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Im Jahr 1970 wurde in der inzwischen klassischen Arbeit
von George Palade (Nobelpreis 1974; Abbildung 1) nachge-
wiesen, dass sezernierte Proteine vom endoplasmatischen
Reticulum (ER) in speziellen Behiltern zur Zelloberfldche
transportiert werden. Diese Transportvesikel schniiren sich
von einer Membran ab und verschmelzen mit der nichsten.
Dabei durchqueren sie die Golgi-Stapel (Abbildung 2). Wir
wissen heute, dass dieser intrazelluldre Proteintransport allen
Eukaryoten gemeinsam ist. Viele Arten von Vesikeln durch-
queren die Zelle, beladen mit vielerlei Fracht, die abgeliefert
werden muss. Das Ergebnis ist eine wohlorganisierte Cho-
reographie eines sekretorischen, biosynthetischen und en-
docytischen Proteinverkehrs, der die internen physiologi-
schen Bediirfnisse der Zelle bedient, die innere Organisation
vorantreibt und die Kommunikation mit der Au3enwelt und
die Aufnahme von Nahrung und Signalen ermoglicht.

Man kann sich fiir alle Transportvorgédnge von Vesikeln
zwei Grundschritte vorstellen: Knospung (wenn sich ein
Vesikel von einer ,,Donormembran* abschniirt) und Fusion
(wenn die Vesikelmembran mit der ,,Akzeptormembran* am
angesteuerten Ziel verschmilzt). Der Membranfusionspro-

.

George E. Palade (1912-2008)
Yale University, Nobelpreis (1974)

Abbildung 1. Der Begriinder der modernen Zellbiologie, George E.
Palade, Nobelpreistriger fiir Physiologie oder Medizin 1974. Palade
war zu dieser Zeit an der Yale University, wo er das jetzige Department
of Cell Biology griindete, das ich leitete, als ich den Nobelpreis erhielt.
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Abbildung 2. Das Konzept des intrazelluldren Transports, wie es von
Palade in seinem Nobelvortrag 1974 dargelegt wurde. Zu den véllig
unbeantworteten Fragen gehérte, wie die postulierten Transportvesikel
gebildet werden und wie sie spezifisch mit ihren Zielmembranen ver-
schmelzen kénnen, um die passende Beladung am richtigen Ort zur
richtigen Zeit abliefern zu kénnen. Die Abbildung ist dem veréffent-
lichten Vortrag entnommen.!"!

zess hat fiir die intra- und extrazelluldre Phyiologie eine be-
sondere Bedeutung (Abbildung 3). Die Fusion von Vesikeln
innerhalb der Zelle muss mit ausgezeichneter Spezifitét ab-
laufen, damit nicht eine Organelle die funktionalen Eigen-
schaften einer anderen annimmt. Die Fusion mit der Zell-
oberfliche (Plasmamembran) (Exocytose) fithrt zur Freiset-
zung des Vesikelinhalts, der fast immer aus hochaktiven
Substanzen besteht und daher sehr genau reguliert werden
muss. Die Exocytose wird von fast jeder Zelle und jedem
Gewebe im Korper genutzt. Die verwirrende Vielzahl von
Signalmolekiilen, die durch Exocytose ausgeschieden wird,
bietet einen umfassenden Uberblick iiber die Physiologie und
oft auch iiber verwandte Erkrankungen: Neurotransmitter
und ihre Ionenkanal-Rezeptoren, endokrine Hormone wie
Insulin, Transporter fiir Glucose und andere Néahrstoffe, sys-

[*] Prof. ). E. Rothman
Department of Cell Biology, Yale University
333 Cedar Street, CT 06520 New Haven (USA)

[**] Copyright® Nobelstiftung 2013. Wir danken der Nobelstiftung,
Stockholm, fiir die Genehmigung zum Abdruck einer deutschen
Fassung dieses Vortrages.
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temische Mediatoren wie Histamin und Adrenalin, Wachs-
tumsfaktoren und viele andere.

James Edward Rothman wurde am 3. No-
vember 1950 als Sohn von Gloria Rothman
(geborene Hartnick, geb. 1923) und Martin
Rothman (1915-2005) in Haverhill, Massa-
chusetts (USA) geboren; er hat zwei jiingere
Briider, Richard und John. Er ist mit_Joy
Hirsch verheiratet, die ebenfalls Professorin
in Yale ist, und hat zwei Kinder, Matthew
(1977) und Lisa (1982). Rothman besuchte
Public Schools in Haverhill, Massachusetts
(6 Jahre Elementary School) und dann ab
1964 die Pomfret School (Pomfret, Connec-
] ticut), die er 1967 abschloss. Er immatriku-
lierte smh am Yale College erhielt 1971 den B.A. in Physik mit summa
cum laude, nachdem er Scholar of the House war. Rothman schrieb sich
dann an der Harvard Medical School als Master-Student ein und nahm
am M.D./Ph.D.-Programm teil. Er promovierte 1976 in Biochemie bei Eu-
gene P. Kennedy. Von dort wechselte er zur Arbeitsgruppe von Harvey F.
Lodish ans Department of Biology am MIT als Damon-Runyan-Postdokto-
rand (1976-1978). 1978 ging er als Assistant Professor an das Department
of Biochemistry der Stanford University, erhielt 1981 als Associate Professor
eine feste Stelle und wurde 1984 zum Full Professor beférdert. Rothman
iibernahm 1988 den E. R. Squib-Lehrstuhl fiir Molekulare Biologie am De-
partment of Molecular Biology der Princeton University. 1991 wechselte er
an das Memorial Sloan-Kettering Cancer Center das Cellular Biophysics
and Biochemistry Department, war stellvertretender Leiter des Sloan-Kette-
ring Institute for Cancer Research und war Inhaber des Paul Marks-Lehr-
stuhls. Im Jahr 2004 iibernahm Rothman eine Professur am Columbia
University College of Physicians and Surgeons am Department of Physio-
logy and Cellular Biophysics, leitete gleichzeitig das Columbia Genome
Center und hatte den Clyde and Helen Wu-Lehrstuhl fiir Chemische Biolo-
gie inne. 2008 kehrte er dann nach Yale zuriick, wo er gegenwidrtig Wall-
ace-Professor of Biomedical Science und Leiter des Department of Cell
Biology ist. Daneben leitet er auch das Nanobiology Institute und ist Pro-
fessor fiir Chemie.
Vor der Verleihung des Nobelpreises wurden Rothmans Beitrige zur Zell-
biologie, Biochemie und den Neurowissenschaften mit zahlreichen Preisen
und Ehrungen gewiirdigt. Dazu gehéren: der Eli Lilly Award for Funda-
mental Research in Biological Chemistry, USA (1986); der Passano Young
Scientist Award, USA (1986); der Alexander-von-Humboldt-Preis, Deutsch-
land (1989); der Heinrich-Wieland-Preis, Deutschland (1990); die Wahl
zum Mitglied der US National Academy of Sciences (1993); der Rosenstiel
Award in Biomedical Sciences, USA (1994); die Wahl zum Fellow der
American Academy of Arts and Sciences (1994); der Fritz Lipmann Award,
USA (1995); die Wahl zum Mitglied des Institute of Medicine, National
Academy of Sciences, USA (1995); Ehrendoktor der Universitiit Regens-
burg, Deutschland (1995); die Wahl zum Foreign Associate, European Mo-
lecular Biology Organization (1995); der Gairdner Foundation Internatio-
nal Award, Kanada (1996); der King Faisal International Prize in Science,
Saudi-Arabien (1996); die Harden Medaille der British Biochemical Socie-
ty, UK (1997); der Lounsbery Award, National Academy of Sciences, USA
(1997); der Feodor Lynen Award, USA (1997); Ehrendoktor der Universi-
tit Genf (1997); der Jacobeeus Prize, Dinemark (1999); der Heineken
Prize for Biochemistry, Niederlande (2000); die Otto-Warburg Medaille,
Deutsche Biochemische Gesellschaft, Deutschland (2001); der Louisa
Gross Horwitz Prize, USA (2002); der Lasker Basic Research Award, USA
(2002); die Wahl zum Ehrenmitglied der Japanese Biochemical Society
(2005); der Beering Award USA (2005); die Wahl zum Fellow der Ameri-
can Association for the Advancement of Science (2007); die E.B. Wilson
Medal, American Society for Cell Biology (2010); der Kavli Prize in Neuro-
science, Norwegen (2010); und der Massry Prize. USA
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Die Vorgeschichte

Solange ich mich erinnern kann, wollte ich Wissen-
schaftler werden, genauer Physiker. Ich wei} nicht, wie dieser
Wunsch entstand, doch sicher spielte meine Familie eine
Rolle, die auf Bildung insbesondere in Wissenschaft und
Medizin besonderen Wert legte. Meine Mutter Gloria mit
ihrer Konzentration und ihrem Schwung wire in der heutigen
Zeit eine anspruchsvolle Fithrungskraft. Sie organisierte den
Haushalt und die piddiatrische Praxis meines Vaters und
brachte mir zum Beispiel Organisation und Managen bei.
Mein Vater war ein intellektueller Kleinstadtarzt, der als
junger Mann medizinische Forschung betreiben wollte, der
aber seine Ausbildung wihrend der Weltwirtschaftskrise ab-
schloss und dann in die Wirren des 2. Weltkriegs verstrickt
wurde. Er legte immer Wert darauf, mich an seinem Leben
teilhaben zu lassen. Mit etwa zehn Jahren begleitete ich ihn
bei nichtlichen Hausbesuchen, manchmal auch zum Kran-
kenhaus. Ich half ihm, die QT-Intervalle in den EKGs seiner
Patienten zu bestimmen und Blutanalysen im Labor hinter
seinem Biiro durchzufiihren.

Ich denke aber, dass meine Begeisterung fiir die Wissen-
schaft mindestens genauso durch das Umfeld bestimmt
wurde, in dem ich groB3 wurde. In den 50er und 60er Jahren
wurden Wissenschaft und Technik von den Amerikanern
nach dem Sieg im 2. Weltkrieg intuitiv als Hauptpfeiler
wirtschaftlicher und politischer Macht angesehen. Diese Ara
begann mit der Polio-Impfung, die eine bedrohliche Krank-
heit ausrottete, und der Atomenergie (mit allen Vor- und
Nachteilen). Sie endete mit dem Transistor, dem Computer
und den ersten Menschen auf dem Mond. Die bekanntesten
Wissenschaftler und Praktiker waren offentliche Helden:
Salk, Einstein, Oppenheimer und die ersten Astronauten
(Abbildung 4).

War es in einem solchen Umfeld, mit der Unterstiitzung
meiner Familie und mit einem frithen Talent fiir Mathematik
iiberraschend, dass ich mich mit Elektronik befasste und
Raketen entwickelte, wiahrend ich noch in der Grundschule
war (Abbildung 5) ? Raketen waren eine tolle Sache fiir mich.
In der 7. Klasse eignete ich mir selbst die Grundlagen der
Trigonometrie an, sodass ich die Hohe der Raketen triangu-
lieren konnte, und dann Analysis, sodass ich die mafB3gebliche
Physik besser verstand. Als ich Physik und Mathematik in der
Highschool und danach dann ernsthaft studierte, verschlang
ich den Stoff regelrecht und las Vieles iiber den Unter-
richtsinhalt der Secondary School hinaus, soviel, dass ich den
Abschluss bereits ein Jahr frither ablegen konnte. Als ich 1967
ans Yale College kam, war ich absolut auf theoretische Physik
fixiert.

