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Wie werden Biomolek�le zwischen zellul�ren Komparti-
menten transportiert? F�r ihre Forschungsarbeiten zu den
molekularen Mechanismen des intrazellul�ren Vesikeltrans-
ports wurden James E. Rothman, Randy W. Schekman und
Thomas C. S�dhof am 7.10.2013 mit dem Nobelpreis f�r
Physiologie oder Medizin ausgezeichnet.

Die Zellen eukaryotischer Organismen sind nicht nur von
einer �ußeren Membran, der Plasmamembran, umh�llt. Sie
enthalten dar�ber hinaus innere Kompartimente, die eben-
falls von Membranen umh�llt sind und auf verschiedene
Stoffwechselprozesse spezialisiert sind. Die Existenz solcher
interner Membranstrukturen wurde schon 1897 von Camillo
Golgi (Nobelpreis 1906) mittels Lichtmikroskopie dank einer
von ihm entwickelten F�rbemethode erkannt. Eine detail-
liertere Beschreibung gelang George Palade (Nobelpreis
1974) und Mitarbeitern, indem sie sich die wesentlich hçhere
r�umliche Auflçsung der Elektronenmikroskopie zu Nutze
machten. Palade konnte damit die Route aufzeigen, die von
neu-synthetisierten Proteinen auf dem sogenannten sekreto-
rischen Weg durch die Zelle genommen wird: vom endo-
plasmatischen Retikulum (ER) durch die Zisternen des
Golgi-Apparates bis zur Zelloberfl�che. Dabei wurde deut-
lich, dass die �berf�hrung des zellul�ren Transportgutes von
Kompartiment zu Kompartiment von kleinen, membranum-
schlossenen intrazellul�ren Containern, den Vesikeln, be-
werkstelligt wird.

Aufbauend auf dieser morphologischen Betrachtung ge-
lang es Randy Schekman, James Rothman, Thomas S�dhof
und weiteren Forschern, wichtige Prinzipien dieses Trans-
portschemas auf molekularer Ebene aufzukl�ren. Randy
Schekman n�herte sich dem Problem auf genetischer Ebene.
Er orientierte sich an den Arbeiten von Leland H. Hartwell
(Nobelpreis 2001), der auf �hnlichem Wege essenzielle Pro-
teine f�r den Vorgang der Zellteilung identifiziert hatte, und
w�hlte f�r seine Analyse des intrazellul�ren Transportes als
Modellorganismus ebenfalls die B�ckerhefe (Saccharomyces
cerevisiae).

Obwohl Schekman noch keine Erfahrung mit genetischen
Arbeiten in Hefe besaß, begab er sich mit seinem ersten

Doktoranden, Peter Novick, daran, Hefemutanten zu suchen,
die Defekte in der Sekretion aufweisen. Da solche Mutanten
nicht �berleben kçnnen, wenn ein essenzielles Protein des
sekretorischen Weges nicht funktionsf�hig ist, machten sich
die beiden den Effekt der Temperaturempfindlichkeit zu
Nutze. Mutationen, die die thermische Stabilit�t eines Pro-
teins m�ßig verringern, erlauben eine Anzucht des Stammes
bei 25 8C (permissive Temperatur). Wird die Temperatur aber
vor�bergehend erhçht (restriktive Temperatur), so zeigen
sich die Auswirkungen des Defekts.

