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Zusammenfassung

Zellen missen Uberflissige Bestandteile standig beseitigen, um nicht im eigenen Mill zu ersticken. Dabei
nimmt die Autophagozytose, das zellulare Recyclingsystem, eine zentrale Rolle ein. Mittels Autophagozytose
kénnen Zellen nicht mehr gebrauchtes Material in speziellen Containern, den Autophagosomen, verpacken und
zu zelluldren Recyclingstationen transportieren. Dort werden sie abgebaut und der Wiederverwertung
zugefuhrt. Die Forscher haben kirzlich ein molekulares Gerlst identifiziert, das, @hnlich einem Millkorb, die
auBere Hille des Recycling-Containers bildet.

Summary

Autophagy is a recycling system of the cell that prevents all kinds of cellular waste from accumulating.
Autophagy sequesters such material in specialized containers, which are like other organelles of the cell
surrounded by a flexible membrane. These containers transport their contents to cellular recycling stations for
degradation. The researchers recently identified a specialized set of proteins that stabilize autophagic
containers. Similar to recycling bins, these proteins form a stiff shell on top of the membrane to provide
physical support.

Die zelluldre Miillentsorgung

Alle Lebewesen bestehen aus Zellen, die wie bei einzelligen Organismen entweder autonom existieren oder
im Verbund mit anderen Zellen spezielle Aufgaben ibernehmen. Allen ist gemein, dass ihre Bestandteile, wie
beispielsweise Proteine oder Organellen, funktionsunféahig oder beschadigt werden kdnnen. Geschieht dies mit
den Kraftwerken der Zelle, den sogenannten Mitochondrien, werden toxische Substanzen frei, die das Erbgut
schadigen und somit zum Sterben der Zelle oder deren Entartung fihren. Um dies zu verhindern, haben Zellen
ein hocheffizientes Recyclingsystem entwickelt. Es sammelt beschadigte zelluldre Bestandteile ein und isoliert
sie somit. AnschlieBend werden sie zu den Recyclingstationen der Zelle, den Lysosomen, transportiert und in
ihre Bestandteile zerlegt. Ein unzureichendes Recycling kann jedoch zur Akkumulation von zellularem Abfall
und als Konsequenz zur Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen wie beispielsweise Alzheimer
oder Krebs beitragen.
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Wie schaffen es Zellen, Abfall zu erkennen und zu isolieren? Sie produzieren eine Art Recycling-Container, mit
denen sie den Abfall zuerst einsammeln und dann umschlieBen. Diese Container miissen sich den zelluldren
Strukturen, die sie einschlieBen sollen, anpassen kdnnen und zudem aber stabil sein. Diesen offensichtlichen
Widerspruch 16st die Zelle ahnlich wie wir es tun: Sie bildet einen flexiblen Millsack, bestehend aus
Membranen, die nicht nur die Zelle selbst, sondern auch Organellen umgeben und sie somit abschirmen und
begrenzen, und einen stabilen Container. Die Membranen kénnen mit Hilfe der Elektronenmikroskopie sichtbar
gemacht werden (Abb. 1).

Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Hefezelle.
(A) Die Hefezelle ist durch eine Zellmembran (ZM) umgeben.
Autophagosomen (A) und die sie umgebende Membran sind
zu sehen. Die Autophagosomen befinden sich in der Vakuole
(V) der Hefezelle, analog zu den Lysosomen in menschlichen
Zellen. Daneben befindet sich der Nukleus der Zelle (N). (B)
Schematische Darstellung eines Autophagosoms wahrend
seiner Entstehung. Autophagosomen kénnen beispielsweise
geschadigte Mitochondrien aufnehmen.
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Wie diese Membranen stabilisiert werden, war jedoch unbekannt und Gegenstand der Studien der Forscher.
Proteine, die vermutlich an der Stabilisierung der Membran beteiligt sind und somit einen Container bilden
kénnen, steuern auch das Wachstum des Autophagosoms und somit seine GroBe. Diese Faktoren kdénnen
benutzt werden, um gezielt in das zelluldare Abfallsystem einzugreifen und auf diese Weise Krankheiten wie
Krebs oder Alzheimer zu therapieren. Wenn beispielsweise groBere Autophagosomen gebildet wiirden, kénnte
mehr Mull eingesammelt werden und Proteinklumpen, wie sie sich in Nervenzellen bei der Alzheimerschen
Erkrankung ansammeln, kdnnten effizienter beseitigt werden. Wiirde man im Gegensatz dazu verhindern,
dass die Zelle Autophagosomen bildet, sammelt sich zelluldrer Abfall an. Eine Behandlung von Krebs mittels
Chemotherapie, deren Ziel es ist, Krebszellen irreparabel zu schdadigen, ware somit effizienter und besser
vertraglich. Diese beiden Beispiele zeigen, dass es von groBem medizinischen Interesse und Nutzen ist, die
Autophagozytose zu steuern.

