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4 Diskussion

Einzelne SNARE-Proteine kdnnen in vivo an unterschiedlichen SNARE-Komplexen beteiligt
sein, was die eindeutige Zuordnung dieser ,multifunktionalen SNAREs zu einem
bestimmten intrazelluldren Transportabschnitt erschwert. Ziel dieser Arbeit war es,
funktionelle Interaktionen von SNARE-Proteinen, in vivo in der Backerhefe zu bestimmen..
Am Beispiel des am anterograden Transportes vom ER zum Golgi-Apparats beteiligten
SNARE-Komplexes wurden die Auswirkungen von reziproken Substitutionen in der stark
konservierten ‘0’-Ebene der entsprechenden SNAREs untersucht. Dieser Komplex enthilt
zweil ,,multifunktionale* SNARESs, Sec22p, das zusédtzlich im retrograden Golgi-ER Transport
funktioniert, sowie SedSp, das auch im Transport innerhalb des Golgi und von Endosomen
zum Golgi eine Rolle spielt. Die Aminosdurereste innerhalb der ‘0’-Ebene eignen sich fiir
diese Untersuchung besonders gut, da Rontgenstrukturanalysen zeigten, daB in der ‘0’-Ebene
immer drei Glutamin- und ein Arginin-Rest miteinander wechselwirken. Der systematische
Austausch von Glutamin gegen Arginin bzw. umgekehrt in allen am ER-Golgi SNARE-
Komplex beteiligten SNARE-Proteinen zeigte, dall sich diese Mutagenese-Strategie sehr gut
eignet, um funktionell interagierende SNARE-Proteine einander zu zuordnen und das
Zusammenspiel einzelner multifunktionaler SNAREs mit unterschiedlichen SNARE-Partnern
in vivo aufzuzeigen. Entgegen der urspriinglichen Annahme einer Rotationssymmetrie
innerhalb der ‘0’-Ebene von SNARE-Komplexen belegen die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit jedoch, dal3 die vier Positionen im ER-Golgi SNARE-Komplex nicht dquivalent sind.
Sowohl bei einer Verschiebung des Arginins an eine der drei Q-Positionen, als auch bei
Erzeugung von Hefemutanten mit zwei Argininen ergaben sich, in Abhingigkeit der

mutierten Positionen innerhalb der ‘0’-Ebene, unterschiedliche Phianotypen.

4.1 Evolutionire Konservierung der SNAREs

Charakteristisches Merkmal aller SNAREs ist das SNARE-Motiv, welches aus einer Reihe
konservierter ,,heptad-repeats* besteht. Man nimmt an, daB sich diese a-helices bildenden
Doménen von SNAREs aus einem gemeinsamen Vorfahren entwickelt haben (Weimbs et al.,
1998).

SNARE-Komplexe bestehen aus vier umeinander gewundenen, parallelen o-Helices, die liber
16 Aminosdure-Schichten im Inneren des Biindels miteinander assoziiert sind. Jede der vier

Helices steuert jeweils eine Aminosédureseitenkette innerhalb jeder dieser konservierten
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Schichten bei. Die meisten dieser Schichten sind aus &hnlich groen, unpolaren
Aminosdureresten aufgebaut, doch zeigen manche einem asymmetrischen Aufbau, bei dem
grofle Seitenketten mit kleinen interagieren. In der Mitte dieser Schichtenstruktur befindet
sich eine asymmetrische Schicht, die ‘0’-Ebene, die sich von den iibrigen Schichten besonders
abhebt. Zum einen interagieren hier polare, hydrophile Seitenketten miteinander, zum anderen
wird diese ionische Schicht von zwei benachbarten hydrophoben Schichten abgeschirmt.

Die Aminosduren dieser zentralen Schicht zeigen die hochste Konservierung innerhalb der
Primarsequenz des SNARE-Motivs, was der Anlass war, eine neue Unterteilung der SNARE-
Proteine in R- und Q-SNAREs vorzuschlagen (Fasshauer et al., 1998b).

Vergleicht man Qa-, Qb und Qc-SNARESs, dann findet man, dass die ‘0’-Ebene bei den Qa-
SNAREs/Syntaxinen am hochsten konserviert ist. Phylogenetische Untersuchungen von
Syntaxinen aus evolutiondr sehr weit auseinanderliegenden Spezies, zeigten eine
Konservierung des zentralen Glutamins in allen untersuchten Syntaxinen bis hinunter zu
Giardia intestinales, einem sehr einfachen Protisten (Dacks und Doolittle, 2002; Fasshauer et
al., 1998b). Ausnahmen finden sich lediglich bei Plasmodien-Arten, die an dieser Position an
Stelle eines Glutamins ein Arginin enthalten. Jedoch sind die Interaktionspartner dieser
Syntaxine bisher unbekannt (Dirk Fasshauer; Hans Dieter Schmitt, personliche Mitteilungen).
Interessanterweise ist das Isoleucin der +2 Ebene in den meisten Syntaxinen ebenfalls
konserviert (Dacks und Doolittle, 2002). In Syntaxin 1A ist diese Aminosdure, zusammen mit
zwel weiteren Aminosduren, fiir die Bindung von nSecl/Muncl8 wichtig (Misura et al.,
2000). Auch in der Béckerhefe ist das Isoleucin in der +2 Ebene in fast allen Syntaxinen
konserviert. Einzig Ufelp, das Syntaxin des Golgi-ER Transportes, enthélt hier ein
Methionin. Im Unterschied zu den iibrigen Hefe-Syntaxinen ist das an der Vakuolenfusion
beteiligte Syntaxin Vam3p bisher nur in S. cerevisiae, sowie in der nahe verwandten C.
albicans bekannt. Obwohl die Interaktionspartner von Vam3p konserviert sind, sind
Orthologe dieses Syntaxins bisher weder in anderen Pilzen, noch in Sdugerzellen identifiziert
worden. Da Vam3p auch in der phylogenetisch sehr alten Hefe S. pombe fehlt, konnte es ein
auf die Vakuolenfusion spezialisiertes SNARE von Saccharomyceten darstellen, das sich
durch Genduplikation und Sequenzvariation entwickelt hat (Gupta und Heath, 2002).