Das ist zwar nicht das Ende der Geschichte, doch die
Physik lehrte mich, schonungslos die Bestandteile eines Pro-
blems zu analysieren, indem ich mir zuerst vorstellte, wie eine
mogliche Losung aussehen konnte. Dies kann ein hilfreicher
Ansatz sein, wenn man in dem Nebel herumstochert, der die
unbekannten Wasser der Biologie bedeckt. Wahrend meines
vorletzten Jahres in Yale vollzog ich im letzten Moment und
fast iibergangslos eine Wendung hin zur Biologie (mit der ich
einem nachdriicklichen Vorschlag meines Vaters folgte, ich
solle es mit etwas Biologischem versuchen statt mit all dieser
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Abbildung 3. Vesikelfusion — der Transportprozess. Die Membranfusion ist der fundamentale Vorgang, der den ortsspezifischen Transport der
Fracht erméglicht. Die Fusion von Vesikeln, die unterschiedliche Frachten tragen, unterliegt einer Vielzahl grundlegender Prozesse in den Zellen
und der Physiologie des Organismus, von der Verteilung spezifischer Gruppen von Proteinen zu vorbestimmten Kompartimenten im Cytoplasma,
darunter Signalrezeptoren an der Plasmamembran (Zellwachstum und —teilung; oben links), Sekretion von Hormonen und anderen Signalmole-
kilen (endokrine und exokrine Physiologie; oben Mitte) und synaptische Ubertragung (oben rechts), die ein spezieller Fall interzellularer Kommu-
nikation ist. Elektronenmikroskopische Aufnahmen (untere Reihe, von links) zeigen die Transportvesikel, die ER und Golgi im frithen sekretori-
schen Weg verbinden (exokrine azindse Pankreaszelle), grolere sekretorische Speichervesikel mit Insulin vor und nach der Fusion (endokrine
Pankreas-f3-Zellen) und synaptische Vesikel (die Neurotransmitter enthalten) bevor (oben) und nachdem (unten) die Ausschiittung durch Verin-
derung des Membranpotentials ausgelést wurde (neuromuskulire Endplatte).

Abbildung 4. Die Zeit von 1950-1965, als ich aufwuchs, war in vieler
Hinsicht ein Héhepunkt der physikalischen Ara. Die Ara der Biologie
hatte schon begonnen, war aber noch nicht voll im Gange. Jonas Salk
gelang die Produktion des ersten weithin verfiigbaren Impfstoffes
gegen Polio (oben links). Die Physiker Albert Einstein und J. Robert
Oppenheim beim Anbruch der Ara der Kernenergie (unten links). Der
Mercury-Astronaut Alan Shepherd vor dem Start (rechts).
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Physik). Und schon in der allerersten Vorlesung in allgemei-
ner Biologie (von dem charismatischen und brillanten Bio-

Abbildung 5. Der Autor (zweiter von rechts) bereitet im Alter von
12 Jahren den Abschuss eines Raketenmodells vor. Ich war von Mathe-
matik, Physik und Technologie fasziniert.
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physiker Frederic Richards) war ich iiberrascht, dass — im
Gegensatz zu dem hochstrukturierten Gebiet der Physik — die
Forschungsfront der Molekularbiologie unmittelbar zuging-
lich erschien, dennoch aber dhnlich streng und strukturbasiert
sein konnte.

Eine Reihe von Ereignissen brachte mich mit Donald
Engelmann zusammen, der damals ein neuer Assistant Pro-
fessor fiir Biophysik in Yale war; durch ihn wurde mein ex-
perimenteller Zugang zur Wissenschaft durch die Biophysik
von Membranen geprigt. Yale ermdglichte mir, alle formalen
Kurse fallenzulassen (und trotzdem weiter an meinem Ab-
schluss zu arbeiten; das erlauben sie inzwischen nicht mehr
...), um mich mit voller Kraft der Forschung zu widmen,
wofiir ich immer dankbar sein werde. In diesem Jahr lernte
ich von Engelman, jeden Datenkriimel zu zerlegen, um
moglichst viel Information zu gewinnen, und ich wurde Wis-
senschaftler. Danach wechselte ich 1971 zur Harvard Medical
School mit dem Wunsch, Biologie umfassend zu erlernen
(statt sie praktisch auszuiiben). Ich verlieB das MD-Pro-
gramm nach den Grundkursen, aber mit gentigend Einblick in
die Klinik, um fiir mein ganzes Leben Respekt vor der kli-
nischen Medizin zu erwerben.

Als Student im ersten Jahr in Medizin lernte ich in Hi-
stologie zuerst den sekretorischen Weg kennen, als die Ent-
deckungen von George Palade noch frisch und aufregend
waren. Welch ein erstaunlicher Prozess — wie konnen Zellen
aus Membranen Vesikel herstellen? Wie kann jedes Vesikel
wissen, wo es hingehort? Wie kann es verschmelzen? Der
Vorgang war besonders deshalb so bemerkenswert, weil es zu
dieser Zeit noch nicht moglich war, sich eine molekulare
Erkldrung dafiir auch nur in Umrissen vorzustellen. Das
Problem fesselte meine Phantasien, aber es war noch nicht
geniigend bekannt, um sich produktiv damit auseinanderzu-
setzen.

In meiner Doktorarbeit an der Harvard Medical School
bei Eugene Kennedy (Abbildung6), einem Meister der
Membranbiochemie, klarte ich auf, wie die Lipiddoppel-

Eugene Patrick Kennedy
(1919 - 2011)

Abbildung 6. Der Betreuer meiner Doktorarbeit, Gene Kennedy, ein
Meister der Biochemie von Zellmembranen.
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schicht durch asymmetrische Biosynthese gebildet wird.
Kennedy, ein brillanter Intellektueller und ein origineller
Denker, brachte mir bei, komplexe Probleme biochemisch zu
beschreiben.

Die Schliisselelemente fiir einen Durchbruch

Riickblickend sieht man leicht, dass viele Elemente sich
auf gliickliche Weise zusammenfiigten und mir so die Ent-
deckungen ermoglichten, die heute mit dem Nobelpreis ge-
wiirdigt werden. Ich griff das Sortierproblem in den spiten
70er Jahren mit breitem Hintergrundwissen auflerhalb des
Gebietes auf. Dies erwies sich als hilfreich, lieB mich aber
dennoch hinreichend unbefangen an die Sache gehen. Andere
Schliisselfaktoren waren die Ausbildung und die Perspektive
eines jungen Wissenschaftlers (ich habe bereits dariiber ge-
sprochen); eine Arbeitsumgebung in einer Abteilung, in der
zu Risikobereitschaft ermutigt wurde; eine stabile For-
schungsforderung iiber ein Jahrzehnt, die Innovationen er-
moglichte; die geschickte Wahl eines Problems (zur richtigen
Zeit, noch schwierig, aber nicht unméglich und dennoch ge-
wichtig); eine besondere und produktive Art, Probleme an-
zugehen (in meinem Fall durch den vereinfachenden, aus der
physikalischen Chemie entlehnten Ansatz, den ich noch be-
schreiben werden); die richtigen (herausragenden) Studenten
zur richtigen Zeit; und natiirlich harte Arbeit und Ausdauer,
um eine Methode zu entwickeln, die nach zahlreichen
schmerzlichen Fehlversuchen auch funktionierte.

Erstens, eine ideale Arbeitsumgebung: Ich hatte das grof3e
Gliick, ein Angebot des Biochemie-Departments in Stanford
zu erhalten, wihrend ich noch Medizin studierte, eine Gele-
genheit, die ich nicht voriibergehen lassen konnte, denn es bot
sich mir die seltene Chance, meine eigene Forschung in dem
auBergewohnlichen Umfeld zu beginnen, das von Arthur
Kornberg, einem der grofen Biochemiker des 20. Jahrhun-
derts (Abbildung 7), geschaffen worden war. Zum Gliick war
Stanford bereit, etwa ein Jahr auf mich zu warten, bis ich
meine Postdoktorandenstelle antrat. So verlie$ ich 1976 die
Havard Medical School (nach abgeschlossener Promotion)
und ging zum MIT zu Harvey Lodish, Stanford fest im Blick.
Lodish brachte mir bei, mit komplexen zellfreien Systemen
(Translokation iiber die Membran, gekoppelt mit der Prote-
inbiosynthese) zu arbeiten — und auch, wie man ein grof3es
Labor mutig und energisch fiihrt.

Mit meinem Umzug nach Stanford im Sommer 1978
begann ein neuer Abschnitt meiner Entwicklung als Wissen-
schaftler. Von Kornberg lernte ich zwei entscheidende Dinge
zu einem entscheidenden Zeitpunkt: wie man die Strategie
zur erfolgreichen biochemischen Zergliederung eines kom-
plexen Systems formuliert; und einen tiefen Glauben daran,
dass, egal wie komplex ein Problem sei, die Biochemie (ir-
gendwann) erfolgreich sein und tatsichlich den einen siche-
ren Weg zu den zugrundeliegenden molekularen Mechanis-
men weisen wiirde. Kornbergs Bekenntnis zu dieser Aussage
war iiberzeugend, denn es stand auf sehr festem Fundament.
SchlieBlich war die zellfreie Rekonstitution der zentrale ex-
perimentelle Ansatz der gesamten Biochemie seit ihrer Be-
grilndung mit der Entdeckung der alkoholischen Gérung in
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Arthur Kornberg (1918- 2007)
Stanford University, Nobelpreis (1959)

Abbildung 7. Arthur Kornberg, ein glinzender Enzymologe und Be-
griinder des Department of Biochemistry an der Standford University,
das er de facto noch immer leitete, als ich dort 1978 als Assistant Pro-
fessor anfing. Im Nachbarlabor zeigte er mir durch sein Vorbild, wie
ein grofler Wissenschaftler mit Buchners Weltsicht einen komplexen
biologischen Prozess aufklart.

Hefeextrakten durch Eduard Buchner (Nobelpreis 1907) am
Ende des 19. Jahrhunderts, der das entwickelte, was dann die
moderne Biochemie wurde (Abbildung 8). Und bis zum Ende
der 70er Jahre waren die Kernprinzipien der ATP-Synthese,
der DNA-Replikation, der RNA-Transkription, der Protein-
synthese und sogar der genetische Code relativ neue ,, Tro-
phéden“ des Rekonstitutionsansatzes, der sehr effizient die
Feinheiten der physiologischen Regulation abstreift und die
robuste Maschinerie im Zentrum nachweist.

Die Auswahl des richtigen Problems zur richtigen Zeit:
Man muss sich intensiv auf den zentralen Aspekt und nicht
auf eine Randfrage eines relevanten Problems konzentrieren,
das reif fiir den richtigen Ansatz ist. Wie bereits erwdhnt, war
ich schon als Medizinstudent in den frithen 70er Jahren be-
geistert von dem ,,Sortierproblem* (wie es damals genannt

Eduard Buchner (1860-1917)

Nobel Prize (1907) "for
his discovery of cell-free
fermentation” dispelling
vitalism, firmly rooting
biology in chemistry

“We are seeing cells more and more clearly as
chemical factories, where the various products are
manufactured in separate workshops, the enzymes
act[ing] as the overseers” - Nobel Lecture (1907)

Abbildung 8. Eduard Buchner gilt als Begriinder der modernen Bioche-
mie.
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wurde: wie werden neu synthetisierte Proteine von den
Ribosomen zu ihren spezifischen Bestimmungsorten in der
Zelle verteilt?), doch war es nicht vor dem Ende des Jahr-
zehnts reif fiir einen Angriff. Die Situation &nderte sich
damals dramatisch, als das Sortierproblem aufgrund mehre-
rer entscheidender Befunde viel priziser definiert werden
konnte. Giinter Blobel (Nobelpreis 1999) hatte inzwischen
herausgefunden, dass diese Proteine eingebaute Signale
tragen, die sie ins ER dirigieren, und folgerte, dass Proteine
ganz allgemein Signalsequenzen enthalten, die ihre Lokali-
sation in der Zelle festlegen. Inzwischen ist dies als Grund-
prinzip anerkannt. Michael Brown und Joseph Goldstein
(Nobelpreis 1985) hatten bei der Aufklirung des grundle-
genden Mechanismus der Cholesterin-Homoostase gerade
die ersten sicheren Hinweise darauf geliefert, dass der se-
lektive Transport zwischen Kompartimenten durch Vesikel
vermittelt wird, wobei Rezeptoren beteiligt sind, die fiir die
Signale in der transportierten Ladung spezifisch sind (Partikel
aus Lipoprotein niedriger Dichte, LDL). Clathrin-beschich-
tete Vesikel®® {ibernehmen die Endocytose von Plasma-
lipoproteinen, sodass ihr Cholesterin in den Lysosomen zur
Wiederverwendung durch die Zellen freigesetzt wird. Diese
Vesikel sammeln Lipoproteine aus dem Medium mithilfe
eines Rezeptors (LDL-Rezeptor), der an den ausgekleideten
Regionen der Membran, die an der Knospung beteiligt sind,
lokalisiert ist. Aus all dem folgte, dass die Losung des Sor-
tierproblems erfordert, dass man versteht, wie jeder Vesi-
keltyp zur korrekten Zielmembran in der Zelle gelangt und
mit ihr fusioniert.

