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1 EINLEITUNG

Der einfache Zucker Glukose ist in seinen polymeren Formen, der Zellulose und
der Starke, das vermutlich am haufigsten auftretende Biomolekll der Erde. Zu-
sammen mit anderen Zuckern reprasentiert Glukose einen wichtigen Nahrstoff fur
vielerlei Zelltypen, von Mikroben bis hin zu den Zellen héherer Organismen wie
denen der Saugetiere. Parallel zu der weiten Verbreitung von Zuckern als Nahr-
stoffen entwickelten sich im Laufe der Evolution eine Vielzahl von Mechanismen,
um die zellulare Aufnahme dieser hydrophilen Molekile Uber den hydrophoben
Kern der Plasmamembran zu katalysieren, wie z.B. Protonen-Symport-Systeme,
Natrium-Glukose-Cotransporter, = Bindeprotein-abhangige  Systeme,  Phos-
photransferase-Systeme und Systeme mit erleichterter Diffusion (Saier, 2000;
Walmsley et al., 1998). In Eukaryonten vermitteln unterschiedliche Familien von
Glukosetransportproteinen die Aufnahme des Zuckers in die Zellen, kodiert von
den GLUT-Genen in Saugetieren und den HXT-Genen in der Hefe Saccharomy-
ces cerevisiae. Der Transport des Zuckers erfolgt passiv entlang eines Konzen-
trationsgradienten Uber den energieunabhangigen Mechanismus der erleichterten
Diffusion. Die Zuckertransporter werden einer Ubergeordneten Familie von Trans-
portproteinen zugerechnet, der ,major facilitator superfamily“ (MFS), und zeichnen
sich durch strukturelle Gemeinsamkeiten wie 12 transmembrane Helices und eine
Anzahl konservierter Aminosaurereste und Motive aus (Baldwin, 1993; Boles und
Hollenberg, 1997; Kruckeberg, 1996; Mueckler, 1994; Pao et al., 1998; Walmsley
et al.,, 1998).

1.1 Die Hexosetransporter-Familie von S. cerevisiae

S. cerevisiae besitzt 34 Gene, die gemeinsam fur die sog. Zuckerpermease-
Familie kodieren (Abb. 1). Unter diesen Genen kodieren 18 fur Hexosetranspor-
ter-verwandte Proteine, HXT7-17 und GALZ2. Diese Genfamilie konnte auf Basis
der Charakterisierung von Hefemutanten und nach Abschlul3 des Hefegenom-
Sequenzierprojektes durch Sequenzahnlichkeiten zu Zuckertransportern anderer
Organismen identifiziert werden (Kruckeberg, 1996; Ozcan und Johnston, 1999;
Wieczorke et al., 1999). Daneben existieren Protonen-Symporter-Systeme flur die
Aufnahme von Disacchariden wie Maltose (Lagunas, 1993). Ursprunglich wurden
in S. cerevisiae zwei kinetisch unterschiedliche Glukosetransportsysteme be-
schrieben: Ein konstitutives, nieder-affines System mit einem K, zwischen 25 und
45 mM, sowie ein Glukose-reprimiertes, hoch-affines System mit einem K, von
0,7 bis 2 mM (Bisson und Fraenkel, 1983; Coons et al., 1995; Reifenberger et al.,
1997). Mittlerweile ist klar, dafl® der nieder- und hoch-affine Glukosetransport eher
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die Summe mehrerer Transporter als das Resultat individueller Proteine repra-
sentiert. Keiner der Transporter ist fir das Wachstum auf Glukose essentiell, was
auf eine funktionelle Redundanz hindeutet. Die Aufnahme von Glukose in die
Zelle Ubt eine starke Kontrolle auf den glykolytischen Flul® aus und wird als ge-
schwindigkeitslimitierender Schritt des Zucker-Metabolismus angesehen (Cortas-
sa et al., 1995; Galazzo und Bailey, 1990). Eine Adaptation der Hefe an diesen
Umstand konnte sich in der Entwicklung dieser ungewohnlichen Vielzahl von
Zuckertransportern widerspiegeln, zumal die Hefe in der Lage ist, ein breites
Spektrum an Glukosekonzentrationen von einigen uM bis zu 2 M effektiv metabo-
lisieren zu konnen (Weusthuis et al., 1994). Da in den letzten Jahren die Bedeu-
tung der Hefe neben ihrem konventionellen Einsatz in der Bier-, Wein- und
Broterzeugung auch in biotechnologischen Prozessen stark zugenommen hat, ist
die Untersuchung dieser Mechanismen nicht nur von akademischem sondern
auch von 6konomischem Interesse.

Git1 Ydi199

Y£1040 Inositolpermease-
Familie

Itr2 Itr1
Ydr387

/Stl1

Snf3 Glukose-
—Rat2 | gensoren

Maltosetransporter- | Mph2
Familie

Hexosetransporter-Familie

Abb. 1: Stammbaum der Zuckerpermease-Familie der Hefe, bestehend aus 34 Proteinen. 18
Proteine bilden die Unterfamilie der Hexosetransporter. Snf3 und Rgt2 wirken als Sensorproteine
fur niedrige bzw. hohe extrazellulare Glukosekonzentrationen.

In der Vergangenheit konnte bereits gezeigt werden, dald Hxt1-Hxt4, Hxt6 und
Hxt7 die metabolisch relevanten Hexosetransporter der Hefe darstellen und in der
Lage sind, die Aufnahme von Glukose, Fruktose und Mannose zu katalysieren
(Reifenberger et al., 1997; Reifenberger et al., 1995). Dabei ist die Transkription
der korrespondierenden Gene eng an die Verfugbarkeit und Konzentration extra-
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zellularer Glukose gekoppelt und stellt den wichtigsten regulatorischen Mecha-
nismus dar, um zu jeder Zeit die Austattung der Zelle mit den kinetisch am besten
geeigneten Glukosetransportern zu gewahrleisten (Boles und Hollenberg, 1997;
Ozcan und Johnston, 1999). Neben der transkriptionellen Kontrolle dienen auch
posttranslationale Prozesse wie Inaktivierung von Glukosetransportern, Modulati-
on der Affinitat und unter Umstanden auch Interaktionen zwischen verschiedenen
Transportern der Adaptation der Zelle an die vorherrschende Konzentration der
Glukose im Medium (Horak und Wolf, 1997; Krampe et al., 1998; Riballo und
Lagunas, 1994; Walsh et al., 1994). Die Expression des nieder-affinen Glukose-
transporters Hxt1 (K, = 100 mM) wird nur durch hohe Glukosekonzentrationen
induziert, wohingegen die Expression von Hxt3 (K, = 60 mM) unabhangig von der
Konzentration der Glukose erfolgt (Reifenberger et al., 1997). Demgegenuber
handelt es sich bei Hxt2, Hxt6 und Hxt7 um hoch-affine Transporter, die durch
niedrige Glukosekonzentrationen induziert werden. Hxt6 und Hxt7 weisen einen
Km-Wert von 1-2 mM auf, wahrend die Expression von Hxt2 in einer hxt-
Nullmutante eine biphasische Kinetik hervorruft (K, = 1,5 mM und K, = 60 mM)
(Reifenberger et al., 1997). Unter Umstanden wird die Affinitat von Hxt2 in Abhan-
gigkeit von der Konzentration der Glukose moduliert. Hxt4 besitzt eine intermedia-
re Affinitat fur Glukose (K, = 9 mM) und wird ebenfalls durch geringe extrazellula-
re Glukosekonzentration induziert. Im Gegensatz zu den genannten Transport-
proteinen ist Uber die Funktionen der anderen Hexosetransporter der Hefe, Hxt5
und Hxt8 bis Hxt17, bislang nur wenig bekannt (Boles und Hollenberg, 1997).

Glukose Ubt zwei wesentliche Effekte auf die Genexpression in S. cerevisiae aus:
Die Expression vieler Gene, die fur Proteine des respiratorischen Weges und der
Glukoneogenese kodieren oder der Verwertung alternativer Kohlenstoffquellen
(z.B. Galaktose, Saccharose, Maltose) dienen, wird reprimiert. Dieser Mechanis-
mus wird als Glukoserepression bezeichnet (Carlson, 1998; 1999; Gancedo,
1998; Trumbly, 1992). Auf der anderen Seite wird im Rahmen der Glukoseindukti-
on die Synthese von Proteinen stimuliert, die fur die Metabolisierung der Glukose
erforderlich sind, beispielsweise die Bildung von Hexosetransportern und glykoly-
tischen Enzymen (Boles und Hollenberg, 1997; Ozcan und Johnston, 1999).

1.1.1 Glukoseinduktion von Hexosetransportern der Hefe

Da auf hohen Glukosekonzentrationen wachsende Hefezellen den groften Anteil
ihrer Energie aus der Fermentation beziehen, hierbei jedoch lediglich 2 Mol ATP
pro Mol Glukose gewonnen werden, mussen die Zellen entsprechend grolde Men-
gen der Kohlenstoffquelle durch die Glykolyse schleusen. Um eine hohere glyko-
lytische Kapazitat zu erreichen, wird die Expression der meisten Glykolyseenzyme
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und Hexosetransporter durch Glukose induziert (Miller et al., 1995; Ozcan und
Johnston, 1995).

c[Glukoseliedrig c[Glukose]hoch
o oo o8
Co o CECE

@
@

SCFGrr1

—>
HXT2/4/677 HXT1

Abb. 2: Schematisches Modell der Snf3- und Rgt2-gesteuerten Glukoseinduktionssignale in Ab-
hangigkeit von der extrazelluldren Glukosekonzentration. In Abwesenheit von Glukose wird die

Transkription der HXT-Gene durch den Repressor Rgt1 unterdriickt. Bei niedrigen Konzentrationen
Grr1

von Glukose wird von Snf3 ein intrazellulares Signal erzeugt, das tUber den SCF™" -Komplex trans-
duziert wird und durch Inhibierung von Rgt1 die Expression der Gene HXT171-4 und HXT6-7 erlaubt.
Die Proteine Mth1 und Std1 kénnten hierbei eine modulierende Funktion ausiben. Bei hohen
Glukosekonzentrationen steuert Rgt2 die SCF®"'—abhangige Konversion von Rgt1 in einen Tran-
skriptionsaktivator fir die Expression von HXT1. Die vollstandige HXT7-Induktion erfordert zusatz-
lich einen bislang unbekannten, Hxk2/Reg1-abhangigen Signalweg.

Die zentralen Bestandteile des Signaltransduktionsweges (Abb. 2) zur Induktion
der HXT-Gene der Hefe sind (1) die Glukosesensoren Snf3 und Rgt2 in der Plas-
mamembran, die ein intrazellulares Glukosesignal erzeugen, (2) der Transkripti-
onsrepressor Rgt1 und (3) der Multiproteinkomplex SCF®™ der die Funktion des
Repressors beeinflut (Kruckeberg et al., 1998; Ozcan und Johnston, 1999). In
Abwesenheit von Glukose bindet Rgt1 mit seinem Cg-Zink-Cluster Motiv (Cysg
Zny) an die Promotoren der HXT-Gene und unterdrickt deren Expression, ver-
mutlich durch Rekrutierung der generellen Repressoren Ssn6 und Tup1 an die
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DNA (Ozcan et al., 1996). Wird extrazelluldr wieder Glukose verfuigbar, erzeugen
die Glukosesensoren in Abhangigkeit von der Konzentration ein Signal, das zur
Inaktivierung des Repressors Rgt1 durch den SCFGr”-KompIex fuhrt (Ozcan et al.,
1996). Die genaue Art des Glukosesignals sowie der Mechanismus der Si-
gnallibertragung ist bislang unklar. Obwohl Snf3 und Rgt2 hohe Ahnlichkeit zu der
Hexosetransporterfamilie aufweisen, scheinen sie selbst nicht in der Lage zu sein,
Glukose zu transportieren. Wahrscheinlicher ist eine Rezeptor-ahnliche Funktion.
Die Bindung von Glukose an der Zelloberflache konnte eine Konformationsande-
rung der beiden Proteine nach sich ziehen, die sich auf deren ungewdhnlich lan-
gen Carboxyterminus Ubertragt und auf diese Weise ein intrazellulares Signal
erzeugt (Marshall-Carlson et al., 1990; Ozcan et al., 1998). Die mehr als 200
Aminosauren umfassenden zytoplasmatischen Anhange von Snf3 und Rgt2 sind
wesentliche Merkmale, die beide Proteine von den anderen Hexosetransportern
(C-Terminus bestehend aus rund 50 Aminosauren) unterscheiden, und sind Vor-
raussetzung fur die Generierung eines Glukosesignals. Insbesondere konnte eine
26 Aminosauren lange, nahezu identische Sequenz identifiziert werden (zweimal
in Snf3, einmal in Rgt2), deren Anwesenheit flr die Signalerzeugung essentiell ist.
Unter Umstanden konnten diese Motive den Interaktionspunkt fur die nachste
Komponente des Signaltransduktionsweges darstellen (Coons et al., 1997; Mar-
shall-Carlson et al., 1990; Ozcan et al., 1998; Vagnoli et al., 1998).

Die Ereignisse unterhalb der Glukose-Erkennung durch Snf3 und Rgt2 sind kom-
plex und bislang wenig verstanden. In einem Snf3-abhangigen Weg wird bei ge-
ringen extrazellularen Glukosekonzentrationen die Repressorfunktion von Rgt1
inhibiert und fahrt zur transkriptionellen Derepression der Gene HXT2 bis HXT4,
HXT6 und HXT7 (Abb. 2), die fir hoch- und intermediar-affine Transportproteine
kodieren (Boles und Hollenberg, 1997; Ozcan und Johnston, 1995). Dieser Schritt
ist abhangig von der Aktivitat des F-Box Proteins Grr1 als Teil des SCFe™-
Komplexes und scheint die Beteiligung von Ubiquitin oder eines Ubiquitin-
verwandten Proteins zu umfassen (Kishi et al., 1998; Li und Johnston, 1997).
SCF-Komplexe bestehen aus den Gerustkomponenten Skp1 und Cdc53, dem
Ubiquitin-konjugierenden Enzym Cdc34 sowie einem F-Box-Protein und wirken
insgesamt als E3-Enzym (Ubiquitin-Ligase) im zellularen Proteindegradationssys-
tem (Patton et al., 1998). Die Gegenwart hoher Glukosekonzentrationen fuhrt zur
Stimulation von Rgt2 und des Rgt2-abhangigen Signalweges, der in der Expressi-
on des nieder-affinen Glukosetransporters Hxt1 resultiert (Abb. 2) (Ozcan et al.,
1996). Auch dieser Weg ist abhangig von SCFe™, jedoch wird hier der Repressor
Rgt1 scheinbar in einen Transkriptionsaktivator konvertiert. Neben dem Rgt2-
Rgt1-Signaltransduktionsweg existiert ein noch unbekannter weiterer, Hxk2/Reg1-
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abhangiger Mechanismus, der fur die volle Expression des HXT7-Gens erforder-
lich ist (Ozcan et al., 1996). Die Gene MTH1 und STD1 kodieren fiir zwei ver-
wandte nukleare Proteine, die die Expression einiger Gene als Antwort auf Gluko-
se zu modulieren scheinen und in Two-Hybrid-Untersuchungen mit den car-
boxyterminalen Domanen von Snf3 und Rgt2 interagieren (Ganster et al., 1993;
Hubbard et al., 1994; Lafuente et al., 2000; Schmidt et al., 1999; Schulte et al.,
2000). Eine mogliche Aufgabe von Mth1 konnte in der Verknlpfung zweier Gluko-
se-abhangiger Signalwege liegen, da das Protein einerseits einen negativen Ef-
fekt auf den Snf3-abhangigen Glukoseinduktionsweg ausubt, andererseits den
Snf1-abhangigen Glukoserepressionsweg positiv beeinflufl3t (Schulte et al., 2000).
Jedoch sind die genauen Funktionen beider Proteine bislang unklar.

1.1.2 Glukoserepression und Derepression

Der Glukoserepressionsmechanismus der Genexpression setzt sich aus mehre-
ren zentralen Komponenten zusammen, die ein komplexes regulatorisches Netz-
werk bilden. Mig1, ein Zink-Finger Transkriptionsrepressor, bindet an die Promoto-
ren vieler Glukose-reprimierter Gene und unterdrickt deren Transkription durch
Rekrutierung der generellen Repressoren Ssn6 und Tup1 an die DNA (Ostling et
al., 1996; Treitel und Carlson, 1995). Die nukleare Lokalisierung von Mig1 wird
dabei durch die Serin-Threonin Proteinkinase Snf1 reguliert. In Gegenwart von
Glukose ist diese Kinase inaktiv und unphosphoryliertes Mig1 bewegt sich in den
Zellkern, wo es als Repressor wirkt. Ist Glukose limitierend, wird Mig1 durch die
aktive Snf1-Kinase phosphoryliert, wieder in das Zytoplasma exportiert und infol-
gedessen werden die zuvor reprimierten Gene dereprimiert (De Vit et al., 1997,
Treitel et al., 1998; Wilson et al., 1996; Woods et al., 1994). Die Proteinkinase
Snf1 stellt die katalytische Untereinheit eines Komplexes aus mehreren Proteinen
dar und ist unter anderem mit der regulatorischen Untereinheit Snf4 und drei
Mitgliedern der Sip-Proteinfamile assoziiert, die eine GeruUstfunktion ausuben
(Carlson, 1999; Johnston, 1999). In Gegenwart hoher Glukosekonzentrationen
wird die katalytische Domane des Proteins durch die regulatorische Domane
gebunden und liegt in einer inaktiven, autoinhibierten Form vor. Als Reaktion auf
Glukoselimitierung wird Snf1 durch eine bislang unbekannte Kinase phosphoryliert
und die regulatorische Untereinheit Snf4 bindet an die regulatorische Doméne von
Snf1. Hierdurch wird die katalytische Domane freigegeben und der Komplex in
eine offene, aktive Form Uberfihrt (Jiang und Carlson; 1996; Ludin et al., 1998).
Die Ruckkehr in die geschlossene, inaktive Form wird durch Dephosphorylierung
von Snf1 durch die Proteinphosphatase 1 (Glc7, PP1) gefordert, die durch ihre
assoziierte regulatorische Untereinheit Reg1 an den Snf1-Komplex dirigiert wird
(Sanz et al., 2000; Tu und Carlson, 1995). Ubereinstimmend mit einer Funktion
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der PP1 bei der Uberfiihrung des Snf1-Komplexes in die inaktive Form als Reak-
tion auf Glukose findet sich eine verstarkte Interaktion von Reg1 mit Snf1 bei
hohen Glukosekonzentrationen (Ludin et al., 1998; Sanz et al., 2000). Experi-
mentelle Daten deuten darauf hin, dal die PP1 nicht nur negativ antagonistisch
zu Snf1 wirkt, sondern auch fur die Dephosphorylierung von phosphoryliertem
Mig1 verantwortlich ist und somit den Import des Transkriptionsrepressors aus
dem Zytoplasma zurlck in den Zellkern ermdglicht (Treitel et al., 1998).

Die Art des Glukosesignals, das die Aktivitat der Snf1-Proteinkinase beeinfluf3t, ist
bislang unbekannt. Zwar mul} Glukose in die Zellen aufgenommen werden, um
die  Glukoserepression auszulésen, jedoch Ubt keiner der Haupt-
Glukosetransporter eine Detektions- oder Signalfunktion aus (Reifenberger et al.,
1997). Andere Arbeiten deuten darauf hin, dal3 das Signal fur die Glukoserepres-
sion wahrend des glykolytischen Flusses im Rahmen des Metabolismus durch
Anderungen im AMP:ATP-Verhaltnis bei einsetzender Glukoselimitierung erzeugt
wird, da dies mit der Aktivitat der Snf1-Kinase korreliert (Wilson et al., 1996). Da-
bei wird Snf1 zwar nicht wie das Sauger-Homolog, die AMP-aktivierte Proteinkina-
se (AMPK), direkt durch AMP stimuliert, jedoch existieren Hinweise auf die Exis-
tenz einer Snf1-Kinase-Kinase (Stapleton et al., 1994; Wilson et al., 1996; Woods
et al., 1994). Allerdings laf3t sich die Korrelation von AMP:ATP-Verhaltnis und
Snf1-Aktivitat unter glukoneogenischen Wachstumsbedingungen nicht aufrechter-
halten, so dal® dieser Mechanismus als alleiniger Ausloser eines Glukosesignals
umstritten ist. Moglicherweise dient er eher der Adaptation an wechselnde Gluko-
sekonzentrationen als der Signalerzeugung unter ,steady-state” Bedingungen
(Gancedo, 1998). Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dal® der Hexokina-
se 2 (Hxk2) eine wichtige Rolle in der Glukoserepression zukommt, da das Enzym
sowohl Glukose im ersten Schritt der Glykolyse phosphoryliert, als auch (zum Teil
uber Snf1) die Glukoserepression reguliert (De Winde et al., 1996; Randez-Gil et
al., 1998; Sanz et al., 2000). Die Entdeckung von Teusink et al. (1998), dal® Hefe-
zellen signifikante Mengen intrazellularer Glukose besitzen kdnnen, legt zudem
die Mdglichkeit nahe, daly auch die Glukose selbst als Signalmolekul fungieren
konnte.



Einleitung Seite 14

1.2 Die GLUT-Glukosetransporter der Saugetiere

Im Vergleich zu der fur einen unizellularen Organismus wie S. cerevisiae Uberra-
schend umfangreichen Hexosetransporter-Familie zeichnen sich die Glukose-
transporter der Saugetiere durch eine gewebespezifische Distribution und Regu-
lation aus. Neben den aktiven Natrium-Glukose-Symportern der Darmepithelien
SGLT1 und SGLT2 wurden bislang neun passive Glukosefaszilitatoren identifi-
ziert, die der GLUT-Familie zugeordnet werden (Tab. 1): GLUT1 bis GLUT5 sowie
GLUT7 bis GLUT10 (Baldwin, 1993; Brown, 2000; Doege et al., 2000; 2000; Ib-
berson et al., 2000; McVie-Wylie et al., 2001; Mueckler, 1994; Phay et al., 2000;
Turk et al., 1994; Waddell et al., 1992; Walmsley et al., 1998). Die Schlusselfunk-
tionen dieser Transporter umfassen die Glukoseaufnahme in verschiedene Ge-
webe, Speicherung in der Leber, Insulin-abhdngige Aufnahme in Muskel- und
Fettzellen, die Glukose-Detektion in pankreatischen B-Zellen sowie auch die Re-
gulation des Blutzuckerspiegels (Mueckler, 1994; Thorens, 1996; Rea und James,
1997). Auf Proteinebene sind die bislang isolierten GLUT-Isoformen insgesamt zu
rund 40% konserviert (Brown, 2000). Die meisten Zellen exprimieren eine Anzahl
unterschiedlicher Glukosetransporter, deren Anteil in speziellen Geweben be-
trachtlich variiert. Eine Charakterisierung einzelner GLUT-Proteine wird dadurch
stark erschwert und die kinetischen Eigenschaften einzelner Transporter konnten
bislang nur durch Expression in heterologen Systemen wie z.B. Xenopus-Oozyten
unter Verwendung nichtmetabolisierbarer Zucker-Analoga untersucht werden
(Baldwin, 1993; Gould et al., 1991).

1.2.1 Zwei verwandte Proteine mit unterschiedlicher Funktion, Lokalisie-
rung und Regulation: GLUT1 und GLUT4

Die beiden prominentesten Vertreter der GLUT-Familie sind die Glukosetrans-
porter GLUT1 und GLUT4. Obwohl beide Proteine in ihrer Aminosauresequenz zu
65% identisch sind, bestehen grundlegende Unterschiede in ihrer Lokalisierung
und Regulation. GLUT1 vermittelt vor allem den Glukosetransport in endo- und
epitheliale Zellen, die Blut/Gewebe-Schranken bilden, sowie in Erythrozyten, wo
GLUT1 mit einen Anteil von 6% das am starksten vertretene Membranprotein
darstellt (Baldwin, 1993). Da das Protein nahezu konstitutiv exprimiert wird und
ubiquitar vorhanden ist, wird GLUT1 eine generelle Funktion als basalem Gluko-
setransporter zugeschrieben, der die Grundversorgung der Zellen mit Glukose
gewabhrleistet. Der K,-Wert fur zero-trans Aufnahmemessungen von Glukose in
menschliche Zellen durch GLUT1 bei physiologischer Temperatur (37°C) wurde
mit 7 mM bestimmt und liegt damit dicht an der durchschnittlichen Blutzucker-
Konzentration von 5 mM (Jacquez, 1984; Lowe und Walmsley, 1986).



Einleitung

Seite 15

Tab. 1: Ubersicht der Eigenschaften und Verteilung von GLUT-Isoformen aus der Familie der
Saugetier-Glukosetransporter

Transporter Distribution Biologische Rolle Referenz
GLUT1 Ubiquitéar, vor allem in Genereller basaler Glukose-  (Baldwin, 1993; Brown
Erythrozyten und Gehirn  transport; Transport Uber die  2000; Muekler, 1994)
(Blut/Hirn-Schranke) Blut/Hirn-Schranke
GLUT2 Leber, pankreatische - Intestinale und renale Ab- (Baldwin, 1993; Brown
Zellen, Niere, Dinndarm  sorption; pankreatische und 2000; Muekler, 1994)
hepatische Kontrolle der
Glukose-Homeostasis
GLUT3 Gehirn (Neuronen) Aufnahme von Glukose in (Baldwin, 1993; Brown
die Neuronen des Gehirns 2000; Muekler, 1994)
GLUT4 Adipozyten, Skelettmus-  Glukosetransport in Zellen (Baldwin, 1993; Brown
kelzellen, Herzmuskeln Insulin-sensitiver Gewebe 2000; Muekler, 1994)
GLUTS Dinndarm-Schleimhaut  Fruktose-Transporter (Baldwin, 1993; Brown
2000; Muekler, 1994)
GLUT6 Pseudogen kein funktioneller Glukose- (Kayano et al., 1990)
transporter
GLUT7 ER der Hepatozyten Freisetzung von Zucker aus  (Baldwin, 1993; Wad-
der Leber in den Blutstrom dell et al., 1992)
GLUTS8 Hoden; geringere Anteile  Oberflachenlokalisierung in (Doege et al., 2000;
(GLUTX1)  auch in Muskelzellen und Hoden evtl. hormonell Ibberson et al., 2000)
Gehirn reguliert (dhnlich GLUT4)
GLUT9 Gehirn, Leukozyten, Funktion bislang unbekannt (Doege et al., 2000;
Niere, Leber Phay et al., 2000)
GLUT10 Leber, Pankreas Funktion bislang unbekannt (McVie-Wylie et al.,

2001)

Im Gegensatz dazu findet sich der Glukosetransporter GLUT4 ausschliel3lich in
Geweben wie Fett, Skelett- und Herzmuskeln, wo der Zuckertransport hormonell
reguliert wird (Birnbaum, 1989; James et al., 1989). In diesen Insulin-sensitiven
Zellen ist die Kontrolle der Verteilung von GLUT4 in intrazellulare Kompartimente
oder zur Plasmamembran der wesentliche Mechanismus fir die Regulation der
der GLUT4-
Transporter in einem intrazellularen Pool spezifischer, tubovesikularer Membran-

Glukoseaufnahme. Im basalen Zustand befinden sich 99%
strukturen. Als Reaktion auf Insulinstimulation werden diese akkumulierten
GLUT4-Vesikel selektiv mobilisiert, zur Plasmamembran lokalisiert und GLUT4
kann die Aufnahme von Glukose in die Zellen katalysieren (Holman und Kasuga,
1997; Pessin et al., 1999; Smith et al., 1991; Yang und Holman, 1993). GLUT1
wird zwar ebenfalls in diesen Insulin-sensitiven Geweben exprimiert und die zel-
lulare Verteilung des Proteins wird durch Insulin beeinfluf3t, jedoch zu einem we-
sentlich geringeren Anteil im Vergleich zu GLUT4. Es konnte gezeigt werden, dal®
GLUT4 fur eine schnelle (t12 < 10 min) und 40fache Erhdéhung der Glukoseauf-
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nahme in Adipozyten und Muskelzellen nach Insulinstimulation verantwortlich ist
(Ferrannini et al.,, 1985). Dies lalt sich auf eine stark erhdhte Exozytose der
GLUT4-Speichervesikeln bei gleichzeitig leicht verringerter Endozytoserate zu-
ruckfihren, wahrend die Exozytose von GLUT1 lediglich gering erhoht ist (Satoh
et al., 1993; Yang und Holman, 1993). In ,steady-state“-Zellen, basalen wie Insu-
lin-stimulierten, findet ein konstitutives, langsames Recycling beider Transporter
zwischen Plasmamembran und Endosomen bzw. dem intrazellularen GLUT4-
Speicherkompartiment statt (Abb. 3) (Pessin et al.,, 1999; Rea und James, 1997;
Yang und Holman, 1993).

Die Frage nach der Natur der spezifischen GLUT4-Vesikel und den Signalen, die
zu einer Abtrennung und Sortierung von GLUT4 in diese Kompartimente fuhren,
lafkt sich bislang nur teilweise beantworten. Neben dem GLUT4-Protein konnten
als weitere Komponenten der Vesikel unter anderem die PI3-Kinase, v-SNAREs,
die Aminopeptidase VP165 (IRAP), die Rezeptoren fur ILGF-Il / Mannose-6-
Phosphat und Transferrin (TfR), das Protein Sortilin sowie kleine GTP-bindende
Proteine der Rab- und Arf-Familie identifiziert werden (Baldwin, 1993; Kandror
und Pilch, 1998). Eine mdgliche Funktion der heterotrimeren G-Proteine und der
P13-Kinase konnte in der Modulierung des Insulin-stimulierten Glukosetransports
liegen, indem sie den Fusionsprozeld von angedockten GLUT4-Vesikeln mit der
Plasmamembran und somit den Anteil von Oberflachen-exponiertem GLUT4
regulieren (Ferrara und Cushman, 1999; Holman und Kasuga, 1997; Satoh et al.,
1993). Untersuchungen der Struktur von GLUT4 anhand von chimaren Proteinen
und Mutageneseexperimenten weisen auf Signale im N- und C-Terminus des
Proteins hin, die an der Endozytose, der intrazellularen Sortierung in das spezifi-
sche Membrankompartiment sowie an der Retention von GLUT4 innerhalb dieses
Kompartiments in Abwesenheit von Insulin beteiligt zu sein scheinen. Neben ei-
nem FQQI-Motiv im aminoterminalen Bereich scheint besonders dem Car-
boxyterminus des Proteins eine besondere Bedeutung zuzukommen. Hier konn-
ten wichtige Signale wie z.B. ein Di-Leucin mit vorgeschalteter Glu-GIn-Glu-
Sequenz sowie ein Pro-Asp-Glu-Asn-Asp-Motiv identifiziert werden, die an der
Regulation der GLUT4-Verteilung durch das trans-Golgi-Netzwerk oder der Kon-
trolle des Proteinumsatzes durch den kontinuierlichen endosomalen Recycling-
Weg beteiligt sind (Cope et al., 2000; Corvera et al., 1994; Martinez-Arca et al.,
2000; Melvin et al., 1999; Palacios et al., 2001; Piper et al., 1993; Shewan et al.,
2000).
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Abb. 3: Modell des Insulin-stimulierten Glukosetransports in Fett- und Muskelzellen. Proteininterne
Signalmotive sind fir das konstitutive Recycling von GLUT4 zwischen Plasmamembran und Endo-
somen erforderlich, wie auch fir die gezielte Sortierung des Glukosetransporters in spezifische,
Insulin-sensitive, tubovesikuldre Membranstrukturen. Infolge extrazelluldrer Bindung von Insulin an
den tetrameren o2B2-Insulinrezeptor wird Uber Autophosphorylierung dessen Tyrosinkinase-
Aktivitat stimuliert. Die Phosphorylierung intrazellularer Proteinsubstrate wie IRS-1 durch den Re-
zeptor initiiert eine Proteinkinasekaskade, die in der Stimulation der Exozytose von GLUT4-
Vesikeln zur Plasmamembran und einer Erhéhung der Glukosetransportrate resultiert.

FiUr eine selektive Sortierung von GLUT4 in die spezialisierten Membrankompar-
timente und deren Lokalisierung zur Plasmamembran nach Insulinstimulation ist
zudem ein intaktes mikrotubulares Zytoskelett erforderlich, wobei jungst das Fila-
mentprotein Vimetin und das Mikrotubulus-Protein a-Tubulin als weitere Kompo-
nenten der GLUT4-haltigen Membranfraktionen identifiziert werden konnten
(Fletcher et al., 2000; Guilherme et al., 2000). Die mathematische Analyse der
Wanderungs-Kinetiken von photomarkiertem GLUT1 und GLUT4 in basalen Zel-
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len und Zellen nach Stimulation mit Insulin sowie die Untersuchung von GLUT4-
Versionen mit Mutationen in den geschilderten Signalmotiven flhrte zur Ableitung
eines ,Drei-Pool-Modell“ der intrazellularen Sortierung von GLUT4 (Abb. 3) (Araki
et al., 1996; Holman et al., 1994; Melvin et al., 1999).

