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1 EINLEITUNG

Seit der Jungsteinzeit verwendet die Menschheit unwissentlich Mikroorganismen
fur die Herstellung von Nahrungsmitteln wie Wein, Bier und Brot. Doch erst im 19.
Jahrhundert beobachtete Cagniard-Latour (1836), dass bei der Weinbereitung ein
lebender Organismus fur die Umsetzung des Zuckers zu Ethanol verantwortlich
ist: die Wein-, Bier- und Backerhefe Saccharomyces cerevisiae. Neben einigen
neuen Anwendungsgebieten, wie der Einsatz als Modellorganismus in der
Forschung oder flr die biotechnologische Produktion von Fremdproteinen, wird
die Hefe auch heute noch flr die Produktion von Lebensmitteln genutzt. Eine
garantierte, gleichbleibende Produktqualitdt und die Produktionseffizienz sind
heutzutage von grolder wirtschaftlicher Bedeutung. Jedoch tritt bei industriellen
Gro3produktionen von Wein, Bier und Backhefe durch Nahrstofflimitierung
nahezu immer eine Hungerphase der Hefe auf, die die Fermentationsrate und
somit auch die Wirtschaftlichkeit der Produktion beeinflusst.

Diese Arbeit wurde im Rahmen eines EU-geforderten Projektes mit dem Titel
“Optimisation of bioproductivity by engineering the response of yeast to starvation”
durchgefuhrt. Im Wesentlichen sollten in diesem Projekt die Mechanismen
identifiziert werden, die fur die Abnahme der Fermentationskapazitat der Hefe
unter Hungerbedingungen verantwortlich sind. Die Reaktionen der Hefe auf
Hunger wurden bisher kaum untersucht. Daher umfasste das EU-Projekt
zahlreiche Bereiche, in denen unterschiedliche Arbeitsgruppen u. a. den
Zuckertransport, die Regulation der Glykolyse, die Aufnahme von Aminosauren
sowie die Mobilisierung der Speicherkohlenhydrate Trehalose und Glykogen
untersuchten. Der Schwerpunkt der hier vorgelegten Arbeit beruht auf der
Untersuchung des Hexosetransports der Hefe unter Hungerbedingungen. Durch
die gewonnen Erkenntnisse sollte schlieBlich ein Hefestamm konstruiert werden,
der unter industriellen Bedingungen eine hohere Fermentationsrate gewahrleistet
und so die Bioproduktivitat industrieller Prozesse verbessert.

1.1 Fermentation von Zuckern zu Alkohol

Die Hefe S. cerevisiae ist in der Lage, die verschiedensten Zucker sowohl unter
aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen nahezu vollstandig zu Ethanol
und Kohlendioxid zu vergaren (Lagunas, 1986). Nur in Anwesenheit niedriger
Glukosekonzentrationen oder nicht-fermentierbarer Kohlenstoffquellen wie z. B.
Ethanol und Glyzerin erfolgt der Energiegewinn respiratorisch Uber den
Zitronensaurezyklus und die Atmungskette. Die Monosaccharide Glukose,
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Fruktose, Mannose werden mittels der Hexosetransporter und Galaktose mittels
der Galaktosepermease Uber die Plasmamembran in die Zelle importiert (Abb. 1).
Die Maltoseaufnahme erfolgt Uber die Maltosepermease. Die anderen
Disaccharide Saccharose und Melibiose und die Trisaccharide Raffinose und
Maltotriose werden zunachst extrazellular hydrolysiert und anschlieRend in die
Zelle transportiert (Barnett, 1981). Die aufgenommenen Zucker werden dann Uber
die Glykolyse, Pyruvatdecarboxylase und Alkoholdehydrogenase zu Ethanol und
Kohlendioxid fermentiert.

Raffinose Abb. 1: Darstellung der einleiten-
[©) Saccharose
Melibiose Fruktose 0] . den Stoffwechselwege der
Ethanol @ Eukose Fruktose Mannose —Glyzerin Zuck fnah d rt
A Galakiose Maltfse A uckeraufnahme und -verwertung
(l)@ (@0) W P | der Hefe. Wichtige Enzyme der
1 Fermentation sind durch Nummern
Galaktose Maltose @> Glukose Fru;<'tose Mannose gekennzeichnet: 1: Invertase
®] o o® (SUC1-5/7); 2: o-Galaktosidase
Glukose-1-P Glukose-6-P Mannose-6-P (MEL1-10) 3: Galaktosepermease
. lh : Tl@ (GAL2); 4: Maltosepermease
rehalose Fruktose-6-P 4——
Zeuwa%y.'é?g:;mhese Tl (MALX1); 5: Hexosetransporter

Fruktose-1,6-BP (HXT1-17); 6: Enzyme des Leloir-

Stoffwechselwegs; 7: Glukokinase
(GLK1); 8: Hexokinasen (HXKT,

Glyzerinaldehyd-3-P 4@> Dihydroxyaceton-P

Tl Tl HXK2); 9: Phosphoglukoisomerase

Tl Tl (PGI1); 10: Phosphofruktokinase

Phosphosnopyruvat Giyzerin — | (PFK1, PFK2); 11: Triosephosphat-

l@ ‘_‘ - - isomerase (TPI1); 12: Pyruvatkinase

Pyruvat — Oxalacetat ——p | Zyklus und (PYK1, PYK2), 13: Pyruvatdecar—

0. 4® t et boxylase (PDC1, PDC5, PDC6); 14:

Acetaldehyd — —p | Glyoxylat- 41 oXxylase ( s 4 ), .

Tl 2yklus Alkoholdehydrogenase (ADHT); 15:

L » Ethanol o-Glukosidase (MALX2); 16: Phos-

phoglukomutase (PGM1, PGM?2)

Becker und Betz (1972) zeigten, das die zytoplasmatische Zuckerkonzentration in
der Hefe immer &aulierst gering ist. Diese Beobachtung fuhrte zu der
Schlussfolgerung, dass die Zuckeraufnahme der limitierende Schritt der Glykolyse
ist. Die Ubrigen Schritte der Glykolyse scheinen nicht begrenzend zu wirken
(Schaaff et al.,, 1989). Somit kontrolliert der Zuckertransport vermutlich den
glykolytischen Flux und damit auch die Ethanolproduktionsrate (Gancedo und
Serrano, 1989).

Industrielle Fermentationsbedingungen unterscheiden sich deutlich von den
ublicherweise im Labor verwendeten Bedingungen. So enthalt z. B. der bei der
Weinbereitung verwendete Traubensaft einen sehr hohen Zuckergehalt, jedoch
eine niedrige Stickstoffkonzentration. In der Tat ist der kritischste, und unter
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industriellen Bedingungen oft limitierende Nahrstoff, Stickstoff. Stickstoffhunger
resultiert in einem Wachstumsarrest der Hefe und fuhrt zu unvollstandigen
Fermentationen (Salmon, 1989; Mauricio und Salmon, 1992). Da bei Stickstoff-
limitierung der Hexosetransport einem irreversiblen Arrest unterliegt (Busturia and
Lagunas, 1986), postulierten Salmon (1989), dass die reduzierte Fermentations-
rate u. a. auf eine Inaktivierung des Hexosetransports zurtickzuflihren ist.

1.2 Hexosetransport-Familie der Hefe

Die Hefe S. cerevisiae besitzt 20 Gene, die fur Proteine der Hexosetransporter-
Familie kodieren: HXT1-17, GAL2, SNF3 und RGT2 (Kruckeberg, 1996; Boles
und Hollenberg, 1997). Die Hxt-Proteine gehdren der Zuckerpermease-Familie an,
der insgesamt 34 homologe Proteine zugeordnet werden (Abb. 2). Die Substrate
der Hexosetransporter werden durch passive, energieunabhangige, erleichterte
Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten aufgenommen (Kotyk, 1967).

Git1 YdI199
Yfl040 ) Abb. 2: Dendrogramm der Zucker-
Pho84 Inositoltransporter I
Maltosetransporter- 2 Familie permease-Familie der Hefe 8.
Eamilie Agt1 Itr1 o B
YdI247>h V" varser cerevisiae. (Abb. verandert nach
Yjr160 Sti1 .
Mal31 Wieczorke et al., 1999)
Ybr241
Ygl104

\<Snf3

Rgt2

Hxt17
Hxt13
Hxt2 <Lert15
Hxt1
Hxt1 Hxt10 ” ’:3 Hxt16
Gal2 X
Hxt6 Hxt5

Hxt8 HxtaHXt7
Hxt11 ~ Hxt9

Hxt12

Hexosetransporter-Familie

Die zum Wachstum der Zelle physiologisch relevante Glukoseaufnahme erfolgt
nur durch die Hexosetransporter Hxt1-4, 6 und 7 (Reifenberger et al., 1995).
Jedoch konnen auch die Proteine Hxt5, Hxt8-17 und Gal2, zumindest bei
Uberexpression, den Transport mindestens einer Hexose vermitteln (Wieczorke et
al., 1999). Wieczorke et al. (1999) zeigten, dass Hxt9, 10, 11, 15 und 16 bei
Uberexpression Mannose besser transportieren konnen als Glukose. Hxt9 und
Hxt11 spielen aulerdem eine Rolle bei der Vermittlung der pleiotropen
Drogenresistenz (Nourani et al., 1997). Wahrend die Galaktosepermease Gal2
neben Galaktose auch Glukose transportieren kann, vermittelt Hxt14 bei
Uberexpression nur den Transport von Galaktose (Reifenberger et al., 1997;
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Wieczorke et al., 1999). Die physiologische Aufgabe der Hexosetransporter
Hxt8-17 ist jedoch noch weitgehend unbekannt. Mdglicherweise besitzen sie,
ahnlich wie Snf3 und Rgt2, eine regulatorische Funktion. Snf3 und Rgt2 sind
Sensoren fur extrazellulare Glukosekonzentrationen und kdnnen selbst keine
Glukose transportieren (Ozcan et al., 1996a; Reifenberger et al., 1995). Dariiber
hinaus unterscheiden sich die Sensoren von den Ubrigen Hexosetransport-
proteinen durch einen ungewohnlich langen C-Terminus, der fur ihre
regulatorische Aufgabe essentiell ist (Coons et al., 1997; Vagnoli et al., 1998).

Die zahlreichen Hexosetransportproteine unterscheiden sich ferner in ihren
kinetischen Eigenschaften. So existieren einerseits hoch-affine Transporter wie
Hxt6 und Hxt7, die schon bei geringen Zuckerkonzentrationen Glukose effizient
aufnehmen. Hxt1 ist ein Transporter mit einer niedrigen Affinitdt zu Glukose,
wieder andere besitzen intermediare Affinitaten. Der Hexosetransporter Hxt2 weist
die Besonderheit auf, dass seine Affinitat in Abhangigkeit der aulieren
Glukosekonzentration moduliert wird (Reifenberger et al., 1997).

1.3 Transkriptionelle Regulation der HXT-Gene

Die Hefe kann Zucker Uber einen weiten Konzentrationsbereich effizient
aufnehmen und verwerten. Dies erfordert allerdings eine komplexe Regulation der
Hexosetransporter in Abhangigkeit der auleren Glukosekonzentration. So beruht
die Expression der HXT-Gene auf drei verschiedenen transkriptionellen
Regulationsmechanismen: der Repression, der Derepression und der Induktion
der HXT-Gene. Eine Kombination dieser verschiedenen Signalwege garantiert die
Transkription unterschiedlicher HXT-Gene in Abhangigkeit der vorherrschenden
Glukosekonzentration (Ozcan und Johnston, 1995). Die resultierende Expression
bestimmter Hexosetransporter steht im Einklang mit ihrer Funktion als niedrig-
bzw. hoch-affiner Glukosetransporter. So wird die Transkription des niedrig-affinen
Hexosetransporters Hxt1 (Kyy = 100 mM) nur durch hohe Glukosekonzentrationen
induziert. Hxt3 besitzt mit einem Ky von 60 mM eine mittlere Affinitat.
Entsprechend wird die Expression sowohl bei hohen als auch bei niedrigen
Glukosekonzentrationen induziert. Die hoch-affinen Transporter Hxt2, Hxt4, Hxt6
und Hxt7 werden in Anwesenheit niedriger Glukosekonzentrationen dereprimiert,
wahrend sie bei hohen reprimiert werden.
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1.3.1 Glukoserepressionsweg

In Anwesenheit hoher Glukosekonzentrationen wird die Transkription der hoch-
affinen Hexosetransporter Uber den Glukoserepressionsweg gehemmt (Abb. 3)
(Bisson, 1988). Neben den HXT-Genen werden auch Gene reprimiert, die fur
Proteine kodieren, die flr die Fermentation der Glukose nicht bendtigt werden.
Das sind z. B. Enzyme, die an der Verwertung alternativer Kohlenstoffquellen
beteiligt sind oder Enzyme der Atmungskette, Glukoneogenese und des
Zitronensaurezyklus (Entian und Schuller, 1997). Die Frage nach dem
auslésenden Signal des Glukoserepressionswegs ist noch ungeklart. Woods et al.
(1994) und Stapleton et al. (1994) postulierten, dass das AMP/ADP:ATP-
Verhaltnis das Glukosesignal auslost. Mdglicherweise ist aber auch die Glukose
selber, die Hexokinase PIlI (Hxk2) oder ein friher Glykolysemetabolit flr die
Induktion des Glukoserepressionswegs verantwortlich (Gancedo, 1992; De Winde
et al., 1996; Meijer et al., 1998).

o ®
o* 1 *e Abb. 3: Modell des Glukoserepressions-
| @ Plasmamembran| wegs von S. cerevisiae. In Anwesenheit
* Zytoplasma hoher Glukosekonzentrationen wird der links

Glukose —bGIukose-G-PYYb EtOH + CO, ) ) o

AP, abgebildete Signalweg aktiviert und der
L ATP U Repressor Mig1 hemmt die Transkription
Y Glukose-reprimierter Gene. In Anwesenheit
e T niedriger Glukosekonzentrationen oder in
Signalgyose Signaliguyosely Abwesenheit von Glukose wird der rechts

abgebildete  Signalweg aktiviert. Durch

N @)
@ @ Phosphorylierung von Mig1 wird der
K» Kb Transkriptionsrepressor inaktiviert und die
p > Repression der entsprechenden Gene

@ Sip1 aufgehoben.
q Sip2

@ _| HXT2,4,6,7

Wichtige Komponenten des Glukoserepressionswegs sind die Hexokinase PII
Hxk2, der Snf1-Serin/Threonin-Proteinkinasekomplex aus den Proteinen Snf1,
Snf4, Sip1, Sip2 und Gal83 und der DNA-bindende Transkriptionsrepressor Mig1.
Die Snf1-Proteinkinase ist wahrscheinlich flur die Phosphorylierung des
Repressors Mig1 verantwortlich (Yang et al., 1994; Treitel et al., 1998). Der
Phosphorylierungszustand von Mig1 bestimmt seine Lokalisation und damit auch
seine Aktivitat (De Vit et al., 1997).
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In Anwesenheit hoher Glukosekonzentrationen wird die Snf1-Proteinkinase
vermutlich durch eine Dephosphorylierung inaktiviert (Estruch et al., 1992; Wilson
et al., 1996). Da die Proteinphosphatase PP1 eine antagonistische Funktion zu
Snf1 ausibt (Tu und Carlson, 1994), ist mdglicherweise die PP1 flr diese
Dephosphorylierung der Snf1-Kinase verantwortlich. Zunachst wird die
regulatorische Untereinheit der PP1, Reg1, aktiviert. Reg1 aktiviert wiederum die
katalytische Untereinheit Glc7 (Tu und Carlson, 1995). Jiang und Carlson (1996,
1997) postulierten, dass die Aktivitat des Snf1-Kinasekomplexes durch die
Wechselwirkung von Snf4 mit Snf1 reguliert wird. Durch die Dephosphorylierung
wird die Interaktion von Snf1 mit Snf4 verhindert und die Snf1-Kinase wird
inaktiviert (Ludin et al., 1998). Die Inaktivierung der Kinase resultiert wiederum in
einer Unterphosphorylierung von Mig1 (Treitel und Carlson, 1995).
Madglicherweise fordert die PP1 aber auch eine direkte Dephosphorylierung von
Mig1 (Treitel et al., 1998). Im dephosphorylierten Zustand ist Mig1 im Nukleus
lokalisiert und hemmt in diesem aktiven Zustand die Transkription der Zielgene
(De Vit et al., 1997).

In Anwesenheit niedriger Glukosekonzentrationen liegt die Snf1-Kinase in einem
aktiven Zustand vor. Vermutlich bindet Snf4 an die regulatorische Untereinheit von
Snf1 und aktiviert so die katalytische Untereinheit der Proteinkinase (Jiang und
Carlson, 1996). Die Proteine Std1 und Mth1 sind Uber einen noch unbekannten
Mechanismus an dieser Aktivierung beteiligt (Flick und Johnston, 1991; Hubbard
et al.,, 1994; Schulte et al., 2000). Eine aktive Snf1-Kinase bewirkt die
Phosphorylierung von Mig1. Der phosphorylierte Repressor ist im Zytoplasma
lokalisiert und ist somit inaktiv.

1.3.2 Glukosederepressions- und Glukoseinduktionsweg

In Anwesenheit von Glukose werden HXT-Gene jedoch nicht nur reprimiert,
sondern Uber einen anderen Signalweg auch dereprimiert bzw. induziert. Anders
als bei der Glukoserepression wird bei diesem Signalweg die extrazellulare
Glukose durch die Glukosesensoren Snf3 und Rgt2 wahrgenommen (Ozcan et
al., 1996a). Snf3 ist fur die Derepression der hoch-affinen Glukosetransporter in
Anwesenheit niedriger Glukosekonzentrationen essentiell, Rgt2 fur die Induktion
des niedrig-affinen Hexosetransporters Hxt1 in Anwesenheit hoher Glukose-
konzentrationen.

Ein wichtiger Regulator dieses Signalwegs ist Rgt1. Rgt1 verhalt sich in
Abwesenheit von Glukose als Repressor, in Anwesenheit niedriger Glukose-
konzentrationen neutral und bei hohen Glukosekonzentrationen als Aktivator
(Ozcan et al., 1996b). Die Ubermittlung des Signals von den Glukosesensoren zu
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dem Transkriptionsregulator Rgt1 wird Gber den SCFGr”-KompIex vermittelt. SCF-

Komplexe setzen sich aus den Proteinen Skp1, Cdc53, Cdc34 und einem
variierenden F-Box-Protein, hier Grr1, zusammen. Die Proteine Std1 und Mth1
sind vermutlich nicht nur an dem Glukoserepressionsweg, sondern auch an der
Derepression der HXT-Gene beteiligt. Aufgrund der variablen Lokalisierung von
Std1 und Mth1 wurde flr diese Proteine eine Funktion als SignalUbermittler von
der Plasmamembran zum Nukleus postuliert (Schmidt et al., 1999).

Abb. 4: Modell des Glukose-

- luk C| [Glukose]*
[A] - Glukose [Glukosely [ ] derepressions- und Glukose-

o o0 o o,
iy ® .0 e induktionswegs. In Abwesen-
@> (2 €)@ e | heit von Glukose hemmt Rgt1 die
v

@ Transkription von HXT71-4. In
Anwesenheit niedriger Glukose-

konzentrationen verhalt sich Rgt1
neutral, so dass HXT2-4, 6 und 7

_|- dereprimiert werden. In

@ l / Anwesenheit hoher Glukosekon-

Rot) — | yxT1-4 HXT2-4.6.7' Ratl) —» [ vy zentrationen aktiviert Rgt1 die
Transkription von HXT1.

In Abwesenheit von Glukose ist der Derepressionsweg nicht aktiv, folglich werden
die Gene HXT1-4 reprimiert (Abb. 4A). Im Gegensatz dazu werden in Gegenwart
niedriger Glukosekonzentrationen HXT2, 3, 4, 6 und 7 dereprimiert (Abb. 4B). Die
transkriptionelle Regulation von HXT6 und HXT7 weist jedoch zwei Besonder-
heiten auf. Zum einen ist der Glukosesensor Snf3 auch an der Vermittlung der
Repression der Gene beteiligt (Liang and Gabor, 1996). Zum anderen unterliegen
diese Gene im Vergleich zu anderen HXT-Genen einer nur sehr geringen
Derepression. Allerdings weisen sie auch auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoff-
quellen eine hohe Basalexpression auf (Ciriacy und Reifenberger, 1997). Die
Regulation der Induktion des niedrig-affinen Hexosetransporters Hxt1 ist noch
weitgehend unerforscht. Ozcan et al. (1996b) zeigten, dass in Gegenwart hoher
Glukosekonzentrationen Rgt1 die Transkription von HXT1 aktiviert (Abb. 4C).
Jedoch existiert noch ein weiterer, Rgt2-unabhangiger Signalweg Uber die
Komponenten Hxk2 und Reg1 des Glukoserepressionswegs.
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1.4 Posttranskriptionelle Regulation der Hexosetransporter

Der Hexosetransport wird nicht nur auf Transkriptionsebene reguliert, sondern
auch auf posttranskriptioneller Ebene. So ermdglicht die Regulation bereits
existierender Proteine der Zelle eine schnelle Anpassung an plétzlich veranderte
Umweltbedingungen. Wahrend jedoch posttranskriptionelle Regulationen der
Hexosetransportproteine kaum erforscht sind, wurden andere Zuckertransport-
systeme bereits detaillierter untersucht. So wird z. B. die Transportaktivitat der
Maltosepermease einerseits in Anwesenheit hoher Glukosekonzentrationen durch
einen Glc7/Reg1-abhangigen Weg inhibiert (Jiang et al., 2000). Andererseits
unterliegt die Maltosepermease unter diesen Bedingungen einem proteolytischen
Abbau (Lucero et al., 1993; Medintz et al., 1996). Mechanistisch wird die Maltose-
permease u. a. mittels Clathrin-vermittelter Endozytose von der Plasmamembran
internalisiert und unterliegt einem anschlieRenden Abbau in der Vakuole (Medintz
et al., 1996; Penalver et al., 1999). Auch andere Proteine, wie die Galaktose-
permease (Matern und Holzer, 1977) oder glukoneogenische Enzyme (Gancedo
und Gancedo, 1997), werden in Anwesenheit hoher Glukosekonzentrationen Uber
den sogenannten Katabolit-Inaktivierungsprozess abgebaut. Der Begriff Katabolit-
Inaktivierung wurde von Holzer (1976) gepragt und bezeichnet die schnelle
Inaktivierung von Enzymen nach der Zugabe von Glukose in das Medium.

Posttranskriptionelle Regulationen der Hexosetransporter wurden bisher kaum
untersucht. Wendell und Bisson (1993, 1994) beobachteten jedoch eine
posttranskriptionelle Inaktivierung von Hxt2: trotz eines hohen Hxt2-Proteinlevels
war unter bestimmten Bedingungen keine hoch-affine Glukoseaufnahmeaktivitat
nachweisbar. Aufklarungsbedarf besteht auch z. B. Uber die Lieferung
sekretorischer Vesikel zur Plasmamembran oder putative Wechselwirkungen der
Hxt-Proteine mit den Zucker-phoshorylierenden Enzymen bzw. mit Komponenten
der Glykolyse. Ferner wurde bisher die Regulation des Turnovers der Hexose-
transporter nur unzureichend untersucht. Es ist bekannt, dass die hoch-affine
Glukoseaufnahmekomponente nach Uberfiihrung dereprimierter Zellen in Medium
mit hohen Glukosekonzentrationen abnimmt (Bisson und Fraenkel, 1984; Ramos
et al., 1988). Auch bei Stickstoffhunger oder bei fehlender Proteinsynthese findet
eine Inaktivierung des hoch- und des niedrig-affinen Transportsystems statt
(Busturia und Lagunas, 1986). Daher postulierten Busturia und Lagunas (1986),
dass auch das Glukosetransportsystems einer Katabolit-Inaktivierung unterliegt.
Zusammenfassend sprechen diese Beobachtungen daflr, dass das Hexose-
transportsystem unter typischen industriellen Fermentationsbedingungen, also in
Anwesenheit hoher Glukosekonzentrationen bei gleichzeitigem Stickstoffhunger,
einer Inaktivierung unterliegt.
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1.4.1 Endozytischer Abbau von Plasmamembranproteinen

Die Endozytose ist nicht nur an der Inaktivierung des Maltose- und des
Galakatosetransportsystems beteiligt (Medintz et al., 1996; Horak und Wolf,
1997), sondern voraussichtlich auch an der Inaktivierung der Hexosetransporter
(Riballo und Lagunas, 1994; Riballo et al., 1995). Vermutlich ist eine intrazellulare
Proteolyse fur die Reduktion der Halbwertszeit der Proteine verantwortlich.

Die meisten Plasmamembranproteine unterliegen einer Endozytose, die in
Abhangigkeit der aufleren Wachstumsbedingungen einer strikten Regulation
unterliegt. In der Regel werden endozytierte Plasmamembranproteine zur Vakuole
geliefert und dort abgebaut. Einige Proteine werden aber auch wiederverwendet,
indem sie erneut zur Plasmamembran transportiert werden (,Recycling®) (Ziman
et al., 1998). Bei einer Rekrutierung zur Vakuole werden die Proteine zunachst
von der Plasmamembran Uber primare endozytische Vesikel internalisiert, dann
uber frihe Endosomen und mulitvesikulare, spate Endosomen zur Vakuole
geliefert (Abb. 5) (Singer-Kruger et al.,, 1993; Prescianotto-Baschong und
Riezman, 1998). Mittlerweile sind eine Reihe von Proteinen identifiziert worden,
die in diesem Transportprozess eine Rolle spielen wie z. B. die GTP-bindenden
Proteine Ypt7 und Vps21/Ypt51 (Schimmdller und Riezman, 1993; Singer-Krlger
et al., 1994), die PI-3-Kinase Vps34 (Munn und Riezman, 1994), das Dynamin-
Homolog Dnm1 (Gammie et al., 1995), Vps2/Ren1 und Vps4/End13 (Davis et al.,
1993; Munn und Riezman, 1994). Wie jedoch der Transport der Proteine
zwischen den endo-zytischen Kompartimenten erfolgt ist noch unbekannt. Nach
dem Reifungsmodell es gibt keine pra-existierenden frihen und spaten
Endosomen (Munn, 2000). Die primaren endozytischen Vesikel reifen erst zu
fruthen Endosomen, dann zu spaten Endosomen, indem sie kontinuierlich mit
sekretorischen Vesikeln fusionieren und parallel Vesikel abschniren. Alternativ
erfolgt der Transfer des endozytierten Materials durch einen vesikularen
Transport. Frihe und spate Endosomen sind pra-existierende Kompartimente, die
durch fortlaufende Knospung und Fusion von Vesikeln die endozytierten Proteine
zur Vakuole liefern. Die spaten Endosomen kdnnen entweder direkt mit der
Vakuole fusionieren oder auch hier erfolgt der Transfer Uber einen vesikularen
Transport. Da fir den Transfer von Ste2 von der Plasmamembran zu den spaten
Endosomen die Funktion des sekretorischen Wegs essentiell ist, praferierten
Hicke et al. (1997) das Reifungsmodell.

Die Endozytose ist also ein wichtiger Prozess, um den Abbau von Plasma-
membranproteinen zu regulieren. Die Signalauslésung fur die Induktion der
Endozytose ist jedoch bisher nur zum Teil verstanden. So zeigten Koélling und
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Hollenberg (1994), dass eine Ubiquitinierung von Plasmamembranproteinen ihre
Endozytose und den anschlielienden Abbau in der Vakuole auslésen kann. Von
Bisson et al. (1993) wurde erstmals eine Beteiligung der Phosphorylierung an der
Inaktivierung von Zuckertransportproteinen postuliert. Mittlerweile ist bekannt,
dass viele Plasmamembranproteine durch Phosphorylierung auf die Ubiquiti-
nierung vorbereitet werden (Hicke und Riezman, 1996; Roth und Davis, 1996).
Die Signalsequenzen, die eine Phosphorylierung und Ubiquitinierung von Plasma-
membranproteinen auslosen, sind bisher jedoch nur teilweise charakterisiert
(Kolling und Losko, 1997; Hicke und Riezman, 1996).

1.4.2 Hunger-induzierte Autophagozytose von zytoplasmatischen Proteinen

Ein weiterer speziell unter Hungerbedingungen wichtiger Abbauprozess ist die
Autophagozytose. Alle eukaryontischen Zellen, von der Hefe bis zu menschlichen
Zellen, transportieren bei Nahrstoffmangel grolde Teile ihrer eigenen Bestandteile,
insbesondere zytoplasmatische Proteine, in das Lysosom/Vakuole und bauen sie
dort ab. Durch diesen Prozess gewinnen die Zellen dringend bendétigte Nahrstoffe
zuriick und sichern so ihr Uberleben (Hilt und Wolf, 1992).

Der autophagische Weg beginnt mit der Bildung von Zytosol-geflllten Vesikeln
(Autophagosomen), die von zwei Membranlagen umgeben sind (Abb. 5). Die
Herkunft der Membranen ist noch ungeklart. Kim et al. (2001) postulierten, dass
das unter Hungerbedingungen induzierte Protein Aut7 (Kirisako et al., 1999,
Huang et al., 2000) moglicherweise die Vesikelbildung einleitet. Daflr unterliegt
Aut7 zunachst einer Aut2-abhangigen proteolytischen Spaltung (Kirisako et al.,
2000) und bildet dann in einer Ubiquitinsystem-ahnlichen Reaktion eine
Amidbindung zwischen dem C-terminalen Glycin von Aut7 und der Aminogruppe
eines Phosphatidylethanolamins aus (lchimura et al., 2000). Durch diese
Modifikation wird Aut7 an eine Membran gebunden und koénnte so die
Vesikelbildung einleiten. Ferner sind Aut1 und ein Konjugationssystem, an dem
die Komponenten Apg5, Apg7, Apg10, Apg12, Apg16 beteiligt sind, fur die
Membranassoziation von Aut7 wichtig (Kim et al., 2001). Die Autophagosomen
fusionieren schlief3lich mit der Vakuole und entlassen ein von einer Membran
umschlossenes, autophagisches Vesikel in die Vakuole. Im Inneren der Vakuole
werden die autophagischen Vesikel samt ihres zytosolischen Inhalts abgebaut.

Beide Prozesse, Autophagozytose und Endozytose, stellen somit Abbauwege dar
Uber die Proteine zur Vakuole geliefert werden. In Abb. 5 sind diese Protein-
transportwege schematisch dargestellt.
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Abb. 5: Schematische
Darstellung der ab-
bauenden Proteintrans-
N portwege zur Vakuole.
EE@ AP: Autophagosom; AV:
. autophagisches  Vesikel,
/ “o..wQ) EE:  frihes Endosom
(,early endsome®); LE:
spates Endosom (,late
endosome®)

’ Autophagozytose ‘ ’ Endozytose ‘

1.5 Konstruktion eines optimierten Hefestamms

Die Verwendung eines Hefestamms, der optimal an die Fermentations-
bedingungen industrieller Produktionen angepasst ist, kann entscheidend zur Ver-
besserung der Produktionseffizienz und Produktqualitat beitragen. Bisher wurden
neue Wein- und Bierhefestdmme nahezu ausschliel3lich durch Selektion
gewonnen. Ein fur industrielle Fermentationen optimal geeigneter Hefestamm
sollte moglichst folgende Kriterien erfullen: eine schnelle physiologische
Adaptation an die Fermentationsbedingungen, grofle Wachstums- und Fermen-
tationskapazitat, effiziente Zuckerverwertung, Produktion der gewiunschten
Aroma-stoffe, Vermeidung von ungewunschten Nebenprodukten und gute
Stressresistenz (z. B. hohe Sulfit- und Ethanoltoleranz).

Die Identifizierung der unter Hungerbedingungen inaktivierten Hexosetransporter
sowie eine Aufklarung des Inaktivierungsmechanismus sollte die Grundlage fur
die Herstellung eines nicht mehr inaktivierten Hexosetransportproteins schaffen.
SchlieBlich sollte ein Hefestamm konstruiert werden, der unter Hunger-
bedingungen eine hohere Hexosetransportaktivitat aufweist. Dieser Stamm sollte
dann auf seine Fermentationskapazitat getestet werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Stamme und Medien

2.1.1 Bakterienstamme

Tab. 1: Escherichia coli (E. coli)

Stamm Genotyp Quelle/Referenz
DH5aF’ F’, @(80dlacZAM15)A(lacZYA-argF) U169 deoR recA1 Gibco BRL
endA1 hsdR17 (ri my’) supE44A " gyrA96 thi-1 relA1 Gaithersburg, USA
DH10B F’, merA A-(mrr hsdRMS-mcrBC) @80dlacZAM15 AlacX74 Gibco BRL
deoR recA1 araA139 A(ara, leu)7697 galU galK A rpsL end  Gaithersburg, USA
A1 nupG
SURE e14 (McrA)A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 171 endA1 supE44 thi-1  Stratagene

gyrA96 relA1 lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 (Kan') uvrC [F’
proAB lacl’ZAM15 Tn10(Tet)]

2.1.2 Medien und Anzucht von E. coli

Vollmedium (LB): 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl, pH 7,5

Fur die Selektion auf eine plasmidkodierte Antibiotikaresistenz wurde dem
Medium nach dem Autoklavieren 40 pg/ml Ampicillin  zugesetzt. Feste
Nahrmedien enthielten zusatzlich 1,5% Agar, die Anzucht erfolgte bei 37°C.
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2.1.3 Hefestamme

Tab. 2: verwendete Hefestamme (S. cerevisiae)

Stamm Genotyp Quelle/Referenz
23344c MATo ura3 Hein und André, 1997
33089d MATa gap1"® (Glu*®* « Lys) ura3 B. André, Briissel
27002d MATa npi2 ura3 Springael et al., 1999a
27038a MATa npit1 ura3 Hein et al., 1995
CMY1001 MATa MAL61/HA MAL12 MAL13 GAL" leu2 ura3-52  Medintz et al., 1996
lys2-801 ade2-101 trp1-A63 his3-A200
CMY1003 MATa MAL61/HA MAL12 MAL13 GAL" leu2 ura3-52  Medintz et al., 1996
lys2-801 ade2-101 trp1-A63 his3-A200 ren1A::LEU2
DBY1689 MATa, his4-619, ACT" Novick & Botstein, 1985
DBY4878 MATa, his4-619, act1-1 D. Botstein
EBY.18ga MATo leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8°  Wieczorke et al., 2001
SUC2 Ahxt1-17 Agal2 stl1A::loxP agt1A::loxP
EBY.S7 MATo leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8°  Wieczorke et al., 2001
SUC2 Ahxt1-17 Agal2 stl1A::loxP agt1A::loxP
ydI247wA::loxP yjr160cA::loxP fgy1-1
EBY.VW4000 MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8°  Wieczorke et al., 1999
SUC2 Ahxt1-17 Agal2 stl1A::loxP agt1A::loxP
ydI247wA::loxP yjr160cA::loxP
EBY.VW5000 VW4000 snf3A::loxP rgt2A::loxP Wieczorke et al., 1999
JBYO1 MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8°  J. Becker, Diisseldorf
SUC2 Ahxt1-17 Agal2 stl1A::loxP agt1A::loxP
ydI247wA::loxP yjr160cA::loxP Aphxt3::pHXT7-HXT1
JBY02 MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° Wieczorke et al., 2001
SUC2 Ahxt1-17 Agal2 sti1A::loxP agt1A::loxP
ydI247wA::loxP yjr160cA::loxP Aphxt3::pHXT7-HXT7
JBY15 MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° Wieczorke et al., 2001
SUC2 Ahxt1-17 Agal2 stl1A::loxP agt1A::loxP
ydI247wA::loxP yjr160cA::loxP Aphxt3::pHXT7-
KIURAS3
RE301A MATa ura3-52 his3-11,15 leu2-3,112 MAL2 SUC2 Reifenberger et al., 1995
GAL MEL Ahxt3 Ahxt6 hxt7 LEU HIS
RKY#534 MATa bar1-1 leu2 his4 ura3 R. Kélling, Diisseldorf
RKY#536 MATa bar1-1 leu2 his4 ura3 end4" R. Kélling, Diisseldorf
RKY#649 MATa ura3 leu2-3,112 his3-11,15 GAL" CAN® R. Kélling, Diisseldorf
RKY#826 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2- R. Kélling, Disseldorf
801 MAL2 SUC2 GAL MEL
RKY#927 MATa ura3 leu2-3,112 his3-11,15 GAL" CAN® pre1-1  R. Kélling, Diisseldorf
pre2-2°
RKY#969 MATa ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2- R. Kélling, Diisseldorf
801 MAL2 SUC2 GAL MEL Apep4::URA3
VW1A MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° K.-D. Entian, Frankfurt

CEN.PK2-1C

Suc2
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Tab. 3: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Hefestamme

Stamm Genotyp Konstruktion
SKY2 VW1A Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette von dem
rgt2A::loxP Plasmid pUG6 mit den Primern s1-LRGT2 und s2-RGT2.
Verifizierung der Deletion mit den Primern a1- und a4-RGT2.
SKY3 JBY15 Amplifizierung des GLUT1Y**M.Gens mit kurzen Uberlappenden
Aphxt3:\%>gﬂ”XT7- Bereichen zum HXT7—\%5%motor und HXT7-Terminator von dem
GLUT1 Plasmid pTV3eGLUT1 mit den Primern ¢1-pH7G1 und c4-
pH7G1. Verifizierung der Integration mit den Primern a1-ipH7 und
a4-hxt367.
SKY7 VW4000 Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette von dem
snf3A::loxP Plasmid pUG6 mit den Primern s1-LSNF3 und s2-SNF3.
Verifizierung der Deletion mit den Primern a1- und a4-SNF3.
SKY8 VW4000 Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette von dem
rgt2A::loxP Plasmid pUG6 mit den Primern s1-LRGT2 und s2-RGT2.
Verifizierung der Deletion mit den Primern a1- und a4-RGT2.
SKY9 VW4000 Disruption von HTR1 durch homologe Rekombination des 2,4 kb
Ahtr1::HIS3 groRen Xmnl/Ncol-Fragments aus dem Vektor pFS21 in den
Stamm VW4000.
SKY10k  VW4000 Amplifizierung der kanMX-Deletionskassette von dem Plasmid
Argt1::kanMX pFAB-kanMX mit den Primern s1- und s2-RGT1. Verifizierung der
Deletion mit den Primern a1- und a4-RGT1.
SKY11k  VW4000 Amplifizierung der pkHXT7-kanMX-Kassette von dem Plasmid
Aphxt3::pkHXT7  pUG6-kpHXT7 mit den Primern IntpH7-1 und IntpH7-2.
SKY12k  VW4000 Amplifizierung der pkHXT7-kanMX-Kassette von dem Plasmid
Ahxt10::pkHXT7  pUG6-kpHXT7 mit den Primern s1-LH10 und s2-LH10.
SKY13k  VW4000 Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette von dem
Amig1::kanMX Plasmid pUG6 mit den Primern s1- und s2-MIG1. Verifizierung der
Deletion mit den Primern a1- und a4-MIG1.
SKY14k  VW4000 Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette von dem
Asko1::kanMX Plasmid pUG6 mit den Primern s1- und s2-SKO1. Verifizierung der
Deletion mit den Primern a1- und a4-SKO1.
SKY15k  SKY7 Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette von dem
Ayfl054::kanMX  Plasmid pUG6 mit den Primern s1- und s2-YFL054. Verifizierung
der Deletion mit den Primern a1- und a4-YFL054.
SKY16k SKY7 Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette von dem
Ahal1::kanMX Plasmid pUG6 mit den Primern s1- und s2-HAL1. Verifizierung der
Deletion mit den Primern a1- und a4-HAL1.
SKY39 VW1A Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette von dem
Aend4::loxP Plasmid pUG6 mit den Primern s1-LEND4 und s2-ENDA4.
Verifizierung der Deletion mit den Primern a1- und a4-END4.
SKY41 VW1A Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette von dem
Aaut2::loxP Plasmid pUG6 mit den Primern s1- und s2-AUT2. Verifizierung der
Deletion mit den Primern a1- und a4-AUT2.
SKY43k RKY#536 end4® Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette von dem
Aaut2::kanMX4 Plasmid pUG6 mit den Primern s1- und s2-AUT2. Verifizierung der
Deletion mit den Primern a1- und a4-AUT2.
SKY51 VW1A Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette von dem
Aaut3::loxP Plasmid pUG6 mit den Primern s1- und s2-AUT3. Verifizierung der

Deletion mit den Primern a1- und a4-AUT3.
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2.1.4 Medien und Anzucht von Hefestammen

Vollmedium YEP 1% Hefeextrakt, 2% Bacto-Pepton, Kohlenstoff-
quelle in der jeweils angegebenen Konzentration

Minimalmedium  YNB +N 0,67% YNB w/o amino acids, pH 6,3, Aminosauren/
Nukleobasen-Losung, Kohlenstoffquelle in der
jeweils angegeben Konzentration

Stickstoffhunger- YNB -N  0,17% YNB w/o amino acids & ammonium sulphate,
medium pH 6,3, Kohlenstoffquelle in der jeweils angegeben
Konzentration

Konzentration der Aminosauren und Nukleobasen im Medium: Adenin (0,08 mM),
Arginin (0,22 mM), Histidin (0,25 mM), Isoleucin (0,44 mM), Leucin (0,44 mM),
Lysin (0,35 mM), Methionin (0,26 mM), Phenylalanin (0,29 mM), Tryptophan (0,19
mM), Threonin (0,48 mM), Tyrosin (0,34 mM), Uracil (0,44 mM), Valin (0,49 mM)

Innerhalb dieser Arbeit wurden folgende Kohlenstoffquellen verwendet: Glukose,
Raffinose, Maltose und Ethanol. Die Raffinose-Stammlésungen wurden steril-
filtriert, die anderen Kohlenstoffquellen autoklaviert. Feste Nahrbdden enthielten
zusatzlich 1,5% Agar. Zur Selektion auf plasmidhaltige Zellen wurde die jeweilige
Aminosaure oder Base nicht hinzu gegeben. Zur Selektion auf Verlust eines
Plasmids mit URA3-Gen wurden Minimalmediumsplatten verwendet, die neben
Uracil 1 mg/ml FOA enthielten. Die Selektion auf Geneticinresistenz erfolgte auf
Vollmediumsplatten mit 200 mg/ml G418.