Ein einzigartiger Weg, um das Problem anzugehen: Indem
ich die Gedankenwelt eines Physikers auf die Komplexititen
und Geheimnisse der Zellbiologie anwendete, erdffnete ich
mir eine Perspektive und einen Ansatz, um das Problem
produktiv anzugehen. Physiker suchen universelle Gesetz-
maéaBigkeiten, um alle verwandten Prozesse auf einer ge-
meinsamen Grundlage zu erkldren und erreichen dies, indem
sie die einfachste Hypothese formulieren um die Fakten zu
erklaren. Die vorherrschende Meinung unter den Zellbiolo-
gen war ohne Zweifel, dass die anatomische Anordnung der
Endomembransysteme in der Zelle — zum Beispiel die Tat-
sache, dass das Durchgangs-ER (von dem die Vesikel abge-
schniirt werden, um Sekretionsprodukte zu den Golgi-Fel-
dern zu transportieren) in der Nédhe der Golgi-Felder liegt —
lebenswichtig ist, um die Ablieferung der Beladung sicher-
zustellen. Wie in Abbildung 9 (links) in einer klassischen
Mikrophotographie von Palade zu sehen ist, scheint das ER
die Vesikel fast ,,mit Gewalt” in den Eingang der Golgi-Stapel
(cis-Seite) zu zwingen; dies entspricht der Idee, dass die
Anatomie die Spezifitidt bestimmt. Die einfachste Idee aber
ist genau entgegengesetzt — intrinsische chemische Spezifitit
ermoglicht die spezifische Ablieferung der Beladung, und die
beobachtete Anatomie entsteht als Konsequenz der chemi-
schen Sperzifitit in Verlauf des Prozesses (Abbildung9,
rechts).

Die verbreitetere und komplexere Vorstellung, dass die
Anatomie die Spezifitdt bestimmt, wiirde bedeuten, dass ein
genauer Vesikelverkehr ohne eine vorher existierende zellu-
lare Organisation nie moglich wire. Dieses starke Vorurteil —
tief verwurzelt in der Zellbiologie aufgrund ihres Ursprungs
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Abbildung 9. Meine Uberlegungen von 1978, auf denen der Ansatz der
zellfreien Rekonstitution beruhte. Die einfachste Hypothese war, dass
die intrinsische chemische Spezifitit den Transport bestimmt, nicht
die intrazelluldre Anatomie. Das Modell (veroffentlicht 1982 in den
Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology, Band XLVI)
wurde gezeichnet lange bevor irgendetwas von der Proteinmaschinerie
bekannt war. Die logische Organisation des Weges war korrekt, auch
wenn die verantwortlichen (aber damals noch hypothetischen) Protei-
ne noch nicht identifiziert waren.

als Zweig der mikroskopischen Anatomie — war ohne Zweifel
fiir einen GrofBteil der Skepsis verantwortlich, mit der unser
Rekonstitutionsexperiment viele Jahre lang aufgenommen
wurde.

Andererseits ist der grole Vorteil der einfacheren Idee
die bemerkenswerte Voraussage, die sie trifft: Ein genauer
Vesikelverkehr kann prinzipiell auch in solchen zellfreien
Extrakten stattfinden, in denen eine Enzymologie im Stile
Kornbergs moglich ist. Einmal rekonstituiert konnte der
zellfreie Transport als Testsystem verwendet werden, in dem
man die beteiligten Enzymproteine anhand ihrer funktiona-
len Erfordernisse entdecken und reinigen kann.

Der richtige Partner, um das Problem anzugehen: Dies war
mein erster Postdoktorand Erik Fries (Abbildung 10, rechts),
ein junger Schwede, der gerade vom neu begriindeten Euro-
pdischen Laboratorium fiir Molekularbiologie (EMBL) in
Heidelberg nach Stanford gekommen war. Er hatte bei Ari
Helenius und Kai Simons gearbeitet und dort wesentliche
Erkenntnisse gewonnen, mit denen der Mechanismus des
Vireneintritts in Zellen aufgekldrt werden konnte. Erik
brachte ein tiefes Verstdndnis von Zellbiologie und physika-
lischer Biochemie mit, zusammen mit einem ihm eigenen
stringenten und quantitativen Stil. AuBerdem hatte er die
seltene Kombination von Abenteuerlust und Ausdauer, mit
der er sich einer Aufgabe verschrieb.

Die zellfreie Rekonstitution des Vesikeltransports

Unser Ziel war also, den Transport eines Proteins zwi-
schen membrangebundenen Kompartimenten in einem zell-
freien Extrakt nachzuweisen. Weil es noch nicht méglich war,
klonierte Gene in tierischen Zellen zu exprimieren, unter-
suchten wir den Transport eines Membranglycoproteins (G-
Protein), das wihrend der Infektion mit dem vesikuldren
Stomatitisvirus (VSV) hoch exprimiert wird. Dies war sei-
nerzeit ein sehr verbreitetes System, das ich bei Harvey
Lodish kennengelernt hatte. Die Prozessierung der Oligo-
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Abbildung 10. Links: der Dounce-Homogenisator, den mein erster
Postdoktorand Erik Fries und ich 1979 benutzen, um den ,intrazelluli-
ren“ Transport in einem zellfreien Extrakt erfolgreich zu rekonstituie-
ren. Mittlerweile befindet er sich im Nobelmuseum. Urspriinglich war
er als Abschiedsgeschenk an Erik gegangen (sein Bild rechts stammt
aus dieser Zeit). Erik ist inzwischen Professor an der Uppsala Universi-
tet, und es war mir eine Freude, ihn in meinem Nobelvortrag vorzu-
stellen.

saccharide des G-Proteins wéhrend der Passage durch die
Golgi-Felder lieferte uns einen notwendigen biochemischen
Angriffspunkt, um den moglichen Transport im Homogenat
zu verfolgen. Der genaue Weg, nach dem iiber Asn gebun-
dene Oligosaccharidketten durch weitere Prozessierung
reifen, war erst vor kurzem von Stuart Kornfeld und anderen
aufgekldrt worden.

Wie in Abbildung 11 gezeigt, beginnt die Prozessierung
der Oligosaccharide mit der Addition eines Vorlaufer-Oli-
gosaccharids an das Protein im ER. AnschlieBend werden
schrittweise bestimmte Glucose- und Mannosereste wieder
abgespalten, und die ,terminalen“ Zucker N-Acetylglucos-
amin (GIcNAc), Galactose und Sialinsiure werden an auf-
einanderfolgenden Stellen in den Golgi-Feldern angehéngt.
Phillips Robbins hatte gerade einen eleganten Weg ausgear-
beitet, um die Saccharidprozessierung mit SDS-Proteingelen
zu verfolgen. Er verwendete dazu eine ungewohnliche mi-
krobielle Endoglycosidase (EndoH), die die Vorldufer- und
unreifen Saccharidketten, die fiir ER und den frithen Golgi-
Apparat charakteristisch sind, abspaltet, nicht aber die pro-
zessierten Ketten, die GIcNAc oder andere terminale Zucker
enthalten, die erst spéter im Golgi-Apparat angefiigt werden.
Da die Saccharidkette (mit Ausnahme des einzelnen inneren
GlcNAc, das direkt mit Asn verkniipft ist) entfernt wird, wird
das Gesamtmolekulargewicht des Glycoproteins merklich
kleiner und seine Bande verschiebt sich auf dem SDS-Gel
(zur Gg-Position). Wenn nur ein Teil der G-Protein-Popula-
tion in die Golgi-Felder transportiert und dort prozessiert
wird, lassen sich zwei Banden beobachten: die urspriingliche
Bande (Gg, resistent gegen EndoH) und die verschobene
Bande (Gg, sensitiv gegen EndoH). Frithere Methoden zur
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noch soviel Herumprobieren an den Versuchs-
bedingungen nicht verbessern. Schlimmer noch,
wir konnten noch nicht einmal sicher sein, dass
unser kleines Signal tatsédchlich einen Transport
im Homogenat abbildete. Das zusitzlich in vi-
tro produzierte Gy konnte auch einfach durch

m%ié?ﬁ? die Vervollstandigung der Prozessierung von G-
kationen Protein entstanden sein, das den Golgi-Apparat

bereits vor dem Zellaufschluss erreicht hatte.
Die Losung dieses Problems brachte den
Durchbruch. Ich erkannte, dass eine mutierte

0 00
cis-
Golgi Gol i-
MannOS|dase |

Hamsterzelllinie (Klon 15B), die in einem spe-
zifischen Glycosylierungsschritt im Golgi-Ap-
parat defekt war, in einer Variante des be-
schriebenen Experiments eingesetzt werden
konnte, um einerseits den Hintergrund an

@

A

EndoH-resistentem G-Protein zu Beginn der
Inkubation zu eliminieren und andererseits si-

/
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Abbildung 11. Der Weg der Prozessierung der Asn-gekoppelten Oligosaccharide des aus
dem ER stammenden Glycoproteins im Golgi, wie er 1976-1978 iiberwiegend von
Stuart Kornfeld aufgekldrt wurde. N-verkniipfte Komplexe werden resistent gegen Spal-
tung durch Endoglycosidase H, wenn N-Acetylglucosamin durch die GlcNAc-Transfera-
se | angekoppelt und anschlieBend Mannosereste von der Golgi-Mannosidase Il im me-

dialen Golgi abgespalten werden.

Analyse der Saccharidketten, die zahlreiche Schritte der
Fragmentierung und Chromatographie umfassten und Tage
dauerten, waren fiir einen Routine-Enzymtest, wie er uns fiir
die Rekonstitution des Transports vorschwebte, nicht geeig-
net.

Erik begann damit, VSV-infizierte Hamsterzellen in Ge-
webekultur mit ¥*S-Methionin solange (etwa 5 Minuten) zu
markieren, bis das neu synthetisierte G-Protein nach unseren
Kenntnissen ins ER gelangt war, noch nicht jedoch in den
Golgi-Apparat. Dann schlossen wir die Zellen auf (mit genau
dem Dounce-Homogenisator, der in Abbildung 10 links, ge-
zeigt ist), inkubierten das Homogenat mit ATP und be-
stimmten, ob Teile des EndoH-sensitiven G-Proteins, das zu
Beginn der zellfreien Inkubation im ER vorlag, EndoH-re-
sistent geworden war (was auf einen Transport aus dem ER in
den Golgi-Apparat hindeuten wiirde).

