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„Das Schönste, was wir entdecken können, ist das Geheimnisvolle.” 
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1. Einleitung 

1.1. Transport-ATPasen 

Transport-ATPasen sind Enzyme, die in biologischen Membranen lokalisiert sind und dort 

verschiedene Ionen und Moleküle aktiv über diese transportieren. Sie können in vier 

Klassen aufgeteilt werden: P-, F- und V-ATPasen sowie ABC Transporter. In den letzten 

Jahren konnte viel zur Aufklärung der Struktur, des Mechanismus und der Regulation 

dieser ATPasen, aber auch zu ihrer physiologischen Bedeutung und der Rolle in der 

Medizin beigetragen werden. Die Forschung an den Transport-ATPasen hat eine neue Ära 

erreicht, in welcher die gewonnenen Erkenntnisse neue Therapien für viele Krankheiten 

ermöglichen. Krankheiten, die durch Fehlfunktionen von ATPasen hervor gerufen werden 

können, sind z.B. Krebs, Herzkrankheiten, Osteoporose, zystische Fibrose oder auch 

Diabetes (Frattini et al. 2000; Rojas et al. 2004; Sennoune et al. 2004; Pedersen 2007). 

1.2. Die V-ATPase 

V-ATPasen sind in fast allen eukaryotischen Zellen zu finden und spielen eine wichtige 

Rolle bei völlig unterschiedlichen physiologischen Prozessen (Pedersen 2007). Hierbei 

spielte die Lokalisierung in den Membranen der Vakuolen von Neurospora crassa und 

Saccharomyces cerevisiae die entscheidende Rolle bei der Namensgebung dieser ATPase 

(Pedersen and Carafoli 1987; Nelson and Taiz 1989). V-ATPasen wurden aber nicht nur in 

Organellen wie Lysosomen, Endosomen usw. gefunden, sondern auch in 

Plasmamembranen, wo sie unter anderem die Ionenhomeostase im Insektendarm oder 

den Knochenabbau durch Osteoklasten beeinflussen (Blair et al. 1989; Wieczorek et al. 

1991). 

Im Gegensatz zu den F-ATPasen, deren hauptsächliche Funktion in allen eukaryotischen 

Zellen die Synthese von ATP durch Aufwendung der protonenmotorischen Kraft ist, 

erzeugen die V-ATPasen eine protonenmotorische Kraft durch die Hydrolyse von ATP und 

dem anschließenden, daran gekoppelten aktiven Transport von Protonen über die 

Membran (Saroussi and Nelson 2008). Die so generierte protonenmotorische Kraft wird 

für eine Vielzahl von sekundären Transportprozessen in der Zelle verwendet. 
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1.2.1. Die Struktur der V-ATPase 

V-ATPasen sind aus zwei Komplexen aufgebaut, dem peripheren V1-Komplex, der für die 

ATP Hydrolyse verantwortlich ist, und dem integralen VO-Komplex, dessen Aufgabe die 

Translokation von Protonen ist (Abb. 1.1 A). Diese Organisation der beiden Komplexe 

weist eine strukturelle Ähnlichkeit mit der F-ATPase auf und dürfte auf gemeinsame 

Vorläufer zurück zu führen sein (Pedersen and Amzel 1993; Futai et al. 1994). So 

entspricht der V1-Komplex dem F1-Komplex der F-ATPase und der VO-Komplex dem FO-

Komplex, der seinen Namen aufgrund der Sensitivität der mitochondrialen F-ATPase 

gegenüber Oligomycin erhielt (Pedersen and Carafoli 1987). 

Der periphere V1-Komplex hat eine Molekularmasse von ca. 650 kDa und besteht aus den 

acht Untereinheiten A, B, C, D, E, F, G und H. Die Aminosäuresequenzen der beiden 

Untereinheiten A und B sind zu ca. 25 % identisch mit den Untereinheiten β und α der F-

ATPase (Nelson and Taiz 1989). Die anderen Untereinheiten des V1-Komplexes zeigen 

indes keinerlei Sequenzhomologien zu den Untereinheiten der F-ATPase. 

 

 
Abb. 1.1: Strukturelle und mechanische Eigenschaften der V-ATPase 
A: Schematische Darstellung der V-ATPase aus Saccharomyces cerevisiae. B: Schematische Darstellung des 
Proteolipidrings. C: Mechanismus der Protonentranslokation im VO-Komplex. (Jefferies et al. 2008) 
 

Die Stöchiometrie des V1-Komplexes entspricht A3B3CDE3FG3H, wobei die Anzahl der 

Untereinheiten E und G im V1-Komplex erst kürzlich durch unsere und andere Gruppen 

geklärt wurde (Arai et al. 1988; Xu et al. 1999; Ohira et al. 2006; Zhang et al. 2008; 
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Muench et al. 2009). Die Cryo-Elektronenmikroskopie der V-ATPase aus Manduca sexta 

und der daraus berechneten ersten 3D Rekonstruktion dieser intakten Pumpe in ihrem 

nativen Zustand in Abbildung 1.2 zeigt (Muench et al. 2009), dass die V-ATPase eine 

deutlich komplexere Struktur als die F-ATPase aufweist (Rubinstein et al. 2003). Ein 

Netzwerk aus vier Stielen, welche den V1-Komplex mit dem VO-Komplex verbinden, lässt 

sich in der 3D Rekonstruktion in Abbildung 1.2 erkennen. Dabei werden drei Stiele jeweils 

aus den Untereinheiten E und G gebildet, gekennzeichnet durch die Pfeile in Abbildung 

1.2, und der vierte Stiel ist eine zentrale Achse aus den Untereinheiten D und F, die vor 

allem Kontakt mit dem VO-Komplex aufweisen (Muench et al. 2009). Auch wenn die drei 

peripheren Stiele eine ähnliche Verbindung zum zytoplasmatischem Ende jeweils mit einer 

Untereinheit B (Arata et al. 2002) des V1-Komplexes aufweisen, so ist ihre Kopplung an 

den Zwischenbereich und an VO sehr unterschiedlich. Die V-ATPase Untereinheiten C und 

H stellen jeweils eine Verbindung zu zwei der drei peripheren Stiele her, wobei sich die 

beiden Untereinheiten jedoch nicht berühren und somit keine direkte Verbindung der drei 

peripheren Stiele untereinander aufbauen. 

 

 
Abb. 1.2: 3D Rekonstruktion der Manduca sexta V-ATPase 
a-d: Seitliche Ansicht mit dem V1-Komplex oben und dem VO-Komplex unten, wobei die 3D Rekonstruktion 
schrittweise jeweils um 90° gedreht wurde. Die drei peripheren Stiele aus den Untereinheiten E und G sind 
durch die Pfeile markiert. e: Untere Ansicht des katalytischen Kopfes der V-ATPase bestehend aus den 
Untereinheiten A und B. Der nicht-homologe Bereich der Untereinheit A ist durch die Sterne gekennzeichnet. 
(Muench et al. 2009) 
 

Je drei Kopien der Untereinheiten A und B bilden den katalytischen Kopf der V-ATPase, 

wobei es sich bei der Untereinheit A um die katalytisch aktive Untereinheit handelt, die 

genau wie die F-ATPase Untereinheit β das Walker-Motiv enthält, welches eine Glycin-

reiche nukleotidbindende Sequenz ist (Walker et al. 1982). Die Untereinheit B wird genau 

wie ihr Pedant bei der F-ATPase als regulatorische Untereinheit bezeichnet. Die Hydrolyse 

von ATP am katalytischem Kopf führt zu einer Rotation des zentralen Stiels und resultiert 
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in einer Drehung des Proteolipidrings, was letztlich die Translokation der Protonen über 

die Membran bedingt. 

Der integrale VO-Komplex besteht bei Saccharomyces cerevisiae aus sechs verschiedenen 

Untereinheiten mit einer vermuteten Stöchiometrie von ac4-5c’c’’de und einer 

Molekularmasse von ca. 260 kDa (Arai et al. 1988; Powell et al. 2000; Sambade and Kane 

2004). Bei höheren Eukaryoten ist in manchen Fällen zusätzlich die Untereinheit Ac45 

vorhanden, die jedoch kein direkter Bestandteil des Proteolipidrings ist (Supek et al. 

1994). Die Untereinheiten c, c’ und c’’, von denen c’ nur bei den Hefen vorkommt (Forgac 

2007), werden als Proteolipide bezeichnet, da sie sehr hydrophob sind. Sie sind homolog 

zueinander und zu der 8 kDa Untereinheit c aus der F-ATPase (Fillingame 1997; Hirata et 

al. 1997). Die F-ATPase Untereinheit c besteht aus zwei Transmembran-Helices (TM) mit 

einer Carboxylgruppe im essentiellen Aspartat in TM2, welche essentiell für den 

Protonentransport ist (Fillingame 1997). Die V-ATPase Untereinheiten c und c’ bestehen 

aus vier Transmembran-Helices mit einer Carboxylgruppe im essentiellen Glutamat in TM4 

und einer Molekularmasse von 16 kDa, wobei beide offensichtlich durch Genduplikation 

eines gemeinsamen Vorfahr mit der F-ATPase Untereinheit c entstanden sind (Mandel et 

al. 1988). Die V-ATPase Untereinheit c’’ hat im Gegensatz zu den anderen beiden 

Proteolipiden eine Molekularmasse von 23 kDa und besteht aus fünf Transmembran-

Helices mit dem essentiellen Glutamat in TM3 (Hirata et al. 1997; Flannery et al. 2004). 

Die Proteolipide c, c’ und c’’ der V-ATPase bilden eine asymmetrische Ringstruktur 

(Wilkens and Forgac 2001), wobei die Anzahl der Proteolipid Untereinheiten, welche den 

Ring formen, noch ungeklärt ist. Gesichert ist, dass die Untereinheiten c’ und c’’ jeweils 

nur in einer Kopie im Ring vorkommen, es bedarf jedoch genauerer Klärung, ob 

Untereinheit c in vier- oder fünffacher Kopie vorliegt (Arai et al. 1988; Powell et al. 2000). 

Die Untereinheiten im Ring sind in einer bestimmten Anordnung orientiert, wobei 

Untereinheit c’ angrenzend und rechtslaufend von Untereinheit c’’ positioniert ist, in Bezug 

auf die Blickrichtung vom Zytoplasma auf die Membran (Abb. 1.1 B) (Wang et al. 2007). 

Die 100 kDa Untereinheit a ist eine weitere wesentliche Komponente des VO-Komplexes, 

welche zusammen mit dem Proteolipidring an der Translokation von Protonen beteiligt ist 

(Abb. 1.1 C). Topologische Studien zeigen, dass die Untereinheit a aus zwei Bereichen 

besteht, einem N-terminalen hydrophilen Bereich von ca. 50 kDa, der auf der 

zytoplasmatischen Seite der Membran lokalisiert ist und einem C-terminalen Bereich, der 

mutmaßlich acht Transmembran-Helices besitzt (Leng et al. 1999; Wang et al. 2008). Bei 

Saccharomyces zeigen die beiden Isoformen der Untereinheit a (Vph1 und Stv1), deren 
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Aminosäuresequenz zu 54 % identisch sind (Manolson et al. 1992; Manolson et al. 1994), 

Unterschiede in der Lokalisierung, Assemblierung und Kopplungseffizienz (Kawasaki-Nishi 

et al. 2001; Kawasaki-Nishi et al. 2001). Letztere ist abhängig vom C-terminalen Bereich, 

die Lokalisierung und Assemblierung hingegen vom N-terminalen Bereich. Der C-terminale 

Bereich der Untereinheit a, der 2 Halbkanäle enthält, die den Protonen den Kontakt mit 

den Carboxylgruppen des Proteolipidrings in der Membran ermöglichen, besitzt 

Ähnlichkeiten zur F-ATPase Untereinheit a. In Abbildung 1.1 C ist der vermutliche 

Mechanismus der Protonentranslokation durch den VO-Komplex dargestellt. Des weiteren 

ist in TM8 ein essentielles Arginin lokalisiert, welches absolut notwendig für den 

Protonentransport ist (Kawasaki-Nishi et al. 2001). Die Nähe des Arginin zur 

Carboxylgruppe der Untereinheit c bewirkt wahrscheinlich aufgrund der elektrostatischen 

Wechselwirkungen ein kurzes Verharren des Proteolipidrings und gibt somit den Protonen 

die Möglichkeit in den Proteolipidring zu gelangen. 

Die V-ATPase Untereinheit d mit einem Molekulargewicht von 36 kDa ist wie ein 

Boxhandschuh geformt (Bauerle et al. 1993; Wilkens and Forgac 2001; Iwata et al. 2004; 

Thaker et al. 2007), besitzt keinerlei Transmembran-Helices (Wang et al. 1988), lokalisiert 

möglicherweise auf dem Proteolipidring und könnte so die zentrale Achse des V1-

Komplexes mit dem Proteolipidring des VO-Komplexes verbinden. Die genauere Funktion 

der Untereinheit d ist jedoch ebenso unbekannt wie die der Untereinheit e. Die V-ATPase 

Untereinheit e wurde zuerst bei Bos taurus und Manduca sexta als Teil des VO-Komplexes 

entdeckt (Ludwig et al. 1998; Merzendorfer et al. 1999) und erst Jahre später konnte sie 

als Teil der V-ATPase bei der Hefe nachgewiesen werden (Davis-Kaplan et al. 2004; 

Sambade and Kane 2004). Sie ist im Gegensatz zur Untereinheit d ein integrales 

Membranprotein mit 2 Transmembran-Helices und einer Molekularmasse von 9 kDa 

(Compton et al. 2006); bei Manduca beträgt ihre Molekularmasse wegen der starken 

Glykolysierung 20 kDa (Merzendorfer et al. 1999). 

1.2.2. Assemblierung der V-ATPase 

Die Biosynthese der V-ATPase in der Hefe erfolgt über zwei unabhängige Prozesse, wobei 

der V1-Komplex im Zytoplasma synthesiert wird und der VO-Komplex über den 

sekretorischen Weg zur Vakuole gelangt (Doherty and Kane 1993; Bryant et al. 1998). 

Generell führt die Deletion einer der V1-Untereinheiten nicht zum Abbau der anderen 

Untereinheiten, verhindert aber die Assemblierung des V1-Komplexes an der 

Vakuolenmembran, der VO-Komplex hingegen liegt in diesen Mutanten stabil in der 
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Vakuolenmembran vor (Kane et al. 1992; Doherty and Kane 1993; Ho et al. 1993). Die 

Deletion einer VO-Untereinheit führt zum Verlust des assemblierten VO-Komplexes in der 

Vakuolenmembran sowie zu einer reduzierten Menge an VO-Untereinheiten, wohingegen 

der V1-Komplex weiterhin stabil im Zytoplasma vorliegt (Kane et al. 1992; Doherty and 

Kane 1993). 

In Zellen mit einer Deletion der Untereinheit F wie auch der Untereinheit E sind die 

anderen V1-Untereinheiten weiterhin als Teilkomplex im Zytoplasma zu finden, aber es ist 

ihnen nicht möglich, an die Vakuolenmembran zu assemblieren (Tomashek et al. 1996). 

Überraschenderweise führte die Deletion der Untereinheit F auch zu einer Reduzierung 

der Anzahl an voll assemblierten VO-Komplexen an der Vakuolenmembran (Graham et al. 

1994). Damit ist die Untereinheit F die einzige Untereinheit, die bei einem Fehlen beide 

Komplexe in ihrer Assemblierung beeinflusst. Eine weitere Besonderheit zeigt die V1-

Untereinheit H, da es bei einer Deletion dieser trotzdem zu einer vollständig 

assemblierten, allerdings inaktiven V-ATPase kommt (Ho et al. 1993). In Abwesenheit der 

Untereinheit H ist der V1-Komplex weniger fest an der Membran verankert und kann 

leichter biochemisch gelöst werden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Untereinheit H 

die Aktivität der V-ATPase reguliert. Auch bei einem Fehlen der V-ATPase Untereinheit C 

kommt es weiterhin zu einem vollständig assemblierten V1-Komplex im Zytoplasma 

(Doherty and Kane 1993; Tomashek et al. 1996). Eine Deletion der Untereinheit A, B oder 

D führt hingegen zu einem Fehlen jeglicher größerer V1-Teilkomplexe im Zytoplasma 

(Tomashek et al. 1996). 

1.2.3. Inhibitoren der V-ATPase 

Für die V-ATPase gibt es eine Reihe von spezifischen Inhibitoren, wie die beiden 

Plecomakrolide Bafilomycin und Concanamycin, die schon in nanomolaren 

Konzentrationen hemmen (Bowman et al. 1988; Dröse et al. 1993). Beide Inhibitoren 

weisen dabei jedoch für verschiedene Spezies unterschiedliche IC50-Werte auf (Dröse et 

al. 2001). Durch Bindungsstudien mit dem radioaktiv markierten Plecomakrolid J-

Concanolid A konnte gezeigt werden, dass die V-ATPase Untereinheit c als 

Bindungspartner für diese Inhibitoren dient (Huss et al. 2002). 

Eine andere Klasse von Inhibitoren sind die Benzolacton-Enamide. Zu dieser Gruppe 

gehören Salicylihalamid, Lobatamid und Apicularen, die wie die Plecomakrolide IC50-Werte 

in nanomolaren Bereichen haben (Boyd et al. 2001; Huss et al. 2002; Xie et al. 2004; 

Huss et al. 2005). Die Benzolacton-Enamide weisen in Bezug auf bisher gefundene 
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Inhibitoren der V-ATPase eine Besonderheit auf, da sie ausschließlich V-ATPasen aus 

Säugetieren hemmen, nicht aber diejenigen aus Neurospora crassa und Saccharomyces 

cerevisiae (Boyd et al. 2001). Der Nachweis, an welche der V-ATPase Untereinheiten die 

Benzolacton-Enamide binden, ist jedoch noch nicht erbracht worden. Bis zu diesem 

Zeitpunkt konnte nur gezeigt werden, dass die Benzolacton-Enamide nicht die gleiche 

Bindungstasche wie die Plecomakrolide haben, da sie diese in Bindungsstudien nicht 

verdrängen konnten (Huss et al. 2005). Dennoch konnte die Bindungstasche auf den VO-

Komplex eingeschränkt werden, da Salicylihalamid nicht nur die Protonentranslokation des 

Holoenzyms sondern auch die Aktivität des H+-Kanals von rekonstruierten VO-Komplexen 

aus Rinder-Clathrinvesikeln hemmt (Xie et al. 2004). Ein weiteres Benzolacton-Enamid, 

das Cruentaren, stellte sich während eines Zellscreenings als kein spezifischer Inhibitor für 

die V-ATPase heraus. Überraschenderweise hemmt Cruentaren stattdessen die 

mitochondriale F-ATPase in nanomolaren Konzentrationen und bindet zudem an den F1-

Komplex (Kunze et al. 2006; Kunze et al. 2007). 

Einer der neueren Inhibitoren der V-ATPase ist das Macrolacton Archazolid, welches durch 

Myxobakterien produziert wird (Sasse et al. 2003). Getestet an V-ATPasen, Na+/K+-

ATPasen und F-ATPasen erwies sich Archazolid als exklusiver und hochwirksamer Inhibitor 

der V-ATPase mit IC50-Werten im nanomolaren Bereich (Huss et al. 2005). Obwohl 

Archazolid erst ein kürzlich identifizierter V-ATPase Inhibitor ist, ist schon ein Teil der 

Bindungstasche innerhalb der V-ATPase bekannt. Durch erneute Bindungsstudien mit dem 

radioaktiv markierten Plecomakrolid J-Concanolid A konnte die VO-Untereinheit c als 

Partner für Archazolid identifiziert werden (Huss et al. 2005). 

1.2.4. Regulationsmechanismen der V-ATPase 

Bei einem komplexen Enzym wie der V-ATPase, welches in fast allen eukaryotischen 

Zellen vorkommt und dort die unterschiedlichsten Prozesse, angetrieben durch die 

Hydrolyse von ATP, beeinflusst, ist es für den Energiehaushalt der Zelle entscheidend, 

dass dieses Enzym genau definierten und schnellen Regulationsmechanismen unterliegt. 

1.2.4.1. Die reversible Dissoziation der V-ATPase 

Die reversible Dissoziation des löslichen V1-Komplexes vom membrangebundenen VO-

Komplex ist ein für V-ATPasen charakteristischer Regulationsmechanismus, der zu einer 

Stilllegung der ATP Hydrolyse und dem Blockieren des Transportes der Protonen über die 

Membran führt. Dieser Prozess der Dissoziation wurde erstmals bei Manduca sexta 
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während der Häutung der Raupen beobachtet. Dabei konnte durch Gelelektropherese und 

Immunfärbung eine physikalische Trennung der V1-Untereinheiten vom VO-Komplex 

nachgewiesen werden (Sumner et al. 1995). Ein Jahr später konnte an hungernden 

Raupen gezeigt werden, dass dieser Prozess reversibel ist und die V1-Komplexe wieder zur 

Membran gelangen, nachdem die Raupen erneut ihr Futter bekamen (Gräf et al. 1996). 

Nach der Dissoziation zeigt der freie V1-Komplex keinerlei Hydrolyse von ATP unter den in 

der Zelle normalen Mg2+- und Ca2+-Konzentrationen (Gräf et al. 1996), und der freie VO-

Komplex gewährt Protonen keinen Durchlass (Beltran and Nelson 1992; Zhang et al. 

1992). Bei unphysiologisch hohen millimolaren Ca2+-Konzentrationen oder in Gegenwart 

von 25 % Methanol hingegen kommt es zur Hydrolyse von ATP durch den V1-Komplex 

(Gräf et al. 1996). 

Kurz nach der Entdeckung der reversiblen Dissoziation der V-ATPase von Manduca konnte 

diese auch in der Hefe Saccharomyces cerevisiae durch indirekte Immunfluoreszenz und 

subzelluläre Fraktionierung beobachtet werden. Dabei wurde gezeigt, dass bei einem 

Entzug von Glucose die V-ATPase nach 5 min zu 70 % dissoziiert vorliegt und bei Zugabe 

von Glucose zum Medium es zu einer schnellen Reassemblierung des V1-Komplexes an 

den VO-Komplex kommt (Kane 1995). Nach dem Nachweis in der Säuger-Niere scheint die 

reversible Dissoziation der V-ATPase somit ein universeller Regulationsmechanismus zu 

sein (Sautin et al. 2005). Dabei handelt es sich nicht um eine Neusynthese von Proteinen, 

da eine Inhibierung der Proteinbiosynthese durch Cycloheximid keinen Einfluss auf den 

Prozess der reversiblen Dissoziation hat (Kane 1995; Jäger et al. 1996). 

 
Abb. 1.3: Regulationsmechanismen der V-ATPase aus Saccharomyces cerevisiae 
Regulation der Aktivität der V-ATPase durch reversible Dissoziation in ihren V1- und VO-Komplex (Jefferies et 
al. 2008) 
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Eine besondere Stellung während der reversiblen Dissoziation nimmt die V1-Untereinheit C 

ein, da sie nach der Dissoziation getrennt vom V1-Komplex im Zytoplasma vorliegt (Gräf et 

al. 1996; Merzendorfer et al. 2000; Vitavska et al. 2003). Neuere Studien legen deswegen 

den Gedanken nahe, dass die Untereinheit C eine zentrale Rolle bei der reversiblen 

Dissoziation der V-ATPase spielt, wobei die genaue Funktion der Untereinheit C in diesem 

Zusammenhang erst noch vollends geklärt werden muss. Die Untereinheiten C und H 

scheinen den V1-Komplex mit dem VO-Komplex zu verbinden und so zu stabilisieren 

(Inoue and Forgac 2005; Muench et al. 2009). Im Gegensatz zur Untereinheit C, die 

unabhängig vom V1-Komplex im Zytoplasma zu finden ist, verbleibt die Untereinheit H am 

V1-Komplex und geht eine Bindung mit der Untereinheit F der zentralen Achse ein 

(Jefferies and Forgac 2008). Durch diese Bindung scheint die ATP Hydrolyse inhibiert zu 

werden, da bei einer Deletion der Untereinheit H der freie V1-Komplex seine Mg2+-

abhängige ATPase Aktivität behält (Parra et al. 2000; Rizzo et al. 2007). 

Die V-ATPase Untereinheit A besitzt einen Bereich, der bei der F-ATPase nicht zu finden 

ist und daher als „nicht-homologer Bereich“ bezeichnet wird (Abb. 1.2, mit Sternchen 

markiert). Dieser Bereich besteht aus 90 Aminosäuren, und spezifische Punktmutationen 

in diesem Bereich führen zu einer Veränderung der Kopplung von Protonentransport und 

ATPase Aktivität sowie zu einer Inhibierung der Dissoziation der V-ATPase (Shao et al. 

2003). Der allein exprimierte „nicht-homologe Bereich“ der Untereinheit A geht in 

Immunpräzipitationsstudien eine Bindung mit dem VO-Komplex ein, wobei in Zellen ohne 

Glucose im Medium es zu einer Reduzierung dieser Bindung kommt. Diese Ergebnisse 

legen den Schluss nahe, dass der „nicht-homologe Bereich“ der V-ATPase Untereinheit A 

als Auslöser für die Aktivierung der Dissoziation dient (Shao and Forgac 2004). 

Das Membranumfeld, in dem die V-ATPase lokalisiert ist, scheint ebenfalls ein wichtiger 

Faktor bei der reversiblen Dissoziation zu sein. Bei der Hefe Saccharomyces cerevisiae 

gibt es zwei Isoformen der V-ATPase Untereinheit a (Vph1 und Stv1), wobei V-ATPasen 

mit integriertem Stv1 in der Membran des Golgi-Apparats zu finden sind und diese bei 

einem Entzug der Glucose nicht dissoziieren (Kawasaki-Nishi et al. 2001). V-ATPasen mit 

der Isoform Stv1, welche nach einem knockout von Vph1 in der Vakuolenmembran 

lokalisieren, beteiligen sich wiederum an der reversiblen Dissoziation als Antwort auf 

wechselnde Glucosekonzentrationen. Vph1 dagegen lokalisiert als Teil der V-ATPase in der 

Vakuolenmembran der Hefe und ist bei Glucoseentzug an der Dissoziation beteiligt 

(Kawasaki-Nishi et al. 2001). Die Glucose-abhängige Dissoziation der V-ATPase scheint 

somit abhängig von der zellulären Umgebung zu sein, sprich von der Membranumgebung 
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in der Zelle (Kawasaki-Nishi et al. 2001; Qi and Forgac 2007). Welche 

umgebungsbedingten Signale die reversible Dissoziation kontrollieren, ist dabei noch nicht 

geklärt. Erste Ergebnisse zeigen jedoch, dass der innere pH-Wert der Kompartimente eine 

Rolle dabei spielt (Shao and Forgac 2004). Eine Behandlung von Hefezellen mit der 

schwachen Base Chloroquin führt, durch Immunpräzipitationsstudien bestätigt, zu einem 

Verlust der Dissoziation der V-ATPase bei Glucosemangel (Shao and Forgac 2004). 

1.2.4.2. Die V-ATPase und das Zytoskelett 

Aktinfilamente an der Plasmamembran sorgen für mechanische Stabilität, festigen die 

Zellform und Adhäsion. Eine Vielzahl von integralen Membranproteinen sorgt dabei für die 

Verankerung der Aktinfilamente mit der Plasmamembran. Diese Membrananker gehören 

generell zu zwei Klassen: den Adhäsionsmolekülen und unterschiedlichen Ionentransport-

Proteinen (Denker and Barber 2002). 

1999 wurde zum ersten Mal eine Interaktion zwischen einer V-ATPase und dem Aktin-

Zytoskelett beschrieben. Dabei handelt es sich um die V-ATPase aus Mäuse Osteoklasten 

(Lee et al. 1999). Die Interaktion variiert mit dem Zustand der Aktivität der Osteoklasten, 

was einen Hinweis auf ihre mögliche Rolle bei der Regulation des Transports der V-

ATPasen an die Membran liefert. Des weiteren zeigten Versuche, dass die V-ATPase in 

Osteoklastenzellkulturen zusammen mit Aktin und Myosin II als detergenzienunlöslicher 

Komplex vorkam, was auf eine direkte Bindung der V-ATPase an die Aktinfilamente 

schließen lässt (Lee et al. 1999). Dies wurde durch Co-Immunpräzipitation mit einem 

monoklonalen Antikörpern gegen die V-ATPase Untereinheit E bestätigt, und Co-

Pelletierungsassays erbrachten den endgültigen Beweis einer direkten Interaktion der V-

ATPase mit Aktinfilamenten. 
 

 
Abb. 1.4: Interaktion der V-ATPase mit Aktin 
A: Holoenzym. Aktinfilamente binden an Untereinheit B und C. B: Reversible Dissoziation der V-ATPase in V1- 
und VO-Komplex. Untereinheit C bindet an F-Aktin wie auch an G-Aktin. (Wieczorek et al. 2009) 
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Im Overlayblot der V-ATPase mit Aktin wurde die V-ATPase Untereinheit B als Partner für 

die Interaktion identifiziert. Dabei konnte eine 11 Aminosäuren umfassende Profilin-

ähnliche Domäne in der N-terminalen Hälfte von B durch Mutagenesestudien als 

Aktinbindungsdomäne bestimmt werden (Holliday et al. 2000; Chen et al. 2004). 

Zum Nachweis der Universalität der Interaktion der V-ATPase mit Aktin wurden in unserer 

Arbeitsgruppe weiterführende Experimente mit der V-ATPase aus Manduca sexta 

durchgeführt. Durch Immunfärbungen von V-ATPase und Aktin in der 

Gobletzellapikalmembran der Raupen von Manduca konnte eine Co-Lokalisation der 

beiden Partner ermittelt werden, welche bei einer Dissoziation des V1-Komplexes vom VO-

Komplex nicht mehr beobachtet werden konnte (Vitavska et al. 2003). Overlayblots 

bestätigten Untereinheit B als Bindungspartner, aber es wurde mit Untereinheit C ein bis 

dahin noch unbekannter Partner identifiziert (Vitavska et al. 2003). Durch die 

rekombinante V-ATPase Untereinheit C aus Manduca konnte in Overlayblots und Co-

Pelletierungsassays diese Interaktion mit F-Aktin bestätigt werden (Vitavska et al. 2003). 

Co-Pelletierungsassays zeigten, dass der V1-Komplex eine geringere Affinität zu Aktin 

besitzt als das Holoenzym. Diese kann durch eine Rekonstitution des V1-Komplexes mit 

Untereinheit C deutlich erhöht werden (Vitavska et al. 2003), was Untereinheit C als 

Interaktionspartner für Aktin im Holoenzym bestätigt. In weiteren Experimenten zeigte 

sich, dass die V-ATPase Untereinheit C aus Manduca nicht nur F-Aktin, sondern auch G-

Aktin mit einer hohen Affinität bindet. Besonders interessant war die Tatsache, dass die 

Untereinheit C die Aktinfilamente nicht destabilisiert, sondern F-Aktin stabilisiert und 

bündelt (Vitavska et al. 2005). Aktinbindungsstellen in der Untereinheit C sowohl im N- als 

auch im C-terminalen Bereich des Proteins scheinen dabei das Bündeln der Aktinfilamente 

zu ermöglichen. 