Die Anzucht der Hefezellen erfolgte bei 30°C. Eine Ausnahme bildeten Stamme
mit temperatursensitiven Allelen, die bei einer permissiven Temperatur von 25°C
und restriktiven Temperatur von 37°C angezogen wurden.
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2.2 Plasmide

Tab. 4: Verwendete Plasmide

Plasmid Quelle/Referenz
p21-PST E. Reifenberger, 1995
p426MET25-GFP J. Makuc, Disseldorf
p426MET25HXT11 Wieczorke et al., 1999
pFA6-kanMX Wach et al., 1994

pFS21 F. Schulte, 1997

pSH47 Glldener et al., 1996
pTHXT1-2 E. Reifenberger, 1995
pUG6 Gildener et al., 1996
pUG6E-HA E. Boles, Dusseldorf
pUG6-kpHXT7 E. Boles, Dusseldorf
pTV3eGLUT1 "M Wieczorke et al., 2001
YCpHXT7a R. Wieczorke, Disseldorf
YCpHXT7b R. Wieczorke, Disseldorf
YCplac33 Gietz und Sugino, 1988
YEplac195 Gietz und Sugino, 1988

YEprGLUT1-GFP

Wieczorke et al., 2001

Tab. 5: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide

Plasmid

Beschreibung

YCpHXT7AC”™"°-HA

YCpHXT7AC1C

YCpHXT7GFP

YCpHXT7P%%%

Deletion von 54 C-terminalen Aminosauren von Hxt7 im Austausch gegen
einen HA-Tag. Klonierung des PCR-amplifizierten, verkirzten HXT7-
ORFs mit den Primern 1dH7C-HA und UPhom und der HXT7-Terminator-
Region mit den Primern 2dH7C-HA und RPhom dber homologe
Rekombination in den linearisierten Vektor YCplac33**2"!

Austausch der 56 C-terminalen Aminosauren von Hxt7 gegen die 56 C-
terminalen Aminosduren von Hxt1. Klonierung des PCR-amplifizierten
verkurzten HXT7-ORFs mit den Primern HXT7-1 und RPhom von dem
Vektor YCpHXT7b und des PCR-amplifizierten HXT7-Fragments mit den
Primern HXT1C und UPhom von dem Vektor pTHXT1-2 Gber homologe
Rekombination in den linearisierten Vektor YCplac33®™ P

C-terminale Fusion von HXT7 mit GFP. Klonierung des PCR-
amplifizierten HXT7-ORFs mit den Primern HXT7-C und RPhom von dem
Vektor YCpHXT7b und des GFP-ORFs mit den Primern H7-GFP und
UPhom von dem Vektor pMET25-GFP Uber homologe Rekombination in
den linearisierten Vektor YCplac33a®aVHndll

entspricht YCpHXT7b, jedoch Austausch von As,par’[at558 gegen Lysin in
Hxt7 mittels PCR-Mutagenese
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YCpHXT7E271K entspricht YCpHXT7b, jedoch Austausch von Glutamat®”' gegen Lysin in
Hxt7 mittels PCR-Mutagenese
YCpHXT7stgA entspricht YCpHXT7b, jedoch Austausch von Serin®*® gegen Alanin in

Hxt7 mittels PCR-Mutagenese

YCpHXT7AN2'56-HA Deletion von 55 N-terminalen Aminosauren von Hxt7 im Austausch gegen
einen HA-Tag. Klonierung des PCR-amplifizierten HXT7-Promotors mit
den Primern 1dH7N-HA und UPhom und des verkirzten HXT7-ORFs mit
den Primern 2dH7N-HA und RPhom uber homologe Rekombination in
den linearisierten Vektor YCplac33™*2/!

YEpHXT7AN®*®-HA  Das 3,33 kb Pstl-Fragment des Vektors YCpHXT7AN?**-HA wurde in den
Pstl geschnittenen Vektor YEplac195 kloniert.

YEpHXT7a Das 3,47 kb Pstl-Fragment des Vektors YCpHXT7a wurde in den Pstl
geschnittenen Vektor YEplac195 kloniert.

2.3 Genbank

Verwendet wurde eine S. cerevisiae DNA-Bank mit chromosomalen Fragmenten
des Stammes EBY.VW5000 in dem 2p-Vektor YEplac195 (Tanja Hamacher,
Dusseldorf).

2.4 Synthetische Oligonukleotide

Tab. 6: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Oligo Sequenz (5’ « 3') Beschreibung/Verwendung

1DH7C-HA AGCGTAGTCTGGAACGTCGTATGG Deletion von 54 C-terminalen Aminosauren von
GTAAGTTTCTGGAACAACTAACAAA  Hxt7 im Austausch gegen HA-Tag

2DH7C-HA ATACGACGTTCCAGACTACGCTTAA Deletion von 54 C-terminalen Aminosauren von
TTTGCGAACACTTTTATTAAT Hxt7 im Austausch gegen HA-Tag

1DH7N-HA AGCGTAGTCTGGAACGTCGTATGG Deletion von 55 N-terminalen Aminosauren von
GTACATTTTTTGATTAAAATTAAAAA  Hxt7 im Austausch gegen HA-Tag

AAC
2DH7N-HA ATACGACGTTCCAGACTACGCTAGA Deletion von 55 N-terminalen Aminosauren von
CCAGCTTCTGCCTATGTC Hxt7 im Austausch gegen HA-Tag
al-AUT2 CATTTTCATAGAACGGCTCTTG Nachweis der aut2-Deletion
a1-AUT3 GCATCTGTTTTTCTTTTTAACC Nachweis der aut3-Deletion
al-dh7p CACCATGTGGGAAGAAGGTG Nachweis der HXT7-Promotor-Deletion
a1-ENA125 GATGTAGATTTTGGTCATATAC Nachweis der ena1-ena2-ena5-Deletion
a1-END4 GCAGTTTGCT TTTATCCCTGTG Nachweis der end4-Deletion
a1-HAL1 TGACCACGATCACTATATTTAG Nachweis der hal71-Deletion
a1-HTR1 CTTTGTAATG CGCCTGTAAC Nachweis der hir1-Deletion (= Amth1)
a1-HXT10 CTCATCGGCT CCGGAACGCG Nachweis der Ahxt10:: pkHXT7-Promotor-
integration
al-ipH7 ATGCGTGTTGGTAAATATGA AGC Nachweis der Ahxt367::pkHXT7-Promotor-

integration
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a1-MIG1
a1-RGT1
a1-RGT2
a1-SKO1
a1-SNF3
a1-YFLO54
a4-AUT2
a4-AUT3
a4-dh7p
a4-ENA125
a4-END4
a4-HAL1
a4-HTR1
a4-HX367

a4-HXT10

a4-MIG1
a4-RGT1
a4-RGT2
a4-SKO1
a4-SNF3
a4-YFLO54
c1-IHXT7

c1-pH7G1

c4-IHXT7

c4-pH7G1

HXT7-
S259A

H7-GFP
HXT7-1

HXT71seq
HXT7-C

HXT1C

HXT7-
D558K

HXT7-
E271K

HXT7seq1
HXT7seq2

TATAATGGCTTCTCAGGAAACC
GAGAAGAGACGCAGGAAGACCAG
GGGTTCCCTGTTCCTGCATCG
GTCGTACTTAACCGCGCTAGCG
TTCCAGCTGATCAACAACCC
ATCACACATTGCGGTATTTTCC
ATGCGATTCCATTGAACGATTG
TAGCCAAAGGCAAGTACTAAAC
GGGAGGCTGAGTCAACAGC
CGAGGTCTTTGTAGCTACAAAG
CCAAAATGCCATTGTATCGAAATC
CGTCTTACGAAATTGGATATAG
CTTGGGAATTTGGAGCTCCTC
CTTGGCAACCGCAGGTTCCGC

AGGTAGTTGTTATACTACAG

CAGTAAAAGTACTAATAAGAGC
GCTGTGAAAGAAGAAGGTGCTCCC
GAACCCGGTGATTTAGGAAACC
GTGAAATTATAACGGTATGCTC
GTTATACGTGGCTCCTGCAGGAC
GGATTACCTAGTTGATGGTGCC
CCTGCGTGTTCTTCTGAGGTTC

CAAAGAATAAACACAAAAACAAAAA
GTTTTTTTAATTTTAATCAAAAAATGT
CTGAATTCAGCAGCAAGAAGG

TTTGTAGACGTGGGTCTGCAGGCA

AAGTTTCTTTGTCTCCGTCCCACTCA
ACTTTCTGAGAACAAATGATCGACA
AATAATAGGTTTAGGTAAGG

GACATTTGTTCCAGAGGCGCCACGT
TATTTG

GTACAAGAGAATGTTCAGCACCAAA
GCGGCCGCTGGTGCTGGTATGAG

TAATGATAAACCTTTAGTTTCTGGAA
CAACTAAC

CACTCCATTTATTACTGGTG
TTTGGTGCTGAACATTCTCTTG

GAAACTAAAGGTTTATCATTAG

GAAGTCGGTAAGATCGAAAAGGCCA
AACGTTCT

ACGACGCTGAAGAAATGACTCACAA
AGGACAAGCCATTG

TCACCCCAGGATGCATTACC
GTTAGTTGTTCCAGAAACTA

Nachweis der mig1-Deletion

Nachweis der rgt1-Deletion

Nachweis der rgt2-Deletion

Nachweis der sko7-Deletion

Nachweis der snf3-Deletion

Nachweis der yfl054-Deletion
Nachweis der aut2-Deletion

Nachweis der aut3-Deletion

Nachweis der HXT7-Promotor-Deletion
Nachweis der ena1-ena2-ena5-Deletion
Nachweis der end4-Deletion

Nachweis der hal1-Deletion

Nachweis der hir1-Deletion (= Amth1)

Nachweis der Ahxt10:: pkHXT7-
Promotorintegration

Nachweis der Ahxt367::pkHXT7-Promotor-
integration

Nachweis der mig7-Deletion
Nachweis der rgt7-Deletion
Nachweis der rgt2-Deletion
Nachweis der sko7-Deletion
Nachweis der snf3-Deletion
Nachweis der yfl054-Deletion

Integration des HXT7-ORFs hinter den pkHXT7-
Promotor

Integration des GLUT1-ORFs hinter den pkHXT7-
Promotor

Integration des HXT7-ORFs hinter den pkHXT7-
Promotor

Integration des GLUT1-ORFs hinter den pkHXT7-
Promotor

mutagener Primer zum Austausch von Serin®®
gegen Alanin von Hxt7

C-terminale Fusion des HXT7-ORFs mit GFP

Austausch des Hxt7-C-Terminus gegen den C-
Terminus von Hxt1

Sequenzierung des C-Terminus von HXT7C1C

Amplifizierung des HXT7-ORFs fir C-terminale
HXT7-Fusionskonstuke

Austausch des Hxt7-C-Terminus gegen den C-
Terminus von Hxt1

mutagener Primer zum Austausch von Aspartat®®®

gegen Lysin von Hxt7

mutagener Primer zum Austausch von Glutamat®”'
gegen Lysin von Hxt7

Sequenzierung von HXT7

Sequenzierung von HXT7
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HXT7seq3 ATTCAAATTGCATCTATCAA
HXT7seq4 TCTTTCGAAACCTCTATTGT
HXT7seq5 GACTAAAGTACCCCTTAAAT
HXT7seq6 GATCATGGGTGCTATGATTC
HXT71seq CACTCCATTTATTACTGGTG

INTPH7-1 CCTATTCGTCATCGCAGACAGCCTT
CATCTTCTCGAGATAACACCTGGAG
CGCGCGTTTCGGTGATGACG

INTPH7-2 AAGTTTCTTTGTCTCCGTCCCACTCA
ACTTTCTGAGAACAAATGATCCATTT
TTTGATTAAAATTAAAAAAAC

K2kanMX TTGTCGCACCTGATTGCCCG

K3kanMX TATGGAACTGCCTCGGTGAG

RP AACAGCTATGACCATG
RPhom TGTGAGCGGATAACAATTTCACACA
GGAAACAGCTATGACCATG

s1-AUT2 ATGGACGACTTCTTATCACGTATAG
GAGTGATATACATGCAGAGGTGGTT
CGTACGCTGCAGGTCGAC

s1-AUT3 TGGGAGACATTAAAAATAAAGATCA
CACAACCTCTGTGAACCATAATTTC
GTACGCTGCAGGTCGAC

s1-dh7p TACGACGCTGAAGAAATGGCTCACG
ATGATAAGCCATTGTACAAGAGCAG
CTGAAGCTTCGTACGC

s1-ENA125 GTTAGGGCAGGGATGTAGATTTTGG
TCATATACTTTCACCTGACAGTTCGT
ACGCTGCAGGTCGAC

s1-HAL1 ATGCATTTCAAAGATTTAGGATTGCA
TGACTACACTCTCAAAAACTTTCGTA
CGCTGCAGGTCGAC

s1-LEND4  ATGTCCAGAATAGATTCAGATCTGC
AGAAAGCGCTTAAAAAGGCGTGTTT
CGTACGCTGCAGGTCGAC

s1-LH10 ATGGTTAGTTCAAGTGTTTCCATTTT
GGGGACTAGCGCCAAGGCATCCTT
CGTACGCTGCAGGTCGAC

s1-LRGT2 ATGAACGATAGCCAAAACTGCCTAC
GACAGAGGGAAGAAAATAGTCATTT
CGTACGCTGCCAGGTCGAC

s1-LSNF3  ATGGATCCTAATAGTAACAGTTCTA
GCGAAACATTACGCCAAGAGAAATT
CGTACGCTGCAGGTCGAC

s1-MIG1 ATGCAAAGCCCATATCCAATGACAC
AAGTGTCTAACGTTGATGATGTTCG
TACGCTGCAGGTCGAC

s1-RGT1 AAGAAGCTGTACTCTTCTCTCAAACT
CCAATATATTTCAAATTATGCGTACG
CTGCAGGTCGACGG

s1-SKO1 ATGTCAAGCGAGGAACGCTCGAGA
CAACCAAGTACTGTTTCAACTTTTCG

Sequenzierung von HXT7
Sequenzierung von HXT7
Sequenzierung von HXT7
Sequenzierung von HXT7
Sequenzierung von HXT7

Amplifizierung der kanMX-pkHXT7-Kassette von
dem Plasmid pUG6-kpHXT7 mit tberlappenden
Sequenzen zur urspringlichen HXT3-6-7-Region

Amplifizierung der kanMX-pkHXT7-Kassette von
dem Plasmid pUG6-kpHXT7 mit Gberlappenden
Sequenzen zur urspringlichen HXT3-6-7-Region

Uberpriifung einer Deletion mittels der loxP-
kanMX-loxP-Kassette in Kombination mit dem
entsprechenden a1-Primer

Uberpriifung einer Deletion mittels der loxP-
kanMX-loxP-Kassette in Kombination mit dem
entsprechenden a4-Primer

reverse primer

Uberlappende Bereiche zur 5’-flankierenden
Region der MCS fir in vivo-Rekombination in die
Plasmide YEplac195 und YCplac33

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 5’-Region des AUT2-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit tGberlappen-
den Bereichen zur 5’-Region des AUT3-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 5’-Region des HXT7-Promotors

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit tGberlappen-
den Bereichen zur 5’-Region des ENAT-ENA2-
ENAS5-Genclusters

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit tGberlappen-
den Bereichen zur 5’-Region des HAL1-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 5’-Region des END4-ORFs

Amplifizierung der kanMX-pkHXT-Kassette von
dem Plasmid pUG6-kpHXT7 mit Gberlappenden
Sequenzen zur ursprunglichen HXT10-Region.

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 5’-Region des RGT2-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 5’-Region des SNF3-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 5’-Region des MIG1-ORFs

Amplifizierung der kanMX-Deletionskassette von
dem Plasmid pFAG6-kanMX mit Gberlappenden
Bereichen zur 5’-Region des RGT1-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
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s1-YFLO54

§2-7H10

s2-AUT2

s§2-AUT3

s2-dh7p

s2-ENA125

S2-END4

s2-HAL1

s2-MIG1

s2-RGT1

s2-RGT2

§2-SKO1

s2-SNF3

s2-YFL054

UP
UPhom

TACGCTGCAGGTCGAC

ATGAGTTACGAATCTGGGAGGTCAT
CCTCCTCTTCCGAGAGTACACTTCG
TACGCTGCAGGTCGAC

AAGCATCAATCCATTATCTGTTGTTA
TTTCTGTTTACCAGAGTACCATTTTT
TGATTAAAATTAAAAAAAC

ATATATTAAAACAAGTATATATGCTT
ATGAACTAGTGAATTCCTTACAGCAT
AGGCCACTAGTGGATCTG

ATATAGCAGGTCATTTGTACTTAATA
AGAAAACCATATTATGCATCACGCA
TAGGCCACTAGTGGATCTG

AAGATGAACCTCAGAAGAACACGCA
GGGGCCCGAAATGGTTCCTACGAG
GCATAGGCCACTAGTGGATCTG

GATAAGGGATGCAAAAGGAAAGGC
ACTCAATAAATTGCCCTCCTTAGCAT
AGGCCACTAGTGGATCTG

AAATATATTTATATTAACGTTTATCTT
TATATATAAAAAGTACAATTCGCATA
GGCCACTAGTGGATCTG

CATAGCAGCGCAGCTAACCGACCC
GAAGCTAGTACCAACGAATTTTGCA
TAGGCCACTAGTGGATCTG

CTATTGTCTTTTGATTTATCTGCACC
GCCAAAAACTTGTCAGCGTAGCATA
GGCCACTAGTGGATCTG

TGGTCGTGGACGAAAGTCCTCCTGT
CAGGGACATTATGGGCTTATTATCG
ATGAATTCGAGCTCG

GGGGGAAGTGTATTGGCTGTGCTTA
CTAGCGAGGTCACTCGTCCAATTGC
ATAGGCCACTAGTGGATCTG

GAAAGCATCAGATAGAAGACTATTT
AAGAACCCCGTCGCTATCTCGGCAT
AGGCCACTAGTGGATCTG

TATTTCAAATCATTATTTTCATTTACA
GGTTGATTAGTGGCGTTTTCGCATA
GGCCACTAGTGGATCTG

GAAATTAATAATTAGGTTATAAATCG
TAAAAAATTGAAAATATTAAGCATAG
GCCACTAGTGGATCTG

GTAAAACGACGGCCAGT

CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG
TTGTAAAACGACGGCCAGT

den Bereichen zur 5’-Region des SKO7-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 5’-Region des YFL054-ORFs

Amplifizierung der kanMX-pkHXT7-Kassette von
dem Plasmid pUG6-kpHXT7 mit Gberlappenden
Sequenzen zur ursprunglichen HXT10-Region.

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 3’-Region des AUT2-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 3’-Region des AUT3-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappend-
en Bereichen zur 3’-Region des HXT7-Promotors

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 3’-Region des ENAT-ENA2-
ENAS5-Genclusters

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 3’-Region des END4-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 3’-Region des HAL7-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 3’-Region des MIG1-ORFs

Amplifizierung der kanMX-Deletionskassette von
dem Plasmid pFAB-kanMX mit Gberlappenden
Bereichen zur 3'-Region des RGT1-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 3’-Region des RGT2-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 3’-Region des SKO7-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 3’-Region des SNF3-ORFs

Amplifizierung der loxP-kanMX-loxP-Deletions-
kassette von dem Plasmid pUG6 mit Uberlappen-
den Bereichen zur 3’-Region des YFL054-ORFs

universal primer

Uberlappende Bereiche zur 3’-flankierenden
Region der MCS fir in vivo-Rekombination in die
Plasmide YEplac195 und YCplac33
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2.5 Antikorper

Antikorper Beschreibung Quelle/Referenz

anti-GAP1 Polyklonaler Antikdrper gegen die generelle B. André, Brissel
Aminosaurepermease Gap1

anti-GLUT1 Polyklonales Antiserum gegen 12 GLUT1- Dianova
spezifische Aminosauren im C-Terminus des
humanen Glukosetransporters

anti-HA Monoklonaler Antikorper aus Ratte gegen ein  Roche
Epitop des Hamagglutinins des humanen
Influenzavirus

anti-HXT1 Polyklonaler Antikérper gegen die Amino- Krampe et al., 1998
sauren 17-49 des Hexosetransporters Hxt1

anti-HXT7 Polyklonaler Antikérper gegen die Amino- Krampe et al., 1998
sauren 17-47 des Hexosetransporters Hxt7

anti-PFK1 Polyklonaler Antikérper gegen die Phospho- J. Heinisch, Dusseldorf
fruktokinase

anti-PMA1 Polyklonaler Antikérper gegen die H'-ATPase R. Kélling, Diisseldorf

anti-Kaninchen 1gG

(H+L) POD-Konjugat

anti-Kaninchen 1gG
(H+L) AP-Konjugat

anit-Ratte 1IgG POD-
Konjugat

Sekundar-Antikérper aus Kaninchen Dianova
gekoppelt mit Peroxidase

Sekundar-Antikérper aus Kaninchen Dianova
gekoppelt mit alkalischer Phosphatase
Sekundar-Antikdrper aus Ratte gekoppelt mit  Roche

Peroxidase

2.6 Chemikalien und Material

Acros Organics
Amersham
Bio-Rad
Braun-Melsungen
Caesar & Loretz
Calbiochem

Difco

GibcoBRL

ICN Radiochemicals
Janssen Chimica
J.T. Baker

Kodak

Life Technologies
MBI

Merck

Millipore

MWG Biotech
NEN Life Science
Oxoid

PCR Inc. Florida
Pharmacia
Pierce

Qiagen

Fruktose, Gal, Harnstoff, KAc, Lysin, Mal, NaAc

D-["C(U)]-Glukose

Bio-Rad Protein Assay, Bio-Spin Chromatography Columns
Glasperlen 0,45 mm &

Glukose

G418/Geneticin, Rapamycin

Bacto Agar, Hefe-Extrakt, Pepton, Trypton, YNB

Agarose, Trizol

®p_dCTP

DMF, DMSO, Ethylenglykol

Chloroform, KAc, KaHPO4, KH2PO4, MgCl2, NaCl, NaOH, PEG4000, RbCl,, Sac
Rontgenfilme

Superscript Il RT-PCR System

Lambda-DNA

Adenin, EDTA, Leucin, NazHPO4, NaH2PO4, MgSO4, TEMED, Uracil
Immobilon-N PVDF-Membran

Synthetische Oligonukleotide

D-["C(U)]-Glukose

Agar, Bacteriological Peptone, Hefe-Extrakt

5-FOA

dNTP-Mix, T7-Sequencing Kit

SuperSignal ULTRA chemiluminescent substrate

QIAquick PCR Purification Kit, Plasmid Mini Kit, Qiaex Il Gel Extraction Kit
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Research Genetics Yeast Index GeneFilters Microarrays, MicroHyb

Riedel-deHaén Essigsaure, Ethanol, Glyoxal, NaN3, MeOH

Roche AP, ATP, Expand High Fidelity PCR System, Lebensmittelanalytik-Kit ,Ethanol,
Protease Inhibitoren ,Complete”

Roth DTT, Gel30 Acrylamid, Glycin, Isopropanol, KCI, PEG 1000 und 3350

Serva APS, BSA, Bicin, CaCl, Comassie brilliant blue G250, Glyzerin, Mal, Raf, SDS,
Tween20, X-Gal

Sigma Amp, 2-DOG, EtBr, HMW, IPTG, LiAc, Nal, NBT, ONPG, PMSF, PonceauS, Sorbit,
TCA, Tris

Sigma ARK Synthetische Oligonukleotide

UBC NaF

Whatman GF/C Glas-Fiber-Filter

Zinnsser Analytik Szintillationsldsung ,Quicksafe A"

2.7 Enzyme

Enzym Quelle

Restriktionsenzyme New England Biolabs, Gibco oder Roche

T7 Polymerase Sequenzier-Kit Pharmacia

Reverse Transkriptase (Superscript I1) Life Technologies

T4-Ligase Roche oder Gibco

2.8 Transformation

2.8.1 Transformation von E. coli

E. coli Zellen wurden nach der RbCIl-Methode von Hanahan (1985) oder mittels
Elektroporation nach der von Dower et al. (1988) und Wirth (1993) beschriebenen
Methode transformiert.

2.8.2 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae-Stammen erfolgte nach der Gefrier-Methode
von Klebe et al. (1983), modifiziert nach Dohmen et al. (1991). Alternativ wurden
die Zellen nach der Lithiumacetat-Methode von Gietz und Woods (1994)
transformiert.

2.9 Praparation von DNA

2.9.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach der Methode von
Birnboim und Doly (1979). Hochreine Plasmid-DNA fur Sequenzierungen wurde
mit dem ,Plasmid Mini Kit“ nach Angaben des Herstellers isoliert.
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2.9.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Die Zellen einer stationaren Hefekultur (5 ml) wurden geerntet, gewaschen und in
400 pl Puffer 1 (enthommen aus dem ,Plasmid Mini Kit“) resuspendiert. Nach
Zugabe von 400 pl Puffer 2 und 2/3 Volumen Glasperlen (& = 0,45 mm) wurden
die Zellen 5 min mit einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) aufgeschlossen.
0,5 ml Uberstand wurden mit 0,25 ml Puffer 3 versetzt und fir 10 min auf Eis
inkubiert. Nach Zentrifugation fir 10 min bei 13000 rpm wurde die Plasmid-DNA
mit Isopropanol gefallt, mit 70%igem kaltem Ethanol gewaschen und in Wasser
aufgenommen. Die DNA wurde anschlie3end fur eine Transformation in E. coli
(2.8.1) eingesetzt.

2.10 Enzymatische Modifikation von DNA

2.10.1 DNA-Restriktion

Die sequenzspezifische Spaltung der DNA erfolgte mit 2-5 U Restriktionsenzym
pro pug Plasmid-DNA fir 2-3 Stunden bei 37°C.

2.10.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die Dephosphorylierung von DNA-Enden erfolgte durch Zugabe von 1 U
alkalischer Phosphatase zum Restriktionsansatz und einstlndiger Inkubation bei
37°C.

2.10.3 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in Gegenwart von 1 U T4-Ligase bei
4°C fur 16 h (Uberstehende Enden) oder bei RT fur 2 h (glatte Enden). Das
Insertionsfragment wurde in 3-5-facher Konzentration der Vektor-DNA eingesetzt.

2.11 DNA-Amplifizierung mittels PCR

Die Polymerasekettenreaktion erfolgte mit dem ,,ExpandT'\’I High Fidelity PCR
System“ nach Angaben des Herstellers. Zu der zu amplifizierenden DNA wurden
0,2 mM dNTP-Mix, 1x Puffer 2, 1 U Polymerase und je 100 pmol der
entsprechenden Oligonukleotidprimer zusammengegeben. Die PCR-Reaktion
wurde in einem Thermocycler (Techne) durchgeflhrt.
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Zur Amplifizierung der DNA wurde folgender Temperaturzyklus verwendet:

1. 4 min, 95°C Denaturierung der DNA

2. 20-35x 40s,95°C Denaturierung der DNA
40 s, 50-55°C Bindung der Primer an die DNA (Annealing)
1-5 min, 72°C/68°C DNA-Synthese (Elongation)

3. 5 min, 72°C/68°C  DNA-Synthese

Nach dem ersten Schritt wurde die Polymerase zugegeben (,hot start PCR"). Die
Anzahl der Syntheseschritte, die Annealing-Temperatur und die Elongationszeit
wurden an die spezifischen Schmelztemperaturen der verwendeten
Oligonukleotide bzw. an die GroRe des erwarteten Produkts angepasst. Nach
Beendigung der PCR wurden die PCR-Produkte aufgereinigt (2.19, 2.20).

Fir eine PCR-Reaktion mit ganzen Hefezellen wurden anstelle von Plasmid-DNA
ein bis zwei Hefekolonien mit einem sterilen Zahnstocher von der Agarplatte
abgenommen, in das Reaktionsgefall gegeben und 2 min in der Mikrowelle
erhitzt. Danach wurden die Ubrigen Komponenten des Ansatzes zugegeben.

2.12 RT-PCR

Fir eine RT-PCR wurden 0,5-1 pg Gesamt-RNA und 2 pg Oligo-dTs in einem
Gesamtvolumen von 10 pl eingesetzt. Die Proben wurden fur 10 min bei 70°C
inkubiert und anschlielfend 2 min auf Eis abgekuhlt. FUr die Elongationsreaktion
wurden 6 pl 5x First Strand Puffer, 1 pl DTT (0,1 M), 1,5 yl dNTP-Mix (20 mM), 1,5
Ml Reverse Transkriptase (Superscript 11) und 10 pl ¥p_dCcTP (10 mCi/ml) zu der
RNA gegeben. Die Probe wurde fur 90 min bei 37°C inkubiert. Die synthetisierte
cDNA wurde aufgereinigt (2.20) und die Effizienz der 33P-dCTP-Inkorporation mit
einem Szintillationszahler (Beckmann) gemessen.

2.13 Gen-Deletionen in S. cerevisiae

Die Deletion von Genen wurde, soweit nicht anders beschrieben, mit dem /loxP-
kanMX-loxPI/Cre-Rekombinase-System nach Guldener et al. (1996) durchgefihrt.
Die Deletion wird dabei durch homologe Integration einer loxP-kanMX-loxP-
Deletionskassette in die chromosomale DNA bei gleichzeitiger Deletion des
gewunschten Gens erzielt.

In einer PCR-Reaktion (2.11) wurde zunachst die JoxP-kanMX-loxP-
Deletionskassette von dem Plasmid pUG6 mit den entsprechenden
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Oligonukleotiden s1 und s2 synthetisiert. Diese 70mere weisen einerseits 48 bp
lange Uberlappende Bereiche zu den 5'- bzw. 3‘-flankierenden Sequenzen des zu
deletierenden Gens oder zu der zu deletierenden DNA-Region auf und
andererseits 22 bp lange Uberlappende Bereiche zu den loxP-flankierenden
Sequenzen. Die so amplifizierten Deletionskassetten enthielten folglich neben
dem Kanamycin-Resistenzgen auch die Uberlappenden Bereiche zu dem zu
deletierenden Gen. Nach Transformation der Deletionskassetten in die Hefe
(2.8.2), erfolgte die Selektion auf Kanamycin-resistente Klone auf G418-haltigem
Vollmedium. Die ersten 48 Basenpaare des Gens blieben aufgrund der Wahl der
Oligonukleotide bei der Rekombination erhalten. Die Deletion wurde durch PCR
mit ganzen Zellen (2.11) unter Verwendung der Oligonukleotidpaare a1/a4, K2-
kanMX/a1 oder K3-kanMX/a4 verifiziert.

Das integrierte kanMX-Modul kann durch Expression der Cre-Rekombinase durch
Rekombination der loxP-Stellen wieder effizient exzisiert werden. Die Zellen
werden dafur mit dem Plasmid pSH47 transformiert, welches das Gen fur das
Enzym Cre-Rekombinase unter Kontrolle des induzierbaren GAL 7-Promotor tragt.
Nach einer 2-tagigen Inkubation der Transformanten auf Galaktose- bzw.
Maltose-medium wurden die Kolonien auf G418-haltiges Medium replikaplattiert
und G418-sensitive Kolonien isoliert. Die Exzision des kanMX-Gens wurde unter
Verwendung geeigneter Oligonukleotide in einer PCR uUberpruft.

2.14 Fusion von DNA-Fragmenten

Flr eine Fusion von Genen oder DNA-Fragmenten wurden zunachst zwei
getrennte PCR-Reaktionen durchgefuhrt. Eines der amplifizierten PCR-Produkte
enthielt eine ca. 25 bp lange Uberlappende Sequenz zu dem anderen neu-
synthetisierten PCR-Produkt. Die PCR-Produkte wurden gereinigt (2.20) und in
einer weiteren PCR-Reaktion als DNA-Vorlage eingesetzt. Als Oligonukleotide
dienten i. d. R. die Primer RPhom und UPhom, die Uberlappende Bereiche zu den
MCS-flankierenden Sequenzen der Plasmide YCplac33 oder YEplac195 enthalten
und so eine in vivo-Rekombination der PCR-Produkte in die gewlnschte
Zielsequenz der linearisierten Vektoren ermdglichen (siehe 2.15).

2.14.1 Herstellung eines HXT7-GFP-Fusionskonstuktes

Fir die Herstellung eines HXT7-GFP-Fusionskonstruktes wurde zunachst der
HXT7-ORF (ohne Stopkodon) inklusive des HXT7-Promotors mit den Primern
HXT7-C und RP von dem Vektor YCpHXT7b mittels PCR amplifiziert. Parallel
wurde der GFP-ORF inklusive eines aus 6 Aminosauren bestehenden Linkers von
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dem Vektor pMET25-GFP mit den Primern UP und H7-GFP amplifiziert. Das
Oligonukleotid H7-GFP enthielt eine 25 bp lange komplementare Sequenz zum
HXT7-PCR-Produkt. Beide synthetisierten DNA-Fragmente wurden in einer
weiteren PCR mit den Primern RPhom und UPhom mittels des Uberlappenden
Anhangs fusioniert und amplifiziert. Das HXT7-GFP-PCR-Produkt wurde uber
homologe Rekombination in den linearisierten Vektor YCplac3322™ il kioniert
(2.15). Das so konstruierte Plasmid wurde YCpHXT7-GFP genannt.