Die grofite Variabilitdt hinsichtlich der zentralen Aminosdure des SNARE-Motifs findet sich
in den Qc-SNARESs. In S. cerevisiae enthalten drei der sieben bekannten Qc-SNAREs an
Stelle eines Glutamins eine andere Aminosdure. Betlp, das Qc-SNARE des ER-Golgi
SNARE-Komplexes enthdlt an dieser Position ein kleines Serin. Auch Betl-Homologe

anderer Pilze enthalten meist eine andere Aminosédure in der ‘0’-Ebene (Gupta und Heath,
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2002), wenngleich in Sdugern Betl ein Glutamin zu finden ist. Die Qc-SNAREs des Golgi-
ER bzw. des intra-Golgi SNARE-Komplexes, Uselp und Sftlp, enthalten in der ‘0’-Ebene
jeweils ein Aspartat. Sftlp-Homologe aus anderen Pilzen enthalten ebenfalls kein Glutamin in
der ‘0’- Ebene (Gupta und Heath, 2002). Auch in A. thaliana (Tai und Banfield, 2001)
wurden Homologe dieses Qc-SNAREs identifiziert, dennoch ist in Sdugerzellen bisher kein
Sftl bekannt. Ahnlich wie im Falle von Vam3p (siehe oben), wurde in Siugerzellen bisher
kein homolges Protein zu dem vakuoldren Hefe-SNARE Vam7p identifiziert, obwohl dieses
SNARE, einschlieBlich seiner Phospatidylinositol-3-phosphat bindenden PX-Doméne und der
fehlenden Transmembrandoméne, in allen Pilzen konserviert ist (Dirk Fasshauer, personliche
Mitteilung).

R-SNAREs werden aufgrund ihrer N-terminalen Doménen in zwei Untergruppen unterteilt.
Wihrend Brevine eine kurze, variable N-terminale Doméne enthalten, zeichnen sich Longine
durch eine konservierte ca. 130 Aminosduren lange profilin-dhnliche Doméne aus (Filippini et
al., 2001), die eine regulatorische Funktion besitzt (Rossi ef al., 2004a). Im Unterschied zu
Brevinen, sind die Longine in allen Eukaryoten konserviert. Zu den Longinen zdhlen TI-
VAMP, sowie Sec22 und Ykt6. Ykt6p und seine Homologen sind besonders hoch konserviert
und enthalten alle keine Transmembrandoméne.

Die Aminosdureseitenketten an der AuBenfliche der coiled-coil Strukturen von SNAREs
geben die oOrtliche Ladung dieser Struktur vor und kdnnen nicht nur die Bildung von SNARE-
Komplexen sondern auch die Bindung regulatorischer Faktoren an SNARE-Komplexe
modulieren. Auf der Grundlage alternierender Aminosduremuster auf der Oberfldche der
coiled-coil Domédne der SNAREs wurden R-SNAREs in zwei neue Untergruppen aufgeteilt
(Rossi et al., 2004b). Die RG-SNARESs bilden die grofere der beiden Gruppen und umfassen
alle Longine, sowie fast alle Hefe-R-SNAREs sowie die nicht neuronalen Brevine in
Sdugerzellen. Es wurde vorgeschlagen, dal die RG-SNAREs mehr an grundlegenden
Transportschritten beteiligt sind, wihrend die kleinere Gruppe der RD-SNARESs auf schnelle

Fusionsprozesse spezialisiert ist.
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4.2 Punktmutationen in der ‘0’-Ebene
4.2.1 Mutationen in der Qa-Position

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Q/R-Substitutionen in beide am
Transportabschnitt ER-Golgi beteiligten Qa-SNARESs eingefiihrt. Sowohl die sed5R-, als auch
ufel R-Mutation flihrten in vivo zu starken Wachstumsdefekten bereits bei 32 °C. Im Fall der
sed5R-Mutation konnte der erhaltene Phinotyp durch komplementire R/Q-Mutation des
entsprechenden R-SNAREs supprimiert werden, doch mufiten dazu gleichzeitig zwei
verschiedene R-SNAREs mutiert werden. SEDS ist in zwei SNARE-Komplexen beteiligt
(Parlati et al., 2002; Sacher et al., 1997; Tsui et al., 2001), weshalb nur die komplementiren
Q-Mutationen von SEC22 und YKT76 zusammen den sed5R-Phianotyp vollstindig
supprimieren konnten. Die Einfiihrung einer Q-Punktmutation in der ‘0’-Ebene von nur einem
dieser beiden R-SNAREs fiihrte zu einer partiellen Suppression, in der nur einer der beiden
betroffenen Transportschritte, ER-Golgi oder intra-Golgi, wiederhergestellt wurde. Dies
wurde anhand des Transportes der vakuoldren Protease CPY gezeigt.

Von den bisher in Hefe beschriebenen Q/R-Austauschen in der ‘0’-Ebene von Qa-SNAREs
fiihrte jede dieser Substitutionen in vivo zu Defekten im jeweiligen Transportschritt. Ein Q/R-
Austausch in Sso2p, dem an der Exozytose beteiligten Qa-SNARE, fiihrte zu einem starken
Wachstumsdefekt bei hoheren Temperaturen, sowie zu Sekretionsdefekten, die bereits bei
Raumtemperatur (25 °C) auftraten. Diese Defekte lieBen sich durch Einfiihrung einer
komplementidren R/Q-Substitution im entsprechenden Synaptobrevin-Homologen Snc2p
supprimieren (Katz und Brennwald, 2000; Ossig ef al., 2000). Um funktionelle Redundanzen
der Genpaare SSOI/2 und SNCI/2  auszuschlieBen, wurden in  diesen
Mutationsuntersuchungen Hefestimme verwendet, die genomische Deletionen von SSO/ und
SNC1 enthielten. Auch ein Q/R-Austausch im vakuoldren Qa-SNARE Vam3p fiihrte zu einer
drastischen Reduzierung der Vakuolenfusion in vitro (Wang et al., 2001). Hinsichtlich der
Morphologie der Vakuolen bzw. der Komplexbildung an sich wurden jedoch keine oder nur
geringe Unterschiede zum Wildtyp beobachtet. /n vitro Untersuchungen mit rekombinanten
neuronalen SNAREs zeigten, dal ein Q/R-Austausch in der Qa-Position zur Bildung von
SNARE-Komplexen fiihrte, deren Stabilitdt meist mit Wildtyp-Komplexen vergleichbar ist,
die jedoch starke Defekte bei der Dissoziation des Komplexes durch die ATPase NSF zeigten
(Scales et al., 2001). Punktmutationen, die nicht zu einem Ladungsaustausch fiihrten, wie Q/E