Neben Insekten und Säugetieren konnte auch in der Hefe Saccharomyces cerevisiae eine 

Interaktion der V-ATPase Untereinheit B mit F-Aktin nachgewiesen werden, was zusätzlich 

auf die Universalität dieses Phänomens schließen lässt (Zuo et al. 2008). Welche Rolle 

jedoch diese Interaktion spielt, ist noch nicht geklärt, da Immunpräzipitationsstudien der 

Hefe V-ATPase nahelegen, dass die Regulation der V-ATPase durch den Mechanismus der 

reversiblen Dissoziation des V1-Komplexes nicht vom Aktin-Zytoskelett abhängig ist (Xu 

and Forgac 2001). 

Im Gegensatz zum Aktin-Zytoskelett haben die Mikrotubuli offensichtlich einen Einfluss 

auf die reversible Dissoziation der V-ATPase bei der Hefe. Durch Depolymerisierung der 

Mikrotubuli mit Nocodazol zeigte sich eine Inhibierung der Dissoziation der V-ATPase, 
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aber nicht der Reassoziation. Dieses wurde wie beim Aktin-Zytoskelett durch 

Immunpräzipitationsstudien bewiesen (Xu and Forgac 2001). Die Ergebnisse legen 

weiterhin den Schluss nahe, dass Dissoziation und Reassoziation zwei unabhängig 

voneinander kontrollierte Prozesse sind. Es ist möglich, dass die Mikrotubuli an der 

Bewegung des V1-Komplexes bei der Dissoziation beteiligt sind. In Nierenzellen zeigte sich 

eine Abhängigkeit der Lokalisation der V-ATPase von intakten Mikrotubuli, wobei in 

Colchicin behandelten Zellen die V-ATPase im Zytoplasma in Vesikeln und nicht an der 

apikalen Membran lokalisiert ist (Brown et al. 1991; Brown et al. 1992). Eine direkte 

Interaktion der V-ATPase mit den Mikrotubuli konnte jedoch durch die 

Immunpräzipitationsversuche mit der V-ATPase aus der Hefe nicht detektiert werden (Xu 

and Forgac 2001). 

Somit scheinen die Mikrotubuli zwar einen Einfluss auf die Dissoziation des V1-Komplexes 

zu haben, gehen dabei aber keine Interaktion mit der V-ATPase ein. Das Aktin-Zytoskelett 

spielt jedoch keine Rolle bei der reversiblen Dissoziation, kann aber direkt mit den V-

ATPase Untereinheiten B und C interagieren. 

1.2.4.3. Signaltransduktionswege und ihre Rolle bei der Regulation der V-

ATPase 

Da die Glucose-abhängige Dissoziation der V-ATPase mit weniger als 2 Minuten nach 

Glucoseentzug sehr schnell vonstatten geht (Kane 1995), ist es sehr wahrscheinlich, dass 

sie durch Signalwege vermittelt wird. Mehrere Glucose-abhängige Signalwege wurden 

daher im Hinblick auf ihren Einfluss auf die V-ATPase in der Hefe getestet (Parra and 

Kane 1998). Dabei stellte sich heraus, dass der Ras-cAMP Weg, der Snf1 Kinase-

vermittelte Glucose-Hemmungs/Enthemmungsweg und der Proteinkinase C-abhängige 

Weg keine Rolle spielen. Bei einer Erhöhung oder auch Verringerung der intrazellulären 

cAMP Konzentration war kein Einfluss auf die reversible Dissoziation zu beobachten, auch 

die Deletion der zentralen Kinase Snf1 für die Glucosehemmung bewirkte keine 

Veränderung des Phänotyps. Die Proteinkinase C, die u.a. die Phosphorylierung und 

Aktivierung der Plasmamembran H+-ATPase auslöst, und die Proteinphosphatase 2A 

zeigten ebenfalls keine Auswirkung auf die V-ATPase. 

Somit dürfte die Regulation der V-ATPase durch die reversible Dissoziation unabhängig 

von den Hauptsignalkaskaden sein. Dennoch scheint die Glykolyse bei der Regulation der 

Dissoziation involviert zu sein, da mehrere andere Kohlenstoffquellen (Raffinose, Glycerin, 

Ethanol, Galactose, Lactat und Xylulose) keine Reassemblierung nach einer 
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Dissoziationsinitiierung durch Glucoseentzug bewirkten (Parra and Kane 1998). Nur die 

rasch verwertbaren Kohlenstoffquellen Fructose und Mannose können die Glucose als 

Auslöser der Reassemblierung ersetzen (Parra and Kane 1998). Die Verstoffwechselung 

dieser drei Zucker geschieht frühzeitig während der Glykolyse, da beide nach ihrer 

Umwandlung als Fructose-6-Phosphat in die Glykolyse eingeschleust werden. Dies lässt 

vermuten, dass eine oder mehrere Komponenten der Glykolyse als Signal für die 

reversible Dissoziation eine Rolle spielen. Bei der Suche nach weiteren 

Interaktionspartnern der V-ATPase war es daher nicht verwunderlich, dass das 

glykolytische Enzym Aldolase als neuer Partner entdeckt wurde (Lu et al. 2001). Dabei 

bindet es sowohl die V1-Untereinheiten B und E als auch die VO-Untereinheit a (Lu et al. 

2001; Lu et al. 2004). Hefen mit einer Deletion der Aldolase weisen eine dissoziierte V-

ATPase auf, was eine direkte Kopplung von Glykolyse und Regulation der V-ATPase 

vermuten lässt. Eine Überexpression des Enzyms bei der Hefe bewirkt dagegen eine 

Inhibierung der Dissoziation der V-ATPase (Lu et al. 2001). Die Aldolasedeletionsmutante 

zeigt ferner mit keinerlei Wachstum bei einem pH-Wert von 7,5 den typischen Vma--

Phäntotyp von V-ATPase Deletionsstämmen, was auf einen Verlust der V-ATPase Aktivität 

schließen lässt (Lu et al. 2004). Außerdem konnte gezeigt werden, dass die Interaktion 

zwischen Aldolase und V-ATPase sich in Gegenwart von Glucose erhöht; somit scheint 

eine Funktion der Aldolase als Glucosesensor für die Regulation der V-ATPase nahe zu 

liegen, wobei die Aktivität der Aldolase nicht für die Assemblierung benötigt wird (Lu et al. 

2007). 

Durch einen „Yeast Two Hybrid Assay“ gegen die V-ATPase Untereinheit C aus 

Arabidopsis thaliana konnte die Serin-/Threonin-Proteinkinase WNK8 als 

Interaktionspartner identifiziert werden, welche nicht nur die V-ATPase Untereinheit C aus 

Arabidopsis, sondern auch die aus Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae und 

Manduca sexta phosporyliert. Des weiteren konnte in einem Hybrid V1-Komplex aus 

Manduca mit Untereinheit C aus Arabidopsis die Phosphorylierung der Untereinheiten A, G 

und B oder E durch die WNK8 Kinase gezeigt werden (Hong-Hermesdorf et al. 2006). 

In Speicheldrüsen der Schmeißfliege Calliphora vicina induziert Serotonin die cAMP-

vermitteltete Reassemblierung der V-ATPase und die daraus resultierende Aktivität der V-

ATPase (Zimmermann et al. 2003; Dames et al. 2006; Rein et al. 2006). Ferner konnte 

die cAMP-aktivierte Proteinkinase A (PKA) als Schlüssel für die Induzierung der 

Reassemblierung der V-ATPase identifiziert werden, was bedeutet, dass zumindest ein 

Protein im Signalweg der Reassemblierung eine Phosphorylierung durch die PKA 
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durchläuft (Rein et al. 2008). Ein möglicher Kandidat scheint dabei die Untereinheit C zu 

sein, da sie in der Manduca V-ATPase die einzige Untereinheit ist, die durch PKA 

phosphoryliert wird (Voss et al. 2007). Untereinheit C kann sowohl als rekombinantes 

Protein als auch im V1-Komplex eingebettet phosphoryliert werden, jedoch nicht im 

Holoenzym. Die phosphorylierte wie die unphosphorylierte Untereinheit C sind in der 

Lage, mit dem von Untereinheit C befreiten V1-Komplex zu reassemblieren. In den 

Speicheldrüsen der Schmeißfliege führen ein membrandurchlässiges cAMP-Analog sowie 

Serotonin zu einer Phosphorylierung der V-ATPase Untereinheit C, die durch den PKA 

Inhibitor H89 aufgehoben wird (Voss et al. 2007). Weiterhin zeigen die Ergebnisse, dass 

Untereinheit C wahrscheinlich mehr als eine Phosphorylierungsstelle besitzt. 

 

 
Abb. 1.5: Phosphorylierung der V-ATPase Untereinheit C durch Proteinkinase A (PKA) und ihre 
vermutliche Rolle bei der reversiblen Dissoziation (Wieczorek et al. 2009) 
 

Die Proteinkinase A kommt bei Saccharomyces in 3 verschiedenen katalytischen 

Isoformen (Tpk1, Tpk2 und Tpk3) und einer regulatorischen Untereinheit (Bcy1) (Toda et 

al. 1987) vor. cAMP aktiviert die Kinasen durch Bindung an die regulatorische Untereinheit 

des tetrameren Holoenzyms im Zellkern und anschließender Spaltung in zwei katalytische 

Untereinheiten und einer dimeren regulatorischen Untereinheit (Krebs and Beavo 1979). 

Die Lokalisierung des Holoenzyms der Hefe im Zellkern bis zur Aktivierung steht im 

Gegensatz zur zytosolischen Lokalisierung in Säugetieren. Nach Aktivierung verbleibt die 

regulatorische Untereinheit weiterhin im Zellkern, wohingegen Tpk1 und die schwach 

exprimierte Kinase Tpk3 ins Zytoplasma wandern und dort ihre Zielproteine 

phosphorylieren (Mazon et al. 1993; Griffioen et al. 2000). Tpk2 zeigt hingegen nur 

während eines Wachstums auf Glycerin oder in der stationären Phase ein Lokalisierung im 
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Zytoplasma (Tudisca et al. 2009). 2008 konnte durch Immunpräzipitation bei der Hefe 

gezeigt werden, dass die Deletion des hemmenden Regulators Ira2 des Ras/cAMP-

Signalweges mit einer Inhibierung der Dissoziation der V-ATPase korreliert (Bond and 

Forgac). Weiterhin wird die Dissoziation durch eine konstitutiv aktive PKA gehemmt, was 

durch eine Deletion der regulatorischen Untereinheit Bcy1 bewirkt wurde (Bond and 

Forgac 2008). Dies lässt den Schluss zu, dass eine aktive PKA bei der Hefe die Ursache für 

die Reassemblierung oder für das Verhindern der Dissoziation der V-ATPase ist. 

1.2.4.4. Die V-ATPase und der RAVE-Komplex 

Der RAVE-Komplex (regulator of the H+-ATPase of vacuolar and endosomal membranes) 

wurde während einer Suche nach neuen Bindungspartnern der Hefe Ubiquitin Ligase Skp1 

gefunden. Als Bindungspartner wurden dabei Rav1 und Rav2 identifiziert, welche 

zusammen mit Skp1 einen Komplex bilden, der keine Ubiquitin Ligase ist (Seol et al. 

2001). Eine Affinitätschromatographie mit dem RAVE-Komplex unter reduzierter 

Detergenzienkonzentration zeigte eine Reihe von V1-Untereinheiten, die mit dem RAVE-

Komplex zusammen als potentielle Interaktionspartner gereinigt wurden (Seol et al. 

2001). Die funktionelle Relevanz dieser Interaktion wurde durch einen partiellen Vma--

Phänotyp der rav1Δ und rav2Δ Mutanten bestätigt. Dabei zeigte sich, dass bei einer 

Deletion eines dieser Gene die Hefezellen bei 37°C in Medium mit einem pH-Wert von 7,5 

und erhöhter Calciumkonzentration kein Wachstum aufweisen, aber bei einer Temperatur 

von 30°C unter diesen Bedingungen ein verringertes Wachstum im Vergleich zum Wildtyp. 

Mit diesen Ergebnissen im Einklang zeigten Quinacrin-Färbungen bei 30°C eine geringe 

Anfärbung der Vakuolen im Vergleich zum Wildtyp und bei 37°C keinerlei Färbung (Seol et 

al. 2001). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass isolierte Vakuolen von RAVE 

Deletionsmutanten eine deutlich geringere Menge von V1-Komplex an der Membran sowie 

eine reduzierte V-ATPase Aktivität besitzen, auch wenn die Zellen bei 30°C angezogen 

wurden (Smardon et al. 2002). 

Der RAVE-Komplex bindet den im Zytoplasma frei vorliegenden V1-Komplex und gibt ihn 

nach Zugabe von Glucose wieder frei. Die RAVE-abhängige Assemblierung der V-ATPase 

ist also ein Glucose-induzierter aber Glucose-unabhängiger Prozess, da der RAVE-Komplex 

sowohl unter Glucose-Mangel als auch unter Sättigung an den V1-Komplex bindet, wenn 

dieser frei im Zytoplasma vorliegt (Smardon et al. 2002). Die V-ATPase Untereinheiten E, 

G und C wurden in mehreren Experimenten als Bindungspartner des RAVE-Komplexes 

gefunden (Smardon and Kane 2007). Ohne den RAVE-Komplex kann die Untereinheit C 
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nicht stabil mit der V-ATPase assemblieren, was die Vermutung nahe legt, dass der RAVE-

Komplex als Chaperon für die Assemblierung der V-ATPase dient. Für die Dissoziation ist 

der RAVE-Komplex jedoch nicht notwendig, was wiederum den Schluss zulässt, dass 

Dissoziation und Reassoziation unterschiedlichen Kontrollmechanismen unterliegen. 

1.3. Aufgabenstellung 

In der vorliegenden Doktorarbeit sollte mit Hilfe der V-ATPase aus Saccharomyces 

cerevisiae als Modellobjekt die reversible Dissoziation in vivo untersucht werden, da bis 

jetzt alle gewonnenen Erkenntnisse über diesen Regulationsmechanismus der V-ATPase 

aus in vitro Untersuchungen stammen. Für die in vivo Experimente sollten Hefestämme 

verwendet werden, in denen jeweils eine der V-ATPase Untereinheiten mit einem GFP 

markiert ist. Ein primäres Ziel war dabei die Beobachtung der reversiblen Dissoziation im 

Hinblick auf den V1-Komplex und die Untereinheit C. Des weiteren sollte geklärt werden, 

welche Faktoren die Regulation der reversiblen Dissoziation beeinflussen. Ein besonderes 

Augenmerk lag dabei auf dem Zytoskelett sowie dem RAVE-Komplex und der 

Proteinkinase A. Aber auch andere Faktoren sollten überprüft werden hinsichtlich ihres 

Einflusses auf die V-ATPase, um den Mechanismus der Regulation der reversiblen 

Dissoziation der Hefe V-ATPase in vivo aufzuklären. 
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2. Material 

2.1. Escherichia coli Stämme 

Zur Transformation wurde der Stamm DH5α verwendet und für die Expression von 

Proteinen der Stamm BL21. Bei diesen Stämmen handelt es sich um Derivate des E. coli 

Stammes K12. 

Tab. 2.1: In dieser Arbeit verwendete E. coli Stämme 

Bakterienstamm Genotyp Referenz 

DH5α F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 endA1 recA1 
hsdR17(rK

-, mK
+) deoR thi-1 supE44 λ-gyrA96 relA1 Hanahan (1983) 

BL21 (DE3) pLysS F- ompT hsdSB(rB-, mB-) gal dcm(DE3) pLysS(CamR) Novagen 
 

2.2. Saccharomyces cerevisiae Stämme 

Tab. 2.2: In dieser Arbeit verwendete S. cerevisiae Stämme 

Hefestamm Genotyp Referenz 

S288C MATa his3Δ200 leu2Δ1 ura3-52 Brachmann et al. 
(1998) 

BMA64 1B vma3∆ MATa ura3∆52 trp1∆2 leu2∆3,112 
his3∆11 ade2∆1 can1∆100 vma3∆::HIS3 Johanna Bahr 

ATCC201388 VMA1-
GFP 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 VMA1-GFP(S65T)-
His3MX6 Huh et al. (2003) 

ATCC201388 VMA2-
GFP 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 VMA2-GFP(S65T)-
His3MX6 Huh et al. (2003) 

ATCC201388 VMA5-
GFP 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 VMA5-GFP(S65T)-
His3MX6 Huh et al. (2003) 

ATCC201388 VMA8-
GFP 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 VMA8-GFP(S65T)-
His3MX6 Huh et al. (2003) 

ATCC201388 VMA4-
GFP 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 VMA4-GFP(S65T)-
His3MX6 Huh et al. (2003) 

ATCC201388 VMA7-
GFP 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 VMA7-GFP(S65T)-
His3MX6 Huh et al. (2003) 

ATCC201388 VMA10-
GFP 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 VMA10-GFP(S65T)-
His3MX6 Huh et al. (2003) 

ATCC201388 VMA13-
GFP 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 VMA13-GFP(S65T)-
His3MX6 Huh et al. (2003) 

ATCC201388 VPH1-
GFP 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 VPH1-GFP(S65T)-
His3MX6 Huh et al. (2003) 

ATCC201388 FBA1-
GFP 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 FBA1-GFP(S65T)-
His3MX6 Huh et al. (2003) 

HPS330 MATα ura3 his3 leu2 trp1::GFP-Tub1-TRP1 ade2 Dr. H.-P. Schmitz 
ATCC201388 TOM20-

GFP 
MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 TOM20-GFP(S65T)-

His3MX6 Huh et al. (2003) 

DHD5 MATa/α ura3-52/ura3-52 leu2-3,112/leu2-3,112 his3-
11,15/his3-11,15 MAL/MAL SUC/SUC GAL/GAL 

Kirchrath et al. 
(2000) 

DHD5 rav1Δ  
B-GFP 

MATa ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
rav1::CaURA3 VMA2-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

DHD5 rav1Δ 
 C-GFP 

MATa ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
rav1::CaURA3 VMA5-GFP-His3MX6 diese Arbeit 
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DHD5 rav1Δ 
E-GFP 

MATα ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
rav1::CaURA3 VMA4-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

DHD5 rav1Δ 
G-GFP 

MATα ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
rav1::CaURA3 VMA10-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

DHD5 tpk1Δ  
B-GFP 

MATa ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
tpk1::CaURA3 VMA2-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

DHD5 tpk1Δ 
C-GFP 

MATα ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
tpk1::CaURA3 VMA5-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

DHD5 tpk1Δ  
D-GFP 

MATa ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
tpk1::CaURA3 VMA8-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

DHD5 tpk3Δ  
B-GFP 

MATα ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
tpk3::CaURA3 VMA2-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

DHD5 tpk3Δ 
C-GFP 

MATa ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
tpk3::CaURA3 VMA5-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

DHD5 tpk3Δ  
B-GFP 

MATα ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
tpk3::CaURA3 VMA8-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

DHD5 tpk1Δ tpk3Δ  
B-GFP 

MATa ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
tpk1::CaURA3 tpk3::LEU2 VMA2-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

DHD5 tpk1Δ tpk3Δ  
C-GFP 

MATα ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
tpk1::CaURA3 tpk3::LEU2 VMA5-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

DHD5 tpk1Δ tpk3Δ 
D-GFP 

MATα ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
tpk1::CaURA3 tpk3::LEU2 VMA8-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

DHD5 bcy1Δ  
C-GFP 

MATa ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL SUC GAL 
bcy1::CaURA3 VMA5-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

W303 1A MATa leu2-3,112 ura3-1 trp1-92 his 3-11,15 ade2-1 can1-100 
GAL SUC2 mal 

Thomas und 
Rothstein (1989) 

JT20242 (LK5) MATa W303 gpr1(+1386/2584)::LEU2 Kraakman et al. 
(1999) 

JT21871 MATa W303 tpk1::KanMX4 tpk2::KanMX4 tpk3::LEU2 
mouseCα2::URA3 

Peeters et al. 
(2006) 

JT20242 B-GFP MATa W303 gpr1(+1386/2584)::LEU2 VMA2-GFP-KanMX6 diese Arbeit 
JT20242 C-GFP MATa W303 gpr1(+1386/2584)::LEU2 VMA5-GFP-KanMX6 diese Arbeit 

JT21871 B-GFP MATa W303 tpk1::KanMX4 tpk2::KanMX4 tpk3::LEU2 
mousePKA Caα::URA3 VMA2-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

JT21871 C-GFP MATa W303 tpk1::KanMX4 tpk2::KanMX4 tpk3::LEU2  
mouse PKA Caα::URA3 VMA5-GFP-His3MX6 diese Arbeit 

SC0000 MATa ade2 arg4 leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 Euroscarf 

SC0317 MATa ade2 arg4 leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 VMA5-TAP-
KlURA3 Euroscarf 
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2.3. Oligonukleotide und Vektoren 

Tab. 2.3: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide 

Name Nukleotidsequenz (5’ → 3’) Zweck 

dRAV1-PURA_for TGAGAAAGTAAACAAACGTGCACACGCAAAGGTAGTTCTCGTAG
GTCAGGTTGCTTTC 

dRAV1-URA_rev GGCTGAAATTTGAGATTAAATAACCCAATATGAAAACACTACTC
GATGAATTCGAGCTCG 

Deletion von RAV1 
durch URA3 

dTPK1-URA_for AATATAGATACGAGAGGAAAATACAACAAAACATTAGTCAGTAG
GTCAGGTTGCTTTC 

dTPK1-URA_rev AGCTTAAGCAGTGCATGAATTATAGCTGATTGTGTGAAAGTCGA
TGAATTCGAGCTCG 

Deletion von TPK1 
durch URA3 

dTPK3-URA_for CATGGCCCTGTTAGACTCACCAAGAATCTATAACCAGGTGTAGG
TCAGGTTGCTTTC 

dTPK3-URA_rev TGTATATCGGTGGTTGTACAAGGAAAGAGCGAGCCTGCACTCGA
TGAATTCGAGCTCG 

Deletion von TPK3 
durch URA3 

dTPK3-LEU_for TGTATATCGGTGGTTGTACAAGGAAAGAGCGAGCCTGCACGGC
TCCAGTTATCCAAGTAG 

dTPK3-LEU_rev CATGGCCCTGTTAGACTCACCAAGAATCTATAACCAGGTTAGAG
ATCCGCAGGCTAACC 

Deletion von TPK3 
durch LEU2 

RAV1_for TTAAAGCTGCCCGCATAG 
TPK1_for TTTGGAGCCACCAATTGC 
TPK3_for GTAGCAGGCTCACTTATG 
URA_rev AATCCAACTCCAGGTGTC 
LEU_rev CGATTTCGTCGTCGTTAGAG 

Überprüfung der 
Deletionen 

YMAT_rev AGTCACATCAAGATCGTTTATG 
YMAT-alpha_for GCACGGAATATGGGACTACTTCG 
YMAT-a_for ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG 

Bestimmung des 
Matingtyps 

(Huxley et al. 1990) 

VMA2-mOrange_for CGGTAAGAAGAAGGACGCCAGCCAAGAAGAATCTCTAATCCGGA
TCCCCGGGTTAATTAA 

VMA2-CFP_rev CGGACAAAATAAAAAAAGCCTTTTTCTTCAGCAACCGTCCTCTC
GATGAATTCGAGCTCG 

VMA2-GFP Klonierung 

VMA5-mRFP_for ACACAGAGTATGAACCATTTGTGATGTATATAATCAATTTACGG
ATCCCCGGGTTAATTAA 

V5-YFP_rev AAAAAAAACAGAAATATATATTAATCTAAGTTAGTATTATAAATC
GATCGATGAATTCGAGCTCG 

VMA5-GFP Klonierung 

VMA2_for AAGGACGCTGCTGCTATG 
VMA5_for TGACTCTGCTGCCAGTTTAG 
GFP_rev ATAACCTTCGGGCATGGC 
KanMX6_rev ATCGCGAGCCCATTTATACC 

Überprüfung der GFPs 

 

Tab. 2.4: In dieser Arbeit verwendete Vektoren 

Name Resistenz und Merkmale Referenz 
pFA6a-GFP(S65T)-His3MX6 Amp, GFP(S65T), SpHIS3 Wach et al. (1997) 
pFA6a-GFP(S65T)-KanMX6 Amp, GFP(S65T), KanMX6 Wach et al. (1997) 
pKT174 Amp, eCFP, CaURA3 Sheff and Thorn (2004) 
pUG73 Amp, LEU2 Gueldener et al. (2002) 
pET16b-VMA5 Amp, His-Tag-VMA5 Dr. Olga Vitavska 
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2.4. Chemikalien und Enzyme 

Tab. 2.5: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien 

Alle Chemikalien hatten, sofern nicht anders erwähnt, p.a. Qualität. 

Hersteller Produkt 

Biomol Pefabloc SC 
BD Biosciences Hefeextrakt, Hefeextrakt ohne Aminosäuren, Trypton 
Calbiochem Protease Inhibitor Cocktail Set 1 
Erkol Polyvinylalkohol 28/20 
Eurogentec SmartLadder 
Fachbereich Chemie Ethanol, Isopropanol, Methanol 
Fermentas PageRuler Prestained Protein Ladder 

Fluka 

Acetonitril, CaCl2, Dimethylsulfoxid, Essigsäure, Ficoll-400, Formaldehyd, 
Galactose, Glycerin, KCl, Lithiumacetat, MgCl2, NaOH, Natriumthiosulfat, 
Nickelsulfat, Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1), Phosphat, 
Rubidiumchlorid, Schwefelsäure, Silbernitrat, Trichloressigsäure 

GE Healthcare Low Molecular Weight Marker 

Merck 
Amidoschwarz, Brilliant-Blue R-250, , CaCl2, e-Amino-n-Capronsäure,  
Coomassie, NaMolybdat, Kaliumacetat, Kaliumhexacyanoferrat (III), 
Kaliumhydroxid, Triton X-100 

Riedel Aceton, Ammoniumhydrogencarbonat, Manganchlorid 
Roche dNTP-Mix 
Roth Magermilch, Sorbitol, Tween 20 

Serva 

Acrylamid, Agar Agar, Ammoniumpersulfat, BCIP, Bisacrylamid, 
Bromphenolblau, Dithiothreitol, EDTA, EGTA, Ethidiumbromid, FY, Glucose, 
Glycin, GTP, Hepes, MOPS, MES, NaCl, Na2-EDTA, NBT, Nitrozellulose, Pepton, 
PIPES, SDS, Tris 

Sigma 
Aluminiumnitrat, Aminosäuren, ATP, Azid, BSA, Concanamycin A, 
Dimethylformamid, Igepal C-630, Imidazol, Iodacetamid, Malachitgrün, ß-
Mercaptoethanol, NaOH, PMSF, Polyethylenglykol, PonceauS, RNase A, TEMED 

 

Tab. 2.6: In dieser Arbeit verwendete Enzyme 

Name Hersteller 
Alkalische Phosphatase (CIP) New England Biolabs 
E. coli DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment) New England Biolabs 
Taq-DNA-Polymerase New England Biolabs 
T4-DNA Ligase New England Biolabs 
TEV-Protease Invitrogen 
Trypsin Roche 
Zymolyase 100T MP Biomedicals 

Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma New England Biolabs bezogen.  

