND WALTER, 1996; KIMATA ET AL., 2007). Der daraus abgeleitete
Transkriptionsfaktor Hac1p reguliert viele Funktionen der Zelle, deren korrespondierende
Gene, wie Chaperone oder ERAD-Komponenten, zur ER-Qualitdtskontrolle beitragen
(HARDING ET AL., 1999; YOSHIDA ET AL., 2003). Daruber hinaus stimuliert Hac1p die
Expansion der ER-Membran, um die Faltungskapazitdt des ERs zu steigern (SCHUCK ET
AL., 2009). Kann die UPR nicht induziert bzw. wieder inhibiert werden, kann es aufgrund
von anhaltendem ER-Stress zur Induktion von Apoptose und somit zum Zelltod kommen
(TABAS UND RON, 2011).

Auch A/B-Toxine kdnnen aufgrund der Nutzung von ERAD-Komponenten sowie einer
partiellen Degradation im Zuge der Retrotranslokation mit der UPR in Zusammenhang
gebracht werden. Ricin gehort zur Klasse der Ribosomen-inaktivierenden Proteine (RIP),
die einen stark konservierten Adeninrest innerhalb des Sarcin/Ricin-Loops von 80S
Ribosomen spalten (ENDO UND TSURUGI, 1987), so dass das depurinierte Ribosom die
Proteinsynthese nicht mehr fortfihren kann (LORD ET AL., 1994). Diese Hemmung der
Proteinbiogenese reicht allerdings nicht aus, um Zelltod zu induzieren (LI ET AL., 2007). Da
die UPR-Aktivierung am Ende zur Expression von ERAD-Komponenten und damit indirekt
auch zu einer verstarkten Proteolyse des Toxins flhrt, wirkt die zellulare Stressantwort
zum Teil auch einer Intoxikation von Ricin entgegen. Um dies zu minimieren, inhibiert
Ricin auch das SpleiRen der HAC7-mRNA und stoppt somit den Verteidigungsprozess der
Zelle. Fur Shiga Toxin konnte eine kontrare Wirkungsweise beobachtet werden, indem
das Toxin durch UPR-Induktion das anhaltende Stress-Signal der Zelle nutzt, um

Apoptose zu induzieren (TESH, 2012A).
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Um im Rahmen dieser Arbeit die Induktion von UPR in Hefe nach Behandlung mit K28
untersuchen zu kdnnen, wurde unter anderem das Reporterkonstrukt UPRE-mCherry
eingesetzt (MERKSAMER ET AL., 2008). In diesem von LAJOIE ET AL. entwickelten System
wird die Expression von mCherry von einem minimalen Promotor mit vier UPR-Elementen
kontrolliert, so dass die Synthese ausschliellich unter Stress-Bedingungen stattfindet. Die
Applikation von 5 mM Dithiothreitol (DTT), das die Bildung von Disulfidbriicken in neu
synthetisierten Proteinen verhindert, fihrte Uber einen Zeitraum von 10h zu einer
Steigerung der  mittleren  Fluoreszenzintensitdt um etwa 5.500 relative
Fluoreszenzeinheiten (rFE) (LAJOIE ET AL., 2012).

Da in diesen Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass die Toxinwirkung abhangig
von ERAD-Komponenten variiert, wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe dieses
Systems untersucht, ob dieser Effekt in Zusammenhang mit der Induktion der UPR steht.
Um das Expressionsverhalten des Fluoreszenzproteins nach Behandlung mit K28
bestimmen zu kdnnen, wurde der Teststamm mit Toxin bzw. mit MclLvaine Puffer versetzt
und mit der relativen Fluoreszenzénderung nach Behandlung mit Tunikamycin (TM)
verglichen. Die Inkubation mit Tunikamycin fuhrte zur Verdopplung der rFE, die weder
durch Applikation von K28 erreicht, noch bei gleichzeitiger Gabe von TM und K28 wieder
reduziert werden konnte. Somit zeigt das Toxin weder eine induzierende noch eine
reprimierende Wirkung auf die zellulare UPR.

Im Falle des Letalkonstrukts K28a erbrachte das mCherry-Reportersystem keine
reproduzierbaren Ergebnisse, weshalb auf ein alternatives System zurlickgegriffen wurde,
in dem die Expression der B-Galaktosidase (lacZ) von UPR-Elementen der
Promotorregion kontrolliert wird. Auch die Wirkung von Ricin wurde Uber dieses System
charakterisiert und zeigte, dass RTA nach zehnstiindiger Expression die Induktion der
UPR verhindern kann, indem es das SpleiRen der HACT-mRNA und somit das
»signalling“ durch Ire1p blockiert. Als Kontrolle diente eine gleichzeitige Expression von
lacZ unter Kontrolle des PGK-Promotors, um auszuschlieen, dass die fehlende Induktion
der UPR nicht auf eine generelle Inhibierung der Proteinsynthese zurickzufihren war
(PARIKH ET AL., 2008). Eine Expression des Letalkonstrukts K28a flihrte in diesem Stamm
weder unter nicht-induzierenden noch unter induzierenden Bedingungen zur Aktivierung
des lacZ-Reporters. Lediglich die Behandlung mit Tunikamycin konnte in allen Ansatzen
eine Reaktion hervorrufen, die auch nach gleichzeitiger Expression von K28a nicht
inhibiert wurde. Somit zeigte auch das artifizielle System keinen Zusammenhang mit der
UPR.
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Ein direkter Nachweis zeigte, dass die Expression des Letalkonstrukts auch das Spleilten
der HAC71-mRNA weder induzieren, noch nach simultaner Behandlung mit Tunikamycin
inhibieren konnte. K28 sowie K28a unterscheiden sich in den ER-Exportmechanismen
demnach nicht nur in der Nutzung von ERAD-Komponenten von anderen A/B-Toxinen,
sondern zeigen auch im Hinblick auf die Bedeutung der UPR keine Ubereinstimmung mit
klassischen Vertretern dieser Toxin-Klasse. Klar scheint jedoch, dass weder K28 noch
K28a die UPR zur Intoxikation einbeziehen, wenn die Beteiligung klassischer ERQC-
Komponenten eher dem Degradations- als dem Retrotranslokationsprozess zugeordnet

werden kann.

Hrd1p-unabhéangige Proteolyse (HiP) im ER-Export von K28

Die ER-Qualitatskontrolle (ERQC) beeinhaltet die ER-Retention, die ER-assoziierte
Degradation (ERAD) und das Ruckfiihren von Proteinen aus Organellen des weiteren
Sekretionsweges (ELLGAARD ET AL., 1999), die mit Hilfe luminaler Chaperone sowie
Glykosylierungsschritten gewahrleistet wird (BRODSKY UND MCCRACKEN, 1999; JAKOB ET
AL., 1998). Der Hrd1-Komplex des ERAD-L-Pathways kann viele Substrate dem
proteasomalen Abbau zuflihren, wobei sich Deletionsmutanten lediglich durch einen
verzogerten Abbau auszeichnen und keinen vollstdndigen Verlust in der
Protein-Degradation aufweisen (WILHOVSKY ET AL., 2000). Dies legt die Vermutung nahe,
dass ein alternativer Degradationsmechanismus oder zumindest eine alternative
Ubiquitin-Ligase existiert (HILL UND COOPER, 2000; WILHOVSKY ET AL., 2000). CALDWELL ET
AL. (2001) beschrieben diesbezlglich die Hrd1p-unabhangige Proteolyse (HiP), welche
die Notwendigkeit eines ER-Golgi-ER-Transportes zur effizienten Degradation eines
ERAD-L-Substrats beschreibt, weshalb der Abbau von CPY* erst nach Inhibition beider
Degradationswege zum Erliegen kommt. HAYNES ET AL. formulierten die Theorie, dass der
Golgi-Transport eher die Konsequenz eines ineffizienten Rickhalte-Mechanismus des
Hrd1-Pathway im ER charakterisiert oder dass durch Modifikationen in diesem
Kompartiment die Affinitdt des Substrates zur Degradationsmaschinerie gesteigert wird.
Dieser Rickhol-Mechanismus nutzt gréfitenteils den Standard-Vesikel-Transport (HAYNES
ETAL., 2002).
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ERKENNUNG UND ABBAU

Der duale Mechanismus der ER-Qualitatskontrolle ist unzureichend charakterisiert, da
beide Wege in der terminalen Degradation zusammenflieRen und eine Inhibition dieses
Schrittes in einer dauerhaften Akkumulation im ER resultiert (VASHIST ET AL., 2001).
Dennoch wurden verschiedene Komponenten der HiP identifiziert und verschiedenen
Abschnitten zugeordnet. Erv29p ist verstarkt in COPII-Vesikeln lokalisiert, die das ER
verlassen und zykliert wahrscheinlich zwischen ER und Golgi (CALDWELL ET AL., 2001).
Ohne diesen Rezeptor erliegt die HiP des ERAD-Substrats CPY*, wodurch das Polypeptid
stabilisiert wird. Erv29p erkennt ein Motiv aus hydrophoben Aminosauren (ILV), das mit
ILYVL in modifizierter Form auch in K28a vorkommt (OTTE UND BARLOWE, 2004). Eine
Aerv29 Deletionsmutante zeigte nach Expression von K28a einen hypersensitiven
Phanotyp, so dass es vermutlich analog zu CPY* zu einem verzdgerten Golgi-Transport
kommt, wodurch mehr Toxin direkt in das Zytosol gelangen und sein ,target” erreichen
kann (ABBILDUNG 50).
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Abbildung 50: Schematische Darstellung der beteiligten Komponenten der Hrd1-unabhangigen Proteolyse
(HiP) im Degradationsprozess von K28a. Zunachst erfolgt die Erkennung des Toxins im ER, die
Verpackung in COPII-Vesikel sowie der Transport zum Golgi. Nach einer potentiellen Modifikation durch
Pmt5p gelangt das Toxin uber COPI-Vesikel zurlick zum ER und im Zuge der Retrotranslokation weiter ins
Zytosol. Dem anschlieRenden proteasomalen Abbau geht vermutlich die Ubiquitinierung mittels Ubc5p und
Rsp5p voraus.
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Im Anschluss an die Erkennung durch Erv29p, werden die Substrate abhangig von ihrer
Affinitdt zu Hulllproteinen bzw. assoziierten Rezeptoren in Vesikel verpackt. Dazu ist es
notig, dass Hdullproteine Uber einen bestimmten Zeitraum einen nur teilweise
assemblierten Zustand aufrechterhalten. Der negative Effekt von BST Genen auf die
weitere Formierung der Transportvesikel dient somit der Sortierung des ,cargos®. Ohne
diesen Checkpoint kénnen Vesikel ausgebildet werden, bevor die Substrat-Selektion
abgeschlossen ist. (ELROD-ERICKSON UND KAISER, 1996; SCHIMMOLLER ET AL., 1995).
Infolge dessen kommt es nach Mutation einzelner BST Gene zur Sekretion ER-residenter
Proteine wie Kar2p und Pdi1p. Fast die Halfte des Pdi1p Gehaltes sowie 38 % der Kar2p-
Moleklle werden in einer bst1bst3 Doppelmutante innerhalb von 3 h sezerniert. Dabei
handelt es sich um den starksten nichtletalen ER-Retentionsdefekt, der bisher
beschrieben wurde (ELROD-ERICKSON UND KAISER, 1996). Somit sinkt die Konzentration
ER-luminaler Chaperone, die sowohl am ER-Import als auch am Export beteiligt sind.
Gleichzeitig wird die Transportrate sekretorischer Proteine verringert. Dies bedeutet, dass
nach dem Verlust einzelner BST Genprodukte im ER nur noch schlecht zwischen
sekretorischen und zuriickzuhaltenden Proteinen unterschieden werden kann. Bst1p ist
daruber hinaus an der Reifung von GPI-verankerten Proteinen beteiligt, wodurch eventuell
die Aufnahme von K28 im Stamm Abst? durch Veranderungen der Zellwand reduziert und
eine Resistenz im MBA-Test ausgebildet wird. Daher miisste der Einfluss dieses Allels an
spharoplastierten Zellen wiederholt werden, um ausschliellich Effekte ,downstream” der
Toxininternalisierung zu identifizieren. Nach Expression des Letalkonstrukts zeigte eine
Abst1 Deletionsmutante einen Rickgang der Sensitivitat um lediglich 19 %. Somit konnte
die zuvor beobachtete Resistenz dieses Stammes nicht bestatigt werden (KELKEL, 2009).
Es kann daher angenommen werden, dass die Chaperon-Konzentration ausreicht, um
K28a in das ER zu importieren und anschliefdend in das Zytosol zu retrotranslozieren. Das
Toxin selbst wird vermutlich nicht sezerniert, da sich in diesem Fall ein starkerer
Rickgang der Sensitivitat hatte abzeichnen missen. Bst1p scheint somit keinen
entscheidenden Einfluss auf die Sortierung von K28a flir den Abbau zu haben.

Der eigentliche Degradationsprozess erfolgt im HiP-Weg abhangig von einer Ubiquitin-
Ligase sowie entsprechenden konjugierenden Enzymen. Rsp5p zahlt in S. cerevisiae zu
dem einzigen Vertreter der E3-Nedd-Ubiquitinligasen, die eine HECT-Doméane besitzen.
Neben seiner Funktion im Export der mRNA bzw. der Prozessierung von
Transkriptionsfaktoren, ist Rsp5p an der Endozytose von Transportproteinen der
Plasmamembran beteiligt (HOPPE ET AL., 2000; RODRIGUEZ ET AL., 2003). Diese werden
Rsp5p-abhangig ubiquitiniert, anschlielend internalisiert und in der Vakuole abgebaut
(DUPRE ET AL., 2004).
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Manche Rsp5p-Substrate tragen ein PY-Motiv [L/P]PxY], andere werden Uber Adaptoren
mit diesem Motiv erkannt (STAWIECKA-MIROTA ET AL., 2007) und mit kurzen
Lys63-verknipften Ubiquitinketten modifiziert, was die Voraussetzung fir eine effiziente
Endozytose darstellt (GALAN UND HAGUENAUER-TSAPIS, 1997). Rsp5p kann ebenso die
Bildung von Lys48-Verknipfungen katalysieren, was zu einem proteasomalen Abbau des
Substrates flhrt (BELGAREH-TOUZE ET AL., 2008). Weder K28a noch das K28-Dimer
enthalten eines der Erkennungsmotive. Dennoch kam es in rsp5 und ubcb-,knock-
down“ Mutanten zu einer Hypersensitivitat nach Expression des Letalkonstrukts bzw. zu
einer moderaten Reduktion der Sensitivitdt gegen das heterodimere a/B-Toxin
(ABBILDUNG 50). Dies konnte flr eine verminderte Degradation von K28a im Zuge des
alternativen ERAD-Pathways und einer verringerten endozytotischen Aufnahme des
reifen Toxins sprechen, womit die Bedeutung der Ubiquitinligase sowie des

konjugierenden Enzyms flr die Retrotranslokation des K28-Dimers offen bleibt.

COPII-VESIKELTRANSPORT

Nach Selektion des ,cargos” erfolgt die Verpackung in COPII-Vesikel fir den weiteren
Transport zum Golgi. Dazu werden Proteine der Erv-Famiilie (Erv14p, Erv25p, Erv41p,
Erv46p) sowie der p24-Familie (Emp24p, Erv25p, Erv1-6p) bendtigt, deren Rolle noch
weitestgehend unverstanden ist. Sie sind negative Regulatoren des Eintritts in COPII-
Vesikel und dienen als Adapter, um Proteine mit der COPII-Huille zu verbinden (SPRINGER
ET AL., 2000). Ohne diese Gerustproteine haben ERAD-Substrate oder A/B-Toxine wie
RTA ungehinderten Zugang zu COPII-Vesikeln, was dazu fihrt, dass sie falschlicherweise
verpackt und transportiert werden (HAYNES ET AL., 2002). Obwohl Erv14p und Erv29p
CPY* stabilisieren, ist es unwahrscheinlich, dass sie am gleichen Schritt im Transport
zwischen ER und Golgi beteiligt sind (POWERS UND BARLOWE, 1998). Erv14p kdnnte eine
Rolle bei der Verpackung léslicher Substrate im Golgi spielen, um diese wieder retrograd
zum ER zu transportieren (TRAVERS ET AL., 2000). Dies wiirde erklaren, warum der Abbau
von CPY* in einer Deletionsmutante verlangsamt ist, der anterograde Transport jedoch
normal ablauft (POWERS UND BARLOWE, 1998). Auch eine Deletion von Emp24p fiihrt zu
einer signifikanten Verzégerung des ER-Exportes, genau wie in Aerv29 (SCHIMMOLLER ET
AL., 1995).
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Da sowohl der Verlust von ERV14, ERV26 bzw. ERP1 zu einer Hypersensitivitat
gegenlber K28a fihrte, kann gefolgert werden, dass ein funktionaler Golgi-Transport
sowohl fir Membranproteine (ERV26) als auch fiir 16sliche Proteine (ERP1T) als Teil der
HiP zur Toxindegradation bendtigt wird. Ein weiter Hinweis hierauf war die gesteigerte
Sensitivitdt nach Verlust von RTN2, dessen Genprodukt an der lokalen Krimmung der
ER-Membran zur Ausbildung von COPII-Vesikeln beteiligt ist (OKAMOTO ET AL., 2012)
(ABBILDUNG 50). Die beschriebenen Stamme zeigten keinen Effekt im MBA-Test gegen
das K28-Dimer, was sekundare Effekte des anterograden Sekretionsweges auf den
Phanotyp nach Expession des Letalkonstrukts weitestgehend ausschliel3t.