Es wurden hochstens minimale Mengen an Gy gebildet.
Als wir die Markierungszeit verldngerten, erschien ein kleines
Signal (Gyg, produziert im Homogenat), doch es wurde schnell
tiberstrahlt von der stetig anwachsenden Menge an Gy im
Homogenat zu Beginn der zellfreien Inkubation, die den
zunehmenden Anteil von G-Protein représentierte, der in den
Golgi-Apparat der Zelle eintrat. Dieses Bild lieB sich mit
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cherzustellen, dass jede Glycosylierung wih-
rend der Inkubation nur durch den Transport
des Proteins zustande kommen konnte. Die
Mutante, Klon 15B, war von Stuart Kornfeld
anhand ihrer Resistenz gegen ein normaler-
weise toxisches Pflanzenlektin isoliert worden.
Ihr fehlt das Enzym N-Acetyl-Glucosamin-
transferase I (NAGT-I, auch als GIcNAc-
Transferase bezeichnet), das im Wildtyp in den
zentralen Zisternen der Golgi-Stapel vorkommt
(Abbildung 11). Aufgrund dieses Enzymaus-
falls konnen 15B-Zellen das G-Protein nicht bis
zur EndoH-Resistenz prozessieren, auch wenn
sie das teilweise prozessierte Protein zur Zell-
oberfliche transportieren. G-Protein bleibt
daher im ER, im Golgi und in der Plasma-
membran von 15B-Zellen EndoH-sensitiv.
Wenn die Homogenate von **S-Methionin-
markierten VSV-infizierten 15B-Zellen inkubiert werden,
bleibt das G-Protein in den Membranen immer EndoH-sen-
sitiv, auch wenn es weitertransportiert wird.

Die entscheidende Variation (Abbildung 12) war, einfach
die beiden Homogenate gemeinsam zu inkubieren — eines
(der ,,Donor*) von VSV-infizierten 15B-Mutantenzellen und
das andere (der ,,Akzeptor®) von nicht infizierten Wildtyp-
zellen. Nun kann EndoH-sensitives G-Protein (aus den
Donor-15B-Membranen) von NAGT-I (das in den Zell-
membranen des Akzeptor-Wildtyps vorkommt) prozessiert
und dadurch EndoH-resistent werden. Wenn also beispiels-
weise Vesikel, die das Gg-Protein enthalten, von ER-Mem-
branen des Donors abgeschniirt werden und mit Golgi-
Membranen des Akzeptorhomogenats fusionieren, wird das
transportierte Gg zu G umgewandelt. Ein iiberzeugendes
Signal in dieser iiberarbeiteten zellfreien Reaktion spricht
deutlich dafiir, dass die Nachbarschaftsbeziehungen in der
Zelle fiir den Transport nicht essentiell sind, denn der
Transport wiirde hier zwischen Organellen aus verschiedenen
Zellen stattfinden. Daher wiirde jedwedes Signal darauf
hinweisen, dass eine inhédrente chemische Spezifitit der
Schliissel fiir die Sortierung ist, nicht jedoch die intrazelluldre
Anatomie.
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Abbildung 12. Die ,Komplementationsmethode®, die schlieRlich zum Erfolg fiihrte. Getestet wird auf den Transport von VSV-G-Protein in den
medialen Golgi. 15B hat keine GlcNAc-Transferase |; daher werden die Proteine in diesen Zellen nie resistent gegen EndoH, obwohl sie tiber den
Sekretionsweg transportiert werden. Um diesen Transport nachzuweisen, wurde die Golgi-Fraktion von (radioaktiv markierten) VSV-infizierten
15B-Zellen mit der Golgi-Fraktion von nicht infizierten Wildtypzellen (plus ATP und Cytosol) inkubiert. Das Entstehen der EndoH-Resistenz durch
G-Protein ist ein Maf2 fiir den Transfer vom Donor-Kompartiment zum medialen Golgi. Der rotumrandete Kreis zwischen den beiden Golgi-
Stapeln markiert das Transportvesikel, von dem wir zur Erkldrung unserer Ergebnisse annahmen, dass es sich abschniirt und fusioniert.

Mit diesem neuen Aufbau des ,,Komplementationstests*
konnten wir Bedingungen fiir eine In-vivo-Markierung
finden, die die zellfreie Prozessierung mit etwa der gleichen
Geschwindigkeit und Effizienz ermé6glichte wie der Transport
in der Zelle (Abbildung 13b). Wie in der Zelle ist die zellfreie
»transportgekoppelte Glycosylierung ATP-abhédngig und
lauft zwischen geschlossenen membrangebundenen Kom-
partimenten ab. Letzteres lie§ sich durch die Resistenz der
zum Lumen hin orientierten ,,Spike“-Doméne des G-Proteins
gegen proteolytischen Angriff von auBen nachweisen.”! Die
ersten erfolgreichen In-vivo-Markierungsbedingungen um-
fassten eine kurze ,,Puls“-Markierung mit **S-Methionin, ge-
folgt von einer zwanzigminiitigen ,,Chase“-Phase mit un-
markiertem Methionin in Gegenwart eines Protoneniono-
phors, eines ,,Entkopplers®, der den Transport durch Hem-
mung der ATP-Synthese in den Mitochondrien zum Erliegen
bringt (Abbildung 13a). Dass ATP (oder ein anderes NTP)
fir den Transport erforderlich ist, hatten bereits 1968 James
Jamieson und George Palade herausgefunden, die mit einem
vergleichbaren Versuchsaufbau den Ausgang des ER fiir
seine ,,Ubertragungselemente blockierte, spezialisierte Re-
gionen also, in denen die Vesikel aus dem Golgi-Apparat
abgeschniirt werden. Vor diesem Hintergrund war die ein-
fachste Arbeitshypothese, dass wir den Transport von Uber-
tragungselementen vom ER (von 15B-Zellen) zum Golgi-
Apparat (von Wildtyp-Zellen) rekonstituiert hatten. Wir er-
kannten aber auch, dass die Identitdt des Donor-Komparti-
ments nicht sicher als ER feststand; es hétte auch ein spéteres
Kompartiment sein konnen.”!

Tatsédchlich stellte sich letztere Vermutung als wahr
heraus. Wir fanden anschlieBend, dass der Transport ohne
ATP-Verarmung rekonstituiert werden konnte, einfach,
indem man die Chase-Phase so verldngerte (5-10 min), dass
das **S-markierte G-Protein den Golgi-Apparat der 15B-
Zellen vor der Homogenisation erreichen konnte. Daraus
lasst sich folgern, dass der Donor die Golgi-Membran ist und
nicht das ER oder seine Ubertragungselemente. Da der Ak-
zeptor ebenfalls eine Golgi-Membran ist, war der Transport
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zwischen zwei Golgi-Stapeln, einem von den 15B-Zellen und
einer von den Wildtyp-Zellen, rekonstituiert worden.

Diese iiberraschende Entdeckung widersprach der Lehr-
meinung, dass die Golgi-Zisternen durch die Stapel von der
unreifen oder Bildungsseite (heute ,cis“ genannt) zu der
reifen Seite (,trans®) flieBen. Diese Ansicht stiitzte sich auf
anatomische Beobachtungen und nicht auf funktionale Hin-
weise. (Nach nun mehr als drei Jahrzehnten wird zunehmend
deutlich, dass der Transport iiber die Golgi-Stapel in Tieren
tatsdchlich im Wesentlichen auf den Vesikeltransport zu-
riickgeht, obwohl manche noch immer dem Zisternen-Fluss-
modell anhingen.) Die geradlinige Interpretation unserer
Daten war, dass der Transport zwischen den Kompartimenten
des Golgi-Apparates iiber Vesikel vermittelt werden kann
und dass wir diesen Prozess rekonstituiert hatten. Ungliick-
licherweise brachte uns das in die wenig beneidenswerte
Lage, einen Prozess rekonstituiert zu haben, der vorher un-
bekannt war — eine doppelte Belastung, die die Akzeptanz
der Bedeutung dieser Ergebnisse iiber viele Jahre verzogerte,
bis wirl® schlieBlich herausfanden, das eines von Randy
Schekmans Sekretionsgenen in Hefe (NSF)!"! das Protein
codierte, das fiir die Vesikelfusion in zellfreien Extrakten
veranwortlich war.

Wir hatten allerdings einige aussagekriftige Ergebnisse
dafiir, dass eine spezifische Membranfusion fiir das Testsignal
wichtig ist. Wie man Abbildung 13b entnehmen kann, beob-
achtete man die EndoH-Resistenz in Proben, die in vivo vor
der Homogenisierung und der Inkubation mit Akzeptor-
membranen durch einen 5-Minuten-Puls und einen 5-Minu-
ten-Chase markiert worden waren. Man weif3, dass zu diesem
Zeitpunkt viel markiertes VSV-G-Protein im Golgi vorliegt.
Dennoch wird invitro kein EndoH-resistentes G-Protein
gebildet, wenn die Zellen direkt nach dem 5-Minuten-Puls
(ohne Chase) aufgeschlossen werden. Noch befindet sich das
markierte VSV-G-Protein im ER. Wichtig ist, dass mit zu-
nehmender Dauer der Chase-Phase, wenn das G-Protein von
dem Aufschluss zunehmend aus dem Donor-Golgi ver-
schwindet und in die Plasmamembran transportiert wird, der
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Abbildung 13. a) Die erste erfolgreiche Rekonstitution eines zellfreien Transports. Aus Erik Fries’ Laborjournal vom 20. Mai 1979. Die schwache
Bande iiber der Haupt-VSV-G-Bande in der zweiten Spur von rechts (Pfeil) entsteht durch die Reifung des G-Proteins (das aus den Donormem-
branen stammt) im Akzeptor-Golgi-Kompartiment. b) Weitere Optimierung der Inkubationsbedingungen verbesserte die Ausbeute der signifikan-
ten EndoH-resistenten Bande fiir die Publikation. Linker Gelabschnitt: VSV-infizierte 15B-Zellen wurden mit **S-Methionin 5 min pulsmarkiert,
dann in Medium mit unmarkiertem Methionin nochmals 0, 5, 10 oder 20 min inkubiert und homogenisiert. Die Extrakte wurden sofort auf das
Gel aufgetragen. Man beachte, dass in 15B-Zellen das reife G-Protein ein geringfiigig niedrigeres effektives Molekulargewicht hat als das unreife
G-Protein. L, N, NS und M sind nicht-sezernierte VSV-Proteine. Rechter Gelabschnitt: VSV-infizierte 15B-Zellen wurden pulsmarkiert, und eine
Chase-Phase wurde angeschlossen wie bei den Proben auf der linken Seite. Die Zellen wurden homogenisiert, und die Golgi-Fraktion wurde mit
der Golgi-Fraktion der nichtinfizierten, unmarkierten Wildtypzellen 0, 20 oder 40 min lang inkubiert und dann mit EndoH behandelt. Nach 5 min
Chase in vivo und 20 min Inkubation in vitro lief sich EndoH-resistentes G-Protein nachweisen. Abdruck in verinderter Form nach Fries und

Rothman .

zellfreie Transport entsprechend schwicher wird. Eine er-
neute Betrachtung unserer ersten Experimente bestitigte,
dass dies sogar dann nicht schlagartig geschah, wenn die
Energieversorgung unterbrochen war; der Transport war
wihrend der einige Minuten dauernden Phase, bis die Zelle
das gesamte ATP aufgebraucht hatte, weitergelaufen. Diese
Zeit reichte aus, dass viel G-Protein den Golgi-Apparat er-
reichte, sodass die Ergebnisse der beiden Experimente ver-
einbar waren. (Es stellte sich heraus, dass der Transport nur
etwa 10 pm ATP erfordert, wihrend die Zellen ATP norma-
lerweise im niedrigen millimolaren Bereich vorhalten; der
Transport kann also weitergehen, bis die Zelle fast das ge-
samte ATP verbraucht hat.)

Die Effizienz des zellfreien Transports war so stark von
der Anwesenheit des VSV-G-Proteins im Golgi-Apparat (im
Gegensatz zu anderen zelluldren Membranen) abhingig, dass
wir sicher waren, dass dies eine funktionierende Rekonstitu-
tion war und nicht das Ergebnis einer unspezifischen Mem-
branfusion. Eine genauere Analyse®'" bestitigte dies bald
und ermdoglichte wichtige Verbesserungen. Gibt man UDP-
[PH]GIcNAc (den GIlcNAc-Donor fiir die Glycosylierung
durch NAGT-]) hinzu, wird jedes transportierte G-Protein
mit einer festen Menge an Radioaktivitidt markiert, wenn es
im Akzeptor-Golgi-Feld ankommt. Der Transport lédsst sich
dann einfach anhand des produzierten [*H]-G-Proteins
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messen. Diese Variation, die wir zusammen mit dem dama-
ligen Postdoktoranden William Balch® einfiihrten, verbes-
serte das Signal-Rausch-Verhiltnis und den dynamischen
Messbereich des Tests enorm und ermoglichte die genaue
Bestimmung von Anfangsgeschwindigkeiten. Dies wiederum
machte aus dem Test einen praktischen Ausgangspunkt fiir
die Enzymologie, um die Reinigung und Entdeckung der er-
forderlichen Komponenten zu fiihren.