2.14.2 Herstellung eines Hxt7-Hxt1-Hybrids

Um ein chimares Hxt7-Hxt1-Protein zu konstruieren, wurde der HXT7-ORF ohne
die letzten 168 Basen, jedoch inklusive HXT7-Promotorregion mit den
Oligonukleotiden RP und HXT7-1 mittels PCR von dem Plasmid YCpHXT7b
amplifiziert. Das Oligonukleotid HXT7-1 bindet im HXT7-ORF und enthalt
zusatzlich einen 21 bp langen Uberlappenden Anhang zur 3‘-terminalen Region
des HXT71-ORFs. Die letzten 168 Basen des HXT71-ORFs wurden von dem
Plasmid pTHXT1-2 mit den Oligonukleotiden HXT1-C und UP synthetisiert. Beide
PCR-Produkte wurden in einer anschlie®Benden PCR mit den Oligonukleotiden
UPhom und RPhom als Vorlage eingesetzt und so fusioniert und amplifiziert. Das
resultierende HXT7AC-HXT1C-DNA-Fragment wurde durch in vivo-Rekombination
in den linearisierten Vektor YCplac332™"7! kloniert (2.15). Das so konstruierte
Plasmid wurde YCpHXT7AC1C genannt. Die korrekte Fusion der DNA-Fragmente
wurde durch Sequenzierung Uberpruft (2.17).

2.14.3 Konstruktion einer C-terminalen Deletionsmutante von Hxt7

Um die 54 C-terminalen Aminosauren des Hxt7-Proteins zu deletieren und gegen
einen HA-Tag auszutauschen, wurde zunachst der HXT7-ORF ohne die letzten
162 Basen, jedoch inklusive des HXT7-Promotors mittels PCR mit den
Oligonukleotiden UP und 1dH7C-HA von dem Plasmid YCpHXT7a amplifiziert.
Eine weitere PCR mit dem Plasmid YCpHXT7a und den Oligonukleotiden 2dH7C-
HA und RP lieferte die Terminationsregion von HXT7 inklusive Stopkodon. Die
Oligonukleotide 1dH7C-HA und 2dH7C-HA beinhalten die HA-Sequenz mit jeweils
teilweise Uberlappenden Sequenzen. Die PCR-Produkte wurden in einer weiteren
PCR mit den Oligonukleotiden UPhom und RPhom als DNA-Vorlage eingesetzt
und so fusioniert und amplifiziert. Das resultierende HXT7AC®"°"°_HA-DNA-
Fragment wurde durch in vivo-Rekombination in den linearisierten Vektor
YCplac33%™Ps!  oniert (2.15). Das so konstruierte Plasmid wurde
YCpHXT7AC®*"°-HA genannt. Die korrekte Deletion des C-Terminus und der
Austausch gegen einen HA-Tag wurde durch Sequenzierung Uberpruft (2.17).
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2.14.4 Konstruktion einer N-terminalen Deletionsmutante von Hxt7

Eine Deletion der N-terminalen Aminosauren 2-56 von Hxt7 erfolgte analog zu der
Deletion des C-Terminus von Hxt7 (2.14.3). In einer PCR wurde zunachst der
HXT7-Promotor inklusive Startkodon des HXT7-ORFs mit den Oligonukleotiden
1dH7N-HA und UP von dem Plasmid YCpHXT7a amplifiziert. Eine weitere PCR
mit Oligonukleotiden 2dH7N-HA und RP und dem Plasmid YCpHXT7a als DNA-
Vorlage lieferte den HXT7-ORF ohne die ersten 168 Basen, jedoch inklusive
Terminationsregion. Die Oligonukleotide 1dH7N-HA und 2dH7N-HA beinhalten die
HA-Sequenz mit jeweils teilweise Uberlappenden Sequenzen. Beide PCR-
Produkte wurden in einer weiteren PCR mit den Oligonukleotiden UPhom und
RPhom als DNA-Vorlage eingesetzt und so fusioniert und amplifiziert. Das
resultierende HXT7AN2'56-HA-DNA-Fragment wurde durch in vivo-Rekombination
in den linearisierten Vektor YCplac332™"7! kloniert (2.15). Das so konstruierte
Plasmid wurde YCpHXT?AN2'56-HA genannt. Die korrekte Deletion und der
Austausch gegen einen HA-Tag wurde durch Sequenzierung Uberpruft (2.17).

Fir die Konstruktion entsprechender Uberexpressionsplasmide wurde das
HXT7AN*°°-HA-Konstrukt und das entsprechende HXT7-Fragment auf ein ,multi-
copy“-Plasmid kloniert. Die Plasmide YCpHXT7a und YCpHXT7AN?**HA wurden
mit Pstl geschnitten, das 3,5 kb bzw. 3,3 kb groRe Fragment isoliert und in den mit
Pstl linearisierten Vektor YEplac195 ligiert. Die resultierenden Plasmide wurden
YEpHxt7 und YEpHXTAN?®°-HA genannt und durch Restriktionsanalyse (2.10.1)
Uberprift.

2.15 Klonierung von DNA-Fragmenten durch in vivo-Rekombination

Fur eine in vivo-Klonierung von DNA-Fragmenten oder Genen in S. cerevisiae
wurde zunachst die entsprechende DNA-Sequenz mittels PCR amplifiziert. Die
eingesetzten Oligonukleotide RPhom und UPhom besal3en spezifische Anhange,
die homolog zu dem gewahlten Integrationsbereich der Zielvektoren YCplac33
oder YEplac195 waren. Der Vektor wurde durch Restriktion im Integrationsbereich
linearisiert, gereinigt und zusammen mit dem PCR-Produkt in die Hefe
transformiert. Die Zellen wurden im Anschlul® auf Selektivmedium ausplattiert. Auf
diese Weise wurden nur solche Transformanten erhalten, die aufgrund homologer
Rekombination des DNA-Fragmentes in den linearisierten Vektor wieder ein
stabiles, zirkularisiertes Plasmid besalien. Die Plasmide wurden aus Hefe isoliert
(2.9.2), in E. coli amplifiziert (2.8.1) und durch eine Restriktionsanalyse (2.10.1)
oder durch Sequenzierung (2.17) uberpruft.
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Chromosomale Integrationen von DNA-Fragmenten wurden entsprechend
durchgefuhrt. Die eingesetzten Oligonukleotide besallen 5'- und 3'-terminale
Anhange zu dem Integrationsbereich der Zielsequenz. Die korrekte Integration
wurde durch PCR mit entsprechenden Primern Uberprift.

2.15.1 Re-Integration des HXT7-Promotors in Chromosom IV und VI

FUr die Re-Integration des verklrzten HXT7-Promotors (392 bis +1) in
Chromosom IV wurde das 2,3 kb grol’e kanMX-HXT7-Promotor-Fragment von
dem Plasmid pUG6-kpHXT7 mit den Oligonukleotiden IntpH7-1 und IntpH7-2
amplifiziert. Das PCR-Produkt enthalt neben der verkurzten Promotorregion von
HXT7, das kanMX-Gen und kurze Uberlappende Regionen fur die Integration in
den urspringlichen Ort von HXT3-HXT6-HXT7. Nach Transformation des PCR-
Produkts in die Hefe erfolgte die Selektion auf Kanamycin-resistente Klone auf
G418-haltigem Maltosemedium. Die korrekte Integration des kanMX-pkHXT7-
Moduls wurde durch PCR mit den Primern a1-ipH7 und a4-HX367 Uberpruft. Der
resultierende Stamm wurde SKY11k genannt. Fur eine Integration des verkirzten
HXT7-Promotors in Chromosom VI wurde die kanMX-pkHXT7-Kassette von dem
Plasmid pUG6-kpHXT7 mit den Primern s1-LH10 und s2-7H10 amplifiziert. Neben
dem kanMX-Gen und dem verkurzten HXT7-Promotor enthalt das PCR-Produkt
Uberlappende Sequenzen zu den flankierenden Bereichen der urspringlichen
HXT10-Region. Die korrekte Integration wurde mit den Primern a1-HXT10 und a4-
HXT10 verifiziert. Der resultierende Stamm wurde SKY 12k genannt.

2.16 In vitro-Mutagenese von HXT7

Die gerichtete sequenzspezifische PCR-Mutagenese wurde nach der Methode
von Boles und Miosgsa (1995) durchgefuhrt.

FUr den Austausch des Aspartats 558 (D558) gegen Lysin (K) und des Glutamats
271 (E271) gegen Lysin des Hxt7-Proteins wurde eine erste PCR mit dem Plasmid
YCpHXT7a und den Oligonukleotiden HXT7-D558K bzw. HXT7-E271K und RP
durchgefuhrt. Fir den Austausch des Serins 259 (8259) gegen Alanin des Hxt7-
Proteins wurde eine erste PCR mit dem Plasmid YCpHXT7b und den
Oligonukleotiden HXT7-S259A und UP durchgefihrt. Im Bereich des
gewulnschten Austausches entsprechen jeweils zwei Basen der mutagenen
Primer nicht der Wildtypsequenz, so dass wahrend der PCR jeweils zwei
Nukleotide ausgetauscht wurden. Die mutagenisierten HXT7-PCR-Fragmente
HXT7°%%% (1,2 kb) und HXT7%"" (0,3 kb) wurden als Megaprimer zusammen mit
dem Plasmid YCpHXT7b und dem Primer RP in einer weiteren PCR als Vorlage
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eingesetzt. Entsprechend wurde das HXT75%°*.PCR-Produkt (1,3 kb) als
Megaprimer mit dem Plasmid YCpHXT7a und dem Primer UP fur eine zweite
PCR eingesetzt. Die mutagenisierten HXT7-PCR-Produkte wurden mit Pstl
geschnitten und die resultierenden 3,5 kb grolen Fragmente in den mit Psil
linearisierten Vektor YCplac33 kloniert. Die konstruierten Plasmide wurden
YCpHXT7P%%%  YCpHXT752"™ bzw. YCpHXT7 5%°* genannt. Der Austausch der
Nukleotide wurde durch Sequenzierung (2.17) Uberpruft.

2.17 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde nach der Methode von Sanger et al. (1977) mit
dem ,T7-Sequencing Kit“ unter den vom Hersteller angegebenen Bedingungen
durchgefuhrt. Die Auftrennung der a->°S-dATP markierten DNA erfolgte in einem
6%igen Acrylamid/Harnstoffgel (Maniatis et al., 1982). Alternativ wurden DNA-
Sequenzierungen von der Firma SEQLAB (Sequence Laboratories, Goéttingen)
durchgefuhrt.

2.18 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente mit einer GroRe von 0,2-20 kb wurden in 0,6-1,2%igen
Agarosegelen aufgetrennt. Als Gel- und Laufpuffer wurde 1xTAE-Puffer (40 mM
Tris, 40 mM Essigsaure, 2 mM EDTA) verwendet (Maniatis et al., 1982). Als
GroRRenstandard diente eine mit EcoRI- und Hindlll-geschnittene Lambda-
Phagen-DNA. Die Nukleinsauren wurden durch Zugabe von 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid zu der noch heif3en Agarose und durch Bestrahlung mit UV-Licht
(254 nm) nach der Trennung sichtbar gemacht.

2.19 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das gewtnschte DNA-Fragment wurde aus dem Agarosegel unter langwelligem
UV-Licht (366 nm) ausgeschnitten und unter Verwendung des ,Qiaex Il Gel
Extraction Kit* entsprechend der vom Hersteller angegebenen Anleitung isoliert.

2.20 DNA-Aufreinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden mit dem ,QIAquick PCR Purification Kit* nach Angaben
des Herstellers gereinigt. RT-PCR-Produkte wurden mit dem ,Bio-Spin 6
Chromatography Column-Kit“ aufgereinigt.
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2.21 Praparation von RNA aus S. cerevisiae

Fir die Praparation der Gesamt-RNA wurden Hefezellen aus einer logarithmisch
wachsenden 100 ml-Kultur geerntet. Die Zellen wurden in 2 ml Trizol-Reagenz
aufgenommen und nach Zugabe von 1 g Glasperlen (& = 0,45 mm) mit einem
.Fastprep Dissicator® (BIO101) 20 s bei einer Geschwindigkeit von 6 m/s
aufgeschlossen. Pro ml Uberstand wurden 150 pl Chloroform zugegeben und die
Proben 10 min bei 4 °C bei 13000 rpm zentrifugiert. Die obere Phase wurde
abgenommen, mit dem gleichen Volumen Isopropanol versetzt, 10 min auf Eis
inkubiert und anschlieRend 10 min bei 4°C bei 13000 rpm zentrifugiert. Das RNA-
Sediment wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, 2 min bei 4°C bei 13000 rpm
zentrifugiert und in 50 yl RNA-freiem Wasser aufgenommen. Die RNA wurde bis
zur Verwendung bei —80°C gelagert.

2.22 Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration

Die RNA-Konzentration wurde spektralphotometrisch bei 260 nm bestimmt
(Maniatis et al., 1982). Bei einer gereinigten RNA-Praparation sollte der Quotient
E2sonm/E2s0nm bei 2,1 liegen, dann entspricht eine Extinktion Ezgonm=1 40 ug RNA
pro mil.

2.23 Genom-weite Transkriptionsanalyse mittels ,,Microarrays*

Fir eine transkriptionelle Analyse des gesamten Hefegenoms auf die Expression
eines bestimmten Gens wurden die ,Yeast Index GeneFilters Microarrays®
verwendet. Diese enthalten 6144 mittels PCR amplifizierte ORFs der Hefe S.
cerevisiae.

Die Gesamt-RNA wurde isoliert (2.21) und anschlielRend mittels RT-PCR (2.12)
die cDNA hergestellt. Die Genfilter wurden fur 3-6 h mit 5 ml MicroHyb-Ldsung bei
42°C in einem Rollerofen (Hybaid) pra-hybridisiert. Die gereinigte cDNA (2.20)
wurde 5 min bei 95°C denaturiert und dann zu der Hybridisierungslésung
gegeben. Nach einer 17-stlindigen Hybridisierung bei 42°C wurden die Filter 2
mal mit 2x SSC, 0,1% SDS fur 20 min bei 50° gewaschen. Ein dritter Waschschritt
erfolgte mit 0,5x SSC, 0,1% SDS fur 15 min bei RT. Um eine digitale Aufnahme
zu erhalten, wurden die Genfilter fir 3 h und 16 h einem Phosphor-Imager (Fuiji,
BAS-100) exponiert. Fur die Auswertung wurden die Bilder zunachst in ein TIFF-
Format konvertiert und dann in die ,Pathways 2“-Software importiert. Die Filter
wurden fur eine erneute Hybridisierung 15 min mit kochender 0,5%iger SDS-
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Lésung gewaschen. Durch diese Behandlung wurden mehr als 95% der Signale
entfernt.

2.24 Herstellung von Proteinextrakten aus S. cerevisiae

Zur Herstellung von Proteinextrakten fur Western-Blot-Analysen wurden 4 ODggo-
Einheiten Zellen einer logarithmisch wachsenden Hefekultur bei 3000 rpm ab-
zentrifugiert und in 10 mM NaNs/NaF-Lésung gewaschen. Nach Resuspendieren
der Zellen in 100 pl Lysispuffer (0,3 M Sorbitol, 50 mM MOPS, 10 mM NaN3;, pH
7,5) mit Proteaseinhibitoren (Protease Inhibitor Cocktail Tablets) und Zugabe von
Glasperlen, wurden die Zellen 4 min mit einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-
VXR) aufgeschlossen. Anschlieffend wurden 200 ul 2x Probenpuffer (4% SDS,
20% Glyzerin, 125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 20 mM DTT) zugegeben und der
Uberstand abgenommen. Unldsliche Zellbestandteile wurden abzentrifugiert und
die Proben bei -20°C gelagert.

2.25 Praparation der Membranproteinfraktion aus S. cerevisiae

Fir eine Praparation der Membranproteinfraktion wurden 50 ODggo-Einheiten
einer logarithmisch wachsenden Hefekultur fir 10 min bei 3000 rpm
abzentrifugiert, in 1 ml Wasser aufgenommen und nochmals abzentrifugiert. Die
Hefesedimente wurden bei -20°C eingefroren. Es wurden 0,5 g Glasperlen und
0,2 ml Tris-Mix (0,1 M Tris-HCI, pH 7,5, 0,15 M NaCl, 5 mM EDTA) mit 0,2 mM
PMSF zugegeben und die Zellen mit einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR)
aufgeschlossen. Nach Zugabe von 0,2 ml Tris-Mix wurde der Uberstand
abgenommen und fur 45 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Das Sediment wurde in
0,4 ml Tris-Mix mit 5 M Harnstoff aufgenommen und fir 30 min auf Eis inkubiert.
Die Membranproteinfraktion wurde durch eine 45-minltige Zentrifugation bei
12000 rpm sedimentiert. Das Sediment wurde in 0,32 ml Tris-Mix resuspendiert,
80 pl 50%ige TCA zugegeben, die Proben fir 30 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend fur 30 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl
Trispuffer (0,4 M Tris-HCI, 225 mM NaCl, 7,5 mM EDTA) oder 100 pl
Imidazolpuffer (0,4 M Imidazol, 225 mM NaCl, 7,5 mM EDTA) gel6st. Es wurden
2-5 pg Protein mit 0,2% Bromphenolblaulésung versetzt und auf das SDS-Gel
aufgetragen.



Material und Methoden Seite 39

2.26 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit der Methode nach Bradford (1976) bestimmt.
Als Standard diente Rinderserumalbumin (BSA) in Konzentrationen von 0-200
Mg/ml. 500 pl Protein-haltige wassrige Losung wurden mit 1 ml Bradford-
Farbstoffreagenz (60 mg Comassie brilliant blue G250, 3% Perchlorsaure ad 1 1)
versetzt. Nach 10-mindtiger Inkubation bei RT wurde die Extinktion bei 595 nm
bestimmt. Alternativ erfolgte die Proteinbestimmung mit dem ,Bio-Rad Protein
Assay“ nach Angaben des Herstellers.

2.27 Auftrennung von Proteinen mittels SDS-PAGE

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen
(SDS-PAGE) beruht auf der Methode von Laemmli (1970). Zur Auftrennung der
Proteine wurden ein 5%iges Sammelgel (5,9 ml H,O, 2,5 ml Upper Tris (0,4%
SDS, 0,5 M Tris HCI pH 6,8), 1,6 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid, 75 pl 20%
APS, 15 yl TEMED) und ein 10%iges Trenngel (16,2 ml H,O, 10 ml Lower Tris
(0,4% SDS, 1,5 M Tris HCI, pH 8,8), 13,3 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid,
200 pl APS, 25 yl TEMED) verwendet (Maniatis, 1982). Der Laufpuffer enthielt 25
mM Tris, 0,192 M Glycin und 0,1% SDS. Die Auftrennung der Proteine und des
Molekulargewichtsstandards (,HMW*) erfolgte bei 50 V Uber Nacht.

2.28 Immunologischer Nachweis von Proteinen (,,Western Blotting“)

Nach der Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE, wurden die Proteine auf
eine PVDF-Membran transferiert. Die Ubertragung erfolgte in Blotting-Puffer (25
mM Tris, 0,192 M Glycin, 20% MeOH) fur 2 h bei 55 V (250 mA). Unspezifische
Bindungsstellen wurden durch Inkubation des Filters fur 1 h in PBSTB (10 mM
Natriumphosphatpuffer, pH 7,2, 150 mM NaCl, 0,3% Tween20, 3% BSA)
blockiert. Die Reaktion mit dem Primarantikdrper (in PBSTB verdinnt) erfolgte fur
1-14 h bei RT. Danach wurde der Filter 3x mit PBST (10 mM
Natriumphosphatpuffer, pH 7,2, 150 mM NaCl, 0,3% Tween20) gewaschen und
anschlieend fur 1-2 h mit dem Sekundarantikorper (in PBSTB verdlinnt) bei RT
inkubiert. Die Membran wurde wiederum 3x mit PBST gewaschen. Der Nachweis
der gebundenen Antikérper erfolgte entweder durch eine Phosphatase-
katalysierte Farbreaktion oder  durch eine Peroxidase-katalysierte
Chemilumineszenzreaktion. Die Farbreaktion wurde in Substratpuffer (0,1 M Tris-
HCI, pH 9,5, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl,), dem 0,1 mg/ml BCIP und 1 mg/ml NBT
zugesetzt wurden, durchgefihrt und durch Waschen des Filters in Wasser
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gestoppt. Bei Verwendung eines Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorpers
erfolgte der Nachweis durch Zugabe eines Chemilumineszenzsubstrates
(SuperSignal ULTRA chemiluminescent substrate) und die anschlieRende
Detektion durch Auflegen eines Rdéntgenfilms.

2.29 Bestimmung der Fermentations- und Glukoseverbrauchsrate

Fir die Bestimmung der Fermentationsrate wurden die Zellen in uracilfreiem
Minimalmedium (YNB ura’) mit 3% Raffinose angezogen und bei einer ODgyo von
1 geerntet. Ein Teil der Zellen wurde mit YNB ura-Medium gewaschen und in
YNB ura-Medium mit 1% Glukose uberfuhrt. In Abstanden von 10 Minuten
wurden Uber einen Zeitraum von 1,5 h Proben genommen. Die Proben wurden far
2 min bei 12000 rpm abzentrifugiert und aus dem Uberstand die jeweilige
Konzentration an Ethanol (2.29.1) und Glukose (2.29.2) bestimmt. Das
Zellsediment wurde in 0,5 ml 1 M NaOH aufgenommen und fur 30 min gekocht.
Unldsliche Zellbestandteile wurden 10 min bei 10000 rpm abzentrifugiert.
Anschlieliend wurde eine Protein-bestimmung (2.26) durchgefuhrt.

Der andere Teil der Zellen wurden einmal in YNB -N mit 5% Glukose gewaschen
und in diesem Medium mit einer ODgyo von 0,8 wieder angeimpft. Nach 6-
stindiger Inkubation wurden die Zellen geerntet und wie mit der ersten Probe
verfahren.

2.29.1 Bestimmung der Ethanolkonzentration

Die Bestimmung der Ethanolkonzentration erfolgte mittels des Lebensmittel-
analytik-Kits ,Ethanol“ nach Herstellerangaben. NADH+H" ist MessgroRe und
kann aufgrund seiner spezifischen Absorption bei einer Wellenlange von 340 nm
spektralphotometrisch bestimmt werden. Abweichend von der Hersteller-
anweisung wurden die Bestimmungen in einem Drittel des angegebenen
Volumens durchgefuhrt.

2.29.2 Bestimmung der Glukosekonzentration

Die Bestimmung der Glukosekonzentration beruht auf der Umsetzung von
Glukose und ATP mittels Hexokinase zu Glukose-6-Phosphat und ADP. Das
gebildete Glukose-6-Phosphat und NADP wird durch die Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase zu 6-Phosphoglukonolacton und NADPH+H" umgesetzt. NADPH
+ H" ist MessgroRe und kann aufgrund seiner spezifischen Absorption bei einer
Wellenlange von 340 nm spektralphotometrisch bestimmt werden.



Material und Methoden Seite 41

2.30 Messung der Glukoseaufnahme

Die Glukoseaufnahmemessung erfolgte nach Bisson und Fraenkel (1983) mit
Modifikationen nach Walsh et al. (1994). Die Aufnahme wurde bei Glukose-
konzentrationen von 0,2-100 mM bestimmt. Die eingesetzte spezifische Radio-
aktivitat betrug dabei 0,37-111 kBq pmol'1. Die Zellen wurden bis zu einer Dichte
von 1-2x 107/ml angezogen. Nach zweimaligem Waschen mit Phosphatpuffer (0,1
M KiPO4, pH 6,5) wurde das Nassgewicht der Zellen bestimmt. Anschliel3end
wurden die Zellen in einer Konzentration von 60 mg/ml in Phosphatpuffer
resuspendiert. Vor der Aufnahmemessung wurden sowohl die Zellen als auch die
Glukoselésung 5 min bei 30°C inkubiert. Die Aufnahmereaktion wurde durch
Zugabe von 100 pl Zellen zu 50 pl dreifach-konzentrierter Glukoseldsung
gestartet. Nach 5 sec wurden 100 yl enthommen und die Reaktion durch Zugabe
von 10 ml Quenchlésung (0,1 M KiPO4, pH 6,5, 500 mM Glukose, -3-0°C)
abgestoppt. Mit einer speziellen Pipette (Eigenbau der Elektronikwerkstatt der
HHU Ddusseldorf) wurde das 5 s-Zeitintervall der Glukoseinkubation auf 1/100 s
genau bestimmt. Die Zellen wurden sofort unter Vakuum auf GF/C Glas-Fiber-
Filter abfiltriert und viermal mit 10 ml eiskalter Quenchlésung gewaschen. Die
Filter wurden in 5 ml Szintillationsflissigkeit gegeben und die Radioaktivitat mit
einem Szintillationszahler (Beckmann) gemessen. Zur Bestimmung der Gesamt-
radioaktivitat wurden 10 ul des Reaktionsansatzes in 5 ml Szintillationsflissigkeit
gemessen (cpmp). Da radioaktive Glukose unspezifisch an die Glas-Fiber-Filter
bindet, wurden Kontrollen durchgeflhrt, bei denen die Glukoselésung und die
Zellen gleichzeitig zur vorgelegten Quenchldésung gegeben wurden (CpMkontrolie)-
Diese Kontrollen wurden fur eine bestimmte eingesetzte Gesamtradioaktivitat
mehrfach bestimmt. Der Mittelwert der Kontrollen wurde von den entsprechenden
Messwerten abgezogen. Die Aufnahmegeschwindigkeiten V in nmol min™’ mg'1 TG
wurden nach folgender Formel berechnet:

aufgenommene Glukose = [(CpMprobe = CPMKontrolie)/(CPMo * 10)] * MMgjukose

2.31 Mikroskopische Untersuchungen

Mikroskopische Untersuchungen wurden mit lebenden, nicht-fixierten Zellen mit
einem Zeiss Axioskop durchgefuhrt. Fur die Fluoreszenzmikroskopie wurde ein
FITC-Filter (Zeiss) verwendet. Die Bilder wurden mit einer CCD-Kamera (Sony)
aufgenommen und mit der Software ,,Adobe Photoshop 5.0“ bearbeitet.
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3 ERGEBNISSE

Im Rahmen des in der Einleitung beschriebenen EU-Projektes sollten die
Auswirkungen von Stickstoffhunger auf den Zuckertransport der Hefe untersucht
werden. Biotechnologisches Ziel des Projektes war die Konstruktion eines
Stammes, der unter Hungerbedingungen eine hohere Fermentationskapazitat
aufweist. Da die Zuckeraufnahme vermutlich der limitierende Schritt der Ethanol-
fermentation ist (Becker und Betz, 1972), spielt die Inaktivierung und der Abbau
von Zuckertransportproteinen voraussichtlich eine wesentliche Rolle bei der
Reduzierung der Fermentationsrate unter Hungerbedingungen (Lagunas et al.,
1982). Durch die Konstruktion eines stabilisierten Hexosetransporters, der unter
Hungerbedingungen eine hdhere Zuckeraufnahme gewahrleistet, sollte die Ziel-
setzung dieses Projektes erreicht werden.

3.1 Glukoseaufnahme unter Stickstoffhungerbedingungen in An-
wesenheit verschiedener Kohlenstoffquellen

Um die Glukosetransportaktivitdat von Hefezellen unter Stickstoffhunger in
Anwesenheit verschiedener Kohlenstoffquellen zu untersuchen, wurden Glukose-
aufnahmemessungen in Stickstoffhungermedium in Anwesenheit von 3%
Raffinose bzw. 5% Glukose durchgefuhrt. Dafir wurden die Hefezellen in Voll-
medium mit 3% Raffinose angezogen, gewaschen und 5 Stunden in Stickstoff-
hungermedium mit 3% Raffinose bzw. 5% Glukose inkubiert. Das Trisaccharid
Raffinose garantiert durch die extrazellulare Spaltung des Zuckers eine
gleichbleibend niedrige Konzentration von Hexosen im Medium.

Sowohl nach Inkubation der Zellen in Stickstoffhungermedium in Gegenwart von
Raffinose (Abb. 6A) als auch von Glukose (Abb. 6B) kann eine biphasische
Kinetik beobachtet werden, jeweils mit einer hoch- und einer niedrig-affinen
Glukose-aufnahmekomponente. Nach Inkubation der Zellen in Anwesenheit von
5% Glukose ist speziell die hoch-affine Glukoseaufnahmekomponente sehr stark
reduziert. Eine derart starke Reduktion der hoch-affinen Aufnahmekomponente ist
nach Inkubation der Zellen in Raffinose-haltigem Stickstoffhungermedium nicht zu
beobachten. Wahrend der Vn.x der hoch-affinen Aufnahmekomponente nach
Inkubation in Raffinose 193 nmol min™ mg'1 TG betragt, ist der Vmax mit 74 nmol
min” mg'1 TG nach Inkubation in dem Glukose-haltigen Hungermedium um mehr
als 60% geringer. Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die Vqn.x-Werte der
niedrig-affinen Aufnahmekomponenten nur geringfligig. Nach Inkubation der
Hefen in Raffinose-haltigen Stickstoffhungermedium betragt der Vmax 591 nmol
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min” mg'1 TG, nach Inkubation in Glukose-haltigen Hungermedium 493 nmol

min” mg'1 TG. Die Ky-Werte sowohl der hoch-affinen (1,3 und 2,7 mM) als auch
der niedrig-affinen Komponente (42,0 und 40,0 mM) unterscheiden sich unter den
verschiedenen Bedingungen nur unwesentlich.
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Abb. 6: Eadie-Hofstee Plots der Glukoseaufnahme von Hefezellen nach Inkubation in
Stickstoffhungermedium mit verschieden Kohlenstoffquellen. Der Hefestamm RKY#826
wurde in YEP mit 3% Raffinose bis zur exponentiellen Wachstumsphase angezogen. Die Zellen
wurden geerntet und gewaschen und fir 5 h in YNB -N mit (A) 3% Raffinose und (B) 5% Glukose
inkubiert. Ky-Werte in mM, V.-Werte in nmol min” mg'1 TG

3.2 Glukoseaufnahme eines HXT7-Einzelexpressionsstamms unter
Stickstoffhungerbedingungen

Die in Gegenwart von 5% Glukose beobachtete starke Reduktion der hoch-affinen
Glukoseaufnahmeaktivitat unter Stickstoffhungerbedingungen (Abb. 6) legte nahe,
dass vor allem hoch-affine Hexosetransporter der Hefe unter diesen Bedingungen
einer Inaktivierung unterliegen. Hxt6 und Hxt7 besitzen einen Ky von 1-2 mM fur
Glukose und sind damit die Hexosetransporter mit der hochsten Affinitat fur
Glukose (Reifenberger et al., 1997). Hxt7 besitzt jedoch aufgrund einer starkeren
Expression wahrscheinlich eine groere physiologische Relevanz als Hxt6
(Reifenberger et al., 1997).

Um festzustellen, ob der hoch-affine Hexosetransporter Hxt7 in Anwesenheit
hoher Glukosekonzentrationen bei gleichzeitigem Stickstoffhunger einer
Inaktivierung unterliegt, wurde die Glukoseaufnahme eines HXT7-Einzel-
expressionsstamms untersucht. Dieser Stamm (JBY02) ist in allen Hexose-
transportgenen deletiert (hxt) und kann nur durch die Expression eines re-
integrierten HXT7-Gens Glukose aufnehmen (Wieczorke et al., 1999). Das HXT7-
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Gen steht unter Kontrolle des eigenen, jedoch verkirzten und dadurch nicht mehr
Glukose-reprimierten Promotors. So wurde der HXT7-Einzelexpressionsstamm in
Minimalmedium mit 5% Glukose angezogen und die Zellen in der exponentiellen
Wachstumsphase geerntet. Mit einem Teil der Zellen wurde die
Glukoseaufnahme direkt gemessen. Der andere Teil der Zellen wurde zunachst
fur 24 Stunden in Stickstoffhungermedium mit 5% Glukose Uberfihrt, bevor auch
die Glukose-aufnahmeaktivitat dieser Zellen bestimmt wurde.
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Abb. 7: Eadie-Hofstee Plots der Glukoseaufnahme eines HXT7-Einzelexpressionsstammes
vor und nach Inaktivierung in Stickstoffhungermedium mit 5% Glukose. Der Hefestamm
JBY02 (HXT7') wurde in YNB +N mit 5% Glukose bis zur exponentiellen Wachstumsphase
angezogen. Die Zellen wurden geerntet, gewaschen und fir 24 h in YNB -N mit 5% Glukose
inkubiert. Aufnahmemessung vor Inaktivierung (s, +N) bzw. nach Inaktivierung (@, -N)

Vor der Uberfiihrung der Zellen in Stickstoffhungermedium mit 5% Glukose
betragt der Vinax 80 nmol min”’ mg'1 TG. Nach der 24-stindigen Inkubation in
diesem Medium ist der Vimax auf 20 nmol min™ mg™ TG reduziert (Abb. 7). Die Ky-
Werte bleiben dagegen nahezu unverandert. Die Vermutung, dass der Hexose-
transporter Hxt7 bei Stickstoffmangel in Gegenwart hoher Glukose-
konzentrationen einer Inaktivierung unterliegt, konnte somit bestatigt werden. Die
Reduktion des Vpyac-Wertes konnte entweder durch eine Inhibierung des
Transporters oder durch einen Proteinabbau verursacht werden.

3.3 Proteinstabilitat von Hxt6/7 und Hxt1 unter Hungerbedingungen

Um zu untersuchen, ob die Reduktion der hoch-affinen Glukoseaufnahme-
komponente auf einen proteolytischen Abbau des hoch-affinen Hexose-
transporters Hxt7 zurlckzufuhren ist, wurde die Proteinstabilitat in einer Western-
Blot-Analyse untersucht. Der Nachweis der nahezu identischen hoch-affinen
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Transporter Hxt6 und Hxt7 (Reifenberger et al., 1995) erfolgte mit Hxt6/Hxt7-
spezifischen Antikoérpern.

Abb. 8 zeigt, dass Hxt6 und Hxt7 nach Inkubation in Stickstoffhrungermedium mit
5% Glukose tatsachlich einem schnellen Abbau unterliegen, obwohl sich die
Hexosetransporter unter Wachstumsbedingungen sehr stabil verhalten (Alonso
und Kotyk, 1977). Eine solche Inaktivierung von Proteinen durch Proteolyse in
Anwesenheit hoher Glukosekonzentrationen wird auch Katabolit-Inaktivierung
genannt (Holzer, 1976). Die in der Western-Blot-Analyse beobachtete
Proteinstabilitat spiegelt die Halbwertszeit der Proteine wieder, da eine Hxt6/7-
Neusynthese unter diesen Bedingungen so gut wie nicht stattfindet. So ist
einerseits generell die Proteinsynthese unter Stickstoffhungerbedingungen
deutlich reduziert. Andererseits ist in Anwesenheit hoher Glukosekonzentrationen
die Genexpression gehemmt, da der HXT6/7-Promotor einer starken
Glukoserepression unterliegt (Liang und Gabor, 1996; Ciriacy und Reifenberger,
1997). Uberdies wird die bereits gebildete mRNA Glukose-reprimierter Gene in
Gegenwart von Glukose vermutlich schnell abgebaut (Cereghino und Scheffler,
1996).

Abb. 8: Proteinstabilitit von Hxt6/7 und

Stunden Hxt1 in Stickstoffhungermedium mit 5%

0 15 3 45 6 Glukose. Der Stamm VW1A wurde (A) in

A YEP mit 3% Raffinose und (B) in YEP mit 2%
. Hxt6/7 Glukose bis zur exponentiellen Wachstums-
phase angezogen. Die Zellen wurden

gewaschen und anschlielend in YNB -N mit

B ‘ ‘ - EOE Hxt1 5% Glukose Uberfiihrt. Zu den angegebenen
Zeiten wurden die Zellen geerntet und

Proteinrohextrakte fiur die Western-Blot-

Analyse hergestellt. Der Nachweis der

Hexosetransporter erfolgte mit Hxt6/7- bzw.
Hxt1-spezifischen Antikérpern.

Hxt1 ist ein niedrig-affiner Hexosetransporter mit einem Ky von 100 mM far
Glukose. Der im Vergleich zu Hxt6/7 deutlich langsamere und nicht vollstandige
Abbau von Hxt1 (Abb. 8) spiegelt auch die geringere Reduktion der niedrig-affinen
Glukoseaufnahmekomponente in den Aufnahmemessungen wider (Abb. 6).
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3.4 Signalauslosung des schnellen Abbaus von Hxt6/7

3.4.1 Induktion des Proteinabbaus in Anwesenheit einer fermentierbaren
Kohlenstoffquelle und bei Stickstoffhunger

In Anwesenheit hoher Glukosekonzentrationen wird ein schneller Abbau von
Hxt6/7 beobachtet (Abb. 8). Fraglich bleibt, ob auch andere Kohlenstoffquellen
den Abbau der Transportproteine auslosen konnen. Weiterhin ist unklar, inwiefern
sich der Stickstoffhunger auf den Abbau der Hexosetransporter auswirkt. Um
diesen Fragen nachzugehen, wurde die Proteinstabilitat von Hxt6/7 in Gegenwart
verschiedener Kohlenstoffquellen und in An- und Abwesenheit einer Stickstoff-
quelle untersucht.

Tatsachlich induzieren nicht nur hohe Glukose-, sondern auch hohe
Maltosekonzentrationen den Abbau von Hxt6/7 (Abb. 9A, B). Die Halbwertszeit
der Transportproteine ist zwar hoéher als in Gegenwart von Glukose, jedoch
verlauft der Abbau deutlich schneller als in Anwesenheit der nicht-fermentierbaren
Kohlenstoffquelle Ethanol (Abb. 9C). In Gegenwart von Ethanol kann trotz des
vorherrschenden Stickstoffhungers kein Abau beobachtet werden.