oder Q/N, flihrten dagegen nicht zu einer Blockierung der Komplexdissoziation.
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Im Unterschied zur sed5R-Mutation konnte die negative Wirkung der den retrograden
Transport vom Golgi zum ER betreffenden ufe/ R-Mutation durch das entsprechende sec22Q
nicht kompensiert werden. Im Gegenteil, der Wachstumsdefekt wurde durch Einfiihrung von
sec22( sogar etwas verstirkt. Diese Beobachtungen veranlassten uns zu der Annahme, daf3
der ufelR-bedingte Phinotyp vielleicht durch Expression der Q-Variante eines der anderen R-
SNAREs supprimiert werden konne. Daher wurde in ufelR-Hefezellen plasmid-kodiertes
SNC2, snc2Q, YKT6 oder ykt6Q koexprimiert (nicht gezeigt). Lediglich die zusitzliche
Expression von YKT6 fiihrte zu einer partiellen Suppression des Wachstumsdefektes.

Man nimmt an, da SEC22 sowohl im anterograden, als auch im retrograden Transport
zwischen ER und Golgi das beteiligte R-SNARE darstellt (Burri ef al., 2003; Dilcher et al.,
2003; Liu und Barlowe, 2002). Jedoch kann derzeit nicht vollstindig ausgeschlossen werden,
ob nicht ein anderes R-SNARE am retrograden Transportschritt beteiligt ist. Andererseits
interagiert Ufelp mit dem ,,Dsllp“-Komplex (Kraynack et al., 2005). Dsllp, eine der
Komponenten des ,,Dsl1p“-Komplexes, enthélt ein verkiirztes putatives R-SNARE-Motiv am
C-Terminus. Dieses konnte am ER in einem SNARE-Akzeptorkomplex, bestehend aus
Ufelp, Sec20p und Uselp, die Position des R-SNAREs einnehmen. Im Falle der ufelR-
Mutation wiirde sich dann eine Situation ergeben, in welcher sich ebenfalls zwei Arginine in
der R- und Qa-Position befinden, was den beobachteten Phéinotyp der ufelR-Mutation
erkldren konnte (s. auch 4.5). Obwohl wir die Beobachtungen mit den ufe/R-Mutanten derzeit
nicht erkliaren konnen, sind die Daten doch in sich schliissig. So fiihren Q/R-Substitutionen in
der ‘0’-Ebene eines Qa-SNAREs im Allgemeinen zu einer starken Beeintrdchtigung des
entsprechenden Transportschrittes. Dieser Defekt kann in einigen Féllendurch Co-Expression
der komplementidren Q-Mutation im entsprechenden R-SNARE supprimiert werden. Daher
scheinen die R- und Qa-Positionen innerhalb des SNARE Komplexes sowohl strukturell, als
auch funktionell dquivalent zu sein und sind damit sehr gut geeignet, um durch funktionelle

Interaktionen SNARE-Proteine einem bestimmten SNARE-Komplex zuzuordnen.

4.2.2 Mutationen in der Qb-Position

Im Gegensatz hierzu sind die Qb- und R-, bzw. Qb- und Qa-Positionen funktionell nicht
dquivalent. Hefezellen, die bosIR anstelle des endogenen BOS! exprimierten waren nicht
lebensfdhig. In dieser Hinsicht entspricht dieses Ergebnis demjemigen im Falle des
exozytotischen Komplexes, bei dem eine Q/R-Substitution in der N-terminalen SNARE-
Domine von SECY ebenfalls zu keinen lebensfahigen Zellen fiihrte (Katz und Brennwald,

2000). Im Unterschied zum exozytotischen SNARE-Komplex jedoch fiihrte die Co-
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Expression von sec22(, als alleinige Version dieses Gens oder zusétzlich zu endogenem
SEC22, zu Hefezellen, die Wachstums- und Transportdefekte aufweisen. Auch in vitro
resultierte aus der Rotation des Arginins an die Qb-Position ein etwas instabilerer neuronaler
SNARE-Komplex (Scales et al., 2001). Somit wéren zwei SNARE-Komplexe beschrieben,
in denen zwei Arginine in der R- und Qb-Position zu nicht lebensfdahigen Zellen fiihren. Diese
Beobachtungen wiirden die Vermutung nahelegen, da3 zwei sich gegeniiberliegende Arginine
in vivo meist nicht toleriert werden. In der Literatur ist allerdings eine Mutante beschrieben,
die YKT6 als R-SNARE und v#i/R als Qb-SNARE enthélt und zwar lebensféhig ist, jedoch
Transportdefekte aufweist (Dilcher ef al., 2001). In vitro lassen sich rekombinante neuronale
SNARE-Komplexe mit zwei gegeniiberliegenden Argininen in der R- und Qb-Position bilden
(Scales et al., 2001) (Kathrin Wiederhold, pers. Mitteilung}. Die Stabilitdt dieser mutierten
Komplexe unterscheidet sich kaum vom normalen 1R:3Q Komplex (Kathrin Wiederhold,
pers. Mitteilung}. Daher wurde am Beispiel des ER-Golgi SNARE-Komplexes untersucht, ob
innerhalb der ‘0’-Ebene zwei Arginine in gegeniiberliegenden Positionen generell nicht
toleriert werden. Hierzu wurde ein Hefestamm generiert, dessen ER-Golgi SNARE-Komplex
zwei Arginine in der Qa- und Qc-Position enthélt. Im Unterschied zur Kombination der R-
/Qb-Positionen resultierte die Qa-/Qc-Kombination zweier Arginine in lebensfdhigen
Hefezellen mit Wachstums- und Transportdefekten. Aufgrund dieser Ergebnisse ist es sehr
unwahrscheinlich, dall sterische oder elektrostatische AbstoBungen zwischen den
Aminosduren allein den SNARE-Komplex insgesamt so stark destabilisieren, dal} dies in vivo
zu einem letalen Phinotyp fiihrt. Uberraschenderweise wurde in PC12-Zellen deren SNAP-25
eine oder zwei Q/R-Punktmutation enthielt, der exozytotische SNARE-Komplex also zwei
oder sogar drei Arginine enthielt, keine reduzierte Gesamtsekretion beobachtet (Graham et
al.,2001).