1.2.2 Erkrankungen im Zusammenhang mit Glukosetransportdefekten

Primare Defekte im Glukosetransport sind scheinbar aulRerst selten. Defizienzen
wurden bislang nur fur SGLT1 (Glukose/Galaktose-Mangelabsorption), SGLT2
(renale Glukosurie), GLUT1 (Kleinwuchsigkeit und Entwicklungsverzogerungen)
und GLUTZ2 (Fanconi-Bickel-Syndrom: Leber- und Nierendefekte aufgrund von
Glykogenhyperakkumulation) beschrieben (Brown, 2000). Jedoch ist besonders
der Insulin-regulierte Glukosetransporter GLUT4 in den Mittelpunkt des Interesses
geruckt. Viele Untersuchungen deuten auf eine mdgliche Rolle von GLUT4 bei der
Entwicklung von Insulin-Resistenz hin, die sich in Typll-Diabetes, also der nicht-
Insulin-abhangigen Diabetes mellitus (NIDDM), manifestieren. Unter dieser
Krankheit leiden weltweit etwa 5% der Gesamtbevdlkerung (rund 160 Millionen
Patienten), wodurch Diabetes eines der grofdten Gesundheitsprobleme unserer
Zeit darstellt. Nach einer Studie der Firma ,SmithKline Beecham Pharma“ belau-
fen sich die Kosten des Typll-Diabetes allein in Deutschland jahrlich auf rund 31,4
Milliarden DM. Untersuchungen an NIDDM-Patienten und Tiermodellen lieferten
Hinweise auf mogliche Ursachen wie reduzierte Expression von GLUT4, eine
Beeintrachtigung der Glukosetransportaktivitat und Defekte bei der Translokation
von GLUT4-Vesikeln an die Plasmamembran (Eriksson et al., 1992; Garvey et al.,
1989; 1991). Jedoch zeigen diese Studien, dal} sich keine einfache Korrelation
zwischen GLUT4-Expression und Insulin-Resistenz herstellen lafdt, sondern viel-
mehr unterschiedliche Faktoren zum Tragen kommen. Da bislang weder Mutatio-
nen des humanen GLUT4-Gens identifiziert werden konnten, die zu einer Fehl-
funktion des GLUT4-Proteins fihren, noch Beweise fur einen Zusammenhang
zwischen spezifischem GLUT4-Polymorphismus und NIDMM gefunden wurden,
lant sich die biologische Rolle von GLUT4 im Menschen nicht durch einfache
Analyse der Konsequenzen einer GLUT4-Defizienz studieren (Bjorbaek et al.,
1994; Lesage et al., 1997). Stattdessen ist man auf die Verwendung aufwendiger
Modellsysteme wie z.B. transgener Mause angewiesen (Katz et al., 1995; 1996).

1.2.3 Heterologe Expression von Transportproteinen in Hefe

Die Entwicklung therapeutischer Malnahmen fur die Behandlung von NIDDM-
Patienten erfordert das umfassende Verstandnis der generellen Mechanismen
des Glukosetransports und der biologischen Eigenschaften einzelner Transporter.
Die systematische Sequenzierung von Genomen komplexer Organismen (z.B.
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Arabidopsis thaliana, bestimmte Parasiten, Mensch) forderte eine groRe Anzahl
von Genen zutage, die wahrscheinlich fur Membrantransporter kodieren. Aller-
dings werden solche Proteine oft nur aufgrund von Sequenzahnlichkeiten zu be-
kannten Transportproteinen dieser Kategorie zugerechnet. Da Membranproteine
jedoch eine wichtige Rolle als Kanale, Pumpen oder Carrier in der Physiologie der
Zelle spielen, ist das Wissen um deren biochemische Eigenschaften (Sub-
stratspezifitaten, kinetische Eigenschaften fir den Transport bekannter Substrate
etc.) sowohl von wissenschaftlicher als auch von industrieller Bedeutung. Bei-
spielsweise beruhen viele genetisch bedingte Krankheiten auf einer Fehlfunktion
von Membrantransportsystemen. Darlberhinaus eignen sich Transportproteine
aufgrund ihrer Lokalisierung an der Zelloberflache ausgezeichnet als Angriffs-
punkte fur die Entwicklung neuer therapeutischer Agenzien, wie das Beispiel
einiger Antipsychotika und Antiepilektipa illustriert, die auf Transporter von Neu-
rotransmittern wie GABA, Noradrenalin oder Serotonin wirken (lversen, 2000). Bei
der Suche nach therapeutischen Substanzen gegen parasitische Protozoen (z.B.
Plasmodium, Trypanosoma) oder Pilze (z.B. Candida albicans) scheinen Trans-
porter fur essentielle Metabolite (z.B. fur D-Glukose, Aminosauren, Nukleoside) in
der Plasmamembran des pathogenen Organismus ein vielversprechendes Ziel zu
sein (Barrett ef al., 1999).

Die mdoglichst schnelle Nutzung der neuen Informationen aus den unterschiedli-
chen Genomen erfordert biologische Systeme, in denen sich jedes Transportpro-
tein individuell exprimieren laf3t, sich dessen biochemische und pharmakologische
Eigenschaften durch einfache Untersuchungen studieren lassen und die die Ent-
wicklung von schnellen Tests erlauben, die der ldentifizierung von spezifischen
Agonisten oder Antagonisten dieser Proteine mit Molekilen aus ,chemischen
Blchereien® dienen. Die Hefe S. cerevisiae eignet sich aus vielerlei Grinden als
ein solches System: fur die Hefe sprechen ihre einfache und kostenglnstige
Handhabung, die leichte Manipulierbarkeit des relativ kleinen, haploiden Genoms
(1,4x107 bp), die bekannte Sequenz des Genoms und ihre Eignung flr automati-
sierte ,high-throughput screening” (HTS) Anwendungen. Eine grol3e Anzahl ver-
fugbarer Mutanten mit Defizienzen im Transport von anorganischen lonen und
Metaboliten (Zucker, Aminosauren, Lipide etc.) bietet sich fur die Expression und
Charakterisierung heterologer Proteine anhand von Komplementationstests an
und durch die relativ einfache Herstellung von Gendeletionen kann die Hinter-
grundtransportaktivitat oftmals unterdrickt oder reduziert werden. Zudem lassen
sich viele grundlegende Mechanismen der Wachstumskontrolle und des Metabo-
lismus von S. cerevisiae auch auf Zellen hoherer Eukaryonten Ubertragen.
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Bislang konnten nur wenige menschliche Transporter und einige Transporter von
Parasiten funktionell in der Hefe exprimiert werden. In der Vergangenheit stellte
sich heraus, dal} viele heterologe Membrantransporter wahrscheinlich aufgrund
von Fehlfaltung inaktiv sind und/oder nicht an die Zelloberflache lokalisiert wer-
den, sondern in Kompartimenten des sekretorischen Weges (ER, Golgi, sekretori-
sche Vesikel) zuruckgehalten werden. Aus diesem Grund ist es von vorrangingem
Interesse, Faktoren der Hefe zu identifizieren, die in die Mechanismen des Mem-
bran-Lokalisierungsapparates involviert sind, mit ihm interferieren oder die funk-
tionelle Expression heterologer Transporter limitieren. Im Rahmen der vorliegen-
den Dissertation sollte daher mit Hinblick auf die Untersuchung heterologer Glu-
kosetransporter anderer Organismen in S. cerevisiae durch Verwendung moleku-
largenetischer Methoden zunadchst die endogene Zuckertransporterfamilie der
Hefe naher analysiert werden, um diesen Ascomyceten im Anschlul3 daran als
neues, alternatives Expressionssystem fur die Charakterisierung fremder Zucker-
transportproteine zu etablieren. Neben der Option, die kinetischen Eigenschaften
heterologer Hexosetransporter mit vergleichsweise geringem Aufwand und (in
entsprechenden Mutantenstammen) unbeeinflult von endogenen Transportpro-
teinen untersuchen zu konnen, bietet S. cerevisiae eine einzigartige Mdglichkeit,
durch Mutageneseexperimente und Suche nach spontanen Mutanten spezielle
Glukosetransporter gezielt manipulieren und exprimieren zu kénnen. Desweiteren
sollten hierdurch Faktoren identifiziert werden, die im Rahmen biotechnologischer
Anwendungen von Hefe, wie z.B. in der Produktion fremder Membranproteine,
unter Umstanden einen generellen, negativen Einfluly auf deren Funktionalitat
(Faltungszustand, Retention in sekretorischen Kompartimenten, s.0.) ausiben.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Stamme und Medien

2.1.1 Bakterienstamme

Tab. 2: Escherichia coli (E. coli)

Stamm Genotyp Quelle/Referenz
DHb5aF’ F’, ®80dlacZAM15, A(lacZYA-argF), U169, deoR, recA1, Gibco BRL,

endA1, hsdR17(ri my’), supE44, ., gyrA96, thi-1, relA1  Gaithersburg/MD, USA
DH10B F’, mcrA A-(mrr hsdRMS-mcrBC), ®80dlacZAM15, Gibco BRL,

AlacX74, deoR, recA1, araA139, A(ara, leu)7697, galU, Gaithersburg/MD, USA
galK, A, rpsL, end A1, nupG

SURE e14'(McrA’), A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171, endA1, supE44, Stratagene
thi-1, gyrA96, relA1, lac, recB, recd, 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

Feste Nahrmedien wurden durch Zusatz von 1,8% Agar hergestellt, die Anzucht
erfolgte bei 37°C. Fir die Selektion auf eine plasmidkodierte Antibiotikaresistenz
wurde dem Medium nach dem Autoklavieren 40 pg/ml Ampicillin zugesetzt.

Zur Farbreaktion bei Komplementation der a-Domane der B-Galaktosidase wur-
den 100 pl einer IPTG/X-Gal Stammldésung auf den Agarplatten ausplattiert (10
mg/ml X-Gal; 2,4 mg/ml IPTG in DMF).
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2.1.3 Hefestamme

Tab. 3: Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)

Stamm Genotyp Quelle/Referenz
cdc25-2 MATo cdc25-2 ura3 lys2 leu2 trp1 hisA200 ade2-101 (Aronheim et al., 1997)
CEN.PK2-1C MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° K.-D. Entian
(= VW1A) Suc2
CEN.PK141  MATa LEU2 URAS3 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2 K.-D. Entian
MATo leu2-3,112 ura3-52 TRP1 HIS3 MAL2-8° SUC2
EBY.VW202 MATa ura3-52 leu2-3,112 his3-A1 trp1-289 Ahxt1-17 (Hermesdorf et al.,
Agal2 Aagt1 Astl1 Asuc2 leu2::128A2SuSy MAL2-8° 2001)
EBY109A MATa leut E. Boles, Dusseldorf
EBY109B MATo leut E. Boles, Dusseldorf
PJ69-4A MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4A (James et al., 1996)
gal80A LYS::GAL1-HIS3 GAL2-ADE?2 met2::GAL7-lacZ
W303 MATa/cc ura3-1/ura3-1 leu2-3,112/ leu2-3,112 E. Boles, Disseldorf

trp1-1/trp1-1 his3-11/his3-11 ade2-1/ade2-1
can1-100/can1-100

Tab. 4: Stamme von S.cerevisiae, die im Rahmen dieser Arbeit konstruiert wurden.

Stamm Genotyp Referenz

EBY.18ga MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 leu2-3,112 ura3-52 (Wieczorke et al., 1999)
trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2

EBY.F4-1 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 fgy1-1 fgy41 (Wieczorke et al., 2001)
leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2

EBY.S7 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 fgy1-1 leu2-3,112 (Wieczorke et al., 2001)
ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2

EBY.S7d MATalo Ahxt1-17/Ahxt1-17 Agal2/Agal2 Aagt1/Aagt1 (Wieczorke et al., 2001)
Astl1/Astl1 fgy1-1/FGY1 leu2-3,112/leu2-3,112
ura3-52/ ura3-52 trp1-289/ trp1-289 his3-A1/his3-A1
MAL2-8/ MAL2-8° SUC2/SUC2

EBY.VW4000 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 Amph2 Amph3 (Wieczorke et al., 1999)
leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2

RWY13 MATa agti::lacZ::kanMX leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 (Plourde-Owobi et al.,
his3-A1 MAL2-8° SUC2 1999)

RWY94D MATa/a fgy1::kanMX/FGY1 leu2-3,112/LEU2 ura3-52/  diese Arbeit
URA3 trp1-289/TRP1 his3-A1/HIS3 MAL2-8°/MAL 2-8°
Suc2/suc2

RWY95D MATa/o fgy1::kanMX/FGY1 ura3-1/ura3-1 leu2-3,112/  diese Arbeit

leu2-3,112 trp1-1/trp1-1 his3-11/his3-11 ade2-1/ade2-1
can1-100/can1-100
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RWY95-1A haploide Stdmme nach Sporulation von RWY95D diese Arbeit
und —1C Genotyp: fgy1::kanMX

RWY95-1B haploide Stdmme nach Sporulation von RWY95D diese Arbeit
und —1D Genotyp: FGY1

RWY96 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 fgy1A659::kanMX diese Arbeit

leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2

2.1.4 Medien und Anzucht von Hefestammen

Vollmedium (YEP): 1% Hefeextrakt, 2% Bacto-Pepton, Koh-
lenstoffquelle in der jeweils angegebenen
Konzentration

Synthetisches Minimalmedium (YNB): 0,67% Yeast Nitrogen Base w/o Aminoa-
cids, pH 6,3, Aminosaure/Nukleobase-
Losung, Kohlenstoffquelle in der jeweils
angegeben Konzentration.

Konzentration der Aminosauren und Nukleobasen im Minimalmedium (nach Zim-
mermann, 1975):

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).

Als Kohlenstoffquelle wurden Glukose, Maltose, Saccharose, Fruktose und Etha-
nol verwendet. Saccharose- und Raffinose-Stammlésungen wurden sterilfiltriert,
die anderen Kohlenstoffquellen autoklaviert. Feste Nahrboden enthielten zusatz-
lich 1,8% Agar. Zur Selektion auf plasmidhaltige Zellen wurde auf die Zugabe der
entsprechenden Aminosauren bzw. Uracil verzichtet. Fur die Selektion auf Verlust
eines Plasmids mit URA3-Marker (ura’-Zellen) wurden YNB-Agarplatten benutzt,
die neben 0,44 mM Uracil zusatzlich 1 mg/ml 5-FOA enthielten (Boeke et al.,
1984). Die Selektion auf Geneticinresistenz wurde auf Vollmediumsplatten mit 200
ug/ml G418 durchgeflnhrt.

Die Anzucht der Hefezellen erfolgte bei 30°C. Temperatursensitive Stamme wur-
den zunachst bei einer permissiven Temperatur von 25°C angezogen und da-
rauffolgend bei der restriktiven Temperatur von 37°C inkubiert.
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2.2 Plasmide

Tab. 5: Verwendete Plasmide

Plasmid Quelle/Referenz Beschreibung
pTV3e (Kasahara und Kasahara, 2u-Vektor mit TRP1-Selektionsmarker
1996)
GLUT1-pTV3 (Kasahara und Kasahara, GLUT1 der Ratte hinter dem GAL2-Promotor und
1996) vor dem GALZ2-Terminator der Hefe in pTV3e
GLUT4-pTV3 (Kasahara und Kasahara, GLUT4 der Ratte hinter dem GAL2-Promotor und
1997) vor dem GAL2-Terminator der Hefe in pTV3e
p426AGT1 (Wieczorke et al., 1999) AGT1 kloniert in p426MET25

p426HXT7-6His

p426MET25

p426MET25-GFP

p426MPH2
p426MPH3
p426STL1

pGEM4Z-
hsGLUT1

pGEMA4Z-
hsGLUT4

pSH47

pUG6

pUG6-lacZ

YEp4H7

YCplac33
YEplac112
YEplac181
YEplac195
pYES2

(Dlugai, 1999)

(Mumberg et al., 1994)
J. Makuc, Disseldorf
(Wieczorke et al., 1999)
(Wieczorke et al., 1999)

(Wieczorke et al., 1999)
H. Al Hasani, Koln

H. Al Hasani, Koln

(Guldener et al., 1996)

(Guldener et al., 1996)

(Boles et al., 1998)

(Wieczorke et al., 2001)

Gietz und Sugino, 1988
Gietz und Sugino, 1988
Gietz und Sugino, 1988
Gietz und Sugino, 1988

Invitrogen Corp.

( )
( )
( )
( )

2u-Vektor zur Herstellung von Fusionsproteinen
mit 6xHis-Epitop; URA3-Selektionsmarker, ver-
kirzter HXT7-Promotor und CYC17-Terminator

2u-Expressionsvektor mit URA3 Selektionsmar-
ker, MET25-Promotor und CYC1-Terminator

2u-Expressionsvektor zur Fusion von Proteinen
mit GFP; URA3-Selektionsmarker, MET25-
Promotor und CYC17-Terminator

MPH?2 kloniert in p426MET25
MPH3 kloniert in p426MET25
STL1 kloniert in pA26MET25

DNA-Vorlage zur Amplifizierung von menschli-
chem GLUT1

DNA-Vorlage zur Amplifizierung von menschli-
chem GLUT4

Cre-Rekombinase hinter dem GALZ2-Promotor
der Hefe; URA3-Selektionsmarker

DNA-Vorlage fir die Amplifizierung von DNA-
Fragmenten zur Deletion von Genen mit dem
kan"-Selektionsmarker

DNA-Vorlage fir die Amplifizierung von DNA-
Fragmenten zur Deletion von Genen mit dem
lacZ-Gen und kan"-Selektionsmarker

2u-Expressionsvektor; URA3-Selektionsmarker,
verkurzter HXT7-Promotor und CYC7-Terminator

CEN/ARS-Vektor mit URA3-Selektionsmarker
2u-Vektor mit TRP1-Selektionsmarker
2u-Vektor mit LEU2-Selektionsmarker
2u-Vektor mit URA3-Selektionsmarker

2u-Expressionsvektor; URA3-Selektionsmarker,
GAL1-Promotor, CYC7-Terminator
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pYES2-5'Sos (Aronheim et al., 1997) 3 kb DNA-Fragment von hSOS in pYES2

pGBDU-C1 (James et al., 1996) Klonierungsvektor fiir die Fusion von Proteinen
mit der Gal4-DNA-Bindedomane; URA3-Marker,
ADH1-Promotor und Terminator

pSE1111 (Fields und Song, 1989) GAL4-AD-SNF4-Fusion im Two-Hybrid Vektor
pACT1

pSE1112 (Fields und Song, 1989) GAL4-BD-SNF1-Fusion im Two-Hybrid Vektor
pAS1

YCp50 E. Boles, Dusseldorf Plasmid fiir die Expression der HO-Endo-
nuklease der Hefe in einem URA3-Vektor

YCpHXT2 (Wieczorke, 1998) HXT2-Gen der Hefe in YCplac33

YCpHXT7 (Wieczorke, 1998) HXT7-Gen der Hefe in YCplac33

Tab. 6: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide.

Plasmid Beschreibung/Referenz

pGBDU-FGY1c Fusion des FGY1-C-Terminus mit der DNA-Bindedoméane von GAL4 in
pGBDU-C1

pRW7S-7 Im Rahmen der Komplementation von fgy7-1 aus einer Genbank iso-

liertes Plasmid; LEU2-Selektionsmarker

pRW7S-T1-19 Im Rahmen der Komplementation von fgy1-1 aus einer Genbank iso-
liertes Plasmid; URA3-Selektionsmarker

pRWMCSH1, 4, 6, 8 und Multicopy-Suppressorplasmide des Wachstumsdefekts der fgy7-
11 Deletionsmutante RWY95-1A auf Maltosemedium

pTV-HXT2p-GLUT1"**™ Mutagenisiertes GLUT1 in YEpH2-rGLUT1 (Wieczorke et al., 2001)
pTV-HXT2p-GLUT1"*T Mutagenisiertes GLUT1 in YEpH2-rGLUT1 (Wieczorke et al., 2001)
pTV-HXT2p-GLUT1Y**  Mutagenisiertes GLUT1 in YEpH2-rGLUT1 (Wieczorke et al., 2001)
pTV-HXT2p-GLUT1*"™ Mutagenisiertes GLUT1 in YEpH2-rGLUT1 (Wieczorke et al., 2001)
pTV-HXT2p-GLUT1"™  Mutagenisiertes GLUT1 in YEpH2-rGLUT1 (Wieczorke et al., 2001)

YCpFGY1 FGY1-Gen hinter seinem endogenen Promotor in YCplac33
YCpFGY1-1 fgy1-1-Gen hinter seinem endogenen Promotor in YCplac33
YEp4H7-hsGLUT1 GLUT1 des Menschen in YEp4H7 (Wieczorke et al., 2001)
YEp4H7-hsGLUT4 GLUT4 des Menschen in YEp4H7 (Wieczorke et al., 2001)
YEpFGY1 FGY1-Gen hinter seinem endogenen Promotor in YEplac195
(YEpYMR212)

YEpFGY1-1 fgy1-1-Gen hinter seinem endogenen Promotor in YEplac195
YEpFGY1c-HIS C-Terminus von FGY1 ab der kodierten Aminosaure Tggo mit 5°-

terminalem 6xHis-Epitop in p426HXT7-6HIS
YEpFGY1-D329A-GFP Mutagenisiertes Fgy1-GFP mit Austausch von Aspartat;og gegen Alanin
YEpFGY1-GFP Fusion von FGY71 mit GFP in pA26MET25-GFP
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YEpFGY1-hSOS

YEpH2-rGLUT1

YEpH2-rGLUT4

YEpH2-hsGLUT4

YEpMyrFgyic
YEpGLUT1a

YEprGLUT1-GFP

YEprGLUT4-GFP

YEprGLUT1-hSOS

YEpYMR211

YEpYMR212/YEpFGY1

YEpYNLO94w
YEpYNL094-GFP

Fusion von FGY7 mit SOS durch Austausch des GFP-Gens aus
YEpFGY1-GFP gegen SOS

GLUT1 der Ratte hinter dem HXT2-Promotor in 2u-Vektor mit TRP1-
Selektionsmarker und GAL2-Terminator (Wieczorke et al., 2001)

GLUT4 der Ratte hinter dem HXT2-Promotor in 2u-Vektor mit TRP1-
Selektionsmarker und GAL2-Terminator (Wieczorke et al., 2001)

GLUT4 des Menschen, konstruiert durch Austausch des GLUT1 aus
YEpH2-rGLUT1 gegen menschliches GLUT4 (Wieczorke et al., 2001)

FGY1-C-Terminus in p426MET25 fusioniert mit Myristoylierungssignal

GLUT1 der Ratte im 2u-Vektor YEplac195 als Xbal-Fragment aus
YEpH2-rGLUT1 (HXT2-Promotor, GAL2-Terminator)

GLUT1 der Ratte als GFP-Fusion in p426MET25-GFP
(Wieczorke et al., 2001)

GLUT4 der Ratte als GFP-Fusion in p426MET25-GFP
(Wieczorke et al., 2001)

GLUT1 der Ratte, N-terminal mit dem menschlichen hSOS fusioniert
(Wieczorke et al., 2001)

YMR211 mit Promotor- und Terminationsbereich in YEplac195
YMR212/FGY1-Gen in YEplac195

YNL094w-Gen als EcoRV/Stul-Fragment in YEplac181

Fusion von YNL0O94w mit GFP in p426MET25-GFP

2.3 Synthetische Oligonukleotide

Tab. 7: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide.

Oligo Sequenz (5> 3) Beschreibung
al-agt1 CAGTAATCAAGAGTGTACCCA Aufwarts-Primer; Nachweis einer agt1-
AC Deletion
a4-agt1 GCTTGATTGCTGCTTGGGC Abwarts-Primer zu a1-agt1
a1-m2m3 TTCTGGAGAGGAATCAGCTCG Aufwarts-Primer; Nachweis einer mph2-
bzw. mph3-Deletion
a4-mph2 CACGCGCCATACTCGGATGAG Abwarts-Primer zu a1-m2m3

c1-CtermFGY1

c4-CtermFGY1

CAAAAAGTTAACATGCATCAC Kilonierung des Fgy1-C-Terminus in
CATCACCATCACACAATGAAT p426HXT7-6His tUber homologe Rekombi-
GAAAAGAATATTC nation

GAATGTAAGCGTGACATAACT Abwarts-Primer zu c1-CtermFGY1
AATTACATGACTCGAGTCAAG
TGGAGGAGAATATTTTAC
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c1-G1GFP

c4-G1GFP

c1-G4GFP

c4-G4GFP

c11-Fgy1-SOS

¢11-GLUT1-SOS

c4-fusSOS

cl1-
G4BDfusFGY1c

c4-

G4BDfusFGY1c

c1-HXT2p-hsG4

c4-hsG4-GAL2t

c1-Myr-FGY1c

c4-Myr-FGY1c

GATACATAGATACAATTCTATT
ACCCCCATCCATACTCTAGAA
AATGTCTGAATTCAGCAGCAA
GAAGG

GTGAAAAGTTCTTCTCCTTTAC
TCATACCAGCACCAGCGGCC
GCCACTTGGGAGTCAGCCCC
CAG

GATACATAGATACAATTCTATT
ACCCCCATCCATACTCTAGAA
AATGCCGTCGGAATTCCAGCA
GATCG

GTGAAAAGTTCTTCTCCTTTAC
TCATACCAGCACCAGCGGCC
GCGTCATTCTCATCTGGCCCT
AAGTATTC

CTTTAAGTTCAAGAGGTAAAAT
ATTCTCCTCCACTGGTCCAGC
TATGCAGGCGCAGCAGCTGC
C

GAGCTCTTCCACCCTCTGGGG
GCTGACTCCCAAGTGGGTCCA
GCTATGCAGGCGCAGCAGCT
GCC

GCGTACACGCGTCTGTACAG

GGTCAAAGACAGTTGACTGTA
TCGCCGGAATTCCCCGGGGG
ATCCGACCTTAACCATAAAACT
TATTAC

CGGGGTTTTTCAGTATCTACG
ATTCATAGATCTCTGCAGGTC

GACTCAAGTGGAGGAGAATAT
TTTAC

TATAAGAACAACAAATTAAATT

ACAAAAAGACTTATAAAGCAAC
ATAATGCCGTCGGGCTTCCAA
CAG

CGTCAGTCATGAAAAATTAAG
AGAGATGATGGAGCGTCTCAC
TTCAAATCGATCAGTCGTTCT
CATCTGGCCC

CGGGATCCAAAATGGGGAGTA
GCAAGAGCAAGCCTAAGGAC
CCCAGCCAGCGCCGGGACCT
TAACCATAAAACTTATTAC

CGGAATTCTCAAGTGGAGGAG
AATATTTTAC

Aufwarts-Primer zur Herstellung einer
Fusion des GLUT1 der Ratte mit GFP
(homologe Rekombination hinter den

MET25-Promotor)

Abwarts-Primer zu c1-G1GFP; Homologie
zum Anfang des GFP-Gens

Aufwarts-Primer zur Herstellung einer
Fusion des GLUT4 der Ratte mit GFP
(homologe Rekombination hinter den

MET25-Promotor)

Abwarts-Primer zu c1-G4GFP; Homologie
zum Anfang des GFP-Gens

Aufwarts-Primer zur Herstellung einer
FGY1-SOS-Fusion Uber homologe
Rekombination in YEprGLUT1-GFP

Aufwarts-Primer zur Herstellung einer
Fusion des GLUT1 der Ratte mit SOS uber
homologe Rekombination in YEprGLUT1-
GFP

Abwarts-Primer zu ¢c11-GLUT1-SOS

Aufwarts-Primer zur Fusion des C-
Terminus von FGY1 mit der GAL4-DNA-
Bindedoméne in pGBDU-C1 tber homolo-
ge Rekombination

Abwarts-Primer zu ¢c1-G4BDfusFGY1c

Aufwarts-Primer zur Klonierung von
menschlichem GLUT4 in YEpH2-rGLUT1
Uber homologe Rekombination

Abwarts-Primer zu c1-HXT2p-hsG4

Aufwarts-Primer zur Herstellung einer
Fusion des FGY7-C-Terminus mit einem
Myristoylierungssignal; BamHI-Site am 5°-
terminalen Ende

Abwarts-Primer zu c1-Myr-FGY1c, bindet
an das Ende von FGY7; EcoRI-Site am 5°'-
terminalen Ende
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c1-YMR212-GFP

c4-YMR212-GFP

c1-YNL094-GFP

c4-YNL094-GFP

glutmet1

glutmet2

glutphe

glutthr

hsG1-F7

hsG4-F7

k2-kanMX

k3-kanMX

p4-mutFGY1

RP
RPhom

UP
UPhom

RPhom-YMR211

GATACATAGATACAATTCTATT
ACCCCCATCCATACTCTAGAA
AAATGCAGTTGTCTATGCGGA
TGATG

GTGAAAAGTTCTTCTCCTTTAC
TCATACCAGCACCAGCGGCC
GCAGTGGAGGAGAAAATTTTA
CCTC

GATACATAGATACAATTCTATT
ACCCCCATCCATACTCTAGAA

AAATGAATAGTCAAGGTTACG

ATG

GTGAAAAGTTCTTCTCCTTTAC
TCATACCAGCACCAGCGGCC
GCGTTTGAATACTTCTCCCTA
ATTC

CCGACAGAGAAGATGGCCAT
GGAGAGAGACCAGAGTG

CCCGACAGAGAAGATCATCAC
GGAGAGAGACCAGAG

CCGACAGAGAAGATGGCGAA
GGAGAGAGACCAGAGTG

CCGACAGAGAAGATGGCCGT
GGAGAGAGACCAGAGTG

TTAATTTTAATCAAAAAATGGA
GCCCAGCAGCAAG

TTAATTTTAATCAAAAAATGCC
GTCGGGCTTCCAA

TTGTCGCACCTGATTGCCCG

TATGGAACTGCCTCGGTGAG

AAACCCACTATACTGACAGCT
GAAACAAGTAATGAC

AACAGCTATGACCATG

TGTGAGCGGATAACAATTTCA
CACAGGAAACAGCTATGACCA
TG

GTAAAACGACGGCCAGT

CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
GACGTTGTAAAACGACGGCCA
GT

GAAACAGCTATGACCATGGCT
TTGCATGCTCAGGA

Aufwarts-Primer zur Herstellung einer
FGY1-GFP-Fusion durch homologe Re-
kombination in p426MET25-GFP

Abwarts-Primer zu c1-YMR212-GFP

Aufwarts-Primer zur Herstellung einer
YNL094w-GFP-Fusion durch homologe
Rekombination in p426MET25-GFP

Abwarts-Primer zu c4-YNL094-GFP

Primer zur Mutagenese des GLUT1 der
Ratte

Primer zur Mutagenese des GLUT1 der
Ratte

Primer zur Mutagenese des GLUT1 der
Ratte

Primer zur Mutagenese des GLUT1 der
Ratte

Aufwarts-Primer zur Amplifizierung von
humanem GLUT1, enthalt Bindestelle fur
t71-ORFs

Aufwarts-Primer zur Amplifizierung von
humanem GLUT4, enthalt Bindestelle fur
t71-ORFs

Verifizierung von Gendeletionen, Binde-
stelle im kanMX-Gen

Verifizierung von Gendeletionen, Binde-
stelle im kanMX-Gen

Mutageneseprimer zum Austausch des
Aspartatsze gegen Alanin in Fgy1

Sequenzierprimer

Aufwarts-Primer flr die Klonierung von
DNA-Fragmenten in die von Gietz und

Sugino (1988) beschriebenen Vektoren
Uber homologe Rekombination in Hefe

Sequenzierprimer

Abwarts-Primer zu RPhom

Aufwarts-Primer fur die Amplifizierung von
YMR211, enthalt RPhom-Bindestelle




Material und Methoden

Seite 29

UPhom-YMR211

RPhom-YMR212

UPhom-YMR212

s1-lagt1

s2-agt1

s1-FGY1del382

s1-FGY1del506

s1-FGY1del659

s1-mph2

s2-mph2

s1-mph3

s2-mph3

s1-YMR212

s2-YMR212

GTAAAACGACGGCCAGTCTGA
TCGCAGTAGCATTG

GAAACAGCTATGACCATGGAT
CTAGAAGTTGGGCA

GTAAAACGACGGCCAGTTTGT
GGTAAGGTACTTC

ATGAAAAATATCATTTCATTGG
TAAGCAAGAAGAAGGCTGCCT
CAAAATTCGTACGCTGCAGGT
CGAC

TAATTCTCGCTGTTTTATGCTT
GAGGACTGACTGATACTCTCA
TCAGCGCATAGGCCACTAGTG
GATCTG

GACCTTAACCATAAAACTTATT
ACGCTGAACAGACCTCAGATA
TGTTATGATAATTCGTACGCT
GCAGGTCGAC

CTAGAGAACGTTTCTGAGCCT
GAGTATACCTATTATTCGTACC
ATTTATGATAATTCGTACGCTG
CAGGTCGAC

TGGAAAACAATGAGAGCCACC
GCACCAAAAGTTAGCGATTTG
AAAAAATGATAATTCGTACGCT
GCAGGTCGAC

ATGAAAAACTTATCTTTTCTCA
TAAACAGAAGAAAGGAAAATA
CAAGTTTCGTACGCTGCAGGT
CGAC

TTCCTCTGCAATGGAAGCTTC
GATATCTCCCTTGGGGTCGTT
ATGGCATAGGCCACTAGTGGA
TCTG

ATGAAAAACTTATCTTTTCTCA
TAAACAGAAGAAAGGAAAATA
CAAGTTTCGTACGCTGCAGGT
CGAC

TTCCTCTGCAATGGAAGCTTC
GATATCTCCCTTGGGGTCGTT
ATGGCATAGGCCACTAGTGGA
TCTG

ATGCAGTTGTCTATGCGGATG
ATGTTCACACCAAAACATCAG
AAACTGTTCGTACGCTGCAGG
TCGAC

CTCTTGCCCTTGAAAGCATCC
ACAGCTGTCCGTCAAAAACTT
AATTTCGCATAGGCCACTAGT
GGATCTG

Abwarts-Primer fur die Amplifizierung von
YMR211, enthalt UPhom-Bindestelle

Aufwarts-Primer fur die Amplifizierung von
YMR212, enthadlt RPhom-Bindestelle

Abwarts-Primer fur die Amplifizierung von
YMR212, enthalt UPhom-Bindestelle

Aufwarts-Primer; Amplifizierung eines
lacZ::kanMX DNA-Fragments zur Deletion
von AGT1