Mit der [*’H]-Markierung der transportierten G-Proteine
konnten wir nun auf Autoradiographien von elektronen-
mikroskopischen Schnitten die Akzeptorseite, wo sich das
markierte Protein befand, lokalisieren (Abbildung 14a).
Diese Analyse des Postdoktoranden William Braell” besti-
tigte, dass das glycosylierte G-Protein sich in morphologisch
intakten Golgi-Stapeln aus dem Akzeptor-Homogenat be-
findet. Die vom Donor und vom Akzeptor stammenden
Golgi-Stapel bleiben also zwei unterschiedliche und unver-
anderte Populationen, und das prozessierte G-Protein befin-
det sich ausschlieBlich in der Golgi-Population des Akzeptors
(Abbildung 14b), was nachdriicklich darauf hinweist, dass das
G-Protein zwischen diesen Populationen in Vesikeln trans-
feriert wird. Elektronenmikroskopisch entdeckten wir dann,
dass sich 70-90 nm groBe Vesikel mit G-Protein an den Golgi-
Stapeln des Donors bilden (Abbildung 14¢c).””) Spitere Ar-
beiten mit Lelio Orci von der Universitit Genf bewiesen
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Abbildung 14. a) Die elektronenmikroskopische Autoradiographie zeigt, dass *H-GIcNAc enthaltendes Protein mit den Golgi-Stapeln assoziiert ist.
Die Golgi-Fraktion von VSV-infizierten 15B-Zellen wurde mit der Golgi-Fraktion von Wildtypzellen inkubiert, die UDP-*H-GlcNAc aufgenommen
hatten, und die Mischung wurde fiir die Elektronenmikroskopie-Autoradiographie prépariert. Abdruck in veranderter Form nach Braell et al."!

direkt, dass diese Vesikel (heute als COPI-beschichtete
Vesikel bezeichnet) VSV-G-Protein enthalten und von den
Akzeptor-Stapeln eingefangen werden, wodurch sie sich
zwischen den beiden Populationen dquilibrieren.!')

Das Grundprinzip der Vesikelknospung

Nachdem wir erstmals den Prozess der Vesikelknospung
rekonstituiert hatten, konnten wir nun mit den Methoden der
Enzymologie die beteiligten Proteine identifizieren und ihren
Wirkungsmechanismus aufkldren. Dazu wiederum mussten
wir das Zwischenstadien der Knospung sichtbar machen, um
so den Wirkort der zustdndigen Proteine aufzuklédren.

Es war ein Gliicksfall, dass mich der bekannte Elektro-
nenmikroskopiker Lelio Orci (Abbildung 15) nach der Lek-
tiire unserer drei direkt hintereinander abgedruckten Publi-
kationen in Cell (Dezember 1984), in denen die biochemi-
schen Zwischenstadien beschrieben und die ersten Bilder von
in zellfreien Extrakten gebildeten Vesikeln gezeigt waren,
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iiber die Weihnachtsfeiertage anrief. Damit begann eine lange
und auBlergewOhnlich produktive Zusammenarbeit, in der
mithilfe der elektronenmikroskopischen Immuncytochemie
Art und Zusammensetzung der Zwischenstadien des Trans-
portes genauer aufgekldrt werden konnten. Schon bald be-
stdtigten wir zusammen mit einem Diplomanden, Benjamin
Glick, dass die knospenden Transportvesikel VSV-G-Protein
in ihren Membranen enthielten und entdeckten, dass sie auf
der Cytoplasma-Oberfldche eine Beschichtung trugen, die
sich von der damals schon bekannten Clathrin-Schicht un-
terschied.!"”

Der entscheidende Schritt zur Etablierung des Knos-
pungsmechanismus ging auf meinen Befund zuriick (den ich
wihrend eines kurzen Sabbaticals bei William Balch, damals
in Yale, machte), dass der Transport durch ein nicht hydro-
lysierbares Analogon von GTP, GTPyS, gehemmt wurde
(Abbildung 16). Lelio und ich fanden dann gemeinsam mit
dem Postdoktoranden Paul Melancon heraus,™ dass GTPyS
die Ablosung der Beschichtung blockiert, sodass die ,,COP-
beschichteten* Transportvesikel (wie wir sie damals nannten;
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Lelio Orci James
elGSIel Rothman
moderner Meister
der Morphologie

“Golgi” “Buffer”

Abbildung 15. Mein langjihriger Kooperationspartner und Freund Lelio
Orci, der moderne Meister der Morphologie. Zwischen 1985 und 1993
kombinierten wir Morphologie und Enzymologie, als wir mit dem zell-
freien System einen Zyklus des Vesikeltransports in seine Einzelschritte
auflosten und dabei die COPI-beschichteten Vesikel und den GTPase-
Schaltmechanismus entdeckten, der die Abschniirung der Transport-
vesikel und die Ablésung der Beschichtung fiir die Fusion steuert.
Sogar unseren Hunden gaben wir die Namen Buffer und Golgi.

Einbau von [°*H] GIcNAc

Inkubation in VSV-G-Protein
vollstandig 3500 cpm
-ATP 50
- Cytosol 75
- Golgi-Membranen 95
+GTP/S (10 uM) 4207 Mioer
NEM-Membranen ZZS}T?;;EQF_

Abbildung 16. Die Erfordernisse fiir zellfreien Transport von VSV-G-
Protein zwischen Golgi-Stapeln mit dem vereinfachten Testsystem, das
wir mit Bill Balch entwickelt hatten.®* In spiteren Arbeiten mit Lelio
Orci fanden wir zwei spezifische Transportinhibitoren (GTPyS and
NEM), welche die Transportvesikel in verschiedenen Reifestadien akku-
mulierten.

inzwischen nennt man sie COPI, um sie von den COPII-
Vesikeln, die von Randy Schekman entdeckt wurden,™ zu
unterscheiden) sich massiv anhduften und eine Aufreinigung,
durch Vevek Malhotra und Tito Serafini, moglich wurde
(Abbildung 17).1 Aus den isolierten Vesikeln entstammen
zwei zentrale Befunde: das aus sieben Untereinheiten zu-
sammengesetzte ,,Coatomer*,'! das sich zu der Beschichtung
anordnet, und die Entdeckung, dass die GTPase ADP-Ri-
bosylierungsfaktor (ARF) gemeinsam mit dem Coatomer in
stochiometrischem Verhiltnis vorliegt, was die urspriinglich
réitselhaften Effekte von GTPyS erklirt. Diese letztere Be-
obachtung wies auch den Weg zu dem Grundprinzip, das dem
Knospungsmechanismus zugrundeliegt:"""*! GTP-gebunde-
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Abbildung 17. Bei Hemmung des Transportes mit GTPyYS akkumulieren
Zwischenstadien der Transportvesikel von ca. 70 nm Durchmesser, die
in eine Proteinschicht eingehiillt waren (urspriinglich wurden sie als
COP-beschichtete Vesikel, jetzt als COPI bezeichnet). Sie enthielten als
Fracht das VSV-G-Protein. Eine reine Fraktion von COPI-beschichteten
Vesikeln, die in zellfreien Inkubationen von Golgi-Membranen produ-
ziert worden waren,™! konnte durch die Blockade der Schichtablésung
durch nichthydrolysierbare GTP-Analoga erhalten werden. Diese ent-
scheidende Entwicklung erméglichte die Entdeckung der Untereinhei-
ten des Hiillproteins (Coatomer) und der Rolle des GTPase-Schalters
des ARF-Proteins bei der sequentiellen Assoziation und Dissoziation
der Beschichtung (Abbildung 18 < xfigr18).

nes ARF verankert das Coatomer im Golgi-Apparat (und 16st
den Aufbau der Beschichtung und die Vesikelknospung aus)
und gibt es nach GTP-Hydrolyse wieder ins Cytoplasma frei
(Ablosung der Beschichtung).

Bis 1993 war dieser einfache und intuitive Mechanismus
durch den Einsatz reiner Proteine validiert.””) ARF wird mit
GTP an der Golgi-Oberfliche aufgeladen und startet das
Knospen, indem es Coatomer aus dem Cytosol einféngt. Das
Coatomer, das nun lokal konzentriert und auf der Mem-
branoberfldche orientiert vorliegt, organisiert sich spontan
durch Polymerisation in eine Beschichtung unter Einschluss
von ARF [GTP]. Die wachsende Schicht wirkt als mechani-
sche Vorrichtung, um die darunterliegende Membran in die
Form eines Vesikels zu bringen, dessen Grof3e durch den In-
nendurchmesser der Beschichtung bestimmt wird. Diese
Schicht bildet nun ein Exoskelett, das abgelost werden muss,
damit das eingeschlossene Vesikel fusionieren kann; dies
geschieht, wenn ARF das GTP hydrolysiert (Abbildung 18).

Nach dem gleichen Prinzip knospen auch Clathrin-be-
schichtete Vesikel® und COPII-beschichtete Vesikel vom
ER, was von Orci und Schekman nachgewiesen wurde.¥! Die
jeweiligen Vertreter der ARF-GTPase-Familie und das spe-
zifische Coatomer variieren und ermdoglichen so unter-
schiedliche physiologische Regulation (durch GTP-Aus-
tausch bzw. —Hydrolyse) und Beladung (durch Bindung an die
Untereinheiten der Beschichtung). In allen Fillen aber trei-
ben die Zyklen der GTP-Bindung und anschlieBenden Hy-
drolyse unidirektionale (vektorielle) Zyklen des Vesikel-
knospens und der Ablosung der Beschichtung fiir die Fusion
mit einer Membran voran.
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Abbildung 18. Der GTP-Schaltermechanismus fur die sequentielle Knospung und Ablésung der Be-
schichtung von den Transportvesikeln fir die Membranfusion. Rothman, Orci und Mitarbeiter

1991-1993. Details im Text.

Die cytosolischen Proteine fiir die Energieversor-
gung bei der Membranfusion

Die Identifizierung der ersten fiir die Membranfusion
erforderlichen Proteine geht direkt auf die zellfreie Rekon-
stitution des Proteintransports zuriick. Dieser Teil der Ge-
schichte beginnt im Jahr 1987 mit dem Befund meines Di-
plomanden Benjamin Glick,? dass der zellfreie Transport
durch geringe Konzentrationen des sulfhydrylalkylierenden
Reagens N-Ethylmaleimid (NEM) blockiert wird (Abbil-
dung 16). Felix Wieland (zu dieser Zeit bei einem Sabbatical
aus Regensburg) und ein Postdoktorand, Mark Block, rei-
nigten daher den N-Ethylmaleimid-sensitiven Faktor (NSF)
aus dem Cytosol von CHO-Zellen anhand der Féhigkeit, den
Transport nach NEM-Inaktivierung wieder zu restituieren.”!
Elektronenmikroskopie und andere Tests ergaben, dass NSF
fiir die Fusion erforderlich ist, denn die Vesikel hidufen sich
nach NEM-Hemmung an (Abbildung 19).** Wir nahmen
bald an, dass NSF eine ATPase ist, NSF und die ATP-Hy-
drolyse fiir die Vesikelfusion in vielen Kompartimenten der
Zelle notwendig sind und der Mechanismus in der Evolution
stark konserviert ist. Wie bereits erwahnt, war die Identifi-

Abbildung 19. Durch NEM-Hemmung akkumulieren ca. 70 nm grof2e
unbeschichtete Vesikel, die VSV-G-Protein enthalten, die nicht fusionie-
ren kénnen. Nach Malhotra et al.**
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kation von NSF als tierisches Aqui-
valent zu Schekmans Hefe-Gen
Secl8 entscheidend, weil es die
physiologische Relevanz der me-
chanistischen Ergebnisse aus dem
zellfreien System stiitzte und die
Allgemeingiiltigkeit des Fusionsme-
chanismus vorausahnen lie./!