 
Tab. 2.7: In dieser Arbeit verwendete Antikörper 

Primäre Antikörper Beschreibung Verdünnung 
Anti-VMA6 (d) Monoklonal, Kaninchen (Takeda et al. 2008) 1:3.000 
Anti-VMA1 (A) Monoklonal, Maus (Molecular Probes) 1:4.000 
CS-7 Polyklonaler Antikörper zu VMA5, Meerschweinchen 1:10.000 
Sekundäre Antikörper Verdünnung 
Alkalische Phosphatase-konjugierte Anti-Kaninchen IgG (Sigma) 1:10.000 
Alkalische Phosphatase-konjugierte Anti-Maus IgG (Sigma) 1:10.000 
Alkalische Phosphatase-konjugierte Anti-Meerschweinchen IgG (Sigma) 1:10.000 
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2.5. Puffer und Medien 

Tab. 2.8: In dieser Arbeit verwendete Puffer 

Methode Name Rezept 

3.1.3. P1 50 mM Tris-HCl, pH 8 

10 mM EDTA 

100 mg/ml RNase A 

 P2 200 mM NaOH 

1 % [w/v] SDS 

 P3 3 M K-Acetat, pH 5,5 

3.1.6. TfbI 30 mM KOAc 

100 mM RbCl 

10 mM CaCl2 

15 % Glycerin 

50 mM MnCl2, pH 5,8 

 TfbII 10 mM MOPS 

10 mM RbCl 

75 mM CaCl2 

15 % Glycerin, pH 6,5 

3.1.8. TAE-Puffer 40 mM Tris 

10 mM NaAc 

1 mM EDTA  

pH 8,0 mit Essigsäure 

 DNA-Ladepuffer 1x TAE 

30 % Glycerin 

0,25 % Bromphenolblau 

3.2.4. Extraktionspuffer 50 mM NaCl 

1 mM EDTA 

10 mM Tris-HCl, pH 8 

0,5 % Triton X-100 

3.3.1. Ladepuffer 50 mM NiSO4 

 Bindepuffer 5 mM Imidazol 

0,5 mM NaCl 

20 mM Tris-HCl, pH 7,9 
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 Waschpuffer 60 mM Imidazol 

0,5 mM NaCl 

20 mM Tris-HCl, pH 7,9 

 Elutiosnpuffer 0,5 mM Imidazol 

0,25 mM NaCl 

10 mM Tris-HCl, pH 7,9 

 Strippuffer 50 mM Imidazol 

0,25 mM NaCl 

10 mM Tris-HCl, pH 7,9 

3.3.2. BRB80 80 mM PIPES/KOH 

1 mM EGTA 

1 mM MgCl2, pH 6,8 

 Glycerinkissen 5,4 % Glycerin 

9,6 mM ß-Mercaptoethanol 

1,25 µM Taxol 

0,1 mM GTP 

in BRB80 

3.3.3. Lösung A Essigsäure/Methanol 1:10 

 Lösung B 26 mg Amidoschwarz in 100 ml Lsg. A 

 Lösung C 0,1 N NaOH 

3.3.4. Laemmlipuffer 125 mM Tris-HCl, pH 6,8 

2 % SDS 

0,005 % Bromphenolblau 

2 % ß-Mercaptoethanol 

3.3.5. SDS-Laufpuffer 100 mM Tris 

100 mM Glycin 

0,1 % SDS 

3.3.7. Farmer’s Reducer 0,03 M K3[Fe(CN)6] 

0,032 M NaS2O3 

3.3.8. Blotpuffer 1 300 mM Tris 

20 % Methanol 

 Blotpuffer 2 30 mM Tris 

20 % Methanol 
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 Blotpuffer 3 40 mM e-Amino-n-Capronsäure  

in 30 mM Tris 

20 % Methanol 

3.3.9. TBSN 20 mM Tris-HCl, pH 7,5 

500 mM NaCl 

0,02 % NaN3 

 TTBSN 0,05 % Tween 20 in TBSN 

 Blockpuffer 5 % Magermilchpulver in TTBSN 

 Verdünnungspuffer 2,5 % Magermilchpulver in TTBSN 

 APP 50 mM Tris-HCl, pH 9,5 

100 mM NaCl 

50 mM MgCl2 

 NBT-Stammlösung 75 mg/ml Nitroblau Tetrazolium (NBT)  

in 70 % Dimethylformamid (DMF) 

 BCIP-Stammlösung 50 mg/ml 5-Bromo-4Chloroindoxylphosphat (BCIP) 

in reinem DMF 

 Reaktionspuffer 45 µl NBT-Stammlsg + 35 µl BCIP-Stammlsg 

in 10 ml APP 

3.3.10. 10x Lysispuffer (LB) 3 M NaCl 

0,5 M Hepes, pH 7,5 

15 mM MgCl2 

1,5 % Igepal C-630 

 Puffer I 5 ml 10x LB 

250 µl 0,1 mM PMSF 

500 µl FY 

45 ml H2O 

 Puffer II 5 ml 10x LB 

50 µl 1 M DTT 

250 µl 0,1 mM PMSF 

500 µl FY 

45 ml H2O 

 Puffer III 5 ml 10x LB 

45 ml H2O 
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 PufferIV 5 ml 10x LB 

25 µl 1 M DTT 

45 ml H2O 

 Puffer V 5 ml 10x LB 

25 µl 1 M DTT 

100 µl 1 M CaCl2 

45 ml H2O 

 Puffer VI 100 µl 10x LB 

25 µl 200 mM EGTA, pH 8,0 

875 µl H2O 

3.3.11. Entfärberlösung 30 % Acetonitril 

in 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat (NH4HCO3), pH 8,5 

 Reduktionslösung 10 mM DTT 

in 100 mM NH4HCO3, pH 8,5 

 Alkylierunslösung 54 mM Iodacetamid 

in 100 mM NH4HCO3, pH 8,5 

 Trypsinlösung 0,1 mg/ml Trypsin in 10 mM HCl 

 Verdauungslösung 5 % Acetonitril 

50 mM NH4HCO3, pH 8,5 

 Trypsin-Verdauungslösung 10 % Trypsinlösung 

90 % Verdauungslösung 

3.3.12. Puffer A 10 mM MES/Tris, pH 6,9 

0,1 mM MgCl2 

12 % Ficoll-400 

 Puffer B 10 mM MES/Tris, pH 6,9 

0,5 mM MgCl2 

8 % Ficoll-400 

 Puffer C 10 mM MES/Tris, pH 6,9 

5 mM MgCl2 

25 mM KCl 

 Zymolyaselösung 50 mM Tris-HCl, pH 7,7 

1 mM EDTA 

50 % Glycerin 

400 U/ml Zymolyase 
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Tab. 2.9: In dieser Arbeit verwendete Medien 

Name Rezept 
LB 1 % Trypton 

0,5 % Hefeextrakt 
0,5 % NaCl 
 

Ψb 2 % Pepton 
0,5 % Hefeextrakt 
0,5 % MgSO4 

pH 7,6 mit KOH 
 

YPD 2 % Pepton 
1 % Hefeextrakt 
2 % Glucose 
 

YPD pH 5,5 oder 7,5 YPD 
50 mM MES 
50 mM MOPS 
titriert mit HCl oder NaOH 
 

YPDA YPD plus 200 mg/l Adeninhemisulfat 
 

YPG 2 % Pepton 
1 % Hefeextrakt 
2 % Galactose 
 

YPDS YPD plus 
1,2 M Sorbitol 
 

SD 0,67 % Hefeextrakt ohne Aminosäuren 
2 % Glucose 
10 % Dropoutlösung 
 

SD Galac 0,67 % Hefeextrakt ohne Aminosäuren 
2 % Galactose 
10 % Dropoutlösung 
 

Dropout-Lösung 200 mg/l L-Adeninhemisulfat  
200 mg/l L-Arginin HCL  
200 mg/l L-Histidin HCL-monhydrat  
300 mg/l L-Isoleucin  
1000 mg/l L-Leucin  
300 mg/l L-Lysin HCL  
200 mg/l L-Methionin  
500 mg/l L-Phenylalanin  
2000 mg/l L-Threonin  
200 mg/l L-Tryptophan  
300 mg/l L-Tyrosin  
200 mg/l L-Uracil  
1500 mg/l L-Valin 
 

Für feste Medien wurden jeweils 1,5 % Agar-Agar vor dem Autoklavieren hinzugegeben 

und das Medium danach in Petrischalen gegossen. Falls Notwendig wurde zur Selektion 

das Antibiotikum Geneticinsulfat (G418) in einer Endkonzentration von 0,2 μg/ml 

zugegeben. 
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3. Methoden 

3.1. Methoden der Molekularbiologie 

3.1.1. Kultivierung von Escherichia coli 

Die Anzucht von E. coli erfolgte auf festem oder in flüssigem Luria-Bertani-Medium (LB-

Medium), ggf. unter Zugabe von Antibiotika. Die Bakterienzellen wurden bei 37°C 

kultiviert. 

3.1.2. Konservierung von E. coli 

Für die Konservierung von E. coli wurden 800 µl einer über Nacht gewachsenen Kultur mit 

70 µl DMSO vermischt, dann in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend bei 

–80°C gelagert. 

3.1.3. Plasmidisolierung aus E. coli  

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mittels der alkalischen Lyse (Birnboim 

and Doly 1979). Hierzu wurden die Zellen von einer LB-Platte in ein Reaktionsgefäß 

überführt und in 200 µl P1 resuspendiert. Nach Zugabe von 200 µl P2 wurde das 

Reaktionsgefäß 4-6x invertiert; hierbei werden die Zellen durch das SDS aufgeschlossen 

und das NaOH im Puffer denaturiert DNA und Proteine. Nach einer Inkubationszeit von 5 

min wurde die alkalische Lyse durch Neutralisieren mittels Zugabe von 200 µl P3 

gestoppt, was durch das Kaliumacetat eine schnelle Renaturierung der Plasmid-DNA zur 

Folge hat. Durch Zentrifugation für 20 min bei 15.700 x g wurden Zelltrümmer sowie 

denaturierte DNA und Proteine sedimentiert. Die im Überstand befindliche Plasmid-DNA 

wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und zur Fällung mit 600 µl Isopropanol 

versetzt. Die durch erneutes Zentrifugieren für 30 min bei 15.700 x g pelletierte DNA, 

wurde anschließend mit 500 µl 70 % Ethanol gewaschen. Das gewaschene Pellet wurde 

unter dem Abzug getrocknet und in 50 µl H2O resuspendiert. 

3.1.4. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli mit QIAprep Spin 

Miniprep Kit 

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli mit dem Qiagen Kit erfolgte nach 

Herstellerangaben. Die Elution der DNA erfolgte dabei mittels H2O. 
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3.1.5. Transformation in E. coli 

Die Transformation von Plasmiden fand stets unter Verwendung des DH5α-Stammes 

statt. 200 μl kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Maximal 100 ng zu 

transformierende DNA wurde zu den Zellen pipettiert und der Ansatz für 30 min auf Eis 

inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für 2,5 min bei 42°C behandelt und für 5 min 

auf Eis abgekühlt. Der Zellsuspension wurde nun 1 ml LB-Medium zugegeben und der 

Ansatz für 1 h bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Bakterien auf LB-Platten mit 

dem entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Die Platten wurden über Nacht bei 37°C 

in einem Brutschrank inkubiert. 

3.1.6. Herstellung kompetenter E. coli Zellen 

Für die Herstellung chemisch-kompetenter Zellen nach Hanahan (1983) wurden 5 ml Ψb-

Medium mit der gewünschten DMSO-Dauerkultur angeimpft und über Nacht bei 37°C und 

200 rpm inkubiert. Anschließend wurden 100 ml vorgewärmtes Ψb-Medium mit 5 ml der 

Vorkultur angeimpft und bei 37°C, 200 rpm bis zu einer OD600 von 0,5 wachsen gelassen. 

Nach Erreichen der gewünschten Zelldichte wurden die Zellen für 5 min auf Eis abgekühlt 

und 5 min bei 5.000 x g, 4°C abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 40 ml eiskaltem TfbI-

Puffer resuspendiert und wiederum für 5 min auf Eis belassen, um es anschließend für 5 

min bei 5.000 x g und 4°C zu zentrifugieren. Nach Resuspendieren der Zellen in 40 ml 

TfbII wurden diese 15 min auf Eis gestellt und zu 200 µl Portionen aliquotiert, in 

flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –70°C gelagert. 

3.1.7. Polymerasekettenreaktion 

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) (Saiki et al. 1988) wurde in einem Gerät der Firma 

MWG Biotech (Primus) durchgeführt. Standard-PCR-Ansätze mit der Taq Polymerase 

enthielten 20 mM Tris-HCl (pH 8,8), 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, 2 mM MgSO4, 0,1 % 

Triton X-100, je 200 µM dNTP, 15 pmol Primer, maximal 200 ng Template-DNA sowie 2 

Units Taq Polymerase; überschichtet wurden sie mit einem Tropfen Mineralöl. Die Zugabe 

der Polymerase erfolgte stets nach dem ersten Denaturierungsschritt bei 94°C für 2 

Minuten. Die Annealingtemperatur wurde nach der empirischen Formel Tm = 4°C x (G+C) 

+ 2°C x (A+T) – 3°C ermittelt (Lion and Haas 1990). Ein typischer Reaktionszyklus verlief 

wie folgt: 1 x 2 min 94°C, 35 x (30-60 sec 94°C, 30-60 sec Tm, 1 min/kb 72°C), 10 min 

72°C. 
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Waren möglichst fehlerfreie PCR Amplifikate von Nöten, wurde das „Expand Long 

Template PCR System“ von Roche nach den Herstellerangaben verwendet. Dieses enthält 

ein Polymerasegemisch aus der Taq Polymerase und der Tgo DNA Polymerase, welche 

eine thermostabile Polymerase mit Korrekturleseaktivität ist. 

Die PCR-Produkte wurden über Gelelektrophorese in Agarose aufgetrennt und durch 

Färbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht. 

3.1.8. DNA-Agarosegelelektrophorese 

Für die Auftrennung der DNA-Fragmente kamen Agarosegele mit Konzentrationen von 0,8 

bis 1,2 % (w/v) zum Einsatz. Die entsprechende Menge Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer 

aufgekocht, in eine Gelaussparung, die sich in der Elektrophoresekammer befand, 

gegeben und ein Probenkamm eingesetzt. Nach Erstarren des Gels wurde die 

Elektrophoresekammer mit 1 x TAE-Puffer befüllt. 

Nach Entfernen des Probenkammes wurden die mit DNA-Ladepuffer versetzten Proben in 

die einzelnen Taschen pipettiert und zur Bestimmung der Länge der Proben-DNA ein 

Längenstandard mit DNA-Fragmenten definierter Größe mitgeführt. Die Elektrophorese 

erfolgte bei einer konstanten Spannung von 80 V und wurde beendet, wenn die 

Bromphenolblaubande etwa 1 cm vor Ende des Gels erreicht hatte. Nach erfolgter 

Gelelektrophorese wurde die DNA mit Ethidiumbromid gefärbt und anschließend die 

Banden im Gel mittels UV-Licht durch den VersaDoc 4000 (Bio-Rad) sichtbar gemacht und 

fotographisch festgehalten. 

3.1.9. DNA-Extraktion aus Agarosegelen 

Nach erfolgter Ethidiumbromidfärbung wurden die gewünschten DNA-Fragmente unter 

UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die sich nun anschließende Reinigung 

erfolgte mit dem „QIAquick Gel Extraction Kit“ der Firma Qiagen nach Herstellerangaben. 

3.1.10. Reinigung von DNA 

Um DNA von Primern, Enzymen oder sonstigen Komponenten zu reinigen, wurde das 

„QIAquick PCR Purification Kit“ der Firma Qiagen eingesetzt. 

Während der Reinigung kommt es bei hoher Ionenstärke zur Bindung der Nukleinsäure an 

eine silicagelhaltige Matrix, und die Verunreinigungen können durch Waschschritte 

entfernt werden. Die Elution erfolgte mit H2O. 
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3.1.11. Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme 

Die eingesetzten TypII-Endonukleasen sind in der Lage, doppelsträngige DNA an 

spezifischen Basensequenzen zu erkennen und zu spalten. Die enzymatische Spaltung 

geschah dabei in einem 30 µl Ansatz nach Herstellerangaben, und die Analyse der 

Produkte erfolgte mittels der Agarosegelelektrophorese. 

3.2. Methoden der Hefegenetik 

Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae 

Die Anzucht von S. cerevisiae erfolgte auf festem oder in flüssigem YPD bzw. YPDA 

Medium, zur Selektion erfolgte die Anzucht auf SD Medium. Die Hefezellen wurden auf 

Festmedium bei 30°C für 2-4 Tage inkubiert, in Flüssigmedium wurden die Hefezellen mit 

180-200 rpm bei 30°C über Nacht kultiviert. 

3.2.1. Konservierung von S. cerevisiae 

Für die Konservierung von S. cerevisiae durch eine Lagerung bei -80°C wurden 700 µl 

einer über Nacht gewachsenen Kultur mit 300 µl 50 % Glyzerin vermischt und in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren. 

3.2.2. Bestimmung der Zelldichte von S. cerevisiae 

Die Zelldichte von Flüssigkulturen wurde photometrisch in einem SpectraMax Plus 

(Molecular Devices) bei 600 nm bestimmt. Dabei entspricht eine OD600 von 1 ca. 20 x 106
 

Zellen. Um im linearen Bereich zu messen, wurden die Kulturen so verdünnt, dass 

Messwerte unter einer OD600 von 1 lagen. Zur Einstellung des Nullwerts wurde das 

jeweilige Kulturmedium verwendet. 

3.2.3. Isolierung von Gesamt-DNA aus S. cerevisiae 

Hefezellen wurden auf Platte angezogen. Ein paar Zellen wurden in 200 μl 

Extraktionspuffer resuspendiert. Nach Zugabe von ca. 300 μl Glasperlen (∅ 0,4 mm) und 

200 μl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) wurden die Zellen durch Vortexen (10 

min bei 4°C) aufgeschlossen und anschließend auf Eis gestellt. Nach einer Zentrifugation 

bei 17.000 x g bei 4°C für 15 Minuten wurden 10 µl der DNA enthaltenden oberen, 

wässrigen Phase abgenommen und mit 90 µl H2O versetzt. Für einen 25 µl PCR-Ansatz 

wurden 2,5 µl dieser Suspension verwendet und der Rest bei 4°C gelagert. 
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3.2.4. Transformation in S. cerevisiae 

Für die Transformation in S. cerevisiae wurde die Lithiumacetat-vermittelte Methode nach 

Ito et al. (1983) in modifizierter Form durchgeführt. Für eine Verbesserung der 

Transformationsrate enthielt der Ansatz nach Schiestl und Gietz (1989) bzw. Gietz et al. 

(1992) hochmolekulare einzelsträngige Träger-DNA in Form von Lachssperma-DNA. 

Die Anzucht der Hefen für die Erzeugung kompetenter Zellen erfolgte in YPD bzw. YPDA-

Medium. Aus einer Übernachtkultur wurden 50 ml frische Kultur angeimpft. Bei einer 

OD600 von 1,0 wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 3.000 x g für 5 min 

sedimentiert, einmal mit dest. H2O gewaschen und in 1 ml 100 mM Lithiumacetat (LiAc) 

resuspendiert und in ein Reaktionsgefäß überführt. Nach einer weiteren Zentrifugation 

wurden sie in 400 µl 100 mM LiAc resuspendiert. Es wurden pro Transformation 50 µl 

Zellen sedimentiert und dazu 240 µl 50 % PEG 4000, 36 µl 1 M LiAc, 15 µl PCR-Produkt 

und 10 µl Lachssperma-DNA (10 mg/ml) gegeben und anschließend durchmischt. Der 

Ansatz wurde für 30 min bei 30°C inkubiert. Es folgte ein 20-minütiger Hitzeschock bei 

42°C. Die Zellen wurden bei 3.000 x g für 5 min sedimentiert, in 500 µl H2O resupendiert 

und 200 µl des Ansatzes auf Selektionsmedium ausplattiert. 

3.2.5. Kreuzung haploider S. cerevisiae Stämme 

Zum Kreuzen haploider Hefezellen komplementären Paarungstyp wurden 

Übernachtkulturen von Stämmen des Matingtyps a und α als überlappende Striche auf 

eine Selektivmedium-Platte aufgetragen und inkubiert. Die gewachsenen Einzelkolonien 

wurden ein weiteres Mal auf Selektivmedium ausgestrichen und die Analyse der 

gewachsenen Klone erfolgte mittels PCR. 

3.2.6. Tetradenanalyse von S. cerevisiae 

Für die Tetradenanalyse wurden die diploiden Hefestämme auf relativ nährstoffarmen 

Sporulationsplatten (3 M Kaliumacetat) zur Sporulation angeregt. Die Platten wurden 

solange bei 30°C inkubiert, bis sich unter dem Mikroskop erkennbare Asci gebildet hatten. 

Diese besitzen eine Kapsel, die vor Trennung der Sporen mit Zymolyase entfernt wird. 

Dazu wurden Zellen in 100 µl Wasser aufgenommen und 10 min mit 1,5 mg/ml 

Zymolyase bei RT inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Asci mit einem 

Mikromanipulator aufgenommen. Die Sporen wurden getrennt und einzeln an definierte 

Positionen auf der Platte übertragen. Nachdem die Sporen zu Kolonien hochgewachsen 

waren, wurde der Phänotyp und die Aufspaltung von Auxotrophiemarkern auf selektiven 
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Medien untersucht, sowie anschließend die Richtigkeit der gewünschten Mutationen und 

des Paarungstyps per PCR nachgewiesen. 

3.2.7. Genetische Manipulation von Hefezellen 

3.2.7.1. Fusion eines Zielgens mit einem Fluorophor 

Um ein beliebiges Gen am C-terminalen Ende mit einem Fluorophor zu fusionieren, wurde 

eine auf PCR-basierende Strategie verwendet (Longtine et al. 1998; Sheff and Thorn 

2004). Hierzu wurde mittels PCR Kassetten amplifiziert, die neben dem gewünschtem zu 

fusionierenden Fluorophor einen Auxotrophiemarker zur Selektion enthielten. Als Matrize 

dienten die als pFA6a bezeichneten Plasmide. Die verwendeten Primer enthalten neben 

den Sequenzen zur Amplifikation der Kassette auch ca. 40 Basenpaare, die homolog zum 

Bereich vor und hinter dem Stopcodon des Zielgens sind. Diese Bereiche erlaubten, nach 

Transformation des PCR-Produktes in die Hefezellen, die Integration des Fluorophors über 

homologe Rekombination der Kassette in den entsprechenden Bereich des Zielgens. Dabei 

wurde das ursprüngliche Stopcodon des Zielgens ersetzt und so das Zielgen mit dem 

Fluorophor fusioniert. Die korrekte Integration der Kassette wurde mittels PCR überprüft. 

3.2.7.2. Gendeletion 

Um die chromosomale Deletion eines Gens zu erreichen, wurde eine ähnliche PCR-

basierende Strategie wie für die Insertion des Fluorophors verfolgt (Sheff and Thorn 

2004). Die hierfür verwendeten Primer enthalten neben Sequenzen für die Amplifizierung 

der Deletionskassette aus einem Plasmid, ca. 40 Basenpaare, die zum 5’ Bereich des 

Startcodons bzw. zum 3’ Bereich des Stopcodons des Zielgens homolog sind. Nach 

Transformation des PCR-Produktes mit der Kassette wurde das entsprechende Zielgen 

über homologe Rekombination in der Hefe durch die Kassette ersetzt. Die Überprüfung 

auf richtige Integration erfolgte mittels PCR. 

Erstellung serieller Verdünnungsreihen zur Überprüfung funktioneller V-ATPasen 

Die seriellen Verdünnungsreihen zur Analyse der Funktionalität der V-ATPase in den 

verschiedenen Hefestämmen wurden auf Vollmediumplatten mit einem pH-Wert von 5,5 

und 7,5 durchgeführt, da nur Hefezellen mit einer funktionellen V-ATPase dazu in der 

Lage sind, bei einem pH-Wert von 7,5 zu wachsen (Nelson and Nelson 1990). Hierzu 

wurden Kulturen der Hefestämme in Vollmedium über Nacht bei 30°C angezogen. Nach 

Ermittlung der OD600 wurden alle Kulturen auf eine OD600 von 1 verdünnt, um davon 
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ausgehend Verdünnungsreihen bis 10-4 herzustellen. 5 µl der jeweiligen Verdünnungen 

von 10-2 bis 10-4 wurden auf die unterschiedlichen Medien aufgetropft und für mehrere 

Tage bei 30°C inkubiert. Die bewachsenen Platten wurden anschließend fotographisch mit 

dem VersaDoc 4000 festgehalten. 

3.3. Methoden der Biochemie 

3.3.1. Reinigung rekombinanter Untereinheit C 

Die Reinigung der rekombinaten V-ATPase Untereinheit C aus Saccharomyces cerevisiae 

erfolgte mittels einer Ni-NTA-Säule nach dem vom Hersteller (Novagen) vorgegebenen 

Protokoll. Hierzu wurde von Dr. Olga Vitavska die V-ATPase Untereinheit C aus Hefe in 

den Expressionsvektor pET16b kloniert und in BL21 Zellen transformiert. Die Reinigung 

erfolgte nach dem Protokoll von Novagen bis auf die Elution, die mit 0,5 mM Imidazol in 

10 mM Tris-HCl, 0,25 M NaCl, pH 7,9 durchgeführt wurde. Zu den eluierten Fraktionen 

wurde EDTA in einer Endkonzentration von 5 mM gegeben, um anschließend die 

gewünschten Fraktionen zu poolen und in den gewünschtem Puffer umzupuffern. 

3.3.2. Co-Pelletierungsassay mit Tubulin 

Das aus Kalbshirn isolierte Tubulin wurde von Prof. Dr. Roland Brandt (Universität 

Osnabrück) zur Verfügung gestellt (Brandt and Lee 1993). Das gefrorene Tubulin wurde 

auf Eis aufgetaut und dann bei 100.000 x g für 30 min bei 4°C zentrifugiert. Das Tubulin 

wurde in drei 5-minütigen Schritten mit jeweils 0,1, 1 und 10 µM Taxol bei 37°C 

polymerisiert. Die Mikrotubuli wurden bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert. 

Mikrotubulibindungsassays mit einem Endvolumen von 50 µl beinhalteten 0,5 oder 1 µM 

Tubulin, 2 µM rekombinant hergestellte V-ATPase Untereinheit C, 12,5 µM Taxol, 5 mM 

GTP und BRB80 Puffer. Nach einer Inkubation von 30 min bei 30°C wurde die Lösung auf 

ein 50 µl Glycerinkissen pipettiert und für 1 Stunde bei 30°C und 114.000 x g 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet in 50 µl BRB80 

resuspendiert. Alle Proben wurden per SDS-PAGE mit anschließender Silberfärbung 

analysiert. 

3.3.3. Proteinbestimmung 

Die photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration mit Amidoschwarz ist eine sehr 

sensitive, gegen Detergenzien und Reduktionsmittel relativ unempfindliche Methode 
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(Wieczorek et al. 1990). Die Proben wurden zunächst mit 300 µl Amidoschwarzlösung 

(Lösung B) versetzt und 5 Minuten bei RT inkubiert. Anschließend wurde bei 15.700 x g 

für 4 Minuten zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und das Pellet zweimal mit 500 µl 

Essigsäure/Methanol (1:10) (Lösung A) gewaschen. Für die photometrische Bestimmung 

wurde das Pellet in 350 µl 0,1 N NaOH (Lösung C) gelöst und die Absorption bei 615 nm 

gemessen. Die Proteinmengen wurden mit einer parallel erstellten Eichreihe aus BSA-

Standardlösungen (2, 4 und 6 µg) bestimmt. 

3.3.4. Proteinfällung 

Waren die Proteinkonzentrationen sehr niedrig, wurden sie zur Ankonzentrierung mit 

Trichloressigsäure (TCA) gefällt. Hierzu wurden die Proben auf eine Endkonzentration von 

10 % TCA gebracht und für 15 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Proben bei 

17.000 x g bei 4°C zentrifugiert und das Pellet zweimal mit eiskaltem Aceton gewaschen. 

Das Pellet wurde in einem entsprechenden Volumen 1 x Laemmlipuffer mit 2 % ß-

Mercaptoethanol resuspendiert und bis zu 3 min bei 98°C erhitzt, um die Proben dann für 

die SDS-PAGE einzusetzen. 

3.3.5. SDS-PAGE 

Angewendet wurde die Methode der diskontinuierlichen Polyacrylamidgelelektrophorese in 

vertikalen Gelkammern (Bio-Rad Mini 2-D, Hoefer SE 600) (Laemmli 1970). Proteinproben 

wurden in 5 x Laemmlipuffer mit 2 % ß-Mercaptoethanol 1-3 Minuten bei 98°C erhitzt und 

auf Eis abgekühlt. Die Proben wurden direkt verwendet oder bis zur Verwendung bei        

-20°C gelagert. Die Sammelgele bestanden aus 5,4 % T/ 2,3 % C Acrylamid in 125 mM 

Tris-HCl (pH 6,8) und 0,2 % SDS und die Trenngele aus 17 % T/ 0,4 % C Acrylamid in 

330 mM Tris-HCl (pH 8,7) und 0,1 % SDS. Die Elektrophorese wurde im SDS-Laufpuffer 

mit einer konstanten Stromstärke von 15 mA/Gel für das Sammelgel und 30 mA/Gel für 

das Trenngel durchgeführt. 

3.3.6. Coomassiefärbung 

Die SDS-Gele wurden nach der Elektrophorese für mindestens 30 min bei RT in 

Coomassie-Lösung (0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant-Blue R-250, 50 % Methanol, 10 % 

Essigsäure) fixiert und gefärbt (Bollag and Edelstein 1991). In der Regel wurden die Gele 

anschließend in ausreichend Wasser in der Mikrowelle (600 W) für jeweils 10 min gekocht 

oder mit Hilfe eines zweiteiligen Puffersystems entfärbt. Hierfür wurden die Gele zuerst 
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für 30 min in Entfärber I (25 % Isopropanol, 10 % Essigsäure) und dann für mindestens 

60 min in Entfärber II (7,5 % Methanol, 10 % Essigsäure) geschüttelt. 

3.3.7. Silberfärbung 

Wenn eine höhere Sensitivität erforderlich war, wurden die Proteine im SDS-Gel mittels 

Silberfärbung visualiziert (Damerval et al. 1987). Hierzu wurden die SDS-Gele nach der 

Elektrophorese für 15 min in 50 % Methanol und 10 % Essigsäure fixiert, anschließend 

wurden sie für 2 min mit Farmer’s Reducer behandelt. Nach mehreren Waschschritten mit 

H2O und vollständigem Entfernen des Farmer’s Reducers wurden die Gele für 15-30 min in 

0,01 % Silbernitrat inkubiert. Danach folgte ein zweimaliges Waschen mit H2O und der 

Äquilibrierung mit 2,5 % Natriumcarbonat. Die Entwicklung erfolgte dann in 0,08 % (v/v) 

Formaldehyd in 2,5 % Natriumcarbonat und wurde durch Zugabe von 10 % Essigsäure 

gestoppt. 

3.3.8. Western Blot 

Zur Übertragung der im SDS-Gel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran 

wurden Western Blots im Semidry-Verfahren (Transblot SD, Bio-Rad) nach Towbin et al. 

(1979) durchgeführt, wofür das dreiteilige Blotpuffersystem nach Kyhse-Andersen (1984) 

verwendet wurde. Der Transfer erfolgte in einer Stunde bei 1 mA/cm2 Gelfläche, wobei 

die Übertragung der Proteine durch reversible Färbung der Membran mit 0,02 % Ponceau 

S und Färbung des SDS-Gels mit Coomassie kontrolliert wurde. 

3.3.9. Immunfärbung 

Nach der Übertragung der Proteine auf eine Membran wurde diese zunächst zur 

Verhinderung unspezifischer Bindungen 60 min in Blockpuffer gebadet, bevor sie dann für 

eine Stunde mit dem primären Antikörper in Verdünnungspuffer inkubiert wurde. Nach 

dreimaligem Waschen der Membran für jeweils 5 min mit TTBSN zur Entfernung von 

überschüssigem primären Antikörper erfolgte für eine weitere Stunde die Inkubation mit 

dem sekundären Antikörper in Verdünnungspuffer. Der sekundäre Antikörper war mit 

einer alkalischen Phosphatase gekoppelt, die nach einem erneuten Waschen der Membran 

mit TTBSN und Spülen mit destilliertem Wasser eine Farbreaktion durch Zugabe des 

Reaktionspuffers an den spezifisch immunmarkierten Proteinbanden auslöst. 
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3.3.10. Tandem Affinity Purification 

Zur Identifizierung neuer Interaktionspartner der V-ATPase Untereinheit C (Vma5) unter 

nativen Bedingungen wurde das Vma5-TAP-Fusionsprotein in einer Variation der Methode 

nach Rigaut et al. (1999) gereinigt. Der TAP-Tag kodiert für die Protein-A-Bindedomäne, 

einer Erkennungssequenz der TEV-Protease (Tobacco Etch Virus), sowie einer Calmodulin-

Bindedomäne. Die Reinigungsschritte umfassen eine Affinitätschromatographie an IgG-

Beads, die Freisetzung des gebundenen Proteins durch Spaltung mit der TEV-Protease, 

Affinitätschromatographie an Calmodulin-Beads und Elution der rekombinanten Proteine 

durch Zugabe von EGTA. Durch Expression der TAP-Tag-Proteine im authentischen, 

zellulären Kontext ist es möglich, die Dynamik der Interaktionen eines Proteins mit seinen 

Bindungspartnern unter wechselnden Bedingungen zu untersuchen. 

 

 
Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Tandem Affinity Purification (TAP) 
A) Struktur des TAP-Tags. B) TAP-Strategie. Ein Proteinkomplex, der ein TAP-Tag enthält, wird über zwei 
unabhängige, aufeinanderfolgende Reinigungsschritte über IgG- und Calmodulinbeads gereinigt. Im ersten 
Schritt wird der immobilisierte TAP-Tag durch Abspaltung des Protein A (TEV) wieder in Lösung gebracht. Im 
zweiten Reinigungsschritt wird die calciumabhängige Bindung von CBP an Calmodulin durch EGTA-Zugabe 
erniedrigt. CBP, Calmodulin binding peptide; CM, Calmodulin; TEV, Tobacco Etch Virus Protease (Bauer and 
Kuster 2003) 
Eine 1,5 l Hefekultur mit dem TAP-Fusionsprotein wurde über Nacht bis zu einer OD600 

von 3-5 angezogen, um die Zellen dann durch Zentrifugation bei 5.000 x g für 8 min zu 

ernten. Das Pellet wurde einmal mit H2O gewaschen, wieder wie oben beschrieben 
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pelletiert, anschließend in 500 ml YPDA oder YPDAG aufgenommen und für 15 min bei 

30°C inkubiert. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet sofort in 

flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zu Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert. 