Abwarts-Primer zu s1-lagt1

Amplifizierung eines kanMX DNA-
Fragments zur Deletion des FGY71-C-
Terminus durch Insertion von zwei Stop-
Codons hinter Aminosaure 382

Amplifizierung eines kanMX DNA-
Fragments zur Deletion des FGY71-C-
Terminus durch Insertion von zwei Stop-
Codons hinter Aminosaure 506

Amplifizierung eines kanMX DNA-
Fragments zur Deletion des FGY71-C-
Terminus durch Insertion von zwei Stop-
Codons hinter Aminosaure 659

Aufwarts-Primer fir die Amplifizierung
eines kanMX DNA-Fragments zur Deletion
von MPH2

Abwarts-Primer zu s1-mph2

Aufwarts-Primer fur die Amplifizierung
eines kanMX DNA-Fragments zur Deletion
von MPH3

Abwarts-Primer zu s1-mph3

Aufwarts-Primer fur die Amplifizierung
eines kanMX DNA-Fragments zur Deletion
von FGY1

Abwarts-Primer zu s1-YMR212
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seq1-FGY1 GCTCTATTATTCATCTTTCG

seq2-FGY1 GCCCTTGAAAGCATCCAC

seq3-FGY1 CTGTCTGCAAAGTACACC

seq4-FGY1 GAGCCATCTCTTTTCATATTA

seq6-FGY1 GGTACGAATAATAGGTATAC

seq2gal2 AACGTCAGTCATGAAAAATTAA
GA

seqGal4BD CTAACATTGAGACAGCATA

seghxt2 CTTTCTCAATTCCTCTTATATT
AG

t2-hsG1 ACATGACTCGAGGTCGACGGT
ATCGATAAGCTTATCACACTT
GGGAATCAGC

t2-hsG4 ACATGACTCGAGGTCGACGGT
ATCGATAAGCTTATCAGTCGT
TCTCATCTGG

t71-ORFs ACAAAGAATAAACACAAAAACA
AAAAGTTTTTTTAATTTTAATC
AAAAA

Primer zur Sequenzierung von FGY1
Primer zur Sequenzierung von FGY1
Primer zur Sequenzierung von FGY1
Primer zur Sequenzierung von FGY1
Primer zur Sequenzierung von FGY1

Sequenzierprimer und Abwarts-Primer fir
die Mutagenese von GLUT1

Sequenzierprimer zur Uberpriifung von
Proteinfusionen mit der GAL4-DNA-
Bindedomane

Sequenzierprimer und Aufwarts-Primer flr
die Mutagenese von GLUT1

Abwarts-Primer zu hsG1-F7 bzw. t71-
ORFs; Klonierung von menschlichem
GLUT1 vor den CYC1-Terminator Uber
homologe Rekombination

Abwarts-Primer zu hsG4-F7 bzw. t71-
ORFs; Klonierung von menschlichem
GLUT4 vor den CYC1-Terminator Uber
homologe Rekombination

Aufwarts-Primer flr die Klonierung von
DNA-Fragmenten hinter den HXT7-
Promotor tiber homologe Rekombination in
Hefe

2.4 Genbanken

Es wurde eine S. cerevisiae DNA-Bank mit chromosomalen Fragmenten des
Stammes EBY.VW5000 (Wieczorke et al., 1999) im 2u-Vektor YEplac195 (Tab. 5)
verwendet (T. Hamacher, Dusseldorf), sowie eine Genbank im Vektor YEplac181

(Boles et al., 1996).

2.5 Mikroskopische Untersuchungen

Alle mikroskopischen Untersuchungen wurden mit unfixierten Zellen und einem

Zeiss Axioskop durchgefuhrt. Fur die Fluoreszenz-Mikroskopie wurde ein FITC-

Filtersatz (Zeiss) verwendet. Die Bilder wurden mit einer CCD-Kamera (Sony)

aufgenommen und mit dem Programm ,Adobe Photoshop 5.0 hachbearbeitet.
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2.6 Chemikalien und Enzyme

Acros Organics
Amersham
Braun-Melsungen
Caesar & Loretz
Calbiochem

Difco

Fluka

GibcoBRL
Janssen Chimica
J.T. Baker

Kodak
MBI
Merck

Millipore

MWG Biotech

NEN Life Science
New England Biolabs
PCR Inc. Florida
Qiagen

Riedel-de Haen

Roche

Roth

Seikagaku Kogyo Co. Ltd.

Serva

Sigma

Sigma ARK
Whatman

Fruktose, Galaktose, Lysin, Maltose, Natriumacetat
D-["*C(U)]-Maltose

Glasperlen 0,45 mm &

Glukose

G418/Geneticin

Bacto Agar, Pepton, Trypton, Yeast Extract, Yeast Nitrogen Base
Rubidiumchlorid

Agarose, Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase
Dimethylformamid (DMF), Dimethylsulfoxid (DMSO)

Kaliumacetat (KAc), K;HPO,4, KH,PO,4, MgCl,, NaCl, NaOH, PEG4000,
Saccharose

Réntgenfilme
Lambda-DNA

Adenin, DMF, EDTA, Leucin, MgSO,, Na,HPO,, NaH,PO,, TEMED,
Uracil

Immobilon-N PVDF-Membran

Synthetische Oligonukleotide

D-["*C(U)]-Glukose

Restriktionsendonukleasen, BSA

5-FOA

PCR Puirification Kit, Plasmid Mini Kit, QIAEX Il Gel Extraction Kit
Essigsaure, Ethanol, Methanol, MnCl,

Alkalische Phosphatase, Antimycin A, Expand High Fidelity PCR Sys-
tem, Protease Inhibitoren ,Complete®, T4-DNA-Ligase

Dithiothreitol (DTT), Gel30 Acrylamid, Glycin, Isopropanol, KClI,
PEG1000, PEG3350

Zymolyase

Ammoniumperoxodisulfat (APS), Albumin Bovine Fraction V (BSA),
CaCl,, Comassie Brilliant Blue G250, Glycerin, Maltose, Natriumdode-
cylsulfat (SDS), Raffinose, Tween20, X-Gal

Antimycin A, Ampicillin, Cytochalasin B, Ethidiumbromid, 2-Desoxy-D-
Glukose, IPTG, Lithiumacetat, MOPS-Puffer, ONPG, Phenylmethyl-
sulfonylfluorid (PMSF), ,Prestained Molekulargewichtsstandard, L(+)-
Tartrat, Tris-Puffer

Synthetische Oligonukleotide
3 MM Papier, GF/C Glas-Fiber-Filter
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2.7 Antikorper

polyklonale Antikérper:

anti-Pma R. Kélling, Dusseldorf
anti-GLUT-1 Dianova

anti-GLUT-4 Calbiochem
anti-Kaninchen IgG (H+L) Peroxidase-Konjugat Dianova

2.8 Transformationen

2.8.1 Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli Zellen erfolgte durch die Elektroporationsmethode
nach Dower et al. (1988) und Wirth (1989) mittels eines GENEPULSER-Gerates
der Firma BIORAD (Munchen). Alternativ wurden die Zellen nach der Methode
von Hanahan (1985) transformiert.

2.8.2 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae Stammen erfolgte nach der 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) mit Plasmid-
DNA bzw. DNA-Fragmenten transformiert. Zur Selektion auf Geneticinresistenz
wurden die Zellen nach der Transformation zunachst fur 3 h bei 30°C in flissigem
Vollmedium inkubiert und erst im Anschlul} auf G418-haltigem Medium ausplat-
tiert.

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 der alkali-
schen Lyse von Birnboim und Doly (1979), modifiziert nach Maniatis et al. (1982).
Zur Restriktionsanalyse wurden 200 ng der isolierten Plasmid-DNA in 20 yl Ge-
samtvolumen enzymatisch geschnitten. Hochreine Plasmid-DNA fur Sequenzie-
rungen und Klonierungen wurde mit dem Qiagen Plasmid Mini Kit nach Angaben
des Herstellers prapariert.

2.9.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Die Zellen aus einer stationaren Hefekultur (5 ml) wurden durch Zentrifugation
geerntet und in 400 ul Puffer P1 (Plasmid Mini Kit, Firma Qiagen) resuspendiert.
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Nach Zugabe von 400 pl Qiagen Puffer P2 und 2/3 Volumen Glasperlen (& 0,45
mm) erfolgte ein Zellaufschlufd durch funfminitiges Schutteln auf einem Vibrax
(Janke&Kunkel, Vibrax VXR) bei 4°C. Nach Uberfihrung von 0,5 ml Uberstand in
ein frisches Reaktionsgefald wurden 0,25 ml Qiagen Puffer P3 hinzugegeben und
gemischt. Einer zehnminutigen Inkubation auf Eis folgte eine Zentrifugation fur 15
min mit 10000 rpm. Der Uberstand wurde erneut in ein frisches Reaktionsgefal
Uberfahrt und die DNA durch Zugabe von 0,75 ml Isopropanol bei Raumtempera-
tur gefallt. Die DNA wurde im Anschlul® durch Zentrifugation fir 30 min mit 13000
rom gesammelt, das Pellet mit kaltem 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet
und schlieBlich in 20 yl Wasser resuspendiert. 2 pl dieser DNA wurden fur die
Transformation in E. coli eingesetzt.

2.10 Enzymatische Modifikationen von DNA

2.10.1 DNA-Restriktion

Sequenzspezifische Spaltungen der DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden
unter den vom Hersteller empfohlenen Inkubationsbedingungen tber 2-3 Stunden
mit 2-5 U Enzym pro ug DNA durchgefuhrt. Es kamen Restriktionsendonukleasen
und Puffer der Firmen Roche, New England Biolabs und Gibco zum Einsatz.

2.10.2 Deposphorylierung von DNA-Fragmenten

Die Dephosphorylierung von DNA-Enden erfolgte durch Zugabe von 1 U alkali-
scher Phosphatase (CIP) zum Restriktionsansatz und 30 mindtige Inkubation bei
37°C. Im Anschlul® wurden die dephosphorylierten Fragmente durch elektropho-
retische Auftrennung in einem Agarosegel aufgereinigt.

2.10.3 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem 20 yl Ansatz aus Vektor-
DNA, 2-5fachem molaren UberschuR Fragment-DNA und 1 U T4-Ligase. Der
Ligationsansatz wurde fir 16 h bei 16°C (Uberstehende Enden) oder fur 2 h bei
Raumtemperatur (glatte Enden) inkubiert. Die Enzyme und zugehorigen Puffer
wurden von den Firmen Roche oder Gibco BRL bezogen.

2.11 PCR-Ampilifizierung von DNA

Die Polymerasekettenreaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 50 pl mit dem
-Expand High Fidelity PCR-System® (Roche) durchgeflhrt. Jeder Ansatz bestand
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aus 1-10 ng DNA als Synthesevorlage, 0,2 mM dNTP-Mix, 1x Puffer 2 (1,5 mM
MgCl,), 2-3 U Polymerase und je 100 pmol der entsprechenden Oligonukleotide.

Alle Reaktionen wurden nach der ,Hot-start“-Methode in einem programmierbaren
Thermoblock der Firma Techne durchgefuhrt. Bei dieser Methode wird den Syn-
thesezyklen eine Denaturierungsphase von 5 min vorgeschaltet, bevor die Ampli-
fizierung durch Zugabe der Polymerase gestartet wird. Die Bedingungen der wei-
teren PCR-Schritte (Denaturierung, Annealing und DNA-Synthese) wurden wie
folgt gewanhlt:

1. Denaturierung 30 s, 95°C
2. Annealing 30 s, 50-56°C

3. Synthese 1 min pro 1 kb zu amplifizierender DNA
Produkte < 3 kb bei 72°C
Produkte > 3 kb bei 68°C

Bei praparativen Ansatzen wurde im Anschlul} an den letzten Syntheseschritt
zusatzlich eine um das Doppelte verlangerte Extensionsphase hinzugefugt. Die
Reaktionsprodukte wurden in einem Agarosegel Uberpruft und bei Bedarf aufge-
reinigt. Entweder mittels Isolierung aus einem Agarosegel (2.13), oder durch Ver-
wendung des ,QIAquick PCR Purification Kit“ der Firma Qiagen nach den Anga-
ben des Herstellers.

Fir eine PCR-Reaktion mit ganzen Zellen wurden anstelle von DNA als Synthe-
sevorlage ein bis zwei Hefekolonien (Volumen ca. 3 ul) mit einem sterilen Zahn-
stocher von der Agarplatte abgenommen, in das Reaktionsgefal® gegeben und
durch 1 %2 min Erhitzen in der Mikrowelle aufgeschlossen. Im Anschluf3 wurden
die Ubrigen Komponenten des Ansatzes zugegeben.

2.12 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten mit Gro3en zwischen 0,2 und 20 kb er-
folgte in 0,6-1,2%igen Agarosegelen mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid nach Maniatis
et al. (1982). Als Gel- und Laufpuffer wurde 1x TAE Puffer (40 mM Tris, 40 mM
Essigsaure, 2 mM EDTA) verwendet. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen
mit 1/10 Volumen Blaumarker (0,2% Bromphenolblau, 25% Glycerin) versetzt und
die Nukleinsauren nach der Auftrennung durch UV-Bestrahlung (254 nm) sichtbar
gemacht. Als Langen- und Konzentrationsstandard diente 1 ug mit EcoRIl und
Hindlll geschnittene DNA des Phagen A.
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2.13 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das gewunschte DNA-Fragment wurde aus einem TAE-Agarosegel unter lang-
welligem UV-Licht (366 nm) ausgeschnitten und die DNA mittels des ,QIAEX I
Gel Extraction Kit“ (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers isoliert.

2.14 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA wurde spektralphotometrisch bei einer Wellenlange
von 260 nm nach Maniatis et al. (1982) bestimmt. Der Quotient E,s0/E2s0 €iner
gereingten Probe liegt bei ca. 1,8. In diesem Fall entspricht ein Wert von Ezg = 1
einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml.

2.15 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA oder von DNA-Fragmenten aus PCR-
Reaktionen wurde von der Firma SeqlLab (Gdéttingen) durchgefihrt.

2.16 In vitro-Mutagenese

Die zielgerichtete Mutagenese von Genen wurden durch in vitro-PCR-Mutagenese
nach der Methode von Boles und Miosga (1995) durchgefuhrt. Die Bedingungen
und die Art der mutagenen Primer sind fur den Einzelfall im Ergebnisteil beschrie-
ben.

2.17 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit der Mikro-Biuret-Methode nach Zamenhoff
(1957) bestimmt. Als Standard diente Rinderserumalbumin in Konzentrationen
von 0 bis 200 ug/ml. 0,5 ml Mikrobiuret-Reagenz (8 M NaOH; 0,2% Kupfersulfat)
wurde zu 1 ml wassriger, proteinhaltiger Losung gegeben. Nach einer Inkubati-
onszeit von 10 min bei Raumtemperatur wurden die Proben fur 5 min mit 10000
rpm zentrifugiert, um Zelltrimmer zu entfernen. Im Anschlul® wurde in Quarzkui-
vetten die Extinktion bei 290 nm bestimmit.
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2.18 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen in SDS-
Polyacrylamidgelen

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte nach
der Methode von Laemmli (1970) in diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen. Zur
Auftrennung der Proteine wurden ein 5%iges Sammelgel (125 mM Tris/HCI, pH
6,8; 0,1% SDS; 0,025% APS; 0,1% TEMED; 5% Acrylamid) und ein 10%iges
Trenngel (375 mM Tris/HCI, pH 8,8; 0,1% SDS; 0,025% APS; 0,1% TEMED; 10%
Acrylamid) verwendet (Maniatis, 1989). Der Laufpuffer enthielt 25 mM Tris, 0,192
M Glycin und 0,1% SDS. Die Proben wurden mit 2x Probenpuffer (4% SDS; 20%
Glycerin; 125 mM Tris/HCI, pH 6,8; 20 mM DTT; 0,02% Bromphenolblau) versetzt,
5 min bei 95°C denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte bei 40-50 V Uber Nacht. Als Molekulargewichtsstandard diente
der ,Prestained High Molecular Weight Standard“ von Sigma.

2.19 Nachweis von Proteinen liber Coomassie-Blue Anfarbung

Die Anfarbung der Proteine erfolgte in 0,1% Coomassie brilliant blue G250, 50%
Methanol und 7,5% Eisessig, Entfarbung und Fixierung der Gele in Entfarbelo-
sung (7,5% Eisessig, 50% Methanol).

2.20 Immunologischer Nachweis von Proteinen durch Western-
Analyse

Im Anschlul3 an die elektrophoretische Auftrennung der Proteine in SDS-
Polyacrylamidgelen erfolgte der Transfer auf eine PVDF-Membran (Millipore). Die
Ubertragung verlief in Blotting-Puffer (25 mM Tris, 0,192 M Glycin, 20% Methanol)
fur 2 h bei 55 V (250 mA). Der Proteintransfer wurde durch reversible Farbung des
Filters mit PonceauS Uberpruft.

Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation der Membran fir 1 h in
PBS/Tween (10 mM Natriumphosphat, pH 7,2; 150 mM NaCl; 0,1% Tween20;
,PBSTB") mit 3% BSA blockiert. Die Reaktion mit dem Primarantikorper (spezifi-
sche Verdunnung in 10 ml PBSTB) erfolgte je nach Antikorper fir 2 h oder Uber
Nacht bei Raumtemperatur. Danach wurde der Filter 3x mit PBS/Tween-Puffer
gewaschen und anschlief3end flr 2 h mit dem sekundaren Antikérper bei Raum-
temperatur inkubiert. Als Sekundarantikorper wurde ein Goat Anti-Rabbit 1gG
(H+L) Peroxidase-Konjugat der Firma Dianova eingesetzt (1:10000 in PBSTB
verdunnt) und die Membran anschlieffiend 3x mit PBS/Tween-Puffer gewaschen.
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Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte durch eine Peroxidase-
katalysierte Chemilumineszenz-Reaktion nach Zugabe eines Chemilumineszenz-
Substrates (SuperSignal ULTRA Chemiluminescent Substrate, Firma Pierce) und
anschlieRende Detektion durch Auflegen eines Rontgenfilms.

2.21 Spezifischer Nachweis der Proteine Glut1, Glut4 und Pma1

Die Antikorper gegen GLUT1 (Dianova) und GLUT4 (Calbiochem) wurden in Ver-
dinnungen von 1:1000 (GLUT1) und 1:800 (GLUT4) eingesetzt. Sie richten sich
jeweils gegen eine GLUT1- bzw. GLUT4-spezifische, zwolf Aminosauren umfas-
sende Sequenz im C-Terminus des jeweiligen Proteins. Der Antikdrper gegen das
Pma1-Protein von S. cerevisiae wurde freundlicherweise von R. Kdlling, Dussel-
dorf, zur Verfugung gestellt.

2.22 Zellfraktionierung durch Saccharosegradientenzentrifugation

Die Zellen einer 150 ml Hefekultur (ODgpp=0,5-0,8) wurden durch Vakuumfiltration
auf einer Nitrozellulosemembran gesammelt und rasch in 250 pl eiskaltem
STED10 (10% Saccharose; 10 mM Tris/HCI, pH 7,6; 1 mM EDTA; 1 mM DTT) mit
Proteaseinhibitoren (0,2 mM PMSF; Protease-Inhibitor ,Complete®, Firma Roche)
resuspendiert. Nach Zugabe von Glasperlen (& 0,45 mm) bis zum Meniskus der
Flussigkeit wurde die Suspension fur 3 min auf einem Vibrax geschuttelt. Nach
Zugabe von 1 ml STED10 wurde der Ansatz gemischt und der Uberstand fir 5
min mit 3000 rpm zentrifugiert, um Glasperlen und Zelltrimmer zu sedimentieren.
900 ul dieses Uberstandes wurden auf einen Saccharose-Gradienten gegeben.

Die Herstellung des Gradienten erfolgte nach Kolling und Hollenberg (1994) in
einem SW40-Zentrifugationsgefald (Beckmann), indem 4 ml STEDS0 (wie
STED10, jedoch mit 53% Saccharose), 4 ml STED36 (wie STED10, jedoch mit
36% Saccharose) und 4 ml STED20 (wie STED10, jedoch mit 20% Saccharose)
sorgfaltig Ubereinandergeschichtet wurden. Das Gefald wurde grindlich mit Para-
film verschlossen und vorsichtig in eine horizontale Lage gebracht. Nach dreistin-
diger Diffusion bei 4°C wurde der nun annahernd kontinuierliche Gradient aufge-
richtet und mit dem Zellextrakt Uberschichtet. Nach Zentrifugation flr exakt 14 h in
einem Beckmann SW40-Rotor mit 114000 g wurden Fraktionen zu 700 pl vom
Gradienten abgenommen. Aliquots wurden mit dem gleichen Volumen 2x Pro-
benpuffer versetzt und hiervon jeweils 50 pl elektrophoretisch aufgetrennt (2.18).
Der spezifische Nachweis von Proteinen erfolgte durch Western-Analyse (2.20).
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2.23 Bestimmung der Aufnahme von Hexosen in S. cerevisiae

2.23.1 Glukose-Aufnahme

Die Glukoseaufnahmemessung erfolgte nach Bisson und Fraenkel (1983) mit
Modifikationen nach Walsh et al. (1994). Hefezellen wurden bis zu einer Dichte
von 1-2x10" m!™ angezogen und zweimal mit Phosphat-Puffer (0,1 M KiPOg4, pH
6,5) gewaschen. Im Anschluld wurde das Naldgewicht der Zellen bestimmt und die
Zellen entsprechend einer Konzentration von 60 mg/ml in Phosphat-Puffer resus-
pendiert. Sofern nicht anders angegeben wurde die Aufnahme bei Glukosekon-
zentrationen von 0,2-100 mM bestimmt. Die eingesetzte spezifische Radioaktivitat
betrug dabei 0,37-111 kBq umol”. Vor Beginn der Aufnahmemessung wurden
sowohl die Zellen als auch die Glukoselosung 5 min bei 30°C vorinkubiert. Die
Aufnahmereaktion wurde durch Zugabe von 100 pl Zellen zu 50 pl dreifach-
konzentrierter Glukoseldsung gestartet. Der Reaktionsansatz wurde gut gemischt.
Nach 5 sec wurden 100 yl entnommen und die Reaktion durch Zugabe von 10 ml
Quench-Losung (0,1 M KiPOy4, pH 6,5; 500 mM Glukose; -3 bis 0°C) abgestoppt.
Mittels einer speziellen Pipette wurde das 5 sec-Zeitintervall der Glukoseinkubati-
on auf 1/100 sec genau bestimmt. Die Zellen wurden sofort durch Vakuumfiltration
auf Whatman GF/C Glas-Fiber-Filtern gesammelt und viermal mit 10 ml eiskalter
Quenchldosung gewaschen. Hierauf wurden die Filter in Szintillationsgefal’e aus
Polyethylenglycol mit 5 ml Szintillationsflussigkeit (Quicksafe A, Zinsser Analytik)
gegeben und die Radioaktivitat in einem Beckmann Szintillationszahler gemes-
sen. Zur Bestimmung der Gesamtradioaktivitat wurden 10 ul des Reaktionsansat-
zes in 5 ml Szintillationsflissigkeit gemessen (cpmg). Als Kontrolle fur den Anteil
der unspezifisch an den Glas-Fiber-Filter gebundenen radioaktiven Glukose wur-
den Glukose-Losung und Zellen gleichzeitig zur vorgelegten Quench-Lésung
gegeben. Diese Kontrolle wurden flur eine bestimmte eingesetzte Gesamtradioak-
tivitat mehrfach bestimmt und der statistische Mittelwert von den entsprechenden
MeRwerten abgezogen. Die Aufnahmegeschwindigkeiten V in nmol min™ mg TG™
wurden nach folgender Formel berechnet:

Aufgenommene Glukose = [(CpMprobe - CPMKontrolle) / (CPMo = 10)] - MMgiukose

Fur die Untersuchung der Hemmbarkeit von in Hefe exprimierten Saugetier-
Glukosetransportern durch Cytochalasin B wurden die Zellen fir 15 min bei 30°C
in Gegenwart von 20 uM Cytochalasin B (in Ethanol) vorinkubiert und im Anschluf3
die Glukoseaufnahme bestimmt.
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2.23.2 Maltose-Aufnahme

Die Bestimmung der Aufnahme von Maltose erfolgte wie fur die Aufnahme von
Glukose beschrieben (2.23.1) und wurde nach Cheng und Michels (1991) modifi-
ziert. Anstelle des Phosphat-Puffers wurden die Zellen mit 0,1 M Tartrat/Tris-
Puffer (pH 4,2) gewaschen und fur die Messung mit Tartrat/Tris-Puffer auf eine
Zelldichte von 60 mg/ml eingestellt. Die Quenchlésung (0,1 M KiPO,4, pH 6,5)
enthielt 100 mM Maltose.

2.24 Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitat

2.24.1 Quantitative Enzymtests

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt der B-Galaktosidase erfolgte nach Miller
(1972). 5 ml Hefekulturen wurden bei einer ODggp von 1-2 geerntet und zweimal
mit kaltem Phosphat-Puffer (50 mM K;PO4, pH 7,0) gewaschen. Der Zellaufschluf}
erfolgte durch Zugabe von 0,2 g Glasperlen (& 0,45) und 5 min kraftigem Schut-
teln auf einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) bei 4°C. Im Anschlufd wurden
je nach Zelldichte 0,2-0,5 ml kalter Phosphatpuffer zugegeben, gut gemischt und
die Glasperlen abgetrennt. Der noch Zelltrtmmer enthaltende Rohextrakt wurde
ohne weitere Zentrifugation zur Proteinbestimmung (2.17) und fur die Messung
der Enzymaktivitat eingesetzt.

Die Enzymreaktion wurde bei 30°C in einem Gesamtvolumen von 1 ml in lacZ-
Puffer (60 mM Na;HPO,4; 40 mM NaH;PO4; 10 mM KCI; 1 mM MgSO,4; 1 mg/ml
ONPG,; pH 7,0) durchgefuhrt und durch Zugabe des Rohextraktes gestartet. Nach
eintretender Gelbfarbung, spatestens aber nach 2 h Inkubation, wurde die Reakti-
on durch Zugabe von 0,5 ml einer 1 M Na,CO3-Losung gestoppt. AnschlieRend
wurde der Ansatz fur 5 min mit 10000 rpm zentrifugiert und die Extinktionsande-
rung des Uberstandes spektralphotometrisch bei 420 nm gemessen. Der molare
Extinktionskoeffizient von 2-Nitrophenol betragt unter diesen Bedingungen
4,5x10° M cm™.

2.24.2 Qualitative Enzymtests (,,X-Gal Overlay-Assay“)

Die qualitative Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitat erfolgte durch Lyse von
auf Agarplatten gewachsenen Zellen durch Uberschichtung mit heilem Auf-
schluB3puffer (0,2% SDS; 2% DMF; 2 mg/ml X-Gal; 0,5% Agarose; 0,5 M Natrium-
Phosphat-Puffer, pH 7,2). X-Gal wird von der BR-Galaktosidase der aufgeschlosse-
nen Zellen zu einem blauen Farbstoff umgesetzt. Nach der Uberschichtung wur-
den die Platten bei 37°C inkubiert und die Blaufarbung dokumentiert.
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2.25 Kreuzung von Hefestammen, Tetradenanalyse und Bestimmung
des Paarungstyps

Die haploiden Kreuzungspartner wurden in flussigem Vollmedium oder auf einer
Agarplatte mit Vollmedium miteinander gemischt. Nach einer Inkubationszeit von
3-4 h bei 25°C wurden Zygoten mit Hilfe eines Mikromanipulators isoliert. Die
diploiden Zellen wurden 1-2 Tage in 5 ml Vollmedium bis zur stationaren Phase
herangezogen, mit Wasser gewaschen und auf Agarplatten mit 2% Kaliumacetat
aufgebracht. Nach 3-5 Tagen wurden die sporulierenden Zellen in 0,5 ml Wasser
aufgenommen und die Ascuswande durch Zugabe von 20 pl Zymolyaseldsung
(0,2 mg/ml) fur 10 min bei Raumtemperatur lysiert. Die Sporen wurden mittels
eines Mikromanipulators isoliert und zum Auskeimen auf einer YEP-Platte mit 2%
Glukose oder 1% Maltose abgelegt. Fur die Bestimmung des Paarungstyps wur-
den die zu prifenden Stamme wie beschrieben mit den Testerstammen EBY109A
(MAT a) und EBY109B (MAT o) gekreuzt und auf Minimalmedium ausgestrichen.
Zellen, die mit EBY109A gekreuzt worden waren und Wachstum auf Minimalme-
dium zeigten, gehorten dem Paarungstyp o an, bzw. solche nach Kreuzung mit
EBY109B dem Paarungstyp a.

2.26 Gen-Deletionen in S. cerevisiae

Die Deletion von Genen wurde, soweit nicht anders beschrieben, mit dem
loxP::kanMX::loxPICre-Rekombinase System durchgefuhrt (Guldener et al., 1996;
Wach et al., 1994). Es beruht auf der Eigenschaft von Hefe, mit einer gewissen
Frequenz homologe DNA-Bereiche miteinander zu rekombinieren. Dies wird ge-
nutzt, um Uber gezielte homologe Rekombination von Markergenen in die chro-
mosomale DNA die gewlnschten Gene zu deletieren.

In PCR-Reaktionen (2.11) wurden zunachst DNA-Deletionskassetten synthetisiert.
Neben einem von [oxP-Erkennungssequenzen eingefal3ten Geneticin-
Resistenzgen wiesen diese Fragmente an ihren Enden Ubereinstimmungen zu
den 5'- bzw. 3‘-flankierenden Sequenzen des zu deletierenden Gens oder der zu
deletierenden DNA-Region auf. Diese 48 bp langen Bereiche befanden sich be-
reits als ,Anhang“ an den Oligonukleotiden, die fur die PCR-Reaktion eingesetzt
wurden. Alternativ wurden Gene mit einer lacZ::kanMX-Reporterkassette deletiert,
wodurch gleichzeitig eine Promotor-lacZ-Fusion im Locus des betreffenden Gens
erzeugt wurde. Hierbei blieben die ersten 48 Nukleotide der kodierenden Region
erhalten. Nach Transformation der PCR-Produkte in die Hefe (2.8.2) erfolgte auf
Vollmedium mit 200 mg/l G418 eine Selektion auf Geneticin-resistente Klone. Die
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Deletionen wurden durch PCR-Reaktionen mit ganzen Zellen (2.11) unter Ver-
wendung geeigneter Oligonukleotide verifiziert.

Um den Geneticin-Resistenzmarker zu regenerieren, wurden die Zellen mit einem
Plasmid transformiert, welches das Gen fur das Enzym Cre-Rekombinase hinter
einem induzierbaren GAL2-Promotor tragt (Tab. 5). Nach Inkubation der Trans-
formanten fur 1-2 Tage auf Galaktose- oder Maltosemedium wurden die Kolonien
auf G418-haltiges Medium replikaplattiert und G418-sensitive Kolonien isoliert.
Die durch die Cre-Rekombinase vermittelte Exzision des kanMX-Gens wurde in
einer PCR-Reaktion mit den entsprechenden Oligonukleotiden Uberpruft.