Die COPII-Hulle selbst setzt sich aus den Untereinheiten Sar1p, Sec23p, Sec14p, Sec13p
sowie Sec31p zusammen. Die Assemblierung wird durch Sar1p initiiert, das durch
Sec12p aktiviert wird. Sar1p assoziiert mit der ER-Membran und rekrutiert Sec23/Sec24
und anschlielend Sec13/Sec31p. Sec23 aktiviert die GTPase-Aktivitat von Sar1p und
wird selbst wiederum durch Sec13p/31p stimuliert (Bl ET AL., 2007). Sec16p reguliert die
GTP-Hydrolyse negativ, um den zusammengelagerten ,coat® wahrend der Substrat-
Selektion zu stabilisieren und wird nicht fur die Knospung selbst bendtigt (KUNG ET AL.,
2012) (ABBILDUNG 50). Erst durch die GTP-Hydrolyse entsteht ein ,uncoated vesicle®, auf
dessen Oberflache die SNARE-Proteine zur Fusion mit der Zielmembran exponiert
werden (SUPEK ET AL., 2002). Eine deutliche Hypersensitivitdt gegentiber K28a war nur in
einer sec16 ,knock-down“ Mutante zu erkennen. Ein verminderter Sec16p-Gehalt flihrt
vermutlich zu einer unkontrollierten GAP-Aktivitat von Sec31p, wodurch Vesikel bereits
vor Beladung mit dem entsprechenden ,cargo” knospen. Es ist mdglich, dass die Stamme
sar1 DAmP und sec37 DAmp nach Destabilisierung ihrer mRNA weiterhin eine
ausreichende Proteinmenge bereitstellen, um den COPII-Transport zu gewahrleisten.
Auch gegeniber dem K28-Heterodimer war kein veranderter Hemmhof im MBA-Test im
Vergleich zum WT zu erkennen.

Am Zielkompartiment wird die Initiation der Interaktion zwischen ankommenden Vesikeln
und Zielmembran benodtigt; ein essentieller Prozess, der als ,tethering“ bezeichnet wird
(WHYTE UND MUNRO, 2002). Beim ER-Golgi-Transport werden COPII-Vesikel Uber den
TRAPPI-Komplex an die Zielmembran gebunden (SACHER ET AL., 2001), der sich aus den
sechs Untereinheiten Trs20p, Trs23p, Trs31p, Bet5p, Bet3p und eventuell Trs33p
zusammensetzt. Daruber hinaus werden auch Proteine des Golgi wie Grh1p und Coy1p
fur diesen Schritt bendtigt. Bet3p bindet Sec23p, wodurch TRAPPI an COPII-Vesikeln
assembliert (CAI ET AL., 2007).
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Nahern sich COPII-Vesikel der Zielmembran, aktiviert TRAPPI Yptip durch seine
Nukleotidaustausch-Aktivitdt. GTP-gebundenes Ypt1p bindet an den Mediator Uso1p, der
Vesikel zur Initiation der Fusion nahe an die Zielmembran dirigiert und TRAPPI vom
COPII-Vesikel entlasst (YU UND LIANG, 2012). Die Dissoziation des ,coats“ wird durch
GTP-Hydrolyse initiiert. Dadurch wird die Interaktion von Sar1p zu anderen ,coat"-
Proteinen und der Membran destabilisiert (ANTONNY ET AL., 2001). Der Verbrauch von
aktiviertem Sar1p reguliert die Lokalisation und Lebensdauer der COPII-Hdlle. Erst durch
GTP-Hydrolyse entsteht ein ,uncoated®-Vesikel, auf dessen Oberflache die SNARE-
Proteine Sed5p, Bos1p und Sec22p exponiert und mit Hilfe von Sec17p und Sec18p
recyclet werden (SUPEK ET AL., 2002).

Die ,knock-down® Mutanten bet3 DAmMP, trs31 DAmP, bos1 DAmP, sly DAmP,
sec17 DAmMP und sec78 DAmMP sowie die Deletionsmutanten Agrh1, Acoy? und Asec22
verhielten sich nach Expression des K28a-Letalkonstrukts hypersensitiv, woraus gefolgert
werden kann, dass auch die effiziente Fusion von COPII-Vesikeln mit der Golgi-Membran
eine Voraussetzung fur die Degradation von K28a darstellt (ABBILDUNG 50). Die
unterschiedliche Auspragung dieses Effekts ist vermutlich auf einen unterschiedlichen
Proteingehalt nach ,knock-down“ beziehungsweise auf potentielle Redundanz
verschiedener Komponenten zurtickzuftihren.

Ein intakter friher sekretorischer Weg ist somit Voraussetzung flir einen effizienten
ERAD-Pathway, der auf stabilen ER-Strukturen beruht (TAXIS ET AL., 2002). Der Abbau
I6slicher ERAD-Substrate wie CPY* und KHN, der auf den Transport zwischen ER und
Golgi angewiesen ist, kommt daher in sec18, sec12 erv14 und erv29 Mutanten zum
Erliegen (CALDWELL ET AL., 2001; VASHIST ET AL., 2001). Dagegen scheint die Degradation
von ERAD-M-Substraten wie Stebp oder CFTR davon nicht betroffen zu sein, da diese
Proteine vor ihrer Proteolyse nicht in post-ER-Kompartimente des sekretorischen Weges
transportiert, sondern in spezialisierten ER-Subdomanen zurlickgehalten werden (KISER
ET AL., 2001; LOAYZA ET AL., 1998; VASHIST ET AL., 2001). Es ist unbekannt, welcher
molekulare Mechanismus dieser Sequestrierung zugrunde liegt und ob dieser fir die
Retrotranslokation sowie den proteasomalen Abbau bendétigt wird (KAMHI-NESHER ET AL.,
2001). Da die Sensitivitdt gegeniber K28a in Abhangigkeit von Deletionen verschiedener
Abschnitte des COPII-Transports verandert war, zeigte das Letalkonstrukt eher die
Charakteristik eines ldslichen ERAD-Substrates als die eines Membranproteins. Die
Verbindung zwischen sekretorischer Kompetenz des ER und der Degradation von CPY*
wurde anhand von Mutanten des ER-Golgi-,trafficking“ postuliert (TAXIS ET AL., 2002),
wobei Komponenten des sekretorischen Wegs wie Sec18p, Erv14p sowie Erv29p die
Struktur des ER beeinflussen (PRINZ ET AL., 2000).
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Dadurch kann es aufgrund einer Fehllokalisation von Kar2p, das fir den Abbau von CPY*
essentiell ist, zum verzdgerten Abbau des ERAD-Substrates kommen (NISHIKAWA ET AL.,
1994; PLEMPER ET AL., 1997).

In den beschriebenen Stdmmen kam es nach Expression von K28a zu einer
Hypersensitivitat, die vermutlich auf eine reduzierte Degradation zuriickzufihren ist
(ABBILDUNG 50). Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, dass K28a vermutlich in
Abhangigkeit von Kar2p seinen Zielort erreicht, ist ein sekundarer Effekt auf die
Chaperonkonzentration der beschriebenen COPII-Mutanten eher auszuschliefen, da in
diesem Fall nach Expression des Letalkonstrukts analog zu den untersuchten Stammen
kar2-1 sowie kar2-133 eine Resistenz gegenuber K28a zu erwarten ware; dies wurde

jedoch nicht beobachtet.

MODIFIKATION IM GOLGI

Ein Grund fUr den Transport fehlgefalteter Proteine Uber den Golgi ist neben einer
Sequestrierung die Modifikation des Substrates zur besseren Interaktion mit der ERAD-
Maschinerie. In diesem Zusammenhang wurde die O-Mannosylierung beschrieben, die
verglichen mit der N-Glykosylierung, variabel in ihren Zuckerkomponenten sowie der Art
der Verknupfung ist. In Pilzen werden sekretorische Proteine vorwiegend durch
O-Mannosyltransferasen (PMT) im ER mannosyliert und durch Glykosyltransferasen im
Golgi weiter modifiziert. Diese Art der Reifung kann ein Protein in Funktion, Stabilitat oder
Loslichkeit verandern (GOTO, 2007) und besteht in S. cerevisiae aus bis zu funf linearen
Mannoseresten. Initiert wird diese Modulation im ER durch den Transfer eines
Mannoserestes vom Donor Dolicholphosphatmannose auf einen Serin- oder Threoninrest
des sekretorischen Proteins (STRAHL-BOLSINGER ET AL., 1999; TANNER UND LEHLE, 1987);
auch flr A/B-Toxine scheint diese Reaktion relevant zu sein. Der grofite Teil der A-Kette
des Shiga-like Toxins SLTxA1 liegt im ER O-mannosyliert vor, worauf vermutlich die lange
Verweildauer im ER zurlickzufihren ist. Im Vergleich zu RTA, das mit einer Halbwertszeit
von 20 min das ER verlasst, bendtigt SLTxA1 flr diesen Schritt etwa 60 min (LI ET AL.,
2010). Pmt1p und Pmt2p kdnnen neben ihrer Funktion in der O-Mannosylierung auch
einen Komplex mit ER-luminalen Chaperonen, der Ubiquitinligase Hrd1p, der
Proteindisulfidisomerase Pdi1p sowie dem p24-Komplex bilden und sind somit direkt oder
indirekt an der Proteinfaltung beteiligt. Eine Rolle von Pmt2p konnte in der vorliegenden
Arbeit nicht untersucht werden. Da eine Deletion von PMT1 allerdings zu keiner
veranderten Sensitivitat gegentber K28 bzw. K28a fuhrt, scheint eine Chaperon-ahnliche

Funktion des Pmt1-Pmt2-Komplexes eher unwahrscheinlich.
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Auch die Wirkung des Shiga Toxins konnte in Apmt1 nicht gesteigert werden, obwohl die
nicht-O-mannosylierte Form vermutlich fir den toxischen Effekt verantwortlich ist. Diese
Modifikation scheint die Loslichkeit von SLTxA1 im ER aufrecht zu erhalten, wie es auch
fur das ERAD-Substrat ppa-Faktor beschrieben wurde (LI ET AL., 2012; NAKATSUKASA ET
AL., 2004). Die Pmt2p-abhangige O-Mannosylierung steht ebenfalls in Zusammenhang mit
ERAD, wobei die mutierte Form des a-Faktors in Folge dieser Modifikation leicht
stabilisiert und somit vor der ER-assoziierten Degradation geschiitzt wird (HARTY ET AL.,
2001). Ein Verlust dieser Modifikation kdnnte somit wie bei SLTxA1 oder a-Faktor zu einer
hoheren Stabilitdt beitragen, die sich in einer gesteigerten Sensitivitdt der
Deletionsmutante &auert. Im Falle des ERAD-Substrates Gas1*p bildet die O-
Mannosylierung allerdings die Voraussetzung flir einen effizienten proteasomalen Abbau,
was dazu fuhrt, dass das Substrat ohne diese Modifikation vorwiegend in der Vakuole
abgebaut wird (HIRAYAMA ET AL., 2008). Einen grofieren Einfluss hatte hingegen die
Deletion von PMT5, die sich in einer starken Hypersensitivitdt gegeniber K28a dullerte.
Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass K28a mit Hilfe von Pmt5p mannosyliert
wird, um spéater effektiver von ERAD-Komponenten erkannt zu werden (ABBILDUNG 50).
Eine Bedeutung flr das K28-Dimer misste an Spharoplasten untersucht werden, da
durch einen Eingriff in die O-Mannosylierung auch die Struktur der Hefezellwand
verandert wird. Dadurch kommt es vermutlich auf Ebene der Zelloberflache zu einem
Verlust der Interaktion mit dem Primarrezeptor des Toxins, was die Resistenz der Apmt5

Mutante nach Applikation des Heterodimers erklart.

COPI-VESIKELTRANSPORT

Das kontinuierliche Rickflhren von Proteinen aus post-ER Kompartimenten zum ER wird
unter anderem Uber den COPI-Vesikeltransport (TOWNSLEY UND PELHAM, 1994) sowie ein
Di-Lysin (KKXX)- bzw. HDEL-Signal des Substrates sichergestellt (COSSON ET AL., 1996;
LETOURNEUR ET AL., 1994). Diese Signale interagieren mit dem ,coatomer®, das sich aus
den sieben Untereinheiten Cop1p, Sec26p, Sec27p, Sec21p, Ret2p sowie Sec28p

zusammensetzt und eine Hille um Vesikel bildet, die vom Golgi knospen.
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Um ausgehend vom Golgi wieder zuriick zum ER transportiert zu werden, bendtigt K28a
daher entweder ein solches Di-Lysinsignal oder ein Retentions-Signal (HDEL) bzw. ein
Adapterprotein mit einem entsprechenden Motiv. Gleiches gilt auch fir das K28-
Heterodimer, das nach Endozytose retrograd Uber den Golgi zum ER transportiert wird
und ebenfalls auf einen Transportmechanismus zum ER angewiesen ist. Das Cholera
Toxin tragt beispielsweise ein KDEL-Motiv und wird daher tber COPI-Vesikel retrograd
transportiert (LENCER ET AL., 1995). Da K28 ebenfalls ein HDEL-Signal an seiner [3-
Untereinheit tragt, konnte auch hier der ER-Transport durch COPI-beschichtete Vesikel
erfolgen. K28a tragt weder ein Di-Lysin- noch ein HDEL-Motiv und besitzt somit keine der
bendtigten Eigenschaften, um mit dem ,coatomer”, den Komponenten der COPI-Hiille, zu
interagieren.

Im MBA-Test zeichnete sich allerdings keine verminderte Sensitivitat in Deletions- bzw.
.knock-down“ Mutanten ab, die auf eine Beteiligung von COPI-Komponenten am
retrograden Transport von K28 schlielen lieBen. In einer sec21 DAmP-Mutante konnte
sogar eine Hypersensitivitdt gegentber dem K28-Dimer nachgewiesen werden. Dieser
Effekt ist vermutlich auf einen indirekten Einfluss auf den anterograden Sekretionsweg
zurlckzufuhren. Auch Komponenten, die fur die Assemblierung des ,coats” verantwortlich
sind, lieferten keine Hinweise auf eine Unterstitzung des COPI-Vesikel-Transports von
K28. Dagegen wurde auch hier nach Deletion der GTPase ARF2 sowie deren Aktivator
GCS1, das mdglicherweise auch an der ,cargo“-Selektion beteiligt ist, eine
Hypersensitivitadt nach Expression des Letalkonstrukts beobachtet (ABBILDUNG 50).

CORPI spielt aufgrund seiner Funktion im Ricktransport von Proteinen mit Di-Lysin- bzw.
HDEL-Motiv, zu denen auch Komponenten des anterograden Transports zahlen, eine
wichtige Rolle in der Erhaltung des ER in Funktion und Struktur. Daher tGben COPI-
Mutanten oft einen indirekten Effekt auf den friihen sekretorischen Weg aus und haben
somit Auswirkungen auf die Vitalitdt und Toleranz der Zelle gegentiber Toxinen (COSSON
ET AL., 1996). Dieser Zusammenhang muss auch in Bezug auf das Letalkonstrukt K28a
bertcksichtigt werden, da sich hier in den DAmMP-Stammen sec27, sec21 und ret2 jeweils
eine Hypersensitivitat zeigte (ABBILDUNG 50). Neben Sec22p bendtigt der HDEL-Rezeptor
Erd2p, das Golgi-Syntaxin-Homolog Sed5p sowie luminale Chaperone flir diesen
Transport (LEWIS UND PELHAM, 1996). Daher ware die Hypersensitivitdt nach Expression
des Letalkonstrukts aufgrund der Bedeutung ER-residenter Proteine fur Degradation bzw.
Retrotranslokation, eventuell indirekt auf einen reduzierten Abbau des Letalkonstrukts
zuruckzufuhren. Wahrend manche Substrate in sec21 Mutanten normal sezernieren,

werden andere wie CPY™* oder die mutierte Form des a-Faktors im ER zurickgehalten.
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Diese bendtigen vermutlich Rezeptoren, die abhangig vom COPI-Transport im ER
lokalisieren. Nach Expression des Letalkonstrukts K28a stellte sich auch in der sec21
DAmP-Mutante eine Hypersensitivitat ein. Da gezeigt wurde, dass K28a Rezeptoren wie
Erp1p, Erv26p sowie Erv14p fir einen effizienten COPII-Transport bendtigt, hat eine
sec21 Mutation vermutlich einen sekundaren Effekt auf den ER-Golgi-Transport. Mdglich
ist auch hier eine allgemein reduzierte Wiederstandsfahigkeit der Zelle in Folge eines
veranderten Sekretionsweges. Die Ubrigen Komponenten der COPI-Hille zeigten nach
Deletion bzw. nach ,knock-down“ eine moderat erhdhte Sensitivitat nach Expression von
K28a. Da der Hemmhof in diesen Stammen nach Applikation des Dimers nicht verandert
war, kann ein sekundarer Effekt auf den anterograden Sekretionsweg vernachlassigt
werden, der zu einer unspezifischen Hypersensitivitdt gegentiber dem Killertoxin fiihren
wurde.