Vor dem Zellaufschluss wurden die Pellets aufgetaut und in 25 ml Puffer I aufgenommen, 

bei 3.000 x g für 10 min zentrifugiert und anschließend auf ein Endvolumen von 25 ml 

durch Zugabe von Puffer II gebracht. Die Suspension wurde mit 25 ml Glasperlen (∅ 0,5 

mm) vermengt und dann in der Pulverisette bei 500 rpm, 4 min mit 2 Wiederholungen 

und 1 min Pause aufgebrochen. Die Suspension wurde anschließend von den Glasperlen 

gereinigt und bei 3.000 x g für 10 min zentrifugiert. Der klare Proteinextrakt im Überstand 

wurde für die weitere Reinigung verwendet und das Sediment verworfen.  

Für die Proteinreinigung wurden 600 µl IgG Sepharose mit 15 ml Puffer III gewaschen 

und anschließend zu dem Proteinextrakt gegeben. Zur Kopplung wurde die Suspension für 

1 h bei 4°C rotierend inkubiert. Anschließend wurde die Suspension mit den Beads bei 

800 x g für 3 min abzentrifugiert, der Überstand bis auf ein Aliquot fürs SDS-Gel 

verworfen und die Beads in eine kleine Säule überführt. Das Waschen der Beads erfolgte 

mit 10 ml Puffer IV. Die Säule wurde verschlossen und mit 150 µl Puffer IV + 4 µl TEV (1 

mg/ml) über Nacht bei 4°C rotierend inkubiert. Das Eluat wurde in einer neuen Säule 

aufgefangen und es wurden 600 µl mit Puffer V gewaschene Calmodulin-Sepharose 

dazugegeben. Die Säule wurde wieder verschlossen und für 1 h bei 4°C rotierend 

inkubiert. Anschließend wurden die Beads mit 10 ml Puffer V gewaschen. Die Elution der 

Proteine erfolgte mittels zwei Schritten mit jeweils 400 µl Puffer VI für jeweils 20 min bei 

30°C im Thermoschüttler. Die Eluate wurden jeweils in einem Reaktionsgefäß 

aufgefangen und gepoolt. Für die Ankonzentrierung der Proteine wurde eine TCA-Fällung 

durchgeführt, um die Proben anschließend mittels SDS-PAGE aufzutrennen und die 

Proteinbanden durch ESI-MS zu analysieren. 

3.3.11. Massenspektrometrie 

3.3.11.1. Trypsinverdau von Proteinen im Gel 

Als Vorbereitung für eine Proteinidentifizierung mittels Elektrospray Ionisations 

Massenspektrometrie (ESI-MS) wurden die zu untersuchenden Proteinbanden aus dem 

SDS-Gel in ca. 1 mm2
 große Gelwürfel geschnitten und in ein Safe-lock Reaktionsgefäß 

überführt. Nach zweimaligem Waschen unter Schütteln in 250 μl H2O folgten mindestens 

4 Entfärbungsschritte mit je 250 μl Entfärberlösung und zwei erneute Waschschritte mit 
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250 μl H2O. Anschließend wurden die Gelstücke in 250 μl 100 %igem Acetonitril inkubiert, 

der Überstand entfernt und die entfärbten Gelstücke für 15 min bei 37°C in einer 

SpeedVac (Eppendorf) getrocknet. Zur Reduktion der vorhandenen Disulfidbrücken des 

Proteins schloss sich nun eine Inkubation mit 100 μl Reduktionslösung für 5 min bei 20°C 

an, gefolgt von einer 30-minütigen Einwirkzeit bei 50°C. Nach einer erneuten 

Überschichtung mit 100 %igem Acetonitril wurden die nun reduziert vorliegenden SH-

Gruppen durch Einsatz von 100 μl Alkylierungslösung für 15 min im Dunkeln 

carboxymethyliert und anschließend zweimal mit Entfärberlösung behandelt. Es folgte 

eine erneute Trocknung in der SpeedVac und schließlich wurden die Gelstücke mit 50 μl 

Trypsin-Verdauungslösung versetzt. Der Verdau erfolgte über Nacht bei 25°C. Nach dem 

Verdau wurde der Überstand abgenommen und für später verwahrt. Die Gelstücke 

wurden mit 100 %igem Acetonitril versetzt, für 20-30 min inkubiert und anschließend für 

3 min im Ultraschallbad sonifiziert. Der Überstand mit den Peptiden wurde abgenommen 

und in einer SpeedVac getrocknet. Die getrockneten Peptide wurden mit dem zuvor 

abgenommen Überstand resuspendiert und abzentrifugiert. Der Überstand wurde in 

Probenfläschen für die HPLC überführt und zur ESI-MS gegeben. 

3.3.11.2. Fahndung nach möglichen Interaktionspartnern mittels ESI-MS 

Für die Identifizierung von Proteinen im ESI-MS wurden die Proteine zuvor mit Trypsin 

proteolytisch verdaut und die so erhaltenen Peptidfragmente über eine vorgeschaltete 

HPLC mittels einer C8-Säule aufgetrennt und ankonzentriert. Anhand der detektierten MS- 

sowie MS/MS-Spektren wurden mit der Software Data Analysis die Peptidsequenzen 

errechnet. Diese wurden für die anschließende Suche über Mascot in der Datenbank nach 

übereinstimmenden Proteindaten herangezogen. Die erhaltenen Daten wurden über das 

Programm Biotools dargestellt und weiter ausgewertet. 

3.3.12. Hefevakuolenpräparation 

Hefevakuolen wurden nach einem Protokoll von Uchida et al. (1985) mit ein paar 

Variationen nach Kane et al. (1989) isoliert. Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase 

wurden durch Zentrifugation bei 4.500 x g für 5 min geerntet, einmal mit destilliertem 

Wasser gewaschen und in 100 ml 1 M Sorbitol plus 20 mM DTT resuspendiert. Zymolyase 

wurde bis zu einer Endkonzentration von 400 Units zugegeben und die Zellen wurden für 

90 min bei 30°C und 80 rpm inkubiert. Die Überführung der Zellen in Spheroblasten 

wurde überprüft, anschließend wurden die Zellen bei 2.200 x g für 5 min pelletiert, in 100 
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ml YPDS aufgenommen und wieder bei 30°C und 80 rpm für 20 min inkubiert zur 

Induzierung der Reassemblierung der V-ATPase. Die Zellen wurden wie oben beschrieben 

zentrifugiert und in 25 ml Puffer A aufgenommen, in einem lockeren Dounce 

Homogenisator aufgeschlossen und für 10 min bei 2.200 x g bei 4°C zentrifugiert. Zur 

Isolierung der Vakuolen wurde der Überstand in Ultrazentrifugenröhrchen überführt und 

mit 6 ml Puffer A überschichtet. Die Röhrchen wurden in einem Ausschwingrotor bei 

107.000 x g für 60 min bei 4°C zentrifugiert. Die obere weiße Schicht, welche den 

Hauptanteil der Vakuolen enthält, wurde abgenommen und in 6 ml Puffer A 

resuspendiert. Anschließend wurde die Probe mit 6 ml Puffer B überschichtet und wie 

oben beschrieben in der Ultrazentrifuge für 30 min zentrifugiert. Die Hefevakuolen 

wurden durch Aufnahme in 1 ml Puffer C zu Vesikeln umgewandelt, Aliquots der 

Präparation wurden bei -80°C gelagert. 

3.3.13. ATPase-Aktivitätstest und Phosphatnachweis 

Standard Assays für die Detektion der V-ATPase Aktivität wurden in einem Volumen von 

160 µl mit 2-6 µg Protein, 50 mM Mes/Tris, pH 6,9, 0,5 mM Na-Azid, 20 mM KCl, 0,1 mM 

ortho-Vanadat und 3,75 mM MgCl2 durchgeführt. Nach einer Vorinkubation von 5-10 min 

bei 30°C mit oder ohne 1 µM spezifischen V-ATPase Inhibitor Concanamycin A wurde Tris-

ATP in einer Endkonzentration von 2 mM dazugegeben und nach einer Inkubation von 10 

min die Reaktion durch Einfrieren in flüssigem Stickstoff gestoppt. 

Das produzierte anorganische Phosphat wurde durch das in Wieczorek et al. (1990) 

publizierte Protokoll photometrisch als Malachitgrün-Phosphomolybdat-Komplex bestimmt. 

Zu der tiefgefrorenen 160 µl Probe des Aktivitätstest wurden 50 µl 20 % 

Trichloressigsäure (TCA) pipettiert und das Ganze im Wasserbad bei 70°C aufgetaut. Das 

ausgefallenen Protein wurde durch Zentrifugation bei 15.600 x g für 1 min pelletiert. 

Genau 3,5 min nach Zugabe des TCA’s wurden 60 µl des Überstands in 100 µl saures 

Molybdat (2,4 % H2SO4, 60 mM Na-Molybdat) überführt und gemischt. Nach weiteren 15 

sec erfolgte die Zugabe von 30 µl Malachitgrünlösung (7,4 % Malachitgrün in gesättigtem 

filtrierten Polyvinylalkohol). 5 min 45 sec nach Beginn des Tests erfolgte die Zerstörung 

des nicht komplexierten Malachitgrün durch Zugabe von 200 µl 7,8 % H2SO4. Die 

photometrische Messung (SpectraMax Plus, Molecular Devices) der Lösung bei 625 nm 

erfolgte nach einer Inkubation von mindestens 90 min. Der Phosphatgehalt wurde an 

Hand von mitgeführten Phosphatstandards (0, 10 und 25 nmol) errechnet. Dabei 



Methoden 

 42

entspricht eine Extinktion von 0,3 in etwa 4 nmol Pi. Die katalytische Aktivität der V-

ATPase wurde mittels folgender Formel berechnet: 

 

Aktivität (Units / mg Protein) = nmol Pi • 10-3 / mg Protein • t 

 

3.4. Methoden der Mikroskopie 

3.4.1. Aluminiumnitratfixierung von Hefezellen 

Zur Analyse der Hefestämme unter verschiedenen Bedingungen mit dem Mikroskop war 

es notwendig, eine Möglichkeit zur Immobilisierung der Hefezellen auf einem Objektträger 

zu finden, so dass die Zellen noch leben, aber auch nach einem Mediumwechsel auf dem 

Objektträger noch an Ort und Stelle verbleiben. Diese Methode der Immobilisierung 

wurde mittels Inkubation der Zellen mit Aluminiumnitrat in einer Endkonzentration von 

0,37 mM bei einem pH von 4 gefunden (Van Haecht et al. 1985). Dafür wurden Zellen mit 

einer OD600 von unter 1 sedimentiert, in Aluminiumnitrat aufgenommen und 1 Stunde bei 

30°C inkubiert. Anschließend wurden 20 µl dieser Suspension auf einen Objektträger 

getropft und die restlichen Zellen nach 20 min mit Wasser abgespült. Auf die 

immobilisierten Zellen wurde etwas SD Medium gegeben und das Ganze mit einem 

Lifterslipdeckgläschen abgedeckt. Die so präparierten Zellen waren somit fertig für die 

Analyse des Dissoziationsverhalten der V-ATPase unter in vivo Bedingungen mittels der 

Fluoreszenzmikroskopie. 

3.4.2. Fluoreszenzmikroskopie 

Für die in vivo Fluoreszenzmikroskopie wurde ein Zeiss Axioplan II Fluoreszenzmikroskop 

mit einem Zeiss alpha Plan Fluor (100x/NA 1,45) Objektiv benutzt. Die Zellen wurden 

mittels Differential Interferenz Kontrast (DIC) und Fluoreszenz beobachtet, wobei die 

Fluoreszenz mittels Quecksilberdampflampe angeregt wurde. Es wurde der entsprechende 

Filtersatz für GFP (Anregungsmaximum: 488; Emissionsmaximum: 510) der Firma Zeiss 

verwendet. Die Bilder wurden als Einzelaufnahmen mittels einer CoolSnap HQ Kamera 

aufgenommen und mit der Software MetaMorph v6.2 bearbeitet und von 16-bit in 8-bit-

Bilder konvertiert. 



Ergebnisse 

 43

4. Ergebnisse 

4.1. Reversible Dissoziation der V-ATPase aus Saccharomyces 

cerevisiae 

Wie bereits mehrfach veröffentlicht wurde, erfolgt die Regulation der V-ATPase sowohl bei 

der Hefe Saccharomyces cerevisiae als auch im Mitteldarm der Raupe des 

Tabakschwärmers Manduca sexta durch den Vorgang der reversiblen Dissoziation des V1-

Komplexes vom membranständigen VO-Komplex (Kane 1995; Sumner et al. 1995). Bei der 

Raupe des Tabakschwärmers geschieht dies nach Nahrungsentzug oder während der 

Häutung der Raupen, in der Hefe kommt es zur Dissoziation der V-ATPase bei Entzug der 

Glucose aus dem Medium. Dieser universelle Mechanismus wurde in mehreren 

Organismen durch in vitro Untersuchungen gefunden und bestätigt, doch bis heute 

konnte keiner diesen Mechanismus in vivo zeigen. Dieses sollte nun in der vorliegenden 

Arbeit durch GFP markierte V-ATPase Untereinheiten in der Hefe realisiert werden. 

4.1.1. V-ATPase Aktivität von GFP markierten Hefestämmen 

Da die Fusion einer V-ATPase Untereinheit mit GFP einen Einfluss auf die Vitalität der 

Hefezellen durch eine Funktionsbeeinträchtigung der V-ATPase zur Folge haben kann, 

sollte zuerst das Wachstum der Hefestämme und damit die Aktivität der V-ATPase 

überprüft werden. Wie erwartet, wuchsen alle GFP markierten Stämme bei einem pH von 

5,5 sehr gut (Abb. 4.1), da unter diesen Bedingungen keine aktive V-ATPase für die 

Vitalität der Hefen benötigt wird, wohingegen bei einem pH von 7,5 nur Hefen mit einer 

aktiven V-ATPase wachsen können. Auf den Vollmediumplatten mit einem pH von 7,5 

wuchsen 6 Stämme mit einer GFP markierten V-ATPase Untereinheit (B, C, D, E, H und a) 

wie der Wildtyp, die Stämme mit den GFP markierten Untereinheiten A und G zeigten ein 

deutlich vermindertes Wachstum im Vergleich zum Wildtyp. Der Stamm mit der GFP 

markierten Untereinheit F zeigte keinerlei Wachstum, was auf eine verminderte oder keine 

Aktivität der V-ATPase dieses Stammes schließen lässt. Der Wachstumstest bei den 

unterschiedlichen pH Werten lässt zwar eine Schlussfolgerung über die generelle Aktivität 

der V-ATPase zu, gibt aber keine genauen Auskünfte darüber, wie hoch die Aktivität im 

Vergleich zum Wildtyp ist. 
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Abb. 4.1: Einfluss einer GFP Markierung auf die V-ATPase Aktivität 
Die Saccharomyces cerevisiae Stämme S288C als Wildtyp (WT) und die Stämme mit einer GFP markierten V-
ATPase Untereinheit wurden, wie im Methodenteil beschrieben, auf YPD Platten mit einem pH von 5,5 oder 
7,5 getropft und für 3 Tage bei 30°C inkubiert. 
 

Um genauere Daten zur Aktivität der V-ATPase in den GFP markierten Stämmen zu 

erhalten, wurden vier der neun Stämme sowie der Wildtyp für weitere Experimente 

ausgesucht. Die durchgeführten Hefevakuolenpräparationen mit anschließendem 

Aktivitätstest zeigten, wie im Wachstumstest erwartet, bei allen ausgesuchten Stämmen 

eine messbare Aktivität der V-ATPase (Abb. 4.2 III). Dennoch gab es Unterschiede. So 

zeigte sich, dass ein GFP an der V-ATPase Untereinheit B keinen Einfluss auf die Aktivität 

der V-ATPase hat, da dieser Stamm eine ähnliche Aktivität wie der Wildtyp zeigt, 

wohingegen ein GFP an den Untereinheiten C, D und a zu einer Verringerung der Aktivität 

der V-ATPase von 38 % bis 86 % führt. 
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Abb. 4.2: Quantitative Analyse der Hefevakuolen auf Menge und Aktivität der V-ATPase 
I + II: Hefevakuolen von Stämmen mit den GFP markierten Untereinheiten B, C, D oder a sowie der WT 
wurden per Western Blot (je 8 µg Protein) auf den Gehalt an V-ATPase durch die Antikörper gegen die V-
ATPase Untereinheiten A (I) und d (II) untersucht. III: Spezifische V-ATPase Aktivität der 
Hefevakuolenpräparationen der oben genannten Stämme (U/mg Protein, ± Standardabweichung). IV: Anzahl 
der unabhängig voneinander durchgeführten Hefevakuolenpräparationen. 
 

Immunoblots der Hefevakuolenpräparationen mit den Antikörpern gegen die V1-

Untereinheit A (Abb. 4.2 I) und die VO-Untereinheit d (Abb. 4.2 II) zeigen einen möglichen 

Zusammenhang zwischen der Menge der V-ATPase und deren spezifischer Aktivität, da 

die Stämme mit einer geringeren spezifischen V-ATPase Aktivität auch eine reduzierte 

Menge an V-ATPase Untereinheiten an der Vakuole zeigen. Aufgrund dieser Ergebnisse 

zeigt sich, dass eine GFP Markierung an den V-ATPase Untereinheiten C, D und a 

offensichtlich zu einer geringeren Assemblierung der V-ATPase während der Biosynthese 

führt. Dies wiederum führt zu einer reduzierten spezifischen Aktivität, die jedoch generell 

keinen Einfluss auf die Vitalität der Hefestämme hat. Die doppelte Bande in Abb. 4.2 I, 

welche mit dem monoklonalen Antikörper gegen die V-ATPase Untereinheit A produziert 

wurde, rührt wahrscheinlich von einer Degradation von Untereinheit A während der 

Isolation der V-ATPase her. 
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4.1.2. Reversible Dissoziation der V-ATPase unter in vivo 

Bedingungen 

Da die V-ATPasen in den GFP markierten Stämmen aktiv sind, konnten Versuche unter in 

vivo Bedingungen zur reversiblen Dissoziation durchgeführt werden. Dazu wurden die 

Hefezellen durch Inkubation mit Aluminiumnitrat auf einem Objektträger immobilisiert. 

Zur Überprüfung der Vitalität der Hefezellen wurden jeweils der WT und der Stamm mit 

der GFP markierten Untereinheit C einem Wachstumstest nach 

Aluminiumnitratbehandlung unterzogen. Dabei zeigte sich kein Unterschied im Wachstum 

mit oder ohne Behandlung. Die Zellen wurden auf dem Objektträger zuerst für 10 min 

unter dem Fluoreszenzmikroskop in SD-Medium mit 2 % Glucose beobachtet, und 

anschließend die Dissoziation der V-ATPase durch ein Mediumwechsel auf SD-Medium mit 

2 % Galactose induziert. Nach 20 min wurde auf SD-Medium mit 2 % Glucose 

zurückgewechselt, um die Reassoziation der V-ATPase an die Vakuolenmembran zu 

dokumentieren. Während jeder Inkubation wurden alle 5 min Aufnahmen des GFP Signals 

gemacht, um die Lokalisation der jeweiligen V-ATPase Untereinheit zu klären. 

 

 
Abb. 4.3: Vergleich des Wachstumsverhalten nach Aluminiumnitrat-Behandlung 
Um die Auswirkung der Aluminiumnitrat-Behandlung zur Festlegung der Hefezellen auf einen Objektträger zu 
testen, wurden der WT Stamm DHD5 und der C-GFP Stamm entweder für 1 h in SD-Medium inkubiert oder 
der Aluminiumnitrat-Behandlung unterzogen. Anschließend wurde eine Verdünnungsreihe erstellt und die 
Zellen auf eine YPD Platte getropft und für 3 Tage bei 30°C inkubiert. Es zeigte sich kein Unterschied im 
Wachstum mit oder ohne Aluminiumnitrat-Behandlung. 
 

Die V-ATPase Untereinheit a befand sich dabei erwartungsgemäß während der gesamten 

Zeit an der Vakuole (Abb. 4.4 I), da sie zum membranständigen VO-Komplex gehört. Die 

V-ATPase Untereinheit C zeigte hingegen wie erwartet eine Dissoziation bei Inkubation in 

Medium mit Galactose statt Glucose, was durch ein diffuses zytoplasmatisches Signal 

deutlich zu erkennen ist (Abb. 4.4 II Bild 3). Bei Wechsel auf Glucose zeigt sich einer 

reassozierten V-ATPase entsprechend wieder ein Signal an der Vakuole (Abb. 4.4 II Bild 

4). Überraschenderweise konnte dieses Verhalten der Dissoziation und Reassoziation nicht 
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bei den anderen V1-Untereinheiten B und D gefunden werden, die bei einem Wechsel auf 

Galactose weiterhin an der Vakuole lokalisiert blieben (Abb. 4.4 III + IV). 

 

  

  
Abb. 4.4: Lokalisierung der V-ATPase Untereinheiten in vivo 
Hefezellen mit jeweils einer GFP markierten V-ATPase Untereinheit wurden auf Objektträgern fixiert und mit 
dem Differential Interferenz Kontrast visualisiert (Bild 1 von I – IV). Das GFP Signal der Untereinheiten a (I), C 
(II), B (III) und D (IV) ist in den anderen Bildern dargestellt. Zuerst nach einer Inkubation mit Glucose (Bild 
2), dann nach einer Inkubation von 20 min mit 2 % Galactose (Bild 3) und nach einer erneuten 20-minütigen 
Inkubation mit 2 % Glucose (Bild 4). Maßstab: 5 µm 
 

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu bisherigen Veröffentlichungen, nachdem der 

vollständige V1-Komplex dissoziert vorliegt und nicht, wie hier gefunden, nur die 

Untereinheit C. Zur Verifizierung der Daten wurden auch die anderen funktionellen GFP 

markierten Stämme auf ihr Dissoziationsverhalten in großem Stichprobenumfang 

untersucht. 

Tabelle 4.1 belegt, dass nur die Untereinheit C bei einem Wechsel auf Galactose ins 

Zytoplasma dissoziiert und nach Zugabe von Glucose wieder reassoziiert. Alle anderen 

Untereinheiten verbleiben während der Medienwechsel an der Vakuole und unterliegen 

nicht dem Regulationsmechanismus der reversiblen Dissoziation. 
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Tab. 4.1: V-ATPase Dissoziation nach einem Mediumwechsel von Glucose zu Galactose und 
zurück zu Glucose 

Stamm n Zellen mit dissozierter Untereinheit 

  1) Glucose 2) Galactose 3) Glucose 

a-GFP 62 0 (0%) 1 (2%) 0 (0%) 

C-GFP 154 5 (3%) 146 (95%) 6 (4%) 

B-GFP 116 2 (2%) 6 (5%) 1 (1%) 

D-GFP 70 6 (8%) 6 (8%) 5 (7%) 

A-GFP 19 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

E-GFP 65 0 (0%) 4 (6%) 2 (3%) 

G-GFP 12 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

H-GFP 40 1 (3%) 1 (3%) 0 (0%) 

 

4.2. Bedeutung des Zytoskeletts bei der Dissoziation 

4.2.1. Die V-ATPase und Aktin 

Im Jahr 2000 wurde durch Overlayblots gezeigt, dass die V-ATPase Untereinheit B aus 

Osteoklasten eine Aktinbindungsdomäne besitzt, welche durch Co-

Sedimentierungsexperimente der N-terminalen Hälfte von B zugeordnet werden konnte 

(Holliday et al. 2000). Um nachzuweisen, ob die Bindung der V-ATPase an Aktin eine 

universelle Eigenschaft ist, wurden in unserer Arbeitsgruppe weiterführende Experimente 

mit der V-ATPase in den apikalen Membranen der Gobletzellen des Mitteldarms der 

Raupen des Tabakschwärmers Manduca sexta durchgeführt. Durch Immunfärbungen 

konnte im konfokalen Mikroskop gezeigt werden, dass es eine Co-Lokalisation von V-

ATPase und Aktin gibt. Co-Pelletierungsassays belegten, dass es eine Interaktion zwischen 

V-ATPase und Aktin gibt, wobei jedoch das Holoenzym eine höhere Affinität zu Aktin 

aufweist als der V1-Komplex. In Overlayblots konnten diese Daten verifiziert werden. 

Zusätzlich zur Untereinheit B kristallisierte sich dabei mit der V-ATPase Untereinheit C ein 

weiterer Bindungspartner heraus, welcher durch Co-Pelletierungsassays bestätigt wurde 

(Vitavska et al. 2003). Die V-ATPase C aus Manduca bindet dabei überraschenderweise 

nicht nur F-Aktin, sondern auch G-Aktin (Vitavska et al. 2005). 

Aufgrund dieser in vitro gewonnen Ergebnisse stellte sich die Frage, ob das Aktin-

Zytoskelett in vivo einen Einfluss bei der reversiblen Dissoziation der V-ATPase in 
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Saccharomyces cerevisiae hat. Dafür wurde zuerst die Wirkung von Latrunculin B (Lat B) 

auf die Depolymerisierung von F-Aktin mit Hilfe des GFP markierten mitochondrialen 

Proteins Tom20 getestet. Bei einer Inkubation von 30 min mit 200 µM Lat B zeigt sich die 

Auflösung der typischen Ringstruktur der Mitochondrien durch Depolymerisierung des 

Aktin-Zytoskeletts (Abb. 4.5 I) (Boldogh et al. 1998; Kawai et al. 2001). Die Auswirkungen 

der Depolymerisierung des Aktin-Zytoskeletts auf die reversible Dissoziation der V-ATPase 

wurde mit Hilfe der Hefestämme mit den GFP markierten V-ATPase Untereinheiten B, C, D 

und a untersucht. Wie in Abbildung 4.5 II zu sehen ist, hat die Depolymerisierung des 

Aktin-Zytoskeletts keinen Einfluss auf die reversible Dissoziation der V-ATPase 

Untereinheit C. Auch konnte keine Veränderung der Lokalisation der Untereinheiten B und 

D gefunden werden. Des weiteren ist der Tabelle 4.2 zu entnehmen, dass es keine 

Veränderung der Lokalisation der Untereinheit a gibt. 

 

  

  
Abb. 4.5: Effekt von Latrunculin B auf die reversible Dissoziation der V-ATPase Untereinheiten 
Als Kontrolle für die erfolgreiche Depolymerisierung des Aktin-Zytoskeletts diente der GFP markierte Tom20 
Stamm. Die Zellen wurden vor der Inkubation mit Lat B aufgenommen (Bild 1 + 2) und nach einer Inkubation 
mit Lat B (200 µM) für 30 min (Bild 3). Die Hefestämme mit den GFP markierten V-ATPase Untereinheiten C 
(II), B (III) und D (IV) wurden ebenfalls für 30 min mit 200 µM Lat B in 2 % Glucose inkubiert (Bild 2), 
anschließend erfolgte wie in Abb. 4.3 beschrieben ein Wechsel auf Galactose (Bild 3) und wieder zurück auf 
Glucose (Bild 4). In allen Medien war während der gesamten Zeit Lat B vorhanden. Bild 1 zeigt jeweils die 
Hefezellen visualisiert mit dem Differential Interferenz Kontrast. Maßstab: 5 µm 
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Tab. 4.2: Einfluss von F-Aktin auf die reversible Dissoziation der V-ATPase 

Stamm n Zellen mit dissozierter Untereinheit 

  1) Glucose mit Lat B 2) Galactose mit Lat B 

a-GFP 39 0 (0%) 0 (0%) 

C-GFP 150 8 (5%) 129 (86%) 

B-GFP 33 0 (0%) 0 (0%) 

D-GFP 63 7 (11%) 6 (10%) 

  1) Galactose mit Lat B 2) Glucose mit Lat B 

C-GFP 87 87 (100%) 0 (0%) 

 

Die Ergebnisse dieser in vivo Experimente unterstützen die 2001 von Xu und Forgac 

veröffentlichten Daten, wo nach Behandlung mit Latrunculin kein Unterschied im Vergleich 

zu Zellen ohne Latrunculin Behandlung bei der Immunpräzipitation festzustellen ist (Xu 

and Forgac 2001). Damit konnte gezeigt werden, dass die V-ATPase zwar an Aktin bindet, 

aber das Aktin-Zytoskelett keinen Einfluss auf die Glucose-abhängige Dissoziation der V-

ATPase hat. 
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4.2.2. Die V-ATPase und Mikrotubuli 

Die vorangegangenen Experimente haben gezeigt, dass das Aktin-Zytoskelett keine Rolle 

bei der reversiblen Dissoziation der V-ATPase in der Hefe spielt. Xu und Forgac legten 

2001 dar, dass es durch eine Depolymerisierung der Mikrotubuli zu einer partiellen 

Blockierung der Glucose-abhängigen Dissoziation der V-ATPase kommt. Es stellte sich nun 

die Frage, wie sich die Dissoziation unter diesen Bedingungen in vivo in der Hefe darstellt. 

Dazu wurde als Kontrolle der erfolgreichen Depolymerisierung der Mikrotubuli ein GFP-

markierter Tub1 Hefestamm verwendet, der nach einer Inkubation mit 60 µg/ml Benomyl 

für 1 Stunde die Auflösung der Mikrotubuli zeigte (Abb. 4.6 I) (Thomas et al. 1985; 

Stearns et al. 1990). 

 

Tab. 4.3: Einfluss der Mikrotubuli auf die reversible Dissoziation der V-ATPase 

Stamm n Zellen mit dissozierter Untereinheit 

  1) Glucose mit Benomyl 2) Galactose mit Benomyl 

a-GFP 14 1 (7%) 0 (0%) 

C-GFP 95 1 (1%) 11 (12%) 

B-GFP 31 1 (3%) 1 (3%) 

D-GFP 57 3 (5%) 4 (7%) 

  1) Galactose mit Benomyl 2) Glucose mit Benomyl 

C-GFP 40 40 (100%) 2 (5%) 

 

 

Tabelle 4.3 und Abbildung 4.6 zeigen deutlich, dass die Depolymerisierung der Mikrotubuli 

keinen Einfluss auf die Lokalisation der V-ATPase Untereinheiten B, D und a hat. 