Stunden ) L )

0 15 3 45 6 Abb. 9: Proteinstabilitat von Hxt6/7 in

’ , Anwesenheit unterschiedlicher Kohlen-

A . 5% D -N stoffquellen und in An- bzw. Abwesenheit

einer Stickstoffquelle. Der Stamm VW1A
wurde in YEP mit 3% Raffinose bis zur
exponentiellen  Wachstumsphase ange-

2% Mal -N zogen. Die Zellen wurden gewaschen und in
YNB -N mit (A) 5% Glukose, (B) 2%
Maltose, (C) 3% Ethanol oder in (D) YNB +N

i 0, . N
c 39, EtOH -N Mt 5% Glukose dberfiinrt. Zu den
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5% D +N

Auch in Anwesenheit der Stickstoffquelle Ammonium findet offensichtlich trotz der
vorherrschenden hohen Glukosekonzentrationen nahezu kein Abbau von Hxt6/7
Uber den beobachteten Zeitraum statt (Abb. 9D). Folglich spielt nicht nur die hohe
Glukosekonzentration, sondern auch der Stickstoffhunger eine entscheidende
Rolle beim Proteinabbau von Hxt6/7. Die Halbwertszeiten der Hexosetransport-
proteine sind unter den verschiedenen Bedingungen jedoch nur bedingt
vergleichbar. So wird in Anwesenheit von Ethanol die HXT6/7-Genexpression
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nicht reprimiert. Die Proteinneusynthese ist jedoch durch den unter diesen
Bedingungen vorherrschenden Stickstoffhunger stark reduziert. Dahingegen ist in
Gegenwart von Glukose und Ammonium zwar generell Wachstum und
Proteinsynthese mdglich, jedoch unterliegt die HXT6/7-Genexpression der
Glukoserepression. Auch die bereits vorliegende HXT6/7-mRNA wird vermutlich in
Gegenwart von Glukose schnell abgebaut (Cereghino und Scheffler, 1996). Somit
ist anzunehmen, dass der selbst nach 6 Stunden noch sehr hohe Proteinlevel
nicht auf eine Proteinneusynthese, sondern auf die Stabilitdt der bereits
vorhandenen Hexosetransportproteine zurlickzufuhren ist. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass zwei Signale fur einen schnellen Abbau von Hxt6/7
notwendig sind: 1. eine hohe Konzentrationen einer fermentierbaren Kohlen-
stoffquelle und 2. der Mangel einer Stickstoffquelle.

Diese Bedingungen, eine im Uberschuss vorliegende Kohlenstoffquelle bei
gleichzeitigem Stickstoffhunger, sind typisch fur industrielle Fermentationen. Es ist
also wahrscheinlich, dass der bei industriellen Fermentationen auftretende
Stickstoffmangel einen schnellen Abbau der Hexosetransportproteine induziert.
Dieser Proteinabbau kdnnte der auslésende Faktor fir eine Reduktion oder sogar
einen Abbruch der Fermentation sein. Dies hatte wiederum eine geringe
Produktionseffizienz zur Folge.

3.4.2 Rgt2 ist nicht an der Ubermittiung des Abbausignals beteiligt

Hxt6 und Hxt7 unterliegen in Anwesenheit hoher Glukosekonzentrationen einer
besonders schnellen Inaktivierung. Hefezellen sind demzufolge in der Lage
speziell hohe Glukosekonzentrationen in der Umgebung wahrzunehmen und
daraufhin den Abbau der Transportproteine einzuleiten.

Stunden Abb. 10: Proteinstabilitat von Hxt6/7 in einem
Argt2-Stamm. Der Stamm SKY2 (Argt2) und der

01 ’5 3 4’5 6 isogene Wildtypstamm VW1A wurden in YEP mit
einem Gemisch aus 2% Maltose und 3%

‘ . ‘ WT Raffinose bis zur exponentiellen Wachstums-
phase angezogen. Die Zellen wurden gewaschen

und in YNB -N mit 5% Glukose Uberfuhrt. Zu den

angegebenen Zeiten wurden die Zellen geerntet

‘. ‘ rgtzA und Proteinrohextrakte fir die Western-Blot-
Analyse hergestellt.

Rgt2 ist ein Sensor fur hohe Glukosekonzentrationen, der in die transkriptionelle
Regulation der HXT-Genexpression involviert ist (Ozcan et al., 1996a). Ferner ist
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Rgt2 fir den Abbau der Maltosepermease in Gegenwart hoher Glukose-
konzentrationen wichtig (Jiang et al., 1997). Um zu untersuchen, ob der Glukose-
sensor Rgt2 auch bei der Ubermittlung des Glukosesignals fir den Abbau von
Hxt6/7 eine Rolle spielt, wurde die Proteinstabilitdt von Hxt6/7 in einem Argt2-
Stamm und zum Vergleich in einem entsprechenden Wildtypstamm untersucht.

Abb. 10 zeigt jedoch, dass die Stabilitat von Hxt6/7 in dem Wildtypstamm und in
dem Argt2-Stamm vergleichbar ist. In beiden Stammen findet ein schneller Abbau
der Transportproteine statt. Der Sensor Rgt2 ist somit nicht entscheidend an der
Wahrnehmung und Ubermittlung des Abbausignals beteiligt.

3.4.3 Induktion des Proteinabbaus von Hxt6/7 durch Rapamycin

Fir eine schnelle Inaktivierung der Hexosetransporter Hxt6/7 ist der Stickstoff-
hunger ebenso entscheidend wie die Anwesenheit einer fermentierbaren Kohlen-
stoffquelle (3.4.1). Daher muss die Hefezelle die Fahigkeit besitzen Stickstoff-
hunger wahrzunehmen, so dass ein Signal induziert wird, das den Abbau der
Transporter einleitet.

Der Tryptophantransporter Tat2 unterliegt ebenso wie der Hexosetransporter Hxt7
bei Stickstoffnunger einem schnellen Abbau (Schmidt et al., 1998). Beck et al.
(1999) beobachteten, dass die Inaktivierung der Permease auch durch Zugabe
von Rapamycin ausgel6st werden kann. Rapamycin ist ein Immunsuppressiva,
das die Funktion der Proteine Tor1 und Tor2 inhibiert (Heitman et al., 1991). So
|6st Rapamycin eine zellulare Antwort aus, die vergleichbar der Reaktion der Hefe
auf Nahrstoffmangel ist (Powers und Walter, 1999). Dementsprechend wird u. a.
ein Wachstumsarrest, eine Reduktion der Proteinsynthese, eine Akkumulierung
von Glykogen, Autophagozytose und eine Expression bzw. Repression
spezifischer Gene induziert (Kunz et al., 1993; Helliwell et al., 1994; Barbet et al.
1996; Noda und Ohsumi, 1998). Da Rapamycin in Vollmedium den Abbau der
Tryptophanpermease ausldsen kann, sind die Proteine Tor1 und Tor2 vermutlich
an der Regulation der Stabilitat der Permease beteiligt. So vermuteten Beck et al.
(1999), dass diese Phosphatidylinositolkinase-ahnlichen Proteine eine Rolle bei
der Wahrnehmung und Weiterleitung des Hungersignals spielen. Um zu testen,
ob Tor1 und Tor2 auch an der Wahrnehmung des Stickstoffhungers und der
Einleitung des Abbaus von Hxt6/7 beteiligt sind, wurde untersucht, ob der
Proteinabbau der Hexosetransporter Hxt6/7 durch Zugabe von Rapamycin in
Vollmedium induziert werden kann.

Abb. 11A zeigt, dass die Hexosetransporter Hxt6 und Hxt7 nach Inkubation der
Zellen in Gegenwart von Rapamycin schnell abgebaut werden. Ohne Zugabe von
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Rapamycin ist der Proteinlevel nach 9 Stunden nicht reduziert. Ein direkter
Vergleich der Proteinstabilitat ist allerdings problematisch, da in Vollmedium ohne
Rapamycin noch Hxt6/7-Proteinneusynthese stattfindet, wahrend in den mit
Rapamycin-behandelten Zellen die Proteinsynthese gehemmt ist (s.0.).

Stunden Stunden
0O 3 9 0O 3 6

- o
... - Rap I“ CHX -Rap

Abb. 11: Proteinstabilitit von Hxt6/7 in Anwesenheit von Rapamycin. Der Stamm VW1A
wurde in YEP mit 3% Raffinose bis zur exponentiellen Wachstumsphase angezogen. Die Zellen
wurden geerntet und wiederum in YEP mit (A) 3% Raffinose und 200 pg/l Rapamycin (Rap) bzw.
3% Raffinose oder mit (B) 3% Raffinose, 1 mM Cycloheximid (CHX) und 200 pg/l Rapamycin bzw.
3% Raffinose und 1 mM Cycloheximid Uberfihrt. Zu den angegebenen Zeiten wurden die Zellen
geerntet und Proteinrohextrakte fur die Western-Blot-Analyse hergestellt.

CHX +Rap

Daher wurde zusatzlich die Proteinstabilitat von Hxt6/7 in Anwesenheit des
Proteinsynthese-Inhibitors Cycloheximid untersucht (Abb. 11B). Jedoch wird bei
gleichzeitiger Anwesenheit von Rapamycin und Cycloheximid kein Abbau von
Hxt6/7 beobachtet. Da in Anwesenheit von Cycloheximid der Proteinabbau von
Hxt6/7 normalerweise nicht gestort ist, sondern Cycloheximid eher forderlich auf
den Abbau wirkt (Busturia und Lagunas, 1986), kann der Abbau der
Hexosetransporter durch Rapamycin anscheinend nicht ausgelost werden.
Ungewohnlich ist jedoch, dass die sonst unter vegetativen Bedingungen sehr
stabilen Hexosetransporter Hxt6/7 in Anwesenheit von Rapamycin ohne
Cycloheximid schon nach drei Stunden nicht mehr nachweisbar sind (Abb. 11A).
Die Frage, ob die Proteine Tor1 und Tor2 an der Weiterleitung des Hungersignals
beteiligt sein konnten, konnte somit nicht eindeutig geklart werden.

3.5 Abbau von Hxt6/7 in der Vakuole

In Hefe findet der Proteinabbau in zwei Hauptabbaukompartimenten statt: 1. im
zytoplasmatischen  Proteasom-Komplex und 2. in der Vakuole. Um
herauszufinden in welchem Kompartiment die Hexosetransporter Hxt6/7 unter
Inaktivierungs-bedingungen abgebaut werden, wurde die Proteinstabilitat von
Hxt6/7 in Mutanten untersucht, die entweder in der proteasomalen oder in der
vakuolaren proteolytischen Aktivitat gestort waren.
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Die Gene PRE1 und PREZ2 kodieren fir die B-Untereinheiten des Proteasoms und
sind somit essentiell fur seine proteolytische Aktivitat (Heinemeyer et al., 1991;
1993). Abb. 12 verdeutlicht, dass der Abbau von Hxt6/7 in einer temperatur-
sensitiven pre1-1 pre2-2-Doppelmutante auch bei der restriktiven Temperatur im
Vergleich zum Wildtypstamm unverandert ist. Folglich werden Hxt6 und Hxt7, wie
nahezu alle Plasmamembranproteine der Hefe, unabhangig vom Proteasom
abgebaut.

Stunden Stunden
0 15 3 45 6 0 15 3 45 6
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Abb. 12: Proteinstabilitat von Hxt6/7 in einer pre1-1 pre2-2- und einer Apep4-Mutante. Der
Stamm RKY#927 (pre1-1 pre2-2) und der isogene Wildtypstamm RKY#649 wurden in YEP mit 3%
Raffinose bis zur exponentiellen Wachstumsphase bei 25°C angezogen. Die Zellen wurden dann
fur 1 h bei 37°C inkubiert, anschliefend gewaschen und in YNB -N mit 5% Glukose tberfihrt und
bei 37°C inkubiert. Der Stamm RKY#969 (Apep4) und der isogene Wildtypstamm RKY#826 wurden
in YEP mit 3% Raffinose bis zur exponentiellen Wachstumsphase bei 30°C angezogen. Die Zellen
wurden gewaschen und in YNB -N mit 5% Glukose Uberflhrt. Zu den angegebenen Zeiten wurden
die Zellen geerntet und Proteinrohextrakte fur die Western-Blot-Analyse hergestellt.

Anders verhalt sich jedoch die Proteinstabilitat von Hxt6/7 in einer Apep4-Mutante.
PEP4 kodiert fur die Proteinase A, eine bedeutende Protease der Vakuole (Jones
et al., 1982). Teichert et al. (1989) zeigten, dass ein Funktionsverlust von Pep4 zu
einer proteolytisch inaktiven Vakuole fuhrt. In der Apep4-Mutante ist die
Halbwertszeit von Hxt6/7 unter Stickstoffhungerbedingungen in Anwesenheit von
5% Glukose deutlich erhdht (Abb. 12). Nach einer 6-stindigen Inkubation der
Zellen unter Inaktivierungsbedingungen ist nahezu kein Abbau der
Transportproteine zu verzeichnen. Somit findet der zellulare Abbau von Hxt6/7 bei
Stickstoffhunger in Gegenwart hoher Glukosekonzentrationen vor allem in der
Vakuole statt und nicht in dem zytoplasmatischen Proteasom.

3.6 Internalisierung von Hxt6/7 mittels Endozytose

Hefen besitzen mehrere Transportwege, um Proteine zur Vakuole zu liefern: z. B.
die Endozytose, die Autophagozytose oder den Cvt-Weg. Plasmamembran-
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proteine werden Ublicherweise mittels Endozytose von der Plasmamembran
internalisiert und dann zur Vakuole geliefert (Knop et al., 1993). Ob auch Hxt6/7
unter Inaktivierungsbedingungen via Endozytose zur Vakuole geliefert werden,
wurde mit einer end4®, einer act1-1° und einer Aren7-Mutante untersucht, die alle
einen Defekt im Endozytoseprozess aufweisen.

0 15 3 45 6 0 15 3 45 6 0 1,5 3 45 6  Stunden

L B b' B 2 "
TR T IR o

act1-1 end4ts ren1A

Abb. 13: Proteinstabilitit von Hxt6/7 in end4®, act1-1 und Areni1-Mutanten. Der Stamm
RKY#536 (end4®) und RKY#534 (WT) bzw. der Stamm DBY4878 (act?-1) und DBY1689 (WT)
wurden in YEP mit 3% Raffinose bei 25°C bis zur exponentiellen Wachstumsphase angezogen. Die
Zellen wurden fir 1 h bei 37°C inkubiert, gewaschen und in YNB -N mit 5% Glukose uberfuhrt und
bei 37°C inkubiert. Der Stamm CMY1003 (Aren7) und CMY1001 (WT) wurden in YEP mit 3%
Raffinose bei 30°C angezogen. Die Zellen wurden gewaschen und in YNB -N mit 5% Glukose
Uberfuhrt. Zu den angegebenen Zeiten wurden die Zellen geerntet und Proteinrohextrakte fur die
Western-Blot-Analyse hergestellt.

Die Hexosetransporter Hxt6 und Hxt7 sind in allen drei Mutanten im Vergleich zu
den entsprechenden Wildtypstammen deutlich stabilisiert (Abb. 13). In end4- und
act1-Mutanten ist ein friher Schritt der Endozytose gestort, die Internalisierung
der Proteine von der Plasmamembran (Raths et al., 1993; Novick und Botstein,
1985). In einer ren1-Mutante ist dagegen ein spater Schritt in der Endozytose
blockiert. Davis et al. (1993) vermuteten, dass Ren1 am Vesikeltransport von den
Endosomen zur Vakuole beteiligt ist. Somit werden die Hexosetransporter Hxt6/7
unter Hungerbedingungen offensichtlich via Endozytose von der Plasmamembran
internalisiert und anschlieRend zum Abbau zur Vakuole geliefert.

3.7 Lokalisierung eines Hxt7-GFP-Fusionsproteins unter Hunger-
bedingungen

Um den Abbaumechanismus von Hxt6/7 unter Hungerbedingungen mit einer
unabhangigen Methode zu bestatigen, wurde die Lokalisierung von Hxt7 vor und
nach Inaktivierung untersucht. Hierfir wurde der Hexosetransporter Hxt7 C-
terminal mit dem Grln-fluoreszierenden Protein (GFP) aus Aequorea victoria
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genetisch fusioniert. Das nach der unter 2.14.1 beschriebenen Methode
konstruierte Plasmid YCpHXT7-GFP konnte in E. coli nicht amplifiziert werden.
Nach Transformation des Plasmids in den hxt-Stamm EBY.VW4000
komplementierte es jedoch dessen Wachstumsdefekt auf Glukose. Somit war das
Hxt7-GFP-Fusionsprotein funktionell. Ferner unterliegt dieses Fusionsprotein laut
einer Western-Blot-Analyse mit Hxt6/7-spezifischen AntikGrpern einer ebenso
schnellen Inaktivierung wie das Hxt7-Wildtypprotein (ohne Abb.).

Die Lokalisierung des Hxt7-GFP-Fusionsproteins wurde vor und nach Induktion
der Inaktivierung mittels Fluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Hierfir wurde das
Plasmid YCpHXT7-GFP in den Stamm VWH1A transformiert und die Expression
des Fusionsproteins in Raffinose-haltigem Minimalmedium induziert. Erwartungs-
gemal ist das Hxt7-GFP-Protein unter diesen Bedingungen in der Plasma-
membran lokalisiert (Abb. 14). Zusatzlich ist jedoch auch im Zellinneren deutlich
eine groRe Struktur, wahrscheinlich die Vakuole, gefarbt. Das GFP-Protein
entzieht sich vermutlich dem proteolytischen Abbau in der Vakuole, da das GFP-
Chromophor relativ Protease-resistent ist (Chalfie, 1995). Daher kann man die
Farbung der Vakuole unter Wachstumsbedingungen wohl auf den naturlichen
Turnover des Hxt7-Transporters und die Stabilitdt des GFP-Proteins zuruckflhren.

Raffinose 3h -ND 6h -ND

Abb. 14: Lokalisierung des Hxt7-GFP-Fusionsproteins vor und nach Inaktivierung. Der
Stamm VW1A/YCpHXT7GFP wurde in YNB ura mit 3% Raffinose bis zur exponentiellen
Wachstumsphase bei 30°C angezogen. Die Zellen wurden geerntet, gewaschen und in YNB -N mit
5% Glukose uberfiihrt. Zu den angegebenen Zeiten wurde die Fluoreszenz der Zellen
mikroskopisch untersucht.

Nach Uberfihrung der Zellen in Stickstoffhungermedium mit 5% Glukose wird das
Fluoreszenzsignal in der Zellperipherie graduell reduziert. Zunachst tritt das
Fluoreszenzsignal verstarkt in punktierten Strukturen nahe der Plasmamembran
auf (ohne Abb.). Ahnliche Strukturen beobachteten auch Kruckeberg et al. (1999)
zu einem frihen Zeitpunkt nach Induktion der Endozytose eines Hxt2-GFP-
Fusionsproteins. Die Autoren postulierten, dass es sich hierbei um endozytische
Vesikel handelt. Nach langerer Inkubation in Stickstoffhungermedium mit Glukose
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akkumuliert das Hxt7-GFP-Protein in einer relativ grol3en intrazellularen Struktur,
wahrscheinlich in der Vakuole.

Die Fluoreszenzstudien stehen im Einklang mit den Ergebnissen aus den
Abbaustudien mit den Endozytosemutanten und der Apep4-Mutante. Demnach
wird Hxt7 nach Induktion der Inaktivierung durch Stickstoffhunger in Anwesenheit
von Glukose mittels Endozytose von der Plasmamembran internalisiert und zum
Abbau zur Vakuole geliefert.

3.8 Ubiquitinierung als Signal fiir den Abbau von Hxt6/7

Seit einiger Zeit ist bekannt, dass Ubiquitinierung nicht nur an der Proteolyse
zytosolischer Proteine, sondern auch am Abbauprozess von Plasmamembran-
proteinen beteiligt ist (Kélling und Hollenberg, 1994; Hochstrasser, 1995). Um die
Bedeutung der Ubiquitinierung an der Inaktivierung von Hxt6/7 zu ermitteln,
wurden Hefestamme analysiert, die Defekte in der Ubiquitinierungsreaktion
aufweisen. In der npi1-Mutante ist die Aktivitat der Ubiquitin-Protein-Ligase Rsp5,
ein E3-Enzym, reduziert. Hein et al. (1995) vermuteten daher, dass der Transfer
von Ubiquitinmolekuilen an das Zielprotein gestort sein konnte. NPI2 kodiert fur die
Ubiquitin-Protein-Hydrolase Doa4, ein E4-Enzym. Anpi2-Mutanten zeichnen sich
durch eine fehlende Deubiquitinierungsfunktion und einen reduzierten Pool der
zur Verfligung stehenden Ubiquitinmolekile aus (Springael et al., 1999a).

Stunden Abb. 15: Proteinstabilitit von Hxt6/7 in einer

0 1,5 3 4,5 6 npi1- und einer Anpi2-Mutante. Der Stamm
27038a (npi1), 27002d (Anpi2) und der isogene

WT Wildtypstamm 23344c wurden in YEP mit 3%

Raffinose bis zur exponentiellen Wachstums-
phase angezogen. Die Zellen wurden

npi1 gewaschen und in YNB -N mit 5% Glukose
Uberfihrt. Zu den angegebenen Zeiten wurden
die Zellen geerntet und Proteinrohextrakte fur
die Western-Blot-Analyse hergestellt.

npi2A

Ein Vergleich der Proteinstabilitat von Hxt6/7 in der npi1- und Anpi2-Mutante
zeigte, dass v. a. in der npi1-Mutante der Abbau von Hxt6/7 deutlich reduziert ist
(Abb. 15). In der Anpi2-Mutante ist dagegen nur eine sehr geringe Stabilisierung
von Hxt6/7 im Vergleich zum Wildtypstamm zu beobachten.
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Fir eine Reihe von Plasmamembranproteinen konnte bereits gezeigt werden,
dass eine Ubiquitinierung der Proteine flr die Einleitung der Endozytose und
einen anschliefenden Abbau essentiell sein kann (Galan et al., 1996; Medintz et
al., 1998). So |6st beispielsweise eine mono-Ubiquitinierung der Maltosepermease
die Inaktivierung des Transporters aus (Medintz et al., 1998). Aufgrund der
deutlichen Stabilisierung der Hexosetransporter v. a. in der npi1-Mutante scheint
eine Ubiquitinierung auch fur den Abbauprozess von Hxt6/7 wichtig zu sein.

3.9 Beteiligung von Autophagozytoseproteinen am Abbauprozess von
Hxt6/7

Die Autophagozytose ist ein wichtiger, unspezifischer Abbauprozess von zyto-
plasmatischen Proteinen unter Stickstoffhungerbedingungen (Takeshige et al.,
1992). Durch den Proteinabbau gewinnt die Zelle wichtige zellulare Baustoffe
zurick. Abbaustudien an Aaut2- und Aaut3-Hefestdmmen, die einen Defekt im
Autophagozytoseprozess aufweisen, zeigten, dass der Abbau der Hexose-
transporter Hxt6/7 in diesen Mutanten deutlich gestort ist (Abb. 16). Diese
Beobachtung war Uberraschend, da bisher der Abbau von Proteinen Uber die
Autophagozytose nur fur zytosolische Proteine beschrieben worden war. Eine
Beteiligung des Autophagozytoseprozesses am Abbau von Plasmamembran-
proteinen war in Hefe nicht bekannt.

Die Konstruktion der Stamme SKY41 (daut2) und SKY51 (Aaut3) erfolgte nach
der unter 2.13 beschriebenen Methode mit den Oligonukleotiden s1/s2-AUT2 bzw.
s1/s2-AUT3. Die Deletionen wurden mit den Primern a1/a4-AUT2 bzw. a1l/a4-
AUT3 mittels PCR-Reaktion tberpruft.

Die Funktionen der Proteine Aut2 (=Apg4) und Aut3 (=Apg1/Cvt10) sind noch
weitgehend ungeklart. Nach Lang et al. (1998) ist Aut2 Bestandteil eines
Proteinkomplexes, der an der Lieferung der Autophagosomen zur Vakuole Uber
das Mikrotubuli-Zytoskelett involviert ist. Huang et al. (2000) zeigten jedoch, dass
Aut2 zusammen mit Aut7 (=Apg8) schon an der Vesikelbildung beteiligt sein
muss. Uber die Funktion von Aut3 gibt es mehrere Hypothesen. Aufgrund einer
starken Homologie des N-Terminus von Aut3 zu Serin/Threonin-Kinasen (Straub
et al.,, 1997; Matsuura et al.,, 1997) kdonnte Aut3 eine Funktion in einer Signal-
transduktionskaskade ausiben und so z. B. in die Wahrnehmung des Nahrstoff-
angebots involviert sein. Alternativ kdnnte das in Aaut3-Mutanten elektronen-
mikroskopisch beobachtete elongierte ER auf eine Funktion von Aut3 an der
Biogenese der autophagischen Vesikel am ER hindeuten (Straub et al., 1997).
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Am wahrscheinlichsten ist jedoch das Mitwirken von Aut3 an der Regulation des
Wechsels zwischen dem Hunger-induzierten Autophagozytoseprozess und dem
unter vegetativen Bedingungen stattfindenden, topologisch jedoch sehr ahnlichen,
Cvt-Weg (Kamada et al., 2000).

Stunden Abb. 16: Proteinstabilitit von Hxt6/7 in

0 3 6 9 24 Aaut2- und Aaut3-Mutanten. Der Stamm
SKY41 (4aut2), SKY51 (Aaut3) und der

WT isogene Wildtypstamm VW1A wurden in
YEP mit 3% Raffinose bis zur

exponentiellen Wachstumsphase ange-
“ aut2A zogen. Die Zellen wurden gewaschen und
in YNB -N mit 5% Glukose Uberfuhrt. Zu

den angegebenen Zeiten wurden die

Zellen geerntet und Proteinrohextrakte fur

A
- aut3 die Western-Blot-Analyse hergestellt.

Abb. 16 zeigt den deutlich langsameren Abbau von Hxt6/7 in den Aaut2- und
Aaut3-Mutanten in Stickstoffhungermedium mit 5% Glukose. Wahrend im Wildtyp
nach 6-stundiger Inaktivierung in der Western-Blot-Analyse kein Protein mehr
nachweisbar ist, kann Hxt6/7 in der Aaut2-Mutante noch nach einer 9-stindiger
Inaktivierung und in der Aaut3-Mutante sogar noch nach einer 24-stindiger
Inaktivierung nachgewiesen werden. Die Proteine Aut2 und Aut3, die
normalerweise eine Funktion am Proteinabbau zytosolischer Proteine unter
Hungerbedingungen ausuben, sind somit auch am Inaktivierungsprozess der
Plasmamembranproteine Hxt6/7 unter Hungerbedingungen beteiligt.

3.10 Mogliche Beteiligung von Aut2 und Aut3 an der Endozytose

Uberraschenderweise war der Abbau von Hxt6 und Hxt7 in Aaut2- und Aaut3-
Mutanten deutlich gehemmt (3.9). Es ist jedoch unklar, wie diese Proteine an dem
Abbauprozess von Hxt6/7 beteiligt sind. Zum einen kdnnte die Autophagozytose
indirekt am Abbau der Hexosetransporter beteiligt sein, indem z. B. Endosomen
von Autophagosomen umschlossen werden und dann zur Vakuole geliefert
werden. Andererseits ist aber auch mdglich, dass die Autophagozytoseproteine
eine weitere, bisher noch unbekannte Funktion besitzen. So ist z. B. eine
Beteiligung der Proteine am Sekretionsweg oder an einem bislang noch
unbekannten Abbauweg von Plasmamembranproteinen denkbar. Um eine
mogliche Uberschneidung der Autophagozytose mit der Endozytose zu
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untersuchen, wurde die Stabilitat von Hxt6/7 in einer end4 Aaut2-Doppelmutante
im Vergleich zu den jeweiligen Einzelmutanten untersucht.

0 S?t’””d‘;” o Abb. 17: Proteinstabilitit von Hxt6/7 in
Aaut2-, end4™- und Aaut2 end4"-

Mutanten. Die Stdmme SKY44k (Aaut2),
’ WT RKY#536 (end4®) und SKY43 (Aaut2
end4ts) und der isogene Wildtypstamm
RKY#534 wurden in YEP mit 3%
‘. aut2A Raffinose bei 25°C bis zur exponentiellen
Wachstumsphase angezogen. Die Zellen
wurden fur 1 h bei 37°C inkubiert,

“. end4ts gewaschen und in vorgewarmtes YNB -N
mit 5% Glukose Uberfiihrt und bei 37°C

inkubiert. Zu den angegebenen Zeiten
end4's aut2A wurden die Zellen geerntet und
Proteinrohextrakte fur die Western-Blot-

Analyse hergestellt.

Wie Abb. 17 zeigt unterscheidet sich die Stabilitat von Hxt6/7 in der end4-
Einzelmutante kaum von der Halbwertszeit der Proteine in der end4” Aaut2-
Doppelmutante. In beiden Stammen sind die Hexosetransporter Uber den
gesamten untersuchten Zeitraum nahezu stabil. In der Aaut2-Einzelmutante ist
dahingegen noch ein leichter Abbau zu verzeichnen. Aufgrund der Ahnlichkeit der
Halbwertszeiten von Hxt6/7 in den unterschiedlichen Stammen koénnen keine
direkten Ruckschlisse gezogen werden, ob die Autophagozytoseproteine in dem
gleichen Abbauweg wirken wie End4 oder ob Aut2/Aut3 und End4 in zwei
verschiedenen Abbauwegen eine Funktion austben. Aufgrund der starken
Stabilisierung von Hxt6/7 uUber einen Zeitraum von 8 Stunden in den
Einzelmutanten erscheint jedoch ein paralleler Abbauweg unwahrscheinlich.

3.11 Lokalisierung eines Hxt7-GFP-Fusionsproteins in Endozytose-
und Autophagozytosemutanten

Um einen Eindruck zu bekommen an welchem Schritt in den Autophagozytose-
mutanten der Abbau der Hexosetransporter blockiert ist, wurde die Lokalisierung
eines Hxt7-GFP-Fusionsproteins unter Inaktivierungsbedingungen in Endozytose-
und Autophagozytosemutanten untersucht. Vorstellbar ist z. B. neben der
Aufgabe von Aut2 und Aut3 in der Autophagozytose eine zusatzliche Funktion in
der Endozytose, dem Sekretionsweg oder der vakuolaren Biogenese. Bisher
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wurden jedoch in Hefe Auswirkungen auf diese Transportwege in
Autophagozytose-mutanten nicht beobachtet (Thumm, 1998; Tsukada und
Ohsumi, 1993). Die Maglichkeit scheint jedoch trotzdem nicht ganzlich abwegig,
da in Hefen mehrere Uberschneidungen der verschiedenen Proteintransportwege
bekannt sind. So treffen z. B. die Endozytose und der biosynthetische
Sekretionsweg in einem pra-vakuolaren, Endosomen-ahnlichen Kompartiment
zusammen. Als Folge wird die unterschiedliche Ladung der Vesikel gemeinsam
zur Vakuole geliefert (Babst et al., 1997; Rieder und Emr, 1997). Es wurde sogar
bereits vermutet, dass ein endosomales Kompartiment an einem regulatorischen
Schritt der Autophago-zytose involviert ist (Babst et al., 1997). In Saugerzellen
wurden dagegen schon mehrfach direkte Uberschneidungen des endozytischen
mit dem autophago-zytischen Weg beschrieben (Gordon und Seglen, 1988;
Punnonen et al., 1993; Tooze et al., 1990; Lucoqgc und Walker, 1997).

Oh Raf 25°C 3h -ND 37°C 6h -ND 37°C

end4's aut2A

Abb. 18: Lokalisierung des Hxt7-GFP-Fusionsproteins in Endozytose- bzw. Auto-
phagozytosemutanten. Die Stamme RKY#534 (WT), RKY#536 (end4ts), SKY44k (Aaut2) und
SKY43 (Aaut2 end4) wurden bis zur exponentiellen Wachstumsphase in YNB ura’ mit 3%
Raffinose bei 25°C angezogen. Die Zellen wurden fir 1 h bei 37°C inkubiert, gewaschen und in
YNB -N mit 5% Glukose Uberfihrt und bei 37°C inkubiert. Zu den angegebenen Zeiten wurde die
Fluoreszenz der Zellen mikroskopisch untersucht.

Aufgrund des temperatursensitiven Defekts von END4 wurde die Expression von
Hxt7-GFP bei der permissiven Temperatur in Raffinose-haltigem Medium
induziert. Zu diesem Zeitpunkt ist im Wildtyp eine starke GFP-Farbung in der
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Plasmamembran zu erkennen, parallel aber auch in intrazellularen Strukturen
(Abb. 18A+). Nach Induktion der Inaktivierung von Hxt7-GFP weisen einige Zellen
kleine punktierte Strukturen direkt an der Plasmamembran auf (Abb. 18A,). Diese
Strukturen deuten wahrscheinlich auf die Bildung endozytischer Vesikel hin. Nach
langerer Inaktivierung findet man im Wildtyp die Fluoreszenz in einer grofden
Struktur im Zellinneren, wahrscheinlich in der Vakuole (Abb. 18A3). In der end4-
Mutante ist dagegen auch nach 6-stindiger Inkubation der Zellen in
Stickstoffhungermedium mit 5% Glukose weiterhin die Plasmamembran stark
gefarbt (12B,, B3). Es findet also keine Internalisierung des Fusionsproteins von
der Plasmamembran statt. Allerdings ist die Farbung der Plasmamembran haufig
ungleichmafig. Mdglicherweise reichern sich die Hxt7-Proteine nach Induktion der
Inaktivierung in end4-Mutanten noch in bestimmten Membranregionen an, kdnnen
jedoch nicht mehr internalisiert werden. Aber auch in der Aaut2-Mutante wird
ebenso wie im Wildtyp zunachst eine starke Farbung der Plasmamembran
beobachtet (Abb. 18C,). Die Lieferung des Hexosetransporters Hxt7 Uber den
sekretorischen Weg scheint somit in Aaut2-Zellen nicht beeintrachtigt zu sein.
Nach Uberfiihren der Zellen in Stickstoffhungermedium mit Glukose beobachtet
man in dem Aaut2-Stamm ebenso wie im Wildtyp eine Internalisierung von Hxt7
von der Plasmamembran (Abb. 18C,). Somit ist Aut2 auch nicht an einem frihen
Schritt im Endozytoseprozess beteiligt. Das Hxt7-GFP-Protein ist nach Induktion
der Inaktivierung im Zellinneren auf mehrere relativ gro3e Strukturen verteilt.
Diese Art der Farbung kann in dem Wildtypstamm und in der end4-Mutante nicht
beobachtet werden. Vielleicht handelt es sich hier um spate Endosomen, die nicht
mehr mit der Vakuole verschmelzen kénnen und dadurch stabil im Zytosol
verweilen. Da das Hxt7-GFP-Protein in der Aaut2-Mutante anscheinend nicht in
die Vakuole aufgenommen wird, scheint auch eine direkte Beteiligung von Aut2
an einem Abbauprozess in der Vakuole auch unwahrscheinlich. In der end4-
Aaut2-Doppelmutante beobachtet man den gleichen Phanotyp wie in der end4-
Einzelmutante, wo das Hxt7-GFP-Protein stabil in der Plasmamembran residiert
(Abb. 18D).

Folglich ist Aut2 weder an einem Schritt des sekretorischen Wegs, noch an einem
frihen Schritt der Endozytose, noch an einem direkten Abbauschritt des
Hexosetransporters in der Vakuole beteiligt. Eine Uberschneidung der
Autophagozytose und der Endozytose, ahnlich zu der in den Saugerzellen
beobachteten Fusion von Endosomen mit Autophagosomen, kdnnte also auch in
Hefe existieren.
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3.12 Stabilitat weiterer Proteine unter Stickstoffhungerbedingungen in
Autophagozytosemutanten

Eine Beteiligung des unspezifischen Autophagozytoseprozesses am Abbau der
Hexosetransporter impliziert, dass es sich bei dem Abbau der Hexosetransporter
unter Hungerbedingungen ebenfalls um einen nicht selektiven Proteinabbau
handelt. Um die Spezifitat des Proteinabbaus unter Stickstoffhungerbedingungen
zu untersuchen, wurden einige andere Proteine unter Stickstoffhunger-
bedingungen in den bereits beschriebenen Aaut2- und Aaut3-Mutanten sowie
einer Aend4-Mutante untersucht. Die Aend4-Mutante wurde nach der unter 2.13
beschriebenen Methode mit den Oligonukleotiden s1-LEND4/s2-END4 konstruiert
und mit den Primern a1/a4-END4 Uberprift.

WT aut2A aut3A end4A
0 3609 0 3 6 0 3 6 0 3 6 Stunden

& Bl @ [des
oo e8 B

| [l Gap1
)

Pma1

Gap1rer

Abb. 19: Stabilitit von Hxt6/7, Pfk1, Pma1, Gap1 und Gap1°®" im Wildtyp, in Aaut2-, Aaut3-
und Aend4-Mutanten. (A) Der Wildtypstamm VW1A und die Stamme SKY41 (4aut2), SKY51
(4aut3) und SKY39 (4end4) wurden in YEP mit 3% Raffinose angezogen. (B) + (C) Der
Wildtypstamm VW1A und die Stdmme SKY41 (Aaut2) und SKY51 (Aaut3) wurden in YEP mit 2%
Glukose angezogen. (D) + (E) Die Stamme 23344c (GAP1) und 33089d (gap1”®') wurden in YNB -
N mit 0,1% Prolin, 0,44 mM Uracil und 2% Glukose bis zur exponentiellen Wachstumsphase
angezogen. Die Zellen wurden gewaschen und in YNB -N mit 5% Glukose Uberfuhrt. Zu den
angegebenen Zeiten wurden die Zellen geerntet und Proteinrohextrakte fur die Western-Blot-
Analyse hergestellt. Der Nachweis der Proteine erfolgte mit den jeweils spezifischen Antikérpern.

Die Phosphofruktokinase Pfk1 der Glykolyse wird unter Stickstoffhunger-
bedingungen in Anwesenheit von 5% Glukose im Wildtyp erwartungsgemafd
schnell abgebaut (Abb. 19B), da zytosolische Proteine unter diesen Bedingungen
dem autophagozytischen Abbau unterliegen. In den Autophagozytosemutanten
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Aaut2 und Aaut3 verhalt sich Pfk1 dementsprechend dagegen stabil. Im
Gegensatz dazu ist der Abbau von Pfk1 in der Endozytosemutante Aend4 wie
erwartet nicht beeintrachtigt. Abb. 19C zeigt, dass das Plasmamembranprotein
Pma1 bei Stickstoffhunger einem Abbau unterliegt, wenn auch einem deutlich
langsameren als die Hexosetransporter Hxt6/7 (Abb. 19A). In den Aaut2- und
Aaut3-Mutanten verhalt sich Pma1 ebenso wie Hxt6/7 stabil. Somit sind die
Proteine Aut2 und Aut3 auch am Abbau anderer Plasmamembranproteine
beteiligt.