Die Fusion von COPI- oder COPIl-Vesikeln ist abhangig von spezifischen
Anlagerungsreaktionen, die sicherstellen, dass ausschlieBlich passende Membranen
verschmelzen. Die Anlagerung selbst besteht aus zwei Schritten, dem Anbinden
(,tethering®) und Andocken (,docking“), wobei spezifische Proteine den jeweiligen
Vorgang unterstitzen (Guo ET AL, 2000). Andock-Faktoren sind periphere
membranassoziierte Proteinkomplexe aus bis zu zehn unterschiedlichen Untereinheiten
mit geringer Sequenzahnlichkeit. Beim ,docking” sind spezifische Membranproteine
beteiligt, sogenannte SNARE’s (,soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein
attachment protein receptor”). Um die Membranfusion zu induzieren, miissen die SNARE-
Proteine der entsprechenden Membranen miteinander interagieren. Die Bildung eines
Blndels aus vier Helices stellt ausreichend Energie flr die Verschmelzung des Lipid-
Bilayers zur Verfliigung (WEBER ET AL., 1998). Dsl1p interagiert mit dem ,coatomer” und ist
an einem Schritt zwischen ,uncoating® und ,docking® beteiligt (ANDAG ET AL., 2001).
Allerdings kam es auch hier nach einem ,knock-down*“ der Schlisselkomponenten zu
Sekundareffekten des beeintrachtigten Sekretionsweges, da in einer ds/7-22 Mutante
beispielsweise die COPII-SNAREs Sec22p und Bos1p fehllokalisieren. Auch das
,Recycling” der ER-luminalen Chaperone Kar2p und Pdi1p, deren Transport vom HDEL-
Rezeptor Erd2p abhangt, war betroffen (ANDAG ET AL., 2001; SEMENZA ET AL., 1990),
wodurch in einer ds/71-22 Mutante, genau wie nach SEC22-Deletion, Kar2p sezerniert wird
(SEMENZA ET AL., 1990). Ein unzureichender Kar2p- bzw. Pdi1p-Gehalt kann den ER-
Export bzw. den Abbau von ,cargo“-Molekilen beeintrachtigen (HOLST ET AL., 1997;
SIMONS ET AL., 1995).
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Eine ds/1 DAmP Mutante war nach Applikation des K28-Dimers leicht hypersensitiv
verglichen mit dem WT, zeigte aber erst nach Expression von K28a eine enorme
Steigerung der Sensitivitdt, was den bisherigen Ergebnissen entgegensteht, in denen
keine Veranderung nach Mutation dieser Komponente beobachtet wurde (KELKEL, 2009).
Gleiches zeigte sich nach dem ,knock-down® von Use1p, nach dem die Sensitivitat
gegeniber K28a auf das Doppelte anstieg (ABBILDUNG 50). Der indirekte Einfluss einer
potentiell verringerten Chaperonkonzentration im ER durch Veranderung des COPI-
Transports hat somit eher Konsequenzen fiir die Proteolyse des Toxins und minimiert
nicht die Retrotranslokation in das Zytosol. Dementsprechend nehmen Komponenten des
COPI-Transportes, im Gegensatz zu den bisher erhaltenen Daten, Einfluss auf die
Wirkung von K28a und tragen vermutlich zu dessen Degradation bei. Somit scheint der
Transport von K28a zum Golgi und wieder zurick zum ER Teil des

Degradationsprozesses zu sein.

TRANSPORT ZUR VAKUOLE

Bisher wurde dokumentiert, dass zumindest einige der K28a-Molekille aquivalent zu
zahlreichen ERAD-Substraten nach dem ER-Import in COPII-Vesikel verpackt und zum
Golgi transportiert wird. Von dort gelangt ein Teil des Toxins wieder Uber COPI-Vesikel
zurtick zum ER, wird proteasomal abgebaut oder alternativ zu seinem Wirkungsort in den
Zellkern transportiert. Eine Alternative zur Ruckflihrung zum ER, ist das ,targeting“ zur
Vakuole. Neu synthetisierte Komponenten dieses Kompartiments werden meist Uber das
ER zum Golgi transportiert und gelangen im Anschluss (ber den Clathrin-abhangigen
Weg weiter Uber pra-vakuolare Kompartimente zur Vakuole (ANAND ET AL., 2009). Neben
Komponenten der V-ATPase ist die Carboxypeptidase Y (CPY) eines der bekanntesten
Substrate dieses Pathways. CPY wird als inaktiver Vorlaufer synthetisiert und nach
Abspaltung der Signalsequenz im ER N-glykosyliert (p1) und im Golgi weiter modifiziert
(p2). In einem rezeptorvermittelten Schritt wird das Enzym schlieRlich vom sekretorischen
Weg getrennt und zur Vakuole transportiert, wo es zu seiner aktiven Form reift (mCPY).
Das Motiv, welches flr diese Selektion verantwortlich ist, codiert die Aminosduresequenz
QRPL (STEVENS ET AL., 1986). p2 CPY bindet im spaten Golgi den Rezeptor Vps10p
(Pep1p), wird Uber Vesikel zum Endosom oder dem pra-vakuoldren Kompartiment (PVC)
transportiert, dissoziiert von seinem Rezeptor und gelangt zur Vakuole, wahrend Vps10p

~recyclet® wird.
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Vps10p scheint auch fir das ,targeting” fehlgefalteter Proteine zur Vakuole verantwortlich
zu sein, da der Rezeptor vermutlich ein breites Spektrum an Signalpeptiden erkennt,
deren Sequenz bisher unbekannt ist (HONG ET AL., 1996; MARCUSSON ET AL., 1994). K28
nutzt Vps10p vermutlich nicht zur Selektion, da die Sensitivitdt einer Avps70 Mutante
weder gegeniuber K28a noch gegenlber dem K28-Dimer verandert war. S. cerevisiae
besitzt dariber hinaus Vps10-Homologe, die von anderen vakuolaren Proteinen wie PrA
aber auch CPY beansprucht werden, um ihr Zielkompartiment zu erreichen. Sie scheinen
unterschiedliche Rollen bei der Sortierung zur Vakuole zu spielen und kénnten auch am
Transport von K28 beteiligt sein (WESTPHAL ET AL., 1996). Demzufolge wurden
entsprechende Mutanten untersucht, um eventuell einen Rezeptor flir den Transport von
K28 zur Vakuole zu identifizieren.

An der Vesikel-Knospung ist unter anderem Vps1p, das Homolog zu Dynamin in
Saugerzellen, beteiligt, das normalerweise fir die Endozytose und fir das Abschniren
der Vesikel von der Plasmamembran bendtigt wird. Zellen ohne Vps1p zeigen allerdings
keinen Defekt in der Endozytose, sezernieren jedoch p2-CPY und vakuolare Proteine zur
Plasmamembran (NOTHWEHR ET AL., 1995; WARNOCK UND SCHMID, 1996). Vps34p und
Vps15p bilden dabei einen regulatorischen Komplex und beeinflussen vermutlich den
Transfer des K28-Dimers zur Vakuole. Beschrieben wurde bisher lediglich ein Transport
von K28 nach Endozytose Uber Endosomen zur Vakuole. Die vorliegenden
Untersuchungen des VPS (,vacuolar protein sorting“)-Weges legen jedoch nahe, dass ein
Teil des Toxins, das bereits auf dem retrograden Sekretionsweg den Golgi erreicht hat,
ebenfalls zur Vakuole gelangt. Deletionen entsprechender VPS Gene sowie Defekte in
Komponenten des SNARE-Komplexes zur effizienten Fusion mit PVC, fihrten zu einem
hypersensitiven Phanotyp. Die Komponenten Vps6p, Vps21p, Vps45p sowie Vps19p
zeigten nach Deletion der betreffenden Gene einen vergrofierten Hemmhof im MBA-Test
sowie eine gesteigerte Sensitivitat nach intrazellularer Expression von K28a.

Neben dem beschriebenen VPS-Pathway existiert noch ein alternativer, selektiver
Clathrin-unabhangiger Weg vom TGN zur Vakuole ohne Passage der Endosomen, der
den AP-3-Adapterkomplex, bestehend aus den Untereinheiten Apl5p und Apl6p, nutzt
(STEPP ET AL., 1997). ,Cargos” dieses Pathways enthalten ein Di-Leucin-ahnliches- oder
Tyrosinmotiv YXX¢, wobei ¢ einen groBen hydrophoben Aminosaurerest reprasentiert
(SUN ET AL., 2004; VOWELS UND PAYNE, 1998). An dieser selektiven Vesikelbildung ist
auch Vps41p beteiligt, eine Untereinheit von HOPS (,homotypic vacuole fusion and
vacuole protein sorting“-Komplex) (NAKAMURA ET AL., 1997).
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Diese Einheit verbindet Vesikel mit der Vakuole und ist somit auch fir den Clathrin-
abhangigen Weg notwendig, erfillt allerdings im phosphorylierten Zustand aufgrund einer
Interaktion mit AP-3 eine selektive Rolle beim AP-3-abhdngigen Weg (DARSOW ET AL.,
2001; OSTROWICZ ET AL., 2008). Der AP-3-Weg wird nur von wenigen spezifischen
Faktoren gesteuert, die gemeinsam mit allgemeinen Komponenten vieler Transportwege
zusammenarbeiten. Manche, wie Vps41p und Vps35p, sind multifunktional und besitzen
eine spezifische Aktivitat bezliglich AP-3 (ANAND ET AL., 2009; BONANGELINO ET AL., 2002).
Auler flr Vps35p war nach Deletion der Ubrigen Komponenten eine Hypersensitivitat
gegeniber K28 und im Fall von Aapl/5 und Aapl6 ebenfalls gegeniber K28a ein
gesteigerter Effekt zu beobachten. Somit scheint auch der alternative Weg zur Vakuole
eine Bedeutung flr die Degradation beider Toxinformen zu haben. Das t-SNARE Vam3p
spielt sowohl fiir den Clathrin-abhangigen als auch unabhangigen Weg ist eine wichtige
Rolle. Eine Deletionsmutante zeigte nach Applikation des Dimers einen vergroRerten
Hemmhof und nach Expression von K28a eine um fast 100 % gesteigerte Sensitivitat.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte daher nachvollzogen werden, dass K28a nach post-
translationalem ER-Import nicht nur den Golgi-Apparat erreicht und anschlielend wieder
zurlck zum ER zurickgefuhrt wird, sondern dass einige Toxin-Molekule sowohl Uber den
VPS- als auch den AP-3-abhangigen Weg zur Vakuole gelangen und abgebaut werden.
Daruber hinaus konnten die Erkenntnisse Uber den Transport des Dimers dahingehend
erweitert werden, als dass ein Teil der K28-Moleklle, der nach endozytotischer Aufnahme
bereits den Golgi erreicht hat, vermutlich ebenfalls Uber beide Wege dem vakuolaren
Abbau zugefuhrt wird.
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Autophagozytose und K28-Retrotranslokation

ERKENNUNG UND EXTRAKTION

Hefen besitzen neben dem 26S Proteasom eine weitere Moglichkeit zur Protein-
Degradation. Die Vakuole stellt hierbei ein spezialisiertes proteolytisches Kompartiment
dar, das mit Hilfe seiner hydrolysierenden Enzyme Proteine, Lipide, Kohlenhydrate und
Nukleinsduren umsetzt, um der Zelle Aminosauren, Fettsauren, Zucker und Nukleoside
bereitzustellen (BOCHTLER ET AL., 1999; SCHREIBER UND PETER, 2013). Die
Autophagozytose reprasentiert einen Mechanismus, der sein ,cargo“ bestehend aus
zytoplasmatischen Komponenten und Organellen dem beschriebenen vakuolaren Abbau
zufuhrt. Das zu degradierende Material wird dabei zunachst in einem neugebildeten
Kompartiment, den Autophagosomen, vom Rest der Zelle abgegrenzt. Diese bilden sich
vermutlich durch die Expansion isolierter Membranen, die auch als pra-autophagosomale
Struktur (PAS) bezeichnet werden und einen Teil des Zytoplasmas in der wachsenden
Doppelmembran-Struktur einschlielen. Die duRere Membran fusioniert schlieRlich mit der
lysosomalen bzw. vakuoldren Membran, so dass der Inhalt gemeinsam mit der inneren
Membran der Autophagosomen degradiert wird. Im Gegensatz zum proteasomalen
Abbau ist diese Art der Autophagozytose ein eher nicht-selektiver Prozess, in dem eine
grole Menge intrazellularer Proteine umgesetzt wird (Makrophagozytose). Die
Autophagie wird als Antwort auf oxidativen, osmotischen und ER-Stress sowie auf
Nahrstoffknappheit induziert und somit durch physiologische Signale reguliert, um durch
den Abbau zelleigener Komponenten neue Metabolite fiir die Zelle zu generieren. Dartiber
hinaus existiert auch eine selektivere Form der Autophagozytose, deren Autophagosomen
beispielsweise beschadigte Organellen, akkumulierte Proteine oder Bakterien umhdillen.

In Hefe wurden 31 ,autophagy related genes” (ATG) identifiziert von denen 15 ATG Gene
die Kermaschinerie sowohl fir die Makroautophagie als auch flr das selektive
~cytoplasm-to-vacuole-targeting® (Cvt), den Syntheseweg vakuoldrer Proteine,
reprasentieren (KIM ET AL., 1997). Diese werden wiederum in den regulatorischen
(PtdIns) 3-Kinase-Komplex, das Atg12-und Atg8-Konjugationssystem sowie in eine
Kategorie mit Proteinen unbekannter Funktion unterteilt. Cwvt-Vesikel sind den
Autophagosomen morphologisch sehr dhnlich, erscheinen mit 150 nm allerdings erheblich
kleiner als Autophagosomen mit einer GroRe von 500 nm (BABA ET AL., 1997). Die
Biogenese beider Vesikelformen geht von einer pra-autophagosomalen Struktur aus,