Weil NSF ein losliches cytoplas-
matisches Protein ist, muss es, um an
dem Fusionsprozess beteiligt zu sein,
an die Membran binden. Wie dies
geschieht, wurde mit der Identifi-
zierung des loslichen NSF-Anhef-
tungsproteins (SNAP; soluble SNF
attachment protein) klar, das
anhand der Fihigkeit gereinigt
wurde, NSF an die Golgi-Membranen zu binden (Abbil-
dung 20). Die Arbeiten wurden von meinem Diplomanden
Douglas Clary durchgefiihrt.”’

blankes
Vesikel

20S-Fusions-
partikel

Abbildung 20. Zyklus der Assoziation und Dissoziation der 20S-Parti-
kel. NSF, SNAPs und SNAREs bilden heterooligomere Komplexe, die
als 20S-Partikel bezeichnet werden. Nach ATP-Hydrolyse durch NSF
dissoziieren die 20S-Partikel und regenerieren die Einzelbestandteile
fiir eine weitere Runde der Membranfusion.

Die Entdeckung des SNARE-Komplexes

Wie allerdings bindet SNAP — ebenfalls ein cytosolisches
Protein — an die Membranen? SNAP bindet an einen oder
mehrere sittigbare hochaffine ,,SNAP-Rezeptoren® (die wir
»SNAREs“ nannten) auf der Golgi-Membran, bevor es die
ATP-tragende Form von NSF bindet. Dieser Komplex aus
NSF, SNAP und SNARESs sedimentiert als 20S-Partikel nach
Extraktion aus der Membran mit milden Detergentien. Wenn
NSF das ATP hydrolysiert, 16st es sich selbst aus dem Kom-
plex.!

Wahrscheinlich sind SNAREs direkt in die Membran in-
tegriert, denn die SNAP-Rezeptoren behalten ihre Fahigkeit
SNAP zu binden auch nach stark alkalischer Extraktion der
Membranen, einer groben Behandlung, die alles mit Aus-
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nahme integraler Membranproteine entfernt.””) Daher riickte
die Reinigung dieses Membranproteins ganz nach oben auf
unserer Liste, weil wir erwarteten, dass die Fusion von Li-
piddoppelschichten auf membranverankerte Proteine ange-
wiesen sei. Die SNARE-Proteine wurden daher die heiflesten
Kandidaten fiir die Fusionsproteine.

An dieser kritischen Stelle unseres Weges kam 1991
Thomas Sollner zu uns (Abbildung 21 rechts), ein begabter
Wissenschaftler, der gerade in New York City am Sloan-
Kettering ankam, als ich ebenfalls dorthin gewechselt war, um
das Cellular Biochemistry and Biophysics Department auf-
zubauen. Thomas hatte soeben grundlegende Arbeiten ab-
geschlossen, in denen er Schliisselproteine fiir den Protein-
import aus der &duBleren Mitochondrienmembran isoliert
hatte. Er hatte bei Walter Neubert in Miinchen in Biochemie
promoviert. Das war ein weiteres gliickliches Ereignis und der
Anfang einer sehr produktiven, etwa zehn Jahre dauernden
Zusammenarbeit, wihrend der wir die Thesen der SNARE-
Hypothese aufstellten und testeten.

Die Bedeutung des scheinbar sinnlosen Zyklus (Abbil-
dung 20) aus Membranbindung und ATPase-getriebener
Ablosung von NSF war zur der Zeit, als Sollner zu meinem
Labor stie3, unklar. Wir hatten uns zunéchst vorgestellt, dass
die Energie aus der ATP-Hydrolyse irgendwie die mem-
branverankerten SNAREs aktivieren und so die Fusion vor-
antreiben wiirde. Die Existenz eines Binden/Freisetzen-
Zyklus hatte einen groen Einfluss auf unsere Strategie, die
SNARE:Ss zu identifizieren. Die Assoziation und Dissoziation
der 20S-Partikel, an der auch Bindung und Freisetzung des
NSF von SNAP beteiligt war, konnte als sequenzieller Affi-
nitdtsreinigungsschritt ausgenutzt werden, um die SNAREs

ADP4+P;

Rei('e\‘:t:;en Eggg 20S- )

Fusions
. SNAPs partikel
extrahierte ATP-yS
Membran-
fraktion

Mg-ATP-yS  Mg-ATP

05Ty

nicht- spezifisches
spezifisches Eluat EE??
Eluat &5

Abbildung 21. Reinigung der SNARE-Proteine. Oben: Rekombinantes SNAP und epitopmarkiertes NSF
wurden zusammen mit SNAREs aus solubilisierten Membranfraktionen in Gegenwart des nichthydroly-
sierbaren ATP-Analogons ATPYS zu 20S-Partikeln assoziiert. Die 20S-Partikel wurden dann tber einen
Antikérper gegen das epitopmarkierte NSF auf Kiigelchen immobilisiert, in Gegenwart von MgATPYS
gewaschen (,unspezifisches Eluat“) und dann in Gegenwart von MgATP dissoziiert, wobei SNAPs und
SNAREs freigesetzt werden (,spezifisches Eluat“). NSF bleibt tiber den Antikérper an die Kiigelchen
gebunden. Aus Lit. [28]. Unten: Thomas H. Séllner (um 1993), der bei mir am Sloan-Kettering arbeitete
und mit dem ich den SNARE-Komplex entdeckte und eine produktive Zusammenarbeit tiber das folgen-
de Jahrzehnt hin hatte, in der die SNARE-Hypothese fiir die spezifische Membranfusion entwickelt
wurde. Thomas ist heute Professor fiir Biochemie an der Universitit Heidelberg. Es war mir ein Vergnii-
gen, dass er bei meinem Nobelvortrag zugegen war und ich ihn bei dieser Gelegenheit vorstellen

konnte.
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zu isolieren (Abbildung21 links). Frithere Experimente
hatten ergeben, dass chromatographische Standardverfahren
und ein einzelner Affinitédtsschritt nicht ausreichten, um die
SNARESs zu isolieren; der 20S-ATPase-Zyklus wiirde aber
eine zweite Ebene biologischer Spezifitit hinzufiigen.

Die SNARE- (also SNAP-bindende) Aktivitit lieB sich in
ungereinigten Membranfraktionen der Homogenate ver-
schiedener Zelllinien und tierischer Gewebe nachweisen,
auBerden in den gereinigten Golgi-Membranen, in denen sie
urspriinglich entdeckt worden waren. Gehirn-Homogenate
erwiesen sich von den getesteten Quellen als die mit der
hochsten spezifischen SNARE-AKktivitit, und grof3e Mengen
an SNAREs konnten einfach gewonnen werden. Dies sind
natiirlich die klassischen Kriterien, um eine Quelle fiir die
Proteinreinigung auszuwihlen. In unserem Fall sollte sich die
Wahl des Gehirns aber aus unerwarteten Griinden als be-
sonders gliicklich herausstellen. Die graue Substanz wurde
homogenisiert, die Gesamtmembranfraktion durch Zentri-
fugation isoliert, und dann wurde ein ,,16slicher” Protein-
extrakt hergestellt, indem das Membransediment mit einem
Detergens behandelt wurde. Dieser Detergensextrakt ent-
hielt die SNARE-Aktivitidt und den GroBteil der integralen
Membranproteine, die nun ,solubilisiert”, also in Deter-
gensmicellen verteilt waren.

Der Assoziationsarm des NSF-Zyklus wurde dann in
praparativem Maf3stab als erster von zwei biologisch spezifi-
schen Schritten genutzt (siche Abbildung 20). Die Idee war,
dass SNAREs aus der Masse des Membranproteins durch den
Einbau in die 20S-Komplexe abgetrennt wiirden, die sich
durch die Zugabe von gereinigten rekombinanten (in Bak-
terien exprimierten) NSF- und SNAP-Proteinen bildeten.
Diese Inkubation sollte in Ge-
genwart von ATPyS (einem
nichthydrolysierbaren ATP-
Analogon) ohne freie Magnesi-
umionen (Mg”" ist fiir die Hy-
drolyse von ATP durch NSF er-
forderlich) ablaufen, um die
Bildung der 20S-Partikel zu be-
giinstigen. Das rekombinante
NSF wurde mit einem kurzen
Peptidepitop von myc expri-
miert, um die 20S-Partikel mit
monoklonalen Antikérpern (im-
mobilisiert auf Harzkiigelchen)
gegen dieses myc-Epitop isolie-
ren zu konnen.

Der zweite biologisch spezi-
fische Schritt rekapitulierte die
Dissoziation des 20S-Partikels.
Wie in Abbildung 21 (links)
dargestellt, sollten die SNAREs
freigesetzt werden, wenn die
Kiigelchen mit Magnesiumionen
und ATP inkubiert wurden,
damit NSF das ATP hydrolysie-
ren kann. Das rekombinante, mit
myc markierte NSF wiirde an
den Kiigelchen iiber den Anti-

Thomas Séllner
um 1993
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korper gebunden verbleiben, wéhrend die rekombinanten
SNAP-Proteine gemeinsam mit den SNAP-bindenden Pro-
teinen aus den Gehirnmembranen eluiert wiirden.

Weil die Vesikelfusion in vielen Membrankompartimen-
ten ablduft, hatten wir vermutet, dass Zellen eine grof3e Fa-
milie von SNARE-Proteinen mit kognaten Sequenzen besit-
zen wiirden, die unterschiedlich lokalisiert wiaren. Wir waren
daher iiberrascht, als die SNAREs aus dem gesamten Gehirn
ein bemerkenswert einfaches Proteinmuster ergaben (Ab-
bildung 22, rechts), das aus nur vier Proteinen bestand, von
denen jedes in dem spezifischen MgATP-Eluat vorkam, nicht
aber in dem unspezifischen MgATPyS-Eluat.”*

Docking- und Fusionspartikel

synaptisches blF

Vesikel

prasynaptische
Plasmamembran
Syntaxine _|
a-SNAP
SNAP-25 |

20S-
Partikel

Syntaxin
SNAP-25

Abbildung 22. Der SNARE-Komplex, zur Zeit der Entdeckung Andock-
und Fusionspartikel genannt. Rechts: das spezifische MgATP-Eluat
wurde durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert. Die Proteine
wurden durch Farbung mit Coomassie-Blue sichtbar gemacht und
dann durch Aminosdure-Sequenzierung und Massenspektroskopie
identifiziert. Die Banden im oberen Teil des Gels wurden auch im un-
spezifischen Eluat gefunden. Links: Unsere Interpretation, nach der
ein Komplex der SNARE-Proteine das synaptische Vesikel mit der Plas-
mamembran verbindet und an dem angedockten Vesikel die Fusion
initiiert. Aus Lit. [28].

Die Identitdit und Reinheit dieser Membranproteine
wurde durch Mikrosequenzierung und durch Massenspek-
troskopie von Peptiden gesichert, die aus der winzigen Ma-
terialmenge stammten, die wir isoliert hatten. Moglich
machte dies Paul Tempst, der Experte fiir Proteinchemie am
Sloan-Kettering. Uberraschend war auch, dass alle vier
SNARE:s Proteine sind, die in Synapsen vorkommen (Ab-
bildung 22 rechts). Sie waren zwar alle schon vorher kloniert
und sequenziert worden, doch ihre Funktion war noch un-
bekannt. Zwei davon sind Isoformen des Syntaxins, eines
Plasmamembranproteins, das unabhéngig von Richard
Scheller® und Kimio Akagawa® identifiziert worden war.
Das dritte SNARE-Protein ist SNAP-25 (Synaptosom-asso-
ziiertes Protein von 25 kDa), kloniert von Michael Wilson."!
DNAP-25 findet sich hauptséchlich in der Plasmamembran
und wurde urspriinglich aufgrund seiner hohen Konzentrati-
on in den Synapsen identifiziert. Seine Verbindung mit Syn-
taxin und der Membranfusion war eine Uberraschung, ebenso
wie die zufillige Ahnlichkeit des Akronyms mit der Be-
zeichnung SNAP fiir ,,soluble NSF attachment protein®.
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VAMP/Synaptobrevin-2 war das letzte SNARE-Protein,
das auftauchte. Es war unabhéngig von Pietro DeCamilli und
Reinhard Jahn und von Scheller kloniert worden.F** Im
Gegensatz zu SNAP-25 und Syntaxin kommt VAMP haupt-
sdchlich in den synaptischen Vesikeln vor.