Bemerkenswerterweise verhinderte die Depolymerisierung der Mikrotubuli die Dissoziation 

von C bei einem Mediumwechsel von Glucose auf Galactose (Abb. 4.6 II), aber nicht 

deren Ressoziation (Abb. 4.6 III). Diese Beobachtungen sind, bezogen auf die V-ATPase 

Untereinheit C, vergleichbar mit den von Xu und Forgac 2001 zur Rolle des Zytoskeletts 

bei der Glucose-abhängigen Dissoziation veröffentlichten Ergebnissen. 
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Abb. 4.6: Effekt von Benomyl auf die reversible Dissoziation der V-ATPase Untereinheiten 
I: Hefezellen mit einem GFP markierten Tub1 wurden zuerst ohne (Bild 1 + 2) und dann mit (Bild 3) dem 
Mikrotubuli depolymerisierendem Benomyl (60 µg/ml) für 1 h inkubiert. II + IV: Die Zellen mit den GFP 
markierten Untereinheiten C (II) und D (IV) wurden für 1 h mit 60 µg/ml Benomyl in Medium mit 2 % Glucose 
inkubiert (Bild 2), um anschließend wieder einem Wechsel auf Galactose mit Benomyl (Bild 3) und zurück zu 
Glucose mit Benomyl (Bild 4) zu unterliegen. III: Das Gleiche Vorgehen wie bei II und IV, nur das die Bilder 
Untereinheit C erst in 2 % Galactose (Bild 2), dann in Glucose (Bild 3) und anschließend wieder in Galactose 
(Bild 4) zeigen. Bild 1 zeigt jeweils die Hefezellen visualisiert mit dem Differential Interferenz Kontrast.  
Maßstab: 5 µm 
 

4.2.3. Interaktion der Hefe V-ATPase Untereinheit C mit Mikrotubuli 

Die wichtige Rolle, die die Mikrotubuli bei der Dissoziation der V-ATPase Untereinheit C 

spielen, lässt die Frage aufkommen, ob die Untereinheit C direkt an die Mikrotubuli bindet 

oder dieses durch Linkerproteine geschieht. In Overlayblots (Abb. 4.7) konnte gezeigt 

werden, dass eine direkte Bindung von Untereinheit C an Tubulin und Aktin vorliegt. Da 

neben der Hefe C auch die Untereinheit C aus Manduca sexta und Arabidopsis thaliana an 

Tubulin und Aktin bindet, scheint dies eine universelle Eigenschaft der V-ATPase zu sein. 
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Abb. 4.7: Im Overlayblot bindet Untereinheit C an Tubulin und Aktin 
Tubulin und Aktin auf einer Nitrocellulosemembran nach Auftrennung mittels SDS-PAGE wurden jeweils mit 
rekombinanter Untereinheit C aus Arabidopsis thaliana (A), Manduca sexta (M) oder Saccharomyces cerevisiae 
(S) inkubiert. Anschließend erfolgte eine Immunfärbung mit einem Antikörper gegen Untereinheit C. Als 
Kontrolle (K) diente eine Immunfärbung ohne vorherige Inkubation mit Untereinheit C. Das Bild wurde mir 
von Dr. Olga Vitavska überlassen. 
 

Die Interaktion zwischen der Hefe V-ATPase Untereinheit C und Tubulin wurde auch 

mittels Co-Pelletierung überprüft. Die rekombinant hergestellte Untereinheit C wurde in 

einer Konzentration von 2 µM mit 0,5 µM (Abb. 4.8 I) oder 1 µM (Abb. 4.8 II) aus 

Kalbshirn isoliertem polymerisiertem Tubulin inkubiert und schließlich bei 114.000 x g für 

1 h zentrifugiert. Auf den SDS-Gelen ist zu erkennen, dass bis zur Hälfte der Untereinheit 

C (42 kDa) zusammen mit Tubulin (50 kDa) ins Pellet (Abb. 4.8) geht, als Kontrolle ohne 

Tubulin ist sie überwiegend im Überstand zu sehen (Abb. 4.8). 

 

 
Abb. 4.8: Die rekombinante V-ATPase Untereinheit C co-pelletiert mit polymerisiertem Tubulin 
Die rekombinante Untereinheit C (1 µM) und polymerisiertes Tubulin (0,5 µM (I) und 1 µM (II)) wurden in 
BRB80 Puffer für 30 min bei 30°C inkubiert und danach 60 min bei 114.000 x g sedimentiert. Der 
resultierende Überstand (Ü) und das Pellet (P) wurden mittels SDS-PAGE und Silberfärbung analysiert. Als 
Kontrollen dienten die Inkubation von rekombinanter Untereinheit C allein und polymerisiertes Tubulin ohne 
Untereinheit C. 
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Die Bindung von Untereinheit C an das polymerisierte Tubulin zeigte sich unabhängig von 

der Konzentration der Mikrotubuli. Damit konnte die direkte Interaktion zwischen 

Untereinheit C und den Mikrotubuli endgültig bestätigt werden. 

 

4.3. Einfluss von Agenzien auf die reversible Dissoziation der V-

ATPase 

Um die Regulation der reversiblen Dissoziation der V-ATPase etwas mehr im Detail zu 

verstehen und z.B. herauszufinden, welche weiteren Komponenten in der Zelle eine Rolle 

dabei spielen könnten, sollten zunächst Vorversuche mit verschiedenen Inhibitoren 

durchgeführt werden. Da die vorangegangenen Experimente dieser Arbeit jedoch zeigten, 

dass nur die V-ATPase Untereinheit C dem Regulationsmechanismus der reversiblen 

Dissoziation unterliegt, wurde für die folgenden Studien das Hauptaugenmerk auf diese 

Untereinheit gelegt. Dabei könnten die neuen Ergebnisse erste Hinweise auf den 

Regulationsmechanismus der reversiblen Dissoziation liefern. 

4.3.1. Bafilomycin A1 

Parra und Kane (1998) beschrieben, dass der V-ATPase Inhibitor Concanamycin A zu etwa 

75 % die Dissoziation, aber nicht die Reassoziation der V-ATPase in der Hefe hemmt. 

Deswegen sollte überprüft werden, ob die Hemmung der Dissoziation auch in vivo 

bestätigt werden kann. Hierzu sollte Bafilomycin verwendet werden, dass wie auch 

Concanamycin zu den Makrolidantibiotika gehört und ebenfalls als ein spezifischer V-

ATPase Inhibitor im nanomolaren Bereich wirkt (Bowman and Bowman 2005). Zur 

Inhibierung der Aktivität der V-ATPase wurden die Hefezellen mit 10 µM Bafilomycin A1 

für 60 min unterm Fluoreszenzmikroskop inkubiert. Nach der Inkubation mit dem Inhibitor 

wurde durch einen entsprechenden Medienwechsel das Dissoziation- bzw. 

Reassoziationverhalten der V-ATPase Untereinheit C betrachtet. 
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Abb. 4.9: Einfluss von Bafilomycin A1 auf die reversible Dissoziation von Untereinheit C 
Der Hefestamm mit der GFP markierten Untereinheit C wurde auf einem Objektträger fixiert und zunächst 
ohne Inhibitor 10 min in Medium mit 2 % Glucose (I) oder 2 % Galactose (II) inkubiert (Bild 2). Anschließend 
wurden die Zellen für 60 min mit dem V-ATPase Inhibitor Bafilomycin (10 µM) behandelt (Bild 3), um die 
Versuchsreihe durch einen entsprechenden Wechsel auf Medium mit 2 % Galactose (I) oder 2 % Glucose (II) 
abzuschließen (Bild 4). Bild 1 zeigt jeweils die Hefezellen visualisiert mit dem Differential Interferenz Kontrast. 
Maßstab: 5 µm 
 

Die Ergebnisse in Abbildung 4.9 und Tabelle 4.4 bestätigen die in vitro Ergebnisse von 

Parra und Kane (1998), nach dem eine aktive V-ATPase für die Dissoziation der 

Untereinheit C vorhanden sein muss, die Inhibierung der V-ATPase jedoch keinen Einfluss 

auf die Reassoziation der Untereinheit C hat. 

 

Tab. 4.4: Effekt von Bafilomycin A1 auf die reversible Dissoziation der V-ATPase Untereinheit C 

n Zellen mit dissozierter Untereinheit C 

 1) Glucose mit Bafilomycin 2) Galactose mit Bafilomycin 

81 5 (6%) 11 (14%) 

 1) Galactose mit Bafilomycin 2) Glucose mit Bafilomycin 

69 65 (94%) 5 (7%) 

 

4.3.2. Ammoniumchlorid 

Ammoniumchlorid (NH4Cl) ist ein pH-Entkoppler und erhöht den inneren pH-Wert der 

Lysosomen also auch den der Vakuole in der Hefe (Maxfield 1982). Um zu untersuchen, 

ob ein saurer pH-Wert in der Vakuole eine Rolle bei der Dissoziation der V-ATPase spielt, 

wurden die Hefen mit 10 mM Ammoniumchlorid für 60 min inkubiert und anschließend 
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unter dem Fluoreszenzmikroskop hinsichtlich der reversiblen Dissoziation der V-ATPase 

Untereinheit C beobachtet. 

 

Tab. 4.5: Effekt von NH4Cl auf die reversible Dissoziation der V-ATPase Untereinheit C 

n Zellen mit dissozierter Untereinheit C 

 1) Glucose mit NH4Cl 2) Galactose mit NH4Cl 

95 1 (1%) 27 (28%) 

 1) Galactose mit NH4Cl 2) Glucose mit NH4Cl 

88 74 (84%) 7 (9%) 

 

Die Ergebnisse in Tabelle 4.5 und Abbildung 4.10 legen dar, dass die Behandlung durch 

Ammoniumchlorid dazu führt, dass es nur noch in 28 % aller Fälle zu einer Dissoziation 

der Untereinheit C unter diesen Bedingungen kommt. Es hat aber wie auch bei 

Bafilomycin keinen Einfluss auf die Reassoziation. 

 

  
Abb. 4.10: Einfluss von Ammoniumchlorid auf die reversible Dissoziation von Untereinheit C 
Der Hefestamm mit der GFP markierten Untereinheit C wurde auf einem Objektträger fixiert und erst ohne 
Inhibitor 10 min in Medium mit 2 % Glucose (I) oder 2 % Galactose (II) inkubiert (Bild 2). Anschließend 
wurden die Zellen für 60 min mit dem Inhibitor Ammoniumchlorid (10 mM) behandelt (Bild 3), um die 
Versuchsreihe durch einen entsprechenden Wechsel auf Medium mit 2 % Galactose (I) oder 2 % Glucose (II) 
abzuschließen (Bild 4). Bild 1 zeigt jeweils die Hefezellen visualisiert mit dem Differential Interferenz Kontrast. 
Maßstab: 5 µm 
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4.3.3. H89 

Für die Manduca sexta V-ATPase Untereinheit C konnte gezeigt werden, dass sie durch 

die Protein Kinase A (PKA) phosphoryliert wird und es dadurch zu einer Reassoziation der 

V-ATPase kommt (Voss et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde deswegen in vivo 

der Einfluss der PKA auf die reversible Dissoziation der V-ATPase überprüft. Zur 

Inhibierung der PKA in der Hefe wurde der universelle und spezifische Inhibitor H89 

verwendet (Chijiwa et al. 1990). Die Hefezellen wurden vor einem jeweiligen 

Medienwechsel mit 100 µM H89 für 30 min inkubiert (Gabriel et al. 2004; Mouillon and 

Persson 2005). 

 

Tab. 4.6: Effekt von H89 auf die reversible Dissoziation der V-ATPase Untereinheit C 

n Zellen mit dissozierter Untereinheit C 

 1) Glucose mit H89 2) Galactose mit H89 

115 3 (3%) 2 (2%) 

 1) Galactose mit H89 2) Glucose mit H89 

106 105 (99%) 0 (0%) 

 

  
Abb. 4.11: Einfluss von H89 auf die reversible Dissoziation von Untereinheit C 
Der Hefestamm mit der GFP markierten Untereinheit C wurde auf einem Objektträger fixiert und erst ohne 
Inhibitor 10 min in Medium mit 2 % Glucose (I) oder 2 % Galactose (II) inkubiert (Bild 2). Anschließend 
wurden die Zellen für 30 min mit dem PKA spezifischen Inhibitor H89 behandelt (Bild 3), um die Versuchsreihe 
durch einen entsprechenden Wechsel auf Medium mit 2 % Galactose (I) oder 2 % Glucose (II) abzuschließen 
(Bild 4). Bild 1 zeigt jeweils die Hefezellen visualisiert mit dem Differential Interferenz Kontrast. Maßstab: 5 
µm 
 

Überraschenderweise wurde die Dissoziation und nicht die Reassoziation durch die 

Inhibierung der PKA mit H89 gehemmt (Tabelle 4.6, Abbildung 4.11). Dies bedeutet, dass 
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es möglicherweise Unterschiede in der Hefe im Gegensatz zu Manduca und Calliphora 

vicina bei der Regulation durch Phosphoryierung der Untereinheit C gibt. 

4.3.4. Okadainsäure 

Nachdem die Ergebnisse von der Behandlung der Hefezellen mit H89 eine Beteiligung der 

PKA an der reversiblen Dissoziation durch Phosphorylierung der V-ATPase Untereinheit C 

impliziert, muss es auch wieder zu einer Dephosphorylierung durch Phosphatasen 

kommen. Okadainsäure wurde erstmals aus den marinen Schwämmen Halichondria 

okadaii und Halichondria melanodocia isoliert und wird von verschiedenen Dinoflagellaten 

produziert. Durch diese Polyether-C38-Fettsäure werden die Serin-/Threonin-Phosphatasen 

des Typs 1 und 2A spezifisch im nanomolaren Bereich gehemmt, wobei letztere etwa 10 

bis 100fach besser inhibiert wird (Bialojan and Takai 1988; Dawson and Holmes 1999). 

Zur Inhibierung der Phosphatasen wurde der Hefestamm mit der GFP markierten 

Untereinheit C für 60 min mit 10 µM Okadainsäure inkubiert und anschließend das 

Dissoziation- und Reassoziationsverhalten untersucht. Hierbei zeigte sich, dass eine 

Inhibierung der Proteinphosphatasen des Typs 1 und 2A bei der Untereinheit C zu einer 

Inhibierung der Dissoziation (Abb. 4.12 I) führt, die Reassoziation (Abb. 4.12 II) jedoch 

nicht davon beeinflusst wird (Tab. 4.7). 

 

  
Abb. 4.12: Einfluss von Okadainsäure auf die reversible Dissoziation von Untereinheit C 
Die Hefezellen mit GFP markierter Untereinheit C wurden wie in Abbildung 4.9 beschrieben behandelt, nur das 
in dieser Versuchsreihe der Serin-/Threonin-Phosphatase Inhibitor Okadainsäure eingesetzt wurde. Die Zellen 
wurden dazu mit 10 µM Okadainsäure für 60 min inkubiert. Bild 1 zeigt jeweils die Hefezellen visualisiert mit 
dem Differential Interferenz Kontrast. Maßstab: 5 µm 
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Tab. 4.7: Effekt von Okadainsäure auf die reversible Dissoziation der V-ATPase Untereinheit C 

n Zellen mit dissozierter Untereinheit C 

 1) Glucose mit Okadainsäure 2) Galactose mit Okadainsäure 

121 4 (3%) 27 (22%) 

 1) Galactose mit Okadainsäure 2) Glucose mit Okadainsäure 

99 99 (100%) 3 (3%) 

 

4.4. Proteinkinase A-Signaltransduktionsweg und die V-ATPase 

Der durch Inhibierung mit H89 demonstrierte Einfluss der PKA auf die Dissoziation der V-

ATPase Untereinheit C lässt die Frage offen, ob die PKA der Hefe einen direkten Einfluss 

auf die Dissoziation hat oder ob noch andere Faktoren des PKA-Signaltransduktionswegs 

eine Rolle spielen. Die Hefe Saccharomyces cerevisiae besitzt drei katalytische 

Untereinheiten der PKA (Tpk1, Tpk2 und Tpk3) und die regulatorische Untereinheit Bcy1 

(Toda et al. 1987). cAMP aktiviert die Kinasen durch Bindung an Bcy1 des tetrameren 

Holoenzyms und anschließender Spaltung in zwei katalytische Untereinheiten und einer 

dimeren regulatorischen Untereinheit (Krebs and Beavo 1979). In der Hefe ist das 

Holoenzym im Gegensatz zu Säugetierzellen bis zur Aktivierung im Zellkern lokalisiert und 

nach Aktivierung verbleibt die regulatorische Untereinheit weiterhin im Zellkern, 

wohingegen Tpk1 und Tpk3 ins Zytoplasma wandern und dort Proteine phosphorylieren 

(Griffioen et al. 2000). Tpk2 dagegen lokalisiert erst in der stationären Phase der 

Hefezelle oder bei Wachstum auf Glycerol im Zytoplasma (Tudisca et al. 2009). 

4.4.1. Die Rolle des Glucosesensors Gpr1 bei der reversiblen 

Dissoziation der V-ATPase 

Die Aktivierung der Proteinkinase A geschieht unter anderem durch eine Erhöhung der 

intrazellulären cAMP Konzentration. Die Erhöhung der cAMP Konzentration in der Hefezelle 

wird durch die Adenylatzyklase gesteuert, welche durch zwei unterschiedliche Wege 

aktiviert werden kann, zum einen durch Ras und zum anderen durch den Glucose-

induzierten Weg über den Glucosesensor Gpr1 und das G-Protein Gpa2 (Kraakman et al. 

1999). Da die reversible Dissoziation ein Glucose-abhängiger Schritt ist und durch 
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Inhibierung der PKA durch H89 die V-ATPase Untereinheit C keiner Dissoziation mehr 

unterlag, liegt eine Beteiligung des PKA-Signaltransduktionswegs an der reversiblen 

Dissoziation als Regulationsmechanismus nahe. Es sollte deswegen geklärt werden, ob die 

Aktivierung der PKA über den Glucosesensor eine Rolle bei der reversiblen Dissoziation 

spielt.  

Es wurden Hefestämme mit einer Deletion des GPR1 Gens über homologe Rekombination 

hergestellt, wobei zusätzlich entweder die V-ATPase Untereinheit B oder C mit einem GFP 

markiert wurde. Die so konstruierten Hefestämme wurden hinsichtlich der Aktivität ihrer 

V-ATPase getestet. Beim Wachstumstest zeigte sich nur ein geringer Unterschied zum 

Wildtypstamm (Abb. 4.13), was auf eine aktive V-ATPase hin deutet. 

 

 
Abb. 4.13: Aktivität der V-ATPase in den GPR1 Deletionsstämmen 
Die Saccharomyces cerevisiae Stämme W303 als Wildtyp (WT) und die Stämme mit einer Deletion von GPR1 
sowie einer zusätzlich GFP markierten V-ATPase Untereinheit wurden wie im Methodenteil beschrieben auf 
YPD Platten mit einem pH von 5,5 oder 7,5 getropft und für 3-5 Tage bei 30°C inkubiert. Als Negativkontrolle 
diente der Hefestamm W303 mit einer Deletion der V-ATPase Untereinheit c (Vma3). 
 

Der Wachstumstest konnte durch die Aktivitätstest der Hefevakuolen bestätigt werden 

(Abb. 4.14), es zeigte sich jedoch wie auch schon bei einer alleinigen GFP Markierung von 

Untereinheit C eine geringere spezifische Aktivität der V-ATPase in der Deletionsmutante 

mit der GFP Markierung an Untereinheit C. 
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Abb. 4.14: Quantitative Analyse der Hefevakuolen auf Menge und Aktivität der V-ATPase 
I + II: Hefevakuolen von GPR1 Deletionsstämmen mit den GFP markierten Untereinheiten B oder C sowie der 
WT wurden per Western Blot (je 10 µg Protein) auf den Gehalt an V-ATPase durch die Antikörper gegen die 
V-ATPase Untereinheiten A (I) und d (II) untersucht. III: Spezifische V-ATPase Aktivität der 
Hefevakuolenpräparationen der oben genannten Stämme (U/mg Protein, ± Standardabweichung). IV: Anzahl 
der unabhängig voneinander durchgeführten Hefevakuolenpräparationen. 
 

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Hefestämme mit einer Deletion des 

Glucosesensors Gpr1 zeigen, dass es keinerlei Veränderung des Verhaltens der reversiblen 

Dissoziation gibt (Abb. 4.15, Tab. 4.8). Somit konnte nachgewiesen werden, dass die 

reversible Dissoziation zwar ein Glucose-abhängiger Prozess ist, aber der Glucosesensor 

keine direkte Rolle dabei spielt. 

 

  
Abb. 4.15: Einfluss des Glucosesensors Gpr1 auf die reversible Dissoziation der V-ATPase 
Hefezellen mit einer Deletion von GPR1 und jeweils einer GFP markierten V-ATPase Untereinheit wurden auf 
Objektträgern fixiert und mit dem Differential Interferenz Kontrast visualisiert (Bild 1 von I + II). Das GFP 
Signal der Untereinheiten B (I) und C (II) ist in den anderen Bildern dargestellt. Zuerst nach einer Inkubation 
mit Glucose (Bild 2), dann nach einer Inkubation von 20 min mit 2 % Galactose (Bild 3) und nach einer 
erneuten 20-minütigen Inkubation mit 2 % Glucose (Bild 4). Maßstab: 5 µm 
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Tab. 4.8: Einfluss des Glucosesensors auf die reversible Dissoziation der V-ATPase 

Stamm n Zellen mit dissozierter Untereinheit 

  1) Glucose 2) Galactose 3) Glucose 

B-GFP 48 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

C-GFP 66 0 (0%) 66 (100%) 0 (0%) 

 

4.4.2. Die Rolle der Proteinkinase A bei der reversiblen Dissoziation 

der V-ATPase 

Um zu klären, welchen Einfluss die PKAs der Hefe bei der reversiblen Dissoziation haben, 

wurden Hefedeletionsstämme konstruiert. Diese hatten jeweils TPK1 oder TPK3, TPK1 

und TPK3 oder alle drei TPKs deletiert, wobei jeweils die V-ATPase Untereinheit B oder C 

eine GFP Markierung aufwies. Da eine Deletion aller drei TPKs für die Hefe lethal ist, 

wurde die PKA Cα der Maus in diesem Stamm als einzige Quelle der katalytischen 

Untereinheit der PKA kloniert (Peeters et al. 2006). Die durch homologe Rekombination 

hergestellten Hefestämme wurden durch Wachstumstest, Aktivitätstest der präparierten 

Hefevakuolen und anschließender Immunfärbung auf die Aktivität der V-ATPase hin 

getestet. 

Eine Deletion von Tpk1 oder Tpk3 sowie von beiden zusammen in einem Stamm zeigte 

keinen negativen Einfluss auf die Aktivität der V-ATPase im Vergleich zum Wildtyp. Die 

Deletionsstämme mit der GFP Markierung an der Untereinheit B wiesen sogar eine höhere 

Aktivität als der Wildtyp auf (Abb. 4.17 III). Bezogen auf die Stämme mit der GFP 

markierten Untereinheit C zeigt sich ein Unterschied zwischen Aktivität der V-ATPase und 

Menge an assemblierter V-ATPase an der Vakuole (Abb. 4.17). 
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Abb. 4.16: Aktivität der V-ATPase in den TPK Deletionsstämmen 
Die Saccharomyces cerevisiae Stämme DHD5 bzw. W303 bei der Tripelmutante als Wildtyp (WT) und die 
Stämme mit einer Deletion von TPK1 bzw. TPK3, beiden oder einer Dreifachdeletion von allen TPKs sowie 
einer zusätzlich GFP markierten V-ATPase Untereinheit wurden wie im Methodenteil beschrieben auf YPD 
Platten bei einem pH von 5,5 oder 7,5 getropft und für 3-5 Tage bei 30°C inkubiert. Als Negativkontrolle 
diente der Hefestamm W303 mit einer Deletion der V-ATPase Untereinheit c (Vma3). 
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Abb. 4.17: Quantitative Analyse der Hefevakuolen auf Menge und Aktivität der V-ATPase 
I + II: Hefevakuolen von TPK Deletionsstämmen mit der GFP markierten Untereinheit B oder C sowie der WT 
wurden per Western Blot (je 10 µg Protein) auf den Gehalt an V-ATPase durch die Antikörper gegen die V-
ATPase Untereinheiten A (I) und d (II) untersucht. III: Spezifische V-ATPase Aktivität der 
Hefevakuolenpräparationen der oben genannten Stämme (U/mg Protein, ± Standardabweichung). IV: Anzahl 
der unabhängig voneinander durchgeführten Hefevakuolenpräparationen. 
 

Die TPK Tripelmutante wächst beim Wachstumstest im Vergleich zum Wildtyp bei einem 

pH von 7,5 deutlich schlechter (Abb. 4.16), was auf eine geringere Aktivität der V-ATPase 

schließen lässt. Diese verringerte Aktivität zeigt sich auch in den Aktivitätstests der 

Hefevakuolen (Abb. 4.18 III), wobei diese jedoch nicht so gering ist, wie der 

Wachstumstest vermuten lassen würde. Hierbei gibt es eine Korrelation zwischen Aktivität 

und Menge an V-ATPase. (Abb. 4.18) 

 

 
Abb. 4.18: Quantitative Analyse der Hefevakuolen auf Menge und Aktivität der V-ATPase 
I + II: Hefevakuolen von TPK Tripelmutanten mit der GFP markierten Untereinheit B oder C sowie der WT 
wurden per Western Blot (je 10 µg Protein) auf den Gehalt an V-ATPase durch die Antikörper gegen die V-
ATPase Untereinheiten A (I) und d (II) untersucht. III: Spezifische V-ATPase Aktivität der 
Hefevakuolenpräparationen der oben genannten Stämme (U/mg Protein, ± Standardabweichung). IV: Anzahl 
der unabhängig voneinander durchgeführten Hefevakuolenpräparationen. 
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Die vorangegangen Experimente haben gezeigt, dass die konstruierten TPK 

Deletionsmutanten alle eine funktionelle V-ATPase besitzen. Somit ist die Assemblierung 

der V-ATPase nicht durch diese Deletionen gestört. Welchen Einfluss das Fehlen der TPKs 

nun auf die reversible Dissoziation der V-ATPase hat, sollte in vivo durch 

fluoreszenzmikroskopische Lokalisationsstudien geklärt werden. Die Hefestämme mit einer 

Deletion in TPK1 (Abb. 4.19) oder TPK3 (Abb. 4.20) zeigten im Vergleich zum Wildtyp 

keine Veränderung der Lokalisation der Untereinheiten B, C oder D während der 

Initiierung der reversiblen Dissoziation durch einen Medienwechsel. Die Ergebnisse lassen 

vermuten, dass entweder die PKA keinen Einfluss auf die V-ATPase in der Hefe hat oder 

dass sich die PKA Isoformen wechselseitig in ihrer Funktion ersetzen können. 

 

  

 
Abb. 4.19: Einfluss der PKA Isoform Tpk1 auf die reversible Dissoziation der V-ATPase 
Hefezellen mit einer Deletion von TPK1 und jeweils einer GFP markierten V-ATPase Untereinheit wurden auf 
Objektträgern fixiert und mit dem Differential Interferenz Kontrast visualisiert (Bild 1 von I – III). Das GFP 
Signal der Untereinheiten B (I), C (II) und D (III) ist in den anderen Bildern dargestellt. Zuerst nach einer 
Inkubation mit Glucose (Bild 2), dann nach einer Inkubation von 20 min mit 2 % Galactose (Bild 3) und nach 
einer erneuten 20-minütigen Inkubation mit 2 % Glucose (Bild 4). Maßstab: 5 µm 
 



Ergebnisse 

 66

 

  

 
Abb. 4.20: Einfluss der PKA Isoform Tpk3 auf die reversible Dissoziation der V-ATPase 
Hefezellen mit einer Deletion von TPK3 und jeweils einer GFP markierten V-ATPase Untereinheit wurden auf 
Objektträgern fixiert und mit dem Differential Interferenz Kontrast visualisiert (Bild 1 von I – III). Das GFP 
Signal der Untereinheiten B (I), C (II) und D (III) ist in den anderen Bildern dargestellt. Zuerst nach einer 
Inkubation mit Glucose (Bild 2), dann nach einer Inkubation von 20 min mit 2 % Galactose (Bild 3) und nach 
einer erneuten 20-minütigen Inkubation mit 2 % Glucose (Bild 4). Maßstab: 5 µm 
 

Um die Frage zu klären, ob die PKA einen Einfluss auf die reversible Dissoziation der V-

ATPase hat, wurden die Doppel- und Tripelmutante der PKA hinsichtlich der Lokalisation 

der Untereinheit B bzw. D und C in vivo fluoreszenzmikroskopisch beobachtet. Dabei 

zeigte sich bei einer Deletion von TPK1 und TPK3, dass die V1-Untereinheiten B und D wie 

beim Wildtyp während der reversiblen Dissoziation an der Vakuole lokalisieren (Abb. 

4.21). Bei der Untereinheit C kommt es ebenfalls zu keiner Veränderung der Lokalisation 

während des Mediumwechsel auf Galactose und der damit verbundenen Initiierung der 

Dissoziation (Abb. 4.21 II). Dieser Phänotyp konnte in der Tripelmutante (Abb. 4.22) 

bestätigt werden. 
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Abb. 4.21: Einfluss einer Doppelmutante der PKA Isoformen auf die reversible Dissoziation der 
V-ATPase Hefezellen mit einer Deletion von TPK1 und TPK3 sowie jeweils einer GFP markierten V-ATPase 
Untereinheit wurden auf Objektträgern fixiert und mit dem Differential Interferenz Kontrast visualisiert (Bild 1 
von I – III). Das GFP Signal der Untereinheiten B (I), C (II) und D (III) ist in den anderen Bildern dargestellt. 
Zuerst nach einer Inkubation mit Glucose (Bild 2), dann nach einer Inkubation von 20 min mit 2 % Galactose 
(Bild 3) und nach einer erneuten 20-minütigen Inkubation mit 2 % Glucose (Bild 4). Maßstab: 5 µm 
 

Die Ergebnisse belegen damit, dass die PKA der Hefe einen Einfluss auf die reversible 

Dissoziation der Untereinheit C hat. Dieser Phänotyp kann in der Hefe nicht durch die 

Maus PKA komplementiert werden. Ob der beobachtete Phänotyp durch eine 

Verhinderung der Dissoziation oder einer sofortigen Reassoziation zustande kommt, kann 

auf diesem Wege jedoch nicht geklärt werden. 
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Abb. 4.22: Einfluss der Proteinkinase A auf die reversible Dissoziation der V-ATPase 
Hefezellen mit einer Deletion der drei PKA Isoformen sowie jeweils einer GFP markierten V-ATPase 
Untereinheit wurden auf Objektträgern fixiert und mit dem Differential Interferenz Kontrast visualisiert (Bild 1 
von I + II). Das GFP Signal der Untereinheiten B (I) und C (II) ist in den anderen Bildern dargestellt. Zuerst 
nach einer Inkubation mit Glucose (Bild 2), dann nach einer Inkubation von 20 min mit 2 % Galactose (Bild 3) 
und nach einer erneuten 20-minütigen Inkubation mit 2 % Glucose (Bild 4). Maßstab: 5 µm 
 

Tab. 4.9: Einfluss der PKA auf die reversible Dissoziation der V-ATPase 

Stamm n Zellen mit dissozierter Untereinheit 

  1) Glucose 2) Galactose 3) Glucose 

tpk1Δ B-GFP 171 4 (2%) 18 (10%) 7 (4%) 

tpk1Δ C-GFP 217 0 (0%) 207 (95%) 0 (0%) 

tpk1Δ D-GFP 140 0 (0%) 0 (0%) 1 (1%) 

tpk3Δ B-GFP 179 0 (0%) 19 (11%) 2 (1%) 

tpk3Δ C-GFP 151 0 (0%) 149 (99%) 0 (0%) 

tpk3Δ D-GFP 90 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

tpk1Δ tpk3Δ B-GFP 186 3 (2%) 10 (5%) 9 (5%) 

tpk1Δ tpk3Δ C-GFP 94 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

tpk1-3Δ B-GFP 77 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

tpk1-3Δ C-GFP 148 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

 

Da eine inaktive PKA bzw. eine vollständige Deletion zu einer Inhibierung der Dissoziation 

der Untereinheit C führt, stellt sich die Frage im Umkehrschluss, welchen Einfluss übt eine 

ständig aktive PKA auf die V-ATPase und ihre Regulation aus. Hierzu wurde die 

regulatorische Untereinheit BCY1 der Hefe PKA durch homologe Rekombination deletiert 

und anschließend die Untereinheit C mit einem GFP markiert.  
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Der so konstruierte Hefestamm wurde durch Wachstumstests, Aktivitätstests der 

Hefevakuolen und anschließender Immunfärbung hinsichtlich der Aktivität der V-ATPase 

gestestet. 