deren Bildung einer spezifischen Hierarchie folgt (SUzUKI UND OHSUMI, 2010).
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Zunachst kann Atg13p bei Nahrstoffmangel nicht mehr von TORC1 (target of rapamycin)
phosphoryliert werden, bindet daher an Atg1p und steigert somit dessen Kinaseaktivitat,
wodurch weitere ATGs rekrutiert werden. Im Rahmen der PAS-Bildung existieren zwei
Konjugationssysteme, in denen unter anderem Atg8p mit Phosphatidylethanolamin (PE)
verknupft wird. Die Autophagozytose dient dariiber hinaus der Kompensation eines
gesattigten bzw. Uberanspruchten ERAD-Pathways sowie der darauf einsetzenden
Lunfolded protein response®, da die Akkumulation fehlgefalteter Proteine zur Expansion
des ER fiuhrt, um die Konzentration defekter Polypeptide zu reduzieren und mehr Raum
fur den Faltungsprozess zu schaffen. Durch die Abgrenzung eines ER-Segments in ein
Autophagosom, wird Zeit geschaffen, um dem Zellstress entgegenzuwirken (JIN ET AL.,
2013). In diesem Prozess der Retikulophagie kann die ATG-Maschinerie die Erweiterung
neuer Membranen katalysieren, die fir die Abgrenzung von ER-Fragmenten oder dem
Rearrangement von ER-Bereichen benotigt werden, um die limitierenden Membranen zur
Bildung der Autophagosomen zu erzeugen (BERNALES ET AL., 2006; HAYASHI-NISHINO ET
AL., 2009). Die angereicherten Substrate und Aggregate kdnnen so positioniert werden,
dass sie sich in rdumlicher Nahe zum Syntheseort der Autophagosomen befinden.
Andererseits kann die Substratselektion auch von Atg-Proteinen unterstitzt werden, die
die PAS zum ,cargo® dirigieren. Diese Art der Autophagie ware parallel zu ERAD in der
Lage, die ER-Homobostase wahrend der UPR zu erhalten, indem Segmente abgegrenzt
bzw. abgebaut werden (KRUSE ET AL., 2006). Regulation und Mechanismus der
Retikulophagie sind weitgehend unbekannt, sodass diesem Prozess noch keine
spezifischen Atg-Proteine zugeordnet werden konnten, die die Erkennung und Abgenzung
katalysieren (CEBOLLERO ET AL., 2012). Dies kann auch auf weitere Formen der selektiven
Autophagie Ubertragen werden, die jedoch einigen generellen Prinzipien folgen. Die
Erkennung des ,cargos” findet Uber den Rezeptor Atg19p statt, der neben Atg8p sowie
dem Gerlstprotein Atg11p die restliche ATG-Maschinerie rekrutiert und das ,cargo“ zum
Autophagosom dirigiert (CEBOLLERO ET AL., 2012). Somit fungiert Atg11p als zentraler
PAS-Organisator, indem es ,cargo“-Adaptoren und Zielproteine zur Bildung der
autophagosomalen Membran bindet (SCHREIBER UND PETER, 2013). Wahrend der
Induktion der Autophagie wird Atg8p mit der PAS assoziiert und verbindet aufgrund seiner
Wechselwirkung das ,cargo“ mit der ,pra-autophagosomalen Struktur® (ICHIMURA ET AL.,
2000; JIN ET AL., 2013). Die physiologische Rolle der selektiven Autophagie ist noch nicht
ganzlich verstanden und der Mechanismus verschiedener Zweige ist grofRtenteils
unbekannt (Suzuki, 2013).
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Eine wesentliche Erkenntnis wurde jedoch durch die Mdglichkeit der Inklusion des Cwvt-
Pathways in den Prozess der ER-assoziierten Degradation erbracht (MAZON ET AL., 2007),
wobei die Erkennung und Retrotranslokation eines ERAD-M-Substrates dokumentiert
werden konnte. In Deletionsmutanten von Schllisselkomponenten war die Degradation
von Myc-Hmg2 verzoégert, wobei die Obstruktion auf der Bildung eines stabilen
Komplexes zwischen ERAD-Substrat und Komponenten der Autophagie-Maschinerie
beruht (KARIO ET AL., 2011). Dieses Verstandnis eroffnet die Mdglichkeit, dass auch A/B-
Toxine wie K28 bzw. K28a in einem assoziierten Prozess aus dem ER translozieren und
in das Zytosol entlassen werden.

Nachdem die Deletionsmutanten Aatg79 sowie Aatg8 eine Hypersensitivitdt nach
Expression des Letalkonstrukts K28a zeigten, ware es moglich, dass K28a im Zuge einer
selektiven Form der Autophagie degradiert wird. Ob es dabei bereits auf Ebene der ER-
Membran erkannt und mit Hilfe der ATG-Maschinerie extrahiert wird, kann an dieser Stelle
weder bestatigt noch ausgeschlossen werden. Das K28-Dimer scheint im Gegensatz
dazu diesem Degradationsweg nicht zu folgen, da es weder in einer Aatg8 noch in einer

Aatg19 oder Aatg11 Mutante zu einer veranderten Sensitivitat kam.

VAKUOLARER ABBAU

Um den Inhalt des Autophagosoms degradieren zu kdnnen, bendtigen proteolytische
Enzyme der Vakuole einen aziden pH-Wert, der durch die Aktivitdt der V-ATPase
gewahrleistet wird. Darlber hinaus ist bei pH-Fehlregulation nicht nur die vakuolare
Degradation durch ein Defizit entsprechender Enzyme sowie die Vesikelfusion mit der
Vakuole betroffen, sondern bereits der Transport des ,cargos“ zum Zielkompartiment. Die
V-ATPase lasst sich in zwei Domanen unterteilen. Die V1-Domane liegt der Membran auf
und vermittelt die ATP-Hydrolyse, wahrend die VO-Domane die Membran der Vakuole
durchspannt und am Protonentransport beteiligt ist. Der Verlust einer Untereinheit flhrt
entweder zu einer fehlerhaften Assemblierung des V-ATPase-Komplexes oder zum
Transport eines inaktiven Komplexes zur Vakuole.

Zwei der sechs V1-Untereinheiten (Vma5p und Vma10p) sowie die jeweilige Deletion der
vier VO-Komponentengene VOA1T, VPH1, STV1 und PKR1 zeigten nach Expression des
Letalkonstrukts eine Hypersensitivitdt. Auch assoziierte Proteine wie Vph2p, Vma8p,

Vma21p, Vma22p und Rav1p fihrten nach Deletion zu einer gesteigerten Sensitivitat.
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Bezlglich des K28-Dimers konnte zwar auch fur vier Untereinheiten der V1-Doméne
(Vmadp, Vmabsp, Vma10p, Vma13p), flr drei der vier Untereinheiten der VO-Domane
(Voa1p, Vph1p, Pkr1p) sowie fiur die assoziierten Proteine Vph2p, Vma8p und Vma21p
nach Deletion eine moderate bis starke Zunahme des Hemmhofdurchmessers beobachtet
werden. Allerdings kann an dieser Stelle nicht differenziert werden, ob die vakuolare
Degradation eine Bedeutung im Rahmen der Autophagozytose besitzt oder ob es sich um
den bereits postulierten Transport des Dimers zur Vakuole im Anschluss an die

Endozytose bzw. im Verlauf des retrograden Transports handelt.

»Lipid droplets* und Toxin-Retrotranslokation

Sec61p, Der1p und Hrd1p werden jeweils als potentieller Exportkanal beschrieben, da sie
sich aus zahlreichen Transmembrandomanen zusammensetzen, die sich in raumlicher
Néhe zu anderen Membrankomponenten des ERAD-Pathways befinden und mit
Dislokationsintermediaten interagieren (OLZMANN UND KOPITO, 2011). Die Struktur und
Existenz einer solchen Pore wird jedoch weiterhin kontrovers diskutiert (BAGOLA ET AL.,
2011; PLOEGH, 2007), da die Fahigkeit des Retrotranslokationsapparates, auch gefaltete
Substrate, Glykoproteine und sogar intakte Viren zu transportieren, dieser Thoerie
widerspricht (LI ET AL., 2010; LILLEY ET AL., 2006; TIROSH ET AL., 2003). Beispielsweise
zeigten Untersuchungen mit Magnet-Resonanz, dass durch Verknlipfung von MHCI mit
einem high-Mannose-Glykan ein Protein entsteht, welches aufgrund seiner GréRRe und
des dadurch hervorgerufenen Rotationsradius stark an der Dislokation in das Zytosol
gehindert sein muisste (RUDD ET AL., 1995). Auch Fusionen mit GFP oder Dihydrofolat-
Reduktase beeinflussten den ER-Export von MHCI nicht (TIROSH ET AL., 2003).

PLOEGH schlug daher eine Altervative vor, in der die Retrotranslokation mit der Bildung
von lipid droplets® (LDs) am ER gekoppelt ist. Hiernach kdme es wahrend der LD-
Synthese entweder zur Bildung einer transienten Pore, durch die luminale ERAD-
Substrate entkommen oder Polypeptide werden direkt durch Assoziation mit der LD-
Membran extrahiert (PLOEGH, 2007). Die Passage von Virionen oder fehlgefalteten
Proteinen wirde einen ,gating“-Mechanismus erfordern, um die Aufrechterhaltung eines
lonengradienten im ER zu gewabhrleisten, welcher fir die Funktion des ER von

essentieller Bedeutung ist (LIAO ET AL., 1997).
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Die Zelle konnte auf eine vorlibergehende Bruchstelle der ER-Membran leichter durch
Modifikation des Lipidpathways reagieren, um die entstandene Offnung zu verschlieRen,
als durch die Kontrolle eines porenformenden Proteinkomplexes. Dariber hinaus scheint
das ER durch sein Oberflachen-Volumen-Verhaltnis eine kurze lokale Disruption der ER-
Membran zu tolerieren. Zuvor galten LDs ausschlieRlich als Speicherdepots flr
Zellbausteine, bevor das Verstandnis bezlglich regulatorischer Funktionen dieser
Organellen erweitert werden konnte. Sie halten beispielsweise Uberschissiges Erg1p, das
die Sterol-Biosynthese kontrolliert, zurtick und sind aufgrund ihrer Interaktion mit dem ER,
den Mitochondrien und Peroxisomen in der Lage, die kumulierten Polypeptide bei Bedarf
wieder an ihrem Wirkungsort zu entlassen (BINNS ET AL., 2006; PuU ET AL., 2011; SORGER
ET AL., 2004). Bisher sind jedoch keine Faktoren bekannt, die fiir die relative Verteilung
zwischen LDs und ER verantwortlich sind. Fur Proteine der ,lipid droplets® existiert kein
klassisches ,targeting“-Signal, weshalb die Exposition einer hydrophoben Domane
vermutlich gentgt, um eine Wechselwirkung sicherzustellen (MULLNER ET AL., 2004). Die
Interaktion kann jedoch auch indirekt Uber LD-verankerte Proteine vermittelt werden. LDs
kommen in allen eukaryontischen Organismen vor und beinhalten wahrend ihrer
Biogenese die lokale Delamination der ER-Membran durch die Ansammlung neutraler
Lipide wie Triacylglycerol (TAG) oder Steryl-Ester (SE). Der nasziernende Lipidtropfen
knospt schliellich vom ER und wird von einem Phospholipid-Monolayer umgeben, mit
dem auch einige ER-luminale Proteine wie BiP assoziiert sind. Lokale ,bilayer-Strukturen
des ,droplets” ermdglichen es vermutlich auch Membranproteinen, mit diesen Organellen
zu interagieren. Fehlgefaltete Proteine, die flir den Abbau bestimmt sind, kdnnten
.huckepack® mit Chaperonen wie Calnexin bzw. BiP das ER verlassen. Das
Apolipoprotein B (ApoB) wird beispielsweise Uber das Ubiquitin-Proteasom-System
degradiert, ist wahrend dieses Prozesses mit LDs assoziiert und rekrutiert das Proteasom
zu diesen Organellen. Uber die préazise Synthese von lipid droplets* existieren bisher
lediglich erste Modelle, die in ABBILDUNG 51A zusammengefasst sind. In Modell 1 wird ein
Teil der zytoplasmatischen Oberflache des ER abgespalten, um den neutralen Lipidkern
zu umschlieBen. Bei der ,bicell*-Formation wird vorgeschlagen, dass beide
Membranoberflaichen des ER den Monolayer der LDs bilden und Ilokal ein
Lbilayer‘ generiert wird, der die Insertion von Membranproteinen wahrend des Exports
erlaubt. Im Knospungsmodell verlasst das Zielprotein das ER im Nachstrom eines
knospenden Lipidtropfens, wobei die entstandene Licke durch das Verschmelzen der
ER-Membran verschlossen werden kann. Eine solche transiente Ruption scheint
effektiver kontrollierbar als ein Exportkanal, dessen Regulation von ,gating“-Mechanismen

abhangt.
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Abbildung 51: A: Modelle zur “lipid droplet” (LD) Formation, die mit der Akkumulation neutraler Lipide im
ER-“bilayer” beginnt. Bei der Knospung eines ,leaflet* werden die neutralen Lipide von einem Phospholipid-
Monolayer umschlossen, der durch Knospung der zytoplasmatischen Seite des ER entsteht. Das Modell
der ,bicell“-Formation wird fiir den Export des MHCI-Molekiils vorgeschlagen und ist reprasentativ fir ein
Klasse 1 Membranprotein. Das Polyomavirus kénnte das ER im Nachstrom eines knospenden Tropfens
verlassen, indem eine “bicell’-stabilisierte Ruption der Membran entsteht (PLOEGH, 2007). B: Ubersicht des
Zusammenspiels der Glycerolipid- und LD-Synthese. Phospholipide und Triacylglycerol (TAG) werden aus
den Vorlaufern Diacylglycerol (DAG) sowie Phosphatidsgure (PA) gebildet. PA stellt dariber hinaus ein
Intermediat von Phosphatidylinositol (PI) und Phosphatidylserin (PS) dar. PS wird zu
Phosphatidylethanolamin (PE) decarboxyliert, aus dem nach Methylierung Phosphatidylcholin (PC)
entsteht. PA kann zu DAG dephosphoryliert werden, das im Kennedy-Pathway als Vorlaufer fur PE und PC
dient. Ausgehend von DAG wird entweder TAG oder durch Phosphorylierung PA gebildet. Cho: Cholin; Etn:
Ethanolamin; MAG: Monoacylglycerol; Gro: Glycerol (VERANDERT NACH HENRY ET AL., 2012).

Triacylglycerole (TAG) dienen unter anderem der Speicherung von Energie und
Fettsauren und werden flir die Synthese von Membranlipiden benétigt. Ihre Produktion
wird von Dga1 und Lro1p katalysiert, wobei Lro1p hauptsachlich Phosphadidylcholin (PC)
und Phosphatidylethanolamin (PE) als Acyl-Quelle verwendet (OELKERS ET AL., 2000).
Dga1p ist sowohl im ER als auch auf lipid droplets” lokalisiert, wahrend sich Lro1p nur im
ER befindet (SORGER UND DAUM, 2003). Fehlen beide Enzyme, verbleiben noch 5 % der
Aktivitdt, um Diacylglycerol (DAG) zu Triacylglycerol (TAG) zu verestern. Die beiden
Acyliransferasen Arelp und Are2p sind flr die Synthese von Sterylestern (SE)
verantwortlich, die eine weitere Form neutraler Lipide reprasentieren, welche als LDs
gespeichert werden (OELKERS ET AL., 2002; SORGER ET AL., 2004) (ABBILDUNG 51B). SE
werden aus Produkten des Mevalonat-Weges gebildet, der die Zelle mit Sterol und

Isoprenoid-Vorlaufern versorgt, wobei Uber dessen Regulation nur wenig bekannt ist.
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Das Hauptprodukt in Hefe ist Ergosterol, eine wichtige Komponente aller zellularen
Membranen, die ihre Fluiditdt sowie Permeabilitdt beeintrachtigt (KALISZEWSKI UND
ZOLADEK, 2008). Sterole sind daruber hinaus essentiell fir den Ablauf der Endozytose, die
Regulation des Zellzyklus sowie die Fusion mit der Vakuole (HEESE-PECK ET AL., 2002;
KATO UND WICKNER, 2001; RODRIGUEZ UND PARKS, 1983).

Fehlen der Zelle LRO1 und DGA1, werden weniger Triacylglyceride und somit fast keine
LDs mehr gebildet. Die Sensitivitat entsprechender Mutanten war nach Applikation des
K28-Dimers nicht verandert, zeigte jedoch nach Expression des Letalkonstrukts nur noch
eine Sensitivitat von 32 %. Nach zusatzlicher Deletion von AREZ2 sank die Sensitivitat um
weitere 27 %. Darauf aufbauend wurde untersucht, ob auch die Lipolyse der LDs in einem
Zusammenhang mit der Toxinwirkung steht. Diese Reaktion wird unter anderem von
Tgl4p vermittelt, dessen Verlust zur verstarkten Bildung vergrolerter LDs fihrt. Im
Hinblick darauf, dass eine reduzierte LD-Synthese zu einer Resistenz nach Expression
von K28a fuhrte, wurde bei einem erhdhten LD-Gehalt eine Hypersensitivitat gegentber
dem Toxin erwartet. Da es dementgegen in einer tgl4 Mutante ebenfalls zu einer
reduzierten Sensitivitdt kam, konnte die Theorie eines Export-Mechanismus von K28a
Uber LDs weder bestatigt noch ganzlich ausgeschlossen werden. Eventuell tragt die LD-
Bildung nur bei bestimmten ERAD-Substraten zum ER-Export bei, da die Degradation von
CPY* in einer Ahrd1 Deletionsmutante, nicht jedoch in LD-Mutanten beeintrachtigt war
(BAGOLA ET AL., 2011). Ein Grund, weshalb es dennoch zu einer Toxin-Resistenz der
Stamme mit Defekten in der LD-Synthese kam, konnte alternativ auf einen sekundaren
Effekt zurlckzufGhren sein, der durch Verknlpfung der LD-Bildung mit der
Phospholipidsynthese beruht.