Novick und Schekman entdeckten und beschrieben die
Auswirkungen einer temperatursensitiven Mutation in einem
ersten Gen, dessen Produkt f�r die Sekretion essenziell ist.
Der sec1-Stamm wies bei 37 8C eine Ansammlung von zahl-
reichen Vesikeln auf, die bei der restriktiven Temperatur
nicht in der Lage sind, mit der Plasmamembran zu fusionieren
(Abbildung 1). Die angestauten Vesikel enthalten Enzym-
molek�le, die von der Zelle normalerweise sezerniert wer-
den.[1]

Durch die Entwicklung einer Zentrifugationsmethode,
mit der sich diejenigen Hefezellen anreichern ließen, in denen
sich durch die Blockierung von Schritten im sekretorischen
Weg �berm�ßig viel ER-, Golgi- oder Transportvesikel-
Membranen angesammelt hatten, konnten weitere Gene des
sekretorischen Weges aufgesp�rt werden.[2] Des Weiteren

Abbildung 1. Elektronenmikroskopieaufnahmen von S. cerevisiae Wild-
typ (links) und sec1-1 Mutante (rechts). Die Mutante weist eine An-
sammlung von sekretorischen Vesikeln auf. Maßstabsbalken= 500 nm.
[Abdruck nach Lit. [1] mit freundlicher Genehmigung der Autoren.]
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wurden Gene identifiziert, deren Produkte f�r den Einbau
von Membranproteinen in die ER-Membran notwendig sind.
Die Bedeutung der gefundenen Gene des sekretorischen
Weges beschr�nkt sich dabei keineswegs auf den Organismus
Hefe. Da die Transportvorg�nge unter den verschiedenen
eukaryotischen Spezies auffallend konserviert sind, finden
sich zahlreiche Homologe der SEC-Gene bei Pflanzen, Tieren
und Mensch.

James E. Rothman verwendete einen anderen Ansatz zur
Aufkl�rung des sekretorischen Transportwegs. W�hrend bei
dem von Schekman verwendeten genetischen Ansatz die le-
bende Hefezelle in ihrer Gesamtheit genutzt wird, isolierten
Rothman und Mitarbeiter Golgi-Zisternen aus S�ugetierzel-
len und rekonstituierten den Transport zwischen verschiede-
nen Golgi-Zisternen im Reaktionsgef�ß, also „zellfrei“. Da-
bei machten sie sich geschickt ein virales Glykoprotein (VSV
G) und dessen enzymatisch kontrollierte Modifikation mit
dem Zucker N-Acetylglucosamin zunutze, um den Trans-
portweg dieses Proteins zwischen den Golgi-Zisternen zu
verfolgen (Abbildung 2). Sie kombinierten Golgi-Zisternen
aus infizierten Zellen, die das virale Protein zwar herstellen,
aber – da Zellen mit einem Enzymdefekt genutzt wurden –
nicht entsprechend modifizieren konnten und mischten sie
mit Golgi-Zisternen aus Zellen, die zwar nicht mit dem Virus
infiziert waren, aber die enzymatische Modifikation entspre-
chend durchf�hren konnten.[3] Es ließ sich nachweisen, dass
tats�chlich eine Modifikation des viralen Proteins in dieser
Mischung stattfand. Offenbar findet also eine Weiterleitung
�ber Transportvesikel statt, ohne dass eine spezielle r�umli-
che Anordnung von Ausgangs- und Zielkompartiment von-
nçten ist.

Das von Rothman eingesetzte zellfreie und damit offen
zug�ngliche System erlaubte in der Folge wichtige weitere
biochemische Experimente, mit deren Hilfe zwei f�r die
Membranfusion notwendige zytosolische Proteine, n�mlich
NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor) und SNAP (soluble
NSF attachment protein) identifiziert werden konnten. Es
stellte sich heraus, dass die Gene von NSF und SNAP Ho-
mologe der von Schekman und Novick ermittelten Gene

SEC18 und SEC17 sind. Diese Konvergenz der urspr�nglich
unabh�ngig voneinander begonnenen Arbeiten von Schek-
man und Rothman verdeutlichte die Relevanz von Schek-
mans Hefesystem auch f�r S�ugetierzellen. Sie zeigte außer-
dem, dass Rothmans zellfreie Experimente eine Aussagekraft
f�r den nat�rlichen Vorgang besitzen.