2.27 Klonierung von DNA-Fragmenten durch in vivo-Rekombination

Fir die in vivo-Klonierung von DNA-Fragmenten in S. cerevisiae wurde zunachst
das zu klonierende Gen in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Die eingesetzten Oli-
gonukleotide besalien spezifische 5°-terminale Anhange mit Homologie zu den 5°-
und 3'-flankierenden Sequenzen des Integrationsbereichs im Zielvektor. Der
Vektor wurde durch Restriktion (2.10.1) im Integrationsbereich linearisiert, Uber
ein Agarosegel gereinigt (2.13) und zusammen mit dem PCR-Produkt in die Hefe
transformiert (2.8.2). Die Zellen wurden im Anschluly auf synthetischem Selektiv-
medium mit 2% Glukose oder 1% Maltose ausplattiert. Fur die Selektion auf den
Auxotrophiemarker des Vektors wurde auf den Zusatz der entsprechenden Ami-
nosaure bzw. Base zum Medium verzichtet. Auf diese Weise wurden nur solche
Transformanten erhalten, die aufgrund homologer Rekombination des DNA-
Fragments in den linearisierten Vektor innerhalb der Zelle wieder ein stabiles,
zirkularisiertes Plasmid besal3en. Die Plasmide wurden aus Hefe isoliert (2.9.2), in
E. coli amplifiziert (2.8.1, 2.9.1) und durch eine darauffolgende Restriktionsanaly-
se uberpruft (2.10.1).

2.28 Two-Hybrid System

Es wurde das Two-Hybrid System nach Fields und Song (1989) in einer Modifika-
tion von James et al. (1996) verwendet. Als DNA-bindendes Fusionsprotein wurde
Galdgp::Fgy1c eingesetzt (Tab. 6), eine Fusion aus Gal4-DNA-Bindedomane und
dem C-terminalen Bereich des Fgy1-Proteins. Durch Interaktionen mit zufalligen
Fusionsproteinen bestehend aus Gal4-Aktivierungsdomane mit Genfragmenten
einer Genbank sollten unterschiedliche Reportersysteme des Testerstamms
PJ69-4A induziert werden.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Konstruktion eines Hexosetransport-negativen Hefestammes

Wie bereits in der Einleitung dargestellt, wird die Aufnahme von Hexosen in S.
cerevisiae durch eine Familie von 18 Transportproteinen vermittelt, die der soge-
nannten Hexosetransporter-Familie zugeordnet werden. Zu dieser Unterfamilie
der Zuckerpermease-Familie zahlen die Proteine Hxt1 bis Hxt17 sowie der
Galaktosetransporter Gal2 (Abb. 1; Kruckeberg, 1996; Boles und Hollenberg,
1997; Nelissen et al., 1997). Lediglich sieben dieser Hexosetransporter (Hxt1 bis
Hxt4, Hxt6, Hxt7, Gal2) konnten bislang funktionell charakterisiert werden und
scheinen fur die Aufnahme von Glukose in die Zelle ausreichend zu sein (Reifen-
berger et al., 1997; Ozcan und Johnston, 1999). Uber die genaue Funktion von
Hxt5 sowie Hxt8 bis Hxt17 ist bislang hingegen nur wenig bekannt. Da der Trans-
port von Glukose uber die Plasmamembran einen wichtigen Schritt des Glukose-
Metabolismus darstellt, ist die Aufklarung der Funktionen der vielfaltigen Trans-
portproteine von entscheidender Bedeutung. Zu diesem Zweck wurde in einem
ersten Ansatz ein Hefestamm konstruiert, der Deletionen in den Genen HXT1 bis
HXT17 und GAL2 aufwies (Wieczorke et al., 1999). Ziel der Arbeit war es, einen
Hefestamm zu entwickeln, der durch das Fehlen endogener Hexosetransporter
nicht mehr in der Lage ist, auf Medium mit Hexosen als einziger Kohlenstoffquelle
zu wachsen bzw. Hexosen aufzunehmen.

3.1.1 Deletion von AGT1, MPH2 und MPH3

In der hxt1-17 gal2-Deletionsmutante liel3 sich keine Glukoseaufnahmeaktivitat
mehr nachweisen, allerdings zeigte der Stamm nach Wachstum auf Maltosemedi-
um noch eine betrachtliche Glukoseverbrauchsrate (Wieczorke et al., 1999). Im
Gegensatz zum Wildtyp verringerte sich die Glukoseverbrauchsrate des hxt1-17
gal2-Stammes langsam und stagnierte nach 15 h, als etwa die Halfte der Glukose
im Medium verbraucht war. Dies deutet auf die Anwesenheit weiterer Transport-
proteine hin, die den Glukosetransport vermitteln konnen, deren Expression aber
durch Glukose reprimiert wird (Wieczorke et al., 1999).

Um diese moglichen Transporter zu identifizieren, wurden die verbleibenden 16
Proteine der Zuckerpermease-Familie der Hefe (Abb. 1) in 2p-Plasmide hinter den
MET25-Promotor kloniert und im hxt1-17 gal2-Deletionsstamm Uberexprimiert. Es
zeigte sich, dalR die Uberexpression von drei Proteinen der Maltosepermease-
Unterfamilie, Agt1, Mph2 und Mph3, das Wachstum der Zellen auf Glukosemedi-
um wiederherstellen konnte.
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Um einen vollstandigen und hinsichtlich der Bildung von Glukose-positiven
Suppressormutanten stabilen Hexosetransporter-defizienten Hefestamm zu er-
halten, wurden auch diese Gene in dem hxt1-17 gal2-Mutantenstamm nach der in
Abschnitt 2.26 beschriebenen Methode deletiert. Fur die PCR-Synthese der Dele-
tionskassetten wurden die Oligonukleotidpaare s1-lagt1/s2-agt1, s1-mph2/s2-
mph2 und s1-mph3/s2-mph3 bzw. fir die Uberpriifung der Deletionen die Oligo-
nukleotide a1-agt1/a4-agt1 sowie a1l-m2m3/a4-m2m3 eingesetzt (Tab. 7). Der
daraus resultierende hxt1-17 gal2 agt1 mph2 mph3-Deletionsstamm (hxt” mph’)
wies keine restliche Glukoseverbrauchsaktivitat mehr auf und zeigte auch nach
mehrtagiger Inkubation bei 30°C auf Glukosemedium kaum mehr Bildung sekun-
darer Suppressormutationen (Wieczorke et al., 1999).

3.1.2 Untersuchung der Expression von AGT1

Das AGT1-Gen der Hefe kodiert flr einen generellen a-Glukosidtransporter, des-
sen Substratspektrum neben Trehalose und Saccharose auch Maltose umfal3t
(Han et al., 1995; Stambuk et al., 1998; 1999; Plourde-Owobi et al., 1999). Um
die transkriptionelle Regulation von AGT7 zu untersuchen, wurde der offene Le-
serahmen des Gens durch eine lacZ::kanMX-Reporterkassette ersetzt (2.26),
wobei nur die ersten 48 bp des urspringlichen kodierenden Bereichs erhalten
blieben und in das Leseraster des lacZ-Gens ubergingen. Im Anschluf® wurde die
spezifische Aktivitat der -Galaktosidase auf unterschiedlichen Kohlenstoffquellen
bestimmt (2.24.1). Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tab. 8 dargestellt.

Tab. 8: Spezifische B-Galaktosidaseaktivitat C-Quelle spez. Aktivitat
(nmol min” mg'1 Protein) einer genomisch
integrierten  AGT1prom-lacZ-Fusion nach 2% Glukose 13,2
Anzucht der Zellen auf verschiedenen Koh- 2% Saccharose 12,0
lenstoffquellen bis in die logarithmische 1% Ethanol 172.7
Wachstumsphase (Hefestamm RWY13).

1% Maltose 1382,1

Es zeigte sich, dal’ das AGT7-Gen stark durch Maltose induziert wird, jedoch dem
Mechanismus der Glukoserepression unterliegt. Diese Daten implizieren eine
Maltose-vermittelte Induktion von Agt1 (und mdglicherweise auch der anderen
Maltosepermease-Homologen Mph2 und Mph3), wodurch sich die restliche Glu-
koseverbrauchsaktivitat des hxt1-17 gal2-Deletionsstammes wahrend des
Wachstums in Maltosemedium erklaren 1a3t. Die einsetzende Glukoserepression
nach dem Umimpfen der Zellen von Maltose- in Glukosemedium fuhrt zu einer
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Einstellung des Glukoseverbrauchs und des Wachstums (Wieczorke et al., 1999).
Saccharose, die extrazellular durch das Enzym Invertase in Fruktose und Glukose
hydrolysiert wird, konnte im Versuch ebenfalls die Induktion des AGT7-Promotors
unterdricken. Vermutlich vermittelt Saccharose nach Aufnahme der freigesetzten
Hexosen auch die Glukoserepression. Im Gegensatz dazu ist der AGT7-Promotor
in Gegenwart einer neutralen Kohlenstoffquelle wie Ethanol dereprimiert und zeigt
eine basale Aktivitat.

3.1.3 Analyse der Funktion von Agt1, Mph2 und Mph3 bei der Aufnahme von
Saccharose

Die Maltosepermease-Familie bildet eine Untergruppe der Hexostransporter-
Familie und umfal3t neben Mal1 die Proteine Agt1, Mph2 und Mph3. Bislang wur-
de lediglich die Transportaktivitat des o-Glukosidtransporters Agt1 in Hinblick auf
den Transport unterschiedlicher Disaccharide sowie die der Maltosepermease
Mal1 naher untersucht (Han et al., 1995; Stambuk et al., 1998; 1999; Plourde-
Owobi et al., 1999). Hingegen ist Uber die Substratspezifitdt der beiden anderen
Mitglieder der Maltosepermease-Famile, Mph2 und Mph3, noch wenig bekannt. In
einem Ansatz, Uber funktionelle Komplementation in Hefe pflanzliche Saccharo-
setransporter zu identifizieren, wurde der Transkriptionsfaktor StPCP1 isoliert
(Hermesdorf et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, daf die Uberexpression von
StPCP1 in dem Hefestamm EBY.VW202 (hxt Asuc2 SuSy) dessen Wachs-
tumsdefekt auf Saccharose-Medium durch Induktion endogener o-
Glukosidtransporter komplementieren konnte. Aufgrund einer Deletion des SUC2-
Gens besal} dieser Stamm keine extra- und intrazellulare Invertase-Aktivitat mehr,
exprimierte jedoch eine zytoplasmatische Saccharose-Synthase (,SuSy“) aus
Kartoffel. Die Komplementation korrelierte mit einer Induktion der Transkription
der Gene MPH2 und MPH3. Beide Proteine sind zu 55% identisch zu Agt1, das in
dem Stamm EBY.VW202 deletiert worden war, und zeigen auf Nukleotidebene
99% ldentitat.

Um die Transportaktivitat zu testen, wurden Mph2, Mph3, Agt1 sowie das Hexo-
setransporter-ahnliche Protein Stl1 in dem Hefestamm EBY.VW202 hinter dem
starken MET25-Promotor Uberexprimiert und das Wachstum des Stammes auf
Medium mit Saccharose als einziger Kohlenstoffquelle untersucht (Abb. 4). Uber-
einstimmend mit den Ergebnissen friherer Untersuchungen, in denen eine Sac-
charose-Transportaktivitat des Agt1-Proteins gefunden worden war (Han et al.,
1995; Stambuk et al., 1998; 1999; Plourde-Owobi et al., 1999), ermdglichte die
Expression von Agt1 das Wachstum der Transformanten auf Saccharosemedium.
Mph2- und Mph3-Transformanten von EBY.VW202 zeigten ebenfalls einen positi-
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ven Wachstumsphanotyp (Abb. 4). Somit kann den bislang kaum charakterisierten
Proteinen Mph2 und Mph3 erstmal auch eine Funktion als Saccharosetransporter
in Hefe zugeordnet werden. Im Gegensatz dazu konnte der Wachstumsdefekt
durch die Uberexpression von Stl1, das in EBY.VW202 ebenfalls deletiert worden
war, nicht komplementiert werden. Demnach hat die heterologe Expression des
pflanzlichen Transkriptionsfaktors StPCP1 in dem Hexosetransport-defizienten
Hefestamm EBY.VW202 die Induktion der endogenen Saccharosetransporter
Mph2 und Mph3 zur Folge, wodurch unabhangig von der Anwesenheit des Stl1-
Proteins das Wachstum des Stammes auf Saccharosemedium hergestellt wird
(Hermesdorf et al., 2001).

p426MET25
(Vektor)

p426AGT1

p426MPH3 | p426MPH2

Abb. 4: Uberexpression von Agt1, Mph2, Mph3 und Stl1 in EBY.VW202, sowie mit leerem Vektor
p426MET25 transformierte Kontrollzellen. Die Zellen wurden fiir 3 Tage bei 30°C auf synthetischem
Komplettmedium mit 2% Saccharose ohne Uracil, Leucin und Methionin inkubiert.

3.2 Heterologe Expression von Gukosetransportern aus Saugetieren
in dem Hexosetransporter-defizienten Hefestamm

Die Charakterisierung von Glukosetransportern aus Saugetieren stellt eine wichti-
ge Aufgabe dar, um das Verstandnis von Krankheiten zu erweitern, die mit einem
Defekt in der Glukose-Homeostasis einhergehen, wie z.B. Diabetes Mellitus oder
das Fanconi-Bickel Syndrom (James und Piper, 1994; Manz et al., 1987; Santer
et al., 1998). Allerdings werden die Untersuchungen bestimmter GLUT-
Transporter, beispielsweise in Insulin-sensitiven Geweben, durch das Vorhanden-
sein weiterer endogener Isoformen und den schnellen Glukosemetabolismus
erschwert. Um dies zu umgehen, wurden in der Vergangenheit alternative he-
terologe Expressionssysteme wie Xenopus-Oocyten, Insektenzellen, Zellen aus
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Zellkulturen und auch Hefezellen eingesetzt (Baldwin, 1993; Mueckler, 1994;
Kasahara und Kasahara, 1996; 1997). Jedoch wiesen diese Systeme ebenfalls
Probleme auf: unzureichende Aktivitdt der heterolog exprimierten Transporter,
intrinsische Glukosetransporter dieser Systeme, intrazellulare Retention einer
betrachtlichen Menge der Transporter oder Produktion inaktiver Proteine (Kasaha-
ra und Kasahara, 1996). Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Hexosetransport-
defizienter Hefestamm als alternatives heterologes Expressionssystem ohne
endogene Glukosetransporter etabliert werden, durch den die Schwierigkeiten
anderer Systeme bei der Charakterisierung von Glukosetransportern aus Sauge-
tieren umgangen werden kdnnen.

3.2.1 Expression der Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 aus Ratte

Um die Aktivitdt heterolog exprimierter Glukosetransporter aus Saugetieren in
Hefe zu untersuchen, wurde der Hefestamm EBY.18ga (hxt’) mit den Plasmiden
YEpH2-rGLUT1 und YEpH2-rGLUT4 transformiert. Diese 2u-Plasmide tragen das
GLUT1- bzw. GLUT4-Gen der Ratte unter Kontrolle des Glukose-induzierbaren
HXT2-Promotors der Hefe (Wieczorke et al., 2001). Die Transformanten wurden
auf synthetischem Medium ohne Tryptophan und mit Maltose als einziger Kohlen-
stoffquelle herangezogen und auf das gleiche Medium mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen von Glukose (5 mM, 10 mM, 50 mM und 100 mM) anstelle der Mal-
tose replikaplattiert. Auch nach einwdchiger Inkubation bei 30°C zeigten die
Transformanten kein Wachstum auf den verschiedenen Glukosemedien. Somit
sind die GLUT1- und GLUT4-Glukosetransporter der Ratte offensichtlich nicht in
der Lage, den Glukoseaufnahmedefekt des Hexosetransport-defizienten Stam-
mes EBY.18ga zu komplementieren.

3.2.2 Untersuchung der intrazellularen Lokalisierung von GLUT1 und
GLUT4

Frihere Immunfluoreszenz-Experimente hatten gezeigt, dal® die Glukosetrans-
porter der Ratte zwar in Hefezellen exprimiert werden konnen, aber offensichtlich
in intrazellularen Strukturen zurtckgehalten werden. Die Transporter waren daher
nicht in der Lage, die Plasmamembran zu erreichen und konnten somit auch nicht
zur Glukoseaufnahme beitragen (Kasahara und Kasahara, 1996; 1997). Diese
Untersuchungen waren in einem Hefestamm durchgeflhrt worden, der lediglich
partielle Deletionen in einigen endogenen Glukosetransportern aufwies.

Um zu prufen, ob auch in EBY.18ga (hxt) eine Mislokalisierung von GLUT1 und
GLUT4 fur das ausbleibende Wachstum der Zellen verantwortlich war, wurde die
kodierende Sequenz fur das grun-fluoreszierende Protein (GFP) an die car-
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boxyterminalen Enden des GLUT1- bzw. GLUT4-Gens fusioniert. Die Fusion
wurde nach der in Abschnitt 2.27 beschriebenen Methode durch in vivo-
Rekombination durchgefihrt. Fur die PCR-Amplifizierung der entsprechenden
DNA-Fragmente wurden die Oligonukleotidpaare c1-G1GFP/c4-G1GFP bzw. c1-
G4GFP/c4-G4AGFP verwendet. Die PCR-Produkte wurden zusammen mit EcoRI-
linearisiertem Vektor p426MET25-GFP in Hefe transformiert und die Plasmide wie
beschrieben prapariert. Im Anschlu® wurden die resultierenden Plasmide
YEprGLUT1-GFP und YEprGLUT4-GFP in den Glukoseaufnahme-defizienten
Stamm EBY.18ga transformiert und Transformanten auf synthetischem Maltose-
medium ohne Uracil selektiert. Erneut zeigte sich nach Replikaplattieren der Zel-
len kein Wachstum auf Medien mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen.
Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung ergab, dal} der grofte Anteil des
GLUT4-GFP-Proteins in intrazelluldren Strukturen zurtickgehalten wurde, die dem
endoplasmatischen Retikulum oder endosomenartigen Organellen ahnelten (Abb.
5). Diese Lokalisierung steht im Einklang mit friheren Beobachtungen von Kasa-
hara und Kasahara (1997). Im Gegensatz dazu und abweichend von vorherge-
henden Ergebnissen (Kasahara und Kasahara, 1996) fand sich die Mehrheit von
GLUT1-GFP jedoch an der Zelloberflache (Abb. 5).

A

GLUT1-GFP GLUT4-GFP

Abb. 5: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisierung der GFP-Fusionsproteine (A)
GLUT1-GFP und (B) GLUT4-GFP in dem Hefestamm EBY.18ga (hxt’). Die Zellen wurden in syn-
thetischem Komplettmedium mit 1% Maltose ohne Uracil und Methionin bis in die logarithmische
Phase herangezogen.

3.2.3 Suche nach GLUT1- und GLUT4-Suppressormutationen

Wie bereits beschrieben konnte gezeigt werden, dal} weder die Expression des
GLUT1- noch des GLUT4-Proteins der Ratte in dem hxt-Hefestamm EBY.18ga
dessen Wachstumsdefekt auf Glukosemedien komplementieren konnte. Um den-
noch eine Mdoglichkeit zu finden, diese heterologen Proteine funktionell in Hefe
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exprimieren zu konnen, wurden GLUT1- bzw. GLUT4-Transformanten (Plasmide
YEpH2-rGLUT1 und YEpH2-rGLUT4) des Stammes auf Agarplatten mit syntheti-
schem Medium ohne Tryptophan und mit 10 mM Glukose als einziger Kohlen-
stoffquelle ausplattiert. Nach Bestrahlung mit einer subletalen Dosis UV-Licht
wurden die Zellen fur 7-14 Tage bei 30°C inkubiert. Wahrend im Fall der GLUT4-
Transformanten keine Suppressorkolonien erhalten wurden, zeigten sich auf den
Platten mit GLUT1-Transformanten mehrere Hefekolonien, die die Fahigkeit zu-
ruckerlangt hatten, auf Glukosemedium zu wachsen.

3.2.4 Analyse von GLUT1-Suppressormutanten

Mdgliche Grunde fuar die Wiederherstellung des Wachstums von GLUT1-
Transformanten des Stammes EBY.18ga auf Glukosemedium nach erfolgter UV-
Mutagenese konnten sein: (a) eine Mutation in der GLUT1-Sequenz, die GLUT1
in einen in Hefe funktionellen Glukosetransporter konvertiert hatte, (b) eine Muta-
tion im Genom der Hefe, die dazu fihrte, dal} GLUT1 aktiv wird oder (c) eine
Mutation im Hefegenom, durch die ein endogenes Hefeprotein in einen Glukose-
transporter konvertiert oder die Expression eines unbekannten ,stillen“ Glukose-
transporters induziert worden war.

Um zwischen diesen drei Moglichkeiten unterscheiden zu kdnnen, wurden funf der
GLUT1-Suppressormutanten in nicht-selektivem YEP-Maltosemedium Uber mehr
als 15 Generationen herangezogen. Alle Zellen, die ihr Plasmid verloren hatten,
waren daraufhin nicht mehr in der Lage, auf Medium mit Glukose als einziger
Kohlenstoffquelle zu wachsen. Dies deutete darauf hin, dal3 das zuvor beobach-
tete Wachstum von der Anwesenheit des GLUT1-Proteins abhangig war. Nach
Retransformation des urspringlichen Wildtyp-Plasmids YEpH2-rGLUT1 in diese
Zellen erlangte einer der funf Hefestamme die Fahigkeit zurtck, auf Glukoseme-
dium zu wachsen. Der Effekt, der eine funktionelle GLUT1-Expression bislang
verhindert hatte, war in diesem Stamm offenbar durch eine genomische Mutation
aufgehoben worden. Das mutante Allel wurde als fgy7-1 bezeichnet (,functional
expression of GLUT1 in yeast®) und der entsprechende Hefestamm mit EBY.S7
benannt. Die YEpH2-rGLUT1-Plasmide wurden aus den ubrigen vier Stammen
reisoliert, in E. coli amplifiziert und in den urspringlichen Glukosetransport-
defizienten Stamm EBY.18ga (hxt) zurlcktransformiert. Alle vier Plasmide waren
in der Lage, das Wachstum des Stammes auf synthetischem Medium mit 10 mM
Glukose als Kohlenstoffquelle wiederherzustellen. Demzufolge muf3ten Mutatio-
nen in diesen Plasmiden (hochstwahrscheinlich innerhalb der GLUT1-
kodierenden Sequenzen) flir den beobachteten Wachstumseffekt verantwortlich
sein.
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3.2.5 Isolierung genomischer Mutationen, durch die GLUT4 in einen funk-
tionellen Glukosetransporter konvertiert wird

Offensichtlich fuhrt eine genomische Mutation im Stamme EBY.S7 dazu, dal}
GLUT1 in Hefe zu einem funktionellen Glukosetransporter konvertiert wird, der die
Aufnahme von Glukose Uber die Plasmamembran in die Zelle katalysieren kann
(3.2.4). Wie beschrieben konnten jedoch keine entsprechenden Mutanten isoliert
werden, die GLUT4 in ahnlicher Weise in eine funktionelle Form hatten Uberfuh-
ren konnen. Eine Erklarung fur das fehlende Auftreten von GLUT4-
Suppressormutanten konnte in der beobachteten Lokalisierung der GFP-
Fusionsproteine liegen. Da sich GLUT1-GFP in EBY.18ga bereits an der Zellober-
flache befindet, war offenbar eine Mutation, genomisch oder plasmidkodiert, aus-
reichend, eine funktionelle Expression von GLUT1 zu gewahrleisten und den
Glukosetransport zu vermitteln. Im Gegensatz dazu zeigte GLUT4-GFP eine intra-
zellulare Akkumulation in zellinternen Strukturen, die zusatzlich zu einer ,aktivie-
renden Mutation“ wie fgy1-1 weitere Mutationen erforderlich machen kdnnte, um
gleichfalls eine Lokalisierung an die Zelloberflache zu erreichen.

Nach Transformation des Plasmids YEpH2-rGLUT4 in den Stamm EBY.S7 (hxt
fgy1-1) zeigten die Zellen ein sehr langsames Wachstum auf Medium mit 10 mM
Glukose als einziger Kohlenstoffquelle. Im Gegensatz zu Kontrollzellen mit
YEpH2-rGLUT4 in EBY.18ga (hxt) entwickelten die Transformanten des Stam-
mes EBY.S7 zahlreiche Suppressorkolonien. Eine Analyse von neun Suppres-
sormutanten, wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben, wies diese allesamt als genomi-
sche Mutationen aus. Die neuen mutanten Allele wurden als fgy41 bis fgy49 be-
zeichnet (,functional expression of GLUT4 in yeast), wahrend die korrespondie-
renden Hefestamme mit EBY.F4-1 bis EBY.F4-9 benannt wurden. YEpH2-
rGLUT4- Transformanten dieser Stamme wurden durch funktionelle Expression
von GLUT4 wieder in die Lage versetzt, auf Medium mit 10 mM Glukose als Koh-
lenstoffquelle wachsen zu kdnnen. Mit leerem Vektor transformierte Kontrollzellen
zeigten hingegen kein Wachstum.

3.2.6 Expression der menschlichen GLUT1- und GLUT4-Glukosetransporter

Die bisherigen Untersuchungen waren mit den Glukosetransportern GLUT1 und
GLUT4 der Ratte durchgefuhrt worden. Beide Proteine sind sehr eng mit ihren
entsprechenden menschlichen Homologen verwandt und zeigen auf Proteinebene
98% (GLUT1) bzw. 95% (GLUT4) Identitat (Pessin und Bell, 1992). In den folgen-
den Experimenten sollte untersucht werden, ob bei heterologer Expression der
Glukosetransporter des Menschen in Hefe Unterschiede zu den bislang geteste-
ten Isoformen aus der Ratte erkennbar werden wirden.
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Die humanen Gene fur GLUT1 und GLUT4 wurden in einer ersten PCR-Reaktion
mit den Oligonukleotidpaaren hsG1-F7/t2-hsG1 bzw. hsG4-F7/t2-hsG4 und den
Plasmiden pGEM4Z-hsGLUT1 bzw. pGEM4Z-hsGLUT4 als DNA-Vorlagen Uber
10 Zyklen amplifiziert. Im Anschluf} wurden die PCR-Produkte fur weitere 10 Zy-
klen mit den Primerpaaren t71-ORFs/t2-hsG1 bzw. t71-ORFs/t2-hsG4 amplifiziert.
Durch kurze 5‘- und 3'-terminale Sequenzibereinstimmungen dieser PCR-
Produkte zu HXT7-Promotor und CYC17-Terminator des Plasmids YEp4H7 konn-
ten die GLUT1- und GLUT4-Expressionsplasmide YEp4H7-hsGLUT1 und
YEp4H7-hsGLUT4 nach in vivo-Rekombination in dem Hefestamm EBY.18ga und
Selektion auf Maltosemedium ohne Uracil aus prototrophen Transformanten iso-
liert werden.

Tab. 9: Wachstum von GLUT1- und GLUT4-Transformanten unterschiedlicher Hexosetransport-
defizienter Hefestamme auf synthetischem Komplettmedium mit 10 mM Glukose als Kohlenstoff-
quelle. (++) sehr gutes Wachstum, (+) gutes Wachstum, (+/-) maRiges Wachstum, (-) kein
Wachstum. Die Zellen wurden fur zwei Tage bei 30°C inkubiert.

Stamm Genotyp Plasmid Wachstum
EBY.18ga hxt YEp4H7-hsGLUT1 -
YEp4H7-hsGLUT4 -
EBY.VW4000 hxt” mph YEp4H7-hsGLUT1 -
YEp4H7-hsGLUT4 -
EBY.S7 hxt fgy1-1 YEp4H7-hsGLUT1 ++
YEp4H7-hsGLUT4 +
YEpH2-hsGLUT4 +/-
EBY.F4-1 hxt fgy1-1fgy41  YEp4H7-hsGLUT1 ++
YEp4H7-hsGLUT4 ++
YEpH2-hsGLUT4 +

Die Plasmide wurden in die Stamme EBY.18ga (hxt), EBY.VW4000 (hxt mph’),
EBY.S7 (hxt fgy7-1) und EBY.F4-1 (hxt fgy1-1 fgy41) transformiert. Wahrend
beide Plasmide weder das Wachstum von EBY.18ga noch von EBY.VW4000 auf
Glukosemedium wiederherstellen konnten, wurde der Wachstumsdefekt der
Stamme EBY.S7 und EBY.F4-1 komplementiert (Tab. 9). Somit war das mensch-
liche GLUT4-Protein im Gegensatz zum GLUT4 der Ratte bereits in einem He-
festamm funktionell, der lediglich die Mutation fgy7-7 trug. Um zu testen, ob dieser
Effekt auf die sehr starke Uberexpression von GLUT4 hinter dem HXT7-
Promotorfragment zurtickzufihren war, wurde das menschliche GLUT4-Gen auch
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unter Kontrolle des im Vergleich schwacheren HXT2-Promotors exprimiert (wie
ursprunglich auch das GLUT4 der Ratte). Menschliches GLUT4 wurde zunachst in
einer PCR-Reaktion (18 Zyklen) mittels der Primer c1-HXT2p-hsG4 und c4-hsG4-
GAL2t synthetisiert und darauffolgend durch homologe Rekombination in Hefe
gegen das GLUT1 der Ratte in dem Plasmid YEpH2-rGLUT1 (geschnitten mit
EcoRI und Clal) ausgetauscht. Nach Transformation dieses Plasmids YEpH2-
hsGLUT4 in die Stamme EBY.S7 und EBY.F4-1 war nur noch ein sehr langsames
Wachstum der EBY.S7-Transformanten zu beobachten, wohingegen die Trans-
formanten von EBY.F4-1 gutes Wachstum auf 10 mM Glukosemedium zeigten
(Tab. 9), vergleichbar dem Wachstum mit dem GLUT4 der Ratte. Diese Ergebnis-
se zeigen, dal lediglich geringe Unterschiede zwischen der heterologen Expres-
sion der GLUT-Proteine des Menschen und denen der Ratte bestehen. Sehr
starke Uberproduktion von GLUT4 fiihrt dabei offenbar bereits in der fgy1-1-
Mutante dazu, dal® genlgend Protein zur Plasmamembran gelangen kann, um
Glukoseaufnahme und Wachstum des Stammes auf Glukosemedium zu vermit-
teln.

3.2.7 Charakterisierung funktioneller Allele von GLUT1

Im Rahmen des in Abschnitt 3.2.4 beschriebenen Screens konnten neben der
genomischen Suppressormutation fgy7-1 auch GLUT1-Plasmide isoliert werden,
die in der Lage waren, infolge einer plasmidkodierten Mutation das Wachstum von
Hexosetransport-defizienten Hefemutanten auf Medium mit Glukose wiederherzu-
stellen. Die kompletten GLUT1-kodierenden Sequenzen der vier isolierten
Suppressorplasmide wurde sequenziert. Dabei stellte sich heraus, dal} in allen
Fallen die GLUT1-Sequenzen im Vergleich zu der Wildtyp-Sequenz spezifische
Austausche einzelner Basenpaare aufwiesen. Dies fuhrte zur Veranderung spezi-
fischer Aminosauren in den korrespondierenden Proteinsequenzen. Alle Ami-
nosaure-Austausche waren in der ersten Halfte der zweiten vorhergesagten
Transmembrandomane lokalisiert (Abb. 6, S. 52). Ein Plasmid beinhaltete einen
Austausch der Base Thyminqgs der GLUT1-kodierenden Region gegen Adenin,
wodurch Tryptophangs durch Arginin ersetzt worden war. In zwei Plasmiden war
Guanings durch Adenin ersetzt worden, was zu einem Austausch von Valingg
gegen Methionin fuhrte. Das vierte Plasmid wies infolge einer Mutation von Cyto-
sinz¢3 zu Guanin einen Austausch von Isoleucinzs gegen Methionin auf.

Um diese Region von GLUT1 naher zu studieren, wurden durch in vitro-
Mutagenese weitere Austausche vorgenommen. Als mutagene Primer fur die in
Abschnitt 2.16 beschriebene Methode kamen die Oligonukleotide glutthr, glutphe,
glutmet1 bzw. glutmet2 in Kombination mit den Primern seqhxt2 und seq2gal2
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zum Einsatz. Die mutagenisierten PCR-Produkte wurden benutzt, um das GLUT1-
Wildtypgen der Ratte in Plasmid YEpH2-rGLUT1 Uber homologe Rekombination
in dem Hefestamm EBY.S7 zu ersetzen (Wieczorke et al., 2001). Im Anschlul}
wurden die erfolgreichen Austausche durch Sequenzierung der Plasmidinserts
verifiziert. Auf diese Weise wurde Alanin;y gegen Methionin ausgetauscht und
Valingg durch Threonin, Phenylalanin, sowie als interne Kontrolle (wie bei der
spontan erhaltenen Mutation) durch Methionin ersetzt. Die mutagenisierten Plas-
mide, ein Plasmid mit Wildtyp-GLUT1 sowie der leere Kontrollvektor pTV3e wur-
den in den hxt-Stamm EBY.18ga transformiert, die Zellen auf synthetischem
Medium mit Maltose ohne Tryptophan ausplattiert und die Transformanten auf
das gleiche Medium mit 10 mM Glukose anstelle der Maltose als einziger Kohlen-
stoffquelle replikaplattiert. Wahrend GLUT1Y**™ und GLUT14"™™ das Wachstum
der Transformanten auf Glukosemedium und somit Glukoseaufnahme-Aktivitat
vermitteln konnten, war dies fur Wildtyp-GLUT1, GLUT1%*T oder den leeren Kon-
trollvektor nicht der Fall (Tab. 10). Zellen, die GLUT1Y**" enthielten, zeigten ein
malfdiges Wachstum.