Phospholipid- und TAG-Metabolismus sind eng miteinander verknipft, sodass die
Inaktivierung eines Zweiges zur Kompensation durch den jeweils anderen fiihrt. Die
Biosynthese von Phospholipiden und Sterolen findet hauptsachlich am ER statt und ihre
Homobostase wird von Sensoren am ER dber Transkription bzw. posttranslationale
Mechanismen abgestimmt (CARMAN UND HENRY, 1999). Den wesentlichen Gehalt der
Phospholipide in S. cerevisiae reprasentieren Phosphatidylcholin (PC),
Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinositol (Pl) und Phosphatidylserin (PS)
(CARMAN UND HENRY, 1989). PS, PE und PC werden ausgehend von Phosphatidsaure
(PA) Uber den CDP-DAG-Pathway synthetisiert, wobei PE und PC ebenfalls von
Ethanolamin und Cholin Uber den Kennedy-Pathway abgeleitet werden k&énnen
(ABBILDUNG 51B).
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Die Regulation von Enzymen des Lipidmetabolismus ist ein essentieller und sehr
komplexer Mechanismus, der die Lipidzusammensetzung von Membranen beeinflusst
und sich somit auf Zellwachstum, Funktion von Organellen und Stressantwort auswirkt
(CARMAN UND HENRY, 1999). Der Umstand, dass es in den beschriebenen Mutanten
neben einer Akkumulation von TAG auch zu einem erhdhten Gehalt an freien Sterolen
sowie zu Defekten im COPII-Vesikel-,trafficking“ kommt, weist darauf hin, dass durch den
Eingriff in die LD-Bildung zusatzlich der Lipidmetabolismus betroffen ist (CHANG ET AL.,
2004; LEBER ET AL., 2004). Durch veranderte Membraneigenschaften kénnten somit nach
Deletion von LRO1, DGA1 oder ARE2 Import-Defekte entstehen, die infolgedessen zur
Resistenz gegeniiber K28a fiihren. Fehler in der Translokation wiirden demnach
gleichermalien weitere luminale Proteine wie z.B. Chaperone betreffen, so dass die
Reorganisation ebenfalls einen indirekten Einfluss auf die Sensitivitat gegeniiber dem
reifen Toxin haben musste.

Somit reprasentiert K28a das bisher einzige A/B-Toxin, dessen Aktivitdt mit der Bildung
von LDs assoziiert zu sein scheint; entsprechende LD-Mutanten zeigten keinen Einfluss
auf die Toxizitat von RTAE177A (OLZMANN UND KOPITO, 2011). Dies schlie3t jedoch eine
Rolle dieser Partikel am Export anderer Polypeptide nicht aus. Da auf der Oberflache von
LDs unter anderem ERAD-Komponenten lokalisiert sind, die fur die Proteolyse des LD-
Proteoms verantwortlich sind, besteht die Mdglichkeit, dass die Beobachtung der
Hypersensitivitat vieler ERAD-Mutanten gegeniber K28a darauf zurlickzuflhren ist, dass
der Abbau von LD-assoziiertem Toxin in ERAD-Deletionsmutanten erliegt und sich das
Toxin stattdessen vom Partikel I16sen kann bzw. ,huckepack® mit diesen Komponenten
Uber LDs aus dem ER entkommen kénnte. Unterschiede in der Bedeutung von LDs flr
K28a und das Heterodimer kénnten auf die Hydrophobizitdt der a-Untereinheit
zurtckzufiihren sein. Die A-Kette vergleichbarer A/B-Toxine exponiert nach Entlassen des
jeweiligen Holo-Toxins eine hydrophobe Domane mit starker Assoziation zur ER-
Membran (HAUSMAN UND BURNS, 1992; ISHIDA ET AL., 1983; TOMASI UND MONTECUCCO,
1981). In der vorliegenden Arbeit wurden erste Hinweise dafiir erbracht, dass das K28-
Holotoxin vor seiner Retrotranslokation mit Hilfe der PDI1 teilweise entfaltet bzw.
isomerisiert wird, wobei der hydrophobe Bereich der a-Untereinheit jedoch im Verbund mit
der B-Kette weiterhin verdeckt bleiben kénnte und eine effiziente Interaktion mit Lipiden

somit verhindert wird.
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Alternative Mechanismen der Retrotransloaktion

KOPPLUNG VON IMPORT UND EXPORT

Aufgrund der Kontroverse Uber die Existenz eines stetig existierenden Exportkanals ist
vorstellbar, dass die Retrotranslokation aus dem ER dem Proteinimport in Peroxisomen
ahnelt, bei dem ein ,cargo“-aktivierter Kanal gebildet wird. Dieser ist in Peroxisomen in
seiner GroRe sehr flexibel, um die Translokation vollstdndig gefalteter Proteine zu
gewahrleisten (MEINECKE ET AL., 2010). Der Import in dieses Organell unterscheidet sich
insbesondere dadurch, dass auch gefaltete, oligomere Proteine transloziert werden
kdénnen; dies ahnelt somit der ERAD-Maschinerie (MCNEW UND GOODMAN, 1994). Im Zuge
der peroxisomalen Translokation erkennt ein Rezeptor sein ,cargo“ Uber ein ,targeting“-
Signal im Zytosol (BROCARD UND HARTIG, 2006) und erfahrt nach Bindung eine
Konformationsanderung, was den ,docking“-Prozess begtinstigt (STANLEY ET AL., 2006).
Ein Teil des membrangebundenen Importrezeptors integriert in den Bilayer der
peroxisomalen Membran und formt mit einem weiteren Membranprotein eine grofle
dynamische Pore (MEINECKE ET AL., 2010). Das ,gating“ hangt dabei von der Grélie des
»cargo“-Rezeptor-Komplexes ab und kann einen Durchmesser von etwa 9 nm einnehmen,
was der Grofke von Sec61p entspricht (WIRTH ET AL., 2003). Die Assoziation des ,cargo‘“-
Rezeptor-Komplexes mit der Pore scheint dabei starke dynamische Veranderungen in der
PorengrofRe hervorzurufen. Der eigentliche Transport ist ATP-abhangig, benétigt jedoch
weder eine Entfaltung des Substrats noch die Hilfe von luminalen Chaperonen. Der
Mechanismus, mit dem dies moglich ist, ist ein exportgetriebener Proteinimport. Dabei
assoziiert der ,cargo“-Rezeptor-Komplex mit dem Porenkomplex und integriert in die
bestehende Pore. Das ATP-abhangige Entfernen des Importrezeptors scheint dabei das
Entlassen des ,cargos® durch die Induktion einer Konformationsanderung herbeizufuhren
(SCHLIEBS ET AL., 2010). Nachdem das ,cargo“ entlassen ist, kann der Rezeptor
wiederverwendet oder proteasomal abgebaut werden, wobei der zugrunde liegende
Mechanismus der Extraktion aus der Membran nicht bekannt ist. Prinzipiell benétigt die
Exportmaschinerie eine Markierung des Rezeptors, die als Exportsignal fungiert, sowie
eine AAA-ATPase, die an die Membran andockt und mit der Importmaschinerie interagiert
(PLATTA ET AL., 2005). Eine Monoubiquitinierung markiert den Rezeptor fur das Recycling
und wird entfernt, bevor ein neuer Durchgang begonnen wird (PLATTA ET AL., 2007). Die
Parallelen des ERAD-Pathways und des peroxisomalen Imports bestehen daher in der
Notwendigkeit einer Ubiquitinierungsmaschinerie sowie in dem Zusammenspiel von
Ubiquitinierung und Entlassung des Substrats mit Hilfe einer AAA-ATPase, die die

Bewegung des fehlgefalteten Proteins bzw. des Rezeptors bewerkstelligt.
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INSERTION IN DIE ER-MEMBRAN

A/B-Toxine wie CT, PT und Ricin, die in das ER transportiert werden, exponieren wahrend
ihrer Dissoziation ein hydrophobes, entfaltetes Peptid, das die Toxine fir die
Retrotranslokation markiert und dazu fuhrt, dass die jeweilige A-Kette mit Lipiden der ER-
Membran interagieren kann (HAUSMAN UND BURNS, 1992; ISHIDA ET AL., 1983; TOMASI UND
MoONTECuUccO, 1981). DT bendtigt hierfir eine saure Umgebung, was eine
Konformationsanderung hervorruft und die Insertion des Toxin in die Membran begtinstigt
(SANDVIG UND OLSNES, 1980). Cholera Toxin und PTA missen zuvor reduziert werden,
um ihre Tertiarstruktur zu verandern (HAUSMAN UND BURNS, 1992; TOMASI UND
MONTECuUcCO, 1981). CTA1 ist im Anschluss vermutlich in der Lage, sich durch schnelle
Faltung selbst aus dem ER zu extrahieren (LENCER UND TsAl, 2003). Auch der hydrophobe
C-Terminus von SLTxA1 leistet einen essentiellen Beitrag zur Toxizitdt, da er bei
niedrigem pH mit der Lipidmembran interagiert, bei neutralem pH vermutlich in den
,obilayer® inseriert und anschlieRend als ERAD-Substrat erkannt werden kann (MENIKH ET
AL., 1997).

RTA andert in Gegenwart von negativ geladenen Lipiden ebenfalls seine raumliche
Anordnung und kann somit in die Membran von Mikrosomen integrieren. RTA nutzt diese
Eigenschaft vermutlich fur den ER-Export, der sowohl ER-Proteine als auch den
ER-Bilayer selbst bendtigt (REDMANN ET AL., 2011). Diese Insertion ist wahrscheinlich
durch eine Konformationsédnderung méglich, die durch ER-luminale Faktoren wie PDI
hervorgerufen und die Interaktion mit Sel1lp und Hrd1p ermdglicht (LI ET AL., 2010;
REDMANN ET AL., 2011; SPOONER ET AL., 2004). Bei 37°C wird vermutlich der C-Terminus
exponiert, was im Anschluss zu einer Reduktion und Dissoziation von RTB fiihrt (SIMPSON
ET AL., 1995; SPOONER ET AL., 2004). Diese Exposition scheint die Interaktion mit
Chaperonen zu férdern, die fiur die Translokation verantwortlich sind. Alternativ kann
dieser hydrophobe Bereich auch die Interaktion mit Membranlipiden fordern. Wurde RTA
mit Liposomen inkubiert, die das negativ geladene Phospholipid Phosphatidylserin (PS)
enthalten, kam es zu einer Konformationsanderung, die an den Bilayer gebunden und
sensitiv gegenliber einer Proteasebehandlung blieb. PS ist hauptsachlich auf der
zytosolischen Seite des ER lokalisiert. Daher wurde die Bindung von RTA an die
zytosolische Seite von Mikrosomen untersucht, um Komplikationen durch eine Interaktion
von RTA mit luminalen ER-Proteinen auszuschlieBen (MAYERHOFER ET AL., 2009;
ZACHOWSKI, 1993). Bei 30°C scheint RTA nur mit der ER-Membran und Liposomen zu

assoziieren.
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Der Ubergang von RTA von einem gefalteten l6slichen Protein zu einem teilweise
entfalteten Protein und der damit verbundene Membran-exponierte Zustand scheinen die
Erkennung von RTA als fehlgefaltetes Protein durch ERAD-Komponenten zu férdern
(MAYERHOFER ET AL., 2009). RTA wird eventuell Uber einen Protein-Kanal Uber die ER-
Membran transportiert, worauf Co-Immunprazipitationen mit Sec61p und Chaperonen
hinweisen (ODA ET AL., 2003; WESCHE ET AL., 1999). Da diese Experimente bei 37°C
durchgefiihrt wurden, ist es wahrscheinlich, dass RTA bereits vor dieser Interaktion in die
Membran inseriert war. Eine alternative Option ware die eigenstandige Ausbildung einer
Pore, die die Unterstlitzung des Exports durch einen Kanal aufhebt. Es bleibt jedoch
diskutabel, ob RTA nach Insertion die Membran ohne Hilfestellung tGberwinden kann oder
ob es vorher von ERAD-Komponenten erkannt und die Dislokation dadurch begunstigt
wird. Fur die Bindung an die Membran bendtigt RTA vermutlich nur negativ geladene
Phospholipide und keine weiteren Membranproteine (MAYERHOFER ET AL., 2009;
ZACHOWSKI, 1993).

Es ware denkbar, dass K28 ebenfalls bereits im ER dissoziiert oder zumindest entfaltet
wird, so dass ein hydrophober Bereich zur Interaktion mit der ER-Membran exponiert wird.
Auch K28a konnte auf diese Weise seine Retrotranslokation unterstiitzen. Uber die
Fusion mit mRFP konnte bereits gezeigt werden, dass K28a sowohl nach seinem ER-
Import als auch nach zytosolischer Expression eine starke Tendenz zur Assoziation mit

der ER-Membran zeigt.
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Modell zur ER-Zytosol-Retrotranslokation von K28 und K28a

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden aufschlussreiche Erkenntnisse Uber den
Transport des Killertoxins K28 sowie der intrazellular exprimierten toxischen Untereinheit
K28a gewonnen. Nach externer Applikation (ABBILDUNG 52) gelangt das reife Dimer Uber
Rezeptor-vermittelte Endozytose retrograd Uber Endosomen zum Golgi. Bisher wurde
postuliert, dass ein Teil des Toxins ausgehend von endosomalen Kompartimenten zur
Vakuole transportiert wird und dort teilweise der Degradation durch hydrolysierende
Enzyme unterliegt. Diese Theorie wurde durch die Beobachtung erweitert, dass auch
Moleklle, die bereits den Golgi-Apparat erreicht haben Gber den VPS-Pathway mit Hilfe
von Vps15p, Vps6p, Vps19p, Vps21p, Vpsd5p, Vps34p und Vam3p sowie Uber einen
alternativen Weg in Abhangigkeit von Vps41p, Vpsip Apl5p und Apl6p zur Vakuole
gelangen. Die Funktionalitdt dieses Kompartiments steht im Zusammenhang mit ihrer
Azidifizierung, die Uber die V-ATPase vermittelt wird. Daher sichern die Untereinheiten,
Vmadp, Vmabp, Vma8p, VmalOp, Vmail3p, Vphip, Vph2p und Pkrip dieser
Protonenpumpe den Abbauprozess des reifen Heterodimers. Ausgehend vom Golgi
gelangt das restliche Toxin vermutlich Gber einen COPIl-unabhangigen Prozess zum
Endoplasmatischen Retikulum, wo es durch Unterstitzung des Chaperons Kar2p sowie
dessen Co-Faktoren Scjip und Jem1p partiell entfaltet wird. Auch die Protein-
Disulfidisomerase katalysiert mit Hilfe ihrer Isomerase-Aktiviat die Formation eines
exportkompetenten Intermediats, das im Anschluss wahrscheinlich tber Sec61p in das
Zytosol disloziert. Einige Molekile werden eventuell mit Hilfe der ERAD-L-Komponenten
Hrd1p sowie Ubc7p ubiquitiniert, Gber die proteasomalen Untereinheiten Rpt2p sowie
Rpt5p aus der Membran extrahiert und im Anschluss degradiert. Das restliche Toxin