Die beobachtete Unvertrdglichkeit zweier Arginine in R- und Qb-Position kénnte auch eine
Charakteristik von SNARE-Komplexen der sekretorischen Transportroute sein, wéhrend sie
in SNARE-Komplexen anderer Routen weniger drastische Auswirkungen haben. Die
beobachteten Phénotypen der bos/R-Mutation weisen auf funktionelle Unterschiede der R-
und Qb-Position, deren Ursache derzeit unklar ist. Mdglicherweise werden die funktionalen

Unterschiede beider Positionen durch Interaktionen mit weiteren SNARE-Effektoren bedingt
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4.2.3 Mutationen in der Qc-Position

Innerhalb der drei Q-Positionen, sind die Qc-SNAREs hinsichtlich ihrer zentralen
Aminosdure am wenigsten konserviert. Besonders innerhalb der Pilze sind viele Qc-SNARESs
bekannt, die in der ‘0’-Ebene anstatt des Glutamins eine andere Aminosédure (meist Aspartat)
enthalten. Hefe Betlp enthélt an Stelle eines Glutamins ein Serin in der ‘0’-Ebene. Die S/R-
Substitution in BETI zeigte keinen augenfilligen Phinotypen und fiihrte damit zu dem
tiberraschenden Ergebnis, dafl im ER-Golgi SNARE-Komplex zwei Arginine in dieser R-/Qc-
Kombination besser toleriert werden als eine ,,4Q“ (1S + 3Q) Konfiguration. /n vitro fiihrten
Q/A- und Q/I-Substitutionen, jedoch nicht Q/R-Substitutionen, in der C-terminalen Helix von
SNAP-25 zu einer reduzierten Stabilitit des Komplexes (Chen et al., 1999; Scales et al.,
2001). Obwohl die Modellierung zweier Arginine in der R- und Qc-Position, dhnlich wie in
der Kombination R und Qa (Ossig et al., 2000), eine starke Destabilisierung des Komplexes
vorausberechnete, konnte dies in vivo nicht bestdtigt werden. Dies legt die Vermutung nahe,
daB das sehr kleine Serin generell zu schwicheren Interaktionen mit den anderen Seitenketten
fiihrt, weshalb Substitutionen an dieser Position phénotypisch nicht so ins Gewicht fallen. In
der Tat fiihrte die zusétzliche Anwesenheit von BetlpQ bei manchen R:Q-Kombinationen zu
einer geringfligigen Verbesserung des Wachstumsdefektes, jedoch wurde in keinem Fall ein
deutlicher Suppressionseffekt in den jeweiligen Hefezellen beobachtet. Im SNARE-Komplex
des retrograden Transportschrittes vom Golgi zum ER befindet sich in der Qc-Position
ebenfalls ein SNARE, das in der ‘0’-Ebene kein Glutamin aufweist. Uselp enthélt hier ein
Aspartat und damit eine dhnlich groBe Aminosdure (Burri et al., 2003; Dilcher et al., 2003).
USE1 ist ein essentielles Gen, und es existiert eine Mutante, die einen ausgeprigten
Wachstumsdefekt zeigte. Ein Austausch des Aspartats gegen Glycin in vivo zu keinem
Wachstumsdefekt (Dilcher ef al., 2003). Im Unterschied zu bet/R jedoch bedingte die
uselD168G-Mutation Defekte im Transport von CPY und Invertase. Q/R-Substitutionen in
der Qc-Position des exozytotischen SNARE-Komplexes fiihrten zu temperatursensitiven
Hefezellen, deren Phénotyp durch Co-Expression von zusétzlichem snc/R vollstindig
supprimiert werden konnte (Katz und Brennwald, 2000).

Diese Beobachtungen bekréftigen die Ansicht, dafl die Qc-Position strukturelle Unterschiede

besser vertragen kann als andere Positionen.
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4.2.4 Mutationen in der R-Position

SNARE-Komplexe rekombinanter, neuronaler SNARESs, deren Synaptobrevin ein Glutamin
oder Alanin in der ‘0’-Ebene enthielt, zeigten in vitro eine, im Vergleich zum Wildtyp, etwas
erniedrigte Stabilitidt und Dissoziation durch NSF (Scales et al., 2001). In Saugerzellen wurde
kiirzlich gezeigt, dal ein Arginin/Prolin-Austausch in Synaptobrevin, die Bildung des
SNARE-Komplexes nicht beeintrachtigt, die Stabilitdt des Komplexes jedoch in vitro deutlich
reduziert (Martinez-Arca et al., 2004). Dies ist nicht besonders iiberraschend, da Prolin in der
Regel einen Knick in o-Helices herbeifiihrt, was die gesamte Helix deformiert. Weiterhin
wurde gezeigt, daB SybR56P in vivo korrekt zur Plasmamembran transportiert wurde, dort
jedoch festsal3, da die Dissoziation dieser SNARE-Komplex durch NSTF/a-SNAP blockiert
war (Martinez-Arca et al., 2004). In S. cerevisiae filhrten Punktmutationen der zentralen
Aminosdure von R-SNAREs zu einer Reihe unterschiedlicher Phénotypen. Wéhrend im
exozytotischen SNARE-Komplex aus einer ,,4Q“-Stochiometrie resultierende Defekte nur
durch Einfiihrung zusétzlicher Mutationen in anderen Aminosdureschichten aufgedeckt
werden konnten (Ossig et al., 2000), zeigte der ER-Golgi-SNARE-Komplex stirkere Defekte
in vivo. Sowohl sec22Q, als auch sec22-3 (R157G) fiihren zu Wachstumsdefekten und einer
Blockierung des anterograden Transportes bei hoheren Temperaturen. Ein sehr drastischer
Phanotyp wurde beobachtet, als die R/Q-Substitution in Ykt6p vorgenommen wurde, dem
einzigen essentiellen R-SNARE in Hefe. Nur bei Co-Expression von ykt6Q und endogenem
YKT6 konnten lebensfiahige Hefezellen erhalten werden (Dilcher ef al., 2001). Sec22p ist am
anterograden und retrograden Transport zwischen ER und Golgi beteiligt. Hingegen nimmt
man von YKT6 an, da3 es an mindestens drei verschiedenen SNARE-Komplexen beteiligt ist.
Da beide SNAREs in mehreren SNARE-Komplexen enthalten sind, wird sich eine
Punktmutationen in der ‘0’-Ebene beider SNAREs auf alle betroffenen Transportschritte
auswirken. Dies konnte die unterschiedliche Schwere der beobachteten Defekte bei sec22Q
bzw. ykt6Q im Vergleich zu snc2Q erklédren, gleichzeitig erschwert es deutlich die eindeutige
Interpretation der beobachteten Phénotypen.