 

 
Abb. 4.23: Analyse der Aktivität der V-ATPase bei einer ständig aktiven PKA 
A: Die Saccharomyces cerevisiae Stämme DHD5 als Wildtyp (WT) und der Stamm mit einer Deletion von 
BCY1 sowie einer GFP markierten Untereinheit C wurden wie im Methodenteil beschrieben auf YPD Platten bei 
einem pH von 5,5 oder 7,5 getropft und für 3-5 Tage bei 30°C inkubiert. Als Negativkontrolle diente der 
Hefestamm W303 mit einer Deletion der V-ATPase Untereinheit c (Vma3).  
B: I + II: Hefevakuolen des BCY1 Deletionsstamms mit der GFP markierten Untereinheit C sowie der WT 
wurden per Western Blot (je 10 µg Protein) auf den Gehalt an V-ATPase durch die Antikörper gegen die V-
ATPase Untereinheiten A (I) und d (II) untersucht. III: Spezifische V-ATPase Aktivität der 
Hefevakuolenpräparationen der oben genannten Stämme (U/mg Protein, ± Standardabweichung). IV: Anzahl 
der unabhängig voneinander durchgeführten Hefevakuolenpräparationen. 
 

Die Ergebnisse des Wachstumstest (Abb.4.23 A) zeigen, dass eine Deletion von BCY1 

offensichtlich zu einer inaktiven V-ATPase führt, da kein Wachstum bei einem pH von 7,5 

beobachtet werden konnte. Die Aktivitätstest der Hefevakuolen belegen die Ergebnisse 

des Wachstumstest, da trotz einer vollständig assemblierten V-ATPase an der Vakuole 

(Abb. 4.23 B) keine Aktivität gemessen werden konnte. 
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Tab. 4.10: Einfluss einer ständig aktiven PKA auf die reversible Dissoziation der V-ATPase 

Stamm n Zellen mit dissozierter Untereinheit 

  1) Glucose 2) Galactose 3) Glucose 

bcy1Δ C-GFP 123 0 (0%) 9 (7%) 0 (0%) 

 

 

 
Abb. 4.24: Einfluss der regulatorischen Untereinheit der Proteinkinase A auf die reversible 
Dissoziation der V-ATPase Hefezellen mit einer Deletion der regulatorischen Untereinheit BCY1 der PKA 
sowie einer GFP markierten Untereinheit C wurden auf Objektträgern fixiert und mit dem Differential 
Interferenz Kontrast visualisiert (Bild 1). Das GFP Signal der Untereinheit C ist in den anderen Bildern 
dargestellt. Zuerst nach einer Inkubation mit Glucose (Bild 2), dann nach einer Inkubation von 20 min mit 2 
% Galactose (Bild 3) und nach einer erneuten 20-minütigen Inkubation mit 2 % Glucose (Bild 4). Maßstab: 5 
µm 
 

Aufgrund der inaktiven V-ATPase unterliegt die Untereinheit C in dem Hefestamm mit der 

Deletion der regulatorischen Untereinheit der PKA wie erwartet keiner Dissoziation (Abb. 

4.24, Tab. 4.10). 

4.5. Der RAVE-Komplex und die V-ATPase 

Der RAVE-Komplex dient möglicherweise als Chaperon für die Assemblierung oder 

Reassoziation der V-ATPase, da es bei einer Deletion von RAVE zu einer deutlichen 

Reduzierung der Aktivität der V-ATPase kommt (Smardon et al. 2002). RAVE bindet den 

im Zytoplasma frei vorliegenden V1-Komplex und hat anscheinend einen speziellen 

Einfluss auf die V-ATPase Untereinheit C, da diese bei einer Deletion von RAVE nicht stabil 

mit der V-ATPase an der Vakuole assemblieren kann (Smardon and Kane 2007). 

In dieser Arbeit stellte sich heraus, dass nur die Untereinheit C der reversiblen 

Dissoziation zur Regulation der V-ATPase unterliegt. Da der RAVE-Komplex aber sowohl 

als Chaperon für die Assemblierung als auch als Partner für die Reassoziation postuliert 
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wird, sollte die Rolle des RAVE-Komplexes bei der reversiblen Dissoziation genauer 

untersucht werden. Hierzu wurden über homologe Rekombination Hefestämme 

konstruiert, die eine Deletion des RAV1 Gens aufwiesen und jeweils eine der V-ATPase 

Untereinheiten B, C, E oder G GFP markiert hatten. 

4.5.1. V-ATPase Aktivität der RAVE Deletionsstämme 

Bevor die konstruierten Hefedeletionsstämme hinsichtlich der reversiblen Dissoziation der 

V-ATPase fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden konnten, sollte die Aktivität der V-

ATPase in diesen Stämmen ermittelt werden. Wie der Wachstumstest in Abb. 4.25 zeigt, 

weisen die Deletionsstämme bei einem pH von 7,5 ein reduziertes Wachstum auf, was auf 

eine verminderte V-ATPase Aktivität im Vergleich zum Wildtyp DHD5 hinweist. Nur der 

Deletionsstamm mit einer GFP markierten V-ATPase Untereinheit C zeigt ein fast genauso 

gutes Wachstum wie der Wildtyp. 

 

 
Abb. 4.25: Aktivität der V-ATPase in den RAV1 Deletionsstämmen 
Die Saccharomyces cerevisiae Stämme DHD5 als Wildtyp (WT) und die Stämme mit einer Deletion von RAV1 
sowie einer zusätzlich GFP markierten V-ATPase Untereinheit wurden wie im Methodenteil beschrieben auf 
YPD Platten mit einem pH von 5,5 oder 7,5 getropft und für 3-5 Tage bei 30°C inkubiert. Als Negativkontrolle 
diente der Hefestamm W303 mit einer Deletion der V-ATPase Untereinheit c (Vma3). 
 

Die Aktivitätstests der Hefevakuolenpräparationen (Abb. 4.26 III) der Deletionsstämme 

mit den GFP Markierungen an den Untereinheiten E und G bestätigen im Vergleich zum 

Wildtyp die Ergebnisse des Wachstumstests. Der Deletionsstamm mit der GFP markierten 

Untereinheit B wächst bei einem pH von 7,5 vergleichbar mit den Stämmen mit einer GFP 

Markierung von E oder G, zeigt aber eine deutlich höhere Aktivität der V-ATPase. 

Hingegen führt die Deletion von RAV1 zusammen mit einer GFP Markierung der 
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Untereinheit C im Gegensatz zu dem Ergebnis des Wachstumstest zu einer reduzierten 

Aktivität der V-ATPase. Somit hat eine Deletion von RAV1 wie auch schon bei Smardon et 

al. (2002) eine Reduzierung der V-ATPase Aktivität im Vergleich zum Wildtyp zur Folge, 

allerdings messen Smardon et al. in dem RAV1 Deletionsstamm ohne GFP Markierung 

eine Aktivität der V-ATPase von 2 % im Vergleich zum Wildtyp, was hier so nicht bestätigt 

werden kann, da alle Stämme eine V-ATPase Aktivität im Vergleich zum Wildtyp zwischen 

29 % und 67 % haben. Die Immunfärbung (Abb. 4.26 I + II) belegt, dass die geringere 

Aktivität der V-ATPase in diesen Stämmen einhergeht mit einer reduzierten Menge an 

vollständig assemblierter V-ATPase an der Vakuole. 

 

 
Abb. 4.26: Quantitative Analyse der Hefevakuolen auf Menge und Aktivität der V-ATPase 
I + II: Hefevakuolen von RAV1 Deletionsstämmen mit den GFP markierten Untereinheiten B, C, E oder G 
sowie der WT wurden per Western Blot (je 10 µg Protein) auf den Gehalt an V-ATPase durch die Antikörper 
gegen die V-ATPase Untereinheiten A (I) und d (II) untersucht. III: Spezifische V-ATPase Aktivität der 
Hefevakuolenpräparationen der oben genannten Stämme (U/mg Protein, ± Standardabweichung). IV: Anzahl 
der unabhängig voneinander durchgeführten Hefevakuolenpräparationen. 
 

4.5.2. Reversible Dissoziation bei den RAVE Deletionsstämmen 

Der Einfluss einer Deletion von RAV1 auf die Aktivität der V-ATPase hat eine Auswirkung 

auf die Lokalisation der Untereinheiten B (Abb. 4.27 I) und G (Abb. 4.27 IV). Vor allem die 

Untereinheit B zeigt einen gemischten Phänotyp mit einem klarem Signal an der Vakuole, 

aber auch einem diffusem Signal im Zytoplasma. Die Untereinheit G lokalisiert zwar auch 

im Zytoplasma, aber das Signal an der Vakuole ist deutlich stärker. Dahingegen zeigt die 

Untereinheit C (Abb. 4.27 II) während der gesamten Zeit hauptsächlich eine Lokalisation 

im Zytoplasma, was jedoch im Gegensatz zur ermittelten Aktivität der V-ATPase steht, da 

die V-ATPase nur vollständig assembliert aktiv ist. Kaum eine Auswirkung auf die 

Lokalisation hat die Deletion von RAV1 bei der Untereinheit E (Abb. 4.27 III). Die 
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Untereinheit verbleibt auch bei einem Mediumwechsel von Glucose zu Galactose und 

wieder zurück zu Glucose an der Vakuole. Ein eindeutiger Phänotyp ist für die einzelnen 

Untereinheiten nicht zu bestimmen, daher wurden hier nur exemplarische Mikroskopbilder 

ausgewählt, die der Mehrheit der beobachteten Zellen entsprechen. 

 

  

  
Abb. 4.27: Einfluss des RAVE-Komplexes auf die reversible Dissoziation der V-ATPase 
Hefezellen mit einer Deletion von RAV1 und jeweils einer GFP markierten V-ATPase Untereinheit wurden auf 
Objektträgern fixiert und mit dem Differential Interferenz Kontrast visualisiert (Bild 1 von I – IV). Das GFP 
Signal der Untereinheiten B (I), C (II), E (III) und G (IV) ist in den anderen Bildern dargestellt. Zuerst nach 
einer Inkubation mit Glucose (Bild 2), dann nach einer Inkubation von 20 min mit 2 % Galactose (Bild 3) und 
nach einer erneuten 20-minütigen Inkubation mit 2 % Glucose (Bild 4). Maßstab: 5 µm 
 

Tab. 4.11: Anzahl getesteter Zellen hinsichtlich der Lokalisation der V-ATPase Untereinheit bei 
einer Deletion von RAV1 

Stamm n 

rav1Δ B-GFP 177 

rav1Δ C-GFP 145 

rav1Δ E-GFP 69 

rav1Δ G-GFP 109 
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Die Ergebnisse belegen, dass der RAVE-Komplex generell keinen Einfluss auf die 

Assemblierung des gesamten V1-Komplexes hat, da die Untereinheit E und zum Teil auch 

B und G stabil an der Vakuole vorliegen. Dennoch scheint der RAVE-Komplex eine 

spezielle Funktion hinsichtlich der Untereinheit C einzunehmen, da diese auch nach 20 

min Inkubation mit Glucose nicht an der Vakuole lokalisiert, die Deletionsstämme aber 

dennoch eine Aktivität der V-ATPase aufweisen. Somit scheint eine Chaperonfunktion des 

RAVE-Komplexes für die Untereinheit C bei der Reassoziation sehr wahrscheinlich. 

4.6. Interaktionspartner der V-ATPase Untereinheit C 

Die vorangegangenen Experimente haben eine Vielzahl von Faktoren aufgedeckt, die bei 

der Regulation der Dissoziation der V-ATPase Untereinheit C einen Einfluss haben. Sie ist 

unter anderem abhängig von den Mikrotubuli, einer aktiven V-ATPase, einer aktiven PKA 

und noch ein paar anderen Faktoren. Diese Ergebnisse sind Hinweise auf die Regulation 

der Dissoziation der Untereinheit C, wohingegen es mit dem RAVE-Komplex nur einen 

einzigen Hinweis auf die Regulation der Reassoziation gibt. Da die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit einen kleinen Blick auf den Mechanismus der reversiblen Dissoziation 

geben, stellt sich die Frage, ob außer den gefunden Proteinen noch andere 

Interaktionspartner für die Untereinheit C in der Hefe unter verschiedenen Bedingungen 

gefunden werden können. Durch das Bestimmen neuer Interaktionspartner kommen wir 

hoffentlich einen Schritt näher, den Mechanismus der reversiblen Dissoziation besser zu 

verstehen. 

Da die meisten Methoden zur Identifizierung von Interaktionen zwischen Proteinen nicht 

den in vivo Zustand darstellen, sollte eine geeignete Methode zur Identifizierung neuer 

Interaktionspartner unter wechselnden nativen Bedingungen verwendet werden. Solch 

eine Methode stellt die „Tandem Affinity Purifcation“ dar, wobei das zu untersuchende 

Protein mit einem TAP-tag fusioniert wird und in den Hefezellen durch den nativen 

Promoter des Gens exprimiert wird. Der TAP-tag besteht aus zwei Bindedomänen 

getrennt durch eine Erkennungssequenz für die TEV-Protease. Dadurch ist es möglich, 

dass Fusionsprotein und mögliche Interaktionspartner schonend über zwei 

Affinitätschromatographien zu reinigen (Puig et al. 2001). 

Der Hefestamm mit dem C-TAP Fusionsprotein sollte einmal unter Glucosebedingungen 

und einmal unter Galactosebedingungen präpariert werden, um so neue 

Interaktionspartner der Untereinheit C zu finden, wenn C entweder im Holoenzym an der 

Vakuole lokalisiert ist oder frei im Zytoplasma vorliegt.  
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Das C-TAP Fusionsprotein konnte mittels der TAP Methode erfolgreich gereinigt werden. 

Jedoch konnte ein geringer Verlust des Fusionsproteins in den Durchflüssen der beiden 

Affinitätschromatographien beobachtet werden, wie die Immunfärbung mit dem 

Antikörper gegen die Untereinheit C der einzelnen Schritte der Reinigung zeigt (Abb. 4.28 

A). Mittels Coomassiefärbung wurde das Fusionsprotein und seine möglichen 

Interaktionspartner im SDS-Gel sichtbar gemacht (Abb. 4.28 B). Die Banden wurden 

ausgeschnitten und zur Analyse zur ESI-MS gegeben. Dabei konnten die V-ATPase 

Untereinheiten A, B, E und G als Interaktionspartner von C eindeutig in allen drei 

durchgeführten TAP-Reinigungen identifiziert werden, wobei es keinen Unterschied 

ausmachte, ob die Zellen mit Glucose oder Galactose behandelt wurden. 

Interessanterweise wurden im ersten Screen 3 Enzyme der Glykolyse als 

Interaktionspartner von C mit gereinigt. Dabei handelt es sich um die Glyceraldehyd-3-

Phosphat Dehydrogenase, die Enolase II und die Pyruvat Kinase, welche jeweils mit 

einem Score von über 30 eindeutig identifiziert werden konnten. In den folgenden beiden 

TAP-Reinigungen konnten diese Interaktionen jedoch nicht erneut gefunden werden. Als 

Kontrolle der erfolgreichen spezifischen Reinigung des Fusionsprotein wurde auch der WT 

SC0000 durch die TAP Methode gereinigt und wie sich in Abb. 4.28 B zeigt, kommt es 

nicht zu unspezifischen Bindungen von Proteinen. Die Ergebnisse der ersten TAP-

Reinigung lassen den Gedanken einer Kopplung von V-ATPase und Glykolyse an der 

Vakuole aufkommen. 
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Abb. 4.28: Reinigung von Untereinheit C zur Identifizierung neuer Interaktionspartner 
A: Zur Kontrolle der Reinigung wurden von jedem Schritt der Reinigung Aliquots genommen und per 
Immunfärbung mit dem CS-7 Antikörper gegen die Untereinheit C analysiert. Das erwartete Molekulargewicht 
von C-TAP entspricht 66 kDa und nach der TEV von 48 kDa. Marker. B: Die Saccharomyces cerevisiae 
Stämme WT (SC0000) und C-TAP (SC0317) wurden wie im Methodenteil beschrieben der TAP Methode 
unterzogen. Die Eluate wurden durch eine TCA-Fällung ankonzentriert und über ein 17 % SDS-Gel 
aufgetrennt, sowie mittels Coomassie angefärbt. M = Low Molecular Weight 
 



Diskussion 

 77

5. Diskussion 

Die reversible Dissoziation ist ein Hauptregulationsmechanismus für die Aktivität von V-

ATPasen. Durch die in vivo Studien an der Hefe Saccharomyces cerevisiae konnte in der 

vorliegenden Arbeit mit GFP markierten V-ATPase Untereinheiten nachgewiesen werden, 

dass nicht wie bisher gezeigt der komplette V1-Komplex dissoziiert, sondern allein die 

Untereinheit C der Dissoziation unterliegt. Wenn im Folgenden von der reversiblen 

Dissoziation die Rede ist, gilt bei der alten Literatur dies für die Dissoziation des V1-

Komplexes und bei der vorliegenden Arbeit nur für die Untereinheit C. 

Für die in vivo Studien wurden die Zellen mit Aluminiumnitrat behandelt und konnten 

danach so auf einen Objektträger fixiert werden (Van Haecht et al. 1985), dass sie auch 

nach einem Mediumwechsel unter dem Fluoreszenzmikroskop noch an der gleichen Stelle 

lagen. Dadurch war es möglich, die selben Zellen über einen längeren Zeitraum unter 

unterschiedlichen physiologischen Bedingungen zu beobachten. Beobachtungsartefakte 

aufgrund der Behandlung der Hefezellen mit Aluminiumnitrat können ausgeschlossen 

werden, da ein Wachstumstest nach Behandlung mit Aluminiumnitrat keinen Unterschied 

im Vergleich zu Zellen ohne Behandlung zeigte (Abb. 4.3). Ferner bestätigen die in der 

vorliegenden Arbeit gewonnenen in vivo Ergebnisse viele in vitro Ergebnisse vorheriger 

Studien. So zeigt sich, dass das Aktin-Zytoskelett keine Rolle bei der reversiblen 

Dissoziation spielt (Abb. 4.5) (Bond and Forgac 2008), wohingegen Mikrotubuli eine 

Beteiligung an der Dissoziation der V-ATPase, aber nicht an deren Reassoziation zeigen 

(Abb. 4.6) (Bond and Forgac 2008). 

5.1. Reversible Dissoziation der V-ATPase 

Die reversible Dissoziation der V-ATPase wurde bis jetzt durch in vitro Studien erforscht 

(Kane 1995; Sumner et al. 1995). Dieser einzigartige Mechanismus konnte im Mitteldarm 

der Raupen des Tabakschwärmers Manduca sexta durch Immuncytochemie mit 

monoklonalen Antikörpern unter verschiedenen physiologischen Bedingungen wie auch an 

Hand von SDS-Gelen gereinigter Gobletzellapikalmembranen nachgewiesen werden 

(Sumner et al. 1995). Bei der Hefe war durch Immunfluoreszenz schon 5 min nach 

Glucoseentzug eine Dissoziation des V1-Komplexes vom VO-Komplex beobachtet worden, 

wobei nach Zugabe von Glucose eine schnelle vollständige Reassemblierung gezeigt 

werden konnte (Kane 1995). Bestätigt wurden die Ergebnisse in der Hefe durch 

Immunpräzipitationen (Kane 1995). Nachdem durch Immuncytochemie mit monoklonalen 
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Antikörpern und Immunpräzipitation bei menschlichen und schweinischen Zellkulturen die 

gleichen Ergebnisse gezeigt wurden, konnte die reversible Dissoziation als ein universeller 

Regulationsmechanismus der V-ATPase bestätigt werden (Sautin et al. 2005).  

In der vorliegenden Arbeit erbrachten die in vivo Untersuchungen der einzelnen GFP 

markierten V-ATPase Untereinheiten den Befund, dass nur die Untereinheit C, die bei der 

Dissoziation unabhängig vom V1-Komplex im Zytoplasma vorliegt (Merzendorfer et al. 

2000), bei Glucosemangel eine Lokalisation im Zytoplasma zeigt (Abb. 4.4 II). Der V1-

Komplex verbleibt im Gegensatz zu bisher in vitro gewonnenen Ergebnissen an oder in 

der Nähe der Vakuolenmembran, da sich die Lokalisation der Untereinheiten während der 

Initiierung der reversiblen Dissoziation nicht verändert (Abb. 4.4 III + IV). In 

Clathrinvesikeln aus Rindern konnte beobachtet werden, dass ein stabiler V1VO-Komplex 

nur in Anwesenheit von Untereinheit C gebildet wird (Puopolo et al. 1992). Eine Deletion 

der Untereinheit C aus der Hefe führte in Immunpräzipitationsstudien zu einem Verlust 

der Stabilität des Holoenzyms (Doherty and Kane 1993), sowie zu einem typischen Vma--

Phäntotyp, der mit einem Verlust der V-ATPase Aktivität einhergeht (Ho et al. 1993). 

Somit gab es schon früh erste Hinweise auf eine besondere Rolle der Untereinheit C. Da 

die Bindung des V1-Komplexes an den VO-Komplex durch das Fehlen der Untereinheit C an 

Stabilität verliert, ist es nicht auszuschließen, dass dieser Umstand zu den Ergebnissen der 

in vitro Untersuchungen führte. Mutagenesestudien von Untereinheit C in der Hefe 

bewiesen ebenfalls die Instabilität des Holoenzyms bei Verlust der Funktion von 

Untereinheit C (Curtis et al. 2002). Demnach führten einige Mutationen dazu, dass das 

Holoenzym zwar in Anwesenheit des Crosslinkers Dithio-bis-(succinimidyl-propionat) durch 

Immunpräzipitation gereinigt werden konnte, es aber bei der Reinigung der Vakuolen 

ohne den Einsatz des Crosslinkers zu einer Trennung von V1- und VO-Komplex kam. 

Desweiteren deutet die Geschwindigkeit der Reassoziation eher darauf hin, dass nur die 

Untereinheit C der reversiblen Dissoziation unterliegt, da diese innerhalb von 5 min fast 

vollständig abgeschlossen ist (Kane 1995); dies legt den Schluss nahe, dass möglichst 

wenige Komponenten beteiligt sind, da eine gleichzeitige Koordination von drei 

Komponenten (V1, VO und C) die Kinetik der Reassoziation herab setzen würde. Ob dies 

tatsächlich so ist, muss allerdings erst molekulardynamisch analysiert werden. Die 

Schnelligkeit der Assemblierung erscheint umso wahrscheinlicher vor dem Hintergrund, 

dass die Regulation der V-ATPase durch reversible Dissoziation höchstwahrscheinlich der 

Energieeinsparung dient. Sowohl bei der Hefe wie auch bei Manduca unterliegt die V-

ATPase der reversiblen Dissoziation bei Nährstoffmangel (Kane 1995; Sumner et al. 
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1995). Wichtig hierfür ist, dass die Hydrolyse von ATP gestoppt wird, da ansonsten die V-

ATPase sehr viel ATP in der Zelle verbrauchen würde. Die Untereinheit H spielt dabei eine 

entscheidende Rolle bei der Inhibierung der ATP Hydrolyse im zytoplasmatischen V1-

Komplex (Parra et al. 2000). Durch Crosslinking Studien konnte gezeigt werden, dass ihr 

C-terminaler Bereich unter 10 Å an die Untereinheit F im freien V1-Komplex, aber nicht im 

Holoenzym heran reicht (Jefferies and Forgac 2008). Diese Ergebnisse erwecken die 

Vorstellung, dass die Untereinheit H die Aktivität des V1-Komplexes durch Überbrücken 

des Rotors mit den Stielen inhibiert und so physikalisch die durch Hydrolyse von ATP 

erzeugte Rotation verhindert. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, 

dass nur die Untereinheit C dem Mechanismus der reversiblen Dissoziation unterliegt und 

der V1-Komplex an der Vakuole verbleibt. Somit ist eine Inaktivierung des verbleibenden 

V1VO-Komplexes ein hohes Anliegen. Eine Inhibierung der Aktivität durch 

Konformationsänderung der Untereinheit H ist sehr wahrscheinlich, da diese im freien V1-

Komplex eine Interaktion mit der Untereinheit F des zentralen Stiels eingeht und so 

dessen Rotation verhindert. Eindeutig kann dies jedoch nicht belegt werden, da keinerlei 

Crosslinking Studien der Untereinheit H mit einem V1VO-Komplex ohne Untereinheit C 

durchgeführt wurden. 

5.2. Das Zytoskelett und die reversible Dissoziation der V-ATPase 

Im Mitteldarm der Raupen von Manduca sexta co-lokalisiert die V-ATPase mit 

Aktinfilamenten in den apikalen Membranen der Gobletzellen (Vitavska et al. 2003). 

Während der Aktivierung von Mäuse-Osteoklasten konnte ebenfalls ein Co-Lokalisation 

von V-ATPase und F-Aktin beobachtet werden (Lee et al. 1999). Da die V-ATPase aus 

beiden Organismen mit Aktinfilamenten interagiert, könnte dies eine generelle Eigenschaft 

von V-ATPasen darstellen. Ungewöhnlich dabei ist jedoch die direkte Bindung der V-

ATPase an Aktinfilamente. Untersuchungen mit der V-ATPase aus Osteoklasten und der 

Rinderniere detektierten die Untereinheit B als Bindungspartner für F-Aktin (Holliday et al. 

2000; Chen et al. 2004). Sequenzvergleiche der Aktinbindungsdomäne in der Untereinheit 

B der V-ATPase von den Archaea bis zum Menschen zeigten, dass von der Hefe aufwärts 

diese Domäne überall vorhanden ist und recht konserviert vorliegt (Holliday et al. 2005). 

Bei Manduca konnte zusätzlich durch Overlayblots und Co-Präzipitation die Untereinheit C 

mit zwei Bindungsdomänen als Interaktionspartner ermittelt werden (Vitavska et al. 2003; 

Vitavska et al. 2005). Dabei besitzt die Untereinheit C nur eine relativ niedrige Affinität zu 

Aktinfilamenten, erhöht aber, im V1-Komplex lokalisiert, deutlich die Affinität des 
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Holoenzyms zu Aktin (Vitavska et al. 2003). Sowohl für die Untereinheit C aus Hefe als 

auch die aus Arabidopsis thaliana konnte eine Interaktion mit Aktin anhand von 

Overlayblots nachgewiesen werden (Abb. 4.7). 

Die Depolymerisierung des Aktin-Zytoskeletts zeigte bei der Hefe allerdings in vivo 

keinerlei Auswirkungen auf das Dissoziations- oder Reassoziationsverhalten der 

Untereinheit C (Abb. 4.5 II). Auch der Verlust der möglichen Interaktion zwischen V1-

Komplex und Aktin bewirkte keine Veränderung der Lokalisation der V1-Untereinheiten 

(Abb. 4.5. III + IV). Diese Ergebnisse sind konform mit den in vitro durch 

Immunpräzipitationsstudien gewonnenen Erkenntnissen von Xu und Forgac (2001), nach 

denen eine Depolymerisierung des Aktin-Zytoskeletts keinerlei Auswirkungen auf die 

reversible Dissoziation hat. Letzterer Befund zeigt allerdings nur den V1-Komplex und zeigt 

nicht, was mit Untereinheit C geschieht. Beide sich ergänzenden Resultate lassen den 

Schluss zu, dass das Aktin-Zytoskelett keinerlei Einfluss auf die reversible Dissoziation hat. 

Dennoch müssen die in vitro gewonnenen Ergebnisse unter dem Gesichtspunkt gesehen 

werden, dass es aufgrund der Methodenwahl zu Reinigungsartefakten gekommen ist, da 

der V1-Komplex aufgrund seiner Instabilität bei Verlust der Untereinheit C offensichtlich 

leicht vom VO-Komplex getrennt werden kann. 

Versuche mit Osteoklasten gaben Aufschluss darüber, welche Funktion die Interaktion 

zwischen der V-ATPase und dem Aktin-Zytoskelett haben könnte, da ein Einfluss bei der 

Regulation der reversiblen Dissoziation zumindest bei der Hefe ausgeschlossen werden 

kann. Mutationen in der Aktinbindungsdomäne der Osteoklasten V-ATPase Untereinheit B 

führten dazu, dass die Untereinheit B nicht korrekt zur Membran transportiert wurde (Zuo 

et al. 2006). Dies führte zu der Spekulation, dass die Aktinbindung an der vesikulären 

Sortierung von V-ATPasen beteiligt sein könnte. Als generelles Phänomen ist die 

Beteiligung des Aktin-Zytoskeletts an vesikulären Sortierungen gut dokumentiert (Lanzetti 

2007). Die Hefe V-ATPase Untereinheit B bindet Aktinfilamente mit einer ähnlichen 

Affinität wie bei der Säugetier-Untereinheit B (Zuo et al. 2008). Des weiteren zeigt sich 

bei einem Verlust der funktionellen Aktinbindungsdomäne ein reduziertes Wachstum der 

Hefezellen in Anwesenheit von sublethalen Mengen von Cycloheximid und Wortmannin im 

Vergleich zum Wildtyp (Zuo et al. 2008). Die Aktinbindung spielt also eine wichtige Rolle 

beim Wachstum und Überleben unter spezifischen Stress-Konditionen.  