erreicht seine Zielproteine im Nukleus, was zur Ausbildung des letalen Effekts fuhrt.
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Abbildung 52: Schematische Darstellung des K28-Transportwegs nach externer Applikation. Das Killertoxin
erreicht nach endozytotischer Aufnahme das endosomale Kompartiment Uber den retrograden
sekretorischen Weg (1). Ein Teil des Toxins gelangt zur Vakuole und unterliegt der Proteolyse (2b), die
restlichen Molekule werden weiter zum Golgi transportiert (2a). Ausgehend von diesem Kompartiment erfolgt
ein zusatzlicher Sortiermechanismus Uber den VPS-Weg (3a) sowie einen alternativen Pathway (3b), die
beide in der vakuolaren Lokalisation miinden. Toxinmolekdle, die das ER erreichen (3c), werden mit Hilfe von
Chaperonen sowie der Isomerase-Aktivitat der Protein-Disulfidisomerase Pdi1lp auf den
Retrotranslokationsprozess vorbereitet (4), in dem Sec61p vermutlich eine Schlisselfunktion als Teil des
Export-Kanals erfillt. Eventuell vermittelt die Ubiquitinierung mit Hilfe der ERAD-L-Komponenten Hrd1p
sowie Ubc7p die Degradation durch das Proteasom (5), wohingegen die librigen Toxinmolekiile zu ihrem
Zielort gelangen, um den letalen Effekt zu induzieren.
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Wird die toxische a-Untereinheit (praproa) intrazellular exprimiert (ABBILDUNG 53), gelangt
sie aufgrund ihrer N-terminalen post-translationalen Importsequenz zunachst in das ER,
wo es zur Abspaltung des Signalpeptids kommt. K28proa wird im Anschluss mit Hilfe der
Rezeptoren und Adaptoren Erv29p, Erp1p, Erv26p und Erv14p in COPII-Vesikel verpackt
und zum Golgi transportiert, wo die Fusion mit der Zielmembran durch die Komponenten
Bet3p, Trs31p, Grh1p, Bos1p, Sec17p und Sec18p sichergestellt wird. Im Golgi selbst
erfolgt die Prozessierung der Pro-Region sowie des C-Terminus der a-Untereinheit mittels
Kex1p bzw. Kex2p, der sich eventuell die Modifikation einer potentiellen O-Glykosylierung
durch Pmt5p anschliefdt. Ausgehend von diesem Kompartiment besitzt das Toxin
verschiedene Méglichkeiten fir seinen weiteren Weg durch die Zelle. Aquivalent zum
reifen Dimer wurde auch fiir K28a im Rahmen dieser Arbeit die Moglichkeit erschlossen,
Uber den VPS-Weg und/oder einen alternativen Weg zur Vakuole zu gelangen. Auch die
Degradation in diesem Kompartiment konnte analog zum Heterodimer anhand der
identischen Untereinheiten der V-ATPase charakterisiert werden. Die Ubrigen Molekile
der a-Untereinheit erreichen Uber den durch Arf2p, Ges1p, Sec21p, Sec26p, Sec27p und
Ret2p vermittelten COPI-Vesikeltransport das ER, wobei das Verschmelzen mit der
Zielmembran durch Use1p und Dsl1p gewahrleitet wird. Zur anschlieenden Dislokation
stehen verschiedene Wege zur Verfigung, wobei die bisher untersuchten Mechanismen
eher einen Degradationsprozess darstellen. Im Zuge des ERAD-L-Pathways erfolgt die
Erkennung der a-Unterheit Gber die luminalen Proteine Kar2p, Htm1p, Yos9p und Hrd3p,
und die anschlieRende Retrotranslokation Gber die ER-Membran. Dieser Schritt beinhaltet
vermutlich einen Protein-gestlitzten Mechanismus, der auf der Bildung einer Pore beruht.
Im artifiziellen System setzt sich diese wahrscheinlich aus Sec61p und Der1p zusammen,
wobei den einzelnen Komponenten keine explizite Kanal-Funktion, sondern lediglich eine
Beteiligung am Dislokationsprozess zuzuordnen war. Im Zytosol kann K28a von weiteren
Untereinheiten des ERAD-Pathways, wie Ubc7p, Hrd1p und Doa10p, mit Ubiquitin
markiert und im Anschluss proteolytisch in Abhangigkeit von BIm10p, Rpt3p, Rpt5p sowie
Ubp6p durch das Proteasom abgebaut werden. Alternativ ist die Erkennung des Toxins
durch die Komponenten Atg8p und Atg19p der selektiven Autophagie wahrend der
Translokation moglich, welche die Verpackung in Autophagosomen und somit die
Voraussetzung zur vakuoldren Degradation durch Unterstitzung von Vma5p, Vmas8,
Vma10p, Vma21p, Vma22p, Vph1p, Vph2p, Voalp, Pkrip sowie Stvip bildet. Die
Synthese von ,lipid droplets® (LDs) definiert eine dritte Moglichkeit luminaler Proteine aus
dem Endoplasmatischen Retikulum zu entkommen. Optional erfolgt die Interaktion mit der
Phospholipid-Membran der knospenden Tropfen direkt aufgrund der Hydrophobizitat des

Toxins oder indirekt durch Wechselwirkung LD-assoziierter Polypeptide des ER.
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Am Ende dieses lipidabhangigen Prozesses steht oft die terminale Degradation durch das
Proteasom, der K28a entgeht, sofern die Abhangigkeit von Toxinwirkung und Synthese

neutraler Lipide auf die LD-Bildung zurtckzufuhren ist.
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Abbildung 53: Schematische Darstellung des K28a-Transportwegs nach intrazelluldrer Expression.
Zunachst erreicht die a-Untereinheit das Endoplasmatische Retikulum, wo es zur Abspaltung des ER-
Signalpeptids (pra-Region) kommt (1). Das Toxin wird im Anschluss in COPII-Vesikel verpackt und zum
Golgi transportiert (2). Ausgehend von diesem Kompartiment kdnnen einige Molekile uber den VPS-
Pathway (3a) bzw. eine alternative Route (3b) zur Vakuole gelangen, wo sie proteolytisch degradiert werden.
Das restliche Toxin wird Gber COPI-Vesikel wieder zum ER geleitet (3c), wo es entweder zum Teil Uber
ERAD-L (4a) oder selektive Autophagozytose (4b) abgebaut wird. Die Komponenten Sec61p sowie Der1p
der ER-assoziierten Degradation vermitteln vermutlich gemeinsam mit Kar2p die Retrotranslokation in das
Zytosol, die nicht fir den gesamten Toxingehalt mit der terminalen Degradation assoziiert ist, sondern
ebenfalls den Transport zum Wirkungsort und somit die Ausbildung des letalen Effekts ermdglicht. Dieser
Dislokations-Prozess steht eventuell ebenfalls im Zusammenhang mit der Synthese und Knospung von
,lipid droplets®, die es dem Toxin durch hydrophobe Wechselwirkung ermdglichen kénnten, das ER zu
verlassen (4c).
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Wirkung von K28 bzw. K28a auf hohere Eukaryonten

Der retrograde Transport ist essentiell flr die Invasion verschiedener Pathogene sowie
deren Produkte in die Zielzelle. Das Shiga Toxin aus dem Bakterium Shigella dysenteriae
wird nach Endozytose retrograd Uber Endosomen bis zum ER transportiert und erreicht
schliellich das Zytosol, wo es die Proteinsynthese inhibiert (SANDVIG UND VAN DEURS,
2005). Auch andere Toxine wie das Cholera Toxin aus Vibrio cholerae, das Exotoxin aus
Pseudomonas aeruginosa, die Shiga-like Toxine aus enterohdamorrhagischen E. coli
Stammen sowie das Pflanzentoxin Ricin haben einen dhnlichen Transportweg (JOHANNES
UND POPOFF, 2008). Toxine gehen diesen ,Umweg“ Uber das Endoplasmatische
Retikulum, da sie von dort an ihren Zielort gelangen kénnen (PELHAM ET AL., 1992). Die
Retrotranslokation in das Zytosol stellt dabei einen natlrlichen zellularen Prozess dar, der
Ublicherweise von fehlgefalteten Proteinen im Rahmen der ER-assoziierten Degradation
beschritten wird, wobei sich A/B-Toxine weitgehend einer terminalen Degradation
entziehen (BRODSKY UND MCCRACKEN, 1997). Obwohl der intrazellulare Transport
verschiedener A/B-Toxine prinzipiell ahnlich verlauft, werden fiir die einzelnen Schritte
teils unterschiedliche Mechanismen beansprucht. Diese genau zu verstehen und zu
identifizieren erweitert das Aufzeigen paralleler Transportwege sowie eine gezielte
medizinische Therapie bei Infektion oder der adaptierten Nutzung im ,drug delivery“ und
erganzt das Spektrum der gezielten Anwendung in der Forschung.

In der Chemotherapie ist der grof3te Anspruch des ,drug delivery“ das ,targeting“ zu
optimieren sowie Nebenwirkungen zu minimieren. Dazu ist ein detailliertes Wissen Uber
Eigenschaften der Zellen und die Entwicklung effektiver Strategien notig. Probleme in der
Chemotherapie sind meist die Uberwindung der Plasmamembran als Barriere fir
geladene Molekile, die haufig als Vehikel fur unterschiedliche Wirkstoffe genutzt werden.
Ein weiteres Problem stellt die Aufrechterhaltung der chemischen Stabilitdt der Praparate
auf dem Weg zu ihrem Wirkungsort sowie die Minimierung des lysosomalen Abbaus dar
(TARRAGO-TRANI UND STORRIE, 2007). Die B-Kette des Shiga Toxins kann in diesem
Zusammenhang als Werkzeug genutzt werden, um therapeutische Wirkstoffe in die Zelle
zu schleusen. Sie ist sowohl in einem breiten pH-Bereich als auch in Gegenwart von
Proteasen stabil, wodurch das Toxin Gewebebarrieren Uberwinden kann und sich so
effektiver einer extra- und intrazellularen Inaktivierung entzieht (JOHANNES UND DECAUDIN,
2005). Der von der B-Kette genutzte Gb3-Rezeptor wird in verschiedenen Tumoren bzw.
Zellinien Uberexprimiert (GARIEPY, 2001). Eine intratumorale Injektion des Holotoxins

konnte zudem im Maus-Model das Tumorwachstum inhibieren (ISHITOYA ET AL., 2004).
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Die grof3e Anzahl an Transportfaktoren lasst die Frage aufkommen, wie ihre Funktionen
miteinander verbunden sind und ihre grofe Diversitat weist auf parallele Wege des
gleichen ,cargos“ zwischen Endosomen und TGN hin (MALLARD ET AL., 1998). Im
Gegensatz zu Toxin-spezifischen Genen (Ricin 1030, PE 748), war die Anzahl der Allele,
welche die beiden Toxine Ricin und PE in gleichem Male beeinflussen mit 13 % sehr
gering (MOREAU ET AL., 2011). Im Vergleich mit K28 sollte bewertet und abgeschatzt
werden, in wie weit sich die Anspriche eines Hefetoxins verglichen mit den beiden
saugerspezifischen Toxinen unterscheiden. In Hefe wurden 165 Gene identifiziert, die fr
den Transport von K28 in Hefe benétigt werden (MOREAU ET AL., 2011). Da das Killertoxin
K28 starke Parallelen zum Transport klassischer human-pathogener A/B-Toxine aufweist,
besitzt es das Potential, auch Saugerzellen zu infizieren, indem es Uber homologe
K/HDEL-Rezeptoren der Zelloberflache hdherer Eukaryonten internalisiert werden kann
(RAYKHEL ET AL., 2007). Dabei konnte eine erhohte UPR-Aktivitat verschiedener
Tumorvarianten die verstarkte Toxinaufnahme durch Lokalisation des KDEL-Rezeptors an
der Oberflache fordern.

K28 besitzt somit das Potential, alternative Transportwege in hoheren Eukaryonten
aufzuzeigen und durch Nutzung seiner [B-Untereinheit als Fusionskonstrukt mit
verschiedenen Wirkstoffen die Zielsteuerung im ,drug-delivery” zu variieren und eventuell
zu optimieren. Auch eine spezifische Wirkung von K28, die sich auf Hefe begrenzt, kdnnte
bei der Behandlung von Mykosen immunsupprimierter Patienten von Vorteil sein
(SCHMITT UND BREINIG, 2002). Bisher konnte in Untersuchungen zahlreicher Hefe-Toxine

jedoch keine Wirkung auf héhere Eukaryonten nachgewiesen werden.

Expression von K28a in HeLa-Zellen

Um die Wirkung von K28a auf hdéhere Eukaryonten untersuchen zu kénnen, wurde
zunachst ein in vivo Testsystem etabliert, das einen reproduzierbaren Nachweis einer
toxischen Wirkung von K28 auf Saugerzellen erlaubt. In Hefe wird K28a nach
intrazellularer Expression zunachst in das ER importiert, um nach weiterem Transport
Uber Golgi und zuriick zum ER in das Zytosol und schlieflich in den Zellkern zu gelangen
und dort sein ,target® zu erreichen. Der ER-Import kann prinzipiell co- oder post-
translational erfolgen, abhangig von der Hydrophobizitdt der Signalsequenz. Das

toxineigene Importsignal deutet auf einen post-translationalen Mechanismus hin.
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Da es sich im Falle von K28 allerdings um ein hefespezifisches Signal handelt, konnte
nicht davon ausgegangen werden, dass es auch in Saugerzellen einen effizienten ER-
Import gewahrleistet. Daher wurde neben der endogenen Sequenz (prd; p) ein ER-
Importsignal von Lactin (ssPl) verwendet, das einen co-translationalen Import vermittelt.

In einem Sequestrierexperiment konnte gezeigt werden, dass sowohl ppa als auch ssPlpa
nach in vitro Transkription und Translation in Sauger-Mikrosomen importiert und die
Signalsequenz abgespalten wurde. Diese Fraktion war aufierdem vor Proteinase K
geschitzt und unterschied sich somit von der zytosolisch exprimierten K28a-Variante.
Beide Signalsequenzen waren demnach fir die in vivo Toxizitatsbestimmung von K28a
geeignet.

In vorangegangenen Studien flihrte die intrazellularere Expression von K28a mit
toxineigenem ER-Importsignal sowie die zytosolische Expression in der Karzinomzelllinie
HCT116 in einem Kolonie-Bildungsassay zu einem eingeschrankten Wachstumsverhalten.
Den starksten Effekt  erreichte  eine K28a-Variante  mit  zusatzlichem
Kernlokalisationssignal, was zu einer Wachstumsinhibierung von 50 % flhrte (SPINDLER,
2004). Um den Effekt der Toxinexpression genauer charakterisieren zu kénnen, wurde in
der vorliegenden Arbeit statt des Wachstums die Stoffwechselaktivitat transfizierter Zellen
mittels XTT-Test bestimmt. Dabei setzen stoffwechselaktive Zellen das Tetrazoliumsalz
XTT zu einem orange-farbenen Formazan-Derivat um, dessen Absorption photometrisch
bei 450 nm bestimmt werden kann. Die optimale DNA-Konzentration von 1 ug zur
Transfektion von HelLa-Zellen war zuvor durchflusszytometrisch ermittelt worden (nicht
dargestellt). Nach Transfektion mit ssPlpa war nach 48 h nur noch eine Vitalitat von 40 %,
mit ppa von 29 % und mit pa von 47 % messbar. Anhand dieses Ergebnisses konnte
erstmalig ein Zusammenhang zwischen Toxinexpression und einer quantifizierbaren
Zellvitalitat Gber die Aktivitat mitochondrialer Dehydrogenasen gezeigt werden. Auch die
biologische Aktivitat V5-,getaggter” K28a-Varianten konnte im XTT-Test bestatigt werden,
die jedoch gegenuber dem unmarkierten Toxin um etwa 20 % verringert war. Die
Expression konnte durch Verwendung des proteasomalen Inhibitors MG132 in der
Western-Analyse verifiziert werden, ebenso die intrazellulare Lokalisation mittels
indirekter Immunfluoreszenz, die fir ssPlpV5a und ppV5a eine typische Verteilung im
sekretorischen Weg und flir pV5a die Lokalisation im Zytosol bestatigte, sichtbar gemacht

werden.
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Terminaler Phanotyp nach intrazellularer Expression von K28a in HeLa-Zellen

A/B-Toxine vermitteln in héheren Eukaryonten Apoptose. Der programmierte Zelltod wird
in Folge externer aber auch interner Signale eingeleitet ohne Zellen des Restgewebes zu
schadigen. Nach Induktion einer Caspase-Kaskade, schrumpft die Zelle und fragmentiert
die DNA. Doch auch einzellige Organismen wie Hefe antworten auf Pathogene oder
Toxine. Die Applikation des K28-Dimers sowie die intrazellulare Expression der a-
Untereinheit fuihrt in Hefe zu einem Zellzyklusarrest und im Falle des reifen Toxins bei
subletaler Dosis zur Apoptose (SCHMITT UND BREINIG, 2006). Die Mdglichkeit zur Induktion
des programmierten Zelltodes scheint fur Killertoxine ein wesentlicher Bestandteil ihrer
Wirkung zu sein, falls durch eine zu geringe Toxinkonzentration der primare Effekt nicht
ausgelost werden kann (STARMER ET AL., 1987). Auch im Rahmen der vorliegenden Studie
wurde gezeigt, dass K28a, analog zu beschriebenen A/B-Toxinen, in hoheren
Eukaryonten Apoptose einleitet. Die Toxinvarianten ssPlpa, ppa und pa wurden tber 24 h
exprimiert, die Zellen anschlieRend mit Propidiumiodid gefarbt und durchflusszytometrisch
zur Bestimmung des DNA-Gehalts eingesetzt. Der Gehalt an fragmentierter DNA
apoptotischer Zellen war verglichen mit der Negativkontrolle prozentual jeweils um den
Anteil gesteigert, um den die beiden Zellzyklus-Phasen G1 und G2 reduziert waren; mit
20 % war der Effekt nach Expression von ppa am starksten ausgepragt. Somit war die
Vermittlung eines Zellzyklusarrestes entsprechend der intrazellularen Toxinexpression in
Hefe ausgeschlossen und ein Zusammenhang mit der Wirkungsweise anderer A/B-Toxine
in héheren Eukaryonten hergestellt. Die Menge apoptotischer Zellen korrelierte somit
auch mit der ermittelten Zellvitalitat, die ebenfalls nach Expresssion von ppa den starksten
Effekt zeigte. Eine Behandlung mit FITC-AnnexinV erbrachte den Beweis friher
apoptotischer Ereignisse, die auf einer Exposition von Phosphatidylserin (PS) auf der
extrazellularen Seite der Plasmamembran beruht. Da der Zellzyklus immortalisierter
Zellen meist nicht mehr endogenen Kontrollmechanismen unterliegt, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Vermittlung der Apoptose darauf beruht, dass der
primare Effekt des Zellzyklusarrestes aufgrund einer fehlenden Funktion von Regulatoren

bzw. des ,targets” selbst, nicht vermittelt werden kann.
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Bakterielle A/B-Toxine induzieren Zelltod meist als Folge einer anhaltenden UPR-
Induktion. Anhand dieser Signaltransduktion wird die Produktion von ER-Proteinen erhoht,
die an der Faltung von Proteinen beteiligt sind und somit der Stress-Bewaltigung dienen.
Kann der Belastung nicht entgegen gewirkt werden, ist die Apoptose der letzte Schritt,
den die Zelle zum Schutz des Zellverbands unternehmen kann. Im Gegensatz zu Hefe
besitzen hohere Eukaryonten eine komplexere Kontrolle der UPR, die Uber drei
verschiedene Wege ablaufen kann. Shiga Toxin aktiviert die UPR in erster Linie tber die
Inhibition der Proteinsynthese, die zur Akkumulation fehlgefalteter Proteine und somit zu
einem konstanten Stresssignal fiihrt, auf das die Zelle mit Induktion der Apoptose
antwortet. Zwei Stunden nach Toxinbehandlung sind alle UPR-Sensoren aktiviert. Die
XBP1-mRNA wurde gespleiflt, der Elongationsfaktor elF-2a durch PERK phosphoryliert
und der Transkriptionsfaktor ATF6 zu seiner aktiven Form prozessiert. Auch die CHOP-
Expression wird iber Stunden der Toxinbehandlung hochreguliert (TESH, 2012A), wodurch
die Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 reduziert wird (MCCULLOUGH ET AL.,
2001). Das Subtilase-Toxin spaltet nach retrogradem Transport das Chaperon BiP,
inhibiert dadurch die Proteinsynthese und aktiviert ebenfalls alle UPR-Sensoren (TESH,
2012B; WOLFSON ET AL., 2008). Ricin aktiviert die Signalkaskade Uber JNK und p38. Es ist
allerdings unbekannt, wie diese Antwort der Inhibierung der Proteinsynthese zuzuordnen
ist. Durch Mutation (P95L/E145K sowie S215F) konnte das Toxin zwar weiterhin
Ribosomen depurinieren und die Proteinsynthese hemmen, jedoch keine Apoptose mehr
induzieren (JETZT ET AL., 2012).