Im Gegensatz zu YKT6 fiihrt eine Deletion von SEC22 oder SNC1/2 zu lebensfahigen Zellen,
deren Wachstum allerdings eingeschrinkt ist. Kiirzlich wurde gezeigt, dal in sec224-
Hefezellen die Expression von YKT76, dem einzigen essentiellen R-SNARE in Hefe,
hochreguliert ist und Sec22p durch Ykt6p substituiert wird (Liu und Barlowe, 2002). In
sec22A/sed5R-Hefezellen konnte ykt6Q jedoch nicht den durch sed5R-bedingten Defekt
supprimieren und sec22Q vollstindig ersetzen. Hierfiir wéren verschiedene Griinde moglich.

Das Expressionsniveau von ykt6Q konnte nicht ausreichend hoch sein, um beide sed5R-
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Komplexe zu komplementieren, oder aber endogenes YK76 wird bevorzugt in die jeweiligen

SNARE-Komplexe eingebaut.

4.2.5 Mutationen in anderen Aminosiureebenen

Eine Vielzahl von Mutationen in weiteren Ebenen des 4-Helixbilindels wurde in
Mutantenscreens isoliert. Die meisten dieser Mutationen fiihrten zu einer Blockierung des
jeweiligen Transportschrittes (Banfield et al., 1995; Dilcher et al., 2001; Dilcher et al., 2003;
Lewis et al., 1997, Littleton et al., 1998; Sacher et al., 1997; Saifee et al., 1998; Stone ef al.,
1997).

Eine Reihe von Mutationen in diesen inneren Schichten sind auch in den SNAREs des
Transportabschnitts zwischen ER und Golgi bekannt. Die sed5-1 Mutation ist ein R/G-
Austausch in der -8 Ebene (R255G), betl-1 eine L/F-substitution (L72F) in -4, ufel-1 S282N
in der -2 Ebene und sec20-1 1.234S in der -1 Ebene der SNARE-Doméne. Die Mutationen
sec9-7 (L627H) (Brennwald et al., 1994; Rossi et al., 1997) und bosI-1 (L190S) befinden
sich in der +1 Ebene dieser beiden Qc- bzw. Qb-SNAREs. In vivo fihrt bosi-1 zu
temperatursensitiven Hefezellen mit Transportdefekten und beeintrdchtigt in vitro die
Stabilitdt des ER-Golgi SNARE-Komplex (Cao et al., 1998; Spang und Schekman, 1998).
Diese hydrophilen Punktmutationen destabilisieren die Interaktionen des hydrophoben
Leuzinzippers in der +1 Ebene.

In C.elegans sind Punktmutationen innerhalb der +4, +5 und +6 Ebene beschrieben worden.
Diese Mutationen beeintrachtigen die synaptische Transmission in vivo, weshalb diese Tiere
lethargisch wirken und Auffilligkeiten in ihrem Bewegungsapparat zeigen. Die Kombination
zweier Mutationen in benachbarten Ebenen fiihrte zu einer Verstirkung der beobachteten
Defekte (Saifee et al., 1998). In Drosophila wurde eine Punktmutation in der +7 Ebene von
Syntaxinl A beschrieben, die einen drastischen Phdnotyp bedingt. Diese Mutation zeichnet
sich in vivo durch eine temperaturabhingige Blockierung der synaptischen Transmission
sowie durch sehr geringe Mengen des entsprechenden SNARE-Komplexes aus. In vitro
wurde eine stark erniedrigte Bindung an Synaptobrevin beobachtet (Littleton ez al., 1998).
Meist zeigen Punktmutationen in N-terminalen Aminosdureschichten schwichere Effekte als
in C-terminalen Ebenen. So fiihrten in vifro Substitutionen in N-terminalen Bereichen des
SNARE-Motivs von SNAP-25 zu einer langsameren Dissoziation des SNARE-Komplexes,
zeigten in vivo jedoch keine Effekte. I/A bzw. M/A-Substitutionen in der +4 bzw. +5-Ebene
von SNAP-25 hingegen, zeigten sowohl in vitro als auch in vivo negative Effekte. In vitro

zeigte die +5-Mutation eine biphasische Aufschmelzung des rekombinanten SNARE-
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Komplexes. In vivo verhalten sich beide dominant negativ und blockieren die Exozytose in
PC-12 Zellen sogar vor einem Wildtyp-Hintergrund.
Diese Beobachtungen weisen darauf, da ein korrektes Packen dieser inneren

Aminosdureschichten fiir die Funktionalitdt von SNARE-Komplexen sehr wichtig ist.

4. 3 Spezifitit und Promiskuitit von SNAREs

Damit in Zellen die Subkompartimentalisierung aufrecht erhalten werden kann, miissen
intrazelluldre Transportprozesse sehr genau reguliert sein. Wie sich die Spezifizitdt im
Einzelnen aufbaut ist derzeit nicht vollig klar.

Vor der Identifizierung von SNARE-Komplexe galten Ypt/Rab-GTPasen als Regulatoren des
vesikuldren Transportes. Mit der Formulierung der SNARE-Hypothese (Rothman, 1994)
jedoch, wurde diese Funktion SNARE-Proteinen zugeschrieben. Dies stiitzte sich auf
Beobachtungen in der Béckerhefe. Die Uberexpression der SNAREs SEC22 und BET! konnte
den Funktionsverlust der essentiellen GTPase YPT/ kompensieren (Dascher ef al., 1991). die
Bildung des SNARE-Komplexes wurde als die Kernmaschinerie der Membranfusion
angesehen, die einerseits die Membranfusion vermittelt, gleichzeitig aber auch sicherstellt,
dal Vesikel nur mit dem richtigen Kompartiment fusionieren. Man nahm an, daf} die
Spezifitdt der Reaktionen direkt im Muster der SNARE-Interaktionen kodiert ist (Segaard et
al., 1994; Sollner et al., 1993a). Im Prinzip konnte die gegenseitige Erkennung passender
SNAREs Transportreaktionen die notige Spezifitdt verleihen, doch stellen Untersuchungen
mit rekombinanten SNAREs diese Annahme in Frage. In vitro zeigen die neuronalen
SNARE-Doménen eine deutliche Promiskuitét hinsichtlich ihrer SNARE-Interaktionspartner
(Fasshauer et al., 1999; Yang et al., 1999). Synaptobrevin konnte durch Endobrevin und
andere R-SNAREs ersetzt werden. Ebenso lieBen sich H3-Syntaxinla und SNAP-25 durch
homologe SNARE-Doménen austauschen. Die gebildeten chimédren Komplexe waren meist
dhnlich stabil wie der neuronale Komplex (Fasshauer ef al., 1999; Yang et al., 1999). Diese
Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dafl die Spezifitit der Membranfusion nicht allein durch
Interaktionen von SNARE-Dominen bedingt ist. Dennoch kénnten SNAREs eine hohere
Spezifitdt vermitteln, als diese Ergebnisse annehmen lassen, denn fiir diese biochemischen
Untersuchungen wurden ausschlieBlich die 16slichen SNARE-Motive verwendet,. Die meisten
SNARESs enthalten eine Transmembrandomine und eine N-terminale regulatorische Doméne,
die beide zur Spezifitét beitragen. Ein in vitro System, das die Wechselwirkung von SNAREs