Die generelle Aminosaurepermease Gap1 wird nach Uberfiihrung in Stickstoff-
hungermedium mit 5% Glukose vermutlich langsamer abgebaut als Hxt6/7 oder
Pma1 (Abb. 19D). Allerdings ist berlcksichtigen, dass die Expression von Gap1
speziell unter Stickstoffmangelbedingungen induziert wird, somit wahrscheinlich
noch Proteinneusynthese stattfindet. Jedoch ist in den Abb. 19D und E deutlich zu
erkennen, dass der Abbau eines Plasmamembranproteins auch nach Induktion
der Inaktivierung durch Stickstoffhunger und hohen Glukosekonzentrationen
schon durch den Austausch einer einzigen Aminosaure beeinflusst werden kann.
Die mutierte Form des Gap1-Proteins Gap1®® unterscheidet sich von dem
Wildtypprotein nur in dem Glutamatrests 582, der gegen die Aminosaure Lysin
ausgetauscht wurde (Hein und André, 1997). Somit sind die Halbwertszeiten von
Plasmamembranproteinen auch unter Stickstoffhungerbedingungen in Anwesen-
heit von Glukose sehr variabel und durch die Aminosauresequenz des Plasma-
membranproteins intrinsisch reguliert. Folglich ist der schnelle Abbau von
Plasmamembranproteinen bei Stickstoffhunger kein genereller, unspezifischer
Mechanismus.

3.13 Stabilitit von GLUT1V**™in Hefe unter Hungerbedingungen

Da der Abbau von Plasmamembranproteinen unter Hungerbedingungen kein
unspezifischer Prozess zu sein scheint, besitzen vermutlich auch die Hexose-
transporter intrinsische Signale, die flr die Auslésung des Abbaus in Abwesenheit
von Stickstoffquellen essentiell sind. Diese Annahme ist eine Voraussetzung, um
einen unter Hungerbedingungen stabilisierten Hexosetransporter konstruieren zu
koénnen.

Die Stabilitat des in Hefe heterolog-exprimierten Glukosetransporters GLUT1 der
Ratte sollte mit der Stabilitdit der Hexosetransporter Hxt6/7 unter Hunger-
bedingungen verglichen werden. Durch einen solchen Vergleich sollte untersucht
werden, ob die Transportproteine von S. cerevisiae Hefe-spezifische Abbaumotive
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besitzen oder ob das Sauger-Plasmamembranprotein ebenfalls Signale enthalt,
die durch die Abbaumaschinerie der Hefe erkannt werden. Sollte sich GLUT1
stabiler verhalten als die Hexosetransporter Hxt6 und Hxt7 der Hefe, ware es
eventuell mdglich durch einen Aminosauresequenzvergleich von GLUT1 und
Hxt6/7 mogliche Abbaumotive zu identifizieren.

Fir die Konstruktion eines Hefestammes der einen funktionellen GLUT1-Glukose-
transporter unter Kontrolle des verklrzten HXT7-Promotors exprimiert, wurde das
Gen GLUT1Y*™ durch PCR von dem Plasmid pTV3eGLUT1 (Wieczorke et al.,
2001) mit den Primern ¢c1-pH7G1 und c4-pH7G1 amplifiziert. Da sich heraus-
gestellt hatte, dass das Wildtyp-GLUT1-Protein in Hefe nicht funktionell ist, wurde
eine modifizierte und in Hefe aktive Form von GLUT1 verwendet. Die Aminosaure
Valin an Position 69 ist in dem modifizierten GLUT1"**™-Protein gegen Methionin
ausgetauscht (Wieczorke et al., 2001). Das synthetisierte GLUT1Y*M.pCR-
Fragment, flankiert von kurzen Uberlappenden Regionen zum HXT7-Promotor und
HXT7-Terminator, wurde in den Stamm JBY15 transformiert (siehe 2.15). Dieser
Stamm kann keine Hexosen aufnehmen und besitzt eine in die Region des
einstigen HXT3-6-7-Genclusters genomisch integrierte Kassette aus dem
verkiirzten HXT7-Promotor™®® ¢ *V dem K. lactis URA3-Gen und dem HXT7-
Terminator. Die Selektion auf Zellen, die das GLUT1V**™-Gen korrekt integriert
hatten, erfolgte auf FOA-haltigem Minimalmedium mit 0,2% Glukose. Der
resultierende Stamm mit dem integrierten GLUTY**M.Gen unter Kontrolle des nicht
Glukose-reprimierten, verkurzten HXT7-Promotors wurde SKY3 genannt.

Abb. 20: Proteinstabilitit von GLUT1'*™ in

Stunden Stickstoffhungermedium mit 5% Glukose. Der

0 15 3 45 6 Stamm SKY3 (GLUT"**") wurde in YNB + N mit 5%

: Glukose bis zur exponentiellen Wachstumsphase
P..ﬂ Gluti angezogen. Die Zellen wurden gewaschen und in
: YNB -N mit 5% Glukose Uberfuhrt. Zu den

angegebenen Zeiten wurden die Zellen geerntet und
Proteinrohextrakte fir die Western-Blot-Analyse

hergestellt. Der Nachweis von GLUT1Y*M erfolgte mit
einem GLUT1-Antiserum.

Um die Stabilitdt des Saugertransporters GLUT1Y**M in Hefe zu untersuchen,
wurde der Stamm SKY3 in Minimalmedium mit 5% Glukose angezogen und in
Stickstoffhungermedium mit 5% Glukose uberfuhrt. Tatsachlich verhalt sich das
GLUT1V69M-Séugerprotein in Hefe sehr stabil und wird innerhalb von 6 Stunden
nicht abgebaut (Abb. 20).
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Fir die Konstruktion eines stabilisierten Hexosetransportproteins ist es wichtig,
dass der Transporter funktionell in der Plasmamembran lokalisiert bleibt. Nur
dann kann unter Hungerbedingungen durch eine nicht reduzierte Zuckeraufnahme
eine hohere Fermentationsrate erzielt werden. Die beobachtete Stabilitdt des
Saugerproteins GLUT1Y*M in der Western-Blot-Analyse bedeutet jedoch nicht
zwangslaufig, dass das Protein nicht von der Endozytosemaschinerie der Hefe
erkannt wird und noch funktionell in die Plasmamembran integriert vorliegt. So ist
es auch moglich, dass das Protein zwar noch internalisiert wird, dann jedoch z. B.
in vesikularen Strukturen zurtickgehalten wird und nicht zur Vakuole geliefert wird.
Das Protein kann unter solchen Umstanden jedoch keinen Zuckertransport Gber
die Plasmamembran vermitteln.

3.14 GLUT1V**“.vermittelte Glukoseaufnahme in Hefe unter Hunger-
bedingungen

Um die Funktionalitat des heterolog-exprimierten Glukosetransporters GLUT1VeM

in Hefe unter Hungerbedingungen zu untersuchen, wurden Glukoseaufnahme-
messungen vor und nach Inaktivierung durchgefihrt.
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Abb. 21: Eadie-Hofstee Plots der Glukoseaufnahme durch GLUT1"*" vor und nach
Inaktivierung. Der Hefestamm SKY3 (hxt GLUT1"**™) wurde in YNB +N mit 5% Glukose bis zur
exponentiellen Wachstumsphase angezogen, gewaschen und fiir 24 h in YNB -N mit 5% Glukose
inkubiert. Aufnahmemessung vor Inaktivierung (s, +N) bzw. nach Inaktivierung (5, -N)

Der Stamm SKY3 (hxt GLUT1Y**™) wurde in Minimalmedium mit 5% Glukose
angezogen und fur 24 h in Stickstoffhungermedium mit 5% Glukose uberfuhrt. Die
Glukoseaufnahmeaktivitat von GLUT1V69M-exprimierenden Zellen wird nach
Inaktivierung deutlich reduziert (Abb. 21). So sinkt der Vg auf 1/3 des
Ausgangswertes, von 45 nmol min™ mg'1 TG auf 14 nmol min™ mg'1 TG. Obwohl



Ergebnisse Seite 63

das GLUT1Y**M.protein in der Western-Blot-Analyse stabilisiert vorliegt (Abb. 20),
ist die Aufnahmeaktivitat der Zellen unter Inaktivierungsbedingungen deutlich
reduziert.

3.15 Lokalisierung eines GLUT1-GFP-Fusionsproteins in Hefe unter
Hungerbedingungen

Um herauszufinden, ob die Abnahme der Glukoseaufnahmeaktivitat von GLUT1
auf eine Inhibierung des Proteins an der Plasmamembran oder auf eine
Internalisierung des Proteins zurlckzufuhren ist, wurde die Lokalisierung eines
GLUT1-GFP-Fusionsproteins nach Inkubation in Stickstoffhrungermedium
untersucht. Daflir wurde das Plasmid YEprGLUT1-GFP (Wieczorke et al., 2001) in
den Stamm EBY.S7 (hxt fgy1-1) transformiert. Von dem Plasmid wird eine C-
terminale Fusion des GLUT1-Wildtypproteins mit GFP unter Kontrolle des MET25-
Promotors exprimiert. Durch die Mutation in dem Gen FGY1 wird auch das nicht-
modifizierte GLUT1-Protein in dem Stamm EBY.S7 in einer aktiven Form in die
Plasmamembran integriert. So konnte die Lokalisierung von GLUT1-GFP
fluoreszenzmikroskopisch vor und nach Inaktivierung untersucht werden.

Raffinose 6h -ND

Abb. 22: Lokalisierung von GLUT1-GFP vor und nach Inaktivierung. Der Stamm
EBY.S7/YEprGLUT1-GFP wurde in YNB +N ura” met mit 3% Raffinose bis zur exponentiellen
Wachstumsphase angezogen. Die Zellen wurden gewaschen und fur 6 h in YNB -N mit 5%
Glukose Uberfuhrt. Die Fluoreszenz der Zellen wurde vor und nach 6-stiindiger Inaktivierung
mikroskopisch untersucht.

Das GLUT1-GFP-Fusionsprotein ist unter vegetativen Bedingungen erwartungs-
gemald nahezu ausschlieRlich in der Plasmamembran lokalisiert (Abb. 22). Nach
6-stundiger Inaktivierung ist jedoch weniger Fluoreszenz in der Plasmamembran
zu beobachten, dafur sind deutliche Strukturen im Zellinneren, v. a. direkt
unterhalb der Plasmamembran zu erkennen. Anscheinend wird GLUT1-GFP unter
Inaktivierungsbedingungen zwar noch von der Plasmamembran internalisiert,
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jedoch nicht zum Abbau zur Vakuole geliefert, sondern ist stabil in internen
Strukturen wie z. B. in frihen Endosomen lokalisiert.

Folglich wird das Sauger-Glukosetransportprotein GLUT1 von der Endozytose-
maschinerie ebenso erkannt und internalisiert wie die Hefe-eigenen Transporter.
Damit steht es unter Stickstoffhungerbedingungen nicht mehr fir eine Glukose-
aufnahme zur Verfiigung. Ein Aminosauresequenzvergleich von GLUT1 und Hxt7,
um mogliche Abbaumotive zu identifizieren, ist deshalb nicht erfolgversprechend.

3.16 Konstruktion eines unter Hungerbedingungen stabilisierten
Hexosetransporters

Die Konstruktion eines Hexosetransportproteins, das unter Stickstoffhunger-
bedingungen stabilisiert ist, war neben der Untersuchung des Abbaumechanismus
der Hexosetransporter ein wesentliches Ziel dieser Arbeit. Da mehrere Versuche
fehlschlugen ein Screening-Verfahren aufzubauen, um auf ein stabilisiertes Hxt7-
Protein selektionieren zu kdnnen, wurden vor allem gezielte Veranderungen des
Hxt7-Proteins vorgenommen.

Da alle Plasmamembranproteine unter Stickstoffhunger unterschiedliche Halb-
wertszeiten aufweisen, muss ein spezifischer Mechanismus den Abbau von
Plasmamembranproteinen regulieren. Daher muisste es moglich sein durch
Modifikation intrinsischer Abbausignale der Hexosetransporter ein Zucker-
transportsystem zu entwickeln, in dem die unter Hungerbedingungen sonst
Ubliche Abnahme der Zuckertransportkapazitat zumindest reduziert ist.

3.16.1 Untersuchung der Pentapeptidmotive E/DXKXX

Der Hexosetransporter Hxt7 enthalt mehrere Sequenzmotive, die u. a. an die
putativen Endozytosesignale des o-Faktor-Rezeptors Ste2 (DAKSS) (Rohrer et
al.,, 1993), des a-Faktor-Transporters Ste6 (DAKTI) (Kolling und Hollenberg,
1994), des Tryptophantransporters Tat2 (ERKSN und EYKSK) (Schmidt et al.,
1999) und der generellen Aminosaurepermease Gap1 (EEKAI) (Hein und André,
1997) erinnern. Diese Signalsequenzen sind flr einen schnellen Abbau von Ste2,
Ste6, Tat2 und Gap1 essentiell. Diesen Pentapeptidsignalen ist gemeinsam, dass
sie alle an der ersten Position eine saure Aminosaure (Glutamat oder Aspartat)
und an der dritten Position die basische Aminosaure Lysin besitzen. Eine Deletion
oder Veranderung dieser Pentapeptidsignale resultierte in einer Stabilisierung der
entsprechenden Proteine. Bisher wurde das Sequenzmotiv des o-Faktor-
Rezeptors DAKSS in dem Kontext SINNDAKSS am detailliertesten untersucht.
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Nach einer durch die Kinasen Yck1 und Yck2-vermittleten Phosphorylierung der
flankierenden Serinreste dieses Motivs wird der zentrale Lysinrest ubiquitiniert
(Rohrer et al., 1993; Tan et al., 1996; Hicke und Riezman, 1996; Hicke et al.,
1998). Jedoch scheint die Ubiquitinierungsmaschinerie mehrere Lysinreste
alternativ als Akzeptoren zu tolerieren (Kornitzer et al., 1994; Terrell et al., 1998;
Roth und Davis, 2000). Entsprechend konnte auch ein Austausch des zentralen
Lysinrestes der Sequenzen EAKRS und DDKPL im Hxt7-Protein redundant sein
und keine direkte Auswirkung auf die Stabilitat des Proteins haben. Im Gegensatz
dazu fuhrte ein Austausch des sauren Glutamatrests in der EEKAI-Sequenz von
Gap1 (Gap1™¥) zu einer deutlichen Stabilisierung des vollstandigen Proteins (Hein
und André, 1997). Da diese modifizierte Form des Gap1-Proteins (Gap1"®) auch
unter Stickstoffhunger in Anwesenheit von Glukose im Vergleich zum Wildtyp-
protein deutlich stabilisiert ist (siehe Abb. 19), wurde in den entsprechenden
D/EXKXX-Sequenzmotiven des Hxt7-Proteins ebenfalls ein Austausch des sauren
Aminosaurerestes gegen Lysin vorgenommen.

In der Aminosauresequenz von Hxt7 sind insgesamt vier Pentapeptidmotive mit
der Signalsequenz E/DXKXX zu finden (Abb. 23). Zwei dieser Motive sind
allerdings gleichfalls an entsprechenden Positionen in dem niedrig-affinen
Hexosetransporter Hxt1 vorhanden. Da sich Hxt1 unter Stickstoffhunger in
Anwesenheit von Glukose deutlich stabiler verhalt als Hxt6/7 (siehe Abb. 8), sind
diese zwei Motive offensichtlich nicht maRgeblich an einer schnellen Inaktivierung
beteiligt. Ein Aminosaureaustausch in den beiden anderen potentiellen
Internalisierungssignalen von Hxt7 koénnte dagegen einen Hexosetransporter
erzeugen, der sich unter Hungerbedingungen stabiler verhalt.

Il
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EIKAY E, A K R S ETKGL D, D K P L

GCC AAA CGT TCT GAC AAG CCA TTG
AAG GCC AAA CGT TCT AAG GAC AAG CCA TTG
K,, A K R S K, D K P L

Abb. 23: Schematische Darstellung des Aminosaureaustauschs in den D/EXKXX-Motiven
des Hexosetransportproteins Hxt7. Hervorgehoben sind die Pentapeptidsignale D/EXKXX, die
moglicherweise an der Regulation der Stabilitdt des Hxt7-Proteins beteiligt sind. Weiterhin ist der
Austausch des Glutamatrestes E*"' und des Aspartatrestes D>%® jeweils gegen Lysin dargestellt.

Um zu untersuchen, ob die Stabilitat von Hxt7 durch einen Aminosaureaustausch
der sauren Aminosaure gegen eine basische an der ersten Position der
Pentapeptidsignale verandert wird, wurde eine gerichtete PCR-Mutagenese
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durchgefuhrt (siehe 2.16). Mittels mutagener Primer wurde in der EAKRS-
Sequenz der Glutamatrest an Position 271 und in der DDKPL-Sequenz der saure
Aspartatrest an Position 558 gegen die basische Aminosaure Lysin ausgetauscht
(Abb. 23). Die so konstruierten Plasmide YCpHXT75"'% und YCpHXT7P*%%
wurden in den Stamm EBY.VW4000 (hxt) transformiert. Beide Plasmide
komplementierten den Wachstumsdefekt dieses Stammes auf Glukose. Somit
konnte die Funktionalitat der mutierten Hxt7-Proteine nachgewiesen werden.

Stunden

Abb. 24: Proteinstabilitat on Hxt7,
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Um die Proteinstabilitat der mutagenisierten Hxt7-Proteine im Vergleich zu dem
Hxt7-Wildtypprotein unter Hungerbedingungen zu untersuchen, wurden die
Plasmide YCpHXT7a, YCpHXT75#"™ und YCpHXT7°**®* in den Stamm RE301
(Ahxt3 Ahxt6 Ahxt7) transformiert. Abb. 24 zeigt, dass die Proteine Hxt7"*""™ und
Hxt7°°°% trotz des Aminos&ureaustauschs mit nahezu der gleichen Halbwertszeit
abgebaut werden wie der nicht-modifizierte Transporter Hxt7. Somit sind diese
sauren Aminosaurereste, anders als der analoge Glutamatrest des EEKAI-Motivs
von Gap1, nicht ausschlaggebend an der Regulation der Proteinstabilitat der
Hexosetransporter Hxt6 und Hxt7 beteiligt.

3.16.2 Austausch des C-Terminus von Hxt7 gegen den C-Terminus von Hxt1

Der C-Terminus von Plasmamembranproteinen ist oft mafRgeblich an einem
schnellen Proteinabbau beteiligt. So fuhren C-terminale Modifikationen z. B. der
generellen Aminosaurepermease Gap1 (Hein und André, 1997), des o-Faktor-
Rezeptors Ste2 (Hicke und Riezman, 1996) oder des a-Faktor-Rezeptors Ste3
(Roth et al., 1998) zu einer deutlichen Veranderung der Stabilitat der Proteine. In
Analogie zu diesen Plasmamembranproteinen konnten auch im C-Terminus von
Hxt7 wichtige Signalsequenzen lokalisiert sein, die fur einen schnellen Abbau des
Proteins unter Inaktivierungsbedingungen unerlasslich sind.
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Da sich der niedrig-affine Hexosetransporter Hxt1 unter Hungerbedingungen
deutlich stabiler verhalt als der hoch-affine Hexosetransporter Hxt7 (siehe Abb. 8),
wurden die letzten 56 Aminosauren nach der zwodlften Transmembrandomane von
Hxt7 gegen die letzten 56 Aminosauren des C-Terminus von Hxt1 ausgetauscht
(Abb. 25). Das nach der unter 2.14.2 beschriebenen Methode konstruierte
Plasmid YCpHXT7AC1C wurde in dem Stamm EBY.18ga (hxt’) transformiert. Da
durch diese Transformation der Wachstumsdefekt dieses Stammes auf Glukose
komplementiert werden konnte, ist das chimare Protein funktionell in der
Plasmamembran lokalisiert.

1 515 570
N| b7 ETKGLTLEEVNTMWEEGVLPWKSASWVPPSRRGANYDAEEMTHDDKPLYKRMFSTK|C ~ Hxt7
N ] ETKGLSLEEVNDMYAEGVLPWKSASWVPVSKRGADYNADDLMHDDQPFYKSLFSRK|C ~ Hxt1
N| b7 [ETKGLSLEEVNDMYAEGVLPWKSASWVPVSKRGADYNADDLMHDDQPFYKSLFSRK|C Hxt7AC1C

Abb. 25: Schematische Darstellung des chimaren Hxt7-Hxt1-Fusionsproteins Hxt7AC1C. Die
letzten 56 Aminosauren des hoch-affinen, unter Hungerbedingungen instabilen Hexose-
transporters Hxt7 wurden gegen die 56 C-terminalen Aminosauren des niedrig-affinen stabileren
Hexosetransporters Hxt1 ausgetauscht.

Far die Untersuchung der Proteinstabilitat von Hxt7AC1C wurde das Plasmid
YCpHXT7AC1C in den Stamm RE301 (Ahxt3 Ahxt6 Ahxt7) transformiert. In einer
Western-Blot-Analyse zeigte sich jedoch nicht die gewunschte Stabilisierung des
modifizierten Hexosetransporters unter Stickstoffhungerbedingungen (Abb. 26).
Die Halbwertszeiten des Wildtyp- und des chimaren Proteins sind ahnlich.

Stunden Abb. 26: Proteinstabilitit von Hxt7 und

0 15 3 45 6 Hxt7AC1C. Der Stamm RE301/YCpHXT7a
und RE301/YCpHXT7AC1C wurde in YNB +N

- Hxt6/7 ura’ mit 3% Raffinose bis zur exponentiellen

Wachstumsphase ange-zogen. Die Zellen
wurden gewaschen und in YNB -N mit 5%
Glukose Uberfuhrt. Zu den angegebenen
Zeiten wurden die Zellen geerntet und
Proteinrohextrakte fiur die Western-Blot-
Analyse hergestellt.

- Hxt7AC1C

Es konnte einerseits sein, dass die C-Termini der Hexosetransporter keinen
entscheidenden Einfluss auf die Proteinstabilitdt haben, sondern die
stabilisierenden Elemente des Hexosetransporters Hxt1 in anderen Regionen des
Proteins liegen. Andererseits ist es aber auch madglich, dass zwar die putativen
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Abbausignale im C-Terminus nicht mehr erkannt werden, jedoch durch die Fusion
des Hxt1-C-Terminus an das Hxt7-Protein das chimare Protein aufgrund einer
veranderten Faltung andere Sequenzen der Abbaumaschinerie zuganglich macht.

3.16.3 Deletion des C-Terminus von Hxt7

Fir mehrere Plasmamembranproteine konnte gezeigt werden, dass
Phosphorylierung und eine anschlieBende Ubiquitinierung entscheidende
Modifikationen fir die Einleitung der Endozytose sind (Marchal et al., 1998). So
konnte u. a. fir den a-Faktor-Transporter Ste6 (Kdlling und Hollenberg, 1994), die
Uracilpermease Fur4 (Galan et al., 1996), die Maltosepermease Mal61 (Medintz
et al.,, 1998) oder die Galaktosepermease Gal2 (Horak und Wolf, 1997) eine
direkte Ubiquitinierung der Proteine nachgewiesen werden. Bisher ist zwar noch
kein eindeutiges Ubiquitinierungs- und Endozytosemotiv identifiziert worden, es
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Ubiquitinierung an Lysinresten der
Plasma-membranproteine stattfindet (Hicke und Riezman, 1996). Die Auswahl der
ubiquitinierten Lysinreste ist wahrscheinlich redundant, d. h., wird die eigentliche
Zielsequenz z. B. durch eine Entfernung des Lysinrests modifiziert, findet die
Ubiquitinierungsreaktion offenbar an benachbarten Lysinresten statt (Beck et al.,
1999; Roth und Davis, 2000). Erst wenn alle in der Nahe liegenden Lysinreste
entfernt werden, ist eine deutliche Auswirkung auf die Proteinstabilitat zu
verzeichnen.

Der zytoplasmatische Teil des C-Terminus von Hxt7 enthalt insgesamt funf
Lysinreste, die auch bei dem Austausch des C-Terminus von Hxt7 gegen den von
Hxt1 in dem Hxt7AC1C-Konstrukt alle erhalten blieben (Abb. 25). Um eine
eventuelle Beteiligung dieser Lysinreste oder anderer mdglicher Sequenzmotive
im C-Terminus zu erfassen, wurde ein Hxt7-Protein konstruiert, das in den letzten
54 Aminosauren deletiert ist. Daflir wurden die Aminosauren 517 bis 570 des
Hxt7-Transporters gegen einen HA-Tag ausgetauscht (Abb. 27).

N| |-/~ [FMFFYVLLVVPETKGLTLEEVNTMWEEGVLPWKSASWVPPSRRGANYDAEEMTHDDKPLYKRMFSTK|C  Hxt7
N] |-/~ [EMERYVIoR} 217 570.c  Hxt7ACSIT-570-HA
HA-Tag

Abb. 27: Schematische Darstellung der Deletion des C-Terminus von Hxt7. Die Aminosauren
517 bis 570 von Hxt7 wurden deletiert und gegen einen HA-Tag ausgetauscht.

FUr eine Untersuchung der Stabilitat dieser C-terminalen Deletionsmutante von
Hxt7 wurde das nach der unter 2.14.3 beschriebenen Methode konstruierte
Plasmid YCpHXT7AC®""®"°_HA in den Stamm RE301 (4Ahxt3 Ahxt6 Ahxt7)
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transformiert. Nach Uberflihrung der Zellen in Stickstoffhrungermedium mit 5%
Glukose ist nach 6-stiindiger Inkubation das modifizierte Protein Hxt7AC®"0-HA
noch in der Western-Blot-Analyse detektierbar, wahrend das Wildtypprotein
deutlich schneller abgebaut wird (Abb. 28). Somit ist das C-terminal trunkierte
Protein stabiler als das Wildtypprotein.

Abb. 28: Proteinstabilitat von Hxt7 und
Hxt7AC*'"*°.HA. Der Stamm RE301/
YCpHXT7a und RE301/YCpHXT7AC®'"°°-

HA wurde in YNB +N ura” mit 3% Raffinose
b Hxt7 angezogen. Die Zellen wurden gewaschen

und in YNB -N mit 5% Glukose uberfuhrt. Zu
den angegebenen Zeiten wurden die Zellen

geerntet und Proteinrohextrakte fir die
, HXt7ACST7-70-HA Western-Blot-Analyse hergestellt. Der
Nachweis der Proteine erfolgte mit Hxt6/7-
spezifischen Antikérpern.

Allerdings kann das mutierte Transportprotein den Wachstumsdefekt des
Stammes EBY.VW4000 (hxt) auf Glukose nicht komplementieren (ohne Abb.),
d. h. der Transporter wird nicht funktionell exprimiert. So kdnnte es sein, dass der
C-Terminus von Hxt7 entweder fur die Aktivitdt oder fur die Lokalisierung des
Transporters wichtig ist. Moglicherweise reguliert der C-Terminus tatsachlich die
Internalisierung und den Abbau des Hexosetransporters ausschlaggebend.
Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass das Protein aufgrund einer Miss-
lokalisierung in der Western-Blot-Analyse stabil erscheint. Da das Hxt7AC®"°70.
HA-Protein jedoch nicht funktionell exprimiert werden konnte, ist es fur eine
Steigerung der Zuckertransportkapazitat unter Hungerbedingungen nicht nutzbar.

3.16.4 Austausch des Serinrestes 259 von Hxt7

Neben der Ubiquitinierung scheint auch die Phosphorylierung von Plasma-
membranproteinen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Proteinstabilitat zu
spielen. Wabhrscheinlich leitet eine Phosphorylierung, zumindest bei einigen
Proteinen, eine Ubiquitinierung des Proteins ein (Marchal et al., 1998). Der
Serinrest 259 von Hxt7 in dem Aminosauremotiv PES stellt eine mogliche
Proteinkinase C-Phosphorylierungsstelle in der zytoplasmatischen Region
zwischen Transmembranhelix VI und VII dar. Dieser Serinrest ist sowohl in
prokaryontischen (z. B. XylE und AraE von E. coli) als auch eukaryontischen (z. B.
Mal61, Agt1, Snf3 und K. lactis Lac12) Zuckertransportern sehr stark konserviert.
Brondijk et al. (1998) konnten zeigen, dass durch den Austausch des
entsprechenden  Serinrests gegen Alanin in der PES-Sequenz des
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Maltosetransporters (Mal618295A), das Protein einer deutlich geringeren
Inaktivierung unterlag.

Die Bedeutung des konservierten Serinrests der PES-Sequenz fur die Stabilitat
von Hxt7 wurde durch einen Aminosaureaustausch mittels gerichteter PCR-
Mutagenese analysiert. Der Serinrest 259 von Hxt7 wurde durch Verwendung
eines mutagenen Primers gegen die Aminosaure Alanin ausgetauscht (Abb. 29).
Das so konstruierte Plasmid YCpHXT78259A (siehe 2.16) wurde in den Stamm
EBY.VW4000 (hxt) transformiert und durch eine Komplementation des
Wachstumsdefektes des hxt-Stammes auf Glukosemedium wurde die
Funktionalitat des mutierten Proteins nachgewiesen.

1 570
| | | | | ]
N [ |C Hxt7s250A
P E S,
CCA GAG
CCA GAG GCG
P E A,

Abb. 29: Schematische Darstellung des Austausches von Serin®® gegen Alanin des
Hexosetransporters Hxt7. Hervorgehoben ist das stark konservierte PES-Motiv. Diese putative
Phosphorylierungsstelle des Hxt7-Proteins kdnnte an der Inaktivierung des Hexosetransporters
beteiligt sein.

Die Untersuchung der Proteinstabilitat des mutierten Transporters erfolgte in dem
Stamm RE301 (Ahxt3 Ahxt6 Ahxt7). Die Western-Blot-Analyse zeigte jedoch, dass
das modifizierte Hxt7%°**-Protein mit einer dhnlichen Halbwertszeit abgebaut wird
wie das Hxt7-Wildtypprotein (Abb. 30). Im Gegensatz zu der Bedeutung des
Serinrestes des PES-Motivs des Maltosetransporters Mal61, hat die Modifikation
der putativen Proteinkinase C-Phosphorylierungsstelle des Hxt7-Proteins folglich
keine Auswirkung auf den Abbau des Hexosetransporters. Somit wird die Stabilitat
von Hxt7 und der Maltosepermease durch unterschiedliche Signale reguliert.

Stunden Abb. 30: Proteinstabilitit von Hxt7 und
0 15 3 45 6 Hxt7°*°". Der Stamm RE301/YCpHXT7a
S : und RE301/YCpHXT7%%% wurde in YNB +N

. & Hxt7 ura’ mit 3% Raffinose angezogen. Die Zellen
wurden gewaschen und in YNB -N mit 5%
Glukose Uberfihrt. Zu den angegebenen
Zeiten wurden die Zellen geerntet und
Proteinrohextrakte fur die Western-Blot-
Analyse hergestellt.

H Xt78259A
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3.16.5 Deletion des N-Terminus von Hxt7

Neben dem C-Terminus kann auch der N-Terminus von Plasmamembran-
proteinen fur deren Stabilitat eine wichtige Rolle spielen. So befindet sich im N-
Terminus der Uracilpermease Fur4 ein aus 20 Aminosauren bestehendes Motiv,
das fur einen schnellen Abbau der Permease essentiell ist (Marchal et al., 1998).
Dieses Motiv enthalt u. a. funf wichtige Serinreste, die vermutlich als Phospho-
akzeptoren dienen, zum anderen aber auch zwei wichtige Lysinreste. Diese
Region ahnelt den sogenannten PEST-Sequenzen, die sich durch die hohe
Anzahl an Prolin-, Glutamat-, Serin- und Threoninresten auszeichnen. Auch die
Stabilitat des Tryptophantransporters Tat2 wird durch die 31 N-terminalen
Aminosauren mit finf kritischen Lysinresten entscheidend beeinflusst (Beck et al.,
1999). So fuhrte einerseits eine Deletion aller 31 Aminosauren oder andererseits
ein Austausch aller finf Lysinreste zu einem stabilisierten Tat2-Protein. Aufgrund
dieser Beobachtungen wurde in Analogie auch der Einfluss des zytoplasmatisch
lokalisierten N-Terminus von Hxt7 auf die Proteinstabilitat untersucht, indem die
Aminosauren 2-56 des Transporters deletiet und gegen einen HA-Tag
ausgetauscht wurden (Abb. 31). Die Konstruktion des Plasmids YCpHXT7AN%®-
HA erfolgte nach der unter 2.14.4 beschriebenen Methode.

N [MSQDAAIAEQTPVEHLSAVDSASHSVLSTPSNKAERDEIKAY GEGEEHEPVVEIPKRPASAYVTVSIM} -/ - |c  Hxt7
2 56 Hxt7 AN2-56-HA
N [M] RPASAYVIVSIM} -7/~ -1 |c  Hxt7Al
HA-Tag

Abb. 31: Schematische Darstellung der Deletion des N-Terminus von Hxt7. Die Aminosauren
2 bis 56 von Hxt7 wurden deletiert und gegen einen HA-Tag ausgetauscht.

Die Untersuchung der Proteinstabilitat von Hxt7AN**°-HA erfolgte in dem Stamm

RE301 (Ahxt3 Ahxt6 Ahxt7). In einer Western-Blot-Analyse mit HA-spezifischen
Antikdrpern zeigte sich, dass das modifizierte Protein tatsachlich einer
Stabilisierung unter Hungerbedingungen unterliegt (Abb. 32). Nach 6-stundiger
Inkubation in Stickstoffhrungermedium mit 5% Glukose konnte nahezu kein Abbau
von Hxt7AN“®®-HA verzeichnet werden.

Im Gegensatz zu der C-terminalen Deletionsmutante von Hxt7 konnte das Protein
Hxt7AN?*°-HA auch den Wachstumsdefekt des Stammes EBY.VW4000 (hxt) auf
Glukose komplementieren und ist somit in einer aktiven Form in der
Plasmamembran lokalisiert (ohne Abb.). Folglich ist der N-Terminus von Hxt7 flr
einen schnellen Abbau des Proteins unter Inaktivierungsbedingungen essentiell.
Die drei im N-Terminus lokalisierten Lysinreste oder die auch die sieben
Serinreste kdnnten flr die Proteinstabilitat von Bedeutung sein.
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Abb. 32: Proteinstabilitat von Hxt7 und

Hxt7AN***-HA. Die Stamme RE301/

Stunden YCpHXT7a und RE301/YCpHXT7AN**°-HA
0O 3 6 wurden in YNB +N ura” mit 3% Raffinose

angezogen. Die Zellen wurden gewaschen
. Hxt7 und in YNB -N mit 5% Glukose Uberfiihrt. Zu

den angegebenen Zeiten wurden die Zellen
geerntet und Proteinrohextrakte fir die

Western-Blot-Analyse hergestellt. Der
- Hxt7 AN2-%6-HA Nachweis des Wildtypproteins erfolgte mit
Hxt6/7-spezifischen Antikérpern, der

Nachweis von Hxt7AN***-HA erfolgte mit HA-
spezifischen Antikérpern.

Aufgrund der Stabilitat erschien die Verwendung dieses Proteinkonstrukt sehr
vielversprechend in Bezug auf eine mdgliche Erhohung der Glukosetransportrate
unter Hungerbedingungen. Allerdings musste zunachst untersucht werden, ob das
Protein Hxt7AN**°-HA auch unter Hungerbedingungen funktionsfahig ist.

3.17 Glukoseaufnahme des Hxt7AN**°-HA-Einzelexpressionsstamms
unter Hungerbedingungen

Die in der Western-Blot-Analyse beobachtete Stabilisierung des modifizierten
Hexosetransporters Hxt7 ANZ°-HA gibt keine Auskunft Uber die Lokalisierung des
Proteins unter Hungerbedingungen. Der modifizierte Transporter kdnnte ebenso
wie das Wildtypprotein endozytiert werden, dann jedoch in internalisierten
Strukturen stabil erhalten bleiben. Die Funktionalitit des Hxt7AN*“°-HA-Proteins
nach Inaktivierung wurde im Vergleich zu dem Hxt7-Wildtypprotein in dem Stamm
EBY.VW4000 (hxt) mittels Glukoseaufnahmemessungen analysiert. Ein Stamm,
der das stabilere Hxt7AN?*°-HA-Konstrukt exprimiert, sollte sich im Vergleich zu
einem Stamm mit dem endogenen, instabileren Hxt7-Transporter unter
Inaktivierungsbedingungen durch eine hohere Glukoseaufnahme auszeichnen.
Diese hohere Glukoseaufnahme wird allerdings nur erzielt, wenn das Protein
funktionell in der Plasmamembran bleibt.

Erwartungsgemaf ist die Glukoseaufnahmeaktivitat von
EBY.VW4000/YCpHXT7a nach 6-stundiger Inkubation in Stickstoffhungermedium
mit 5% Glukose durch den raschen Abbau des Wildtypproteins deutlich niedriger
als vor der Inaktivierung (Abb. 33). Der Vnax sinkt um fast 83% von 117 nmol min™’
mg'1 TG auf 20 nmol min’ mg'1 TG. Die Transportaktivitat von

EBY.VW4000/Hxt7AN?°-HA erreicht bereits vor der Inaktivierung nicht die
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Aufnahmerate von EBY.VW4000/ YCpHXT7a. So betragt der Vimax der Hxt7AN?°-
HA-vermittelten Glukoseaufnahme nur 76 nmol min™ mg'1 TG. Nach Inaktivierung
ist die Glukosetransportrate von EBY.VW4000/YCpHXT7AN?*°*-HA jedoch noch
deutlich héher als die Wildtypprotein-vermittelte Glukoseaufnahme. Der Vpax wird
durch die Inkubation der Zellen unter Inaktivierungsbedingungen nur um ungefahr
47% gesenkt, von 76 nmol min™’ mg'1 TG auf 40 nmol min” mg'1 TG.
Infolgedessen ist die Hxt7 AN**°-HA-vermittelte Glukoseaufnahmeaktivitat nach 6-
stindiger Inaktivierung etwa doppelt so hoch wie die Hxt7-Wildtypprotein-
vermittelte Aufnahme nach Inaktivierung.