Der Zusammenhang von ERAD, UPR und der Wirkungsweise von A/B-Toxinen besteht
darin, dass durch die ,unfolded protein response“ Komponenten des ER-Exports verstarkt
exprimiert bzw. die Synthese der Faktoren fir den Abbau inhibiert werden. Daraus
entstand die Hypothese, dass das Cholera Toxin (CT) selbst ER-Proteine hochreguliert,
um die Sensitivitat der Wirtszelle zu erhohen. Tatsachlich werden BiP, Derlin 1 und
Derlin 2 nach Behandlung mit CT bzw. CTB verstarkt exprimiert und ein ,knock-down* von
Derlin 1 schitzt die Zellen vor der Wirkung des Toxins (DIXIT ET AL., 2008). Aufbauend
darauf ware in nachfolgenden Experimenten zu bewerten, ob die Induktion der Apoptose
durch K28a in HeLa-Zellen ebenfalls eine Folge der UPR darstellt oder ob diese Form der
ER-Qualitatskontrolle aquivalent zu Hefe nicht in die Wirkungsweise des Toxins involviert
ist. Neben dem Nachweis der XBP7-mRNA wirden der Gehalt von BiP und CHOP sowie
der zytosolischen Ca®*-Konzentration Aufschluss (iber einen einsetzenden UPR-Pathway

geben.
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Rolle des proteasomalen Abbaus von K28a in HeLa-Zellen

Der ERAD-Pathway wurde das erste Mal in Hefe beschrieben und ist in Saugerzellen
konserviert (WIERTZ ET AL., 1996A). Am Ende der ER-Qualitatskontrolle steht in der Regel
die Degradation durch das Proteasom. Obwohl A/B-Toxine nach dem ER-Export aufgrund
ihres niedrigen Lysingehalts grofitenteils einer Ubiquitinierung und somit dem Abbau
entgehen, unterliegt dennoch ein Teil diesem Prozess. Durch Applikation eines
entsprechenden Inhibitors sollte die Degradation daher weiter minimiert werden kdénnen.
In der Tat scheint die Gabe des proteasomalen Inhibitors Clasto-Lactacystin B-Lacton die
Aktivitdt von Ricin zu steigern, das Cholera Toxin wird dagegen nicht beeinflusst, da es
sich nach seiner Retrotranslokation vermutlich schneller zurlckfalten kann (DEEKS ET AL.,
2002; RODIGHIERO ET AL., 2002). Ein weiteres Indiz fir diese Theorie besteht darin, dass
CTA1 auch nach Verlust seiner Lysinreste sowie einer Blockierung des N-Terminus aus
dem ER exportiert wird und seine Toxizitdt vermitteln kann. Die Ubiquitinierung stellt
daher keine treibende Kraft fir die Retrotranslokation dar. Vielmehr wird spekuliert, dass
sich CTA1 aufgrund seiner schnellen Faltung selbst aus dem ER extrahieren kann
(LENCER UND TsAlI, 2003).

Um einschatzen zu kénnen, ob K28a nach Expression ebenfalls der proteasomalen
Degradation unterliegt, wurde exemplarisch die Expression von ssPlpV5a abhangig von
verschiedenen Konzentrationen des Inhibitors MG132 untersucht. Wie sich zeigte, war die
Toxinexpression nur nach Inhibierung des Proteasoms nachzuweisen und stieg
gleichzeitig mit dessen Konzentration an. MG132 aktiviert auRerdem die Kinase JNK1,
was zur Induktion der Apoptose fuhrt. Da dies der toxischen Wirkung von K28a in HelLa-
Zellen gleichkommt, wurde die Auswirkung einer Toxinexpression in Gegenwart von
MG132 zunachst umgangen. Um dennoch abschatzen zu kdnnen, ob die biologische
Aktivitat von K28a in Zusammenhang mit einer proteasomalen Degradation steht, wurde
zusatzlich der letale Effekt nach Mutation der Lysinreste untersucht. Die lysinfreien
Toxinvarianten beeintrachtigten die Zellvitalitat nicht in gleichem MalRe wie die
lysinhaltigen Formen, was eventuell auf eine verminderte Exportrate zurtickzufiihren sein
kénnte. Dennoch kam die Aktivitadt des Toxins nicht vollstandig zum Erliegen, was darauf
hinweist, dass eventuell eine Ubiquitinierung an alternativen Aminosauren bzw. am N-
Terminus stattfinden kann und somit, im Gegensatz zu CTA1, den Antrieb der
Retrotranslokation sichert. Somit war durch Substitution der Lysinreste keine Steigerung

der Toxinaktivitat durch Reduktion der Degradation zu erreichen.
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Der Abbau der a-Variante scheint daher erst im Anschluss an die Retrotranslokation
durch Inhibierung des Proteasoms minimiert werden zu kdnnen, wohingegen der

Austausch der Lysinreste eher die Dislokation beeintrachtigt.

Wirkung des reifen Toxins auf hohere Eukaryonten

PELHAM und Mitarbeiter identifizierten mit KDEL in Saugerzellen und HDEL in Hefezellen
ein C-terminales Tetrapeptidmotiv, das als Bestandteil zahlreicher ER-luminaler Proteine
als Retentions- bzw. Ruckfiihrungssignal fungiert, um Chaperone im ER zu lokalisieren
(MUNRO UND PELHAM, 1987). Proteine mit K/HDEL-Motiv kénnen somit in einem
rezeptorvermittelten Prozess das ER verlassen, im Golgi modifiziert und wieder zum ER
zurlUcktransportiert werden (DEAN UND PELHAM, 1990). ERD1 und ERDZ2 codieren in Hefe
fur integrale Membranproteine, deren Deletion zur Sekretion von Proteinen mit HDEL-
Motiv und zu Defekten in ihrer N-Glykosylierung flihrt (HARDWICK ET AL., 1990; SEMENZA
ET AL., 1990). Das endogene System des KDEL-Rezeptors fiir den retrograden Transport
kann auch von Toxinen genutzt werden, um nach endozytotischer Aufnahme (ber den
retrograden Weg in das Zytosol zu gelangen (WATSON UND SPOONER, 2006). Manche
dieser Protein-Toxine wie Cholera Toxin oder Pseudomonas Exotoxin A tragen ein KDEL-
bzw. ein KDEL-ahnliches Motiv am C-Terminus, um einen effizienten Transport vom Golgi
zum ER sicherzustellen. Flr einige Toxine ist dieser Weg allerdings nicht essentiell.
Anhand eines neuen Modells wurde postuliert, dass KDEL-Rezeptoren bereits die
Bindung an die Zelloberflache ermdglichen bzw. erleichtern. Das humane Genom besitzt
drei KDEL-Rezeptoregene mit bisher unbekannten funktionellen Unterschieden (CAPITANI
UND SALLESE, 2009). In Hefe interagiert K28 mit dem HDEL-Rezeptor Erd2p bereits auf
Ebene der Plasmamembran und wird anschlielend ulber diesen rezeptorvermittelten
Prozess endozytiert. Da die homologen humanen Rezeptoren ebenfalls auf der
Plasmamembran lokalisiert sind, sollte ein analoger Prozess der Toxininternalisierung

auch in héheren Eukaryonten mdglich sein.
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Wahrend K28 seine optimale Aktivitdt bei 20°C und pH 4,7 entfaltet, bendtigen
Saugerzellen einen physiologischen pH-Wert von 7,3 sowie eine Umgebungstemperatur
von 37°C. In vorherigen Untersuchungen war es bereits gelungen, die
Versuchsbedingungen bezuglich des pH-Wertes den Ansprichen der Wirtszelle und des
Toxins anzunahern. Bei pH 5,8 war der Hemmhof im MBA-Test zwar verkleinert, doch das
Toxin war noch in der Lage, sein ,target® zu erreichen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
nach einer Inkubationszeit von der Verwendung der Hefe S. cerevisiae zur Toxinsynthese
kein Verlust der Zellvitalitat festgestellt werden. Eine Ubertragung der
Versuchsbedingungen auf das Hefesystem zeigte, dass sowohl die erhdhte Temperatur
von 37°C im Saugersystem sowie der gesteigerte pH-Wert, die biologische Aktivitat des
Killertoxins massiv herabsetzt und somit keine bzw. lediglich eine stark beeintrachtigte
Sensitivitat sensitiver Hefezellen festzustellen war. Untersucht wurden hierbei Stamme,
die nach Deletion des Toxinreszeptors (ERD2) mit humanen Homologen des KDEL-
Rezeptors komplementiert worden waren. Unabhangig von pH-Wert und ERD2-Variante
konnte im MBA bei 37°C kein Hemmhof mehr ausgebildet werden. Somit scheint die
Temperatur die Wirkung des Toxins am Starksten einzuschréanken. Doch auch ein Anstieg
des optimalen pH-Wertes von 4,7 auf 5,9 reduzierte den Hemmhofdurchmesser im WT
um die Halte und flhrte zu einer Resistenz nach Komplementation der Aerd2
Deletionsmutante mit den saugerspezifischen Formen ERD2.2 und ERDZ2.3. Im
Hefesystem spielen somit optimale Umgebungsbedingungen wie pH-Wert und
Temperatur eine essentielle Rolle fir den Toxintransport. Anhand dieser Ergebnisse war
allerdings nicht zu beurteilen, ob das Toxin bei 37°C oder einem pH-Wert von 5,9
verstarkt akkumuliert und daraufhin nicht mehr mit seinem Rezeptor interagieren kann
oder ob K28 durch die veranderten Parameter verstarkt zur Vakuole gelangt und
abgebaut wird.

Auch die Rickschlisse vorheriger Studien beziglich Aufnahme und Wirkung des
Killertoxins sind wage; in der Colonkarzinomzelllinie HCT116 war bisher nach
zweistlindiger Toxinbehandlung anhand des DNA-Gehalts in einer FACS-Analyse kein
Einfluss auf Zellzyklusphasen oder Apoptose erkennbar (SPINDLER, 2004). Ein
Versuchsansatz bei zweistlindiger Toxininkubation der Zellen bei pH 5,8 flihrte zwar zu
einer um 40 % reduzierten Proteinbiosynthese sowie einer um 60 % reduzierten DNA-
Neusynthese, die Negativkontrolle des toxinfreien Uberstandes aus K. lactis die DNA-
Neusynthese jedoch ebenfalls um 50 % senkte (KELKEL, 2009). Der einzige Hinweis auf
die Wirkung des reifen Toxins wurde bisher nach Mikroinjektion von K28 erhalten, die
dazu fuhrte, dass sich etwa 50 % der behandelten Zellen Gber einen Zeitraum von 3 h

abldsten und somit auf eine einsetzende Apoptose hinwiesen (KELKEL, 2009).
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Die Wirkung anderer A/B-Toxine, wie dem Diphterie-Toxin, konnte bereits anhand
verschiedener pH-Werte untersucht werden. Ein solches Puffersystem sowie die
Inkubation bei 30°C wéren neben einer Uberexpression der ERD-Rezeptorvarianten auch
fur die Applikation von K28 Optionen, die Toxinaufnahme zu erméglichen und somit den
weiteren Weg eines Hefetoxins in hdheren Eukaryonten zu verfolgen. Dies wurde flr den
den neurotrophen Faktor MANF gezeigt, der Signalwege in Neuronen aktiviert und Uber
sein KDEL-ahnliches RTDL-Motiv an die Zelloberflache bindet. Durch die Behandlung mit
Thapsigargin, das ER-Stress induziert und die luminale Ca®'-Konzentration senkt,
akkumuliert der KDEL-Rezeptor an der Oberflache, allerdings ohne den gesamten
zellularen Level des Rezeptors zu verandern. Wird der Rezeptor Uberexprimiert, kommt
es ebenfalls zu einer verstarkten Bindung von MANF an die Zelloberflache (HENDERSON
ETAL.,2012).
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5 Ausblick