in ithrem membrangebundenem Zustand misst, ist die Liposomenfusion, bei der aufgereinigte
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SNAREs in Liposomen rekonstituiert werden. In der Gruppe von J. Rothman wurde eine
Reihe unterschiedlicher Hefe-SNARESs in Liposomen rekonstituiert und die Liposomenfusion
untersucht (Fukuda et al., 2000; McNew et al., 2000; Parlati et al., 2000; Paumet et al., 2001;
Paumet ef al., 2004). Die Fusionsreaktionen zeigten eine sehr hohe Spezifitit. Fusion wurde
nur boebachtet, wenn zu einander passende SNAREs in einer bestimmten 1:3 Kombination
zwischen beiden Populationen verteilt waren. Folgende Kombinationen bildeten fusogene
SNARE-Komplexe: Pep12p/Tlglp/Vtilp + Snc2p (Snclp), jedoch wurde hier der endosomale
t-SNARE-Komplex praassembliert (Paumet et al., 2004), Tlg2p/Tlglp/Vtilp + Snc2p (Snclp)
(Paumet et al., 2001), Vam3p/Vam7p/Vtilp + Nyvlp (McNew et al., 2000) , Ssolp/Sec9p +
Snclp (Snc2p) (Fukuda et al., 2000). Bei Rekonstitution der ER-Golgi Hefe-SNARESs in
Liposomen war nur die Kombination von Sec22p/Sed5p/Boslp auf den einen Vesikeln und
Betlp in der zweiten Vesikelpopulation fusogen (Parlati et al., 2000). Hingegen fiihrte die
Fusion von Liposomen mit endosomalen SNARE-Proteinen aus Sdugerzellen, sowie die
Fusion aufgereinigter Endosomen zu unterschiedlichen Ergebnissen (Brandhorst, 2005;
Zwilling, 2005) (Silvio Rizzoli, personliche Mitteilung). Die Liposomenfusion zeigte eine
deutlich  gr6Bere  Variationsbreite  hinsichtlich der  Zusammensetzung  beider
Liposomenpopulationen. Zum einen wurde Fusion bei unterschiedlichen 1:3 Verteilungen der
endosomalen SNAREs beobachtet. Zum anderen fiihrte die Verteilung der endosomalen
SNARESs auf beide Liposomenpopulationen in einem 2:2 Verhéltnis ebenfalls zur Fusion,
wenngleich diese Reaktion langsamer ablief. Die Fusion aufgereinigter Endosomen hingegen
zeigt eine deutliche Spezifitdit und eine viel schnellere Reaktionskinetik als die
Liposomenfusion. Diese Unterschiede zwischen Liposomen und Endosomenfusion zeigen,
dal} in einem in vitro Modellsystem wie den rekonstitutierten Liposomen, SNARE-SNARE
Interaktionen durchaus ausreichend sind, um Membranfusionen voranzutreiben, doch sind in
vivo wahrscheinlich weitere bestimmende Faktoren vorhanden.

Obwohl SNAREs meist zwischen zwei Kompartimenten zirkulieren wurde SNARE-Spezifitit
auch in vivo beobachtet. Die Relokalisation von normalerweise plasmamembran-stindigem
Syntaxinla an die ER-Membran fiihrte zur Fehllokalisation der passenden, endogenen V-
SNAREs TI-VAMP und Cellubrevin an das ER, nicht jedoch von endogenem Endobrevin.
(Martinez-Arca et al., 2003). In einer anderen Untersuchung wurde gezeigt, daB3 die
Norephinedrinsekretion in permeabilisierten PC12-Zellen spezifisch durch die 16slichen H3-
Domaénen der Syntaxinel und 4 oder durch 16sliches VAMP2 und 4 inhibiert, sowie durch
spezifische SNAP25-Homologe wiederhergestellt wird (Scales et al., 2000).
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Von den 24 in der Bickerhefe bekannten SNAREs wird mindestens sechs SNAREs eine
Beteiligung an mehr als einem Transportschritt zugeschrieben. Eines dieser multifunktionalen
SNARE-Proteine ist Ykt6p. Es enthélt keine Transmembrandomine, ist jedoch {iber einen
Farnesyl- und einen Palmitoylrest stabil mit der Membran verankert (Dietrich et al., 2005;
McNew et al., 1997). Da es sowohl membrangebunden, als auch zytosolisch vorkommt ist es
sehr flexibel und konnte deshalb bei Bedarf andere R-SNAREs, zumindest partiell,
substituieren. Zwei der am ER-Golgi SNARE-Komplex beteiligten Proteine sind in weiteren
Transportschritten beteiligt. Sec22p ist am retrograden Transport vom Golgi zum ER
beteiligt, wohingegen SedSp an einem intra-Golgi Transportschritt beteiligt ist (Parlati ef al.,
2002; Tsui et al., 2001). Daher wird sich eine Q/R-Substitution in Sed5p auf beide
Transportschritte auswirken. Dieses konnte in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden. In
der Tat werden beide Transportschritte separat durch komplementires sec22Q bzw. ykt6Q
wiederhergestellt. Dies geht sowohl aus der Untersuchung des CPY-Transportes, als auch,
und hier besonders deutlich, den elektronenmikroskopischen Untersuchungen hervor. Dies
belegt ebenfalls, dal Q/R-R/Q Substitutionen im R- und Qa-SNARE eines SNARE-
Komplexe eine sehr gut geeignete Methode darstellen, um funktionelle Interaktionen zweier
SNARESs zu kartieren und die entsprechenden Trafficking-Schritte zu unterscheiden.