Abb. 6: (A) Positionen einzelner Austausche in der Aminosauresequenz des GLUT1-Proteins der
Ratte, die zu einer funktionellen Expression dieses Glukosetransporters in Hefe fihren. Die Muta-
tionen bilden ein Kluster in der ersten Halfte der vorhergesagten zweiten transmembranen Helix
(Mueckler et al., 1985). (B) Vergleich der Aminosauresequenzen der Region um Transmembran-
domane Il zwischen Glukosetransportern aus Hefe- und Saugetierzellen. Die Positionen der Aus-
tausche innerhalb der GLUT1-Sequenz sind durch Pfeile angegeben.
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B TMD I
SHE3 : SFTAQ- 175
RGTZ2 : YEFTTS 177
HAT1 » HYIRSEW 147
H{T?Z YIRS D 138
HAT3 = YIRS KW 144
H{T4 r YIRS KW 153
HATEH : THIRS DW 148
HATS = NYIRS KW 147
T » NEIRS K 147
H{T8 = YIRS T 149
HHTS r YIRS KW 143
HAT10 : FOIES DY 131
HAT11 YIRS KV 143
H{T1Z2 YIRS EW 143
H{T13 = YIRS T 140
HAT14 : EEIETDL 150
HAT1E 1 YIRS T 143
HAT1& L YIRS T 143
H{T17 1 YIRS 3 3 = 140
GALZ HYINS VIR TE TECAFEGT I LSEGGN T% = 153
haGLUT1 : PTTLTT SVEGMIESFSVELEH GR H a7
ratGLUT]1 : STTLTT SVEGMIESEFSVELE R H 98
ratGLUT4 = PGTLTT SVEGMISSFLIGI ISOWLERFEEAML & 113

Tab. 10: Wachstum des Glukoseaufnahme-defizienten Stammes EBY.18ga (hxt) nach Transfor-
mation mit mutagenisierten GLUT1-Plasmiden, Wildtyp-GLUT1 sowie leerem Kontrollvektor. Die
Zellen wurden fir zwei Tage bei 30°C auf synthetischem Komplettmedium mit 10 mM Glukose
ohne Tryptophan inkubiert. (+) gutes Wachstum, (+/-) mafliges Wachstum, (-) kein Wachstum.

Plasmid Aminosaureaustausch Wachstum
pTV3e leerer Kontrollvektor -
YEpH2-rGLUT1 Wildtyp-GLUT1 -
pTV-HXT2p-GLUT1Y**™  Valings — Methionin +
pTV-HXT2p-GLUT1"**F Valingg — Phenylalanin +/-
pTV-HXT2p-GLUT1"*"  Valings — Threonin -
pTV-HXT2p-GLUT1*™™  Alanin;o — Methionin +

Verschiedene Austausche in der Aminosauresequenz der zweiten Transmem-
brandomane von GLUT1 gegen Aminosauren mit unterschiedlichen chemischen
Eigenschaften fihren somit zu einem funktionellen Protein in Hefe, das die Glu-
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koseaufnahme eines hxt-Mutantenstammes wiederherstellen kann. Interessan-
terweise waren im Gegensatz zu einem vielleicht erwarteten Austausch einer
nicht-konservierten gegen eine in den Hefe-Glukosetransportern konservierte
Aminosaure vor allem solche Reste von den ,aktivierenden® Mutationen betroffen,
die sowohl in den Glukosetransportern der Hefe als auch in dem GLUT1-Protein
der Ratte hochkonserviert sind (vergl. Abb. 6B). Da offensichtlich weder die Art
der ausgetauschten Aminosaure (chemische und sterische Eigenschaften) noch
die genaue Position hochspezifisch zu sein scheint, liegt die Schlu3folgerung
nahe, dal® eher die Gesamtstruktur dieser Region von GLUT1 fur die korrekte
Insertion des Proteins in die Plasmamembran oder dessen Aktivitat in Hefe aus-
schlaggebend ist.

3.2.8 Analyse der genomischen Suppressormutation fgy1-1

Ziel der folgenden Untersuchungen war die ldentifizierung der in dem Stamm
EBY.S7 vorliegenden Mutation. Dieser Hefestamm konnte bei der Suche nach
GLUT1-Suppressormutationen isoliert werden (3.2.4), worauf das mutante Allel
die Bezeichnung fgy1-1 fur ,functional expression of GLUT1 in yeast” erhielt.

3.2.8.1 Kreuzungsanalyse

Um zu bestimmen, ob es sich bei der genomischen fgy7-Mutation um eine domi-
nante oder rezessive Mutation handelte, wurde der Mutantenstamm mit dem kor-
respondierenden parentalen Hefestamm gekreuzt (2.25) und der resultierende
Phanotyp analysiert. Zunachst wurde der Stamm EBY.18ga (hxt) mit einem
Plasmid transformiert, welches das Gen fur die HO-Endonuklease der Hefe trug.
Die Aktivitat dieses Enzyms fiihrte in einigen Zellen zu einer Anderung des Paa-
rungstyps und darauffolgend zur Paarung dieser Zellen mit Zellen des entgegen-
gesetzten Paarungstyps. Einer der hervorgegangenen homozygot-diploiden
Stamme wurde sporuliert und durch die anschlielende Tetradenanalyse konnten
EBY.18ga-Mutanten des Paarungstyps « isoliert werden. Dieser Stamm EBY18ga
(MATa hxt') wurde nun mit dem Stamm EBY.S7 (MATa hxt fgy1-1) gekreuzt,
wodurch der heterozygot-diploide Stamm EBY.S7d (MATa/oc hxt fgy1-1/FGY1)
erhalten wurde. Nach Transformation von EBY.S7d mit dem Plasmid YEpH2-
rGLUT1 waren die Transformanten weder in der Lage, auf Medium mit 0,2% Glu-
kose zu wachsen, noch zeigten sie auf 1% Maltosemedium mit 5 mM 2-DOG eine
Sensitivitat gegenltber diesem toxischen Glukose-Analog. Nach der Aufnahme in
die Zelle wird 2-DOG zwar noch zu 2-Desoxy-Glukose-6-Phosphat phosphoryliert
und kann die Glukoserepression vermitteln, jedoch nicht weiter vergoren werden.
Die letztendliche Toxizitat wird auf eine Hemmung der Zellwandbildung zurlck-
gefuhrt (Bieley et al., 1972; Heredia et al., 1968). Demzufolge handelte es sich bei
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fgy1-1 um eine rezessive Mutation, da die GLUT1-vermittelte Glukoseaufnahme in
den heterozygot-diploiden Zellen durch das dominante FGY7-Wildtypallel unter-
drickt wurde.

3.2.8.2 Komplementation von fgy1-1 mit einer Genbank

Um das in dem Stamm EBY.S7 von einer rezessiven Mutation betroffene Gen zu
identifizieren, wurden GLUT1-Transformanten von EBY.S7 zusatzlich mit je einer
von zwei Genbanken transformiert (siehe Abschnitt 2.4). Die Transformanten
wurden zunachst auf synthetischem Medium ohne Tryptophan und Uracil bzw.
ohne Tryptophan und Leucin mit 1% Maltose als Kohlenstoffquelle herangezogen
und danach auf das gleiche Basismedium replikaplattiert, das nun aber zusatzlich
5 mM 2-DOG enthielt. Das Prinizip des Tests ist schematisch in Abb. 7 dargestellt.
Zellen, die neben dem GLUT1-Expressionsplasmid YEpH2-rGLUT1 ein beliebiges
Plasmid der Genbank aufgenommen hatten, sollten nicht in der Lage sein, auf 2-
DOG-haltigem Medium zu wachsen. Durch die genomische fgy7-71-Mutation ist
GLUT1 in diesen Zellen aktiv und vermittelt die Aufnahme von toxischer 2-DOG.
Im Gegensatz dazu sollten Zellen auf Maltosemedium mit 2-DOG wachsen kon-
nen, wenn sie durch das Plasmid der Genbank das zu fgy1-1 korrespondierende
Wildtyp-Allel erhalten hatten. In diesem Fall wirde die von rezessivem fgy1-1
vermittelte GLUT1-Aktivitat durch das dominante Wildtyp-Allel unterdrickt wer-
den. Da in die Zellen keine Glukose mehr aufgenommen werden kann, dient die
im Medium enthaltene Maltose als Kohlenstoffquelle und die Zellen sollten eine
Resistenz gegen 2-DOG zeigen. Als Gegenkontrolle wurde das Wachstum der
Transformanten ebenfalls auf Medium mit 0,2% Glukose untersucht. Hier sollten
2-DOG-resistente ,positive“ Klone im Gegensatz zu 2-DOG-sensitiven ,,negativen®
Klonen nicht wachsen kdnnen.

_ Abb. 7: Schematische Darstellung des

Genbank

Tests zur Klonierung von FGY71 durch Kom-
plementation des rezessiven Allels fgy1-1
mit einer Genbank aus dem Stamm
EBY.VW4000. Fir eine positive Selektion
wurde das Wachstum der Zellen auf YNB-
Medium mit 1% Maltose und 5 mM 2-DOG
getestet. Die Aufnahme von 2-DOG in fgy1-
1-Zellen mit aktivem GLUT1 ist letal. Das
dominante FGY7-Wildtypallel eines Gen-
bankplasmids fiihrt zu einer Inhibierung der
GLUT1-vermittelten Glukoseaufnahme und
bewirkt eine 2-DOG-Resistenz.

o
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3.2.8.3 Isolierung und Charakterisierung von YNL094w als Multicopy-
suppressor der fgy1-1-Mutation

Uber diesen Versuchsansatz konnte ein Plasmid einer der Genbanken aus Hefe
reisoliert werden, das als pRW7S-7 bezeichnet wurde. Durch Ansequenzierung
beider Seiten des inserierten DNA-Fragments wurde ein ca. 7,8 kb grolRer Bereich
genomischer DNA aus Chromosom XIV identifiziert. Nach Durchflihrung einer
Restriktionsanalyse und Herstellung unterschiedlicher Subklone von pRW7S-7
stellte sich der DNA-Bereich des bislang kaum charakterisierten Gens YNL094w
als fur die Komplementation verantwortlich heraus. Das korrespondierende Plas-
mid enthielt den vollstandigen YNL094w-Leserahmen mit Promotor- und Termi-
natorbereich als EcoRV/Stul-Fragment aus pRW7S-7 ligiert in den mit Smal-
linearisierten Vektor YEplac181 und wurde mit YEpYNLO94w bezeichnet.

GLUT1-Transformanten von EBY.S7 mit YEpYNLO094w zeigten im Gegensatz zu
Kontrollzellen mit leerem Vektor Resistenz gegenuber 2-DOG auf 1% Maltoseme-
dium, wahrend das Wachstum auf Medium mit 0,2% Glukose als einziger Kohlen-
stoffquelle stark reduziert, obgleich nicht vollstandig unterbunden wurde (Tab. 11).
Es stellte sich jedoch heraus, dall YNL0O94w in der Lage war, in dem mit dem
aktiven GLUT1-Allel GLUT1**™ transformierten Hefestamm EBY.VW4000 (hxt
mph™ FGY7) denselben Phanotyp hervorzurufen, wie in GLUT1-Transformanten
von EBY.S7 (hxt fgy1-1) (Tab. 11). Somit handelte es sich bei YNL094w nicht um
das gesuchte FGY17-Gen, sondern um einen sogenannten ,Multicopy-
Suppressor“. Die reine Uberexpression einen solchen Gens konnte zwar den
gewulnschten Phanotyp hervorrufen, jedoch auf véllig andere Ursachen zurick-
zufuhren sein, als der Effekt des urspringlichen FGY7-Gens (z.B. durch Induktion
sekundarer Faktoren, Abbau regulatorischer Proteine, Abbau von GLUT1 selbst,
etc.). Wirde es sich bei YNL094w tatsachlich um FGY7 handeln, sollte dessen
Expression im Stamm EBY.VW4000, der das Wildtyp-FGY7-Gen tragt, keinen
Einflul auf die Funktion von GLUT1"**™ ausiiben. Fir die Annahme, daR es sich
bei YNLO94w um einen ,Multicopy-Suppressor handelt, spricht auch die Beob-
achtung, dal sich die Glukoseaufnahme bzw. das Wachstum auf Glukosemedium
durch Uberexpression von YNL094w nur partiell und nicht vollstandig unterdriik-
ken 1aRkt. Dennoch scheint sich der Effekt von YNL094w spezifisch auf die Funkti-
on von GLUT1 auszuwirken. Es liel3 sich keine Beeintrachtigung des Wachstums
von EBY.VW4000-Zellen auf Medium mit 0,2% Glukose bzw. keine 2-DOG-
Resistenz beobachten, die zuvor mit Plasmiden transformiert worden waren, die
die Gene fur die Hefe-Glukosetransporter Hxt2 bzw. Hxt7 trugen (Tab. 11).
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Tab. 11: Wachstum von Transformanten der Stamme EBY.S7 und EBY.VW4000 auf syntheti-
schem Komplettmedium ohne Uracil und Tryptophan mit den angegebenen Kohlenstoffquellen
bzw. in Anwesenheit von 5 mM 2-DOG. Die Zellen wurden fiir zwei Tage bei 30°C inkubiert. (+)
gutes Wachstum, (+/-) maRiges Wachstum, (-) kein Wachstum.

Stamm Genotyp Plasmid 1 Plasmid 2 Wachstum
0.2% 1% Mal
Glc 2-DOG
EBY.S7 hxt fgy1-1 YEpH2-rGLUT1 YEplac181 + -
YEpH2-rGLUT1 YEpYNLO94w +/- +
YEpH2-rGLUT1 YEpYNLO94-GFP  +/- +
EBY.VW4000 hxt mph FGY? pTV-HXT2p-GLUT1Y*M YEplac181 + -
pTV-HXT2p-GLUT1Y**™  YEpYNLO094w +/- +
YCplac33 pRW7S-7 - +
YCpHXT?2 YEplac181 + -
YCpHXT7 YEplac181 + -
YCpHXT?2 pRW7S-7 + -
YCpHXT7 pRW7S-7 + -

Um Informationen Uber die intrazellulare Verteilung von Ynl094w zu erhalten,
wurde Ynl094w mit dem GFP-Protein fusioniert und die Lokalisierung des Fusi-
onsproteins anhand von Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Der Leserahmen
des YNL094w-Gens wurde zunachst in einer PCR-Reaktion mit den Primern c1-
bzw. c4-YNL094-GFP und dem Plasmid YEpYNLO094w als Vorlage amplifiziert.
Nach Transformation des PCR-Produkts zusammen mit dem EcoRlI-linearisierten
Vektor p426MET25-GFP in den Stamm EBY.18ga und homologer Rekombination
konnte das Plasmid YEpYNLO094-GFP aus der Hefe isoliert werden, das die kodie-
rende Sequenz von YNL094w mit der im gleichen Leserahmen angeschlossenen
Sequenz des GFP-Gens trug. Die Funktionalitat von Ynl094w in dem Fusions-
protein wurde nach Transformation des Stammes EBY.S7 mit YEpYNL094-GFP
zusammen mit YEpH2-rGLUT1 getestet. Bei der Untersuchung des Wachstums
der Transformanten auf YNB-Medium mit 0,2% Glukose bzw. 1% Maltose mit 2-
DOG waren keine Unterschiede zwischen den mit YEpYNL094-GFP transfor-
mierten Zellen gegenuber Vergleichszellen mit YEpYNLO94w erkennbar (Tab. 11).
Somit kann davon ausgegangen werden, daf} die Funktion von Ynl094w durch die
Fusion mit GFP nicht beeintrachtigt wurde.

YEpYNLO094-GFP wurde zusammen mit dem leerem Vektor YEplac181 in den
Stamm EBY.18ga transformiert und die Lokalisierung des Fusionsproteins fluo-
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reszenzmikroskopisch untersucht (Abb. 8A). Es wird erkennbar, dal} Ynl094-GFP
in intrazellularen, vesikelahnlichen Membranstrukturen akkumuliert.

A

YEpYNL094-GFP
+

YEplac181

YEprGlut1-GFP
+

YEpYNLO094w

Abb. 8: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisierung der GFP-Fusionsproteine (A)
Ynl094w-GFP im Vergleich zu (B) GLUT1-GFP bei paralleler Uberexpression von Ynl094w in dem
Hefestamm EBY.18ga (hxt). Die Zellen wurden auf synthetischem Komplettmedium ohne Uracil,
Leucin und Methionin mit 1% Maltose als Kohlenstoffquelle bis in die logarithmische Wachs-
tumsphase angezogen.

Klrzlich konnte im Rahmen einer Two-Hybrid Analyse eine Interaktion von
Ynl094w mit den Proteinen Rvs161 und Rvs167 nachgewiesen werden (Bon et
al., 2000). Sowohl Rvs161 als auch Rvs167 sind in Prozesse der Endozytose, der
Zellfusion, der Organisation des Actin-Zytoskeletts und der Vesikelbewegung
involviert (Munn et al., 1995; Sivadon et al., 1997). Aufgrund der beobachteten
intrazellularen Lokalisierung des Ynl094w-GFP-Fusionsproteins kann man speku-
lieren, dafld Ynl094w moglicherweise als Regulator der Rvs-Proteine bei der Steue-
rung des Vesikeltransports fungiert. Die Uberexpression des YNL094w-Gens
konnte zu einer erhdhten GLUT1-Endozytoserate von der Plasmamembran oder
aber zu einer verringerten Exozytose von GLUT1-haltigen Vesikeln fuhren, wo-
durch der von GLUT1 vermittelte Glukosetransport in hxt-Zellen so weit verringert
wird, dall die Zellen eine Resistenz gegenuber 2-DOG entwickeln kdnnen bzw.
nicht aufdreichend membranlokalisiertes GLUT1 zur Verfugung steht, um auf Me-
dium mit Glukose als Kohlenstoffquelle zu wachsen. Um dieser Hypothese nach-
zugehen und zu prifen, ob die Uberexpression von Ynl094w zu einer verstarkten
Internalisierung des GLUT1-Proteins fuhrt, wurde der Stamm EBY.18ga mit den
beiden Plasmiden YEprGLUT1-GFP und YEpYNLO094w transformiert. Die Fluo-
reszenz des GLUT1-GFP-Fusionsproteins bei gleichzeitiger Expression von
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Ynl094w weist jedoch auf eine unverandert membranstandige Lokalisierung von
GLUT1 hin (Abb. 8B; vergl. Abb. 5A). Somit bleibt unklar, welcher Art der Effekt
ist, den Ynl094w auf GLUT1 in Hefe ausubt. Die hier dargestellten Ergebnisse
lassen eine Reduzierung des Anteils von oberflachenlokalisiertem GLUT1 als
Ursache fur die beobachteten Auswirkungen auf die GLUT1-vermittelten Gluko-
seaufnahme als wenig wahrscheinlich erscheinen. Auch die Frage nach der
scheinbaren Spezifitdt des Effekts von Ynl094w auf GLUT1 im Vergleich zu den
endogenen Hefe-Glukosetransportern Hxt2 und Hxt7 kann bislang nicht sicher
beantwortet werden. Unter Umstanden fuhren Saugetierzellen-spezifische Motive
in der Aminosauresequenz von GLUT1 und madglicherweise auch in der anderer
heterologer Glukosetransporter zu einer Erkennung durch endogene Hefefaktoren
wie Ynl094w, wobei deren Uberexpression die Aktivitat der Fremdproteine inhibie-
ren konnte.

3.2.8.4 Isolierung von FGY1

Im Rahmen des in Abschnitt 3.2.8.2 beschriebenen Versuchsansatzes konnte ein
weiteres Plasmid einer der Genbanken aus der Hefe reisoliert werden, das als
pRW7S-T1-19 bezeichnet wurde. Durch beidseitige Ansequenzierung des inse-
rierten DNA-Fragments wurde ein ca. 6,3 kb gro3er Abschnitt genomischer DNA
aus Chromosom XIlI identifiziert. Neben den vollstandigen Leserahmen der bislang
nicht oder nur wenig charakterisierten Gene YMR211w und YMR212c (EFR3)
beinhaltete das inserierte DNA-Fragment auch den 5‘-terminalen Bereich des
CEF1-Gens. Die Gene YMR211w und YMR212c wurden in einer PCR-Reaktion
mit den Primerpaaren RPhom-YMR211/UPhom-YMR211 bzw. RPhom-
YMR212/UPhom-YMR212 und dem Plasmid pRW7S-T1-19 als DNA-Vorlage fur
15 Zyklen amplifiziert und die Produkte in einer weiteren PCR-Reaktion mit den
Primern RPhom/UPhom Uber 5 Zyklen vervielfaltigt. Als Endprodukte wurden so
DNA-Fragmente der beiden Gene erhalten, die neben ca. 500 bp des jeweiligen
Promotor- und 300 bp des Terminationsbereichs zusatzlich 5°- und 3‘-terminal
Uberlappende Sequenzen zu der multiplen Klonierungsstelle des 2u-Vektors YE-
plac195 besalien. Durch Transformation der einzelnen Fragmente in den Stamm
EBY.18ga zusammen mit EcoRl-linearisiertem YEplac195 konnten nach homolo-
ger Rekombination in Hefe die Plasmide YEpYMR211 und YEpYMR212 isoliert
werden. Um zu testen, ob sich durch eines der beiden Gene der mit dem Gen-
bank-Plasmid pRW7S-T1-19 beobachtete Phanotyp reproduzieren liel3, wurden
diese Plasmide sowie der leere Vektor zusammen mit dem GLUT1-Plasmid
YEpH2-rGLUT1 in den fgy1-1-Mutantenstamm EBY.S7 transformiert. Die Zellen
wurden auf synthetischem Medium mit 1% Maltose ohne Tryptophan und Uracil
herangezogen, darauffolgend auf das gleiche Basismedium, jedoch mit 0,2%
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Glukose bzw. 1% Maltose mit 5 mM 2-DOG, replikaplattiert und das Wachstum
der Transformanten beobachtet (Tab. 12). Wahrend YEpYMR212 mit YEpH2-
rGLUT1 in EBY.S7 denselben Phanotyp zeigte, wie das Plasmid pPRW7S-T1-19,
war dies mit dem Plasmid YEpYMR211 nicht der Fall. Folglich konnte es sich bei
YMR212c¢ tatsachlich um das gesuchte Wildtypallel von fgy7-1 in EBY.S7 han-
deln, das die Aktivitat von GLUT1 unterdricken und somit Resistenz gegen 2-
DOG vermitteln konnte. Das Plasmid YEpYMR212 wurde daher mit YEpFGY1
bezeichnet.

Tab. 12: Untersuchung des Wachstums von Transformanten des Stammes EBY.S7 auf syntheti-
schem Komplettmedium ohne Uracil und Tryptophan mit den angegebenen Kohlenstoffquellen
bzw. in Anwesenheit von 5 mM 2-DOG. Die Zellen wurden fiir zwei Tage bei 30°C inkubiert. (+)
gutes Wachstum, (-) kein Wachstum.

Stamm  Genotyp Plasmid 1 Plasmid 2 Wachstum
0,2% Glc 1% Mal
2-DOG
EBY.S7  hxt fgy1-1 YEpH2-rGLUT1 YEplac195 + -
YEpH2-rGLUT1 YEpYMR211 + -
YEpH2-rGLUT1 YEpYMR212 - +
YEpH2-rGLUT1 pRW7S-T1-19 - +

3.2.8.5 EinfluB der Expressionsstéirke von FGY1 auf GLUT1 und Klonierung
des Allels fgy1-1

Bislang konnte noch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dal} es sich bei
dem klonierten Gen YMR212c anstelle des Wildtyp-Gens FGY7 nicht ebenfalls
um einen ,Multicopy-Suppressor® wie YNL094w handelte (vergl. Abschnitt
3.2.8.3). Aus diesem Grund wurde das mutmalliche FGY7-Gen durch eine PCR-
Reaktion und in vivo-Rekombination in den CEN/ARS-Vektor YCplac33 kloniert
(wie in Abschnitt 3.2.8.2 beschrieben). Wahrend es sich bei YEplac195 um einen
episomalen Vektor handelt, der in Abhangigkeit vom genetischen Hintergrund des
verwendeten Hefestamms in ca. 30 bis 40 Kopien pro Zelle vorliegen kann, sollten
auf YCplac33 basierende Plasmide lediglich in ein bis wenigen Kopien pro Zelle
auftreten. In gleicher Weise, jedoch durch eine PCR-Reaktion mit ganzen Hefe-
zellen (2.11), wurde das mutante Gen fgy7-1 aus dem Stamm EBY.S7 amplifiziert
und ebenfalls Uber homologe Rekombination in die Vektoren YEplac195 und
YCplac33 kloniert. Die neugewonnenen Plasmide YCpFGY1, YCpFGY1-1,
YEpFGY1 sowie YEpFGY1-1 und ein leerer Kontrollvektor wurden zusammen mit
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dem GLUT1-Plasmid YEpH2-rGLUT1 in den Stamm EBY.S7 transformiert und
das Wachstum der Transformanten erneut untersucht (Tab. 13). Zusatzlich wur-
den die Plasmide YEpFGY1, YEpFGY1-1 und ein leerer Kontrollvektor zusammen
mit pTV-HXT2p-GLUT1Y*™ in den Stamm EBY.18ga transformiert und ebenfalls
das Wachstum getestet. Wie in Abschnitt 3.2.7 beschrieben, tragt das Plasmid
pTV-HXT2p-GLUT1Y** gine in Hefe funktionelle Version des GLUT1-Gens.

Tab. 13: Wachstumstest von Transformanten der Hefestamme EBY.S7 und EBY.18ga auf synthe-
tischem Komplettmedium ohne Uracil und Tryptophan mit den angegebenen Kohlenstoffquellen
bzw. in Anwesenheit von 5 mM 2-DOG. Die Zellen wurden fiir zwei Tage bei 30°C inkubiert. (+)
gutes Wachstum, (-) kein Wachstum.

Stamm  Genotyp Plasmid 1 Plasmid 2 Wachstum
0,2% Glc 1% Mal
2-DOG
EBY.S7  hxt fgy1-1 YEpH2-rGLUT1 YEplac195 + -
YEpH2-rGLUT1 YCpFGY1 - +
YEpH2-rGLUT1 YCpFGY1-1 + -
YEpH2-rGLUT1 YEpFGY1 - +
YEpH2-rGLUT1 YEpFGY1-1 + -
EBY.18ga hxt FGY? pTV-HXT2p-GLUT1Y**™  YEplac195 + -
pTV-HXT2p-GLUT1"*M YEpFGY1 + -
pTV-HXT2p-GLUT1"*™  YEpFGY1-1 + -

Es stellte sich heraus, dal® in GLUT1-Transformanten von EBY.S7 mit YEpFGY1
die kopienzahl-bedingt hohere Expression von FGY1 keinen Effekt auf den beob-
achteten Phanotyp zeigte. Das Wachstumsverhalten der Zellen war identisch zu
dem der korrespondierenden Transformanten mit dem Plasmid YCpFGY1. Beide
Plasmide vermittelten gleichermalen eine Resistenz gegen 2-DOG auf Maltose-
medium bzw. unterbanden die GLUT1-katalysierte Aufnahme von Glukose (Tab.
13). Erwartungsgemal zeigte sich sowohl in einfacher als auch in hoher Kopien-
zahl ein Verlust der Fahigkeit des mutanten fgy7-1-Gens, die funktionelle Expres-
sion von GLUT1 in Hefe zu inhibieren. Die jeweils mit YCpFGY1-1 oder
YEpFGY1-1 transformierten EBY.S7-Zellen konnten, vergleichbar den Kontroll-
zellen mit leerem Vektor, weiterhin auf Medium mit 0,2% Glukose wachsen und
wiesen eine Sensitivitat gegenuber 2-DOG auf (Tab. 13). Desweiteren Ubte die
Uberexpression von FGY17 keinen EinfluR auf aktives GLUT1Y*M in dem hxt-
Stamm EBY.18ga aus. Das Wachstum dieser Transformanten war nicht von dem
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Wachstum der entsprechenden Kontrollzellen mit leerem Vektor zu unterscheiden
(Tab. 13). Zusammengenommen unterstitzen diese Resultate die Annahme, dal}
es sich bei dem Gen YMRZ212c tatsachlich um das FGY7-Wildtyp-Allel handelt.

3.2.9 Charakterisierung von FGY1

Das als FGY1 bezeichnete Gen YMR212¢c/EFR3 wurde erst kurzlich im Rahmen
eines synthetisch-letalen Screens bei der Suche nach Mutanten isoliert, die fur
ihre Lebensfahigkeit die Cyclin-abhangige Kinase (CDK) Pho85 bendtigen (Len-
burg und O'Shea, 2001) und kodiert fur ein 782 Aminosauren langes Protein mit
einer GroRe von 90 kDa. Ein schematischer Uberblick (iber die Domanenstruktur
ist in Abb. 9 dargestellt. Demnach lassen sich fur Fgy1 mindestens eine trans-
membrane Helix sowie zwei weitere, partiell hydrophobe Regionen vorhersagen.
Ein Vergleich der Fgy1-Aminosauresequenz mit Proteindatenbanken der Hefe
(SGD, YPD) lieferte keine Erkenntnisse Uber ein moglicherweise homologes Pro-
tein in S. cerevisiae. Die erweiterte Suche mit Datenbanken anderer Organismen
(NCBI Blast search) ergab lediglich schwache Ahnlichkeiten zu einem unbekann-
ten Protein aus der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe (SPCC794.08), ei-
nem weiteren unbekannten Membranprotein aus Drosophila melanogaster,
cmp44E, sowie zu der schweren Kette des Myosins einiger anderer Organismen.

Um die genaue Art der Mutation in fgy1-1 festzustellen, die eine funktionelle Ex-
pression des GLUT1-Glukosetransporters in Hefe und eine Wiederherstellung des
Wachstums des Stammes EBY.S7 auf Glukosemedium ermdglicht, wurde die
komplette fgy71-71-kodierende Region in dem Plasmid YEpFGY1-1 sequenziert
(Sequenzierprimer seq1-FGY1 bis seq6-FGY1). Ein Vergleich mit der Sequenz
des FGY1-Wildtyp-Allels in dem Plasmid YEpFGY1 ergab eine einzelne Insertion
von Adenosin zwischen die Adenosin-Nukleotide im Bereich bis Position 1978 und
Cytosin an Position 1979 des offenen Leserahmens (Abb. 9). Die durch diese
Rasterschubmutation hervorgerufene Verschiebung des urspringlichen Leserah-
mens hat eine Veranderung der Aminosauresequenz und einen vorzeitigen Ab-
bruch der Translation zur Folge, bedingt durch ein kurz hinter der Adenosin-
Insertion auftretendes Stop-Codon. Somit liegt bei dem mutanten Fgy1-1-Protein
gegenuber dem 782 Aminosaren langen Wildtyp-Protein eine carboxyterminale
Verkurzung um 120 auf 662 Aminosauren vor.
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Struktur des Fgy1-Proteins. Das Auftreten einer moglichen
Transmembrandomane (hydrophober Bereich) sowie peripherer Membrandomanen (partiell hydro-
phobe Bereiche) wurde in einem Hydrophatieblot durch die Software PROSIS sowie Uber das
Programm PSORTII ermittelt. P1 bis P4 bezeichnen die homologen Abschnitte von Oligonukleoti-
den zu den entsprechenden Regionen des FGY7-Gens, die flr die Konstruktion unterschiedlicher
C-terminaler Deletionen des Fgy1-Proteins eingesetzt wurden (3.2.9.2). Die hierbei eingefugten
Stop-Codons sind durch schwarze Balken erkennbar. Der hervorgehobene Bereich zeigt die ge-
naue Position der Mutation im Gen fgy1-1, die zu einem Verlust des C-terminalen Bereichs des
Fgy1-Proteins fihrt.