ALTERNATIVE TESTSYSTEME

Die Schwierigkeit in der Untersuchung der Retrotranslokation liegt in der Differenzierung
der Transportrichtung entsprechender ERAD-Substrate. Eine Quantifizierung der
Translokationskinetik ist daher komplex, da der Export in gangigen Experimenten nicht
synchron ablauft. Studien an ,knock-out® Mutanten erschweren zudem die Differenzierung
zwischen primaren und sekundaren Effekten, da es sich bei zahlreichen Komponenten
um teilweise oder vollstdndig redundante Proteine handelt. Um den ER-Export von K28
synchron, in Echtzeit und ohne konkurrierende Translokation zu beobachten, existieren
verschiedene in vitro Testsysteme, welche die in vivo Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit unterstitzen und ergénzen konnten. Beispielsweise wurde zur Darstellung eines
dislozierenden Proteins im Zytosol der Farbstoff BODIPY FL (BOF) durch tRNALys (BOF-
Lys-tRNALys) in ein Praprosubstrat inkorporiert, mit ausgewahlten luminalen Proteinen in
rekonstituierte raue humane Mikrosomen eingeschlossen und mit aufgereinigten
zytosolischen Proteinen inkubiert. Die Retrotranslokation konnte im Anschluss
spektroskopisch nachzuvollzogen werden, indem dem Zytosol BOF-Antikorper appliziert
wurden, die durch Binden des Substrats dessen Emission quenchen. Somit konnte der
Export-Prozess anhand der Reduktion der Emissionsintensitat dargestellt werden
(WAHLMAN ET AL., 2007). Ein alternativer, divergenter Ansatz beschreibt die Degradation
des zu untersuchenden Proteins und somit einen Prozess der den Export aus dem
Endoplasmatischen Retikulum voraussetzt und indirekt reflektiert. Sogenannte ,pulse-
chase“-Experimente beruhen auf der radioaktiven Markierung (,pulse“) eines Modell-
Substrats wahrend dessen Translation sowie einem anschlieRenden ,chase®, in dem die
Synthese mit unmarkierten Aminosduren fortgesetzt wird. Gemessen Uuber einen
festgelegten Zeitraum kann somit die Abnahme des Signals Aufschluss uber die
Degradationskinetik und somit Uber die Effizienz der Retrotranslokation geben. Unter
Kontrolle des GAL7-Promotors war bisher unter den gewahlten Parametern auch nach
ausgedehnten ,chase“-Zeitrdumen keine Reduktion der a-Untereinheit erkennbar, dem
eventuell durch Dezimierung der Toxinmenge entgegenzuwirken ware. Die Expression
von GALS-K28a, kénnte somit die Nutzung des ERAD-Pathways zur Degradation des
Letalkonstrukts verifizieren und eine Uberlagerung potentieller Dislokations-Ereignisse

deutlicher abgrenzen.
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Um den Einfluss klassischer ERAD-Komponenten auf die Umsetzung von K28 bzw. K28a
zu bestatigen, sollte in aufbauenden Arbeiten ein Interaktionsnachweis mit
Schlisselfaktoren dieses Pathways angeschlossen werden. Dementsprechend wurden in
der vorliegenden Arbeit bereits einzelne Ansatze verfolgt, um Hinweise auf eine
Wechselwirkung des Killertoxins mit Sec61p wahrend der Dislokation zu erhalten. Neben
den beschriebenen Experimenten sollten mittels bimolekularer
Fluoreszenzkomplementation (BiFC) durch raumliche Nahe der Test-Komponenten auch
die an Fanger- und Beuteprotein fusionierten Fragmente des Reporters mCherry
zusammengeflgt werden und somit anhand des Fluoreszenzsignals die Interaktion von
K28 mit dem potentiellen Export-Kanal Sec61p signalisieren. Das rekombinante Toxin
wies jedoch keine biologische Aktivitat auf, weshalb zur weiteren Analyse einer
Wechselwirkung mit ERAD-Komponenten auf alternative Methoden zurlickgegriffen
werden musste. Die bisherigen Versuche, eine Wechselwirkung mit Sec61p mittels Co-
Immunprazipitation bzw. Split-Ubiquitin-System nachzuweisen, scheiterten vermutlich an
einem zu schnellen Export-Prozess. Um solch transiente Reaktionen zu stabilisieren,
besteht die Mdglichkeit einer permanenten Verknipfung mittels ,crosslinkern®, wobei die
kovalente Fixierung durch Veresterung der Proteine erfolgt. So konnte beispelsweise der
Nachweis einer Wechselwirkung des mutierten a-Faktors Agpaf mit Sec61p nach in vitro
Translation in isolierte Mikrosomen und anschliefendem chemischem ,crosslink mit DSP
nach Zugabe von isoliertem Zytosol erbracht werden (MCCRACKEN UND BRODSKY, 1996;
PILON ET AL., 1997). Eine weitere Option stellt die Fusion mit DHFR (Dihydrofolat-
Reduktase) dar. Die Zugabe des Substrathomologs Trimetraxat induziert dabei die
Faltung des Fusionsproteins und verzégert somit den ER-Export. Publiziert wurde diese
Anwendung unter anderem fir das ERAD-Substrat CPY*-DHFR, dessen
Mikrosomenfraktion nach intrazellularer Expression geerntet, mit Digitonin solubiliert und
anschliefend immunprazipitiert wurde (SCHAFER UND WOLF, 2009). Alternativ kénnte in
einem eher rudimentaren Ansatz eine potentielle Interaktion anhand immobilisierter
Peptide des Translokons mit anschlieBender Toxinbehandlung in einem ,Dot-

Blot“ untersucht werden.
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Da sich bisher abzeichnete, dass K28 den ERAD-Pathway zur Degradation nutzt, bleibt
die Frage nach dem Mechanismus der Retrotranslokation weiterhin offen. In aufbauenden
Experimenten waren diesbeziglich alternative Prozesse zu untersuchen, die
beispielsweise die Integration von K28 bzw. K28a in die ER-Membran sowie die durch
Ruckfaltung angetriebene Extraktion aus dem Kompartiment mit einschlie3t. Prinzipiell
konnte das Toxin durch Insertion in den Bilayer selbst einen Kanal ausbilden. Anhand von
Liposomen ware naher zu bestimmen, ob das Toxin diese Eigenschaft besitzt und welche
luminalen sowie zytosolischen Komponenten diesen Prozess vermitteln.

Um den Einfluss verschiedener Mutationen auf den Transport des reifen Toxins zu
untersuchen, wurde im Rahmen dieser Studie eine Methode verwendet, die auf Diffusion
von K28 im Methylenblau-Agar beruht. Da lediglich in wenigen Fallen grofiere
Abweichungen im Hemmhofdurchmesser dokumentiert werden konnten, erwies sich
dieses Testsystem als ungeeignet, geringe Veranderungen in der Retrotranslokation zu
erkennen. Aquivalent zum artifiziellen System sollte daher auch der Effekt des reifen
Toxins Uber einen definierten Zeitraum bestimmt werden. In FlUssigkultur stellte sich
jedoch keine Toxinwirkung ein, die anhand einer veranderten optischen Dichte bzw. eines
reduzierten Sauerstoffverbrauchs definiert werden konnte. Lediglich Spharoplasten
reagierten nach Applikation des K28-Dimers mit einem verringerten Sauerstoffpartialdruck.
Da jedoch durch den enzymatischen Abbau der Zellwand UPR induziert wird, stellt dieser
Ansatz kein geeignetes Modell dar, um Veranderungen der Toxinwirkung zu ermitteln, die
auf ERAD-Komponenten zuriickzufihren sind. Daher sollte auf biochemische Methoden
zurlckgegriffen werden, um anhand einer veranderten Signalstarke des Toxins im Zytosol
einen direkten Hinweis auf eine veranderte Transportkinetik zu erhalten.
Zellfraktionierungsexperimente gaben Aufschluss Uber die subzellulare Verteilung des
Proteins, wobei diese Form der differenziellen Zentrifugation wenig reproduzierbar war
und ebenfalls nicht auszuschlieRen ist, dass membrangebundenes Toxin der
Plasmamembran mitgefihrt wird. Untermauert wird dieser Aspekt durch die Tatsache,
dass fluoreszenzmarkiertes K28 nach Applikation bisher nicht in der Zelle nachgewiesen
werden konnte, so dass der eigentliche intrazellulare Toxingehalt vermutlich zu gering fur
gangige Nachweismethoden ist (GIERELMANN, 2011). Daher scheiterte ein Versuch, K28
auschliel3lich nach ER-Export durch Biotinylierung mit Hilfe einer zytosolisch exprimierten
Biotin-Ligase sichtbar zu machen, wobei das Testsystem im Hinblick auf eine geeignete
Positivkontrolle optimiert werden konnte. Somit ware vermutlich lediglich die Inkubation
mit radioaktiv markiertem Toxin eine vielversprechende Option, K28 wahrend des

retrograden Transportes sichtbar zu machen.
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SPEZIFIZIERUNG DER TOXINWIRKUNG IN HOHEREN EUKARYONTEN

Im Rahmen dieser Arbeit konnte anhand der Zellvitalitdt die toxische Wirkung der
intrazellular exprimierten K28a-Untereinheit auf Saugerzellen nachgewiesen und
diesbezuglich mit der Aktivitdt des Proteasoms in Zusammenhang gebracht werden.
Offen blieb jedoch die Auswirkung der Applikation eines proteasomalen Inhibitors auf den
terminalen Phanotyp, wofir eine Toxinkonzentration zu wahlen ware, die keine Induktion
der Apoptose ausldst und somit nicht den eigentlichen Toxin-Effekt Giberlagert.

Nach Applikation des reifen Dimers konnte in héheren Eukaryonten bisher kein letaler
Effekt nachgeweisen werden, vermutlich da die Toxizitat von K28 auf Hefezellen optimiert
ist. Eine verbesserte Toxin-Internalisierung kénnte eventuell durch Uberexpression
einzelner K/HDEL-Rezeptoren erreicht und mit der Bedeutung des hefeeigenen Erd2p-
Rezeptors verglichen werden. Auch Veranderungen des Mediums bezlglich pH-Wert und
der Wahl eines geeigneten Puffersystems sowie die Absenkung der Temperatur wahrend
der Toxin-Inkubation sollten zur Optimierung in weiterfihrenden Studien berucksichtigt
werden.

Um die ER-Membran zu Uberwinden, nutzen Cholera Toxin, Shiga Toxin sowie
Pseudomonas Exotoxin A und Ricin den ERAD Pathway, der normalerweise der
Retrotranslokation fehlgefalteter Proteine dient. Dabei spielen meist PDI, Sec61 sowie
Derlin 1 bzw. Derlin 2 eine entscheidende Rolle (LIN ET AL., 2008; SANDVIG ET AL., 2002;
SIMPSON ET AL., 1999; SLOMINSKA-WOJEWODZKA ET AL., 2006) und sollten demnach
ebenfalls in ,knock-down® Experimenten in Zusammenhang mit K28 untersucht werden.
Aquivalent dazu ware der Einfluss der UPR zu bestimmen, die ebenfalls in einigen Fallen
die Toxinwirkung unterstitzt.

Daruber hinaus wurden bereits kleine Molekile identifiziert, die sowohl den intrazellularen
Transport des Shiga Toxins als auch die Wirkung von Ricin beeinflussen (WAHOME ET AL.,
2010). Eeyarestatin | und |l reprasentieren beispielsweise hydrophobe und strukturell
verwandte ERAD-Inhibitoren, die die glykosylierte Form eines Modellsubstrats in der
Membranfraktion stabilisiert, wobei noch unklar ist, welcher Schritt im ERAD-Prozess
durch die Substanzen blockiert wird (FIEBIGER ET AL., 2004). Der retrograde Transport
kann auRerdem durch Behandlung mit Brefeldin A (YOSHIDA ET AL., 1991) bzw. Golgizid A
(SAENZ ET AL., 2009), Retro1 und Retro2 inhibiert werden, was eine Verringerung der
Aktivitat zahlreicher Toxine zur Folge hat. Die Behandlung mit Retro2 konnte Mause vor
der Auswirkung des Pflanzentoxins Ricin schitzen (STECHMANN ET AL., 2010), blieb
jedoch gegeniber anderen Toxinen aufgrund paralleler bzw. redundanter Transportwege
wirkungslos. Die Applikation dieser Wirkstoffe zu K28-behandelten Zellen kénnte
Ruckschlusse auf verwandte Transportwege von bakteriellen sowie mykotischen A/B-

Toxinen ermdglichen.
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6 Zusammenfassung

Das Killertoxin K28 wird als Vorlauferpeptid synthetisiert und nach Modifikation und
Faltung von der Zelle sezerniert. Das gereifte heterodimere Toxin, bestehend aus einer
a- und B-Untereinheit, wird in einem Rezeptor-vermittelten Prozess endozytiert und
retrograd Uber Endosomen und Golgi zum ER transportiert. Nach der Dislokation in das
Zytosol dissoziiert das Dimer in seine beiden Untereinheiten, wobei K283 der
proteasomalen Degradation unterliegt, wahrend a im Nukleus die DNA-Synthese hemmt
und den Zellzyklus am G1/S-Ubergang arretiert. Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand
die Aufklarung der Retrotranslokation des reifen a/B-Toxins K28 sowie dessen o-
Untereinheit nach intrazellularer Expression. In vorherigen Studien wurde bereits die
Ausbildung eines Selbstkillerphdnotyps nach Expression von K28a im ER postuliert.
Durch Verwendung eines verkurzten GAL7-Promotors (GALS) gelang es im Rahmen
dieser Arbeit den toxischen Effekt zu reduzieren und somit das Testsystem zu optimieren.
Der resultierende Phanotyp nach K28a-Expression konnte analog zum reifen a/B-Toxin
einem G1-Arrest zugeordnet werden; fir beide Toxinformen konnte ein Einfluss auf die
zellulare ER-Stressantwort (UPR) ausgeschlossen werden.

Im Rahmen dieser Studie zeigten sowohl klassische ERAD-Komponenten zur Erkennung
der Fehlfaltung (HTM1, YOS9, HRD3) als auch der Dislokation (DER7), Ubiquitinierung
(DOA10, HRD1, UBC7) und Degradation (RPT3, RPT5, BLM10) nach Deletion bzw.
-knock-down“ einen hypersensitiven Phanotyp gegen K28a. Ein Verlust von Ubp6p, das
die Substrat-Selektion am Proteasom steuert, fiihrte hingegen zu einem starken
Sensitivitdtsverlust, der eine Beteiligung am Abbau der a-Untereinheit impliziert. Eine
Ausnahme bildete Der1p, dessen Uberexpression im Unterschied zur Ubiquitinligase
Hrd1p in einer gesteigerten Sensitivitdt gegenliber K28a resultierte. Da Der1p und Hrd1p
als potentielle Untereinheiten eines Export-Kanals im ER diskutiert werden, kénnte Der1p
mdglicherweise am Transport von K28a Uber die ER-Membran beteiligt sein. Im Vergleich
dazu, zeigten Mutationen der meisten Komponenten des ERAD-L-Weges keinen Einfluss
auf die Sensitivitdt gegen das reife Toxin. Eine Ausnahme bildeten Hrd1p und Rpt5p, die
nach Uberexpression (Hrd1p) bzw. Deletion (Rpt5p) die Toxizitdt von K28 deutlich
reduzierten.

Durch Untersuchung der in der Retrotranslokation gestérten Hsp70-Mutanten kar2-1 und
kar2-133, konnte erstmals die Bedeutung von Kar2p/BiP im Zuge der Dislokation beider
Toxinvarianten gezeigt werden. DarlUber hinaus konnte die Isomerase-Aktivitat der
katalytischen Untereinheiten der Protein-Disulfidisomerase Pdi1p explizit der

Retrotranslokation des reifen a/B-Toxins zugeordnet werden.
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Ein ,knock-down“ des potentiellen ER-Exportkanals Sec61p flihrte bei Erhalt der
Proteinsekretionsaktivitdt zu einer stark verminderten Sensitivitdt gegen das von auf3en
applizierte K28-Dimer. Auch die in der Retrotranslokation defekten Mutanten sec67-R3
sowie sec671-R4 zeigten im MBA-Test eine deutlich eingeschrankte Toxinsensitivitat. Eine
direkte Interaktion von K28 mit Sec61p konnte jedoch weder durch Co-Immunprazipitation
noch mit Hilfe des ,Split-Ubiquitin-Systems® nachgewiesen werden. Da auch nach
Expression von K28a in den Import-profizienten Mutanten sec67-R1 und sec67-R2 eine
deutliche Abnahme der in vivo Toxizitdt beobachtet wurde, kann angenommen werden,
dass Sec61p an der Dislokation beider Toxin-Formen beteiligt ist.

Die Wirkung von K28a konnte zusatzlich mit der Hrd1p-unabhangigen Proteolyse (HiP) in
Verbindung gebracht werden. Demnach scheint K28a Rezeptoren, Adaptoren und
SNARE-Proteine des diesbeziiglichen COPII-Vesikeltransports zu nutzen, so dass
Lknock-out“ bzw. ,knock-down®“ Mutanten in den betreffenden Genen eine deutlich erhéhte
Sensitivitdt zeigten. Eine vergleichbare Hypersensitivitat wurde in Mutanten beobachtet
mit Defekten im COPIl-vermittelten Rucktransport zum ER bzw. in der Protein-
Ubiquitinierung.

Fur beide Toxinformen (a; a/B) konnte gezeigt werden, dass wahrend des retrograden
Transports auch ein Teil der Toxinmoleklle vom Golgi-Apparat sowohl auf direktem Wege
als auch Uber das pravakuolare Kompartiment (PVC) zur Vakuole transportiert wird.
Demzufolge bewirken Mutationen in Genen des vakuoldren Proteintransports sowie
Defekte in der vakuolaren V-ATPase eine deutliche Hypersensitivitdt gegen K28.

Auch die selektive Autophagozytose verantwortet den Abbau einiger K28a-Molekiile. Die
dazu bendtigten Untereinheiten ATG8 und ATG19 sind eventuell an der Degradation,
jedoch nicht der Dislokation von K28a beteiligt.

Im Unterschied zum a/f3 heterodimeren Toxin stand die Wirkung von K28a auch mit der
Bildung von \lipid droplets® in Zusammenhang, da ein Verlust dieser Speicher- und
Regulationskompartimente in den Mutanten Alro1Adga1 und Alro1Adga1Aare2 zu einer
erheblich eingeschrankten Sensitivitat flhrte.

Im Vergleich zur Hefe, konnte eine toxische Wirkung von K28 auf Hela-Zellen
unabhangig vom Eintritt der a-Untereinheit in den sekretorischen Weg beobachtet werden.
Ebenfalls divergent verliefen die Induktion der Apoptose nach intrazellularer a-Expression
sowie die Abhangigkeit der Toxinwirkung von internen Lysinresten. Ein kompletter
Lys/Arg-Austausch in K28a hatte eine deutliche Reduktion der Toxizitat in Sdugerzellen
zur Folge, was darauf hindeutet, dass die Ubiquitinierung der a-Untereinheit

moglicherweise die treibende Kraft fur die Dislokation in das Zytosol darstellt.
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