Auf NSF und SNAP folgte die Identifizierung von mem-
branverankerten Proteinen, die an SNAP binden und daher
SNARE-Proteine (SNAP-Rezeptorproteine) getauft wurden.
Diese Proteine waren zuvor schon u.a. in Arbeiten von Ri-
chard H. Scheller und Thomas S�dhof beschrieben worden.
Die neuen Erkenntnisse f�hrten nun zur Aufstellung von
Rothmans richtungsweisender „SNARE-Hypothese“, die
besagte, dass SNARE-Proteine als ein �ber die Evolution
konservierter Fusionsapparat funktionieren und dass jeweils
zueinander passende SNAREs als v-SNARE (Vesikel-SNA-
RE) und t-SNAREs (Zielmembran-SNAREs) die f�r einan-
der vorgesehenen Membranen fusionieren. (Die Unterteilung
in v-SNAREs und t-SNAREs wurde sp�ter durch eine
strukturbasierte Klassifizierung abgelçst, die sich auch auf
Fusionen gleichartiger Vesikel anwenden l�sst.[4])

Zur Frage der genauen Funktion von NSF und SNAP bei
der Membranfusion gab es zun�chst unterschiedliche Vor-
stellungen. Bill Wickner und Kollegen zeigten sp�ter, dass
diese Proteine in einem ATP-abh�ngigen Vorgang f�r die
Trennung und damit die Regeneration der SNARE-Proteine
nach vollzogener Membranfusion gebraucht werden.

Proteine der SNARE-Familie treten in vielerlei intrazel-
lul�ren Transportschritten auf, beispielsweise in dem von
Schekman untersuchten ER-Golgi-Transport, in dem von
Rothman untersuchten Transport zwischen verschiedenen
Zisternen des Golgi-Apparates, in dem von Bill Wickner
untersuchten Fusionsvorgang von Hefevakuolen und auch in
dem u.a. von Thomas S�dhof und Reinhard Jahn untersuch-
ten Fusionsvorgang synaptischer Vesikel mit der Plasma-
membran, bei der auf ein Calciumsignal hin Neurotransmitter
in den synaptischen Spalt entlassen werden. Das Ergebnis der
Strukturuntersuchungen des SNARE-Komplexes mittels
Elektronenmikroskopie und Rçntgenkristallographie st�tzte

Abbildung 2. Prinzip des zellfreien Transportversuchs mit aufgereinigten Golgi-Zisternen aus „Donor“- und „Akzeptor“-Zellen. Den „Donor“-Zellen
fehlt das Enzym N-Acetylglucosamin-Transferase; sie wurden mit VSV (vesicular stomatitis virus) infiziert und produzieren daher das Protein VSV
G. Die Modifikation des VSV-G-Proteins mit N-Acetylglucosamin (GlcNAc) findet in Golgi-Zisternen statt, die vom Akzeptorstamm stammen.
Dieser ist nicht mit VSV infiziert, verf�gt aber �ber das Enzym N-Acetylglucosamin-Transferase. [Darstellung in Anlehnung an Lit. [3] .]
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die Vorstellung, dass die in Vesikel- und Zielmembran ver-
ankerten SNARE-Proteine sich reißverschlussartig in Form
eines Helixb�ndels zusammenlagern und damit die Mem-
branen in eine die Fusion beg�nstigende r�umliche N�he
bringen.

Um die SNARE-Hypothese zu testen, rekonstituierten
Rothman und Mitarbeiter SNARE-Proteine in k�nstliche
Liposomen. Auf diese Weise konnten Fusionsversuche unter
isolierten Bedingungen ohne den Einfluss weiterer zellul�rer
Faktoren durchgef�hrt werden. Tats�chlich war zu beobach-
ten, dass die Fusion der Liposomen durch in der Zelle zu-
einander gehçrende SNAREs vermittelt wird[5] – auch wenn
die Geschwindigkeit der Fusion im k�nstlichen System
deutlich zu langsam war. Ungekl�rt blieb, auf welche Weise
der Fusionsvorgang in der Zelle ausgelçst wird und wie ins-
besondere Nervenzellen eine rasche Fusion der synaptischen
Vesikel bewerkstelligen. Es war bekannt, dass die durch
Calciumionen ausgelçste Fusion synaptischer Vesikel mit der
Plasmamembran der Zelle sich innerhalb von weniger als
einer Millisekunde vollzieht, aber es gab hierf�r keine Er-
kl�rung auf molekularer Ebene.