Da Aktin als Partner für die reversible Dissoziation durch die in vivo Experimente 

ausgeschlossen werden konnte, sollte in vivo auch die Aussage von Xu und Forgac (2001) 

über die Beteiligung der Mikrotubuli an der Dissoziation der V-ATPase überprüft werden. 
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Hierbei zeigte sich für den V1-Komplex keinerlei Veränderung in der Lokalisation während 

des Prozesses der reversiblen Dissoziation, er verblieb unabhängig von den Mikrotubuli an 

der Vakuole lokalisiert und dissoziierte nicht ins Zytoplasma (Abb. 4.6 IV). Die 

Untereinheit C zeigte, wie auch Xu und Forgac (2001) für den gesamten V1-Komplex 

veröffentlicht haben, keinerlei Dissoziation mehr nach Depolymerisierung der Mikrotubuli 

(Abb. 4.6 II), die Reassoziation ist davon jedoch nicht beeinflusst (Abb. 4.6 III). Xu und 

Forgac (2001) erhielten ihre Ergebnisse durch Immunpräzipitationsstudien gegen die V-

ATPase Untereinheit A und anschließender Immunfärbung gegen die Untereinheit A zur 

Lokalisierung des V1-Komplexes und gegen die Untereinheit a für den VO-Komplex. Wie in 

der vorliegenden Arbeit gezeigt, unterliegt in vivo nur die Untereinheit C der reversiblen 

Dissoziation. Jedoch wird der V1-Komplex anscheinend ohne C instabil, was eine Erklärung 

für die Ergebnisse der in vitro Studien ist. Die Beteiligung der Mikrotubuli an der 

reversiblen Dissoziation der Untereinheit C scheint ein Hefespezifischer Mechanismus zu 

sein, wobei generell viele Signalprozesse von intakten Mikrotubuli abhängig sind 

(Gundersen and Cook 1999). In der Niere lokalisieren bei einer Depolymerisierung der 

Mikrotubuli die V-ATPasen in Vesikeln im Zytoplasma und werden nicht zur Membran 

transportiert (Brown et al. 1991; Brown et al. 1992). Motorproteine der Mikrotubuli sind in 

der Niere somit wahrscheinlich am Vesikeltransport beteiligt und regulieren darüber die V-

ATPase. In der Hefe sind die Mikrotubuli hingegen an der direkten Regulation der V-

ATPase durch die reversible Dissoziation beteiligt. 

In Overlayblots konnte eine direkte Interaktion der Untereinheit C aus Arabidopsis, 

Manduca und Saccharomyces mit Tubulin gezeigt werden (Abb. 4.7). Bestätigt wurden 

diese Ergebnisse für die Untereinheit C aus Hefe mittels eines Co-Pelletierungsversuchs 

(Abb. 4.8). Xu und Forgac (2001) konnten durch Immunpräzipitationsstudien gegen die 

Untereinheit A keine Interaktion zwischen V-ATPase und Mikrotubuli nachweisen. Die zu 

den in der vorliegenden Arbeit erzielten Erkenntnissen scheinbar widersprüchlichen 

Ergebnisse sind offensichtlich durch die unterschiedlichen methodischen Vorgehensweisen 

bedingt. Es wurde bei Xu und Forgac nur die Untereinheit A nachgewiesen und nicht, wie 

in der vorliegenden Arbeit gezeigt, der Interaktionspartner für Tubulin, die Untereinheit C. 

Wenn Untereinheit C während der Reinigung fehlt, kann auch Tubulin nicht mit gereinigt 

werden. 
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5.3. Einfluss von Agenzien auf die reversible Dissoziation der V-

ATPase 

Die reversible Dissoziation der Untereinheit C ist abhängig von der Anwesenheit bzw. 

Abwesenheit von Glucose im Medium, erfordert jedoch keine direkte Interaktion mit 

Glucose sowie keine Neusynthese von Proteinen (Kane 1995). Daher ist es wahrscheinlich, 

dass Signalkaskaden die Dissoziation und Reassoziation vermitteln und steuern. Für eine 

Reihe Glucose-abhängiger Prozesse bei der Hefe konnte keine Involvierung bei der 

reversiblen Dissoziation der V-ATPase festgestellt werden. So wurden unter anderem der 

Ras-cAMP Weg, der Snf1 Kinase-vermittelte Weg und der Proteinkinase C-abhängige Weg 

getestet (Parra and Kane 1998). Dennoch zeigen neuere Studien eine Beteiligung des 

Phosphoinositid-3-Kinasewegs (PI-3) in der Niere (Sautin et al. 2005) und des 

Proteinkinase A Signalwegs in Insekten (Voss et al. 2007).  

In vivo Studien der Untereinheit C unter Einfluss verschiedener Agenzien erbrachten in 

der vorliegenden Arbeit zum Teil bestätigende Hinweise auf weitere Faktoren, die an der 

Regulation der reversiblen Dissoziation beteiligt sein könnten. So konnten mit Hilfe von 

Bafilomycin die in vitro Studien bekräftigt werden (Parra and Kane 1998), nach denen die 

V-ATPase zur Dissoziation der Untereinheit C aktiv sein muss (Abb. 4.9 I). Hingegen hat 

Bafilomycin jedoch keine Auswirkung auf die Reassoziation (Abb. 4.9 II). Die Bindung des 

Inhibitors am Proteolipidring verhindert offensichtlich die Rotation und dadurch die 

Hydrolyse von ATP im V1-Komplex (Crider et al. 1994; Zhang et al. 1994). Bei der Hefe 

zeigte sich bei Mutanten, deren V-ATPasen ihre Fähigkeit zur ATP Hydrolyse verloren 

hatten, dass diese auch ihre Möglichkeit zur Dissoziation bei Glucoseentzug nicht mehr 

besaßen (MacLeod et al. 1998; Parra and Kane 1998). Auf der anderen Seite zeigte sich in 

einem Hefestamm mit einer Mutation in der Untereinheit D, welche mit eine Reduzierung 

der Aktivität der V-ATPase um 90 % einhergeht, ein Dissoziationsverhalten wie im Wildtyp 

(Xu and Forgac 2000). Bei Manduca konnten in vitro 1,7 Moleküle ADP pro V1-Komplex 

und nur 0,3 Moleküle ADP pro Holoenzym detektiert werden (Huss and Wieczorek 2007). 

Ferner zeigte sich, dass ein Molekül ATP pro V-ATPase für die Dissoziation in V1- und VO-

Komplex ausreicht (Huss and Wieczorek 2007). Dies führte zu der Idee, dass unter 

normalen Umständen direkt nach der Hydrolyse von ATP das ADP im Holoenzym durch 

ein neues ATP ersetzt wird. Durch ein ungünstiges ATP/ADP Verhältnis in der Zelle 

verbleibt ADP in der Bindetasche, wobei diese Konformation anscheinend relativ instabil 

ist und somit die Dissoziation der V-ATPase begünstigt. Wenn jedoch keine Hydrolyse von 



Diskussion 

 83

ATP stattfindet, verbleibt das ATP in der Tasche und der Komplex bleibt stabil, was die 

Dissoziation verhindert. 

Das mit Ammoniumionen im Gleichgewicht stehende NH3 gelangt schnell über Diffusion in 

die Lysosomen der Zelle, was intralysosomal durch Binden von H+ zu einer Erhöhung des 

pH-Werts führt (Ohkuma and Poole 1978; Poole and Ohkuma 1981; Maxfield 1982). Die 

Erhöhung des pH-Werts in der Vakuole führte in der vorliegenden Arbeit zu einer 

Reduktion der Dissoziation der Untereinheit C um 72 % (Abb. 4.10 I, Tab. 4.5). Die 

Reassoziation wiederum wurde davon nicht beeinflusst (Abb. 4.10 II). 

Immunpräzipitationsstudien von Hefezellen, die mit der schwachen Base Chloroquin 

behandelt wurden, hatten ebenfalls eine Reduzierung der Dissoziation des V1-Komplexes 

gezeigt, aber keinen Verlust der V-ATPase Aktivität an isolierten Vakuolen (Shao and 

Forgac 2004). Die Resultate dieser in vitro Experimente und der in vivo Experimente in 

der vorliegenden Arbeit legen den Gedanken nahe, dass die Dissoziation abhängig vom 

luminalen pH-Wert ist. Auch wenn der Mechanismus unklar ist, würde die Blockierung der 

Dissoziation bei einem zu alkalischen Kompartiment eine weitere Erhöhung des pH-Werts 

verhindern. Der pH-Wert des Golgiapparates ist alkalischer als der von Vakuolen (Schapiro 

and Grinstein 2000). Damit scheint die Stv1-haltige V-ATPase im Golgiapparat ständig 

einer pH-abhängigen Verhinderung der Dissoziation zu unterliegen. Dies steht im Einklang 

mit dem Befund, dass Stv1-haltige V-ATPasen bei einer normalen Lokalisation im 

Golgiapparat keine Dissoziation zeigen, bei ihrer Lokalisation in der Vakuole kommt es 

hingegen zur Dissoziation (Kawasaki-Nishi et al. 2001). 

In den Speicheldrüsen von Calliphora vicina konnte nach einer Stimulierung durch 

Serotonin eine Erhöhung der V-ATPase Aktivität gemessen werden, die zusammen mit der 

Reassoziation der zytosolischen V1-Komplexe an die Plasmamembran auftritt 

(Zimmermann et al. 2003; Rein et al. 2006). Serotonin aktiviert in der Speicheldrüse den 

cAMP-Weg, was zu einer Beteiligung der Proteinkinase A (PKA) an der Regulation der 

reversiblen Dissoziation führt (Rein et al. 2008). Die V-ATPase Untereinheit C aus 

Manduca sexta interagiert mit der PKA und kann durch diese phosphoryliert werden (Voss 

et al. 2007). Auch in den Speicheldrüsen zeigte sich bei Inkubation mit Serotonin eine 

Phoshorylierung der Untereinheit C, welche durch Inhibierung der PKA mit H89 

aufgehoben wurde (Voss et al. 2007). Eine Inhibierung der PKA bei der Hefe führte 

hingegen zu einer Inhibierung der Dissoziation der Untereinheit C (Abb. 4.11 I), die 

Reassoziation war im Gegensatz zu den Befunden bei Insekten nicht von der Inhibierung 

der PKA betroffen (Abb. 4.11 II). Die gegensätzlichen Ergebnisse bei der Hefe und 
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Insekten bedeuten, dass es möglicherweise Unterschiede in der Regulation der V-ATPase 

auf Grund der unterschiedlichen Grundzustände gibt. In den Speicheldrüsen von 

Calliphora wird die V-ATPase nach einer Stimulierung durch Serotonin aktiviert 

(Zimmermann et al. 2003), wohingegen die V-ATPase in der Hefe hauptsächlich aktiv 

vorliegt und bei Glucoseentzug der reversiblen Dissoziation unterliegt (Kane 1995). Daher 

wäre es nicht verwunderlich, wenn die V-ATPase in den verschiedenen Organismen 

unterschiedlich reguliert wird. Beiden gemeinsam ist jedoch eine Beteiligung der PKA an 

der reversiblen Dissoziation. In welcher Form dies geschieht, bedarf dabei noch genauerer 

Klärung. 

Nach der Phosphorylierung der Untereinheit C sollte diese auch wieder dephosphoryliert 

werden. Um mögliche Phosphatasen auf ihre Beteiligung zu untersuchen, wurden bei der 

Hefe in vivo die Serin-/Threonin-Phophatasen des Typ 1 und 2A durch den spezifischen 

Inhibitor Okadainsäure (Bialojan and Takai 1988; Dawson and Holmes 1999) inhibiert. 

Eine Inhibierung dieser Proteinphosphatasen führte in der vorliegenden Arbeit zu einer 

Reduzierung der Dissoziation der V-ATPase Untereinheit C um 78 % (Abb. 4.12 I), hatte 

aber keinen Effekt auf die Reassoziation der V-ATPase (Abb. 4.12 II). Bei der Hefe kodiert 

GLC7 für die Proteinphosphatase des Typs 1. In einem „synthetic genetic array“ wurden 

die V-ATPase Untereinheiten B und E als Interaktionspartner von Glc7 identifiziert (Logan 

et al. 2008). Glc7 reguliert viele physiologische Prozesse in der Zelle, unter anderem den 

Glycogenmetabolismus, die Glucose-Repression, die Transkription, die Membranfusion, die 

Sporulation, die Mitose und die Zellwandorganisation (Wek et al. 1992; Cannon et al. 

1994; Hisamoto et al. 1994; Tu and Carlson 1994; Andrews and Stark 2000). Glc7 selber 

hat eine geringe Substratspezifität (Stark 1996), stattdessen wird die Spezifität durch ihre 

regulatorischen Untereinheiten gewährleistet. PPH21 und PPH22 kodieren in der Hefe für 

Protein Phosphatasen des Typ 2A und spielen eine Rolle bei der Morphologie, dem 

Zellzyklus und der Signaltransduktion (Ronne et al. 1991; Lin and Arndt 1995; Sugajska et 

al. 2001; Zabrocki et al. 2002). Interessant sei noch zu erwähnen, dass eine 

Überexpression von PPH22 den Phänotyp einer überaktiven Proteinkinase A imitiert 

(Sugajska et al. 2001). Da eine globale Hemmung der Aktivität dieser Phosphatasen somit 

viele zelluläre Prozesse beeinflusst, können die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit 

sowohl direkte Effekte als auch Nebeneffekte sein. Es lassen sich somit nur Mutmaßungen 

anstellen, welche betroffenen Signalkaskaden eine Rolle bei der Regulierung der 

reversiblen Dissoziation spielen, und weitere Untersuchungen sollten folgen, um eine 

genauere Eingrenzung zu erreichen. 
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5.4. Der PKA-Signaltransduktionsweg und die V-ATPase 

Bei Saccharomyces cerevisiae erfolgt, wie auch bei anderen Organismen, die Aktivierung 

der Proteinkinase A (PKA) durch eine Erhöhung der intrazellulären cAMP Konzentration 

(Krebs and Beavo 1979). Die Funktion der PKA bei der Hefe ist dabei nicht auf Glucose 

gesteuerte Signale limitiert, vielmehr wird eine grundlegende PKA Aktivität zum Überleben 

der Zelle benötigt (Toda et al. 1987; Mbonyi et al. 1988). Für eine Basisaktivität der 

Adenylatzyklase Cyr1 und damit der PKA sind das kleine G-Protein Ras und Cdc25 

essentiell. Die Zugabe von Glucose ins Inkubationsmedium aktiviert in Glucose-defizienten 

Zellen die Adenylatzyklase und führt zu einer 4-fachen Erhöhung der cAMP Konzentration 

auf ca. 10 µM innerhalb von 2 min (van der Plaat 1974), gefolgt von einer erhöhten PKA 

Aktivität (Rolland et al. 2000). Eine längerfristige Erhöhung der cAMP Konzentration 

erfolgt aufgrund einer intrazellulären Ansäuerung der Zelle und der daraus resultierenden 

Aktivierung des Ras Proteins (Colombo et al. 1998). Die Aktivierung der Adenylatzyklase 

wird in der Hefe durch zwei verschiedene G-Proteine gesteuert (Colombo et al. 1998; 

Rolland et al. 2000; Wang et al. 2004; Tamaki 2007). Zum einem geschieht dies durch 

das schon genannte Ras Protein, dessen Aktivität über die GTPase aktivierenden Proteine 

(GAP) Ira1 bzw. Ira2 und durch das Guaninnukleotidaustausch Protein Cdc25 kontrolliert 

wird (van Aelst et al. 1991; Thevelein 1994; Colombo et al. 1998). Zum anderen ist das 

sogenannte GPCR-System involviert, welches aus dem Glucosesensor Gpr1, dem Gα 

Protein Gpa2 und dem GTPase-aktivierenden Protein Rgs2 besteht (Xue et al. 1998; Yun 

et al. 1998; Kraakman et al. 1999; Versele et al. 1999). Sowohl Ras als auch Gpa2 

stimulieren in ihrer aktivierten Form die Adenylatzyklase Cyr1, was in einer Aktivierung 

der PKA resultiert und schlussendlich in der Umstellung der Proteinbiosynthese und 

Proteinaktivierung für ein fermentatives Wachstum (Abb. 5.1). Saccharomyces cerevisiae 

zeigt, wie auch andere Hefen, schon ab einer Konzentration von weniger als 1 mM 

Glucose eine Bevorzugung des fermentativen Wachstums gegenüber der Atmung; diese 

Besonderheit des aeroben fermentativen Wachstums wird als Crabtree-Effekt bezeichnet 

(De Deken 1966). 
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Abb. 5.1: Glucose-induzierte Aktivierung der cAMP Synthese 
Glucose-induzierte Aktivierung der cAMP Synthese über die zwei unabhängig voneinander agierenden G-
Proteine, Ras und Gpa2. (Rubio-Texeira et al. 2009) 
 

Eine Inhibierung der PKA mit H89 bewirkte bei der Hefe eine Inhibierung der Dissoziation 

der V-ATPase Untereinheit C (Abb. 4.11). Da, wie schon erwähnt, sowohl bei Calliphora 

vicina als auch bei Manduca sexta eine Phosphorylierung der Untereinheit C durch die PKA 

gezeigt werden konnte (Voss et al. 2007), liegt der Gedanke nahe, dass der PKA-

Signaltransduktionsweg generell an der reversiblen Dissoziation beteiligt ist. Eine 

Schlüsselrolle des Glucosesensors Gpr1 an der reversiblen Dissoziation wäre somit eine 

logische Schlussfolgerung, da die reversible Dissoziation ein Glucose-abhängiger Prozess 

ist. Eine Deletion des Glucosesensors erbrachte jedoch im Hinblick auf die reversible 

Dissoziation der Untereinheit C unter in vivo-Bedingungen keinen Unterschied zum 

Wildtyp (Abb. 4.15). Somit spielt das Glucose-induzierte GPCR System als Regulator für 

die reversible Dissoziation anscheinend keine Rolle und die Beteiligung der PKA wird über 

andere Faktoren gesteuert. 

Als einer dieser Faktoren scheint das kleine G-Protein Ras an der reversiblen Dissoziation 

der V-ATPase beteiligt zu sein, wie durch Immunpräzipitationsstudien mit einem 
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Antikörper gegen die V-ATPase Untereinheit A gezeigt wurde (Bond and Forgac 2008). 

Eine Deletion der GTPase aktivierenden Proteine Ira1 oder Ira2 reduziert die Dissoziation 

der V-ATPase bei Glucosemangel erheblich, wobei die Stabilität oder die Aktivität der V-

ATPase davon nicht beeinflusst werden (Bond and Forgac 2008). Nicht nur eine 

Stimulierung der PKA durch eine Reduzierung der Ras-GAP Aktivität, sondern auch die 

Expression eines konstitutiv aktiven Ras2 und auch die Deletion der regulatorischen 

Untereinheit Bcy1 der PKA verhindern die Dissoziation der V-ATPase bei Glucoseentzug 

(Bond and Forgac 2008). Eine Deletion von Ras1 oder von Ras2 hat wiederum keinen 

Einfluss auf das Dissoziationsverhalten der V-ATPase (Bond and Forgac 2008).  

Die V-ATPase Untereinheit C zeigte in der vorliegenden Arbeit bei einer Deletion der 

regulatorischen Untereinheit Bcy1 keine Dissoziation (Abb. 4.24), was im Einklang mit den 

in vitro Studien von Bond und Forgac (2008) steht. Hierbei ist jedoch zu erwähnen, dass 

nicht, wie dort vermutet, die Inhibierung der Dissoziation bzw. die ständige Aktivierung 

der Assemblierung ein Effekt der überaktiven PKA ist. Vielmehr kann die Dissoziation der 

Untereinheit C nicht stattfinden, da eine Deletion der regulatorischen Untereinheit Bcy1 

eine inaktive V-ATPase zur Folge hat (Abb. 4.23). Wie schon erwähnt, haben Experimente 

mit spezifischen V-ATPase Inhibitoren gezeigt, dass die V-ATPase aktiv sein muss, um 

kompetent für die Dissoziation zu sein (Parra and Kane 1998). Dies führt zu der 

Schlussfolgerung, dass eine durch Deletion der regulatorischen Untereinheit daueraktive 

PKA eine Inhibierung der V-ATPase zur Folge hat. Im umgekehrten Fall hat eine Deletion 

der PKA Isoformen Tpk1 oder Tpk3 sowie eine gleichzeitige Deletion beider Enzyme 

keinen Einfluss auf die V-ATPase Aktivität. Bei der Tripel-Tpk-Mutante konnte weiterhin 

eine wenn auch geringere Aktivität der V-ATPase gemessen werden. Somit ist die 

beobachtete Inhibierung der Dissoziation in der Doppel- (Abb. 4.21) und Tripelmutante 

(Abb. 4.22) kein Effekt einer inaktiven V-ATPase, sondern ein Effekt der fehlenden 

Proteinkinase A Isoformen. In den Einfachmutanten zeigte sich weiterhin eine reversible 

Dissoziation der Untereinheit C (Abb. 4.19, 4.20); dies lässt darauf schliessen, dass sich 

die PKA Isoformen in ihrer Funktion ersetzen können, auch wenn sie unterschiedliche 

physiologische Rollen haben (Toda et al. 1987; Tudisca et al. 2009). 

Hefezellen mit einem überaktiven cAMP-PKA Signalweg zeigen einen mit fermentativem 

Wachstum verbundenen Phänotyp (Thevelein et al. 2005). Dieser Sachverhalt gibt einen 

Hinweis darauf, warum Bond und Forgac (2008) bei einer Deletion von Ira1 bzw. Ira2 

oder mit dem konstitutiv aktiven G-Protein Ras, was in beiden Fällen in einer daueraktiven 

PKA resultiert, keine Dissoziation der aktiven V-ATPase finden. Des weiteren wird die 
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Dissoziation von Untereinheit C auch durch cAMP verhindert (Katharina Tabke, 

persönliche Mitteilung). Für die Initiierung der Dissoziation spielt anscheinend eine 

Umstellung der Stoffwechselwege eine Rolle, der bei einem Wechsel auf andere Substrate 

aktiviert wird. Da jedoch eine überaktive PKA in der Hefe zum Phänotyp des 

fermentativen Wachstums führt, bewirkt ein Wechsel der Substrate in diesen Mutanten 

keine Veränderung der Stoffwechselwege und somit bleibt auch die daraus resultierende 

Regulierung der V-ATPase über den Mechanismus der reversiblen Dissoziation aus. Unter 

diesem Gesichtspunkt betrachtet, lassen sich die in der vorliegenden Arbeit und die dazu 

widersprüchlichen in vitro gewonnenen Ergebnisse im Bezug auf die PKA in Einklang 

bringen. Sowohl eine Daueraktivität als auch ein Nichtvorhandensein der PKA führen 

dazu, dass es in der Zelle zu keinen Veränderungen innerhalb der Stoffwechselwege 

kommt, die anscheinend als Auslöser für die reversible Dissoziation benötigt werden. 

Die Befunde der vorliegenden Arbeit und vorangegangener Publikationen führen zu 

unterschiedlichen Vermutungen darüber, welche Beteiligung die Proteinkinase A an der 

Regulation der V-ATPase hat. Zum einen ist eine Beteiligung der PKA an der Initiierung 

der Assemblierung bzw. Reassoziation durch Phosphorylierung der Plasmamembran V-

ATPase in Insekten und Menschen wahrscheinlich, da bei einer Erhöhung der 

intrazellulären cAMP Konzentration in Calliphora eine Reassoziation der V-ATPase an der 

Apikalmembran beobachtet werden kann, die durch Behandlung der Zellen mit dem PKA 

spezifischen Inhibitor H89 verhindert wird (Zimmermann et al. 2003; Dames et al. 2006; 

Voss et al. 2007; Rein et al. 2008). Auch in den Zellen des menschlichen Nebenhodens 

kann nach Aktivierung der PKA eine Akkumulierung der V-ATPase in den apikalen 

Mikrovilli beobachtet werden (Pastor-Soler et al. 2008). Des weiteren konnte in vitro eine 

Phosphorylierung der menschlichen V-ATPase Untereinheit A durch die PKA gezeigt 

werden (Hallows et al. 2009). Bei der Hefe scheint der Sachverhalt jedoch anders zu sein. 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei einer Inhibierung durch H89 

oder durch eine Deletion der PKA, sowie von Bond und Forgac (2008) gezeigt, bei einer 

daueraktiven PKA es zu keiner Dissoziation der Untereinheit C kommt. Die 

Reassemblierung zeigt hingegen keine Abhängigkeit von der Aktivität der PKA, wie die 

Experimente mit H89 beweisen. Somit scheint sowohl bei der Hefe als auch bei höheren 

Eukaryonten eine generelle Beteiligung der PKA sicher. Allerdings lassen die Befunde den 

Schluss zu, dass bei der Hefe die Beteiligung der PKA an der reversiblen Dissoziation nicht 

direkt erfolgt. Eine Phosphorylierung der Untereinheit C im Holoenzym zur Initiierung der 

Dissoziation ist unwahrscheinlich, da für die Manduca Untereinheit C gezeigt werden 
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konnte, dass diese im Holoenzym eingebettet nicht phosphorylierbar ist (Voss et al. 

2007). Auch konnte in einem Phosphorylierungsscreen des Hefeproteoms mit den Kinasen 

der Hefe keine Phosphorylierung der Untereinheit C durch eine der PKA Isoformen 

beobachtet werden (Ptacek et al. 2005). Stattdessen wurde die Untereinheit C durch die 

Serin-/Threonin-Proteinkinase Prr2, welche die Pheromon-induzierten Signale unterhalb 

von MAPK inhibiert, und die putative Serin-/Threonin-Proteinkinase Ptk2, welche bei der 

Regulation des Ionentransports über die Plasmamembran beteiligt ist, phosphoryliert. 

Deshalb wäre in weiterführenden Experimenten zu klären, ob diese beiden Proteinkinasen 

bei der Regulation der reversiblen Dissoziation eine entscheidende Rolle spielen und ob 

die Phosphorylierung der Untereinheit C durch diese Kinasen in weiteren Experimenten 

bestätigt werden kann. Des weiteren muss ein entscheidender Unterschied hinsichtlich der 

Lokalisierung der V-ATPase in den unterschiedlichen Organismen berücksichtigt werden. 

Bei höheren Eukaryonten sind die V-ATPasen häufig nicht nur in den Membranen von 

Organellen, sondern auch in der Plasmamembran lokalisiert. Hingegen kommen V-

ATPasen bei der Hefe nur an der Vakuole und im Golgiapparat vor, was eine 

unterschiedliche Regulierung der V-ATPase in diesen Organismen allein schon aufgrund 

der unterschiedlichen Lokalisation wahrscheinlich macht. 

Die vorliegenden Befunde legen den Gedanken nahe, dass die Aktivierung der PKA durch 

den G-Protein Ras vermittelten Zweig eine entscheidende Rolle bei der reversiblen 

Dissoziation spielt. Diese scheint jedoch weniger direkter Art zu sein, als vielmehr mit der 

Anpassung an unterschiedliche Lebensbedingungen zusammen zu hängen. Ein Indiz dafür 

ist die nachgewiesene Interaktion der V-ATPase Untereinheiten a, B und E im Holoenzym 

mit dem glykolytischen Enzym Aldolase (Lu et al. 2001; Lu et al. 2004). Hefemutanten mit 

einer Deletion der Aldolase zeigen keinerlei V-ATPase Aktivität und weisen eine 

dissoziierte V-ATPase auf (Lu et al. 2004). Bei einer Überexpression der Aldolase hingegen 

zeigt sich eine normale Assemblierung der V-ATPase auch ohne Glucose (Lu et al. 2007). 

Die Zugabe von Glucose führt in Hefezellen zu einem raschen Anstieg der cAMP-

Konzentration und dadurch zu einer Aktivierung der PKA (van der Plaat 1974; Thevelein et 

al. 1987). Die aktivierte PKA reguliert unter anderem auch Schlüsselenzyme der Glykolyse 

(Dihazi et al. 2003). Eine folglich aktivierte Aldolase scheint nun eine Interaktion mit der 

V-ATPase einzugehen und dadurch den Ort der Glykolyse mit der V-ATPase koppeln. 

Damit wäre die benötigte Menge an ATP am Ort des Verbrauchs gewährleistet. Konform 

mit dieser Idee sind die in der vorliegenden Arbeit gefundenen möglichen 

Interaktionspartner, die zusammen mit der Untereinheit C durch die TAP-Methode 
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gereinigt wurden. Hierbei handelt es sich um weitere Enzyme der Glykolyse, was eine 

direkte Kopplung von Glykolyse und V-ATPase wahrscheinlich macht. Ferner führt ein 

überaktives G-Protein Ras nicht nur zu einer Inhibierung der Dissoziation der V-ATPase, 

sondern auch zu einer Reduzierung der Aldolase-V-ATPase Interaktion (Bond and Forgac 

2008). Damit scheint die Aldolase nicht nur eine wichtige Rolle bei der Assemblierung zu 

spielen, sondern auch bei der Dissoziation der V-ATPase. 

5.5. Der RAVE-Komplex und die V-ATPase 

Der RAVE-Komplex wurde aufgrund von in vitro Studien als Hilfsprotein für die 

Assemblierung der V-ATPase nach der Biosynthese der Untereinheiten und/oder der 

Reassoziation der V-ATPase nach vorangegangener Dissoziation postuliert. Die Deletion 

von RAV1 oder RAV2 zeigte bei 30°C einen partiellen Vma--Phänotyp und bei 37°C kein 

Wachstum bei einem pH von 7,5 (Seol et al. 2001; Smardon et al. 2002). Die Deletion von 

RAV1 zusammen mit der GFP Markierung verschiedener V-ATPase Untereinheiten 

erbrachte in der vorliegenden Arbeit bei 30°C eine Aktivität der V-ATPase zwischen 29 % 

und 67 % im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 4.26). Im Vergleich zur V-ATPase Aktivität in 

Hefestämmen mit einer GFP-Markierung gibt es eine Reduzierung der Aktivität aufgrund 

der Deletion von RAV1, die jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht so stark ausgefallen 

ist, wie sie von Smardon et al. (2002) veröffentlicht wurde. Diese Diskrepanz der 

gemessenen Aktivitäten kann aufgrund der unterschiedlich gewählten Temperaturen für 

die Aktivitätstests zustande gekommen sein, da in der vorliegenden Arbeit die Tests bei 

30°C und bei Smardon et al. (2002) bei 37°C durchgeführt wurden. Die Deletion von 

RAV1 führte bei der V-ATPase Untereinheit B zu keinem eindeutigen Phänotyp. So ist ein 

Teil des Signals deutlich an der Vakuole zu erkennen, aber auch ein unterschiedlich 

starkes Signal im Zytoplasma (Abb.4.27 I). Dieser Phänotyp konnte auch für die 

Untereinheit G (Abb. 4.27 IV) bestätigt werden und ist konform mit den von Smardon und 

Kane (2007) publizierten Ergebnissen. Die in vivo Ergebnisse der Untereinheit C (Abb. 

4.27 II) bestätigten ebenfalls die Erkenntnisse der Immunlokalisationsstudien, nach denen 

C bei einer Deletion von RAV1 vollständig im Zytoplasma lokalisiert. Nur die Untereinheit E 

zeigte überraschenderweise eine hauptsächliche Lokalisation an der Vakuole (Abb. 4.27 

III). Die Daten lassen die Vermutung aufkommen, dass der RAVE-Komplex für einige der 

V1-Untereinheiten als Hilfsprotein für die Assemblierung benötigt wird. Der RAVE-Komplex 

interagiert aber nicht nur mit den V1-Untereinheiten E und G, sondern auch mit der 

Untereinheit C (Smardon et al. 2002; Smardon and Kane 2007). Daher wäre es denkbar, 
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dass der RAVE-Komplex nicht für die schnelle Assemblierung des V1-Komplexes sondern 

vor allem für die Integration der Untereinheit C in den V1VO-Komplex an der Vakuole 

verantwortlich ist. Ein Hinweis für diese spezielle Rolle des RAVE-Komplexes an der 

Assemblierung/Reassoziation von C liegt in der Tatsache begründet, dass bei einer 

Deletion der Untereinheit C ein ähnlicher Phänotyp beobachtet werden kann wie bei einer 

Deletion von RAVE. Hierbei ist nicht nur die reduzierte bzw. keine Aktivität der V-ATPase 

bei einer Deletion von C ein wichtiges Indiz, sondern auch die fehlende stabile 

Assemblierung der V-ATPase (Kane et al. 1999; Curtis et al. 2002). Denkbar wäre also 

folgendes Modell: Der RAVE-Komplex bindet die frei im Zytoplasma vorliegende 

Untereinheit C und sorgt auf diesem Weg für deren Transport an die Vakuole. Der RAVE-

Komplex bindet dort an die Untereinheiten E und G der V-ATPase und ermöglicht somit 

den Einbau von C ins Holoenzym, woraufhin der RAVE-Komplex freigesetzt werden kann 

und die V-ATPase stabil und aktiv an der Vakuolenmembran vorliegt. 