120 KM \_/max
(mM) (nmol min-' mg-' TG)
. Hxt7  +N 0.9 117
80 Hxt7 -N 1,7 20
Hxt7AN +N 1,1 76
60 Hxt7AN  -N 1,1 40

40

V (nmol min"' mg™' TG)

o

0 20 40 60 80 100 120 140

V/S (nmol min' mg! TG/mM)

Abb. 33: Eadie-Hofstee Plots der Glukoseaufnahme eines HXT7- und HXT7AN*“°-HA-
Einzelexpressonsstamms vor und nach Inaktivierung. Die Stamme EBY.VW4000/YCpHXT7a
(blau) und EBY.VW4000/YCpHXT7AN2'56-HA (rot) wurden in YNB +N ura” mit 3% Raffinose bis zur
exponentiellen Wachstumsphase angezogen, gewaschen und fir 6 h in YNB -N mit 5% Glukose
inkubiert. Aufnahmemessung vor Inaktivierung (s, +N) bzw. nach Inaktivierung (s, -N)

Somit wurde ein wesentliches, primares Ziel des EU-Projektes erreicht. Es konnte
ein Hexosetransporter konstruiert werden, der unter Stickstoffhungerbedingungen
in Anwesenheit einer im Uberfluss vorliegenden Kohlenstoffquelle stabilisiert ist
und unter diesen Bedingungen einen deutlich hoheren Glukosetransport
aufrechterhalt. Nun galt es zu untersuchen, ob durch die gesteigerte Glukose-
aufnahme auch die Fermentationsrate der Hefe unter Hungerbedingungen erhoht
werden konnte.
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3.18 Fermentationskapazitit des Hxt7AN**°-HA-Einzelexpressions-
stamms unter Hungerbedingungen

3.18.1 Ethanolproduktion des Hxt7AN**°-HA-Einzelexpressionsstamms

Eine unter industriellen Fermentationsbedingungen eingeschrankte Fermen-
tationskapazitat hat eine geringe Produktivitat zur Folge. Da die Glukoseaufnahme
als der limitierende Schritt der Fermentationsrate gilt (Becker und Betz, 1972),
sollte ein erhdhter Glukosetransport unter Hungerbedingungen in einer erhdhten
Fermentationsrate resultieren. Deshalb wurde mit dem stabilisierten, transport-
aktiven Hxt7AN?°®-HA-Konstrukt die Fermentationsrate unter Hungerbedingungen
ermittelt. Dafur wurde die Ethanolbildung der Stamme EBY.VW4000/YCpHXT7a
und EBY.VW4000/YCpHXT7AN**°-HA in 1% Glukose-haltigem Medium vor und
nach einer 6-stiindiger Uberfiihrung der Zellen in Stickstoffhungermedium mit 5%
Glukose gemessen.

Ethanolproduktionsraten
(,single-copy*)

.OE) (mmol EtOH/g Protein * h)
o Hxt7 +N 96

g Hxt7  -N 39

T Hxt7AN +N 28

Q Hxt7AN -N 22

L

S

£

£

0 10 20 30 40 5 6 70 8 9 100
Zeit (min)

Abb. 34: Ethanolproduktion des HXT7- und HXT7AN**°-HA-Einzelexpressionsstamms
(,,single-copy*) vor und nach Inaktivierung. EBY.VW4000/YCpHXT7a (blau) und EBY.VW4000/
YCpHXT7AN2'56-HA (rot) wurden in YNB +N ura” mit 3% Raffinose bis zur exponentiellen
Wachstumsphase angezogen, gewaschen und ein Teil der Zellen in YNB +N ura” mit 1% Glukose
Uberfuhrt. Der andere Teil der Zellen wurde fir 6 h in YNB -N mit 5% Glukose inkubiert, gewaschen
und dann ebenfalls in YNB +N ura” mit 1% Glukose Uberfuhrt. Alle 10 min wurde eine Probe
genommen, die Ethanolkonzentration bestimmt und eine Proteinbestimmung durchgefihrt.
Ethanolproduktion vor Inaktivierung (s, +N) bzw. nach Inaktivierung (s, -N)

Abb. 34 zeigt, dass die Hxt7-vermittelte Fermentationsrate nach der Inaktivierung
in Relation zwar sehr viel starker reduziert wird als die des modifizierten
th7AN2'56-HA-Transporters, jedoch ist die absolute Ethanolproduktionsrate von
EBY.VW4000/YCpHXT7AN?*®-HA bereits vor Inaktivierung auBerst gering. So
wird bei Expression des modifizierten Transporters vor Inaktivierung (28 mmol
EtOH/g Protein * h) nur ca. 1/3 der Ethanolproduktionsrate von EBY.VW4000/
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YCpHXT7a erreicht (96 mmol EtOH/g Protein * h). Damit ist die Fermentations-
kapazitat von EBY.VW4000/YCpHXT7AN?*°*-HA schon vor Inaktivierung geringer
als die Ethanolproduktion von EBY.VW4000/YCpHXT7a nach Inaktivierung (39
mmol EtOH/g Protein * h). Demzufolge fuhrte die Verwendung des Hxt7 AN**°-HA-
Konstruktes, trotz der unter Hungerbedingungen erreichten héheren Glukose-
aufnahme, nicht zu der erhofften hoheren Ethanolausbeute.

Tab. 7: Vergleich der Fermentationsrate und Glukoseaufnahmeaktivitat des HXT7- und

HXT7AN?*°-HA-Einzelexpressionsstamms (,,single-copy“) vor (+N) und nach 6-stiindiger

Inaktivierung (-N).

Ethanolproduktionsraten  Glukoseaufnahmeaktivitat

(mmol EtOH/g Protein * h) (nmol min-' mg' TG)
Hxt7  +N 96 (100%) 117 (100%)
Hxt7  -N 39 (41%) 20 (17%)
Hxt7AN +N 28 (29%) 76 (65%)
Hxt7AN -N 22 (23%) 40 (34%)

Die Ethanolproduktionsraten und die Glukoseaufnahmeaktivitat des HXT7- und
des HXT7AN**°-HA-Einzelexpressionsstamms (3.17) korrelieren tiberraschender-
weise nicht miteinander (Tab. 7). So nimmt die Ethanolbildung von EBY.V\W4000/
YCpHXT7a nach Inaktivierung nicht in dem Mal3e ab wie man es im Vergleich zur
Reduktion der Glukoseaufnahmeaktivitat erwarten wirde. Die Ethanolproduktions-
rate wird von 96 auf 39 mmol EtOH/g Protein * h nur um 59% reduziert, wahrend
die Glukoseaufnahmeaktivitdt von 117 auf 20 nmol Glukose min” mg'1 TG
abnimmt, und somit einer 83%igen Reduktion unterliegt. Auch die bereits vor
Inaktivierung um 71% geringere Ethanolproduktionsrate von EBY.VW4000/
YCpHXT7AN?*®-HA im Vergleich zu der von EBY.VW4000/YCpHXT7a (96 und 28
mmol EtOH/g Protein * h) steht nicht im Einklang mit der nur 35% geringeren

Glukoseaufnahmeaktivitat (117 und 76 nmol min™ * mg™' TG).

3.18.2 Ethanolproduktion des HXT7AN2'56-HA-Einzelexpressionsstamms bei
Uberexpression von HXT7AN**°-HA

Hefezellen, die den modifizierten Hexosetransporter Hxt7AN?6-HA exprimieren,

weisen eine sehr geringe Fermentationskapazitat auf (Abb. 34). Das angestrebte
Ziel durch einen stabilisierten Hexosetransporter eine hohere Fermentationsrate
unter Hungerbedingungen zu erzielen, konnte somit nicht erreicht werden. Um zu
untersuchen, ob es moglich ist, die geringe Fermentationskapazitat durch
Uberexpression des modifizierten th7AN2'56-HA-Transporters zu steigern, wurde
das HXT7AN***-HA-Konstrukt und zum Vergleich das entsprechende HXT7-Gen
auf ein ,multi-copy“-Plasmid kloniert (2.14.4). Wiederum wurde die Ethanol-
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produktion der Stamme  EBY.VW4000/YEpHxt7 und EBY.VW4000/
YEpHXT7AN?*°-HA wie unter 3.18.1 beschrieben bestimmt.

Abb. 35 demonstriert, dass die Fermentationskapazitaten der Stamme
EBY.VWA4000/YEpHxt7 und EBY.VW4000/YEpHXT7AN**-HA sowohl vor als
auch nach Inaktivierung im Vergleich zu der ,single-copy“-Expression (Abb. 34)
erhoht sind. Jedoch konnte die Fermentationsleistung von EBY.VW4000/
YEpHXT?AN2'56-HA nicht ausschlaggebend gesteigert werden. Die Fermen-
tationsrate des th7AN2'56-HA-exprimierenden Stamms nach Inaktivierung (34
mmol EtOH/g Protein * h) lbertrifft bei Uberexpression nicht das Fermentations-
niveau von EBY.VW4000/YCpHXT7a nach Inaktivierung (39 mmol EtOH/g Protein
* h) (Abb. 34). Somit konnte auch durch die Uberexpression des stabilisierten
Hexosetransporters Hxt7AN?*°-HA unter Hungerbedingungen keine hdhere
Fermentationsrate erzielt werden als mit dem Hxt7-Wildtypprotein.

180

c 160 - A Ethanolproduktionsraten
Q@ I (,multi-copy*)
o 140 [ (mmol EtOH/g Protein * h)
S 2 Ht7  +N 116
I 100 Hxt7  -N 51
S e s HX7AN +N 49
S 60 Hxt7AN -N 34
E 4wl
= H i
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Abb. 35: Ethanolproduktion des HXT7- und HXT7AN2'56-HA-Einzelexpressionsstamms
(,,multi-copy“) vor und nach Inaktivierung. EBY.VW4000/YEpHxt7a (blau) und EBY.VW4000/
YEpHxt7AN®-HA (rot) wurden in YNB ura™ mit 3% Raffinose bis zur exponentiellen
Wachstumsphase angezogen, gewaschen und ein Teil der Zellen in YNB +N ura” mit 1% Glukose
uberfuhrt. Der andere Teil der Zellen wurde fir 6 h in YNB -N mit 5% Glukose inkubiert, gewaschen
und dann ebenfalls in YNB +N ura” mit 1% Glukose Uberfuhrt. Alle 10 min wurde eine Probe
genommen, die Ethanolkonzentration bestimmt und eine Proteinbestimmung durchgefihrt.
Ethanolproduktion vor Inaktivierung (+N, s) bzw. nach Inaktivierung (-N, 2)

Ein Vergleich der Ethanolproduktionsraten der Hefestamme bei ,single-copy“- und
,multi-copy“-Expression der Hexosetransporter zeigt, dass eine hohere
Expression in einer insgesamt hoheren Fermentationsrate resultiert (3.18.1,
3.18.2). Diese Beobachtungen sprechen daflir, dass der Glukosetransport der
limitierende Schritt der Fermentation ist. Jedoch bedingt eine hohere
Glukoseaufnahme nicht eine entsprechend hohere Fermentationskapazitat der
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Hefe. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu der Hypothese, dass der
Glukosetransport begrenzend wirkt. In der Tat konnte die Hypothese bisher noch
nicht eindeutig bewiesen werden. So postulierten Bisson et al. (1993), dass eine
geringe zytoplasmatische Glukose-konzentration nicht zwangslaufig eine
Limitierung des Transports bedeuten muss, sondern auch durch eine stringente
Koordination zwischen Glukoseaufnahme und Glukoseverbrauch hervorgerufen
werden kann. So konnte der Glukosetransport so reguliert sein, dass nur die
Glukosemenge in die Zelle aufgenommen wird, die auch direkt verbraucht wird.

Allerdings lassen sich die beobachteten Ergebnisse der Glukoseaufnahme-
messung und der Ethanolproduktion nicht allein dadurch interpretieren, dass der
Glukosetransport limitierend oder auch nicht limitierend wirkt. Die Fermentation
scheint ferner einer Regulation zu unterliegen, an der der N-Terminus des
Hexosetransporters Hxt7 beteiligt ist: die relativ hohen Glukosetransportraten des
Stamms EBY.VW4000/YCpHXT7AN?*°-HA resultierten in vergleichsweise nur
geringen Ethanolproduktionsraten. Diese Diskrepanz deutet moglicherweise
darauf hin, dass der N-Terminus von Hxt7 eine aktivierende Funktion auf die
Fermentation ausuben kann.

3.19 Glukoseverbrauch des HXT7AN?**°-HA-Einzelexpressionsstamms
unter Hungerbedingungen

Um die Ursache fur die fehlende Korrelation zwischen Glukoseaufnahme und
Ethanolproduktion zu klaren, wurde zusatzlich zu der ,zero trans*“Glukose-
aufnahme auch die Glukoseverbrauchsrate unter Wachstumsbedingungen von
EBY.VW4000/YCpHXT7a und EBY.VW4000/YCpHXT7AN**°-HA vor und nach
Inaktivierung gemessen.

In Abb. 36 ist deutlich zu erkennen, dass sich die Ergebnisse der Messung der
Glukoseverbrauchsrate deutlich von den Ergebnissen der Glukoseaufnahme-
messung (Abb. 33) unterscheiden. Die Glukoseverbrauchsrate von EBY.VW4000/
YCpHXT7a ist nach Inaktivierung nur um etwa die Halfte reduziert (von 404 auf
246 mmol Glukose/g Protein * h), wahrend bei der Messung der Glukose-
aufnahme eine Reduktion um mehr als 80% gemessen wurde (von 117 auf 19
nmol min™ mg'1 TG) (3.17). Diese relativ geringe Reduktion der Glukose-
verbrauchsrate von EBY.VW4000/YCpHXT7a nach Inaktivierung war nicht zu
erwarten, da nicht nur die gemessene Glukoseaufnahmeaktivitat gering war,
sondern auch in der Western-Blot-Analyse nach 6-stlindiger Inaktivierung das
Wildtypprotein vollstandig abgebaut war (3.16.5).
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Abb. 36: Glukoseverbrauch eines HXT7- und HXT7AN***-HA-Einzelexpressionsstamms vor

und nach Inaktivierung. EBY.VW4000/YCpHXT7a (blau) und EBY.VW4OOO/YCpHXT7AN2'56—HA
(rot) wurden in YNB +N ura” mit 3% Raffinose bis zur exponentiellen Wachstumsphase angezogen,
gewaschen und ein Teil der Zellen in YNB +N ura” mit 1% Glukose uberfuhrt. Der andere Teil der
Zellen wurde fir 6 h in YNB -N mit 5% Glukose inkubiert, gewaschen und dann ebenfalls in YNB
+N ura® mit 1% Glukose (Uberfihrt. Alle 10 min wurde eine Probe genommen, die
Glukosekonzentration bestimmt und eine Proteinbestimmung durchgefiihrt. Glukoseverbrauch vor
Inaktivierung (s, +N) bzw. nach Inaktivierung (=, -N)

Es ist schwierig diese offensichtlichen Widerspriche zwischen Glukoseaufnahme
und Glukoseverbrauch zu erklaren. Da sich die Ergebnisse reproduzieren lielden,
sind die Diskrepanzen wahrscheinlich auf die unterschiedlichen Messmethoden
zuruckzufuhren. Der Glukoseverbrauch und auch die Ethanolproduktion wird
mittels in vivo-Messmethoden ermittelt, wahrend die Messung der Glukose-
aufnahme in vitro durchgefihrt wird. Einerseits ware es moglich, dass das
Wildtypprotein unter den in vitro-Bedingungen einem verstarkten Abbau unterliegt,
wahrend das modifizierte Hxt7AN**°-HA-Protein gegen diese zusatzliche
Inaktivierung resistent ist. Andererseits konnte der N-Terminus von Hxt7 eine
regulatorische Funktion besitzen. Vorstellbar ist z. B. eine Wechselwirkung des N-
Terminus von Hxt7 mit einer Komponente der Glykolyse, die durch eine
,Feedback“-Regulation den Glukosetransport und die Ethanolbildung kontrolliert.
Ferner ist es auch denkbar, dass die aufgenommene freie intrazellulare Glukose
fur eine umgehende Hemmung der Hexosetransporter verantwortlich ist. Solche
metabolischen Wechselwirkungen kénnen naturgemaly nur unter den in vivo-
Bedingungen bei der Messung des Glukoseverbrauchs und der Ethanol-
produktion, jedoch nicht bei der ,zero trans“-Glukoseaufnahmemessung wahr-
genommen werden.
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Uberdies ist es moglich, dass nicht nur der Hexosetransporter Hxt7, sondern
zusatzlich ein bisher noch unbekannter Glukosetransporter eine Zuckeraufnahme
in den hxt-Stamm vermitteln kann. Dafur spricht v. a., dass trotz des vollstandigen
Abbaus des Hxt7-Wildtypproteins nach einer 6-stliindigen Inaktivierung noch ein
bemerkenswerter Glukoseverbrauch stattfindet (3.16.5, 3.19). Moglicherweise ist
dieser Glukoseverbrauch auf einen weiteren Glukosetransporter zurickzufihren,
der in dem hxt-Stamm unter bestimmten Bedingungen induziert werden kann.
Kurzlich wurde tatsachlich die Existenz eines weiteren Glukosetransporters in der
Hefe S. cerevisiae gezeigt, der nicht zur Hexosetransport-Familie gehdrt (siehe
3.20) (Wieczorke et al., 1999). Mdglicherweise vermittelt dieser Transporter in
dem hxt-Stamm unter den gegebenen Bedingungen den Glukoseverbrauch und
konnte ferner dementsprechend ebenfalls einer Regulation durch den Glukose-
metabolismus unterliegen.

3.20 Existenz eines noch unbekannten Glukosetransporters in
S. cerevisiae

Tatsachlich scheint in der Hefe S. cerevisiae neben den bekannten Hexose-
transportern noch mindestens ein weiterer, bisher noch unbekannter,
Glukosetransporter zu existieren. Die Hexosetransporter-Familie von S. cerevisiae
umfasst 20 Proteine inklusive zweier Glukosesensoren (HXT1-17, GAL2, SNF3,
RGT2) (Kruckeberg, 1996, Boles und Hollenberg, 1997). Die Deletion der Gene
HXT1 bis HXT17 und GAL2 resultierte in einem Stamm (hxt), der nicht mehr auf
Hexosen als einziger Kohlenstoffquelle wachsen konnte (Wieczorke et al., 1999).
Eine zusatzliche Deletion der Glukosesensoren SNF3 und RGT2 erfolgte nach der
unter 2.13 beschriebenen Methode mit den Primerpaaren s1-LSNF3/s2-SNF3 und
s1-LRGT2/s2-RGT2. Die so konstruierten Stamme SKY7 und SKY8 wurden mit
den Oligonukleotidpaaren a1/a4-SNF3 und a1/a4-RGT2 Uberpruft.

Uberraschenderweise hatte die Deletion des hoch-affinen Glukosesensors SNF3
eine Aufhebung des Wachstumsdefekt auf Glukose zur Folge (Abb. 37)
(Wieczorke et al., 1999). Die Deletion des niedrig-affinen Glukosesensors RGT2
zeigte keinen Effekt bezlglich des Wachstums des hxt-Stamms auf Glukose
(Abb. 37). Snf3 scheint also direkt oder indirekt eine reprimierende Funktion auf
ein zusatzliches, Glukose-transportierendes Protein auszuliben. So wird z. B. der
zur Zuckerpermease-Familie gehérende Transporter StiI1 durch die Deletion von
SNF3 dereprimiert (Wieczorke et al., 1999). Jedoch konnte das Wachstum des
hxt Asnf3-Stamms auf Glukose weder durch die Deletion von STL7 und noch
durch die Deletion der ebenfalls Glukose-transportierenden Maltosepermease-
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Homologen AGT1, YDL247 (MPH2) und YJR160 (MPH3) verhindert werden (Abb.
37) (Wieczorke et al., 1999). Durch die Deletion von insgesamt 22 Genen konnte
ein Stamm konstruiert werden (EBY.VW4000), der weder auf Glukosemedium
wachsen konnte, noch einen nachweisbaren Glukoseverbrauch, noch eine
detektierbare Glukoseaufnahme aufwies (Wieczorke et al., 1999). Trotzdem kann
dieser Stamm durch eine zusatzliche Deletion von SNF3 die Fahigkeit auf
Glukose zu wachsen, zuriickgewinnen.

3.20.1 Re-Integration des HXT7-Promotors in den hxt-Stamm

Nicht nur die Deletion von SNF3 in dem Stamm EBY.VW4000 (hxt) flUhrte zu
einer Aufhebung des Wachstumsdefektes auf Glukose, sondern auch eine Re-
Integration eines HXT7-Promotorfragmentes(_392 ®s *1) an seinen ursprunglichen
Lokus auf Chromosom IV (Abb. 37). Die Konstruktion der Stamme SKY11k (hxt
Ahxt367::.pkHXT7) und SKY12k (hxt Ahxt10::pkHXT7) erfolgte nach der unter
2.15.1 beschriebenen Methode.

hxt Asnf3

hxt Argt2 hxt Asnf3 Argt2

hxt hxt
Ahxt367::| Ahxt10::
PKHXT7 PKHXT7

Abb. 37: Wachstumsphinotyp des hxt-Stamms nach Re-Integration des HXT7-
Promotorfragments in seine Ursprungsregion auf Chromosom IV und in die ehemalige
Region von HXT10 auf Chromosom VI. Die Stamme EBY.VW4000 (Ahxt1-17 Agal2 Astl1 Aagt1
Amph2 Amph3; kurz: hxt), EBY.VWS5000 (hxt Asnf3 Argt2 ), SKY12k (hxt Ahxt10::pkHXT7),
SKY11k (hxt Ahxt367::pkHXT7), SKY8 (hxt Argt2) und SKY7 (hxt Asnf3) wurden auf YEP mit 2%
Glukose ausgestrichen und fiir 2 Tage bei 30°C inkubiert.

Abb. 37 zeigt, dass allein die Re-Integration des HXT7-Promotorfragments an
seinen ursprunglichen Lokus auf Chromosom IV dem hxt-Stamm wieder die
Fahigkeit verleiht Glukose aufzunehmen. Die Integration des gleichen HXT7-
Promotorfragments in die Ursprungsregion von HXT10 auf Chromosom VI kann
den Wachstumsdefekt des Stammes EBY.VW4000 auf Glukose nicht aufheben.
Ferner verursachte die Anwesenheit des HXT7-Promotorfragments auf einem
,Single-copy“- oder einem ,multi-copy“-Plasmid kein Wachstum des hxt-Stammes
auf Glukose (personliche Mitteilung E. Boles). Da nur die Integration des HXT7-
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Promotors an seinen urspringlichen Lokus den Wachstumsdefekt des Stammes
EBY.VW4000 aufhebt, liegt es nahe zu vermuten, dass der HXT7-Promotor ein in
der Nahe gelegenes Protein aktiviert. Jedoch ist kein Transporter-ahnliches
Protein in der Nahe der ehemaligen HXT3-6-7-Region lokalisiert. Eine andere
Madglichkeit ist, dass die Integration des HXT7-Promotorfragments einen Einfluss
auf die Chromatinstruktur des Chromosoms |V ausubt, so dass die Transkription
eines entfernter liegenden Gens aktiviert wird. Auf dem gleichen Chromosom
liegen drei weitere Gene der Zuckerpermease-Familie: ITR1, ITR2 und YDR387.
Jedoch konnte durch eine Uberexpression dieser zu der Inositolpermease-Familie
gehorenden Proteine in dem Stamm EBY.VW4000 kein Wachstum auf Glukose
vermittelt werden (Wieczorke et al., 1999). Folglich sind die Transportproteine Itr1,
Itr2 und Ydr387 wahrscheinlich weder fur den Glukosetransport in dem Stamm
SKY11k (hxt Ahxt367::.pkHXT7) noch in dem Stamm EBY.VW5000 (hxt Asnf3)
verantwortlich.

3.21 Resistenz des hxt Asnf3-Stammes gegen 2-DOG

Hefezellen, die Glukose aufnehmen koénnen sind normalerweise sensitiv
gegenuber dem toxischen Glukoseanalogon 2-Deoxyglukose (2-DOG) (Biely et
al., 1972). Uberraschenderweise zeigt der Stamm SKY7 (hxt Asnf3) trotz seiner
Fahigkeit auf Glukosemedium zu wachsen, keine Sensitivitat gegenuber 2-DOG
(Abb. 38). Der Wildtypstamm (VW1A) und der HXT7-Einzelexpressionsstamm
(JBY02) kdnnen erwartungsgemaf aufgrund ihrer Fahigkeit zur Glukoseaufnahme
auf dem 2-DOG-haltigen Medium nicht wachsen. Auch der hxt-Stamm verhalt
sich wie erwartet resistent gegeniber 2-DOG.

Die Eigenschaft des hxt Asnf3 -Stamms auf Glukose zu wachsen ohne gegenlber
2-DOG sensitiv zu sein, kdonnte einerseits so erklart werden, dass der gesuchte
Transporter eine so spezifische Transportaktivitat fir Glukose aufweist, dass er
das Glukoseanalogon nicht transportieren kann. Andererseits handelt es vielleicht
sich bei dem gesuchten Transporter um einen Glukose-Exporter. Uber diesen
Exporter kdnnen zwar geringe Mengen Glukose aufgenommen werden, effizienter
wird jedoch Glukose aus der Zelle heraus transportiert. Diese Hypothese wird
auch durch die Beobachtung unterstitzt, dass die Resistenz gegen das Toxikum
mit steigender 2-DOG-Konzentration zunimmt (ohne Abb.).
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YEPD YEPM + 2-DOG

hxt hxt snf3A

hxt HXT7* WT

Abb. 38: Wachstumsphidnotyp eines hxt-, hxt Asnf3-, HXT7-Einzelexpressions- und
Wildtypstamms auf Glukosemedium und 2-DOG-haltigem Maltosemedium. Die Stamme
EBY.VW4000 (hxt), SKY7 (hxt Asnf3), JBY02 (hxt HXT7") und VW1A (WT) wurden auf YEP mit
2% Glukose und auf YEP mit 0,2% Maltose mit 5000 ppm 2-DOG ausgestrichen und fiir 2 Tage bei
30°C inkubiert.

3.22 Isolierung von ,,multi-copy“-Suppressoren, die den Wachstums-
defekt des hxt-Stamms auf Glukose komplementieren

Um den Transporter zu identifizieren, der das Wachstum des hxt Asnf3-Stammes
auf Glukose wieder ermoglicht, wurde der hxt-Stamm EBY.VW4000 mit ,multi-
copy“-Genbankplasmiden transformiert, die aus dem Stamm EBY.VW5000 (hxt
Asnf3) hergestellt wurden (2.3). Der Transformationsansatz wurde auf uracilfreiem
Maltosemedium ausplattiert und auf Vollmedium mit 2% Glukose replikaplattiert.
Nach 3-tagiger Inkubation bei 30°C wuchsen 20 Kolonien auf den Glukoseplatten.
Die Plasmide wurden isoliert, durch Restriktionsanalyse charakterisiert und wieder
in den Stamm EBY.VW4000 (hxt) retransformiert. Zur Identifikation der
Genbankplasmid-kodierten Gene wurden die 3‘- und 5'-terminalen Enden der
inserierten DNA-Fragmente mit den Oligonukleotiden RP und UP ansequenziert.
Durch eine Datenbanksuche (NCBI Blast search) wurden die erhaltenen
Sequenzen Chromosomenfragmenten zugeordnet. Die Ergebnisse des
Datenbankvergleichs sind in Tab. 8 zusammengefalit.
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Tab. 8: Identifikation der Genbankplasmid-kodierten Gene.

Plasmid klonierte DNA-Sequenz identifizierte ORFs

pUGT1 1x Chr. 1V: 1015362-1023786  (MTH1), YDR278c, YDR279w, RRP45, YDR281c,
YDR282c

pUGT?2 1x  Chr. IV: 1014155-1020831 MTH1, YDR278c, YDR279w,(RRP45)
pUGT3 1x Chr. IV: 1119666-1125939  (YDR325w), YDR326¢, YDR327w, (Skp1)
pUGT4 1x  Chr. VII: 98390-106705 (SIP2), SPT16, CHC1

pUGT5 3x Chr. XV: 413772-418347 (TOM®6), DBP5, STD1

pUGT6 3x Chr. XV: 414765-420999 DBP5, STD1, RAT1

pUGT7 1x  Chr. XV: 420647-420999 DBP5, STD1, RAT1

pUGTS8 1x Chr. XV: 420895ff. (RAT1), STD1 ff.

Die in Klammern geschriebenen ORFs sind nur unvollstdndig auf den klonierten DNA-Sequenzen
enthalten. Die fett geschriebenen Gene sind bekanntermaflen an der Regulation der HXT-
Expression beteiligt. pUGT8 wurde nur mit dem Primer RP sequenziert.

Tab. 9: Funktion der Genbankplasmid-klonierten Gene

Gen Beschreibung

CHC1 »Clathrin heavy chain®; beteiligt am Internalisierungsschritt der Endozytose
DBP5 RNA-Helikase

MTH1 (= HTR1), Repressor der HXT-Genexpression (s.u.)

RAT1 5'«3" Exoribonuklease, hat wahrscheinlich Effekt auf generelle Transkription
RRP45 rRNA-prozessierendes Protein, putative 3'« 5° Exonuklease, 1 TMD

SIP2 Bestandteil des Snf1-Komplexes (s.u.)

Skp1 Bestandteil des SCF™'-Komplexes (s.u.)

SPT16 genereller Transkriptionsfaktor

STD1 (=EMSN3), an der HXT-Genregulation beteiligt (s.u.)

YDR278c unbekannt, keine Ahnlichkeit zu anderen Proteinen, 1 TMD

YDR279w  unbekannt, keine Ahnlichkeit zu anderen Proteinen

YDR281c unbekannt, keine Ahnlichkeit zu anderen Proteinen, 1 TMD

YDR282c Ahnlichkeit zu anderen unbekannten Proteinen, 1TMD, Interaktion mit Msc1
YDR325w  unbekannt, keine Ahnlichkeit zu anderen Proteinen

YDR326¢ unbekannt, keine Ahnlichkeit zu anderen Proteinen, 1 TMD

YDR327w  fraglicher ORF

Die Genbankplasmide enthielten weder ein bekanntes Transportprotein, noch ein
bisher charakterisiertes Gen, dass von seiner Strukturvorhersage ein
Transportprotein kodieren konnte (Tab. 9). Da bereits alle 16 neben den HXT-
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Genen verbleibenden Transporter der Zuckerpermease-Familie durch Uber-
expression auf eine Komplementation des Wachstumsdefekts des hxt-Stammes
auf Glukose getestet wurden (Wieczorke et al., 1999), ist sicher, dass der
gesuchte Transporter strukturell nicht sehr nah mit den Hexosetransportern
verwandt ist. Jedoch durchspannen voraussichtlich alle bekannten Hexose-
transporter von Bakterien, Pflanzen und Saugern die Plasmamembran mit zwolf
Transmembrandomanen (Abb. 44). Den in dem ,Genbankscreen® identifizierten
Proteinen wird jedoch maximal eine Transmembrandomane vorausgesagt. Somit
ist eine Transportfunktion dieser Proteine so gut wie ausgeschlossen. Demzufolge
konnte der unbekannte Glukosetransporter mit dieser Methode nicht identifiziert
werden.

Allerdings konnten einige Gene ermittelt werden, die bei Expression in hoher
Kopienzahl den Wachstumsdefekt des hxt-Stamms auf Glukose komplemen-
tieren. Eine Analyse dieser ,multi-copy“-Suppressoren zeigte, dass offensichtlich
alle isolierten Genbankplasmide Gene tragen, die eine Funktion in der Regulation
der HXT-Genexpression ausuben (Tab. 8). Besonders haufig wurde STD1 (=
MSN3) kloniert. Std1 ist wahrscheinlich an der Weiterleitung des Glukosesignals
von der Plasmamembran zum Kern beteiligt (Schmidt et al., 1999). Schmidt et al.
(1999) konnten auch eine Wechselwirkung von Std1 mit den C-Termini von Rgt2
und Snf3 im ,Two-Hybrid“-System zeigen. Da eine Uberexpression von STD17 u. a.
zu einer partiellen Aufhebung der Glukoserepression fuhrt (Hubbard et al., 1994),
kann man mutmaRen, dass durch die Uberexpression von STD7 auch der
unbekannte Glukosetransporter dereprimiert wird. In einem maoglichen Funktions-
modell reprimiert Snf3 Std1, so dass letzteres die Expression des unbekannten
Glukosetransporters nicht aktivieren kann. Folglich wirde bei Deletion von SNF3
bzw. bei Uberexpression von STD1 dem Stamm EBY.VW4000 wieder Wachstum
auf Glukose ermdglicht.

Neben Std1 konnte auch das zu Std1 61% identische Protein Mth1 (= Htr1)
mehrfach in dem ,Genbankscreen® identifiziert werden. Mth1 wirkt einerseits als
ein negativer Regulator der Snf3/Rgt2-abhangigen HXT-Induktion, andererseits
als ein positiver Regulator der Snf1-abhangigen Derepression (Schmidt et al.,
1999; Schulte et al.,, 2000; Lafuente et al., 2000). Da auch fur Mth1 eine
Wechselwirkung mit den C-Termini von Snf3 und Rgt2 gezeigt werden konnte
(Schmidt et al., 1999; Lafuente et al., 2000), vermuteten Lafuente et al. (2000),
dass das Glukosesignal direkt von den Glukosesensoren auf Mth1 Ubertragen
wird. Somit kdnnte auch fur Mth1 eine ahnliche reprimierende Funktion wie flr
Std1 postuliert werden. Das Plasmid pUGT1 enthalt allerdings lediglich ein DNA-
Fragment mit den ersten 331 Basen des MTH1-ORFs. Das stark verkurzte Mth1-
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Protein reicht wahrscheinlich bereits aus, um die Aktivierung des unbekannten
Glukosetransporters bei Uberexpression zu bewirken.

Das ebenfalls im ,Genbankscreen® identifizierte Gen SIP2 kodiert fir einen
Bestandteil des SNF1-Proteinkinasekomplexes, eine Schlisselkomponente des
Glukoserepressionswegs. Die Snf1-Proteinkinase agiert u. a. in dem gleichen
Signalweg wie Std1 und Mth1. Hubbard et al. (1994) konnten sogar eine direkte
biochemische Wechselwirkung von Std1 mit der Snf1-Kinase zeigen. Ein weiteres
Gen, dass bei der Weiterleitung des Glukosesignals eine Rolle spielt, ist SKP1.
Skp1 ist Bestandteil des SCFGr”-KompIexes, der u. a. in die Vermittlung der
Derepression der HXT-Gene involviert ist. Auf dem Plasmid pUGT4 sind lediglich
194 Basen des SIP2-ORFs bzw. auf dem Plasmid pUGT3 immerhin 514 Basen
des SKP1-ORFs enthalten. Analog zu MTH1 verursachen auch hier die
verkurzten Proteine eine Aktivierung des unbekannten Glukosetransporters.

Es kann natirlich nicht ausgeschlossen werden, dass auch die anderen, auf den
Genbankplasmiden kodierten, teilweise noch unbekannten Proteine, einen
Einfluss auf die Aktivitat des unbekannten Glukosetransporters ausiben. Lediglich
eine direkte Vermittlung des Glukosetransport Uber die Plasmamembran scheint
aufgrund ihrer strukturellen Voraussage &aulierst unwahrscheinlich (s. o.).
Aufgrund der direkten Beteiligung der Proteine Std1, Mth1, Sip2 (Snf1) und Skp1
(Grr1) an den Glukosesignalwegen der Hefe, ist eine Beteiligung dieser Proteine
an der Expression oder Aktivierung des in dem hxt Asnf3-Stamm exprimierten
Glukosetransporters jedoch naheliegend.

3.23 Identifizierung des unbekannten Glukosetransporters durch
Deletion weiterer potentieller Regulatorproteine bzw. Transporter

3.23.1 Deletion weiterer Komponenten der HXT-Genregulationswege

Die Ergebnisse des ,Genbankscreens” liefen vermuten, dass der unbekannte
Glukosetransporter wahrscheinlich Gber die gleichen Signalwege reguliert wird wie
die HXT-Gene. Daher wurde eine Beteiligung weiterer bekannter Komponenten
der HXT-Regulationswege untersucht, um weitere Rulckschlisse auf die
Regulation des unbekannten Glukosetransporters zu ermdglichen und so seine
Identifizierung zu erleichtern.

Die Proteine Rgt1 und Mig1 regulieren die HXT-Genexpression durch eine direkte
Bindung an die HXT-Promotoren. Rgt1 kann in Abhangigkeit der Glukose-
konzentration als Repressor oder Aktivator fungieren (Ozcan et al., 1996b). Mig1
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reprimiert in Gegenwart hoher Glukosekonzentrationen u. a. die Expression der
hoch-affinen Hexosetransporter (Ozcan und Johnston, 1996). Falls Mig1 oder
Rgt1 auch die Expression des unbekannten Glukosetransporters reprimiert, sollte
durch eine Deletion von MIG7 und RGT7 in dem Stamm EBY.VW4000 (hxt) die
Expression des unbekannten Glukosetransporters aktiviert werden. Die
Plasmidanalyse des ,Genbankscreens® zeigte bereits (3.22), dass die Uber-
expression von MTH1 eine Komplementation des Wachstumsdefekts des
Stamms EBY.VW4000 ermdglichte. Es ist jedoch spekulativ, wie Mth1 die
Aktivierung des unbekannten Glukosetransporters bewirkt. Daher sollte zusatzlich
untersucht werden, ob auch eine Deletion von MTH1 den Wachstumsdefekt des
hxt-Stamms aufheben kann.