Die Entdeckung von VAMP in dem Komplex war die
ausschlaggebende Beobachtung, denn sie machte sofort klar,
wie der Komplex der SNARE-Proteine (vielleicht mit NSF
und SNAP) fiir die Membranfusionen wichtig werden konnte.
Da VAMP aus der Vesikelmembran ins Cytosol hinausragt
und Syntaxin und SNAP-25 in dhnlicher Weise aus der Plas-
mamembran ragen, konnte ein Komplex aus allen drei inte-
gralen Membranproteinen das Vesikel an die Plasmamem-
bran heranbringen und ihre Lipiddoppelschichten bis zur
molekularen Kontaktdistanz anndhern (Abbildung 22 links).

Die SNARE-Hypothese und die Grundprinzipien der
Membranfusion

Anstatt uns auf den Spezialfall der Exocytose synapti-
scher Vesikel zu beschrinken, beschlossen wir, den SNARE-
Komplex spekulativer unter einem sehr breiten Blickwinkel
zu betrachten.

Erstens ist prinzipiell erforderlich, dass Vesikel und
Zielmembran irgendwie markiert werden, um anzuzeigen,
welche Vesikel wo fusionieren sollen. Dies erfordert wieder-
um, dass Vesikel- und Zielmembran-Markierungen paarweise
zueinander passen miissen. Wir vermuteten als einfachsten
Mechanismus fiir dieses Zusammenpassen eine Selbstorga-
nisation, bei der nur passende Paare kognater Vesikel- (,,v)
und Zielmembran-Markierungen (,,t* fiir ,,target*) zwischen
den Membranen aneinander binden und dabei als Voraus-
setzung fiir die Membranfusion einen ,,v-t“-Komplex bilden.

Basierend auf unserem Konzept kognater Vesikel- und
Zielmembranmarkierungen formulierten wir die ,,SNARE-
Hypothese“, nach der die SNAREs die Markierungen von
Vesikeln und Zielmembranen sind; wir nannten sie v-SNARE
und t-SNARE (Abbildung 23). VAMP ist das v-SNARE des
synaptischen Vesikels; Syntaxin und SNAP-25 sind die Un-
tereinheiten des zugehorigen t-SNARE in der Plasmamem-
bran. Die SNARE-Hypothese bildete den konzeptionellen
Rahmen, um unsere Ergebnisse zu verallgemeinern. Wir
schlugen vor, dass jeder Vesikeltyp in der Zelle sein eigenes
charakteristisches v-SNARE, ein Homologes von VAMP,
tragen sollte und dass jede Zielmembran in der Zelle mit
einem charakteristischen t-SNARE mit Untereinheiten
analog zu Syntaxin und SNAP-25 markiert sein sollte. Wir
schlugen auB3erdem vor, dass im einfachsten Fall, d.h. wenn es
keine andere Quelle fiir Spezifitdt gibt, nur dann ein pro-
duktives Fusionsereignis initiiert wird, wenn komplementire
v-SNARE- und t-SNARE-Paare zusammenfinden.,,*"

In Ubereinstimmung mit unserem einfachen Modell sind
VAMP und Syntaxin membranverankerte Proteine mit cy-
toplasmatischen Doménen, und SNAP-25 ist an der Cyto-
plasmaseite der Plasmamembran iiber kovalent gebundene
Fettsduren verankert. Etwa dquimolare Mengen von VAMP,
Syntaxin (die beiden Isoformen zusammengenommen) und
SNAP-25 wurden in den isolierten Komplexen gefunden.
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Abbildung 23. Die SNARE-Hypothese, wie sie urspriinglich vorgeschla-
gen wurde; Erklarungen im Text. Aus Lit. [28].

AuBerdem lieBen sich die SNARE-Proteine isolieren, weil sie
an NSF und SNAPs (deren Rolle bei der Membranfusion
bekannt war) binden und mit ihnen ein 20S-Partikel bilden.
Dies deutet darauf hin, dass auch SNAREs an der Fusion
beteiligt sind. Der SNARE-Komplex schaffte es in nur fiinf
Wochen von der ersten Entdeckung bis zur Publikation.

Zur Zeit dieses Experiments erschien die Membranfusion
komplex und verwirrend, weil ein konzeptioneller Rahmen
fehlte, in dem man die stindig wachsende Liste von Genen
und Sequenzen organisieren konnte. Viele Gene und Proteine
aus Hefe und tierischen Zellen, darunter Neuronen, schienen
irgendwie an dem Gesamtprozess des Vesikeltransports oder
der Fusion oder ihrer Regulation beteiligt zu sein. Man ver-
stand schnell, dass viele dieser Gene und Proteine zu evolu-
tiondr konservierten Familien gehoren, die verschiedene
Transportschritte betreffen (dazu gibt es einen Ubersichts-
artikel von Bennet und Scheller).? Allein aus dem synapti-
schen Vesikel waren ein Dutzend oder mehr Proteine be-
kannt. Es war aber ein Ratespiel, welche Proteine die Fusion
katalysieren oder die Spezifitdt sichern konnten, abgesehen
von indirekten Einfliissen auf die Fusion auf der Ebene der
zelluldren Regulation. Viele Proteine wurden als Kandidaten
fiir die Fusion angesehen, dazu zu manchen Zeiten Synap-
tophysin, Synaptoporin und SV2. Obwohl aber VAMP und
Syntaxin als wichtige Komponenten angesehen wurden,
wurden sie in diesem Zusammenhang nicht beachtet und
nicht fiir eine Komplexbildung vorgeschlagen, und SNAP-25
wurde nicht mit der Exocytose in Verbindung gebracht.

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

J. E. Rothman

Die enorme Wirkung unserer Verdffentlichung riihrte von
der Kombination aus einer unerwarteten Entdeckung — dem
SNARE-Komplex — und einem klaren und allgemeinen
Konzept — der SNARE-Hypothese. Sie wurde noch verstéarkt,
weil die Entdeckung des SNARE-Komplexes eng mit drei
Gebieten [Zellbiologie (Vesikeltransport), Physiologie (en-
dokrine und exokrine Sekretion) und Neurobiologie (synap-
tische Ubertragung)] und drei Disziplinen (zellfreie Bioche-
mie, Hefegenetik und Elektrophysiologie) verkniipft war. Als
Ergebnis unserer Publikation dnderte sich die Schwerpunkt-
setzung in der Zellbiologie, weg von Unterschieden in der
Physiologie und Regulation und hin zur Kernmaschinerie und
zu generellen Mechanismen.

In nachfolgenden Arbeiten fanden wir heraus, dass NSF
und SNAP den SNARE-Komplex auflésen und dabei die
Energie aus der ATP-Hydrolyse verwenden;™ spiter zeigte
William Wickner, dass SNAP und NSF nicht direkt an der
Fusion der Doppelschicht beteiligt sind.*® Dies richtete die
Aufmerksamkeit auf die einfachste verbleibende Moglich-
keit, dass namlich der SNARE-Komplex ausreicht, um die
Fusion zu vermitteln. NSF und SNARE spielen allerdings
eine entscheidende Rolle dabei, den Fortgang der Fusion
aufrechtzuerhalten. Sie trennen nach der Fusion die v-
SNAREs von den t-SNAREs (d.h., wenn sie sich in der
gleichen Doppelschicht befinden), nicht aber wihrend der
Fusion (d. h., wenn sie zwischen den Doppelschichten gepaart
sind).’”" Dadurch kénnen NSF und SNAP die SNARE-
Komplexe nach der Fusion rezyklieren, wohingegen sie
wihrend der Fusion erhalten bleiben.

Der SNARE-Komplex ist auBergewohnlich stabil; er wi-
dersteht einer Hitzedenaturierung bis 90°C. Die stdbchen-
formige Struktur des SNARE-Komplexes mit seinen Mem-
branankern an einem Ende impliziert, dass er zwei Mem-
branen in engen Kontakt zueinander bringen kann. Man
vermutete, dass die Bindungsenergie aus der Zusammenla-
gerung von SNARE die Fusion der Doppelschichten voran-
treiben konnte.”

Ein direkter Test, ob der SNARE-Kompex tatsédchlich das
aktive Prinzip der Fusion ist, ist nur méglich, wenn man diese
Funktion in Abwesenheit aller anderen Proteine untersucht.
Die Rekonstitution rekombinanter exocytischer/neuronaler
SNARE:Ss in Liposomen bestitigte, dass die Paarung kognater
SNARESs zwischen Lipiddoppelschichten tatsichlich eine
spontane Membranfusion auslost (Abbildung 24).%" Wenn
sich komplementidre v-SNARE- und t-SNARE-Paare zu-
sammenlagern, wird eine produktive Membranfusion nicht
nur initiiert — wie wir zunéchst geglaubt haben — sondern auch
abgeschlossen.

Die Moglichkeit, die Fusion mit isolierten SNAREs zu
beobachten, ermoglichte einen direkten Test der zentralen
Stiitze der SNARE-Hypothese, dass ndmlich die Spezifitit
der Membranfusion in den physikalisch-chemischen Eigen-
schaften der isolierten SNARE-Proteine codiert ist.[*"=*
Insgesamt 275 Kombinationen der potenziellen v-SNARESs
und t-SNAREs, die im Genom der Hefe codiert waren,
wurden auf Fusionen getestet; sie reprasentieren ER, Golgi,
Plasmamembran, Endosomen und Vakuolen (Lysosomen).
Davon l6sten nur 9 Kombinationen (=3 %) eine Fusion aus,
und alle mit einer Ausnahme (~0.4%) entsprechen be-
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Abbildung 24. v-SNAREs (griin) auf einem Vesikel binden an die ko-
gnaten t-SNAREs (rot) auf der Zielmembran, bilden spezifische SNA-
REpins, die dann die beiden Membranen fusionieren. Zur Vereinfa-
chung ist das t-SNARE als einzelnes lingliches Stibchen dargestellt,
auch wenn inzwischen bekannt ist, dass drei a-Helices zu einem Vier-
Helix-v-t-SNARE-Biindel beitragen. Andere Proteine regulieren die As-
soziation und Dissoziation der SNAREpins und kontrollieren so die
Membranfusion.

kannten Transportwegen (Abbildung25). Praktisch ohne
Ausnahme findet die Fusion nur mit den seltenen Kombina-
tionen von v- und t-SNARES statt, die aus Kompartimenten
stammen, die auch in lebenden Zellen Vesikel austauschen.
Anders ausgedriickt konnte ein physikalischer Chemiker, nur
ausgeriistet mit der DNA-Sequenz von Hefe und der
SNARE-Hypothese die isolierten SNAREs testen, um das
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Fusionspotenzial und mégliche Transportwege der Zelle mit
mindestens 99.6 % Genauigkeit auszulesen.