Das Ypt/Rab-regulierte ,, Tethering von Vesikeln an die Zielmembran (Cao et al., 1998;
Wickner und Haas, 2000) stellt eine zusétzliche Kontrollstufe in Transportprozessen dar und
tragt zur Spezifitit der SNARE-SNARE Interaktionen bei. Ein Zusammenspiel von Ypts,
»lethering“-Faktoren und SNAREs in einer ,,Wenn, wenn, dann“-Weise wire ein
vorstellbarer Regulationsmechanismus intrazelluldrer Fusionsprozesse, der auch Promiskuitét

von SNARESs erlaubt.

4.4 Assembly und Disassembly von SNARE-Komplexen

In freien SNARES sind die einzelnen SNARE-Motive sind weitgehend unstrukturiert. Erst die
Bildung des SNARE-Komplexes induziert die helicale Sekundérstruktur und kann deshalb als
eine Faltungsreaktion angesehen werden. In vitro zeigen Aufbau und Dissoziation von
SNARE-Komplexen eine deutliche Hystereseschleife (Fasshauer et al., 2002). Daher wurde
vorgeschlagen, dafl die Assemblierung und Dissoziation von SNARE-Komplexen auf
unterschiedliche Art erfolgen und von einander unabhingige kontrollierte Prozesse darstellen.
Die Hystereseschleife deutet auch auf ein Faltungsintermediat hin, das im Falle des

neuronalen SNARE-Komplexes aus Syntaxin und SNAP-25 bestehen kdnnte. Vergleicht man
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den neuronalen und endosomalen SNARE-Komplex hinsichtlich Bildung und
Dissoziationstemperatur, so zeigen sich Unterschiede. Der endosomale SNARE-Komplex
schmilzt und faltet sich bei niedrigeren Temperaturen als der neuronale. Auch die Bildung des
endosomalen Komplexes verlduft langsamer (Fasshauer et al.,, 2002). Gefalteter und
ungefalteter Zustand des SNARE-Komplexes sind durch eine hohe Energiebarriere von
einander getrennt. Dementsprechend sind auch die Kinetiken der Bildung und des
Disassembly des Komplexes in vitro langsam. Die langsame Bildung von SNARE-
Komplexen in vitro 1aBt sich mit ihrer biologischen Funktion nur schwer vereinbaren,
insbesondere mit der Exozytose in Synapsen, die ein sehr schneller Prozesse ist. Auf der
anderen Seite konnen Interaktionen mit Effektorproteinen in vivo die Bildung von SNARE-
Komplexen deutlich beeinflussen. /n vivo konnte die hohe Energiebarriere einen
Mechanismus darstellen, um versehentliche Fusionsreaktionen auszuschlieen (Fasshauer et
al., 2002). Mutationen der inneren Aminosaureschichten des SNARE-Komplexes zeigen, daf3
ein korrektes Packen dieser Schichten fiir die Funktion des SNARE-Komplexes wichtig ist.
Mutationen der ‘0’-Ebene oder anderer Schichten, fithrten zu deutlichen Phéanotypen. Dabei
zeigen Mutationen in Ebenen des C-terminalen Bereiches der SNARE-Doméne meist zu
starkere Effekte. Die ‘0’-Ebene konnte dabei eine besondere Bedeutung haben. Zum einen
sind die Interaktionen zwischen den Aminosdureresten dieser Ebene nicht hydrophober Natur
sondern Wasserstoffbriickenbindungen, die deutlich stérker sind. Zum anderen ist diese Ebene
durch zwei hydrophobe Ebenen abgeschirmt und konnte daher eine Art Kontrollpunkt
darstellen, ab dem eine Korrektur nicht richtig gepackter Schichten nicht mehr funktioniert.

Ein Beispiel wie die Energiebarriere in vivo iliberwunden werden konnte zeigt die
Vakuolenfusion. Der HOPS-Komplex besteht aus sechs Untereinheiten und enthilt sowohl
einen Ypt-Effektor (Vps39p/Vamb6p), als auch ein SM-Protein (Vps33p), also zwei
Hauptregulatoren der Funktion von SNARE-Proteinen.. Ypts/Rabs regulieren in einer GTP-
abhingigen Weise 1liber Assoziationen mit weiteren Effektor-Proteinen die
Zusammenlagerung des SNARE-Komplexes, jedoch ist der genaue Mechanismus bisher
unklar. Es wurde postuliert, daB Ypt/Rab-Proteine und ihre Effektoren bzw.
Effektorkomplexe die Bildung kognater SNARE-Komplexe katalysieren (Shorter et al., 2002;
Segaard ef al., 1994). Die GTPase Ypt7p reguliert das Zusammenfiigen ungepaarter SNAREs
untereinander als auch mit dem HOPS-Komplex, wodurch ein HOPS-SNARE-Komplex
gebildet wird. HOPS interagiert spezifisch mit GTP-Ypt7p und kann den Nukleotidaustausch
in Ypt7p stimulieren (Seals et al., 2000; Wurmser et al., 2000). Vps33p ist ein SM-Protein

konnte die Assoziation des HOPS-Komplexes mit vakuoldren SNAREs regulieren. Kiirzlich
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wurde gezeigt, dal vakuolire SNARE-Proteine in vitro entweder an den HOPS-Komplex
oder an Secl7p binden, jedoch nicht an beide gleichzeitig (Collins et al., 2005). Damit
schlieBen sich die Interaktionen von SNARE-Proteinen mit Secl7p/a-SNAP und HOPS
gegenseitig aus. Nach der Membranfusion kommt es zum Auseinanderfallen des SNARE-
Komplexes durch die Interaktion mit Secl7p/a-SNAP und Secl8p/NSF. In vitro wurde
gezeigt, dal Ypt7p und HOPS wihrend der SNARE-Komplexbildung wirken, diese Wirkung
von Secl7p unabhingig ist und der HOPS-Komplex an SNARESs assoziiert bleibt, obwohl
diese Assoziation dann vielleicht nicht weiter bendtigt wird. In dieser Untersuchung wurde
vorgeschlagen, dall Sec17p und HOPS an die SNARE-Doméne von Vam3p binden und sich
die einzelnen Wechselwirkungen gegenseitig ausschlieen. Sec17p kann HOPS vom SNARE-
Komplex verdridngen.