Die Deletionen von RGT1 und MIG1 erfolgten nach der unter 2.13 beschriebenen
Methode mit den Oligonukleotiden s1/s2-RGT1 bzw. s1/s2-MIG1. Fur die Deletion
von MTH1 wurde zunachst das Plasmids pFS21 (Schulte, 1997) mit Xmnl und
Ncol geschnitten. Das 2,4 kb grolde Xmnl/Ncol-Fragment tragt das HIS3-Gen und
enthalt 5'-Uberlappende Bereiche zur Promotorregion von MTH1 (-141 vor dem
ATG) und 3'-Uberlappende Bereiche zum MTH1-ORF (ab Kodon 268). Alle
konstruierten Stamme SKY9 (Amth1), SKY10k (Argt1) und SKY13k (Amig1),
wurden mit den entsprechenden a1/a4-Primerpaaren durch PCR Uberpruft. Die
Stamme wurden auf Vollmedium mit 2% Maltose bzw. 2% Glukose ausgestrichen
und das Wachstum Uber 5 Tage beobachtet.

YEPM YEPD

hxt Amig1

hxt Argt1

hxt Amth1

Abb. 39: Wachstumsphanotyp der hxt Amig1-, hxt Amth1- und hxt Argt1-Mutanten. Die
Stdamme EBY.VW4000 (hxt), SKY10k (hxt Argt1), SKY9 (hxt Amth1), SKY13k (hxf Amig1) und
SKY7 (hxt Asnf3) wurden auf YEP mit 1% Maltose bzw. YEP mit 2% Glukose ausgestrichen und
fur 2 Tage bei 30°C inkubiert.

Abb. 39 zeigt, dass die Stamme auf Maltosemedium alle ein vergleichbares
Wachstum aufweisen. Durch die Deletion der Gene MIG1, RGT1 und MTH1 kann
jedoch der Wachstumsdefekt des hxt-Stamms EBY.VW4000 auf Glukosemedium
nicht aufgehoben werden. Mth1 kann folglich nur durch Uberexpression die
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Aktivierung des Glukosetransporters vermitteln, wahrend eine Deletion keinen
Effekt aufweist. Auch die Repressorproteine Mig1 und Rgt1 sind vermutlich nicht
wesentlich an einer Repression des noch unbekannten Glukosetransporters
beteiligt. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Funktion der
untersuchten Proteine redundant ist. So ist beispielsweise bekannt, dass in Hefe
zwei zu Mig1 homologe Proteine existieren, die die Funktion von Mig1
unterstitzen und teilweise auch ibernehmen kénnen (Lutfiyya et al., 1998).

3.23.2 Deletion moglicher Glukosetransporter bzw. deren Regulatoren

Neben der Deletion von Genen, die vermutlich eine Rolle in der Regulation des
unbekannten Glukosetransporters spielen, wurden auch Gene deletiert, die
Proteine kodieren, die eventuell selbst eine Glukosetransportfahigkeit besitzen.
Durch eine Wachstumsanalyse der Deletionsstdmme auf Glukose sollte
anschlie3end untersucht werden, ob diese Gene tatsachlich fur Glukosetransport-
proteine kodieren. Potentielle Glukosetransportproteine sind z. B. das Transport-
protein Yfl054 mit noch unbekannter Funktion und das Plasmamembranprotein
Ena1, das bekanntermaRen fiir einen Na*/Li*-Efflux verantwortlich ist.

Yflo54 weist Ahnlichkeiten zu den Kanalproteinen Fps1, Aqy1 und Agy2 auf.
Diese Proteine der MIP (,major intrinsic protein“)-Familie sind an dem Transport
bzw. Efflux von Wasser und Glyzerin beteiligt. Yfl054 wird ebenso wie der
unbekannte Glukosetransporter Uber Komponenten des Glukosesignalwegs
reguliert. So konnten Lutfiyya et al. (1998) zeigen, dass die Expression von
YFL054 durch Mig1 und Mig2 und auch durch Glukose reprimiert wird.

Die Expression eines anderen putativen Glukosetransporters, Ena1, wird ebenso
wie YFL0O54 in Abwesenheit von Glukose Uber Komponenten des Glukosesignal-
wegs induziert. Andererseits findet aber auch bei Salzstress eine ENA7-Induktion
Uber einen Calcineurin-abhangigen Weg oder tUber den HOG-MAPK-Weg statt
(Alepuz et al., 1997). Die Salzinduktion wird Uber Hal1 und den Transkriptions-
repressor Sko1 vermittelt (Marquez und Serrano 1996; Alepuz et al., 1997). So
fuhrt eine Uberexpression von HAL71 zu einer erhdhten Expression von ENAT,
wahrend Sko1 die Expression von ENA7T durch eine direkte Bindung an den
ENA1-Promotor reprimiert. Die Induktion von ENA17 in Abwesenheit von Glukose
erfolgt Uber den generellen Glukoserepressionswegs an dem Snf1, Mig1/Mig2 und
Ssn6/Tup1 beteiligt sind. Aber auch Std1 und Mth1 sind an der Regulation von
ENA1 und auch HAL1 beteiligt (Ganster et al., 1998). So weist eine Astd1 Amth1-
Doppelmutante eine erhéhte Na'-Sensitivitdt auf und eine Uberexpression von
STD1 resultiert in einer erhdhten Na'-Resistenz. AuRer Std1 und Mth1 scheinen
auch die Glukosesensoren Snf3 und Rgt2 in die Regulation der lonenhomeostasis
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involviert zu sein (Ganster et al.,1998). So zeigen z. B. Asnf3- oder Argt2-
Mutanten eine héhere Resistenz gegeniiber Na* und Li*. Folglich scheinen die in
dem ,Genbankscreen® identifizierten Proteine Std1, Mth1, Sip2 (Snf1) und sowie
Snf3 sowohl an der Regulation des noch unbekannten Glukosetransporters als
auch an der von ENAT beteiligt zu sein. Aufgrund der Ahnlichkeit in der
Regulation ist es naheliegend fir ENA71 eine =zusatzliche Funktion als
Glukosetransporter zu postulieren.

ENA1 ist je nach Hefestamm in einem Gencluster mit einer variierenden Anzahl
von nahezu identischen Genen organisiert (Wieland et al., 1995). Da eine
Deletion des ENA-Genclusters nach der unter 2.13 beschriebenen Methode unter
Verwendung der Primer s1/s2-ENA125 in dem Stamm SKY7 nicht erfolgreich war
(wahrscheinlich aufgrund der Heterogenitat der ENA-Gencluster in verschiedenen
Stammen), wurden stattdessen die Regulatorproteine Sko1 und Hal1 deletiert, um
eine magliche Funktion von Ena1 am Glukosetransport zu untersuchen.

Die Deletionen von YFL054, SKO1 und HAL1 wurden nach der unter 2.13
beschriebenen Methode unter Verwendung der entsprechenden s1/s2-
Oligonukleotidpaare durchgefuihrt. Die Deletion von YFL054 und HAL1 erfolgte in
dem Stamm SKY7, die Deletion des Repressors SKO71 in dem Stamm
EBY.VW4000. Alle konstruierten Stamme SKY15k (Ayfl054), SKY14k (Asko1) und
SKY16k (Ahal1) wurden mit den entsprechenden a1/a4-Primerpaaren Uberpruft.
Die konstruierten Stamme wurden auf Vollmedium mit 1 % Maltose bzw. 2%
Glukose ausgestrichen und das Wachstum uUber 5 Tage beobachtet.

YEPM

hxt Asnf3
Ayfl054

hxt Asko1

hxt Asnf3
Ahal1

Abb. 40: Wachstumsphéanotyp des hxt Asnf3 Ayfl054-, hxt Asnf3 Ahal1- und hxt Asko1-
Stammes auf Maltose- und Glukosemedium. Die Stamme EBY.VW4000 (hxt), SKY14k (hxt
Asko1), SKY16k (hxt Asnf3 Ahal1), SKY15k (hxt Asnf3 Ayfl054) und SKY7 (hxt Asnf3) wurden auf
YEP mit 1% Maltose bzw. YEP mit 2% Glukose ausgestrichen und fur 2 Tage bei 30°C inkubiert.

Auf Maltosemedium weisen alle Stamme ein adaquates Wachstumsverhalten auf
(Abb. 40). Jedoch verandert sich durch die Deletion der Gene YFL054, HAL1 und
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SKO1 auch das Wachstum der Stamme auf Glukosemedium nicht (Abb. 40). So
kann der Stamm SKY?7 trotz der Deletion des Gens YFL054 weiterhin auf Glukose
wachsen. Folglich handelt es sich bei diesem Kanalprotein nicht um den
potentiellen Glukosetransporter. Da auch die Deletionen von HAL7 und von SKO1
keinen Effekt bezlglich des Wachstums der entsprechenden Stamme auf
Glukose zeigten, ist es unwahrscheinlich, dass es sich bei dem Hal1/Sko1-
regulierten Transporter Enal um den gesuchten Glukosetransporter handelt.
Jedoch kann diese Moglichkeit nicht ganzlich ausgeschlossen werden, da Ena1
Uber mehrere Signalwege reguliert wird (s. 0.). Durch die Deletion von HAL1 und
SKO1 oder auch MIG1 und MTH1 wird jeweils nur eine der drei moglichen
Signalkaskaden ausgeschaltet. Aber auch andere durch Hal1 und Sko1 regulierte
Gene, wie z. B. Zielgene des HOG-MAPK-Signalwegs, kodieren somit vermutlich
nicht flr den putativen Glukosetransporter oder fur Regulatoren desselben. Ferner
ist es auch mdglich, dass nicht nur ein, sondern mehrere zusatzliche Glukose-
transporter existieren. Durch die Deletion nur eines putativen Transportergens
kann folglich der Wachstumsphanotyp auf Glukose nicht aufgehoben werden.

3.24 ,Screening” des gesamten Hefegenoms nach einem durch Snf3
reprimierten Gen

Mit den bisher beschriebenen Ansatzen konnte der unbekannte Glukose-
transporter nicht identifiziert werden. Daher wurde nun das gesamte Hefegenom
systematisch nach Genen durchsucht, die in dem hxt Asnf3-Stamm hoher
exprimiert werden als in dem hxt-Stamm. Flr den Genom-weiten Vergleich
wurden die ,Yeast Index GeneFilters Microarrays“ verwendet, auf denen 6144
ORFs der Hefe S. cerevisiae in Form von PCR-amplifizierter einzelstrangiger DNA
aufgetragen sind. Mit diesen Filtern kann mittels Hybridisierung mit der aus
verschiedenen Stammen praparierten cDNA ein Vergleich der Expression aller
Gene erfolgen (Lashkari et al., 1997).

Da der unbekannte Glukosetransporter mdglicherweise nur in Anwesenheit von
Glukose exprimiert wird, wurden die Stamme EBY.VW4000 (hxt) und SKY7 (hxt
Asnf3) mit dem Plasmid p426MET25HXT11 transformiert. So kann auch der
Stamm EBY.VW4000 in Glukose-haltigem Medium wachsen. Weil der plasmid-
kodierte Hexosetransporter Hxt11 unter der Kontrolle des Methionin-reprimierten
MET25-Promotors steht, wurden die Stamme EBY.VW4000/p426MET25HXT11
und SKY7/p426MET25HXT11 fur die Praparation der Gesamt-RNA in methionin-
freiem Medium mit 2% Glukose angezogen. Die vorbehandelten Genfilter wurden
anschlieBend mit der aus der praparierten Gesamt-RNA synthetisierten cDNA
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hybridisiert (2.21 - 2.23). Die Auswertung der Genfilter erfolgte mit der Software
.Pathways 2 die einen direkten Vergleich der Expression einzelner Gene
ermdglicht und die Expression der Gene quantifiziert. Jedoch ist zu beachten,
dass durch die Konvertierung der Daten die Expressionsunterschiede abnehmen
und daher nicht der absoluten Differenz in den verschiedenen Stammen
entsprechen (Rep et al., 2000).
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Abb. 41: Mit der aus dem hxt-Stamm und dem hxt Asnf3-Stamm préaparierten cDNA
hybridisierte Genfilter. Die Stamme EBY.VW4000/p426MET25HXT11 (hxt) und SKY7/
p426MET25HXT11 (hxt Asnf3) wurden in YNB +N ura met mit 2% Glukose bis zur exponentiellen
Wachstumsphase angezogen. Die Gesamt-RNA der Stamme wurde prapariert und mittels RT-PCR
wurde *P-markierte cDNA hergestellt. Die Genfilter wurden fir 17 h mit der cDNA hybridisiert,
gewaschen und fur 16 Stunden in einem Phospho-Imager exponiert.

Die Suche nach einem Gen, das in dem Stamm SKY7 hdher exprimiert wird als in
dem Stamm EBY.VW4000, verlief erfolglos. Auch die Expression des potentiellen
Glukosetransporters Ena1 ist in beiden Stammen vergleichbar. Somit war es auch
durch einen Vergleich der Expression aller Gene der Hefe nicht mdglich, den
gesuchten Glukosetransporter zu identifizieren. Allerdings wurden eine Reihe von
Genen identifiziert, die nach Deletion von SNF3 hdher exprimiert sind. Alle Gene,
die in dem Stamm EBY.VW4000 einer mindestens 1,5-fachen Induktion/
Derepression unterliegen, sind in Tab. 10 aufgelistet.



Ergebnisse

Seite 91

Tab. 10: Gene, die mindestens 1,5-fach in dem Stamm EBY.VW400 (hxt) gegeniiber SKY7
(hxt Asnf3) induziert sind

ORF Gen x-fache  Funktion
Induktion

YGR069 unbekannt 2,6 Ahnlichkeit zu Ydr504

YHR095 unbekannt 2,6 keine Ahnlichkeit zu anderen Proteinen

YMRO095 SNO1 2,5 wahrscheinlich an der Pyridoxin-Biosynthese beteiligt,
Ahnlichkeit zu Glutaminaminotransferasen

YPL095 unbekannt 2,4 Ahnlichkeit zu Ybr177

YMR096 SNZ1 1,9 wahrscheinlich an der Pyridoxin-Biosynthese beteiligt

YER069 ARG5,6 1,9 Acetylglutamatkinase und N-Acetyl-y-Glutamyl-
Phosphatreduktase der Ornithin- und Arginin-
Biosynthese

YLL0O48 YBT1 (BAT1) 1,8 Transporter, Mitglied der ,ATP-binding cassette“ (ABC)-
Familie

YCL030 HIS4 1,7 Oxidoreduktase/Hydrolase, beteiligt an Histidin-
Biosynthese

YGLO78 DBP3 1,7 ATP-abhangige RNA-Helikase, Zusammenbau der
ribosomalen Untereinheiten

YGR285 ZUO1 1,7 Zuotin, Z-DNA-bindendes Protein; Ahnlichkeit zu dem
DnaJ-Chaperonin von E. coli; Proteinfaltung, RNA-
Prozessierung/Modifikation

YILO94  LYS12, LYS11, 1,7 Oxidoreduktase der Lysin-Biosynthese
LYS10

YJL0O95 BCK1 1,7 Ser/Thr-Proteinkinase der MEKK-Familie; Komponente
des Rho1- und PKC-Wegs

YNL104 LEU4 1,7 2-Isopropylmalatsynthase der Leucin-Biosynthese

YNL143 unbekannt 1,7 keine Ahnlichkeit zu anderen Proteinen

YIL169 unbekannt 1,7 keine Ahnlichkeit zu anderen Proteinen

YDL189 unbekannt 1,6 Wechselwirkung mit Crm1

YDL215 GDH?2 1,6 Glutamat-Dehydrogenase

YGR106 unbekannt 1,5 Ahnlichkeit mit Chemotaxis-Methyltransferase von
Vibrio anguillarum

YHRO029 unbekannt 1,5 Ahnlichkeit zu phz C von Pseudomonas aureofaciens;
Synthese von Phenazin (Antibiotikum)

YDR171 HSP42 1,5 Hitzeschockprotein mit Ahnlichkeit zu Hsp26,
Proteinfaltung, assoziiert mit Aktinzytoskelett; induziert
durch Hog1, Msn2, Msn4, Ethanol

YDR209 unbekannt 1,5 keine Ahnlichkeit zu anderen Proteinen

YDR354 TRP4 1,5 Anthranilatphosphoribosyltransferase der Tryptophan-
Biosynthese

YER175 unbekannt 1,5 enthalt S-Adenosylmethionin-abhangigem
Methyltransferase-Motiv

YFR044 unbekannt 1,5 Ahnlichkeit zu Ybr281

YER052  HOMS3; THR3; 1,5 Aspartatkinase; an Methionin- and Threonin-

BOR1 Biosynthese beteiligt
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Vier Gene sind in dem Stamm EBY.VW4000 mehr als 2-fach hoher exprimiert.
Die Funktion von drei dieser vier Gene ist noch unbekannt. Sie weisen teilweise
lediglich Ahnlichkeiten zu anderen unbekannten Proteinen auf. Das identifizierte
Gen SNZ1 ist wahrscheinlich in die Biosynthese von Pyridoxin involviert. Weitere
21 Gene werden in dem Stamm EBY.VW4000 unter den untersuchten
Bedingungen mindestens 1,5-fach hdher exprimiert als in dem Stamm SKY7.
Auffallend viele dieser Gene sind an der Biosynthese von Aminosauren beteiligt.
Es ist vorstellbar, dass einige dieser Gene indirekt an der Regulation des
unbekannten Glukosetransporters beteiligt sind, z. B. durch Aktivierung eines
Repressors, der die Transkription des unbekannten Glukosetransporters
unterbindet.

Dass der unbekannte Glukosetransporter mit Hilfe der ,Microarrays® nicht
identifiziert werden konnte, kann verschiedene Ursachen haben: 1. Obwohl der
unbekannte Glukosetransporter transkriptionell reguliert wird, sind die
Expressionsunterschiede des Transporters in den beiden untersuchten Stammen
S0 gering, so dass sie mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden kdénnen. 2.
Es findet eine so schwache Expression des Transporters statt, die mit den
,Microarrays“ nicht nachweisbar ist. 3. Die Expression des unbekannten Glukose-
transporters wird nur dann induziert, wenn sonst keine Glukoseaufnahme in die
Zelle stattfindet. Um vergleichbare Bedingungen zu schaffen, mussten jedoch
beide Stamme mit dem Plasmid p426MET25HXT11 transformiert werden.
Madglicherweise wird durch die Hxt11-vermittelte Glukoseaufnahme die Expression
des unbekannten Glukosetransporters unterbunden. 4. Es findet keine
transkriptionelle Regulation des Glukosetransporters statt, sondern eine post-
transkriptionelle. Eine mogliche Regulation auf posttranskriptioneller Ebene ist z.
B. die Aktivierung des gesuchten Transporters durch eine direkte Protein-Protein-
Wechselwirkung. Solche Regulationen werden jedoch mit den ,Microarrays“ nicht
erfaldt.
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4 DISKUSSION

4.1 Abbaumechanismus von Hxt6/7

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die hoch-affinen
Hexosetransporter Hxt6/7 der Hefe S. cerevisiae in Anwesenheit hoher Glukose-
konzentrationen bei gleichzeitigem  Stickstoffhunger einer Inaktivierung
unterliegen. Der resultierende Verlust der Transportaktivitat ist auf einen schnellen
Abbau der Proteine zuruckzufuhren. Der Abbaumechanismus von Hxt7 ist in Abb.
42 schematisch dargestellt.

Abb. 42: Schematische
Darstellung des Abbau-
mechanismus von Hxt7
bei Stickstoffhunger in
Anwesenheit hoher Glu-
kosekonzentrationen.
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4.1.1 Endozytose der Hexosetransporter Hxt6/7

Die Hexosetransportproteine Hxt6/7 werden von der Plasmamembran
internalisiert und mittels Endozytose zur Vakuole geliefert. An diesem Prozess
sind die Proteine Act1, End4 und Ren1 beteiligt (3.6, 3.7). Nach bisherigem
Kenntnisstand werden alle Plasmamembranproteine der Hefe zum Abbau in der
Vakuole mittels Endozytose internalisiert mit Ausnahme des Kupfertransporters
Ctr1. Ctr1 unterliegt einer End3/End4/Pep4-unabhangigen Kupfer-induzierten
Proteolyse direkt an der Plasmamembran (Ooi et al., 1996).

Der Internalisierungsmechanismus der Endozytose ist noch weitgehend
unbekannt. Mdglicherweise werden die Plasmamembranproteine in Domanen der
Plasmamembran beférdert, die sich durch eine Anreicherung an Ergosterolen und
eine aktive Endozytose auszeichnen (Munn et al., 1999; Hicke, 1997). Viele
Proteine, die speziell mit den ,actin cortical patches” interagieren und
Komponenten des Aktin-Zytoskeletts sind fur die Internalisierung essentiell
(Mulholland, 1999). Daher wurde bisher vermutet, dass die ,actin cortical patches”
die Orte der Endozytose sind (Munn et al., 1995; Mulholland et al., 1994). Kurzlich
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zeigten jedoch Mulholland et al. (1999), dass der endozytierte a-Faktor-Rezeptor
Ste2 nicht mit den Finger-ahnlichen Invaginationen der Plasmamembran der
,actin cortical patches” co-lokalisiert. Stattdessen reichert sich Ste2 in Furchen-
ahnlichen Invaginationen der Plasmamembran an. Folglich wirkt das Aktin-
Zytoskelett auf andere kortikale Strukturen als die ,actin cortical patches® (Hicke et
al., 1997; Mulholland et al., 1999). Das Aktin-Zytoskelett ist vermutlich auch an der
Internalisierung der Hexosetransporter beteiligt, da fir den Abbau von Hxt6 und
Hxt7 sowohl das Aktin-kodierende Gen ACT7 und auch das Aktin-bindende
Protein End4 essentiell sind (3.6).

4.1.2 Abbau der Hexosetransporter Hxt6/7 in der Vakuole

Da Mutationen in den proteasomalen Untereinheiten Pre1 und Pre2 (Heinemeyer
et al., 1991; 1993) keinen Einfluss auf die Halbwertszeit von Hxt6/7 unter
Inaktivierungsbedingungen hatten, spielt das Proteasom vermutlich keine Rolle
bei dem Abbau der Hexosetransporter (3.5). Jedoch muss der Abbau von
Plasma-membranproteinen nicht unweigerlich Proteasom-unabhangig erfolgen.
So vermuteten Loayza und Michaelis (1998), dass Ste6 nicht ausschliel3lich von
den vakuolaren Hydrolasen abgebaut wird (Koélling und Losko, 1997), sondern die
zytoplasmatischen Regionen des internalisierten Proteins auch durch das
Proteasom abgebaut werden. Ferner zeigten Studien am humanen Wachstums-
hormonrezeptor GHR, dass das Proteasom in Saugerzellen auch an der
Internalisierung von Plasmamembranproteinen beteiligt sein kann (van Kerkhof et
al., 2000). Die meisten Plasmamembranproteine der Hefe unterliegen jedoch,
ebenso wie die Hexosetransportproteine Hxt6/7, einem Pep4-abhangigen Abbau
in der Vakuole, der unabhangig von der Funktion des Proteasoms ist.

4.1.3 Ubiquitinierung der Hexosetransporter Hxt6/7
Ubiquitinierung leitet die Endozytose ein

Vermutlich ist eine Ubiquitinierung an der Inaktivierung der Hexosetransporter
Hxt6/7 beteiligt (3.8). Mittlerweile wurde fur viele Plasmamembranproteine eine
enge Korrelation zwischen dem Grad der Ubiquitinierung und der Halbwertszeit
des Proteins beschrieben. So postulierten Hicke und Riezman (1996), dass die
Ubiquitinierung die Endozytose von Plasmamembranproteinen einleitet. Wie
durch die Ubiquitinierung die Internalisierung der Plasmamembranproteine
induziert wird, ist jedoch noch weitgehend unbekannt. Die Ubiquitinierung konnte
die Aggregation der Plasmamembranproteine foérdern und so die Internalisierung
einleiten (Hou et al.,, 1994). Alternativ werden die Proteine in Membran-
subdomanen mit aktiver Endozytose lokalisiert (Hicke, 1997). Shih et al. (2000)
zeigten kurzlich, dass die Internalisierungsinformation durch das Ubiquitinmolekil
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selbst vermittelt wird. Eine durch die Ubiquitinierung ausgeléste Konformations-
anderung des Plasmamembranproteins, die ein zuvor maskiertes Inter-
nalisierungsmotiv freilegt, scheidet demnach als Signal aus.

Ubiquitinierung proteosomaler und endozytischer Substrate

Da sowohl der Abbau von Plasmamembranproteinen via Endozytose als auch die
Proteolyse zytoplasmatischer Proteine und ER-Membranproteine durch eine
Ubiquitinierung der Substrate eingeleitet wird, muss sich die Art der
Ubiquitinierung der verschiedenen Substrate unterscheiden. Entscheidend ist das
Ausmald der Ubiquitinierung: wahrend fur die proteosomale Erkennung eine multi-
Ubiquitinkette aus vier oder mehr Ubiquitinmolekulen bendtigt wird (Hochstrasser,
1996), reicht flr eine effektive Internalisierung der Plasmamembranproteine via
Endozytose bereits eine mono-Ubiquitinierung aus (Terrell et al., 1998; Roth und
Davis, 2000). Jedoch wird fur eine maximale Internalisierungsrate mancher
Plasmamembranproteine wie der Uracilpermease Fur4d und der generellen
Aminosaurepermease Gap1 auch eine di- bis penta-Ubiquitinierung bendtigt. Die
Ubiquitinketten endozytischer und proteosomaler Substrate unterscheiden sich
Uberdies durch die VerknUpfungsart der Ubiquitinmolektile untereinander (Galan
und Haguenauer-Tsapis, 1997; Springael et al., 1999a).

Beteiligung der Ubiquitin-Protein-Ligase Npi1/Rsp5 an der Inaktivierung von Hxt6/7

Die Ubiquitinierung wird durch Ubiquitin-aktivierende Enzyme (E1), Ubiquitin-
konjugierende Enzyme (E2) und Ubiquitin-Protein-Ligasen (E3) katalysiert
(Ciechanover, 1994). Eine Reihe von endozytischen Substraten werden in
Abhangigkeit der redundanten E2-Enzyme Ubc1, Ubc4 und Ubc5 ubiquitiniert
(Kolling und Hollenberg, 1994; Egner und Kuchler, 1996). Die in einem Komplex
organisierte, am haufigsten beteiligte E3-Komponente ist die Ubiquitin-Protein-
Ligase Npi1/Rsp5 (Hein et al., 1995; Rotin et al., 2000). Auch der Abbau der
Hexosetransporter Hxt6/7 ist Npi1-abhangig (3.8). Die Ligase Npi1/Rsp5 besitzt
eine Cy-, drei WW- und eine HECT-Domane. Die genaue Funktionsweise von
Npi1/Rsp5 ist jedoch bisher noch unbekannt. Vermutlich ist die Ligase flr die
direkte Ubiquitinierung der Plasmamembranproteine verantwortlich, weil in npi7-
Mutanten keine Protein-Ubiquitin-Konjugate nachweisbar sind (Galan et al., 1996;
Springael und André, 1998; Lucero und Lagunas, 1997). Da aber beispielsweise
in einer Npi1AC,-Mutante noch eine Ubiquitinierung von Gap1, jedoch keine
Endozytose stattfindet, besitzt die Ligase vermutlich neben der direkten
Ubiquitinierungsfunktion noch eine generelle Funktion in der Endozytose (Zoladek
et al., 1997; Springael et al., 1999b). Auch diese Funktion von Npi1 ist jedoch
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substratspezifisch, da der Abbau von Hxt7 in einer Npi1AC,-Mutante nicht
blockiert war (Becker, 1999).

Die WW-Domanen der Npi1/Rsp5-Ligase sind fur die Erkennung der Substrate
notwendig und binden generell an Prolin-reiche Motive wie PPXY und PPLP oder
an Phosphoserine bzw. —threonine (Dunn und Hicke, 2001). Da der untersuchte
o-Faktor-Rezeptor Ste2 keine Prolin-reichen Stellen besitzt, vermuteten Dunn und
Hicke (2001), dass die Ligase vermutlich direkt an die phosphorylierten Serinreste
von Ste2 bindet. So schafft die Phosphorylierung des Rezeptors Bindestellen fur
die Ligase und reguliert somit positiv die Ubiquitinierung (Hicke et al., 1998). Zwar
wurde bisher fur die Hexosetransportproteine keine direkte Phosphorylierung
nachgewiesen, jedoch hatte eine Deletion der PEST-ahnlichen, N-terminalen
Region von Hxt7 ebenso wie die Deletion der entsprechenden Region von Ste2
eine Stabilisierung des Hexosetransportproteins zur Folge (3.16.5). So ist es
denkbar, dass analog zu Ste2 durch die Deletion der PEST-ahnlichen Region die
putativen Phosphorylierungsstellen des Hexosetransporters wegfallen und die
Npi1/Rsp5-Ligase das Substrat nicht mehr erkennt.

Beteiligung der Ubiquitin-Protein-Ligase Npi2/Doa4 an der Inaktivierung von Hxt6/7

Der Abbau von Hxt6/7 ist in der Anpi2-Mutante im Vergleich zu der npi7-Mutante
nur gering beeinflusst (3.8). In der Anpi2-Mutante ist die Menge freier Ubiquitin-
molekule reduziert (Springael et al., 1999a). Die genaue physiologische Rolle des
deubiquitinierenden E4-Enzyms Npi2/Doa4 ist jedoch noch unklar (Papa et al.,
1993). Vielleicht hangt das Ausmal} der Stabilisierung in der Anpi2-Mutante von
dem Ausmald der Ubiquitinierung des Substrats ab. Mdglicherweise werden die
Hexosetransporter Hxt6/7 ebenso wie z. B. der a-Faktor-Rezeptor Ste2 oder auch
die Maltosepermease nur mono-ubiquitiniert. In diesem Fall kdnnte ein geringer
Rest-Pool an freiem Ubiquitin fir eine Internalisierung ausreichen, im Gegensatz
zum Abbau von Plasmamembranproteinen, die einer multi-Ubiquitinierung
unterliegen wie Gap1 oder Fur4 (Galan und Haguenauer-Tsapis, 1997; Springael
et al., 1999a).

Insgesamt kann man aufgrund der Analogie 2zu anderen Plasma-
membranproteinen annehmen, dass die Hexosetransporter selbst einer
Ubiquitinierung unterliegen und dass diese Modifizierung der Ausldser fur die
Internalisierung ist.
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4.1.4 Beteiligung von Aut2 und Aut3 am Abbau der Hexosetransporter
Hxt6/7

In den Autophagozytosemutanten Aaut2 und Aaut3 ist der Abbau der Hexose-
transportproteine deutlich verlangsamt (3.9). Dies war Uberraschend, da bisher
lediglich bekannt war, dass mittels Autophagozytose zytoplasmatische Hefe-
proteine unspezifisch abgebaut werden. Eine Beteiligung des Prozesses am
Abbau von Plasmamembranproteinen war bisher jedoch nicht beschrieben
worden. Doch wie greifen Aut2 und Aut3 in den Abbauprozess von Hxt6/7 ein? Es
ist vorstellbar, dass Aut2 und Aut3 neben ihrer Funktion im Autophagozytose-
prozess zusatzlich eine Funktion im Sekretionsweg ausiben. Dies ist jedoch
unwahrscheinlich, da die Sekretion der Invertase und Carboxypeptidase Y (CPY)
in Aaut3-Mutanten nicht beeintrachtigt ist (Matsuura et al., 1997; Straub et al.,
1997). Aufgrund der korrekten Lokalisation des Hxt7-GFP-Fusionsproteins in
Aaut2- und Aaut3-Mutanten zur Plasmamembran (3.11), ist auch die Sekretion der
Hexosetransporter offensichtlich nicht beeinflusst. Alternativ konnte ein Defekt im
Sekretionsweg auch indirekt den Abbau der Transporter beeinflussen.
Hervorgerufen durch eine Misslokalisierung der vakuolaren Proteasen in
Autophagozytosemutanten konnte die proteolytische Aktivitat der Vakuole
reduziert sein. Da das Hxt7-GFP-Fusionsprotein jedoch in der Aaut2-Mutante in
kleineren, vermutlich pra-vakuolaren Strukturen zurickgehalten wird und nicht bis
zur Vakuole geliefert wird, ist diese Moglichkeit unwahrscheinlich. Eine
Fragmentierung der Vakuole, die das veranderte Lokalisierungssignal des Hxt7-
GFP-Fusionsproteins verursachen kdnnte, wurde in Aaut2- und Aaut3-Mutanten
nicht beobachtet (Straub et al., 1997; Lang et al., 1998).

5
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Mdglicherweise sind Aut2 und Aut3 an einem bisher noch unbekannten
Abbauweg von Plasmamembranproteinen involviert. Tatsachlich existiert neben
der Endozytose noch mindestens ein anderer Abbauweg: der Kupfertransporter
Ctr1 wird vollig unabhangig von der Endozytose direkt an der Plasmamembran
abgebaut (Ooi et al., 1996). Auch Munn (2000) postulierte, dass maoglicherweise
mehrere Endozytosewege in Hefe existieren. Da jedoch sowohl in der Aaut2- als
auch in der end4®-Mutante eine sehr deutliche Stabilisierung der Hexose-
transporter Uber mehrere Stunden zu verzeichnen ist (3.10), ist ein paralleler
Abbauweg aufierst unwahrscheinlich. Aller Voraussicht nach wirken End4 und
Aut2 im gleichen Abbauweg.

Am wahrscheinlichsten ist, dass sich Autophagozytose und Endozytose an einem
pra-vakuolaren Schritt Uberschneiden (3.11). In Saugerzellen gibt es eine Reihe
von Hinweisen, dass solche Uberschneidungen mdglich und sogar fiir eine
Reifung der Autophagosomen notwendig sind (Gordon und Seglen, 1988; Gordon
et al., 1992; Alpin et al., 1992; Liou et al., 1997). So enthalten Autophagosomen
Proteine, die eigentlich charakteristisch sind fur endozytische oder lysosomale
Strukturen. Auf welcher Ebene endosomale und autophagische Kompartimente
aufeinandertreffen ist umstritten. So wurde einerseits eine Uberschneidung auf
der Ebene der spaten Endosomen oder der pra-lysosomalen Kompartimente
beschrieben, andererseits eine Verschmelzung friher Autophagosomen mit
Vesikeln der frihen Endosomen (Punnonen et al., 1993; Tooze et al., 1990). Auch
elektronenmikroskopisch konnte eine Fusion von Autophagosomen mit
Endosomen in HelLa-Saugerzellen gezeigt werden (Lucocq und Walker, 1997).
Ferner beobachteten Tagawa et al. (1999), dass ein peripheres Membranprotein
nach Induktion der Autophagozytose von der Plasmamembran vermutlich Gber
Endosomen zu den Autophagosomen/Autolysosomen geliefert wird. Auch diese
Beobachtung bestatigt, dass es eine Verbindung zwischen Plasmamembran und
Autophagozytoseprozess geben muss.

In Hefe wurden bisher keine direkten Uberschneidungen zwischen
Autophagozytose und Endozytose beobachtet. Jedoch treffen in Hefe mehrere
Wege, die zur Vakuole flhren, an einem pra-vakuolaren Kompartiment (PVC)
zusammen. So Uben eine Reihe von Autophagozytoseproteinen (Aut/Apg) sowohl
eine Funktion im Autophagozytoseprozess als auch im biosynthetischen Cvt-Weg
aus (Harding et al., 1996; Baba et al., 1997; Scott et al.,, 1996). Auch der
klassische Sekretionsweg (CPY-Wegq) trifft an einem PVC auf den endozytischen
Weg (Piper et al., 1995; Babst et al., 1997; Rieder und Emr, 1997). Es gibt jedoch
erste Hinweise, dass ein endosomales Kompartiment eine regulatorische Funktion
im Autophagozytoseprozess ausibt. Shiharama et al. (1997) beobachteten, dass
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eine ,gain-of-function“-Mutation von VPS4, csc1, in Vollmedium Autophagozytose
induziert. VPS4 gehort zu den ,class E“-VPS-Genen und ist am Proteintransport
von den Endosomen/PVC zur Vakuole beteiligt. Auch Hxt6 und Hxt7 werden
vermutlich Uber ein pra-vakuolares ,class E“-Kompartiment zur Vakuole
transportiert, da der Abbauprozess in einer Areni-Mutante blockiert war. So
konnte z. B. flr Ste2 und Ste3 gezeigt werden, dass in einer ren1-1-Mutante die
Proteine in einem ,class E“Kompartiment akkumulieren (Davis et al., 1993;
Loayza und Michaelis, 1998). Auch fir Mos1, ebenfalls ein Protein mit einem
,class E“-Phanotyp, wurde eine Wechselwirkung mit einem Autophagozytose-
protein beschrieben: in einem ,Two-Hybrid-Screen“ wurde Aut3/Apg1 als Inter-
aktionspartner von Mos1 identifiziert (Kranz, 2000). Ferner st der
Transportprozess zur Vakuole in vps4-Mutanten nicht komplett blockiert (Babst et
al., 1997). Der verbleibende alternative Transportweg von den Endosomen zur
Vakuole ist allerdings recht ineffizient und beansprucht mehr als 90 min. Babst et
al. (1997) vermuteten, dass der verbleibende Transport Gber die Autophagozytose
vermittelt wird. Tatsachlich handelt es sich bei dem Abbau der
Hexosetransportproteine um einen im Vergleich zu anderen endozytierten
Proteinen sehr langsamen Abbau. Die Halbwertszeit von Hxt6/7 betragt, je nach
Stamm, 1-2 Stunden. Moglicherweise sind die Autophagozytoseproteine nur an
dem langsamen endozytischen/autophagozytischen Abbau von Plasmamembran-
proteinen beteiligt.