Die Autophagozytose im Reagenzglas nachgebaut

Um zu verstehen, wie sich Autophagosomen bilden, muss man zunachst die molekularen Maschinen
identifizieren, die diesen Prozess vorantreiben und steuern. Dies wurde mit Hilfe genetischer Untersuchungen
in Hefezellen erreicht. Sie produzieren, ahnlich menschlicher Zellen, Autophagosomen, und die Proteine, die
daran beteiligt sind, haben vieles gemeinsam. Daher koénnen Erkenntnisse U(ber den Ablauf der
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Autophagozytose in Hefe auf den Prozess in menschlichen Zellen lbertragen werden. Im Gegensatz zu
menschlichen Zellen sind alle relevanten Proteine, die an der Autophagozytose in Hefezellen beteiligt sind,
identifiziert worden. Ihre Funktion war jedoch bislang weitgehend unklar. Dies liegt vor allem daran, dass
gangige biochemische und zellbiologische Verfahren zur Charakterisierung der Proteine fehlschlugen.

Ein innovativer Weg, der sich schon bei der Untersuchung anderer Mechanismen der Abfallentsorgung bewéhrt
hat, versucht, den Prozess im Reagenzglas nachzubauen [1]. Dazu werden die Bestandteile, zum einen
Proteine und zum anderen Membranen, unter kontrollierten Bedingungen im Reagenzglas zusammengebracht.
Die Membranen bilden dabei die Plattform, auf der sich diejenigen Proteine, die bei der Autophagozytose eine
Rolle spielen, zu molekularen Maschinen zusammensetzen. Der Aufbau und die Aktivitdt der molekularen
Maschinen kann nachfolgend mit verschiedensten biochemischen und biophysikalischen Methoden untersucht
werden.

Viele dieser Methoden basieren auf der Beobachtung von Proteinen und Membranen mittels
Fluoreszenzmikroskopie. Dazu werden die Proteine rekombinant hergestellt, das heiBt, das Gen, das ein
entsprechendes Protein kodiert, wird in Bakterienzellen eingefihrt. Die Bakterien produzieren das Protein
daraufhin in groBen Mengen, sodass es anschlieBend nach Aufschluss der Bakterienzellen gereinigt werden
kann. Am Ende wird das Protein mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die Membranen wiederum werden aus
synthetisch hergestellten Lipiden erzeugt. Eines dieser Lipide ist mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert
mit der Folge, dass die Membran ebenfalls fluoresziert. Die Beweglichkeit der Proteine kann auf den
Membranen nun dadurch untersucht werden, dass man in einem eng begrenzten Bereich die Fluoreszenz
ausschaltet, indem man die Farbstoffe mit hochenergetischem Laserlicht beschieBt. Die Vermischung von
gebleichten Proteinen mit denen aus der nicht gebleichten Region gibt dann Aufschluss Uber deren
Beweglichkeit. Im Falle des Proteingeriistes zeigte sich, dass keine Durchmischung stattfindet, die Proteine
also unbeweglich auf der Membran sind [2]. Das ist die Grundvoraussetzung dafli, dass sie einen
stabilisierenden Container aufbauen kénnen (Abb. 2).
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Abb. 2: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung des
Proteingeristes eines Autophagosoms. Gezeigt sind
klinstliche Membran-Vesikel (wei, A) und die mit ihnen
interagierenden Proteine (griin, B). Gebleichte
fluoreszenzmarkierte Lipide durchmischen sich rasch mit
ungebleichten, wédhrend bei Proteinen keine Durchmischung
stattfindet, erkennbar an den weiBen Pfeilen.
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Dem Container auf den Zahn gefiihlt
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Der Container braucht Struktur, und die Erkenntnisse aus den Fluoreszenzexperimenten legen nahe, dass sich
die untersuchten Proteine zu einer starren Hille zusammenlagern, die die Membran des Autophagosoms
umgibt und stabilisiert. Um die Struktur der Proteinhille zu untersuchen, kam ein anderes biophysikalisches
Messverfahren zum Einsatz, die sogenannte atomare Kraftmikroskopie. Dabei tastet eine hochempfindliche,
nadelartige Spitze die Oberflache ab. Jede Erhebung wird durch die Spitze registriert. Da die Membran selbst
sehr eben und flach ist, werden Erhebungen, die durch die sich auf der Membran befindenden Proteine
hervorgerufen werden, registriert und in Form eines Hohenprofils dargestellt. Diese Untersuchungen zeigten,
dass sich die Hillenproteine zu einem flachen Gerilist auf der Membran zusammensetzen. Dieses Gerlst ist nur
wenige Nanometer (millionstel Millimeter) hoch, bildet aber auf vergleichbar groBen Membranflichen eine
homogene Gerlststruktur aus (Abb. 3).
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Abb. 3: (A) Héhenprofil des Proteingeristes von
Autophagosomen auf einer sogenannten Supported Lipid
Bilayer (Membran auf einem Trager aus Glas). (B)
Schematische Darstellung des Aufbaus eines Proteingeriistes,
wie es vermutlich auf Autophagosomen zu finden ist.
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Biochemische und zellbiologische Untersuchungen konnten zudem zeigen, wie das Gerlist aufgebaut ist und
wie dessen Komponenten miteinander interagieren [2]. Genau diese Erkenntnisse bilden die Grundlage fir die
Entwicklung von Medikamenten, die gezielt in den Aufbau des Geristes und folglich in die Entstehung von
Autophagosomen eingreifen kénnen. Neuartige Therapien zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen
oder Krebs waren die Folge.
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