3.2.9.1 Untersuchung der Lokalisierung eines Fgy1-GFP Fusionsproteins

Die in der Struktur von Fgy1 auftretende Transmembrandomane weist mdglicher-
weise auf eine Membranlokalisierung des Proteins hin (Plasmamembran, interne
zellulare Membranen). Um genauere Informationen Uber den Aufenthaltsort von
Fgy1 innerhalb der Zelle zu erhalten, wurde Fgy1 mit dem GFP-Protein fusioniert
und die Lokalisierung des Fusionsproteins fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Zunachst wurde FGY71 in einer PCR-Reaktion mit den Primern c1- bzw. c4-
YMR212-GFP und dem Plasmid YEpFGY1 als DNA-Vorlage amplifiziert. Das
PCR-Produkt wurde zusammen mit EcoRl-linearisiertem Vektor p426MET25-GFP
in den Stamm EBY.S7 transformiert. Nach homologer Rekombination des DNA-
Fragments hinter den MET25-Promotor bzw. vor das GFP-Gen in p426MET25-
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GFP konnte das Fusionskonstrukt YEpFGY1-GFP aus der Hefe isoliert werden.
Die Funktionalitat von Fgy1 in der Fusion wurde nach Transformation des Stam-
mes EBY.S7 mit YEpFGY1-GFP zusammen mit YEpH2-rGLUT1 getestet.
GLUT1-Transformanten mit YEpFGY1-GFP waren ebenso wie mit YEpFGY1
transformierte Kontrollzellen nicht mehr in der Lage, auf synthetischem Selektiv-
medium mit 10 mM Glukose als Kohlenstoffquelle zu wachsen und wiesen eine 2-
DOG-Resistenz auf. Demzufolge war Fgy1 auch in Fusion mit GFP nachwievor
funktionell und wie das Fgy1-Wildtypprotein in der Lage, die Aktivitat von GLUT1
in einem fgy1-1-Mutantenstamm zu unterdricken. Die Fusion hatte somit offenbar
weder eine Mildlokalisierung noch eine Beeintrachtigung der nativen Funktion von
Fagy1 zur Folge.

Fgy1-GFP GLUT1-GFP

Abb. 10: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisierung der GFP-Fusionsproteine
(A) Fgy1-GFP im Vergleich mit (B) GLUT1-GFP in dem Hefestamm EBY.18ga (hxt). Die Zellen
wurden auf synthetischem Maltosemedium ohne Uracil und Methionin bis in die logarithmische
Wachstumsphase angezogen.

YEpFGY1-GFP wurde in den Stamm EBY.18ga transformiert und die Lokalisie-
rung des Fusionsproteins durch Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Abb. 10).
Anhand des Vergleichs mit der Fluoreszenz von GLUT1-GFP wird eine Lokalisie-
rung von Fgy1-GFP an der Zelloberflache klar erkennbar. Somit ist eine Kolokali-
sierung von Fgy1 mit GLUT1 in der Plasmamembran wahrscheinlich.

3.2.9.2 Deletion unterschiedlicher C-terminaler Bereiche von Fgy1

Die bislang gewonnenen Erkenntnisse deuten auf eine inhibitorische Funktion des
C-Terminus von Fgy1 auf das GLUT1-Protein in Hefe hin. Wahrend GLUT1 in
EBY18.ga (hxt FGY7) nicht funktionell war und den Wachstumsdefekt des
Stammes auf Glukosemedium nicht komplementieren konnte, schien dieser
hemmende Effekt in dem Stamm EBY.S7 (hxt fgy7-1) mit einem C-terminal ver-
kurzten Fgy1-Protein aufgehoben zu sein (siehe Abschnitt 3.2.9). Interessanter-
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weise liel} die Expression des GLUT1-GFP Fusionsproteins in EBY18ga im Ver-
gleich zu EBY.S7 keine Unterschiede in der Lokalisierung erkennbar werden
(Daten nicht gezeigt), obwohl EBY.S7 im Gegensatz zu EBY.18ga scheinbar in
der Lage ist, Uber GLUT1-GFP Glukose aufzunehmen (vergl. Abb. 15B). In den
folgenden Untersuchungen sollte daher durch schrittweise Deletion unterschied-
lich langer Bereiche des Fgy1-C-Terminus die fur den inhibitorischen Effekt auf
GLUT1 verantwortliche Proteinregion naher eingegrenzt werden.

Die Deletionen wurden nach der in Abschnitt 2.26 beschriebenen Methode durch-
gefuhrt. Durch PCR-Reaktionen mit den Primern s1-FGY1del382 (P1), s1-
FGY1del506 (P2) und s1-FGY1del659 (P3) in Kombination mit s2-YMR212 (P4)
wurden kanMX-Fragmente synthetisiert, die im 5-Bereich Ubereinstimmung zu
dem gewiunschten Insertionsort im FGY17-Gen gefolgt von zwei Stop-Codons
besallen. 3'-terminal wiesen die Produkte Uberlappende Sequenzen zur Termina-
tionsregion direkt hinter dem urspringlichen Stop-Codon von FGY17 auf (P1 bis
P4, siehe Abb. 9). Nach chromosomaler Integration der Deletionskassetten sollten
so mutante Hefestamme erhalten werden, die durch Insertion zweier Stop-Codons
unterschiedliche Verkurzungen der Aminosauresequenz von Fgy1 aufwiesen:
Fay1i.3s2, Fgylis06 sowie Fgyliese. Die relative Lage der eingeflgten Stop-
Codons bezogen auf die Gesamtstruktur des Fgy1-Proteins ist aus Abb. 9 ersicht-
lich. Durch die Deletion Fgy14.3s2 sollte das Protein etwa um die Halfte verklrzt
werden, einschliellich der zweiten partiell hydrophoben Region, wahrend bei
Fgy11s06 lediglich ein verglichen mit Fgy1-1 grolieres Fragment des C-Terminus
entfernt werden wurde. Infolge der Rasterschubmutation wies das Protein Fgy1-1
des Stammes EBY.S7 an seinem C-terminalen Ende die drei ,neuen“ Aminosau-
ren Asparagin, Asparagin und Glutamat auf (vergl. Abb. 9). Um einen Einflul}
dieser Aminosauren auf den beobachteten GLUT1-Phanotyp ausschlieen zu
konnen, sollten diese durch die Deletion Fgy11.459 ebenfalls entfernt werden.

Bei der Herstellung der mutanten Hefestdamme konnte lediglich die Verkirzung
Fgy11.659 realisiert werden. Die Deletion wurde durch eine PCR-Reaktion mit den
Oligonukleotiden seq1-FGY1 und k2-kanMX verifiziert und der erhaltene Mutan-
tenstamm mit RWY96 bezeichnet. Nach Transformation von RWY96 mit dem
Plasmid YEpH2-rGLUT1 und Anzucht der Zellen auf synthetischem Maltosemedi-
um ohne Tryptophan wurden die Transformanten auf das gleiche Basismedium
mit 10 mM Glukose als Kohlenstoffquelle anstelle der Maltose replikaplattiert.
Nach zweitagiger Inkubation bei 30°C zeigte sich ein deutliches, GLUT1-
vermitteltes Wachstum der fgy14659-Zellen auf Glukosemedium, vergleichbar
dem Wachstum des ebenfalls mit YEpH2-rGLUT1 transformierten Stammes
EBY.S7 (hxt fgy1-1). Mit leerem Vektor pTV3e transformierte Kontrollzellen beider
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Stamme waren hingegen nicht in der Lage zu wachsen. Im Fall der Deletionen
Fagy11.3s2 und Fgy1i.50s konnten keine G418-resistenten Transformanten erhalten
werden. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dal® eine weitere Verkurzung des
C-Terminus von Fgy1 in der Hefe mdglicherweise einen letalen Phanotyp zur
Folge hat (siehe Abschnitt 3.2.9.4). Somit scheint das Fgy1-Protein neben seiner
inhibitorischen Wirkung auf die GLUT1-Expression in Hefe eine fur die Lebensfa-
higkeit der Zellen essentielle Funktion auszutben.

3.2.9.3 Uberexpression des C-Terminus von Fgy1

Die Analyse des fgy7-1-Allels sowie C-terminale Deletionen von Fgy1 lassen auf
eine besondere Rolle dieser Proteinregion bei der funktionellen Expression des
GLUT1-Glukosetransporters in Hefe schlieRen. In Mutantenstammen mit car-
boxyterminal verkurzten Fgy1-Versionen konnte eine GLUT1-vermittelte Wieder-
herstellung der Glukoseaufnahme und des Wachstums beobachtet werden. Da-
her sollte in einem weiteren Experiment untersucht werden, ob die Uberexpressi-
on des fehlenden Teils von Fgy1 in einer Mutante mit dem verklrzten Protein
ausreichend ist, den inhibitorischen Einflu® des ursprunglichen Vollangenproteins
auf GLUT1 wiederherzustellen.

Die fur den gesamten Fgy1-C-Terminus ab der Aminosaure Tyrosingsy (Abb. 11A)
kodierende DNA-Region wurde durch eine PCR-Reaktion mit den Oligonukleoti-
den ¢1-CtermFGY1 und c4-CtermFGY1 sowie dem Plasmid YEpFGY1 als Vorla-
ge synthetisiert. Das DNA-Fragment wies an den 5°- und 3‘-Enden Uberlappende
Sequenzen zu dem HXT7-6xHis-Promotorbereich bzw. CYC7-Terminator des 2u-
Expressionsplasmids p426HXT7-6HIS auf und wurde Uber homologe Rekombina-
tion in dem Stamm EBY.S7 in den mit EcoRIl/BamHI linearisierten Vektor kloniert.
Das neue Konstrukt wurde mit YEpFGY1c-HIS bezeichnet und zusammen mit
dem GLUT1-Plasmid YEpH2-rGLUT1 in den Stamm EBY.S7 transformiert. Die
Zellen wurden auf Selektivmedium ohne Uracil und Tryptophan mit 1% Maltose
als Kohlenstoffquelle ausplattiert und fur zwei Tage bei 30°C inkubiert. Im An-
schlul® wurden die Transformanten auf synthetisches Medium mit 0,2% Glukose
bzw. 1% Maltose mit 5 mM 2-DOG replikaplattiert und das Wachstum beobachtet.
Es zeigte sich, dal} der fgy71-1-Stamm EBY.S7 mit GLUT1 und dem Fgy1-C-
Terminus gutes Wachstum auf Glukosemedium zeigte und Sensitivitat gegenuber
2-DOG aufwies. Das Wachstum war nicht von EBY.S7-Kontrollzellen zu unter-
scheiden, die mit YEpH2-rGLUT1 und dem leerem Vektor p426HXT7-6HIS
transformiert worden waren. Demzufolge war GLUT1 in den fgy71-1-Zellen nach-
wievor aktiv und die alleinige Uberexpression des C-Terminus von Fgy1 nicht
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ausreichend, den dominanten Phanotyp des FGY7-Wildtyp-Allels wiederherzu-
stellen.

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung eines Fgy1-GFP-Fusionsproteins
hatte dessen Lokalisierung der Zelloberflache gezeigt (3.2.9.1). Es war daher
denkbar, dal® der rein hydrophile Fgy1-C-Terminus des ersten Konstruktes
(YEpFGY1c-HIS, vergl. Abb. 11A) fur die Ausubung seiner inhibitorischen Funkti-
on auf GLUT1 eine Lokalisierung in der Nahe der Plasmamembran bendtigte. In
einem weiteren Versuch wurde daher der C-Terminus von Fgy1 ab der Aminosau-
re Aspartatsg; mit einer Myristoylierungssignalsequenz fusioniert. Durch die post-
translationale Modifikation von Proteinen in Form kovalenter Anheftung von Myri-
stoylresten entsteht ein starkes Signal, das diese Proteine zur Plasmamembran
dirigiert (Resh, 1999). Allerdings ist in vielen Fallen die Myristoylierung nur in Ver-
bindung mit einer kurz darauffolgenden, partiell hydrophoben Proteindomane fur
eine Plasmamembranlokalisierung ausreichend (Resh, 1999). Aus diesem Grund
wurde der Beginn des Fgy1-C-Terminus fur die aminoterminale Fusion mit dem
Myristoylierungssignal so gewahlt, dal® er unmittelbar nach der Fusionsstelle eine
solche hydrophobe Region aufwies (Abb. 11A).

Durch eine PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden c1- und c4-Myr-FGY1c wurde
der carboxyterminale Teil des FGY7-Gens amplifiziert. Das Produkt enthielt eine
5'-terminale BamHI-Schnittstelle gefolgt von einer kurzen Linkersequenz (Asz) und
dem Myristoylierungsignal (enthalten in c1-Myr-FGY1c), sowie eine EcoRI-
Schnittstelle am 3'-Ende (in c4-Myr-FGY1c). Nach Restriktion mit BamHI und
EcoRI wurde das DNA-Fragment in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen
2u-Vektor p426MET25 ligiert und das isolierte Plasmid mit YEpMyr-Fgy1c be-
nannt. Nach Transformation von YEpMyr-Fgy1c, YEpFGY1 und leerem Vektor
YEplac195 in GLUT1-exprimierende Zellen des Stammes EBY.S7 (hxt fgy1-1)
wurde erneut das Wachstum auf Maltosemedium in Gegenwart von 2-DOG unter-
sucht (Abb. 11B). Nach dreitagiger Inkubation bei 30°C zeigten die Kontrollzellen
mit GLUT1 und Wildtyp-Fgy1 bzw. leerem Vektor die erwarteten Wachstumspha-
notypen. Die Uberexpression des myristoylierten Fgy1-Carboxyterminus in
EBY.S7 konnte dessen Wachstum teilweise beeinflussen. Da die Zellen eine
geringe Resistenz gegenuber 2-DOG aufwiesen, deutet dies auf eine partielle
Hemmung des GLUT1-vermittelten Glukosetransports in Hefe hin. Verglichen mit
dem Wachstum der entsprechenden Kontrollzellen bildeten die Transformanten
somit einen intermediaren Phanotyp aus. Diese Beobachtungen unterstiutzen die
Hypothese, dall dem C-terminalen Teil des Fgy1-Proteins eine besondere Be-
deutung bei der Regulation des in Hefe heterolog exprimierten GLUT1-
Glukosetransporters zukommt.
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Abb. 11: (A) Unterschiedliche Konstrukte zur Uberexpression des C-Terminus von Fgy1 im Ver-
gleich zum Gesamtlangenprotein. Die Lage der fgy1-1-Mutation ist durch einen Pfeil angedeutet.
(B) Wachstum von Transformanten des Stammes EBY.S7 (hxt” fgy7-1) mit dem GLUT1-Plasmid
YEpH2-rGLUT1 sowie leerem Vektor YEplac195, YEpFGY1 oder YEpMyr-Fgy1c (Plasmide mit
Fragmenten aus zwei unabhangigen PCR-Reaktionen) auf synthetischem Komplettmedium ohne
Uracil und Tryptophan nach 3 Tagen Inkubation bei 30°C. Das Medium enthielt als Kohlenstoff-
quelle 1% Maltose mit Zusatz von 5 mM 2-DOG. Der myristoylierte Carboxyterminus von Fgy1
kann die fgy1-1-Mutation partiell komplementieren.
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3.2.9.4 Deletion von FGY1

Die Mutagenese von Genen unbekannter Funktion und die daraus unter Umstan-
den resultierenden Phanotypen der Mutanten lassen in vielen Fallen Ruckschlus-
se auf die native Funktion der kodierten Proteine zu. Daher sollten mogliche Aus-
wirkungen einer Deletion von FGY1 in den Hefezellen naher untersucht werden.
Ein entsprechendes DNA-Fragment, um den FGY7-Leserahmen Uber homologe
Rekombination gegen das kanMX-Gen auszutauschen, wurde durch eine PCR-
Reaktion mit den Primern s1-YMR212/s2-YMR212 und dem Plasmid pUG6 als
Vorlage synthetisiert. Nach Transformation dieser Deletionskassette in den
Stamm EBY.VW4000 konnten jedoch keine G418-resistenten Klone erhalten
werden. Dies deutete darauf hin, dal eine Deletion von Fgy1 fur die Zellen letal
sein konnte, was bereits in ahnlicher Weise bei den C-terminalen Verkurzungen
von Fgy1 beobachtet worden war (3.2.9.2). Aus diesem Grund wurde die Deletion
analog in dem diploiden Wildtypstamm CEN.PK141 durchgefuhrt. Ein heterozy-
got-diploider fgy7-Deletionsstamm konnte nach Selektion resistenter Transfor-
manten auf G418-haltigem Medium isoliert werden und wurde durch PCR-
Reaktionen verifiziert (Primerpaare: seq1-FGY1/k2-kanMX bzw. seq1-FGY1/seq6-
FGY1). Der diploide Stamm wurde mit RWY94D bezeichnet und sporuliert. Mit
Hilfe eines Mikromanipulators wurden Tetraden isoliert, die Sporen auf unter-
schiedlichen Medien abgelegt und das Wachstum beobachtet (Abb. 12). In allen
Fallen zeigte sich eine 2:2-Aufspaltung der Phanotypen zwischen Wildtyp- und
Afgy1-Sporen. Wahrend die Deletion von FGY7 auf Medium mit Glukose oder
Maltose als Kohlenstoffquelle eine sehr starke Beeintrachtigung des Wachstums
zur Folge hatte, war der Effekt auf Medium mit Ethanol fur die Zellen offensichtlich
sogar letal.

Tetraden Abb. 12: Wachstum haploider Sporen aus
Tetraden des Stammes RWY94D
3 4 5 ©6 (fgy1::kanMXIFGY1) auf YEP-Medium mit

2% Glukose (D), 1% Maltose (M) oder 1%
Ethanol (E) als Kohlenstoffquellen. Die Zellen
wurden fir zwei, drei oder funf Tage (d) bei
30°C inkubiert.

O O o >r

YEPD YEPM YEPE
2d 3d 5d
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Um den Einfluly der FGY7-Deletion auch in einem anderen Stammhintergrund
studieren zu kénnen, wurde der Austausch des FGY7-Gens gegen eine kanMX-
Kassette wie im Fall des Stammes CEN.PK141 auch in dem diploiden Wild-
typstamm W303D durchgefihrt. Der fir FGY7 heterozygot-diploide Deletions-
stamm wurde mit RWY95D (fgy1::kanMX/FGY1) benannt. Im Gegensatz zu den
Afgy1-Sporen des CEN.PK-Stammes zeigten die Sporen mit einer fgy7-Deletion
im W303-Stammhintergrund jedoch noch geringes Wachstum nach dem Ablegen
einer Tetrade auf YEP-Medium mit Glukose als Kohlenstoffquelle (Abb. 13A). Die
Sporen dieser Tetrade wurden isoliert und erneut auf YEP-Medium mit unter-
schiedlichen Kohlenstoffquellen ausgestrichen (Abb. 13B). Nach Inkubation der
Zellen fur drei Tage bei 30°C war ein im Vergleich zu den Wildtyp-Sporen klar
verringertes, aber dennoch deutliches Wachstum der Afgy71-Sporen auf Medium
mit Glukose oder Ethanol zu beobachten. Im Gegensatz dazu hatte die Deletion
von FGY1 auf Medium mit Maltose als einziger Kohlenstoffquelle einen letalen
Phanotyp zur Folge, der durch Transformation der Zellen mit dem Plasmid
YEpFGY1 wieder komplementiert werden konnte (nicht gezeigt). In Abhangigkeit
von der Kohlenstoffquelle und dem genetischen Hintergrund des verwendeten
Hefestammes lassen sich somit verschiedene Wachstumsphanotypen der fgy1-
Deletionsmutanten zusammenfassen (Tab. 14).

Abb. 13: (A) Wachstum haploider fgy1::kanMX- bzw. FGY1-Sporen einer Tetrade des Stammes
RWY95D auf YEPD-Medium und (B) auf YEP-Medium mit 2% Glukose, 1% Maltose oder 1%
Ethanol als Kohlenstoffquellen. Die Zellen wurden flr drei Tage bei 30°C inkubiert.

A RWY95 B 2% Glukose RWY95
1A Afgy1

Y 1A | -1D
18 FGY1 Afgy1 | FGY1
-1C Afgy1

9 1B | -1C
-1D FGY1 FGY1 | Afgy1
2% Glukose
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Tab. 14: Phanotypische Unterschiede im Wachstumsverhalten von Afgy7-Stammen mit anderem
genetischen Hintergrund. Die Zellen wurden flr drei Tage bei 30°C auf YEP-Medium mit den ange-
gebenen Kohlenstoffquellen inkubiert. (++) gutes Wachstum, (+) eingeschrankt gutes Wachstum,
(+/-) schwaches Wachstum, (-) kein Wachstum.

Stammhintergrund Genotyp 2% Glukose 1% Maltose 1% Ethanol

CEN.PK FGY1 ++ ++ ++
Afgy1 +/- +/- -

W303 FGY1 ++ ++ ++
Afgy1 + - +

3.2.10 Untersuchungen zur intrazellularen Lokalisierung von Fgy1, GLUT1
und GLUT4 in S. cerevisiae

Die bislang anhand von GFP-Fusionsproteinen gewonnenen Daten deuteten auf
eine Lokalisierung sowohl von Fgy1 als auch des heterolog in Hefe exprimierten
Saugetier-Glukosetransporters GLUT1 an der Zelloberflache hin, wahrscheinlich
in der Plasmamembran (3.2.9.1 bzw. 3.2.2). Zudem war GLUT1 wie auch das
GLUT1-GFP Fusionsprotein in der Lage, die Aufnahme von Glukose zu vermitteln
und so den Wachstumsdefekt des Glukosetransport-defizienten fgy7-1-
Mutantenstammes EBY.S7 zu komplementieren. Diese Ergebnisse stehen im
Widerspruch zu den Beobachtungen von Kasahara und Kasahara (1996), die in
Immunfluoreszenz-Experimenten GLUT1 in intrazellularen Strukturen lokalisieren
konnten. Allerdings fallt es anhand von GFP-Fluoreszenz schwer, zwischen einer
Lokalisierung ,in“ oder ,an“ der Plasmamembran zu differenzieren, wobei auch
Artefakte durch die Fusion mit dem GFP-Protein nicht ausgeschlossen werden
konnen. Daher wurde die zellulare Lokalisierung der Proteine Fgy1, GLUT1 und
GLUT4 in Hefe zusatzlich durch das sogenannte ,SOS-Recruitment-System®
(SRS) sowie in einem zweiten Ansatz Uber Dichtegradientenzentrifugation naher
charakterisiert.

3.2.10.1 Sos-Recruitment-System (SRS)

Das von Aronheim et al. (1997) entwickelte SRS-System erlaubt im Gegensatz
zum klassischen ,Two-Hybrid“-System (Fields und Song, 1989) die in vivo-
Untersuchung der Wechselwirkungen l6slicher Proteine an deren nativem Wir-
kungsort, ohne sie in den Zellkern lokalisieren zu mussen, um dort ein transkrip-
tionelles Reportersystem zu induzieren. Durch entsprechende Modifikationen des
SRS-Systems lassen sich ebenfalls Interaktionen zwischen loslichen und mem-
branstandigen Proteinen studieren, die aufgrund ihrer Hydrophobizitat nicht in den
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Zellkern dirigiert werden konnen (Wieczorke, 1998). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde eine weitere Variante des SRS-Systems entwickelt, die eine Untersuchung
der Membranlokalisierung von Proteinen erlaubt, sowie Rulckschlisse auf die
zytoplasmatische oder extrazellulare Ausrichtung der carboxy- bzw.
aminoterminalen Enden von Membranproteinen zulaft.

CDC25 cdc25-2ts

dc2 S0
Ras Ras Ras
GTP GDP GDP / GTP
GDP \/ GTP GDP
inaktiv » ATV ¢ / inaktiv
Cyri = )(

cAMi
cPKA
Fgy1
Wachstum | mit H = oder
GLUT1

Abb. 14: Schematische Darstellung des ,SOS-Recruitment-Systems®. In Wildtypzellen wird das
GTP-bindende Protein Ras durch Cdc25 aktiviert, das seinerseits die Adenylatzyklase Cyr1 zur
Produktion von cAMP stimuliert. Durch die cAMP-abhangige Proteinkinase A (cPKA) werden viel-
faltige Prozesse des Wachstums und Metabolismus in Abhangigkeit von der Verfiigbarkeit von
Nahrstoffen reguliert. Das menschliche hSos-Protein kann die Funktion des essentiellen Cdc25 in
einem cdc25-2°-Mutantenstamm ersetzen, sofern es sich an der Zellmembran und in raumlicher
Nahe zu Ras befindet. Eine Lokalisierung von hSos an die Plasmamembran kann durch Interaktion
von hSos oder eines hSos-Fusionsproteins mit einem Membranprotein (XY) erfolgen, jedoch auch
durch die direkte Fusion von hSos mit einem Membranprotein.

Das SRS-System basiert auf einem temperatursensitiven cdc25-2"-
Mutantenstamm von S. cerevisiae. Cdc25 spielt eine essentielle Rolle als GEF
(,guanyl nucleotide exchange factor”) im Ras/cAMP-Weg der Hefe. Es aktiviert
das GTP-bindende Protein Ras durch Stimulation des Austausches von gebunde-
nem GDP gegen freies GTP (Thevelein und De Winde, 1999). Aktiviertes Ras
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stimuliert die Adenylatzyklase (Cyr1) zur Produktion von cAMP, das wiederum zu
einer Aktivierung der cAMP-abhangigen Proteinkinase A (cPKA) fuhrt (Abb. 14).
Uber diese Signaltransduktionskette werden zahlreiche zelluldre Prozesse wie
Kohlenstoff-Metabolismus, Wachstum und Zellzyklus gesteuert (Boles et al.,
1997). Daher ist die Produktion von cAMP fur den normalen Zellzyklus essentiell
und 188t ein Wachstum des cdc25-2"-Stammes lediglich bei einer permissiven
Temperatur von 25°C zu. Beim SRS-System macht man sich die Entdeckung
zunutze, dal® in S. cerevisiae die Lokalisierung des menschlichen GEF-
Austauschfaktors (hSos) zur Plasmamembran und in die Nahe von Ras ausrei-
chend ist, den Ras-Signalweg zu aktivieren (Aronheim et al., 1994). Jedoch kann
nur Plasmamembran-lokalisiertes hSos die Funktion des essentiellen Hefepro-
teins Cdc25 ersetzen und das Wachstum der cdc25-2°-Mutanten bei der restrikti-
ven Temperatur ermdglichen. Eine solche Lokalisierung kann dabei das Resultat
der Interaktion von hSos oder eines hSos-Fusionsproteins mit einem Protein in
oder an der Plasmamembran sein (Abb. 14).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Modifikation dieses Systems
eingesetzt. Um die zellulare Lokalisierung von Fgy1 und GLUT1 in Hefe detail-
lierter zu untersuchen, wurden diese Proteine carboxyterminal mit hSos fusioniert.
Im Fall einer Lokalisierung von Fgy1 und GLUT1 an die Plasmamembran sollte
durch die Fusion auch hSos an die Zelloberflache gelangen und daher in der Lage
sein, das Wachstum des cd025-2tS-Reporterstammes bei der restriktiven Tempe-
ratur von 37°C zu ermdglichen. Fur die Konstruktion der Fgy1-Sos und Glut1-Sos
Fusionen wurde eine verkurzte, stark aktive Version des SOS-Gens (Aronheim et
al., 1994) in einer PCR-Reaktion mit den Oligonukleotidpaaren c11-Glut1-SOS/c4-
fusSOS bzw. ¢c11-Fgy1-SOS/c4-fusSOS und dem Plasmid pYES2-5'Sos als Vor-
lage amplifiziert. Die ,,c11-Primer“ binden an den Anfang des SOS-Gens ab dem
ATG-Startkodon und besitzen homologe Sequenzen zu den Enden von FGY7 und
GLUT1 unter Auslassung des Stop-Kodons und Beibehaltung des offenen Le-
serahmens, wahrend c4-fusSOS im CYC17-Terminator von pYES2-5'Sos bindet.
Als Endprodukte wurden so SOS-DNA-Fragmente mit 5'-terminalen Uberlappun-
gen zu den Enden der fur FGY1 bzw. GLUT1 kodierenden Gene sowie 3'-
terminaler Ubereinstimmung zum CYC1-Terminator erhalten. Die Plasmide
YEpFGY1-GFP und YEprGLUT1-GFP wurden mit Notl linearisiert (Schnittstelle
zwischen FGY1 bzw. GLUT1 und GFP) und zusammen mit den PCR-Produkten in
den Hefestamm EBY.S7 transformiert. Nach homologer Rekombination in dem
cdc25-2°-Hefestamm konnten die neuen Plasmide YEpFGY1-hSOS und
YEprGLUT1-hSOS isoliert werden, bei denen das GFP-Gen durch SOS substitu-
iert worden war.
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Transformanten des cdc25-2°-Stammes, die lediglich einen leeren Kontrollvektor
oder ein Plasmid fur die alleinige Expression von hSos oder GLUT1 enthielten,
waren nicht in der Lage, bei einer restriktiven Temperatur zu wachsen. Im Gegen-
satz dazu wurde der Wachstumsdefekt der Mutanten durch die Plasmide
YEpFGY1-hSOS und YEprGLUT1-hSOS komplementiert (Abb. 15A). Diese Er-
gebnisse deuten auf eine Lokalisierung von Fgy1 und GLUT1 an der Plasma-
membran in die Nahe des Ras-Proteins hin. Fur GLUT1 war bereits zuvor eine
zytoplasmatische Orientierung des Carboxyterminus vorhergesagt worden (Mu-
ekler et al., 1984). Die dargestellten Ergebnisse lassen den Schluly zu, dal} sich
der C-Terminus des Fgy1-Proteins ebenfalls im Zytoplasma befinden muf3, da nur
so der hSos-Anteil des Fusionsproteins in der Lage ist, den Ras-Signalweg zu
aktivieren und das Wachstum der cdc25-2"-Mutanten bei restriktiver Temperatur
zu ermoglichen.

Abb. 15: (A) Wachstum von Transformanten des cdc25-2°-Reporterstammes des SRS-Systems
auf YNB-Medium mit 2% Glukose ohne Uracil nach dreitdgiger Inkubation bei 25°C bzw. 37°C.
Fgy1- bzw. GLUT1-hSos-Fusionsproteine kénnen das Wachstum des Stammes bei 37°C nur bei
einer Lokalisierung an der Plasmamembran wiederherstellen. (B) Wachstum von Transformanten
des Stammes EBY.S7 (hxt fgy1-1) auf synthetischem Komplettmedium ohne Uracil nach 3 Tagen
Inkubation bei 30°C. Die Medien enthielten als Kohlenstoffquellen 0,2% Glukose oder 1% Maltose
mit Zusatz von 5 mM 2-DOG. Wahrend die Aktivitdt von Fgy1 in Fusion mit hSos unverandert ist,
geht die Glukosetransport-Funktion von GLUT1 durch die Fusion mit hSos verloren, nicht jedoch
bei einer Fusion mit dem GFP-Protein.

A cdc25-2ts
37°C
YES2-
pS‘Sos PYES2
YEpFGY1-
YEpFGY1 hsos

2% Glukose
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B Ahxt fgy1-1

YEpGLUT1 +

YNB 1% Maltose
+ 5 mM 2-DOG

YNB 0,2% Glukose

Durch die Fusion mit anderen Proteinen kann unter Umstanden die ursprungliche
Aktivitat eines Proteins verlorengehen. Aus Abb. 15B wird ersichtlich, dal3 die
Funktion von Fgy1 in dem Fgy1-hSos-Fusionsprotein erhalten geblieben war.
GLUT1-Transformanten von EBY.S7 (hxt fgy1-1) mit YEpFGY1-hSOS wie auch
mit YEpFGY1 wuchsen nicht auf Medium mit 0,2% Glukose, hingegen aber auf
1% Maltose mit 5 mM 2-DOG. Im Gegensatz dazu schien die Fahigkeit von
GLUT1, die Aufnahme von Glukose zu katalysieren und ein Wachstum des
Stammes EBY.S7 auf Glukosemedium zu vermitteln, infolge der Fusion mit hSos
verlorengegangen zu sein. Eine Fusion von GLUT1 mit dem GFP-Protein hatte
hingegen keine inaktivierende Wirkung (Abb. 15B).

3.2.10.2 Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation

Zur weiteren Untersuchung der intrazellularen Verteilung der GLUT-Proteine in
Hefe wurden Fraktionierungsexperimente durchgefuhrt. Zellextrakte von in der
exponentiellen Wachstumsphase befindlichen Kulturen wurden mit Saccharose-
gradienten fraktioniert und das Verteilungsmuster von GLUT1, GLUT4 sowie des
Reporterproteins Pma1 (Plasmamembran-ATPase der Hefe) durch Western-
Blotting analysiert. Es wurden Zellextrakte des Stammes EBY.18ga mit dem
Plasmid YEp4H7-hsGLUT1 oder YEp4H7-hsGLUT4, des Stammes EBY.S7 mit
YEp4H7-hsGLUT1 sowie des Stammes EBY.F4-1 mit YEp4H7-hsGLUT4 unter-
sucht. Aus Abb. 16 wird deutlich, dal® sich die Verteilung von GLUT1 im Stamm
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EBY.18ga sowie auch in EBY.S7 weitgehend mit der des Plasmamembranpro-
teins Pma1 deckt. Die fgy7-1-Mutation scheint somit keinen erkennbaren Einfluf
auf die Lokalisierung von GLUT1 in Hefe auszuiben. Demgegenuber ist GLUT4
klar in den Fraktionen geringerer Dichte lokalisiert, was auf eine Akkumulation in
intrazellularen Membranstrukturen hindeutet (Kolling und Hollenberg, 1994). In
dem Mutantenstamm EBY.F4-1 (fgy1-1 fgy41) ist das Fraktionierungsprofil von
GLUT4 deutlich zu den Fraktionen hoherer Dichte verschoben und erreicht offen-
sichtlich die Plasmamembran-Fraktionen. Diese Ergebnisse unterstitzen die
Annahme, dal in Wildtypstammen von S. cerevisiae eine funktionelle Expression
von GLUT4 unter anderem aufgrund der Mil3lokalisierung des Proteins verhindert
wird.