Secl7p enthélt 14 a-Helices und bildet zwei groBBe Dominen, eine N-terminale verdrehte
Fldache mit einer konkaven Form und ein C-terminales globuldres Biindel (Rice und Brunger,
1999). Die Kriimmung der konkaven Doméne pafit genau zur konvexen Oberfliche des
SNARE-Komplexes. Ein Rand der verdrehten Fliache steht etwas hervor und kénnte daher in
die kleinen Furchen zwischen den SNARE-Helices passen (Rice und Brunger, 1999). Bei
einer Konformationsinderung, induziert durch die Hydrolyse von GTP durch NSF, konnte
sich dieser hervorstehende Bereich von Secl7p in die Furche zwischen zwei SNARE-Helices
hineinzwédngenn und den SNARE-Komplex dann auseinander reilen. Aufgrund der zu
einander passenden Formen, der Verteilung der Ladung auf der Oberfliche des konkaven
Bereiches und der Sequenz wurde vorgeschlagen, da3 Sec17p mit seiner konkaven Fliche an
den SNARE-Komplex bindet. Kiirzlich wurde gezeigt, da3 Secl7p in der Tat mit seiner
konkaven Doméne an den SNARE-Komplex in der Region der ‘0’-Ebene bindet. In dieser
Domine von Secl7p wirkten sich Punktmutationen, die die Ladung dieser Domine
verdnderen stark negativ auf die Bindung des SNARE-Komplexes aus. Auch die Dissoziation
des Komplexes durch NSF war davon betroffen. (Marz et al., 2003). Punktmutationen, wie z.
B. ein Q/R-Austausch, in der ‘0’-Ebene von SNARE-Proteinen fiihren zur Destabilisierung
dieser Aminosdureschicht im SNARE-Komplex. Dadurch konnte die Bindung von Secl7p an
den SNARE-Komplex per se beeintrachtigt werden oder aber die Struktur des vier-Helix
Biindels konnte in einer Weise deformiert werden, da3 sich Sec17p nicht mehr richtig in die
Furche zwischen zwei SNARE-Helices zwingen konnte. Beide Mdglichkeiten wiirden zu

einer defekten Dissoziation des SNARE-Komplexes fiihren.
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4.5 Asymmetrische Verteilung von SNARE-Proteinen

Das SNARE-Modell besagt, dal jede der beiden fusionierenden Membranen mindestens ein
SNARE mit einer Transmembrandoméne enthalten muf3. Im an der Exozytose synaptischer
Vesikel beteiligten SNARE-Komplex bilden die SNAREs Syntaxinla und SNAP-25 an der
Plasmamembran einen Akzeptorkomplex aus drei Q-Helices in den sich das R-SNARE
VAMP2 ceinfiigen kann. Eine analoge Aufteilung zeigt auch der exozytotische SNARE-
Komplex in Hefe. An der Plasmamembran bilden die SNAREs Ssol/2p und Sec9p den
Akzeptorkomplex, der mit der SNARE-Doméne von Sncl/2p auf dem Vesikel interagieren
kann (Fiebig et al., 1999; Nicholson et al., 1998). Bei der homotypischen Vakuolenfusion
sind die SNAREs homogen in beiden Membranen verteilt (Ungermann et al., 1998a),
obgleich die Liposomenfusion in vitro nur eine fusogene 1:3 Kombination ergab (McNew et
al., 2000). Auch fiir den ER-Golgi SNARE Komplex fusionierten in vitro Vesikel nur dann,
wenn SedSp/Boslp/Sec22p in der einen Population und Betlp in der anderen Population
enthalten war (Parlati et al., 2000). Eine andere Funktions-Verteilung der SNAREs hingegen
zeigte der aus ER-Vesikeln und Golgi-Membranen rekonstituierte ER-Golgi Transport. Cao
und Barlowe (2000) zeigten, dal Vesikel die mutierte Versionen von Betlp oder Boslp
enthielten nicht mit Wildtyp-Akzeptormembranen fusionierten, wihrend mutiertes Sed5p auf
Vesikeln keine Inhibierung fiihrte. Da in beiden Assays der Transport aus nativen
Hefemembranen rekonstituiert wird, reflektiert diese Konstellation eher die in vivo Situation.
Sec22p kann auf beiden Membranen einen fusogenen SNARE-Komplex eingehen (Liu und
Barlowe, 2002). Damit wére im Fall des ER-Golgi SNARE-Komplexes sowohl eine 2:2, als
auch eine 1:3 Verteilung der Partner-SNAREs zwischen beiden Membranen moglich. Jedoch
ist unklar ob in vivo beide Kombinationen zur Fusion von ER-Vesikeln mit Golgi-Membranen
fiihren. Sec22p konnte somit sowohl v-, als auch t-SNARE sein. Diese Vorstellung geht
zumindest mit der Annahme konform, da3 Sec22p das v-SNARE im retrograden Golgi-ER
SNARE-Komplex darstellt. In diesem Fall konnte es mit einem aus Uselp, Sec20p und Ufelp
bestehenden Akzeptorkomplex am ER interagieren. Kraynack ef al. (2005) haben gezeigt, daf3
im retrograden Transport vom Golgi zum ER der der ,,Dsl1p“-Komplex mit den SNAREs
Uselp, Sec20p und Ufelp interagiert. Obwohl diese drei SNAREs in allen
Immunpréazipitationen erhalten wurden, wurde Sec22p nie prazipitiert. Eine mdgliche
Erklarung hierfiir wére, da der C-Terminus von Dsllp, der ein verkiirztes putatives R-
SNARE-Motif enthilt, in diesem Akzeptorkomplex die Position der R-Helix als Platzhalter
einnimmt. Beim Ankommen eines Vesikels, das Sec22p enthilt, kdnnte dann ein Austausch

beider R-Helices erfolgen. Ein Arginin in der ‘0’-Ebene eines der drei Q-SNARESs, z. B. in
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Ufelp, konnte diesen ,,SNARE-Dsllp“-Komplex in einer Weise deformieren oder

destabilisieren, daB3 Sec22p die R-Helix von Dsl1p nicht mehr verdringen konnte.