Entscheidende Beitr�ge zu dieser Frage leistete Thomas
S�dhof.[6] S�dhof hatte gezielt Proteine aus synaptischen
Vesikeln und ihrer Zielmembran isoliert und charakterisiert,
darunter das v-SNARE Synaptobrevin, das calciumbindende
Protein Synaptotagmin, das an den SNARE-Komplex bin-
dende Complexin sowie Munc18-1, ein Homolog des von

Schekman in Hefezellen identifizierten Sec1 (die Proteine
dieser Familie werden auch Sec1/Munc18-�hnliche Proteine
[SM-Proteine] genannt). S�dhof zeigte, dass Munc18-1 ein
notwendiger Bestandteil des SNARE-Fusionsmechanismus
ist. Synaptotagmin, das mit einer Transmembrandom�ne im
Vesikel verankert ist, bindet calciumabh�ngig an Membran-
lipide und außerdem an den SNARE-Komplex. In Verbin-
dung mit Complexin hat Synaptotagmin damit offenbar eine
wichtige Funktion in der Kontrolle der schnellen, neuronalen
Membranfusion durch ein Calciumsignal (Abbildung 3).[7]

Die Untersuchungen der Preistr�ger zum intrazellul�ren
Transport f�hrten nicht nur zu Erkenntnissen �ber die Fusion
der Transportvesikel mit ihrer Zielmembran, sondern auch zu
Erkenntnissen �ber die Ausbildung der Transportvesikel an
ihren Ausgangskompartimenten, welche durch Proteinh�ll-
komplexe wie Coatomer (COPI), COPII und Clathrin ver-
mittelt werden.

Die von Rothman, Schekman und S�dhof untersuchten
Vorg�nge sind f�r unser Verst�ndnis eukaryotischer Zellen
sowie f�r die Medizin und Wirkstoffentwicklung von erheb-
licher Bedeutung. So werden z.B. einige Stoffwechseler-
krankungen durch Fehler im intrazellul�ren Transportsystem
verursacht. In der pharmazeutischen Industrie wird ein Teil
des gentechnisch hergestellten Insulin zur Behandlung des
Diabetes mellitus in Hefezellen produziert und die Abgabe
auf dem sekretorischen Weg nach außen ausgenutzt.

Abbildung 3. Aktuelles Modell der Fusion (Verschmelzung) synaptischer Vesikel mit der Plasmamembran. [Abdruck in ver�nderter Form nach
Lit. [6] mit Genehmigung von Macmillan Publishers, Copyright (2013); �bersetzung K. Bacia.]
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Sowohl f�r die Medizin als auch f�r die Grundlagenfor-
schung von Interesse ist, dass die neuronalen SNARE-Pro-
teine Angriffspunkte f�r clostridielle Toxine (Tetanustoxin
und Botulinumtoxine) darstellen. Botulinumtoxine hemmen
durch eine Spaltung von SNARE-Proteinen die Vesikelfusion
und damit die Abgabe von Neurotransmittern in den synap-
tischen Spalt. Die resultierenden Muskell�hmungen kçnnen
bei Lebensmittelvergiftungen tçdlich sein. Die Toxine haben
sich aber auch als �ußerst n�tzliche Hilfsmittel bei der Er-
forschung der Fusionsmaschinerie erwiesen. Botulinumtoxin
wird außerdem medizinisch bei krankhaft verkrampften
Muskeln (Dystonien) und kosmetisch gegen mimische Falten
eingesetzt.
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