Abb. 16: Fraktionierung von GLUT1 und GLUT4 durch Dichtegradientenzentrifugation. Zellextrakte
der GLUT1- oder GLUT4-exprimierenden Hefestamme EBY.18ga, EBY.S7 und EBY.F4-1 wurden
mit einem Saccharosegradienten (20-50% Saccharose, geringste Dichte in Fraktion 1) fraktioniert.
Mittels SDS-PAGE und Western-Analyse wurden die Fraktionen auf die Anwesenheit dieser beiden
Proteine sowie des Markerproteins Pma1 hin untersucht. Es wurden spezifische polyklonale Antise-
ren gegen GLUT1, GLUT4 sowie Pma1 eingesetzt.
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Das molekulare Gewicht von GLUT1 in tierischen Zellen variiert zwischen 44 und
55 kDA in Abhangigkeit von Gewebe- und Zelltyp (Kasahara et al., 1985). Das
hier festgestellte Gewicht von rund 40 kDa deckt sich mit friheren Ergebnissen
von Kasahara und Kasahara (1996) und deutet auf eine zumindest wenig N-
glykosylierte Form des Proteins hin. In diesen Experimenten konnte gezeigt wer-
den, dald das Molekulargewicht des menschlichen Erythrozyten-GLUT1 nach
Behandlung mit N-Glykosidase F von 50 auf 40 kDa reduziert wurde und der des
in Hefe exprimierten GLUT1 entsprach. Zusammengenommen mit den hier dar-
gestellten Daten deutet dies darauf hin, dall der Glykosylierungszustand von
GLUT1 offensichtlich fir dessen korrekte Funktion als Glukosetransporter in Hefe
nicht zwingend erforderlich ist. Im Fall von GLUT4 wurde eine Molekulargewicht
von rund 50 kDa ermittelt, das sich annahernd mit dem zuvor beobachteten Ge-
wicht von 43 kDa deckt (Kasahara und Kasahara, 1997). Ungeklart bleibt das
Auftreten einer hohermolekularen GLUT4-Form, die in der Westernanalyse als
zusatzliches Signal auftritt. Da diese Doppelbande jedoch sowohl im Stamm
EBY.18ga als auch in EBY.F4-1 zu beobachten ist, scheinen die Entstehungsur-
sachen in keinem Zusammenhang mit der Glukosetransportaktivitat von GLUT4
oder der fgy41-Mutation zu stehen.

3.2.11 Bestimmung der kinetischen Eigenschaften von GLUT1 und GLUT4

Die kinetischen Eigenschaften der Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 wurden
in der Vergangenheit in verschiedenen heterologen Expressionssystemen unter-
sucht. Je nach Art des Systems (Xenopus-Oocyten, Zellkulturen, rekonstituierte
Liposomen aus Hefe), der Melimethode (,zero-trans influx“ oder ,equilibrium ex-
change“) und verwendetem Substrat (Glukose, 2-Desoxyglukose, 3-O-Methyl-
glukose) ergaben sich unterschiedliche Kn-Werte fur GLUT1 zwischen 1,6 mM
und 44 mM bzw. 9 mM bis 22 mM far GLUT4 (Burant und Bell, 1992; Colville et
al., 1993; Dauterive et al., 1996; Kasahara und Kasahara, 1996; 1997; Keller et
al., 1989; Nishimura et al., 1993). Um die kinetischen Parameter der Glukoseauf-
nahme von Hefe-exprimiertem GLUT1 und GLUT4 zu bestimmen, wurde der
Transport unterschiedlicher Konzentrationen radioaktiver D-[U-14C]-Glukose in
Zellen des Stammes EBY.S7 (hxt” fgy7-1) mit dem Plasmid YEp4H7-hsGLUT1
sowie im Stamm EBY.F4-1 (hxt" fgy71-1 fgy41) mit dem Plasmid YEp4H7-
hsGLUT4 gemessen (Abb. 17). Es konnte fur menschliches GLUT1 ein K,-Wert
von 3,2 + 0,2 mM, fir GLUT4 ein Ky-Wert von 12,6 £ 0,5 mM ermittelt werden.
Die Vimax-Werte betrugen 16,7 + 1,5 fur GLUT1 und 25,4 + 2,0 nmol min™ mg TG™
fur GLUT4. In Kontrolizellen von EBY.S7 und EBY.F4-1 mit leerem Vektor
YEp4H7 lag die Glukoseaufnahmeaktivitat mit 2 nmol min™’ mg TG™ unterhalb der
Nachweisgrenze (Wieczorke et al., 2001). Desweiteren konnte in Zellen des
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Stammes EBY.18ga (hxt) mit dem Plasmid YEp4H7-hsGLUT1 oder YEp4H7-
hsGLUT4 auch nach Messung Uber einen Zeitraum von einer Minute keine signifi-
kante Glukoseaufnahme detektiert werden.
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Abb. 17: Eadie-Hofstee Plots der Glukoseaufnahmekinetiken von GLUT1- und GLUT4-
exprimierenden Hexosetransport-defizienten Hefezellen. (A) Der Stamm EBY.S7 (hxt” fgy1-1) mit
dem Plasmid YEp4H7-hsGLUT1 sowie (B) der Stamm EBY.F4-1 (hxt fgy1-1 fgy41) mit dem Plas-
mid YEp4H7-hsGLUT4 wurden Uber Nacht in YNB-Medium mit 0,2% Glukose ohne Uracil bei 30°C
bis zu einer Zelldichte von 1x10’ Zellen ml” herangezogen und der Glukosetransport durch 5 s
zero-trans Influx-Messung radioaktiver Glukose gemessen.

Im Gegensatz zu den Hexosetransportern der Hefe wird die Aktivitat von Sauge-
tier-Glukosetransportern spezifisch durch Cytochalasin B gehemmt (Baldwin,
1993; Kasahara und Kasahara, 1996). Dieser naturliche Metabolit des Pilzstoff-
wechsels bindet kompetitiv zu Glukose an das Transportsystem an der intrazellu-
laren Oberflache der Membran (Devés und Krupka, 1978; Shanahan 1982; 1983).
Erwartungsgemal} fuhrte die Zugabe von 20 uM Cytochalasin B zum Reaktions-
ansatz zu einer kompletten Hemmung der Glukosetransportaktivitat in GLUT1-
und GLUT4-Transformanten der Stamme EBY.S7 und EBY.F4-1.

Diese Ergebnisse zeigen klar, dal3 der in Hexosetransport-defizienten Hefestam-
men beobachtete Glukosetransport auf die Aktivitat der heterolog exprimierten
Saugetier-Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 zurtckzufihren ist. Die fur
diese Proteine in Hefe bestimmten kinetischen Parameter weisen eine gute Uber-
einstimmung mit friheren Daten fur GLUT1 und GLUT4 auf, die durch Expression
in humanen Erythrozyten und mittels rekonstituierter Liposomen aus Membran-
fraktionen der Hefe gewonnen wurden (Baldwin, 1993; Kasahara und Kasahara,
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1996; 1997; Lowe und Walmsley, 1985; 1986). Somit steht als Alternative zu
herkdbmmlichen Systemen ein neues heterologes Expressionssystem fur die Cha-
rakterisierung von Glukosetransportern aus Saugetieren und anderen Organismen
zur Verfugung.

3.2.12 Untersuchungen zur Funktion von Fgy1

Bislang liegen keine Erkenntnisse uber eine mdgliche Funktion von Fgy1 in Hefe
vor. Hinweise liefert lediglich die Entdeckung, dal3 die Deletion von FGY7 in Ver-
bindung mit einer Deletion der Cyclin-abhangigen Proteinkinase Pho85 einen
letalen Phanotyp in der Hefe hervorruft (Lenburg und O’Shea, 2001). Als Zielsub-
strat dieser CDK konnte unter anderem das Protein Rvs167 identifiziert werden
(Lee et al., 1998), das zusammen mit Rvs161 eine Rolle in der Regulation des
Aktin-Zytoskeletts spielt, wobei Fgy1 selbst schwache Ahnlichkeiten zu Myosinen
aufweist. Interessanterweise wurde kurzlich eine Two-Hybrid-Interaktion des Pro-
teins Ynl094w mit Rvs161 und Rvs167 nachgewiesen (Bon et al., 2000), dessen
kodierende Sequenz, wie in Abschnitt 3.2.8.3 beschrieben, als Multicopy-
Suppressor im Rahmen der Experimente zur Klonierung des FGY7-Gens isoliert
werden konnte. In weiteren Untersuchungen wurde daher die Funktion von Fgy1
in Hefe sowie der Einflul} des Proteins auf endogene wie auch heterologe Hexo-
setransporter naher analysiert.

3.2.12.1 in vitro-Mutagenese von Fgy1

Klrzlich konnte in Saugetierzellen flr das Oberflachen-Glykoprotein CD147 (OX-
47) gezeigt werden, dal} es spezifisch mit den Monocarboxylat-Transportern
MCT1 und MCT4 an der Plasmamembran assoziiert ist und vermutlich eine Funk-
tion bei der Translokation und/oder korrekten Lokalisierung dieser Proteine zur
Zelloberflache austbt, wobei zusatzlich auch eine direkte regulatorische Funktion
denkbar ware (Kirk et al., 2000). Obwohl CD147 Ahnlichkeit zu Immunglobulinen
zeigt, teilt das Protein auch gemeinsame Strukturmerkmale mit Fgy1, wie z.B.
eine einzelne Transmembrandomane und einen zytoplasmatischen C-Terminus.
Zieht man die bislang erhaltenen Daten bezlglich der Wirkung von Fgy1 auf die
heterolog exprimierten GLUT-Proteinen in Hefe hinzu, ware es denkbar, dal}
neben strukturellen Gemeinsamkeiten auch die Wirkungsweise von Fgy1 ver-
wandt derjenigen von CD147 sein konnte. Es konnte bereits gezeigt werden, dal}
dem zytoplasmatischen C-Terminus von Fgy1 eine besondere Bedeutung zu-
kommt (siehe Abschnitte 3.2.9.2 und 3.2.9.3), was auch im Fall von CD147 ge-
funden wurde (Kirk et al., 2000). Ein charakteristisches Merkmal der Mitglieder der
CD147-Proteinfamilie ist ein fur einspannige Transmembranproteine ungewodhnli-
cher, zentral positionierter Glutamat-Rest (Fossum et al., 1991; Green, 1991;
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Saier, 1994). Dieser hat in Verbindung mit einem konservierten Arginin in der
achten Transmembrandomane der MCT-Proteine (Halestrap und Price, 1999)
moglicherweise eine Funktion bei der Regulation dieser Transportproteine. In
Fgy1 befindet sich anstelle eines Glutamats ein Aspartat-Rest im Zentrum der
Transmembrandomane (Abb. 18).

Fgy1

317 337
.VSLKLMSSLLV SIVGLSV.. app 18 Aminosiuresequenz
der Transmembrandoméne von

Fgy1. Hervorgehoben ist der

..TCA GAT GTC... Basenaustausch, der zu einem

g Ersatz des Aspartats an Position

"'TMC"' 329 durch Alanin fihrte. Infolge-
Pvull .

dessen wurde eine neue Pvull-

ng1 -D329A Schnittstelle generiert.
VSLKLMSSLLV SIVGLSV..

Durch PCR-vermittelte in vitro-Mutagenese von Fgy1 wurde Aspartat;ss gegen
Alanin ausgetauscht. Die erfolgreiche Mutagenese konnte anhand einer neu ein-
gefuhrten Pwull-Erkennungsstelle durch Restriktionsanalyse verifiziert werden
(Abb. 18). In einer ersten PCR-Reaktion wurde ein DNA-Fragment mittels der
Primer seqmet25 und p4-mutFGY1 sowie dem Plasmid YEpFGY1-GFP als Vorla-
ge synthetisiert. Das PCR-Produkt diente in einer zweiten Reaktion nach der Me-
thode von Boles und Miosga (1995) als sog. ,Megaprimer‘. Zusammen mit den
Oligonukleotiden segmet25 und c4-YMR212-GFP sowie dem Plasmid YEpFGY1
als DNA-Vorlage wurde ein mutagenes FGY7-Fragment amplifiziert und uber
homologe Rekombination in dem Hefestamm EBY.18ga in den mit EcoRI-
linearisierten Vektor p426MET25-GFP kloniert. Das neue Expressionsplasmid
wurde mit YEpFGY1-D329A-GFP bezeichnet. Die Entscheidung, die Mutagenese
in einem Fgy1-GFP Fusionsprotein durchzufihren, erfolgte aufgrund der fur die
Konstruktion zum Teil bereits vorliegenden Komponenten (Oligonukleotide, DNA-
Vorlage) sowie des in Abschnitt 3.2.9.1 geschilderten Nachweises der Funktiona-
litat von Fgy1 in einer Fusion mit dem GFP-Protein.

Um mogliche Auswirkungen der Mutation zu untersuchen, wurden GLUT1-
Transformanten des Stammes EBY.S7 zusatzlich mit leerem Vektor, YEpFGY1-
GFP oder dem mutagenisierten YEpFGY1-D329A-GFP transformiert und das
Wachstum der Zellen auf Medium mit 0,2% Glukose sowie 1% Maltose mit 5 mM
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2-DOG beobachtet (Tab. 15). Dabei zeigten sich keine Wachstumsunterschiede
zwischen Zellen mit Wildtyp-Fgy1 und Zellen, die das mutagenisierte Fgy1°**** in
Fusion mit GFP exprimierten. In beiden Fallen wurde die genomische fgy1-1-
Mutation des Stammes EBY.S7 komplementiert und die GLUT1-vermittelte Glu-
koseaufnahme inhibiert. GleichermalRen wie Wildtyp-Fgy1 konnte das mutante
Fgy1 D329 den Wachstumsdefekt des Afgy1-Stammes RWY95-1A (siehe Abschnitt
3.2.9.4) auf Maltosemedium komplementieren, wahrend mit leerem Vektor trans-
formierte Kontrollzellen kein Wachstum zeigten (Daten nicht gezeigt).

Tab. 15: Untersuchung des Wachstums von Transformanten des Stammes EBY.S7 auf syntheti-
schem Medium ohne Uracil und Tryptophan mit den angegebenen Kohlenstoffquellen bzw. in
Anwesenheit von 5 mM 2-DOG. Die Zellen wurden fiir drei Tage bei 30°C inkubiert. (+) gutes
Wachstum, (-) kein Wachstum.

Stamm  Genotyp Plasmid 1 Plasmid 2 Wachstum
0,2% Glc 1% Mal
2-DOG
EBY.S7 hxt fgy71-1  YEpH2-rGLUT1 YCplac33 + -
YEpH2-rGLUT1 YEpFGY1-GFP - +
YEpH2-rGLUT1  YEpFGY1-D329A-GFP - +

3.2.12.2 Bestimmung der Maltoseaufnahmeaktivitét

Eine Deletion von FGY1 zeigt je nach genetischem Hintergrund des verwendeten
Hefestammes (CEN.PK oder W303) unterschiedliche Phanotypen (vergl. Tab.
14). Der Afgy1-Stamm RWY95-1A wies dabei einen Wachstumsdefekt auf Medi-
um mit Maltose als einziger Kohlenstoffquelle auf. Flr den Maltosetransport in
Hefe ist eine Zusammensetzung aus zwei Komponenten beschrieben: Einer
hochaffinen, induzierbaren Komponente mit einem Kp,-Wert von 4 mM, und einer
konstitutiven, niederaffinen Komponente mit einem Kg,-Wert von 70-80 mM
(Cheng und Michels, 1991). Aufgrund abnormalen Verhaltens ohne Ahnlichkeiten
zu anderen Transportmechanismen ist die Existenz des niederaffinen Systems
jedoch umstritten (Benito und Lagunas, 1992). Sicher ist hingegen, dal die aktive,
energieabhangige Aufnahme dieses Disaccharids in S. cerevisiae in erster Linie
durch die Maltose-Permease Mal1 vermittelt wird, die durch den Transkriptionsak-
tivator Mal3 induziert wird und als Protonen-Symporter wirkt (Lagunas, 1993; van
der Rest et al., 1995). Wahrend die Induktion abhangig von der Anwesenheit von
Maltose ist, wird die Expression der strukturellen MAL-Gene durch Glukose repri-
miert. Neben der Maltose-Permease Mal1 und dem Aktivator Mal3 ist fur die Ver-
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wertung von Maltose auch die Aktivitat der Maltase Mal2 notwendig, wobei die
Gene fur diese drei Proteine in einem Lokus als Kluster vorliegen (Lagunas,
1993). Bislang sind funf hoch homologe MAL-Loci bekannt: MAL71-MAL4 und
MALG6. Jeder Locus tragt zumindest eine Kopie der drei separaten und fur die
Maltoseverwertung notigen Gene MALx1, MALx2 und MALx3 (x steht dabei fur
einen der funf Loci). Neben Mal1 wird die Maltoseaufnahme auch durch den ge-
nerellen a-Glukosidtransporter Agt1 katalysiert, der als Allel von MAL11 identifi-
ziert wurde und auf Proteinebene 57% ldentitdt zu Mal1 aufweist (Han et al.,
1995; Stambuk et al., 1998; 1999; Plourde-Owobi et al., 1999). Die fur die Malto-
seaufnahme beschriebenen K-Werte von 2-4 mM fur Mal61 (Cheng und Michels,
1991) und 5-10 mM fur Agt1 (Han et al., 1995) weisen beide Proteine als hoch-
affine Transporter aus. Durch Bestimmung der Maltoseaufnahmekapazitat in
einem fgy71-Deletionsstamm wurde untersucht, ob der Wachstumdefekt dieser
Zellen moglicherweise durch eine direkte negative Beeinflussung des Transport-
schrittes hervorgerufen wird.

Transformanten der Stamme RWY95-1A (Afgy1), RWY95-1D (FGY1) mit MAL1-
oder AGT1-Uberexpressionsplasmiden bzw. leerem Vektor wurden auf Medium
mit 1% Ethanol herangezogen und die Maltoseaufnahmeaktivitat gemessen (Tab.
16). Beide Maltosetransporter befanden sich unter Kontrolle des MET25-
Promotors und waren daher nicht von einer Induktion durch Maltose abhangig.
Durch die Verwendung von Ethanol als ,neutraler® Kohlenstoffquelle anstelle von
Glukose bei der Anzucht der Zellen wurde zudem die Glukose-induzierte Inaktivie-
rung der Maltosepermeasen (Katabolit-Inaktivierung) ausgeschlossen (Medintz et
al., 1996). Als Positivkontrolle dienten die Wildtyp-Hefestamme CEN.PK2-1C und
RWY95-1D, die nach Transformation mit leerem Vektor unter induzierenden Be-
dingungen auf Medium mit 1% Maltose herangezogen wurden.

Die Ergebnisse zeigen bei einem Vergleich des Wildtyp-Stammes RWY95-1D mit
leerem Vektor und den entsprechenden Afgy7-Zellen, dal® die Maltoseaufnahme
in den Mutanten deutlich um rund 63% reduziert ist (Tab. 16B). Durch Uberex-
pression von Agt1 und Mal1 lassen sich die Transportraten von 1 mM Maltose
zwar klar erkennbar steigern, jedoch im Afgy7-Stamm im Verhaltnis wesentlich
weniger stark als in Wildtypzellen. Um mogliche Auswirkungen der fgy7-Deletion
auf die Kinetik des Maltosetransports abschatzen zu kénnen, wurde im Fall der
Transformanten mit leerem Vektor zusatzlich die Maltosetransportrate bei einer
Konzentration von 50 mM Maltose bestimmt. Aus den Daten wird erkennbar, daf}
in den Mutantenzellen im Vergleich zum Wildtyp lediglich der Vq.x-Wert beein-
trachtigt ist, der K,-Wert hingegen nahezu unverandert bleibt. Somit scheint sich
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der Verlust der Funktion von Fgy1 vornehmlich auf die Aktivitdt des Maltosetrans-
ports auszuwirken, jedoch nicht auf dessen Kinetik.

Tab. 16: Aufnahme radioaktiv markierter D-[U-14C]-Maltose in Transformanten der Stamme
RWY95-1A, RWY95-1D und CEN.PK2-1C mit einem Agt1- oder Mal1-Expressionsplasmid bzw.
leerem Vektor p426MET25. Die Zellen wurden uber Nacht bei 30°C in 50 ml 0,2% Glukose YNB-
Medium ohne Uracil und Methionin herangezogen, durch Zentrifugation geerntet, mit Wasser
gewaschen und erneut in YNB-Medium ohne Uracil und Methionin mit (A) 1% Maltose oder (B) 1%
Ethanol als Kohlenstoffquellen angeimpft. Nach Erreichen einer Zelldichte von 1x10” Zellen ml”
wurde der Maltosetransport durch 5 s zero-trans Influx-Messung radioaktiver Maltose bestimmt. Die
Maltosekonzentration im Test betrug 1 mM oder 50 mM.

(A) Medium: 1% Maltose YNB ura” met’

Stamm Genotyp Plasmid C (Maltose) Transportrate
[MM]  V [nmol min” mg TG™]

RWY95-1D FGY1 p426MET25 1 3,23
50 36,21

CEN.PK2-1C FGY1 p426MET25 1 26,47
50 122,18

(B) Medium: 1% Ethanol YNB ura” met’

Stamm Genotyp Plasmid C (Maltose) Transportrate
[MM]  V [nmol min™" mg TG™]

RWY95-1D FGY1 p426MET25 1 1,93
50 44,58

p426AGT1 1 7,94

p426MAL1 1 4,91

RWY95-1A Afgy1 p426MET25 1 0,71
50 16,60

p426AGT1 1 1,85

p426MALA1 1 1,63

Wie die Messung der Transportraten nach Anzucht von Wildtyp-Stammen in
Maltosemedium unter induzierenden Bedingungen (Tab. 16A) zeigt, weist der aus
dem Wildtypstamm W303 hervorgegangenen Stamm RWY95-1D eine generell
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deutlich geringere Maltosetransportrate verglichen mit dem Stamm CEN.PK2-1C
auf, was sich auf Unterschiede im genetischen Hintergrund beider Zellinien zu-
rickfiihren lassen kénnte. Uberraschenderweise ist die Transportaktivitat in
RWY95-1D unter induzierenden Bedingungen gegenuber dem Transport nach
Anzucht in flissigem Medium mit der bezuglich der Induktion des MAL-Systems
neutralen Kohlenstoffquelle Ethanol unverandert niedrig, obwohl das Wachstum
des Stammes auf Agarplatten mit 1% Maltose nur geringflgig langsamer als das
des CEN.PK-Stammes ausfiel. Dies deutet darauf hin, daf} in dem genetischen
Hintergrund des Stammes W303 keine Maltose-abhangige Induktion des Systems
fur die Maltoseaufnahme und -verwertung erfolgen kdnnte, sondern moglicherwei-
se eine konstitutiv niedrige Expression fur das Wachstum der Zellen ausreichend
ist.

3.2.12.3 Untersuchung der Arsenat-Resistenz von fgy1-Mutanten

Die synthetische Letalitat einer Afgy1 Apho85 Mutante sowie die Beobachtung,
daR die Uberexpression des Cyclins Pho80 in der Lage ist, diesen Phanotyp zu
supprimieren (Lenburg und O’Shea, 2001), deutet auf eine mogliche Stérung in
der Aufnahme von Phosphat hin, da das PHO85-Gen urspringlich durch Kom-
plementation einer Phosphatstoffwechselmutante isoliert wurde (Uesono et al.,
1987).

Abb. 19: Plattchentest zur

Untersuchung  der  Arsenat-

RWY95-1D Sensitivitat eines Afgy1-

(FGY1) Mutantenstammes im Vergleich
zu Wildtypzellen. Das Wachstum
der Zellen wurde nach funftagiger
Inkubation bei 30°C auf YEPD-
Medium dokumentiert.

RWY95-1A |
(Afgy1)

Phosphat wird unter anderem Uber den hoch-affinen Phosphattransporter Pho84
in die Zellen aufgenommen (Bun-ya et al., 1991; Persson et al., 1999). Neben
Phosphat ist Pho84 auch in der Lage, die Aufnahme von Arsenat zu katalysieren,
das in vielen zellularen Reaktionen als Analog zu Phosphat wirken kann und da-
durch den Metabolismus und das Zellwachstum inhibiert. Offenbar wird Arsenat
im Rahmen der Glykolyse anstelle von Phosphat auf 1,3-Diphosphoglycerat
ubertragen, wodurch in der Energiebilanz ein Mol ATP pro Mol Glukose weniger
gewonnen werden kann (Bun-ya et al., 1996; Johnson 1971). Durch einen soge-
nannten ,Plattchentest® wurde untersucht, ob sich Unterschiede in der Sensitivitat
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gegenuber Arsenat zwischen einer fgy71-Mutante und dem Wildtypstamm erken-
nen lassen (Abb. 19). Ein mit einer 100 mM Arsenatlésung getranktes Filterpa-
pierplattchen wurde in der Mitte einer YEPD-Agarplatte plaziert und die He-
festamme RWY95-1A (Afgy1) und RWY95-1D (FGY7) vom Rand der Platte zur
Mitte hin ausgestrichen. Nach funftagiger Inkubation bei 30°C zeigte sich ein
Wachstum der FGY7-Zellen bis an den Rand des Plattchens, so dal} die Arsenat-
Konzentration fur eine komplette Hemmung der Wildtypzellen offenbar nicht aus-
reichend war. Im Gegensatz dazu wurde das Wachstum des Afgy17-
Mutantenstammes bereits ca. 1 cm entfernt vom Plattchenrand gehemmt. Dem-
zufolge weisen Afgy1-Zellen den Phanotyp einer leicht erhdhten Sensitivitat ge-
genuber Arsenat auf.

3.2.12.4 Interaktionen des Fgy1-C-Terminus im Two-Hybrid-System

Wie bereits dargestellt wurde, scheint der carboxyterminale Bereich des Fgy1-
Proteins eine besondere Rolle bei der Hemmung des GLUT 1-vermittelten Gluko-
setransports in Hefe zu spielen. Denkbar ware neben einer direkten Beeinflus-
sung der Aktivitat von GLUT1 auch eine Wechselwirkung des C-Terminus mit
Proteinen der Hefe, die eine sekundar-regulatorische Funktion ausuben, bei-
spielsweise bei der Fusion sekretorischer Transportvesikeln mit der Plasmamem-
bran. Um moglicherweise Ruckschlusse auf die Funktion von Fgy1 in Hefe und
die Art der Beeinflussung der GLUT1-Aktivitat ziehen zu kdnnen, wurde das Two-
Hybrid-System fur die Suche nach Interaktionspartnern von Fgy1 eingesetzt.

Bei dem Two-Hybrid-System handelt es sich um ein genetisches System zur De-
tektion von Proteinwechselwirkungen in vivo (Fields und Song, 1989). Das Prinzip
beruht auf dem modularen Charakter eukaryontischer Transkriptionsfaktoren wie
z.B. Gal4. Die Funktion des Vollangenproteins kann rekonstituiert werden, wenn
die Gal4-DNA-Bindedomane (BD) und die Gal4-DNA-Aktivierungsdomane (AD) in
raumliche Nahe gelangen. Hierzu wird im Two-Hybrid-System ein Protein X an die
AD und ein Protein Y an die BD fusioniert. Bei physikalischer Interaktion von X mit
Y werden Aktivierungs- und DNA-Bindedomane zusammengebracht und die
Funktion als Transkriptionsaktivator wiederhergestellt. Dieser ist in der Lage, ver-
schiedene Reportergene zu induzieren, die zuvor in unterschiedliche Gal4-
abhangige GAL-Loci des Hefestammes PJ69-4A integriert worden waren (James
et al., 1996). Die Expression des HIS3- und des ADEZ2-Reportergens bewirkt
Wachstum der Zellen auf entsprechendem Medium ohne Histidin bzw. Adenin, die
Expression der B-Galaktosidase des lacZ-Gens erlaubt eine Quantifizierung der
Interaktionsstarke.
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Zur Suche nach Fgy1-Interaktionspartnern wurden die letzten 417 Aminosauren
des Proteins (entsprechend dem Konstrukt fur das SRS-System, Abschnitt
3.2.10.1) N-terminal mit der Gal4-BD fusioniert. Das mit pGBDU-FGY1c bezeich-
nete Expressionsplasmid wurde durch in vivo-Rekombination eines FGY7-DNA-
Fragments in den mit BamHI/Sall linearisierten Vektor pGBDU-C1 erhalten, das
zuvor in einer PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden c1-G4BDfusFGY1c und c4-
G4BDfusFGY1c sowie dem Plasmid YEpFGY1 als Vorlage synthetisiert worden
war. Die Fusion wurde durch Sequenzierung mit dem Primer seqGal4BD Uber-
pruft. Fur die Durchfuhrung eines Genbankscreens wurde der Two-Hybrid-
Testerstamm PJ69-4A mit dem Plasmid pGBDU-FGY1c (URA3) und drei ver-
schiedenen Genbanken transformiert (LEUZ2), bei denen Fragmente genomischer
Hefe-DNA als Fusionen mit der Gal4-Aktivierungsdomane in unterschiedlichen
Leserahmen vorlagen (James et al., 1996). Die darauffolgenden Selektions-
schritte wurden nach James et al. (1996) durchgefuhrt. Durch Wachstumstests
auf entsprechenden synthetischen Medien wurde die Induktion der HIS3- und
ADE2-Reporterkassetten sowie durch Uberschichtungstests die Aktivitat der B-
Galaktosidase in den Transformanten analysiert. Sogenannte ,falsch-positive®-
Klone wurden durch 5-FOA-Selektion (Verlust des Plasmids pGBDU-FGY1c; die
Zellen trugen lediglich noch das LEUZ2-Genbankplasmid) und darauffolgende
Untersuchung des Wachstums auf Selektivmedium ohne Leucin und Histidin bzw.
Adenin eliminiert. Wachstum auf diesen Medien deutete auf einen von dem Gen-
bankplasmid kodierten Transkriptionsaktivator hin und war nicht das Resultat
einer Interaktion von Fgy1 mit einem weiteren Protein.

Insgesamt wurden ca. 10° Transformanten jeder Genbank analysiert und zu-
nachst 63 Histidin-prototrophe Klone isoliert, die auch B-Galaktosidaseaktivitat
aufwiesen. Es zeigte sich, dal in keinem der Falle das als sehr stringent be-
schriebene ADE2-Reporterkonstrukt (James et al., 1996) ausreichend stark indu-
ziert werden konnte, um ein Wachstum der Zellen auf Medium ohne Adenin zu
ermoglichen. Kontrollzellen des Stammes PJ69-4A, die mit den Plasmiden
pSE1111 und pSE1112 (Fields und Song, 1989) transformiert worden waren,
zeigten hingegen gutes Wachstum auf Adenin- und Histidin-Mangelmedium sowie
eine hohe lacZ-Aktivitat. Jedoch stellten sich alle erhaltenen 63 Klone im weiteren
Verlauf der Untersuchung als ,falsch-positiv heraus. Retransformation einiger
dieser aus Hefe isolierten Genbankplasmide in PJ69-4A konnte bereits ein
Wachstum des Stammes auf synthetischem Medium mit 2% Glukose ohne Histi-
din vermitteln. Eine Interaktion des C-Terminus von Fgy1 mit anderen Proteinen
im Two-Hybrid System konnte somit bislang nicht nachgewiesen werden.
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3.2.12.5 Isolierung von Multicopy-Suppressoren einer fgy1-Deletion

In einem weiteren Experiment wurde Uber Komplementation mit einer Genbank
nach Plasmiden gesucht, die in hoher Kopienzahl den Wachstumsdefekt von
Afgy1-Mutanten auf Maltosemedium komplementieren konnten. Die Analyse der
hierflr verantwortlichen Gene liel3 moglicherweise Rickschlisse auf die Funktion
von Fgy1 in Hefe zu. Eine DNA-Bank mit chromosomalen Fragmenten des Stam-
mes EBY.VW5000 (Wieczorke et al., 1999) im 2u-Vektor YEplac195 wurde in den
Afgy1-Mutantenstamm RWY95-1A transformiert und die Zellen auf YNB-Medium
ohne Uracil und mit 1% Maltose als Kohlenstoffquelle ausplattiert. Nach drei- bis
funftagiger Inkubation bei 30°C konnten 16 Suppressormutanten isoliert werden,
die die Fahigkeit zuruckerlangt hatten, auf Maltosemedium zu wachsen. Die
Plasmide wurden aus diesen Transformanten isoliert und durch Restriktionsanaly-
se charakterisiert, wobei sich funf unterschiedliche Restriktionsmuster zeigten.
Stellvertretend wurde je eines dieser Plasmide erneut in RWY95-1A transformiert
und die Zellen auf synthetischem Maltosemedium ausplattiert. Alle Plasmide
konnten den Wachstumsdefekt des Deletionsstammes supprimieren. Die kom-
plette Sequenz der inserierten DNA-Fragmente wurde nach Sequenzierung der 5°-
und 3‘-terminalen Enden mit den ,Universal®- und ,Reverse“-Primern UP bzw. RP
durch eine Datenbanksuche (NCBI Blast search) ermittelt. In Abb. 20 sind die
Strukturen der isolierten Genbankplasmide schematisch dargestellt.