Der Mechanismus der Lipiddoppelschicht-Fusion
durch SNAREpins

Der physikalisch-chemische Fusionsmechanismus wurde
hauptsidchlich aufgrund der Rontgenkristallstruktur des
SNARE-Komplexes vorgeschlagen, die von Axel Brunger
und Reinhard Jahn gelost wurde.*! Sie zeigte ein Biindel aus
vier parallelen a-Helices, die zu einem Stidbchen angeordnet
sind. Dieses zwingt die beiden Doppelschichten zusammen,
wenn sich der Komplex wie ein Reif3verschluss zusammen-
schiebt und die Fusion erzwingt (Abbildung 26). Wir nannten
diese Stabchen ,,SNAREpins®. Jiingst haben wir in Zusam-

Die Fusion ist mit der Faltung von SNARE-Proteinen
zwischen Membranen thermodynamisch gekoppelt

Die Komplexierung der
SNAREDpins erzeugt eine Kraft,
die die Fusion antreibt

» Die SNARE-vermittelte Fusion
zwischen Vesikel und Doppelschicht
ist schnell (10-100 ms nach dem

Vesikel- Andocken) und spontan
v v membran
* SNARE-Proteine falten wahrend
n " der Fusion zu einem stabilen
- o Vier-Helix-Bundel
Ziel- « Ein einzelnes SNAREpin genugt
¢ membran fur die Doppelschichtfusion; eine
optimale Fusion erfordert mehrere
pins

« Die bei der Faltung von SNARE
freigesetzt Energie flielt in die
Doppelschicht

* SNAREs werden durch die

NSF-ATPase wieder entfaltet
und rezykliert

t
Fusionspore
1o
—l e
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cis-SNARE-Komplexe

Abbildung 26. Zusammenfassung des aktuellen Kenntnisstandes zum
Fusionsmechanismus. Abdruck in verinderter Form nach Siidhof und
Rothman

7 "W
moghcher v-SVARE

Abbildung 25. Der Nachweis, dass SNAREs die Transportspezifitit zwischen den Kompartimen-
ten sicherstellen, wurde in einem grofd angelegten Experiment (2000-2002) gefiihrt, in dem die
Gegenstiicke der SNAREs aus dem Hefegenom auf ihr Fusionspotential in vielen Kombinatio-
nen in rekonstituierten Lipidvesikeln getestet wurden. Weitere Details im Text.
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100
‘ menarbeit mit dem Kollegen Yongli
|80 Zhang aus Yale direkt in Einzelmole-
’ g kiilexperimenten die Kraft gemessen,
80 TS  die die Doppelschichten fusioniert
! §3  (Abbildung27). In diesen wird ein
’40 3’:% SNARE-Komplex buchstiiblich ausein-
| &  andergezogen und darf dann wieder

zusammenschnurren — die Kraftquelle
der Fusion —, was in zwei diskreten
Schritten ablauft.[*y

Das halb zusammengelagerte Zwi-
schenprodukt stellt einen natiirlichen
Unterbrechungspunkt dar, der durch
die Bindung anderer Proteine stabili-
siert werden kann, was eine Regulation
der Membranfusion nach dem Ando-
cken der Vesikel moglich macht. Ein
wichtiges Beispiel ist das Protein Com-
plexin,*” das von Thomas Siidhof (zu-
sammen mit dem Calciumionen-Sensor
Synaptotagmin)®®” als Schliisselelement
der Regulation der Neurotransmitter-
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Abbildung 27. Die modulare Struktur des SNARE-Komplexes. Wenn die C-terminale (proximal zur Mem-

bran liegende) Hilfte des Vier-Helix-Biindels (CTD) mit einer optischen Pin

wird, entfaltet und faltet sie sich in einer ,Alles-oder-nichts“-Reaktion; in der SNARE-abhéngigen Fusion

gibt es also ein halbgefaltetes Zwischenstadium. Abdruck nach Gao et al.l*®!

freisetzung bei der synaptischen Ubertragung entdeckt
wurde. In einer aktuellen Zusammenarbeit mit Karin Rei-
nisch®! fanden wir heraus, dass Complexin genau diesen
halbgeschlossenen Zwischenzustand stabilisiert (Abbil-
dung 28), was erklért, wie synaptische Vesikel bereitstehen
konnen, um Neurotransmitter in < 1 ms freisetzen zu konnen,

Abbildung 28. Complexin (magentafarbene Helices) verbindet halbge-
faltete SNAREpins, um so die Freisetzung von Neurotransmittern zu
synchronisieren und eine schnelle synaptische Signalweitergabe zu si-
chern. Die Hilfshelix von Complexin reicht von einem SNAREpin in die
membrananliegende Hilfte eines anderen (roter Kreis). Hier bindet die
Hilfshelix an der gleichen Stelle an t-SNARE (griine und gelbe Heli-
ces), an der sonst v-SNARE (blau) binden wiirde, um die Membranfu-
sion abzuschliefen. So stabilisiert Complexin die im anderen Falle nur
ibergangsweise vorkommende halbgefaltete Zwischenstufe, die mit
den optischen Pinzetten sichtbar wurden (Abbildung 27). Abdruck
nach Kimmel et al.’!
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viel schneller also als die Zeit
(50-100 ms), die fiir den Ge-
samtprozess der Fusion durch
isolierte SNARESs nach der ein-
leitenden Bindung durch den
SNAREpin erforderlich ist.*?

Mit meinen jetzigen Labor-
kollegen im Department of Cell
Biology in Yale (Abbildung 29)
hoffe ich hauptsichlich, aufzu-
kldren, wie SNARE-Proteine
bei der Exocytose reguliert
werden; auBBerdem interessieren
wir uns fiir noch offene Details
der Dynamik der Proteinsortie-
rung im Golgistapel.

.’ = geoffnet
|

I
V. = geschlossen Abschlieﬂe"de Uberlegun-

gen

Wie Membranen in der
Zelle flieBen, war ein funda-
mentales Problem der Biologie,

zette auseinandergezogen

“The Rothman Laboratory
October 7, 2013

Abbildung 29. Meine Arbeitsgruppe und ich unter der Rotunde uiber
der historischen Bibliothek der Yale Medical School am Morgen der
Bekanntgabe des Nobelpreises. Rechts neben mir steht meine Frau,
Professor Joy Hirsch.

das vor drei Jahrzehnten noch unldsbar schien. Heute jedoch
haben wir eine Vorstellung von den wichtigsten Eigenschaf-
ten dieses lebensnotwendigen Prozesses auf der Ebene der
physikalischen Chemie. Dies ist ein einfaches Zeugnis fiir die
Kraft der reduktionistischen Methode der Wissenschaft, die
so verstandig und so frith beim Aufscheinen der modernen
Biochemie vor mehr als einem Jahrhundert von Eduard
Buchner vertreten wurde (Abbildung 8).

Beim Verfassen dieses Vortrages, der mir die seltene
Gelegenbheit bietet, iiber Jahrzehnte auf die eigenen Beitrige
zuriickzublicken, konnte ich erkennen, wie das spezielle
Okosystem der Wissenschftskultur meine Arbeit hat gedei-
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hen lassen — oder wie es Sir Hans Krebs (Nobelpreis 1953)
ausdriickte: ,,Scientists are not so much born as made by
those who teach them“.’™ In diesem ausgezeichneten Aufsatz
erldutert Krebs seine Abstammung von gro3en Organikern
und Biochemikern, eine Kette, die auf den Farbstoffchemiker
von Baeyer zuriickreicht, bis auf den heutigen Tag ungebro-
chen ist und fast nur aus Nobelpreistrdgern besteht (Abbil-
dung 30). Es gibt viele dhnliche Genealogien in anderen
Disziplinen, wie der Genetik, Physiologie, Mikrobiologie und
medizinischen Forschung. Solche auBergewohnlichen Oko-

GENEALOGY OF THE VON BAEYER

The arrows indicate the teacher-pupil link. All members

of this “‘family” are Nobel laureates
von Baeyer
!

| ) — |

YFaMILy ™
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einem Jahrhundert der Entdeckungen, dass es in der Biologie
keinen Prozess gibt, der in seinem Kern nicht physikalisch-
chemischer Natur ist. Als direkte Konsequenz konnen wir
erwarten, dass zu gegebener Zeit alles Leben — sogar
menschliches Denken und Fiihlen — als Ausfluss physikali-
scher Vorginge verstanden werden kann, als komplexe, or-
ganisch aufgebaute selbstbestimmende Maschinen. Diese
Perspektive mag fiir manche beidngstigend sein, doch dies
sollte nicht so sein, denn sie bietet unserer Spezies auf lange
Sicht die besten Aussichten.

Danksagung

Obwohl Grundlagenforschung oft auch frustrie-
rend sein kann, kombiniert sie doch Freude und
Entdeckung gleichermaflen (etwas launisch illus-
triert in Abbildung 32). Ich danke meinem per-
sonlichen ,,Okosystem*, das geholfen hat, mein
Leben in der Wissenschaft produktiv und freudvoll
zu gestalten. Dies schliefit eine erhebliche Dan-
kesschuld an die vielen Studenten und Postdokto-
randen ein, die zu diesem Gesamtwerk iiber mehr
als dreifiig Jahre beigetragen haben, und von denen
ich die meisten nicht namentlich erwdihnt habe. Es
schlief3it auch die grofien Vorbilder und Lehrer ein,
bei denen ich ausgebildet wurde, wie im Text ge-
schildert; das wunderbare Umfeld, in dem zu ar-
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beiten ich das Privileg genossen habe, besonders in
den friihen Jahren in Stanford und am Sloan-Ket-
tering unter Paul Marks Anleitung; viele enge und

Abbildung 30. Ein Jahrhunderte altes wissenschaftliches Okosystem — von der
Farbchemie zur Enzymologie und zur modernen Zellbiologie. Der unterlegte Teil ist
dem Artikel von H. Krebs , The Making of a Scientist* (Nature, 1967)%* entnom-

men.

systeme haben eine starke zeitliche Komponente, die es
schwer macht, sie zu etablieren. Wissenschaftliche C)kosys-
teme konnen nur in Gesellschaften gedeihen, die Wissen-
schaft langfristig pflegen.

Die Einsichten und Errungenschaften dieser Vorldufer
machen mich zutiefst demiitig. Wie Buchner zu seiner Zeit
formulierte (Abbildung 31), teilen wir die tiefe Uberzeugung,
inzwischen untermauert durch die Ergebnisse von mehr als

“We must never let ourselves fall
into thinking "ignorabimus” ("We
shall never know"), but must have
every confidence that the day will
dawn when even those processes of
life which are still a puzzle today will
cease to be inaccessible to us
natural scientists.” - E. Buchner

Abbildung 31. Buchners friiher Glaube an den Reduktionismus erwies
sich als wohlbegriindet, und seine Worte klingen bis heute wahr. Aus
Buchners Nobelvortrag am 11. Dezember 1907.
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langdauernde personliche und wissenschaftliche
Freundschaften, die mein Leben und meine Arbeit
bereichert haben; und vor allem meine Frau, See-
lenverwandte und intellektuelle Partnerin Hoy
Hirsch und meine Kinder Lisa und Matthew.

Thanks to the many dozens of
contributors to our
understanding of the tiny
bubbles in the cell that enable
all thought and action

Kunié Sugiura

Abbildung 32. Die Blasen symbolisieren Vesikel in der Zelle, aber auch
die Freude und Freiheit guter Wissenschaft. Als ich vor etwa zehn
Jahren von der japanischen Photographin Sugiura gebeten wurde, fiir
eines ihrer einzigartigen Photogramme zu posieren, wihrend ich etwas
tue, das meine wissenschaftliche Arbeit illustriert, entschied ich mich,
Seifenblasen zu blasen.
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Beim Schreiben dieses Nobelvortrages habe ich mich freigiebig
bei eigenen Ausfiihrungen bedient, die ich im Zusammenhang
mit friitheren Preisen verfasst habe, insbesondere beim Lasker-
Award und beim Kavli-Preis, aufserdem bei den beiden Pu-
blikationen in der Serie iiber , Berithmte Experimente“, einer
Web-basierten Publikation von 2001, die leider nicht mehr
verfiigbar ist. Schlieflich gilt noch ein besonderer Dank meiner
Assistentin Willa Bellamy, die nach 22 Jahren in drei akade-
mischen Instituten dieses Jahr in den Ruhestand getreten ist.

Eingegangen am 13. Februar 2014
Online veroffentlicht am 1. August 2014

Ubersetzt von Dr. Burkard NeuB, Jiilich
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