5.6. Ausblick 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben nur erste Hinweise auf die Beteiligung von 

bestimmten Faktoren, die Einfluss auf die reversible Dissoziation der V-ATPase nehmen. 

Da es sich hierbei nur um die Dissoziation der V-ATPase handelt, bieten die Ergebnisse 

vielfältige Ansätze für weitere Versuche, die nicht nur auf Hefe als Modellorganismus 

beschränkt bleiben sollten. Zur weiteren Eingrenzung der Rolle des PKA-

Signaltransduktionsweges an der reversiblen Dissoziation könnten weitere Mutanten 

hinsichtlich ihres Effekts auf die Regulation der V-ATPase getestet werden, wie z.B. durch 

Deletion der Adenylatzyklase. Weiterhin sollte durch ein Tet-Promotor System in den 

vorliegenden Mutanten der Einfluss der Mutationen auch von der Seite der Reassoziation 

beleuchtet werden. Ferner sollte die Möglichkeit in Betracht gezogen werden, dass bei der 

Hefe die V-ATPase Untereinheit C nicht durch die PKA phosphoryliert wird, sondern 

eventuell durch eine der beiden Proteinkinasen Prr2 oder Ptk2 und dass die Beteiligung 

der PKA eher indirekter Natur ist. Ein Phosphorylierungsscreen dürfte die mögliche 

Phosphorylierbarkeit der Untereinheit C durch diese Phosphatasen zeigen, genauso wie 

eine mögliche direkte Interaktion der Komponenten durch einen Yeast-Two-Hybrid Screen 

getestet werden sollte. 

Ein weiterer wichtiger Ansatz ist die Analyse der Konformationsänderungen  der 

Untereinheit C und der restlichen Untereinheiten im V1VO-Komplex während der 

reversiblen Dissoziation. Hierzu sollten FRET-Versuche durchgeführt werden, um z.B. die 
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Hypothese zu überprüfen, ob Untereinheit H eine Konformationsänderung durchläuft und 

so im verbleibenden Komplex an der Vakuole bei der Dissoziation von Untereinheit C die 

Hydrolyse von ATP verhindert. 

Des weiteren sollte die Kinetik der reversiblen Dissoziation mit Hilfe einer 

Durchflusskammer genauer bestimmt werden. Mit dieser Kammer würde ein schneller 

Wechsel zwischen verschiedenen Medien möglich, wodurch weitere Erkenntnisse zur 

Regulation der reversiblen Dissoziation der V-ATPase zu erwarten wären. 
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6. Zusammenfassung 

V-ATPasen kommen bei Saccharomyces cerevisiae  in den Membranen der Vakuole und 

des Golgiapparats vor. Durch ihre Aktivität wird das Lumen dieser Organellen, wenn auch 

in unterschiedlichem Maße, angesäuert. Da die V-ATPase ATP verbraucht, erscheint eine 

strikte Regulierung der Enzymaktivität unter Hungerbedingungen zwingend notwendig. 

Der Hauptregulationsmechanismus zur Deaktivierung der V-ATPase ist die reversible 

Dissoziation. In der vorliegenden Doktorarbeit wurden einige Faktoren hinsichtlich ihrer 

Beteiligung an der reversiblen Dissoziation der V-ATPase durch in vivo Beobachtungen an 

einzelnen Hefezellen untersucht. 

Fluoreszenzmikroskopische Beobachtungen unter in vivo-Bedingungen zeigten, dass nur 

die V1-Untereinheit C dem Mechanismus der reversiblen Dissoziation unterliegt und nicht, 

wie bisher angenommen, der gesamte V1-Komplex. Die restlichen V1-Untereinheiten 

verbleiben weiterhin an oder in der Nähe der Vakuolenmembran. Durch 

Depolymerisierung des Zytoskeletts zeigte sich eine Beteiligung der Mikrotubuli an der 

Dissoziation, während Aktin keinen Einfluss auf die reversible Dissoziation der Untereinheit 

C hatte. Mit Hilfe von Overlayblots und Co-Pelletierungsversuchen konnte eine direkte 

Interaktion der Untereinheit C mit den Mikrotubuli nachgewiesen werden. 

Fluoreszenzmikroskopische Lokalisationsstudien der Untereinheit C erbrachten bei 

Behandlung der Zellen mit unterschiedlichen Agenzien den Beweis, dass für die 

Dissoziation der Untereinheit C die V-ATPase nicht nur aktiv sein, sondern dass auch das 

intrazelluläre Lumen der Vakuole einen sauren pH-Wert haben muss. Die Reassoziation 

erfolgt jedoch unabhängig von diesen Faktoren.  

Ein anscheinend weiterer wichtiger Faktor bei der reversiblen Dissoziation der 

Untereinheit C ist der cAMP-PKA-Signalweg. Es konnte gezeigt werden, dass der 

Glucosesensor Gpr1 dabei keine Rolle spielt, während die Deletion der PKA Isoformen die 

Dissoziation von C inhibiert. Eine überaktive PKA durch Deletion der regulatorischen 

Untereinheit Bcy1 hatte hingegen eine Inaktivierung der V-ATPase zur Folge, was zum 

Verlust der Dissoziationsfähigkeit führte. Die Behandlung mit dem PKA Inhibitor H89 

erbrachte den Nachweis, dass die PKA für die Reassoziation der Untereinheit C nicht 

gebraucht wird. Eine Phosphorylierung der Untereinheit C im Holoenzym durch die PKA 

zur Initiierung der Dissoziation scheint jedoch unwahrscheinlich. Stattdessen ist eine 

indirekte Beteiligung der PKA durch Regulierung von Stoffwechselwegen wahrscheinlicher, 
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nachdem durch die TAP-Reinigung Enzyme der Glykolyse als Interaktionspartner von C 

gefunden wurden. 

Alle in der vorliegenden Arbeit gefundenen Faktoren spielen anscheinend eine Rolle bei 

der Dissoziation, nicht aber bei der Reassoziation. Im Gegensatz dazu ergab die Deletion 

des RAVE-Komplexes einen ersten Hinweis für eine Beteiligung an der Reassoziation bzw. 

Assemblierung, da Untereinheit C in diesem Stamm eine zytoplasmatische Lokalisation 

zeigte und die anderen V1-Untereinheiten eine Lokalisation an der Vakuole und im 

Zytoplasma. 
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8. Anhang 

8.1. Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzungen 

°C Grad Celsius 

Abb. Abbildung 

ADP Adenosin-Diphosphat 

Amp Ampicillin 

ATP Adenosin-Triphosphat 

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat 

BSA Rinderserumalbumin 

bzw. beziehungsweise 

ca. circa 

cAMP zyklisches Adenosin-Monophosphat 

DIC engl.: „differential interference contrast” 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate 

DTT Dithriothreitol 

EDTA Ethyldiamintetraessigsäure 

EGTA Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N,N′N′-tetraessigsäure 

ESI-MS Elektrosprayionisation-Massenspektrometrie 

F-Aktin filamentöses Aktin 

et al. et alia (und andere) 

G418 Geneticinsulfat 

G-Aktin globuläres Aktin 

GFP Grünfluoreszierendes Protein 

GTP Guanosin-Triphosphat 

H89 N-[2-(p-Bromocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolinsulfonamid 

dihydrochlorid 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

IC50 mittlere inhibitorische Konzentration 



Anhang 

 110

IgG Immunglobulin G 

LB Luria Bertani / E.coli Vollmedium 

Lsg. Lösung 

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure 

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsäure 

MS Massenspektrometrie 

n Anzahl der Wiederholungen 

NBT 4-Nitroblautetrazoliumchlorid-Hydrat 

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 

PCR Polymerasekettenreaktion 

PEG Polyethylenglykol 

PIPES 1,4-Piperazindiethansulfonsäure 

PKA Proteinkinase A 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

rpm Umdrehungen pro Minute (engl.: „rounds per minute“) 

RT Raumtemperatur 

SD „synthetic dextrose“ / Hefe Synthetisches Minimalmedium 

SDS Natriumdodecylsulfat (engl.: „sodium dodecyl sulfate“) 

Tab. Tabelle 

TAP Tandem Affinitäts Reinigung (engl.: „tandem affinity purification“) 

Taq Thermus aquaticus 

TCA Trichloressigsäure 

TEMED N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamin 

TEV engl.: „Tobacco etch virus“ 

Tgo Thermococcus gorgonarius 

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

Triton X-100 Polyethylenglycol-[4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)phenyl]-ether 

Tween 20 Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat 

WT Wildtyp 

x g -fache Erdbeschleunigung 

YPD „Yeast extract peptone dextrose“ / Hefe Vollmedium 

YPDA „Yeast extract peptone dextrose adeninhemisulfate“ / Hefe Vollmedium 

YPG „Yeast extract peptone galactose“ / Hefe Vollmedium 

z. B. zum Beispiel 
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Einheiten 

Å Ångström 

μ  mikro 

Da  Dalton (g/mol) 

g  Gramm 

h  Stunde 

kb  Kilobasenpaare 

kDa  Kilodalton 

l  Liter 

M  Molar 

m  milli 

mA Milliampere 

min  Minute 

nm  Wellenlänge in Nanometer 

OD  Optische Dichte 

pH  latein.: „potentia hydrogenii“ 

U  Unit 

rpm  Umdrehungen pro Minute (engl.: „revolutions per minute“) 

W Watt 

w/v  Masse pro Volumen 

V Volt 

v/v  Volumen pro Volumen 

 

Nukleotide und Aminosäuren sind mit dem Ein-Buchstaben-Code („IUPAC-IUB Commission 

on Biochemical Nomenclature“) abgekürzt.  
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8.2. Mascotdaten der Interaktionspartner der V-ATPase 

Untereinheit C 

Die Mascotdaten der ersten TAP Reinigung sind im Folgenden aufgelistet. Als mögliche 

Interaktionspartner wurden nur die Daten mit mindestens zwei positiven Peptiden und 

einem Score von über 30 gewertet. In Rot sind die durch ESI-MS identifizierten Peptide 

gekennzeichnet.  

 

1) Unter Glucose: 

 

V-ATPase Untereinheit A 

Mr: 68029; Berechneter pI: 5,17 

Sequenzübereinstimmung: 27 %; Score: 148 

     1 MAGAIENARK EIKRISLEDH AESEYGAIYS VSGPVVIAEN MIGCAMYELV  
    51 KVGHDNLVGE VIRIDGDKAT IQVYEETAGL TVGDPVLRTG KPLSVELGPG  
   101 LMETIYDGIQ RPLKAIKEES QSIYIPRGID TPALDRTIKW QFTPGKFQVG  
   151 DHISGGDIYG SVFENSLISS HKILLPPRSR GTITWIAPAG EYTLDEKILE  
   201 VEFDGKKSDF TLYHTWPVRV PRPVTEKLSA DYPLLTGQRV LDALFPCVQG  
   251 GTTCIPGAFG CGKTVISQSL SKYSNSDAII YVGCGERGNE MAEVLMEFPE  
   301 LYTEMSGTKE PIMKRTTLVA NTSNMPVAAR EASIYTGITL AEYFRDQGKN  
   351 VSMIADSSSR WAEALREISG RLGEMPADQG FPAYLGAKLA SFYERAGKAV  
   401 ALGSPDRTGS VSIVAAVSPA GGDFSDPVTT ATLGITQVFW GLDKKLAQRK  
   451 HFPSINTSVS YSKYTNVLNK FYDSNYPEFP VLRDRMKEIL SNAEELEQVV  
   501 QLVGKSALSD SDKITLDVAT LIKEDFLQQN GYSTYDAFCP IWKTFDMMRA  
   551 FISYHDEAQK AVANGANWSK LADSTGDVKH AVSSSKFFEP SRGEKEVHGE  
   601 FEKLLSTMQE RFAESTD 
 

V-ATPase Untereinheit B 

Mr: 57771; Berechneter pI: 4,95 

Sequenzübereinstimmung: 63 %; Score: 533 

     1 MVLSDKELFA INKKAVEQGF NVKPRLNYNT VSGVNGPLVI LEKVKFPRYN  
    51 EIVNLTLPDG TVRQGQVLEI RGDRAIVQVF EGTSGIDVKK TTVEFTGESL  
   101 RIPVSEDMLG RIFDGSGRPI DNGPKVFAED YLDINGSPIN PYARIYPEEM  
   151 ISTGVSAIDT MNSIARGQKI PIFSASGLPH NEIAAQICRQ AGLVRPTKDV  
   201 HDGHEENFSI VFAAMGVNLE TARFFKQDFE ENGSLERTSL FLNLANDPTI  
   251 ERIITPRLAL TTAEYLAYQT ERHVLTILTD MSSYADALRE VSAAREEVPG  
   301 RRGYPGYMYT DLSTIYERAG RVEGRNGSIT QIPILTMPND DITHPIPDLT  
   351 GYITEGQIFV DRQLHNKGIY PPINVLPSLS RLMKSAIGEG MTRKDHGDVS  
   401 NQLYAKYAIG KDAAAMKAVV GEEALSIEDK LSLEFLEKFE KTFITQGAYE  
   451 DRTVFESLDQ AWSLLRIYPK EMLNRISPKI LDEFYDRARD DADEDEEDPD  
   501 TRSSGKKKDA SQEESLI 
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V-ATPase Untereinheit C 

Mr: 44088; Berechneter pI: 6,24 

Sequenzübereinstimmung: 78 %; Score: 841 

     1 ATALYTANDF ILISLPQNAQ PVTAPGSKTD SWFNETLIGG RAFVSDFKIP  
    51 EFKIGSLDTL IVESEELSKV DNQIGASIGK IIEILQGLNE TSTNAYRTLP  
   101 INNMPVPEYL ENFQWQTRKF KLDKSIKDLI TLISNESSQL DADVRATYAN  
   151 YNSAKTNLAA AERKKTGDLS VRSLHDIVKP EDFVLNSEHL TTVLVAVPKS  
   201 LKSDFEKSYE TLSKNVVPAS ASVIAEDAEY VLFNVHLFKK NVQEFTTAAR  
   251 EKKFIPREFN YSEELIDQLK KEHDSAASLE QSLRVQLVRL AKTAYVDVFI  
   301 NWFHIKALRV YVESVLRYGL PPHFNIKIIA VPPKNLSKCK SELIDAFGFL  
   351 GGNAFMKDKK GKINKQDTSL HQYASLVDTE YEPFVMYIIN L 
 

Enolase II  

Mr: 46812; Berechneter pI: 5,67 

Sequenzübereinstimmung: 22 %; Score: 66 

     1 AVSKVYARSV YDSRGNPTVE VELTTEKGVF RSIVPSGAST GVHEALEMRD  
    51 EDKSKWMGKG VMNAVNNVNN VIAAAFVKAN LDVKDQKAVD DFLLSLDGTA  
   101 NKSKLGANAI LGVSMAAARA AAAEKNVPLY QHLADLSKSK TSPYVLPVPF  
   151 LNVLNGGSHA GGALALQEFM IAPTGAKTFA EAMRIGSEVY HNLKSLTKKR  
   201 YGASAGNVGD EGGVAPNIQT AEEALDLIVD AIKAAGHDGK VKIGLDCASS  
   251 EFFKDGKYDL DFKNPESDKS KWLTGVELAD MYHSLMKRYP IVSIEDPFAE  
   301 DDWEAWSHFF KTAGIQIVAD DLTVTNPARI ATAIEKKAAD ALLLKVNQIG  
   351 TLSESIKAAQ DSFAANWGVM VSHRSGETED TFIADLVVGL RTGQIKTGAP  
   401 ARSERLAKLN QLLRIEEELG DKAVYAGENF HHGDKL 
 

Enolase 

Mr: 46845; Berechneter pI: 6,16 

Sequenzübereinstimmung: 18 %; Score: 43 

     1 MAVSKVYARS VYDSRGNPTV EVELTTEKGV FRSIVPSGAS TGVHEALEMR  
    51 DGDKSKWMGK GVLHAVKNVN DVIAPAFVKA NIDVKDQKAV DDFLISLDGT  
   101 ANKSKLGANA ILGVSLAASR AAAAEKNVPL YKHLADLSKS KTSPYVLPVP  
   151 FLNVLNGGSH AGGALALQEF MIAPTGAKTF AEALRIGSEV YHNLKSLTKK  
   201 RYGASAGNVG DEGGVAPNIQ TAEEALDLIV DAIKAAGHDG KIKIGLDCAS  
   251 SEFFKDGKYD LDFKNPNSDK SKWLTGPQLA DLYHSLMKRY PIVSIEDPFA  
   301 EDDWEAWSHF FKTAGIQIVA DDLTVTNPKR IATAIEKKAA DALLLKVNQI  
   351 GTLSESIKAA QDSFAAGWGV MVSHRSGETE DTFIADLVVG LRTGQIKTGA  
   401 PARSERLAKL NQLLRIEEEL GDNAVFAGEN FHHGDKL 
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Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 

Mr: 35940; Berechneter pI: 6,46 

Sequenzübereinstimmung: 15 %; Score: 123 

     1 MVRVAINGFG RIGRLVMRIA LQRKNVEVVA LNDPFISNDY SAYMFKYDST  
    51 HGRYAGEVSH DDKHIIVDGH KIATFQERDP ANLPWASLNI DIAIDSTGVF  
   101 KELDTAQKHI DAGAKKVVIT APSSTAPMFV MGVNEEKYTS DLKIVSNASC  
   151 TTNCLAPLAK VINDAFGIEE GLMTTVHSMT ATQKTVDGPS HKDWRGGRTA  
   201 SGNIIPSSTG AAKAVGKVLP ELQGKLTGMA FRVPTVDVSV VDLTVKLNKE  
   251 TTYDEIKKVV KAAAEGKLKG VLGYTEDAVV SSDFLGDSNS SIFDAAAGIQ  
   301 LSPKFVKLVS WYDNEYGYST RVVDLVEHVA KA 
 

 

V-ATPase Untereinheit E 

Mr: 26324; Berechneter pI: 5,33 

Sequenzübereinstimmung: 59 %; Score: 306 

     1 SSAITALTPN QVNDELNKMQ AFIRKEAEEK AKEIQLKADQ EYEIEKTNIV  
    51 RNETNNIDGN FKSKLKKAML SQQITKSTIA NKMRLKVLSA REQSLDGIFE  
   101 ETKEKLSGIA NNRDEYKPIL QSLIVEALLK LLEPKAIVKA LERDVDLIES  
   151 MKDDIMREYG EKAQRAPLEE IVISNDYLNK DLVSGGVVVS NASDKIEINN  
   201 TLEERLKLLS EEALPAIRLE LYGPSKTRKF FD 
 

V-ATPase Untereinheit H 

Mr: 12705; Berechneter pI: 8,96 

Sequenzübereinstimmung: 37 %; Score: 102 

     1 MSQKNGIATL LQAEKEAHEI VSKARKYRQD KLKQAKTDAA KEIDSYKIQK  
    51 DKELKEFEQK NAGGVGELEK KAEAGVQGEL AEIKKIAEKK KDDVVKILIE  
   101 TVIKPSAEVH INAL 
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2) Unter Galactose: 

 

V-ATPase Untereinheit A 

Mr: 119258; Berechneter pI: 5,83 

Sequenzübereinstimmung: 21 %; Score: 314 

     1 MAGAIENARK EIKRISLEDH AESEYGAIYS VSGPVVIAEN MIGCAMYELV  
    51 KVGHDNLVGE VIRIDGDKAT IQVYEETAGL TVGDPVLRTG KPLSVELGPG  
   101 LMETIYDGIQ RPLKAIKEES QSIYIPRGID TPALDRTIKW QFTPGKFQVG  
   151 DHISGGDIYG SVFENSLISS HKILLPPRSR GTITWIAPAG EYTLDEKILE  
   201 VEFDGKKSDF TLYHTWPVRV PRPVTEKLSA DYPLLTGQRV LDALFPCVQG  
   251 GTTCIPGAFG CGKTVISQSL SKYSNSDAII YVGCFAKGTN VLMADGSIEC  
   301 IENIEVGNKV MGKDGRPREV IKLPRGRETM YSVVQKSQHR AHKSDSSREV  
   351 PELLKFTCNA THELVVRTPR SVRRLSRTIK GVEYFEVITF EMGQKKAPDG  
   401 RIVELVKEVS KSYPISEGPE RANELVESYR KASNKAYFEW TIEARDLSLL  
   451 GSHVRKATYQ TYAPILYEND HFFDYMQKSK FHLTIEGPKV LAYLLGLWIG  
   501 DGLSDRATFS VDSRDTSLME RVTEYAEKLN LCAEYKDRKE PQVAKTVNLY  
   551 SKVVRGNGIR NNLNTENPLW DAIVGLGFLK DGVKNIPSFL STDNIGTRET  
   601 FLAGLIDSDG YVTDEHGIKA TIKTIHTSVR DGLVSLARSL GLVVSVNAEP  
   651 AKVDMNGTKH KISYAIYMSG GDVLLNVLSK CAGSKKFRPA PAAAFARECR  
   701 GFYFELQELK EDDYYGITLS DDSDHQFLLA NQVVVHNCGE RGNEMAEVLM  
   751 EFPELYTEMS GTKEPIMKRT TLVANTSNMP VAAREASIYT GITLAEYFRD  
   801 QGKNVSMIAD SSSRWAEALR EISGRLGEMP ADQGFPAYLG AKLASFYERA  
   851 GKAVALGSPD RTGSVSIVAA VSPAGGDFSD PVTTATLGIT QVFWGLDKKL  
   901 AQRKHFPSIN TSVSYSKYTN VLNKFYDSNY PEFPVLRDRM KEILSNAEEL  
   951 EQVVQLVGKS ALSDSDKITL DVATLIKEDF LQQNGYSTYD AFCPIWKTFD  
  1001 MMRAFISYHD EAQKAVANGA NWSKLADSTG DVKHAVSSSK FFEPSRGEKE  
  1051 VHGEFEKLLS TMQERFAEST D 
 

Pyruvat Kinase 

Mr: 54916; Berechneter pI: 7,56 

Sequenzübereinstimmung: 6 %; Score: 33 

     1 MSRLERLTSL NVVAGSDLRR TSIIGTIGPK TNNPETLVAL RKAGLNIVRM  
    51 NFSHGSYEYH KSVIDNARKS EELYPGRPLA IALDTKGPEI RTGTTTNDVD  
   101 YPIPPNHEMI FTTDDKYAKA CDDKIMYVDY KNITKVISAG RIIYVDDGVL  
   151 SFQVLEVVDD KTLKVKALNA GKICSHKGVN LPGTDVDLPA LSEKDKEDLR  
   201 FGVKNGVHMV FASFIRTAND VLTIREVLGE QGKDVKIIVK IENQQGVNNF  
   251 DEILKVTDGV MVARGDLGIE IPAPEVLAVQ KKLIAKSNLA GKPVICATQM  
   301 LESMTYNPRP TRAEVSDVGN AILDGADCVM LSGETAKGNY PINAVTTMAE  
   351 TAVIAEQAIA YLPNYDDMRN CTPKPTSTTE TVAASAVAAV FEQKAKAIIV  
   401 LSTSGTTPRL VSKYRPNCPI ILVTRCPRAA RFSHLYRGVF PFVFEKEPVS  
   451 DWTDDVEARI NFGIEKAKEF GILKKGDTYV SIQGFKAGAG HSNTLQVSTV 
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V-ATPase Untereinheit B 

Mr: 57771; Berechneter pI: 4,95 

Sequenzübereinstimmung: 56 %; Score: 426 

     1 MVLSDKELFA INKKAVEQGF NVKPRLNYNT VSGVNGPLVI LEKVKFPRYN  
    51 EIVNLTLPDG TVRQGQVLEI RGDRAIVQVF EGTSGIDVKK TTVEFTGESL  
   101 RIPVSEDMLG RIFDGSGRPI DNGPKVFAED YLDINGSPIN PYARIYPEEM  
   151 ISTGVSAIDT MNSIARGQKI PIFSASGLPH NEIAAQICRQ AGLVRPTKDV  
   201 HDGHEENFSI VFAAMGVNLE TARFFKQDFE ENGSLERTSL FLNLANDPTI  
   251 ERIITPRLAL TTAEYLAYQT ERHVLTILTD MSSYADALRE VSAAREEVPG  
   301 RRGYPGYMYT DLSTIYERAG RVEGRNGSIT QIPILTMPND DITHPIPDLT  
   351 GYITEGQIFV DRQLHNKGIY PPINVLPSLS RLMKSAIGEG MTRKDHGDVS  
   401 NQLYAKYAIG KDAAAMKAVV GEEALSIEDK LSLEFLEKFE KTFITQGAYE  
   451 DRTVFESLDQ AWSLLRIYPK EMLNRISPKI LDEFYDRARD DADEDEEDPD  
   501 TRSSGKKKDA SQEESLI 
 

V-ATPase Untereinheit C 

Mr: 44088; Berechneter pI: 6,24 

Sequenzübereinstimmung: 76 %; Score: 900 

     1 ATALYTANDF ILISLPQNAQ PVTAPGSKTD SWFNETLIGG RAFVSDFKIP  
    51 EFKIGSLDTL IVESEELSKV DNQIGASIGK IIEILQGLNE TSTNAYRTLP  
   101 INNMPVPEYL ENFQWQTRKF KLDKSIKDLI TLISNESSQL DADVRATYAN  
   151 YNSAKTNLAA AERKKTGDLS VRSLHDIVKP EDFVLNSEHL TTVLVAVPKS  
   201 LKSDFEKSYE TLSKNVVPAS ASVIAEDAEY VLFNVHLFKK NVQEFTTAAR  
   251 EKKFIPREFN YSEELIDQLK KEHDSAASLE QSLRVQLVRL AKTAYVDVFI  
   301 NWFHIKALRV YVESVLRYGL PPHFNIKIIA VPPKNLSKCK SELIDAFGFL  
   351 GGNAFMKDKK GKINKQDTSL HQYASLVDTE YEPFVMYIIN L 
 

Enolase II  

Mr: 46812; Berechneter pI: 5,67 

Sequenzübereinstimmung: 27 %; Score: 55 

     1 AVSKVYARSV YDSRGNPTVE VELTTEKGVF RSIVPSGAST GVHEALEMRD  
    51 EDKSKWMGKG VMNAVNNVNN VIAAAFVKAN LDVKDQKAVD DFLLSLDGTA  
   101 NKSKLGANAI LGVSMAAARA AAAEKNVPLY QHLADLSKSK TSPYVLPVPF  
   151 LNVLNGGSHA GGALALQEFM IAPTGAKTFA EAMRIGSEVY HNLKSLTKKR  
   201 YGASAGNVGD EGGVAPNIQT AEEALDLIVD AIKAAGHDGK VKIGLDCASS  
   251 EFFKDGKYDL DFKNPESDKS KWLTGVELAD MYHSLMKRYP IVSIEDPFAE  
   301 DDWEAWSHFF KTAGIQIVAD DLTVTNPARI ATAIEKKAAD ALLLKVNQIG  
   351 TLSESIKAAQ DSFAANWGVM VSHRSGETED TFIADLVVGL RTGQIKTGAP  
   401 ARSERLAKLN QLLRIEEELG DKAVYAGENF HHGDKL 
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Enolase 

Mr: 46845; Berechneter pI: 6,16 

Sequenzübereinstimmung: 20 %; Score: 44 

     1 MAVSKVYARS VYDSRGNPTV EVELTTEKGV FRSIVPSGAS TGVHEALEMR  
    51 DGDKSKWMGK GVLHAVKNVN DVIAPAFVKA NIDVKDQKAV DDFLISLDGT  
   101 ANKSKLGANA ILGVSLAASR AAAAEKNVPL YKHLADLSKS KTSPYVLPVP  
   151 FLNVLNGGSH AGGALALQEF MIAPTGAKTF AEALRIGSEV YHNLKSLTKK  
   201 RYGASAGNVG DEGGVAPNIQ TAEEALDLIV DAIKAAGHDG KIKIGLDCAS  
   251 SEFFKDGKYD LDFKNPNSDK SKWLTGPQLA DLYHSLMKRY PIVSIEDPFA  
   301 EDDWEAWSHF FKTAGIQIVA DDLTVTNPKR IATAIEKKAA DALLLKVNQI  
   351 GTLSESIKAA QDSFAAGWGV MVSHRSGETE DTFIADLVVG LRTGQIKTGA  
   401 PARSERLAKL NQLLRIEEEL GDNAVFAGEN FHHGDKL 
 

Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 

Mr: 35940; Berechneter pI: 6,46 

Sequenzübereinstimmung: 12 %; Score: 50 

     1 MVRVAINGFG RIGRLVMRIA LQRKNVEVVA LNDPFISNDY SAYMFKYDST  
    51 HGRYAGEVSH DDKHIIVDGH KIATFQERDP ANLPWASLNI DIAIDSTGVF  
   101 KELDTAQKHI DAGAKKVVIT APSSTAPMFV MGVNEEKYTS DLKIVSNASC  
   151 TTNCLAPLAK VINDAFGIEE GLMTTVHSMT ATQKTVDGPS HKDWRGGRTA  
   201 SGNIIPSSTG AAKAVGKVLP ELQGKLTGMA FRVPTVDVSV VDLTVKLNKE  
   251 TTYDEIKKVV KAAAEGKLKG VLGYTEDAVV SSDFLGDSNS SIFDAAAGIQ  
   301 LSPKFVKLVS WYDNEYGYST RVVDLVEHVA KA 
 

V-ATPase Untereinheit E 

Mr: 26324; Berechneter pI: 5,33 

Sequenzübereinstimmung: 46 %; Score: 99 

     1 SSAITALTPN QVNDELNKMQ AFIRKEAEEK AKEIQLKADQ EYEIEKTNIV  
    51 RNETNNIDGN FKSKLKKAML SQQITKSTIA NKMRLKVLSA REQSLDGIFE  
   101 ETKEKLSGIA NNRDEYKPIL QSLIVEALLK LLEPKAIVKA LERDVDLIES  
   151 MKDDIMREYG EKAQRAPLEE IVISNDYLNK DLVSGGVVVS NASDKIEINN  
   201 TLEERLKLLS EEALPAIRLE LYGPSKTRKF FD 
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