Endozytose und Autophagozytose kdnnten auf verschiedene Weise zusammen-
wirken. So kdnnten Autophagosomen schon bei ihrer Bildung endosomale Vesikel
umschlielden. Es kdnnte aber auch, ahnlich wie in Sdugerzellen beobachtet, eine
Verschmelzung der Endosomen und Autophagosomen stattfinden. Eine weitere
Madglichkeit ist, dass Aut2 und Aut3 zusatzlich zu ihrer bereits identifizierten
Funktion, eine zusatzliche Aufgabe in der Endozytose besitzen.

4.1.5 Ausldsung des Abbausignals

Gerade unter typischen Fermentationsbedingungen, bei Stickstoffhunger und
gleichzeitigem Uberfluss einer fermentierbaren Kohlenstoffquelle, findet ein
schneller Abbau der Hexosetransporter Hxt6/7 statt. Vermutlich sind Sensoren an
der Wahrnehmung der veranderten Umweltbedingungen beteiligt.

Induktion des Abbausignals durch eine fermentierbare Kohlenstoffquelle

Da in Anwesenheit von Ethanol bei gleichzeitigem Stickstoffhunger kein Abbau
der Hexosetransporter stattfindet (3.4.1), wurde zunachst vermutetet, dass dies
auf die generelle Inhibition der Endozytose in Anwesenheit von Ethanol zurtick-
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zufuhren ist (Lucero et al., 1997). Jedoch fanden Lucero et al. (2000), dass diese
Hemmung der Endozytose bei Stickstoffhunger nicht stattfindet. Somit ist die
Anwesenheit einer fermentierbaren Kohlenstoffquelle fur die Einleitung des
Abbausignals essentiell. Jiang et al. (1997) zeigten, dass der Glukosesensor Rgt2
an der Inaktivierung der Maltosepermease beteiligt ist. Das Glukosesignal fur den
Abbau von Hxt6/7 wird allerdings weder Uber den niedrig-affinen Glukosesensor
Rgt2 noch den hoch-affinen Sensor Snf3 vermittelt (Krampe et al., 1998).

Induktion des Abbausignals durch Stickstoffhunger

Madglicherweise sind die Proteine Tor1 und Tor2, ahnlich wie bei der Einleitung
des Abbaus der Tryptophanpermease Tat2, an der Wahrnehmung des Hunger-
signals beteiligt (Beck et al., 1999). Es konnte jedoch nicht eindeutig gezeigt
werden, ob der Abbau der Hexosetransporter Hxt6/7 durch eine Behandlung der
Zellen mit dem Tor1/Tor2-Inhibitor Rapamycin induziert werden kann (3.4.3)
(Heitman et al.,, 1991). Die resultierende zellulare Antwort der Hefen auf eine
Rapamycinbehandlung ist charakteristisch fur Nahrstoffmangel. Allerdings werden
neben Stickstoff-sensitiven auch viele andere Nahrstoff-sensitive Wege Tor-
abhangig vermittelt. Die Inaktivierung von Tat2 wird im Gegensatz zu den Hexose-
transportproteinen nicht nur durch Stickstoffhunger, sondern auch bei Stickstoff-
oder Kohlenstoffmangel eingeleitet (Beck et al., 1999; Lagunas et al., 1982;
Busturia und Lagunas, 1986). Moglicherweise vermittelt Rapamycin den Abbau
von Tat2 nicht aufgrund eines Stickstoffhungersignals, sondern aufgrund eines
anderen Stress-Signals. Tatsachlich zeigten Hardwick et al. (1999) in einer DNA-
Microarray-Studie, dass die Tor-Proteine zwar an der Wahrnehmung von
Stickstoffmangel, jedoch nicht Stickstoffhunger beteiligt sind. Es scheint daher
durchaus plausibel, dass unterschiedliche Sensormechanismen die Induktion des
Abbaus von Hxt6/7 und Tat2 vermitteln.

4.2 Potentielle Internalisierungssequenzen von Hxt7

Ein  wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Konstruktion eines
Hexosetransporters, der unter Stickstoffhungerbedingungen in Anwesenheit von
Glukose stabilisiert ist. Da es nicht gelang ein Screening-Verfahren aufzubauen,
durch das auf stabilisierte Hexosetransporter selektioniert werden konnte, wurden
gezielt putative Internalisierungsmotive verandert.

Alle bisher identifizierten Endozytosesignale sind in den zytoplasmatischen
Domanen der Plasmamembranproteine lokalisiert. Die Hexosetransportproteine
der Hefe durchspannen die Plasmamembran vermutlich ahnlich wie die
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menschlichen Glukosetransporter mit 12 amphipatischen o-helikalen Domanen
(Ciriacy und Reifenberger, 1997). Die N- und C-Termini und auch hydrophilere
Regionen zwischen den Transmembrandomanen sind u. a. auf der
zytoplasmatischen Seite der Membran lokalisiert. Auf diese Weise kommen diese
Bereiche der Hexosetransportproteine als maodgliche Angriffspunkte der
Ubiquitinierungs- und Endozytosemaschinerie in Frage.
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Abb. 44: Topologisches Modell des Hexosetransporters Hxt7. Die Aminosauren P (Prolin), E
(Glutamat), S (Serin) und T (Threonin) der PEST-Region sind orange dargestellt, Lysinreste (K)
blau und saure Asparatreste (D) grun.

Die meisten Internalisierungsmotive zeichnen sich durch eine hohe Anzahl an
Serin- und Threoninresten und durch saure Aminosaurereste aus. So wurde
mehrfach postuliert, dass negativ geladene Reste eine bessere Substrat-
Erkennung der Ubiquitinierungsmaschinerie ermdglichen (Hicke und Riezman
1996; Marchal et al., 1998; Hicke et al., 1998). Einerseits kdnnen also negative
Ladungen der sauren Aminosauren Aspartat und Glutamat der Plasmamembran-
proteine erkannt werden, andererseits negative Ladungen von angehangten
Phosphatresten. Jedoch konnten in Hefe auch Internalisierungssequenzen
identifiziert werden, die nicht mit sauren Aminosauren, einer Phosphorylierung
oder Ubiquitinierung in Zusammenhang stehen. Hierzu gehéren die Di-
Leucinmotive von Gap1 und Mal61 oder die NPF-Signale von Ste2 und Ste3 (Hein
und André, 1997; Medintz et al., 2000; Tan et al., 1996). So werden beispielweise
bestimmte Signale durch Adaptorproteine der Clathrin-abhangigen Endozytose-
maschinerie erkannt (Heilker et al., 1999).
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4.2.1 Untersuchung der Pentapeptidmotive E/DXKXX von Hxt7

Es wurde zwei Motive des Hxt7-Proteins untersucht, die an die putativen
Endozytosesignale verschiedener Proteine der allgemeinen Sequenz D/EXKXX
erinnern: das EAKRS-Motiv und das DDKPL-Motiv (Abb. 44). Jedoch verhinderte
ein Austausch des sauren Aminosaurerestes des jeweiligen Motivs gegen Lysin
nicht die Inaktivierung von Hxt7 (3.16.1). Uber einen entsprechenden Austausch
des sauren Aminosaurerest in Gap1 ist bekannt, dass dieses Gap1”¥-Protein
noch ubiquitiniert, jedoch nicht mehr inaktiviert wird (Springael und André, 1998).
Die untersuchten Sequenzmotive EAKRS und DDKPL des Hxt7-Proteins sind
anscheinend nicht an der Regulation der Stabilitat involviert oder ein Austausch
des sauren Rests reicht nicht, um das Internalisierungssignal unwirksam zu
machen.

4.2.2 Veranderungen des C-Terminus von Hxt7

Wahrend fur einige Plasmamembranproteine wie Ste2, Gap1 oder Ste3 der C-
Terminus fur die Internalisierung der Proteine wichtig ist (Hicke und Riezman,
1996; Hicke et al., 1998; Tan et al., 1996; Hein und André, 1997), ist dieser fur
andere Proteine wie die Maltosepermease unbedeutend.

Zwar konnte durch einen Austausch des C-Terminus von Hxt7 gegen den des
stabileren Hexosetransportproteins Hxt1 keine Stabilisierung erreicht werden
(3.16.2), jedoch durch eine Deletion der letzten 54 Aminosauren von Hxt7
(3.16.3). Der zytoplasmatische C-Terminus von Hxt7 ist reich an Serin- und
Threoninresten und enthalt insgesamt funf Lysinreste (Abb. 44). Die Deletion
dieser potentiellen Phosphorylierungs- und Ubiquitinierungsmotive resultierte in
einem Protein, dass in einer Western-Blot-Analyse stabilisiert erschien (3.16.3).
Da das Protein jedoch seine Funktionalitat eingebuf3t hat, konnte mit diesem
Protein keine hdhere Glukosetransportaktivitat unter Hungerbedingungen erzielt
werden. Aufgrund dessen wurde nicht untersucht, ob die Stabilisierung auf ein
Sequenzmotiv. im C-Terminus oder durch eine defekte Lokalisierung
zurlickzufiihren ist. Es ist denkbar, dass das Hxt7AC®'*"°-HA-Protein ebenso wie
der heterolog-exprimierte Glukosetransporter Glut1 der Ratte in Hefe nach
Inaktivierung noch internalisiert wird (3.13-3.15), jedoch nicht zur Vakuole geliefert
wird.

4.2.3 Austausch des Serinrestes 259 von Hxt7

Bei den meisten Plasmamembranproteinen leitet vermutlich eine Phospho-
rylierung die Ubiquitinierung des Proteins ein (Marchal et al., 1998). Der Serinrest
259 von Hxt7 in dem Aminosauremotiv PES stellt eine mogliche Proteinkinase C
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(PKC)-Phosphorylierungsstelle in der zytoplasmatischen Region zwischen Trans-
membranhelix VI und VII dar (Abb. 44). Wahrend ein Austausch des entsprechen-
den Serinrests des Maltosetransporters zu einer deutlichen Reduktion der
Inaktivierung fihrte (Brondijk et al., 1998), hatte die Modifikation der putativen
PKC-Phosphorylierungsstelle des Hxt7-Proteins keine Auswirkung auf den Abbau
des Hexosetransporters (3.16.4). Dies spricht daflr, dass die Stabilitat von Hxt7
und der Maltosepermease durch unterschiedliche Signale reguliert wird. Von
Riballo et al. (1994) wurde auch bereits gezeigt, dass die Katabolit-Inaktivierung
des hoch-affinen Hexosetransportsystems nicht durch die Proteinkinase C
beeinflusst wird. Mittlerweile ist fur mehrere endozytierte Plasmamembranproteine
bekannt, dass der Ubiquitinierung eine Yck1-/Yck2-vermittelte Phosphorylierung
vorausgeht (Hicke et al., 1998). Mdglicherweise sind die Caseinkinase I-
Homologen Yck1/Yck2 auch an der Regulation der Stabilitdt der Hexosetransport-
proteine involviert.

4.2.4 Deletion des N-Terminus von Hxt7

Nicht nur der C-Terminus, sondern auch der N-Terminus einiger Plasma-
membranproteine ist flr die Einleitung der Internalisierung wichtig. Eine Deletion
der Aminosauren 2-56 von Hxt7 fuhrte zu einem Hexosetransportprotein, das tUber
6 Stunden nach Inaktivierung fast komplett stabilisiert ist (3.16.5). Die deletierte N-
terminale Sequenz erinnert an PEST-Sequenzen, die fur die Direktion vieler
zytoplasmatischer und nuklearer Proteine zum proteasomalen Abbau verantwort-
lich sind (Rechsteiner und Rogers, 1996). PEST-Sequenzen weisen keine primare
Sequenzidentitat auf. Allerdings sind sie im Allgemeinen 10-50 Reste lang und
sind durch eine hohe Dichte an sauren Aminosauren (Glutamat und Aspartat) und
hydroxylierten Aminosauren gekennzeichnet (Serin und Threonin) (Abb. 44). Auch
der Abbau einer Reihe von Plasmamembranproteinen wird durch PEST-ahnliche
Sequenzen reguliert: die Uracilpermease Fur4 (Marchal et al.,, 1998), der
Tryptophantransporter Tat2 (Beck et al., 1999), der a-Faktor-Transporter Ste6
(Kolling und Losko, 1997), die o~ und a-Faktor-Rezeptoren Ste2 und Ste3 (Dunn
und Hicke, 2001; Roth et al., 1998) und die Maltosepermease Mal61 (Medintz et
al., 2000). Zusammen reprasentieren diese Sequenzen wahrscheinlich eine neue
Klasse von Endozytosesignalen, deren primare Rolle das Anhangen eines
initierenden Ubiquitins ist (Roth et al., 1998). Die Lysinreste innerhalb der PEST-
Sequenz und in der ndheren Umgebung fungieren wahrscheinlich als redundante
Ubiquitinakzeptorstellen (Marchal et al., 2000; Roth und Davis, 2000), wahrend
die Serinreste vermutlich als Phosphoakzeptoren dienen (Medintz et al., 2000).
Die Kinasen Yck1/Yck2 vermitteln vermutlich die Phosphorylierung der PEST-
ahnlichen Sequenzen (Marchal et al., 2000; Vancura et al., 1994; Estrada et al.,
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1996; Medintz et al., 2000). In dem deletierten Bereich des N-Terminus von Hxt7
befinden sich sieben Serin- und drei Lysinreste, die als putative Phospho-
rylierungs- und Ubiquitinierungsstellen dienen kdnnten (Abb. 44). Medintz et al.
(1996; 1998) konnten zeigen, dass die Maltosepermease speziell in Anwesenheit
von Glukose phosphoryliert und ubiquitiniert wird. Moglicherweise unterliegt der N-
Terminus von Hxt7 einer ahnlichen Regulation.

4.3 Glukoseaufnahme und Ethanolproduktion eines HXT7AN?**°-HA-
Einzelexpressionsstamms unter Hungerbedingungen

Industrielle Fermentationen kdnnen durch die Inaktivierung des Zuckertransport-
systems limitiert werden (Salmon und Vincent, 1993). Das konstruierte Hxt7AN*
*°_HA-Protein unterliegt im Gegensatz zum Hxt7-Wildtypprotein unter Hunger-
bedingungen keinem schnellen Abbau. Es erschien somit sehr vielversprechend
in Bezug auf eine mdgliche Erhdéhung der Glukosetransportrate unter
Fermentations-bedingungen. Tatsachlich konnte mit einem HXT7A >0 HA-
Einzelexpressions-stamm im Vergleich zu einem HXT7-Einzelexpressionsstamm
unter Inaktivierungsbedingungen eine ca. doppelt so hohe Transportaktivitat
gemessen werden (3.17).

Tab. 11: Glukoseaufnahme, Glukoseverbrauch und Ethanolproduktion eines HXT7- und

HXT7AN?***-HA-Einzelexpressionsstamms vor (+N) und nach 6-stiindiger Inaktivierung (-N).

Glukoseaufnahme Glukoseverbrauchsraten Ethanolproduktionsraten

(nmol min" mg' TG)  (mmol Glukose/g Protein * h) (mmol EtOH/g Protein * h)
Hxt7 +N 117 (100%) 409 (100%) 96  (100%)
Hxt7 -N 20 (17%) 212 (52%) 39 (41%)
Hxt7AN  +N 76 (63%) 274  (67%) 28 (29%)
Hxt7ZAN  -N 40  (34%) 169  (41%) 22 (23%)

Unter der Annahme, dass der limitierende Schritt der Fermentation der Glukose-
transport Uber die Plasmamembran ist, sollte es mdglich sein, durch einen
erhdohten Glukosetransport die Fermentationsrate zu steigern. Jedoch konnte
durch Expression des Hxt7AN?°®-HA-Proteins die Ethanolproduktionsrate unter
Hungerbedingungen nicht erhoht werden (3.18.1, 3.18.2). Die Messung des
Glukoseverbrauchs zeigte dann ebenfalls, dass die unter
Wachstumsbedingungen gemessene Glukoseaufnahme des HXT7AN**°-HA-
Einzelexpressionsstamms nach Inaktivierung im Vergleich zum HXT7-
Einzelexpressionsstamm nicht erhéht war (Tab. 11). Somit ist eine deutliche
Diskrepanz zwischen der in vitro-gemessenen Glukoseaufnahme und des in vivo-
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gemessenen Glukoseverbrauchs zu verzeichnen. Auch Teusink et al. (1998)
beobachteten, dass Glukoseverbrauch und Glukoseaufnahme nicht direkt
korrelieren: bei Expression des hoch-affinen Glukosetransportsystems ist die
Glukoseverbrauchsrate um ca. 50% niedriger als der Glukosetransport.
Wahrscheinlich sind die unterschiedlichen Ergebnisse auf Regulationen der
Hexosetransporter durch den Glukosemetabolismus der Zellen zurickflUhren.
Solche Regulationen kénnen naturgemald nur unter den in vivo-Bedingungen der
Glukoseverbrauchsmessungen wahrgenommen werden, jedoch nicht bei den
Glukoseaufnahmemessungen. Bei den ,zero trans“Glukose-Influx-Messungen
kann per Definition keine Ruckkopplung vom Metabolismus gemessen werden.
Die ,Feedback“-Regulation kdnnte durch Metabolite oder Proteine erfolgen, die
mit dem Transportprotein interagieren. So wurden beispiels-weise Glukose-6-
Phosphat, ATP, die Hexosekinasen oder eine Untereinheit der Trehalosesynthase
als mogliche Regulatoren der Glukosetransporter diskutiert (Azam und Kotyk,
1969; Galazzo und Bailey, 1990; Schuddemat et al., 1988; Bisson und Fraenkel,
1983; Thevelein und Hohmann, 1995). Teusink et al. (1998) konnten zeigten,
dass die freie intrazelluléare Glukosekonzentration in der Zelle hdher ist als zuvor
angenommen. Da Transporter, die ihre Substrate mittels erleichterter Diffusion
aufnehmen durch ihre Produkte wieder gehemmt werden, postulierten Teusink et
al. (1998), dass die aufgenomme Glukose als primares Signalmolekuil wirkt und
die Hexosetransporter nach Aufnahme umgehend wieder hemmt.

Durch eine solche ,Feedback“-Hemmung kann die fehlende Korrelation zwischen
der ,zero trans“-Messung der Glukoseaufnahme und des in vivo-gemessenen
Glukoseverbrauchs erklart werden. Vor Inaktivierung nimmt der HXT7-Einzel-
expressionsstamm relativ viel Glukose auf. Dies resultiert umgehend in einer
starken Hemmung der Hexosetransporter. Daher ist der gemessene Glukose-
verbrauch in Relation zum Glukosetransport gering. Durch den Abbau des
Wildtypproteins wird nach Inaktivierung nur noch wenig Glukose aufgenommen.
Somit ist einerseits der gemessene Glukosetransport gering, andererseits ist auch
die Hemmung der Glukosetransporter maRig. Folglich ist die Glukoseverbrauchs-
rate relativ hoch. Entsprechendes beobachtet man auch bei einem Vergleich des
Glukoseverbrauchs und der Glukoseaufnahme des HXT7AN**°-HA-Einzel-
expressionsstamms. Da die Hxt7AN*°®-HA-vermittelte Glukoseaufnahme schon
vor Inaktivierung geringer ist als die des Hxt7-Proteins, ist dementsprechend auch
die ,Feedback“-Hemmung geringer als bei der Expression des transportaktiveren
Wildtypproteins. Die  Glukoseverbrauchsrate des HXT7AN?*°-HA-Einzel-
expressionsstamms ist folglich relativ hoch. Durch die hohere Stabilitat des
Hxt7AN**°-HA-Proteins ist die gemessene Glukoseaufnahmeaktivitdt nach
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Inaktivierung deutlich hoher als im Wildtypprotein. Die gemessene Glukose-
verbrauchsrate ist jedoch nicht deutlich erhdoht, da wiederum ein hdohere
Hemmung stattfindet.

Die ebenfalls in vivo-gemessene Ethanolproduktionsrate muisste nach diesem
Modell mit der Glukoseverbrauchsrate korrelieren. Wahrend dies fur den HXT7-
Einzelexpressionsstamm vor und nach Inaktivierung zutrifft, ist jedoch die Ethanol-
produktion des HXT7AN2'56-HA-Einzelexpressionsstamms im Vergleich zum
Glukoseverbrauch signifikant niedriger. Folglich scheint der N-Terminus von Hxt7
eine regulatorische Funktion zu besitzen. Moglicherweise ftritt der N-Terminus in
direkte Wechselwirkung mit einem Enzym oder Metabolit der Glykolyse und
aktiviert so die Ethanolproduktion (Abb. 45).

Glukose
| Abb. 45: Modell der ,Feedback‘-
Hxt? T Kontrolle des Hexosetransporters
| Hxt7 durch freie intrazellulare
l Glukose. Die aufgenommene Glukose
5 wirkt  direkt wieder als primares
Glukose Signalmolekiil und hemmt umgehend
+ l den Hexosetransporter. Ferner hat der N-
Terminus von Hxt7 eine aktivierende
@ Auswirkung auf die Ethanolproduktion.
Ethanol

Eine Uberexpression der Hexosetransporter resultierte zwar in einer insgesamt
hdéheren Fermentationsrate (3.18.2), jedoch ist die Korrelation zwischen Glukose-
aufnahme und Ethanolproduktion nicht linear. Dies ist vermutlich auf eine
metabolische Kontrolle der Transporter zuruckzufihren. Sollte die Glukose-
aufnahme in die Zelle tatsachlich durch eine ,Feedback“-Hemmung des Glukose-
metabolismus reguliert werden, dann kann die Glukoseaufnahme vermutlich
generell nicht wesentlich Uber das Wildtypniveau gesteigert werden. Biotechno-
logisch erstrebenswert ist jedoch primar die Aufrechterhaltung der Zucker-
transportaktivitat unter industriellen Fermentationsbedingungen. Um dies zu
erzielen, muss ein Hexosetransporter konstruiert werden, der 1. unter Hunger-
bedingungen nicht abgebaut wird, der 2. Uber eine ebenso hohe Glukose-
transportaktivitat verfligt wie das entsprechende Wildtypprotein und 3. keine
einschrankte Ethanolproduktionsrate aufweist. Die Deletion der Aminosauren 2-56
von Hxt7 resultierte zwar in einem deutlich stabilisierten Hexosetransportprotein,
jedoch war auch die Hxt7 AN**°-HA-vermittelte Glukoseaufnahmeaktivitdt und
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auch die Ethanolproduktionsrate reduziert. Mdglicherweise reicht beispielsweise
ein Austausch der 5 Lysinreste im N-Terminus von Hxt7 aus, um ein Protein zu
konstruieren, dass unter Hungerbedingungen nicht abgebaut wird. Vielleicht weist
ein solches, geringfugiger modifiziertes Protein einerseits eine Wildtypprotein-
ahnliche Transportaktivitat auf und ist andererseits auch in der Aktivierung der
Ethanolproduktion nicht beeintrachtigt.

4.4 Existenz eines unbekannten Glukosetransporters

Neben den Hexosetransportproteinen existiert in der Hefe S. cerevisiae ein
weiteres Protein, das nicht der Zuckerpermease-Familie angehort, aber Glukose-
aufnahme vermitteln kann (Wieczorke et al., 1999). Da das Hxt7-Wildtypprotein
nach einer 6-stindigen Inaktivierung laut Western-Blot-Analyse komplett
abgebaut war, jedoch der HXT7-Einzelexpressionsstamm nach Inaktivierung noch
eine betrachtliche Glukoseverbrauchsrate aufwies, ist moglicherweise dieser noch
nicht identifizierte Glukosetransporter unter diesen Bedingungen fur den
gemessenen Glukoseverbrauch verantwortlich.

4.41 Regulation des Glukosetransporters

Die Expression des unbekannten Glukosetransporters kann in dem hxt-Stamm
durch eine Deletion des Glukosesensors SNF3 oder durch eine Re-Integration
eines HXT7-Promotorfragments in den urspringlichen HXT3-6-7-Lokus induziert
werden (3.23). Mittels eines ,Genbankscreens® konnten ferner einige ,multi-copy-
Suppressoren® identifiziert werden, die ebenfalls dem hxt-Stamm wieder ein
Wachstum auf Glukosemedium ermdglichten (3.22). Identifiziert wurden u. a. die
Proteine Std1, Mth1, Skp1 (Bestandteil des SCF®"-Komplexes) und Sip2
(Bestandteil des Snf1-Kinasekomplexes), die somit vermutlich nicht nur an der
Regulation der Hexosetransporter beteiligt sind, sondern auch an der Regulation
des unbekannten Glukosetransporters. Sollten diese Proteine tatsachlich die
Aktivierung des unbekannten Glukosetransporters bewirken, reicht vermutlich die
Expression deutlich verklrzter Proteine oder die Anwesenheit ihrer Promotoren
fur diese Aktivierung des Transporters aus, da die Genbankplasmide jeweils nicht
den kompletten ORF von SKP1, MTH1 und SIP2 enthalten. So konnte durch die
Bindung eines regulatorischen Proteins an den Promotor die Konzentration dieses
Proteins in der Zelle so stark erniedrigt werden, dass es fur eine Repression des
Glukosetransporters nicht mehr zur Verfugung steht. Wahrscheinlicher ist
allerdings, dass die exprimierten, verkirzten Proteine hyperaktiv sind, z. B. durch
eine fehlende regulatorische Untereinheit. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass auch die anderen auf den Genbankplasmiden kodierten Proteine
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einen Einfluss auf die Aktivitat des unbekannten Glukosetransporters ausuben.
Aufgrund ihrer Strukturvorhersage kann jedoch mit grof3er Wahrscheinlichkeit
keines der identifizierten Proteine direkt einen Glukosetransport Uber die
Plasmamembran vermitteln.

| (Snf3) Plasmamembranl

Abb. 46: Transkriptionelles Regulations-

J. modell des unbekannten Glukose-

@ transporters. Snf3 wirkt mdglicherweise
hemmend auf den Snf1-Kinase-Komplex,

% den SKP®"-Komplex, Std1 und/oder Mth.
gow \@)f Diese Proteine sind an der Aktivierung der
Expression des unbekannten Glukose-

/ \ transporters beteiligt, indem sie eine direkte

@ @ Aktivierung oder aber durch eine Aktivierung
eines Aktivators oder Repression eines
J_ l Repressors die Expression bewirken.

| Glukosetransporter DNA

Ein mogliches Modell fur eine transkriptionelle Regulation des unbekannten
Glukosetransporters ist in Abb. 46 dargestellt. Snf3 konnte eine reprimierende
Funktion auf die Aktivitat der Proteine Sip2, Skp1, Mth1 und/oder Std1 ausuben.
Diese Proteine wirken auf unbekannte Weise zusammen und aktivieren entweder
die Expression des unbekannten Glukosetransporters direkt oder indirekt durch
Aktivierung eines Aktivators oder Repression eines Repressors. Die Repressor-
proteine Mig1, Rgt1 und Sko1 sind jedoch nicht wesentlich an einer solchen
moglichen Hemmung beteiligt, da eine MIG71-, RGT1- und SKO7-Deletion den
Wachstumsdefekt des hxt-Stamms nicht aufhebt (3.23.1, 3.23.2).

Gegen ein solches transkriptionelles Regulationsmodell spricht jedoch, dass durch
eine Genom-weite transkriptionelle Analyse kein Gen identifiziert werden konnte,
das in dem hxt Asnf3-Stamm deutlich hdher exprimiert wird als in dem hxt-
Stamm (3.24). Dies konnte auch auf die gewahlten Versuchsbedingungen
zuruckzufuhren sein. Da die Maoglichkeit besteht, dass der unbekannte
Glukosetransporter nur in Gegenwart von Glukose induziert wird, sollte der hxt
Asnf3-Stamm in Gegenwart von Glukose angezogen werden. Der hxt-Stamm
kann jedoch keine Glukose aufnehmen und wurde daher mit dem Plasmid
p426MET25HXT11 transformiert. Um moglichst vergleichbare Bedingungen zu
schaffen, wurde aber nicht nur der hxt-Stamm, sondern auch der hxt Asnf3-
Stamm mit diesem Plasmid versehen. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass der Glukosetransporter einer genau entgegengesetzten Regulation
unterliegt. So ist auch vorstellbar, dass der unbekannte Glukosetransporter nur
induziert wird, wenn absolut keine Glukose-aufnahme in die Zelle stattfindet.
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Unter dieser Annahme, kdnnte die Hxt11-vermittelte Glukoseaufnahme in die
Zelle dafir verantwortlich sein, dass der unbekannte Glukosetransporter nicht
induziert wird. Folglich kann der Transporter unter diesen Umstanden auch nicht
mittels ,Microarrays® identifiziert werden. Der transkriptionellen Analyse mittels
DNA-,Microarrays“ sind Uberdies auch methodische Grenzen gesetzt. So ist u. a.
die Anzahl der reprasentierten Gene auf den Genfiltern unvollstandig; es fehlen
ca. 100 ORFs. Ferner kdnnte die Sensitivitat des Systems zu gering sein, falls das
entsprechende Gen nur sehr schwach exprimiert wird.

Da auf allen isolierten Genbankplasmiden Gene identifiziert wurden, die an der
transkriptionellen Regulation der HXT-Gene beteiligt sind und auch aufgrund der
postulierten Aktivierung des Transporters durch eine Veranderung der Chromatin-
struktur des Chromosoms |V, war es naheliegend, fir den unbekannten Glukose-
transporters eine transkriptionelle Regulation zu favorisieren. Es ist aber auch
mdglich, dass der Glukosetransporter posttranskriptionell reguliert wird. So ist z.
B. eine Regulation des Transporters durch direkte Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen vorstellbar. Die Proteine Snf3, aber auch Std1 und Mth1, sind an der
Plasmamembran lokalisiert und kommen als mogliche Interaktionspartner in
Frage. Bereits 1993 postulieten Wendell und Bisson, dass Snf3 an einer
posttranskriptionellen Aktivierung von Hxt2 und mdglicherweise auch anderen
Hexosetransportproteinen beteiligt ist. Sie beobachteten, dass in Anwesenheit
niedriger Glukosekonzentrationen snf3-Mutanten hohe Mengen Hxt2-Protein
aufweisen, jedoch keine Hxt2-vermittelte Transportaktivitat. Snf3 kdnnte auch an
einer posttranskriptionellen Regulation des unbekannten Glukosetransporters
beteiligt sein. Jedoch musste Snf3, anders als bei Hxt2, keine aktivierende,
sondern eine hemmende Funktion ausiben.

4.4.2 Moglicherweise kann der Transporter Glukose exportieren

Der hxt Asnf3-Stamm ist trotz seiner Fahigkeit Glukose aufzunehmen und zu
verwerten gegen das toxische Glukoseanalogon 2-DOG resistent (3.21). Ein
analoges Phanomen beobachteten Marini et al. (2000) bei der Expression
menschlicher Erythrozyten-Proteine in Hefe. Die Proteine RhAG und RhGK
konnten einerseits den Wachstumsdefekt eines Hefestamms, der in seinen
endogenen Ammoniumtransportgenen deletiert war, auf Ammonium-haltigen
Medium aufheben. Andererseits wies der Stamm eine erhdhte Resistenz gegen
das toxische Ammoniumanalogon Methylammonium auf. Die Autoren zeigten,
dass diese Resistenz auf einen Ammoniumexport zurtckzufuhren war. Moglicher-
weise ist die 2-DOG-Resistenz des hxt Asnf3-Stamms schlicht auf die Spezifitat
des Transporters zurtckzufihren. Dies erscheint jedoch insofern unwahrschein-
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lich, da der Transporter ansonsten das gleiche Substratspektrum aufweist wie die
Hexosetransporter: so kann er ebenfalls Fruktose, Mannose und Saccharose
transportieren (Wieczorke et al., 1999). In Analogie zu den Befunden von Marini et
al. (2000) ist es vorstellbar, dass es sich bei dem gesuchten Protein um einen
Transporter mit Glukoseexportfunktion handelt. Physiologisch kénnte ein solcher
Glukoseexporter durchaus sinnvoll sein, da er z. B. bei einer starken ,Feedback®-
Hemmung der Hexosetransporter einen Glukoseexport vermitteln konnte.

4.4.3 Ena1 als putativer Glukosetransporter

Da sowohl der unbekannte Glukosetransporter und auch der Na*/Li*-Transporter
Ena1 durch die Proteine Snf3, Mth1, Std1 und Snf1 (Sip2) reguliert werden (3.22,
Ganster et al., 1998), wurde untersucht, ob ENA71 den gesuchten Glukose-
transporter kodiert. Auch einige weitere Anhaltspunkte lassen vermuten, dass es
sich bei Ena1 um den gesuchten Transporter handeln kénnte. Da nur durch Re-
Integration des HXT7-Promotorfragments an seinem urspringlichen Lokus auf
Chromosom IV der Wachstumsdefekt des hxt-Stamms supprimiert werden
konnte, liel® dies vermuten, dass der Glukosetransporter durch eine Veranderung
der Chromatinstruktur induziert wird (3.20.1). Somit muss der Glukosetransporter
auf Chromosom IV lokalisiert sein. Dies trifft fur ENA71 zu. Ferner kdnnen
Kationen- und Glukosetransporter strukturell sehr ahnlich zu sein. So wurden die
Hexosetransporter Hxt1 und Hxt3 urspringlich als mutierte Allele isoliert, die
einen K'-Aufnahmedefekt von Zellen supprimieren konnten (Ko et al., 1993).
Uberdies werden einige Hexosetransporter wie HXT71 und HXT5 ebenso wie
ENA1 durch Osmostress induziert (Hirayama et al., 1995).

Leider konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden, ob Ena1 den
Glukosetransport des hxt Asnf3-Stamms vermittelt, da eine Deletion des ENA-
Genclusters nicht erfolgreich war (3.23.2). Durch eine Deletion der Gene Hal1 und
Sko1, die an der Regulation von Ena1 beteiligt sind, konnte kein Einfluss von
Ena1 auf den Glukosetransport nachgewiesen werden (3.23.2). Ganster et al.
(1998) zeigten, dass in einer Asnf3-Mutante die Na’- und Li*-Resistenz des
Stammes durch die Induktion von ENA1 erhoht ist. Jedoch konnte auf Maltose-
medium mit Natriumkonzentrationen zwischen 0,6-2 M keine Unterschiede
zwischen dem Wachstum des hxt Asnf3-Stamms und des hxt-Stamm beobachtet
werden (ohne Abb.). Jedoch schliel3en solche Beobachtungen die Beteiligung von
Ena1 nicht ganzlich aus, da mdglicherweise der Transporter z. B. nur in Anwesen-
heit von Glukose induziert wird oder die verschiedenen Regulationswege
redundant sind. Vielleicht kann durch Uberexpression von ENA1 gezeigt werden,
ob Ena1 in dem hxt-Stamm Glukosetransport vermitteln kann.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Hefeindustrie hat weltweit eine sehr grof3e 6konomische Bedeutung. Wahrend
industrieller GroRproduktionen von z. B. Wein, Bier oder auch Backhefe kommt es
jedoch immer wieder zu Hungerstadien, die die Produktionseffizienz und Produkt-
qualitat beeinflussen. So fluhren z. B. Stickstoffhungerbedingungen zu einer
Abnahme der Fermentationskapazitat der Hefezellen, die vermutlich auf eine
Inaktivierung der Zuckeraufnahmesysteme zurlckzufihren ist. Deshalb sollte in
der vorliegenden Arbeit im Rahmen eines EU-geforderten Projektes die
Regulation der Inaktivierung der Hexosetransporter von S. cerevisiae unter
Hungerbedingungen untersucht werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die hoch-affinen Hexosetransporter Hxt6 und
Hxt7 aber auch der niedrig-affine Hexosetransporter Hxt1 nach Zugabe einer
fermentierbaren Kohlenstoffquelle bei gleichzeitigem Stickstoffhunger durch einen
selektiven Abbau inaktiviert werden. Durch Untersuchung der Proteinstabilitat in
verschiedenen Hefemutanten und durch intrazellulare Lokalisierungsstudien
stellte sich heraus, dass Hxt6/Hxt7 nach einer Ubiquitinierung mittels Endozytose
internalisiert werden. Die Proteine werden zur Vakuole geliefert und dort
abgebaut. Das Proteasom ist an dem Abbau von Hxt6/Hxt7 nicht beteiligt.
Erstmals konnte in Hefe gezeigt werden, dass Proteine, die normalerweise an der
Autophagozytose von zytoplasmatischen Komponenten beteiligt sind, auch an
einem selektiven Abbau von Plasmamembranproteinen mitwirken.

Ein wesentliches biotechnologisches Ziel dieser Arbeit war die Konstruktion eines
Hexosetransporters, der auch unter Inaktivierungsbedingungen stabil, aktiv und in
der Plasmamembran lokalisiert bleibt. Mit Hilfe von in vitro-Mutagenese und
gezielten Deletionsanalysen wurden verschiedene putative Internalisierungs-
motive von Hxt7 geandert. Durch eine Deletion einer PEST-ahnlichen Region im
N-Terminus des Hxt7-Proteins konnte ein funktioneller und deutlich stabilisierter
Transporter hergestellt werden. Obwohl in Hefezellen, die diesen stabilisierten
Hexosetransporter exprimierten, die Glukosetransportaktivitat unter Inaktivierungs-
bedingungen deutlich erhoht war, konnte jedoch die Glukoseverbrauchsrate und
auch die Fermentationskapazitat nicht gesteigert werden. Dieses wurde auf eine
regulatorische Wechselwirkung der Hexosetransporter mit Stoffwechsel-
metaboliten zurtickgefuhrt, die generell eine Erhdhung der Fermentationskapazitat
von Hefen durch Uberexpression von Hexosetransportern fraglich erscheinen laRt.

Ein weiterer Teil der Arbeit beschaftigte sich mit der Identifizierung eines noch
unbekannten Glukosetransporters in S. cerevisiae. Dieser Transporter kann durch
eine Deletion des Glukosesensors Snf3 oder durch Uberexpression verschiedener
Signalproteine wie Mth1 oder Std1 aktiviert werden. Jedoch konnte das
entsprechende Gen weder durch genetische ,Screening“-Verfahren noch durch
eine Genom-weite ,Microarray“-Analyse identifiziert werden. Es wird diskutiert,
dass der unbekannte Glukosetransporter entweder auf posttranskriptioneller
Ebene reguliert oder nur sehr schwach exprimiert wird.
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