Tab. 17: Identifizierung offener Leserahmen bzw. Genfragmente der Suppressorplasmide
pRWMCS, die fiur die Wiederherstellung des Wachstums des Afgy7-Stammes RWY95-1A auf
Maltosemedium verantwortlich sind.

Genbank- ORF Gesamtlange Beschreibung
plasmid

pRWMCS1 YLR099c¢/ 394 AS Funktion unbekannt, Nullmutanten zeigen
ICT1 erhohte Kupfertoleranz

pRWMCS4 YKL210w/ 1024 AS Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1)
UBA1

pRWMCS6 YKLO51w 353 AS Funktion unbekannt, weist sechs

Transmembrandomanen auf

pRWMCSS8 YMR212c/ 616 AS Kodiert fir ein N-terminal verkirztes Fgy1-
FGY1 Protein (AS 167 bis 782)

pRWMCS11  YMR212c/ 782 AS Vollstandiges FGY1-Wildtyp-Gen,

FGY1 komplementiert die fgy7-Deletion




Ergebnisse Seite 88

Durch die Subklonierung partieller Fragmente der DNA-Inserts der Plasmide
pRWMCS1, 4, 6, 8 und 11 konnten die fur die Supprimierung verantwortlichen
Leserahmen bzw. DNA-Abschnitte identifiziert werden (Ddrthe Voss, personliche
Mitteilung). Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tab. 17 zusammenge-
falt. ICT1 kodiert fur ein bislang noch nicht naher charakterisiertes Protein. Im
Rahmen einer genomischen Gendeletionsstudie wurde bei /CT7-Nullmutanten
eine erhohte Kupfertoleranz gefunden (Entian et al., 1999). Das essentielle UBA1-
Gen kodiert fur ein Protein des Ubiquitin-Proteindegradationssystems. Fur Uba1
konnte eine Funktion als ,Ubiquitin-aktivierendes Enzym® (E1) bei der posttransla-
tionalen Bildung von Ubiquitin-Protein-Konjugaten nachgewiesen werden
(McGrath et al., 1991). Ubiquitin wird durch das E1-Enzym in einer ATP-
abhangigen Reaktion C-terminal adenyliert und darauffolgend Uber eine
Thioester-Bindung an einen Cystein-Rest des Proteins gebunden (McGrath et al.,
1991). ,Aktiviertes® Ubiquitin wird Uber das E2-Enzym Cdc34 und den ,SCF-
Komplex® (E3-Enzym; Skp1/Cdc53/F-Box-Protein) auf Substratproteine Ubertra-
gen, die infolgedessen fur den Abbau durch das 26S Proteasom markiert sind
(Willems et al., 1999). Im Gegensatz dazu ist Uber die Funktion des Gens
YKL051w bislang nichts bekannt. Interessanterweise weist dessen Proteinstruktur
sechs hydrophobe Domanen auf, was mdglicherweise auf eine Rolle als integra-
les Membran- oder sogar Transportprotein hindeutet. Bei einem weiteren Gen-
bankplasmid konnte der supprimierende Effekt auf das Wachstum des fgy17-
Deletionsstammes auf ein 5-terminal verkirztes FGY1-Gen zurtckgefuhrt werden
(PRWMCSS8). Die ersten 453 Basen des Leserahmens fehlen. Durch ein ATG-
Startkodon an Position 499 der Nuklotidsequenz konnte jedoch ein 616 Ami-
nosauren langes Fgy1-Protein exprimiert werden, das verglichen mit dem Vollan-
genprotein N-terminal um 166 Aminosauren verkirzt ist. Demnach ist dieser feh-
lende Proteinabschnitt offenbar nicht fur die Funktion von Fgy1 essentiell. Im
Gegensatz zu pRWMCSS8 enthalt das Plasmid pRWMCS11 den vollstandigen
Leserahmen des FGY1-Gens.
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Abb. 20: Isolierte 2u-Plasmide einer Genbank, die den Wachstumsdefekt des Afgy7-Stammes
RWY95-1A auf Medium mit 1% Maltose als Kohlenstoffquelle supprimieren.
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4 DISKUSSION

4.1 Konstruktion eines Glukosetransport-negativen Hefestammes und
Untersuchung von Mitgliedern der Maltosetransporter-Familie

Die Hexosetransporter von S. cerevisiae bieten ein eindrucksvolles Beispiel fur
eine Familie von Proteinen mit stark Uberlappenden, aber dennoch distinkten
Funktionen. Keiner der Hexosetransporter ist flr die Lebensfahigkeit der Zellen
essentiell, stattdessen spielt jeder Transporter eine mehr oder weniger hoch spe-
zialisierte Rolle (Boles und Hollenberg, 1997; Wieczorke et al., 1999). Dies ver-
setzt die Hefe in die Lage, Zucker Uber einen weiten Konzentrationsbereich und
mit hohen Fluraten verarbeiten zu konnen. Die Transportrate einer schnell fer-
mentierenden Zelle liegt bei iber 10" Glukosemolekiilen und iibt eine starke Kon-
trolle auf den glykolytischen FluR® aus (Gancedo und Serano, 1989; Kruckeberg,
1996). Aus diesem Grund ist das Verstandnis der grundlegenden Prinzipien des
Glukosetransports Uber die Plasmamembran von grof3er Bedeutung.

Neben den Hexostransportern Hxt1 bis Hxt17 und Gal2 sind auch drei Mitglieder
der Maltosepermease-Familie, Agt1, Mph2 und Mph3, in der Lage, die Aufnahme
von Glukose zu vermitteln. Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch zusatzliche
Deletion der Gene AGT1, MPH2 und MPH3 in einem hxt1-17 gal2 Mutanten-
stamm von S. cerevisiae ein Glukosetransport-defizienter Stamm konstruiert wer-
den, der sich ausgezeichnet als Werkzeug fur die Expression und individuelle
Untersuchung einzelner Glukosetransporter in Hefe eignet (Wieczorke et al.,
1999). In einer ersten Anwendung dieses Stammes bei der Analyse von Mitglie-
dern der Maltosetransporterfamilie konnte erstmals eine Funktion fur die bislang
uncharakterisierten Proteine Mph2 und Mph3 als Saccharosetransporter nachge-
wiesen werden. Die Expression von Mph2, Mph3 oder Agtl in einer hxt-
Nullmutante ohne endogene Invertase, jedoch mit einer zytoplasmatischen Sac-
charose-Synthase aus Kartoffel, konnte das Wachstum der Zellen auf Saccharo-
semedium wiederherstellen. Somit wurde auch die fir den a-Glukosidtransporter
Agt1 beschriebene Saccharosetransportaktivitat bestatigt (Stambuk et al., 1998;
1999). Jedoch zeigte sich anhand einer Promotor-/acZ-Fusion, dal3 die Expressi-
on des AGT17-Gens nur durch Maltose um das ca. 100fache induziert wird, der
Promotor in Gegenwart von Saccharose und Glukose aber reprimiert ist. Daher ist
fraglich, ob die physiologisch relevante Funktion von Agt1 tatsachlich den Trans-
port von Saccharose einschlie3t, oder ob die beobachtete katalytische Aktivitat
nicht nur einen Nebeneffekt dieses recht unspezifischen Transporters mit breitem
Substratspektrum darstellt.
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4.2 Entwicklung eines neuen Systems fiir die heterologe Expression
von Glukosetransportern aus Saugetieren

Die Ergebnisse von Untersuchungen anderer Gruppen wiesen darauf hin, dal}
Glukosetransporter aus Saugetieren bei heterologer Expression in S. cerevisiae
aufgrund intrazellularer Retention normalerweise nicht zum Transport des Zuckers
Uber die Plasmamembran der Hefe beitragen kénnen (Kasahara und Kasahara,
1996; 1997). GFP-Fusionen mit dem Erythrozyten-Glukosetransporter GLUT1
sowie dem Insulin-regulierten Glukosetransporter GLUT4 zeigten jedoch, daf}
zumindest GLUT1 in dem hier verwendeten Hefestamm bereits an der Zellober-
flache lokalisiert ist, scheinbar jedoch in einer inaktiven Form vorliegt. Experi-
mente in menschlichen Leukamiezellen ergaben eine wichtige Rolle der N-
Glykosylierung fur die Aktivitat von GLUT1 (Ahmed und Berridge, 1999). Demge-
genuber scheint die in Hefe fehlende Glykosylierung von GLUT1 und GLUT4
keinen Einflu® auf die Funktionalitat auszulben, da beide Proteine in rekonstitu-
ierten Liposomen aus Membranfraktionen von GLUT1- bzw. GLUT4-
exprimierenden Hefezellen Glukosetransportaktivitat aufwiesen (Kasahara und
Kasahara, 1996; 1997). Dies ist beispielsweise auch der Fall fur den erst kirzlich
in Hefe exprimierten Na'-Glukose-Symporter SGLT1, der trotz fehlender Glykosy-
lierung den Glukosetransport vermitteln kann (Firnges et al., 2001). Unter Um-
standen wird die Aktivitat von GLUT1 und GLUT4 in der Plasmamembran aber
auch durch endogene Faktoren der Hefe negativ beeinfluRt. Demgegenuber fuhrt
in dem hier eingesetzten Hefestamm offenbar ebenfalls eine Stérung der Sekreti-
on von GLUT4 dazu, dal} der Transporter in intrazellularen Membranstrukturen
zuruckgehalten wird und die Plasmamembran nicht erreichen kann.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten in einem Screen durch die Verwendung eines
Hexosetransporter-defizienten Hefestammes mit Deletionen in den endogenen
Glukosetransportern spontane Suppressormutationen isoliert werden, die eine
funktionelle Expression von GLUT1 in Hefe ermdglichen. Der Wachstumsdefekt
eines hxt-Stammes auf Glukosemedium laRt sich dabei durch Expression von
mutanten GLUT1-Versionen mit einzelnen Aminsaureaustauschen oder durch
Expression von Wildtyp-GLUT1 in einem Stamm mit einer zusatzlichen, als fgy1-1
(»functional expression of GLUT1 in yeast®) bezeichneten Mutation komplementie-
ren. Die nahere Analyse der GLUT1-Region, in der die spontanen Mutationen
auftraten, weist auf eine Veranderung in der Proteinstruktur der zweiten Trans-
membrandomane hin, die zur Uberfihrung von GLUT1 in einen ,aktiven“ Status
zu fuhren scheint. Weitere, durch zielgerichtete Mutagenese vorgenommene
Austausche benachbarter Aminoséuren sowie Uberfiihrung der von spontanen
Mutationen betroffenen Aminosauren in solche mit anderen chemischen und
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sterischen Eigenschaften, resultierten in nahezu allen Fallen in einem aktiven
GLUT1-Glukosetransporter.

In Arbeiten anderer Gruppen konnte durch Messung von rekonstituierter Glukose-
transportaktivitat, intrazellularer Bindung von Cytochalasin B und extrazellularer
Photomarkierung mit ATB-BMPA bislang eine Reihe von wichtigen Aminosaurere-
sten mit unterschiedlichen Funktionen in GLUT1 identifiziert werden. Wahrend
Mutationen in Tyr293, Trp412 oder Asn415 das Protein in einer nach aulen ori-
entierten Konformation arretieren, wird durch Mutagenese von beispielsweise
Pro385 eine nach innen gerichtete Konformation fixiert, wodurch die Existenz
zweier unabhangiger Bindestellen flir Glukose gezeigt werden konnte (Garcia et
al., 1992; Katagiri et al., 1991; Mori et al., 1994). Andere Reste scheinen in die
extrazellulare (Glu161) und intrazellulare (Trp388) Ligandenbindung oder den
Glukosetransportschritt an sich (Arg333/334) involviert zu sein (Kasahara und
Kasahara, 1998; Mueckler et al., 1994; Schurmann et al., 1997). Jedoch ist keine
dieser Aminosauren in den hier erhaltenen ,aktiven® GLUT1-Allelen von einer
Mutation betroffen, sondern Uberraschenderweise solche Aminosauren, die in
Glukosetransportern der Saugetiere wie in denen der Hefe zum Teil hochkonser-
viert vorliegen. Dies legt die Vermutung nahe, dal} fur die funktionelle Expression
von GLUT1 in Hefe bereits relativ unspezifische Veranderungen der Aminosaure-
sequenz in der ersten Halfte der zweiten Transmembrandomane ausreichend
sind. Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtung kdnnte sein, dal® das Pro-
tein durch eine strukturelle Veranderung in eine ,aktive“ Konformation Uberfuhrt
wird, bei der unter Umstanden auch Interaktionsstellen fur positive oder negative
Regulatoren zuganglich bzw. maskiert werden konnten.

Wahrend fur die funktionelle Expression von Wildtyp-GLUT1 bereits eine einzelne
genomische Mutation im FGY7-Gen ausreichend ist, wird fur GLUT4 eine weitere
Mutation bendtigt, die die intrazellulare Retention des Transporters aufhebt. Durch
die Suche nach spontanen Suppressoren des Glukosetransportdefekts von
GLUT4-exprimierenden hxt fgy1-1-Zellen konnten Mutationen isoliert werden, die
mit fgy4X (,functional expression of GLUT4 in yeast®; X bezeichnet unterschiedli-
che FGY4-Allele oder unterschiedliche betroffene Gene von 1 bis 9) benannt
wurden und in Kombination mit der ,aktivierenden® fgy1-7-Mutation auch die funk-
tionelle Expression von GLUT4 in Hefe erlauben. Somit steht ein neues heterolo-
ges Expressionssystem fur die Charakterisierung von GLUT1 und GLUT4 zur
Verfugung, das durch zero-trans Influx-Messung radioaktiv markierter Glukose die
Bestimmung der kinetischen Parameter dieser Transporter erlaubte. Die kineti-
schen Eigenschaften von Hefe-exprimiertem, menschlichem GLUT1 zeigen eine
gute Ubereinstimmung mit den frilheren Untersuchungen von menschlichem
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Erythrozyten-GLUT1 (Baldwin, 1993; Lowe und Walmsley, 1985; 1986). GLUT4
wurde bislang lediglich in heterologen Systemen wie Xenopus-Oozyten oder re-
konstituierten Liposomen aus Membranfraktionen von Hefezellen charakterisiert,
da kein natives Gewebe existiert, in dem GLUT4 alleine exprimiert wird. Zudem
wurden in einigen dieser Studien nicht-metabolisierbare Glukose-Analoga wie 3-
O-Methyl-D-Glukose oder 2-Desoxy-Glukose verwendet (Dauterive et al., 1996;
Walmsley et al., 1998). In dem neuen System wurde der Kn-Wert von GLUT4
unter zero-trans Bedingungen mit 12,6 mM bestimmt und liegt um das vierfache
Uuber dem Wert von GLUT1. Hiermit bestatigen sich frihere Resultate aus Unter-
suchungen des GLUT4-Proteins der Ratte in aus Hefemembranen rekonstituier-
ten Liposomen (Kasahara und Kasahara, 1997). Daruberhinaus konnte anhand
von Wachstumstests gezeigt werden, dal® sich die sehr nah verwandten GLUT-
Proteine von Mensch und Ratte bei deren Expression in Hefe kaum voneinander
unterscheiden und dal sich die intrazellulare Retention von GLUT4 durch eine
starke Uberproduktion des Proteins partiell liberlagern 13Rt.

Diese Ergebnisse demonstrieren, dal’ sich das neue Hefe-Expressionssystem als
zuverlassiges Werkzeug fur die Klonierung und Analyse von Glukosetransportern
verschiedensten Ursprungs anbietet. Gegenuber herkdmmlichen Systemen weist
es eine Reihe von Vorteilen auf. Anhand einfacher Wachstumstests des Hexose-
transport-defizienten Hefestammes auf Medien mit unterschiedlichen Zuckern als
Kohlenstoffquelle lassen sich die Substratspezifitditen einzelner heterologer
Transporter charakterisieren und Hexosetransporter aus cDNA-Banken klonieren.
Die kinetischen Eigenschaften konnen unproblematisch durch zero-trans Influx-
Messungen mit radioaktiv markierten Hexosen bestimmt werden. Zudem ermdg-
licht das Arbeiten mit ganzen Hefezellen die Etablierung von Screening-
Systemen, die die Analyse von Struktur-Funktions-Beziehungen von Glukose-
transportern oder aber auch die Suche nach neuen Pharmazeutika im Rahmen
automatisierter ,high-throughput screening“ (HTS) Anwendungen erlauben.

4.3 Lokalisierung von GLUT1 und GLUT4 in S. cerevisiae

Im Gegensatz zu der bisherigen Annahme, daf} das GLUT1-Protein bei Expressi-
on in Hefe in intrazellularen Membranstrukturen festgehalten wird (Kasahara und
Kasahara, 1996), zeigen die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Resultate mit
GFP- und hSOS-fusioniertem GLUT1 sowie Dichtegradientenzentrifugationen
klar, daf} sich die Mehrheit des GLUT1-Proteins an der Plasmamembran befindet.
Dennoch findet kein Transport von Glukose Uber die Membran statt. Diese Unter-
schiede konnten darauf zurtuckzufuhren sein, dal® hier ein Hefestamm mit ande-
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rem genetischen Hintergrund eingesetzt wurde, der zudem Deletionen in allen
endogenen Hexosetransportern aufwies. Die funktionelle Expression von GLUT1
wird durch die zusatzliche fgy7-7-Mutation im Hefegenom ermdglicht. Bei der
Untersuchung eines GLUT1-GFP Fusionsproteins lie3en sich keine Unterschiede
in der Lokalisierung zwischen einem hxt- und einem hxt™ fgy7-7-Mutantenstamm
erkennen, obwohl letzterer in der Lage ist, Glukose aufzunehmen. Die Fahigkeit
des menschlichen hSos Proteins, in Fusion mit GLUT1 den Wachstumsdefekt
einer cdc25-2"-Mutante komplementieren zu kdnnen, deutet ebenfalls stark auf
eine Plasmamembranlokalisierung von GLUT1 hin. hSos erfullt in Sauger-Zellen
normalerweise eine Funktion als GEF-Austauschfaktor im Ras-Signalweg. Jedoch
ist es in der Lage, die Rolle des essentiellen Hefe-Homologs Cdc25 zu Uberneh-
men, sofern hSos an die Plasmamembran lokalisiert wird. Nach Fraktionierung
von Zellextrakten der Hefe in Saccharose-Gradienten zeigte sich zudem eine
Kolokalisierung von GLUT1 mit Pma1, einem Markerprotein fur die Plasmamem-
bran. Da das Fraktionierungsmuster von hxt” und hxt” fgy7-1 Zellen keine wesent-
lichen Unterschiede in der GLUT1-Verteilung erkennen lat, scheint der Effekt der
fgy1-Mutation direkt die Aktivitdt von GLUT1 zu betreffen. Man kann spekulieren,
dall Fgy1 einen inhibitorischen Einflu auf GLUT1 austUben kdnnte oder aber
andere Faktoren reguliert, die die Funktion von GLUT1 negativ beeinflussen. In
Zusammenhang mit den mutanten GLUT1-Allelen kdnnte eine Veranderung der
GLUT1-Struktur die Erkennung durch Fgy1 oder durch Fgy1-regulierte Kompo-
nenten unterbinden und auf diese Weise die katalytische Aktivitdt des Glukose-
transporters freigeben. Eine alternative Erklarung liegt in der Mdoglichkeit einer
unvollstandigen Einbettung von GLUT1 in die Plasmamembran. GLUT1 in Wild-
typ-Zellen konnte in Vesikeln knapp unterhalb der Plasmamembran lokalisiert
sein, die sich anhand der hier eingesetzten Nachweismethoden nicht von der
Plasmamembran differenzieren lassen. Das Fgy1-Protein ist moglicherweise in
die Regulation der Verschmelzung der Transportvesikel mit der Plasmamembran
involviert und Ubt mangels charakteristischer Hefe-endogener Sequenzmotife auf
Fremdproteine einen inhibitorischen Einfluld aus, der aber durch Mutationen in
FGY1 oder GLUT1 aufgehoben werden kann (s.u.).

Im Gegensatz zu GLUT1 und ubereinstimmend mit frGheren Beobachtungen
(Kasahara und Kasahara, 1997) akkumuliert GLUT4 in normalen Hefezellen klar
in intrazellularen Membrankompartimenten, die dem ER oder Endosomen-artigen
Strukturen ahneln. Dieser Zustand kann nur durch Einfihrung zweier genomischer
Mutationen umgangen werden. Zusatzlich zu der fgy1-1-Mutation ist eine Mutation
in einer anderen Gengruppe, fgy4X, notwendig, um funktionelles und Plasma-
membran-dirigiertes GLUT4 in Hefe zu erzeugen. Dies spiegelt sich bei der Un-
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tersuchung der GLUT4-Verteilung in Saccharose-Dichtegradienten in einer Ver-
schiebung der GLUT4-Signale von den Fraktionen mittlerer Dichte (intrazellulare
Membranen) zu den Fraktionen hdherer Dichte (Plasmamembran) wider. Interes-
santerweise wird die relative Effektivitat des Glukosetransports von GLUT1 und
GLUT4 auch in deren natlrlichen Saugetier-Zelltypen nicht nur durch die unter-
schiedlichen kinetischen Eigenschaften bestimmt, sondern vor allem durch das
Ausmal, in dem jeder Transporter zur Zelloberflache dirigiert wird (Cushman und
Wardzala, 1980; Holman und Cushman, 1994). Besonders nicht-konservierte
Bereiche wie der N- und C-Terminus der ansonsten zu 65% identischen Trans-
porter scheinen fur die grundlegenden Unterschiede in der Regulation von GLUT1
und GLUT4 in Saugerzellen verantwortlich zu sein. Im Gegensatz zu GLUT1 ent-
halt GLUT4 N-terminale Internalisierungssignale, die die Effizienz der GLUT4-
Invagination von der Plasmamembran gegenuber GLUT1 steigern, wie auch C-
terminale Sequenzen, die fur eine Abtrennung und Retention des Transporters in
spezifische intrazellulare Membrankompartimente in Abwesenheit von Insulin
sowie die Mobilisierung dieser Vesikel zur Zelloberflache als Antwort auf Insu-
linausschuttung verantwortlich sind (Araki et al., 1996; Cope et al., 2000; Corvera
et al., 1994; Haney et al., 1995; Martinez-Arca et al., 2000; Melvin et al., 1999;
Palacios et al., 2001; Piper et al., 1993; Shewan et al., 2000; Verhey und Birn-
baum, 1994; Verhey et al., 1995).

Man kann spekulieren, dal} die Charakterisierung der fgy4-Mutationen und die
Klonierung der korrespondierenden Gene unter Umstdnden auch Ahnlichkeiten
zwischen Hefe- und Saugetierzellen bezuglich der Faktoren offenbaren kdnnte,
die o.g. Translokationsmechanismus regulieren, in dem sich GLUT1 und GLUT4
voneinander unterscheiden. Diese Annahme wird unterstutzt durch Untersuchun-
gen von Mdller et al. (1998; 2000), deren Daten interessante Anhaltspunkte dafur
liefern, dal} S. cerevisiae und Saugetierzellen moglicherweise Gemeinsamkeiten
in Teilen der Signalkaskaden besitzen, die fur die Regulation des oxidativen und
nicht-oxidativen Glukosemetabolismus in Antwort auf Glukose bzw. Insulin ver-
antwortlich sind. So reagiert Hefe, ahnlich Insulin-sensitiven Saugetierzellen, auf
Insulinstimulation mit einer erhdhten Glykogenakkumulation. Offenbar fuhrt die
Anwesenheit von Insulin auch in Hefe zu einer Beeinflussung der Aktivitat von
Schlusselenzymen des Glykogenmetabolismus. Es konnte gezeigt werden, dal}
durch Insulin beispielsweise die Aktivitat der Proteinphosphatase 2 (PP2A) erhdht
wird, die durch Dephosphorylierung die Glykogen-Synthase 2 (Gsy2) aktiviert bzw.
die Glykogen-Phosphorylase (Gph1) inaktiviert. Gleichzeitig wird die Aktivitat der
cAMP-abhangigen Proteinkinase A (PKA) der Hefe verringert, die antagonistisch
zu PP2A wirkt. Darlberhinaus konnte ein 53 kDa Protein der Hefe identifiziert
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werden, das spezifisch Insulin zu binden scheint und an mehreren Serin-Resten
phosphoryliert vorliegt. Da es mit einem 70 kDa Phosphotyrosin-Protein interagiert
und die Phosphorylierung beider Proteine durch Insulin gesteigert wird, kdonnte
dies einen mdglichen Signalkomplex in der Plasmamembran der Hefe darstellen.
Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der Hefe als Modellsystem flr
das Studium der zellularen Ablaufe, die den Insulin-gesteuerten Prozessen in
Saugetierzellen zugrunde liegen.

4.4 Identifizierung und Charakterisierung von Fgy1

4.4.1 Auswirkungen der Fgy1-Aktivitat auf die Funktion von GLUT-Proteinen
aus Saugetieren in Hefe

Das FGY1-Gen (YMR212c) konnte aus einer Genbank durch die Komplementati-
on des rezessiven fgy1-1-Alles isoliert werden, indem der GLUT 1-vermittelte Glu-
kosetransport unterdriickt wurde. Es stellte sich heraus, dal} eine Frameshift-
Mutation in fgy7-1 zu einem Verlust des carboxyterminalen Bereichs des Proteins
gefuhrt hatte, wodurch eine funktionelle Expression von GLUT1 in Hefe ermdglicht
wird. Zusammen mit der Entdeckung, daR die Uberexpression des C-Terminus
alleine die Phanotypen des fgy1-71-Stammes bezogen auf die GLUT1-Expression
partiell supprimieren kann, spricht dies fur die Annahme, dal} dieser Bereich des
Proteins fur die Unterdrickung der Aktivitat von GLUT1 (und vermutlich auch von
GLUT4) in Hefe verantwortlich ist. Welcher Art dieser Effekt von Fgy1 auf GLUT1
und GLUT4 ist, bleibt bislang unklar. Die Analyse der Aminosauresequenz von
Fgy1 deutet auf das Vorhandensein einer Transmembrandomane hin. Anhand
einer Fusion mit den Proteinen GFP und hSOS konnte nachgewiesen werden,
dall Fgy1 an der Zelloberflache lokalisiert ist und sich der Carboxyterminus im
Zytoplasma befindet. Man kann spekulieren, dal® Fgy1 Uber den zytoplasmati-
schen C-Terminus direkt mit GLUT1 interagieren konnte, und dessen Glukose-
transportaktivitat infolge dieser Wechselwirkung blockiert wird. Neben einer di-
rekten Beeinflussung der Aktivitat konnte Fgy1 auch Uber sekundare Faktoren die
Funktion von GLUT1 in Hefe regulieren, die durch Fgy1 an die Plasmamembran
und in raumliche Nahe zu GLUT1 rekrutiert werden und eine Hemmung der kata-
lytischen Aktivitat von GLUT1 vermitteln, oder aber zwar die funktionelle GLUT1-
Expression fordern, jedoch durch Fgy1 inhibiert werden (Abb. 21A). Im Rahmen
einer Two-Hybrid Analyse mit dem Carboxyterminus von Fgy1 konnten bislang
jedoch keine moglichen Interaktionspartner dieser Proteinregion identifiziert wer-
den. Dies kann auf unterschiedliche Ursachen zurlckzufuhren sein. Denkbar ware
beispielsweise, dal® es sich bei den Interaktionspartnern um Plasmamembran-
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proteine handelt, die aufgrund ihrer Hydrophobizitat nicht in den Zellkern dirigiert
werden kdnnen, um die Reportergene des Testerstammes zu induzieren. Unter
Umstanden wird auch das Fusionskonstrukt aus Fgy1-C-Terminus und Gal4-
Bindedomane nicht in den Zellkern lokalisiert oder aber dieser Bereich von Fgy1
ist trotz der beobachteten Effekte auf GLUT1 nicht die fur eine vermutete Interak-
tion verantwortliche Region. Sollte eine Wechselwirkung von der Tertiarstruktur
eines Proteins oder gar beider Interaktionspartner abhangen, wird sich aufgrund
der Verwendung von Genfragmenten in den Fusionskonstrukten ebenfalls keine
Interaktion nachweisen lassen. Die dargestellten Ergebnisse zu mutanten GLUT1-
Versionen, die wahrscheinlich aufgrund von Strukturdnderungen in eine ,aktive*
Form konvertiert werden, unterstitzen diese Annahme. Eine alternative Herange-
hensweise anstelle des Two-Hybrid-Systems bietet das sogenannte ,Split-
Ubiquitin-System®, das die Suche und den Nachweis von Interaktionen zwischen
Plasmamembranproteinen in vivo ermdglicht (Johnsson und Varshavsky, 1994;
Stagljar et al., 1998). Dabei kdnnen die Interaktionspartner in voller Lange einge-
setzt werden, ohne auf Proteinfragmente zurtckgreifen zu missen.

Frihere Untersuchungen zu Struktur und Funktion des menschlichen GLUT1-
Proteins aus Erythrozyten ergaben, dal® die Glukosetransportaktivitat des Proteins
von dessen Oligomerisierung abhangig ist. Demnach liegt gereinigtes GLUT1 als
reversibles Gemisch aus Homodimeren und Homotetrameren vor, natives GLUT1
in Erythrozyten vorzugsweise als Tetramer. Wahrend der N-Terminus von GLUT1
fur die Dimerisierung verantwortlich zu sein scheint, entsteht die tetramere Form
durch nicht-kovalente Interaktionen und wird durch eine extrazellulare, intramole-
kulare Disulfidbricke in der zweiten Proteinhalfte jeder Untereinheit stabilisiert
(Hebert und Carruthers, 1991; 1992; Pessino et al., 1991; Zottola et al., 1995).
Man kann spekulieren, dal® die fur die Aktivitdt von GLUT1 notwendige Oligomeri-
sierung und Disulfid-Bruckenbildung in Hefe durch die Wirkung von Fgy1 maogli-
cherweise unterbunden wird (Abb. 21B). So lieRe sich auch erklaren, dal} ein
GLUT1-GFP-Fusionsprotein zwar sowohl in einem hxt-Stamm als auch in einer
hxt" fgy1-1-Mutante an der Zelloberflache lokalisiert ist, aber nur in letzterem
Stamm den Glukosetransport vermittelt. Da stochiometrisch jede GLUT1-
Untereinheit mit einem GFP-Protein assoziiert ist, &Rt sich anhand des Fluores-
zenzsignals nicht zwischen monomeren, homodimeren oder homotetrameren
Formen differenzieren. Die isolierten Mutationen in der zweiten Transmembran-
domane von GLUT1 kdnnten zu einer strukturellen Veranderung fuhren, die auch
in Gegenwart von Fgy1 eine Oligomerisierung erlaubt und so die Glukosetrans-
portaktivitat ermoglicht.
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Abb. 21: Modell méglicher Wirkungsweisen von Fgy1 auf die Glukosetransportfunktion von GLUT1
in S. cerevisiae. Neben (A) einer direkten Beeinflussung der Aktivitdt von GLUT1 durch Fgy1 oder
Fgy1-assoziierte Faktoren (X) konnte das Protein (B) in die Regulation des Oligomerisierungszu-
standes von GLUT1 in der Hefe involviert sein oder (C) eine Aufgabe bei der Verschmelzung
sekretorischer Transportvesikel mit der Plasmamembran erfiillen (siehe Text).

FUr Proteine aus Saugetieren wurden in jungster Zeit Beispiele von Interaktionen
zwischen einspannigen (CD147, CD98, CD36, Gycophorin) und mehrspannigen
Membranproteinen (Monocarboxylattransporter, Aminosauretransporter, Trans-
porter fur langkettige Fettsauren, Anionenaustauscher) beschrieben. Hierbei wird
fur die einspannigen Membranproteine eine Chaperon-ahnliche Rolle oder
Ankerfunktion bei der Lokalisierung der Membrantransporter an die Zelloberflache
sowie moglicherweise auch eine Regulation der Aktivitat der Transportproteine
angenommen (Abumrad et al., 1999; Bruce et al., 1994; Kanai et al., 1998; Kirk et
al., 2000; Mastroberardino et al., 1998). Kurzlich konnten in S. cerevisiae Proteine
identifiziert werden, die eine wichtige Aufgabe bei der Sekretion von Membran-
proteinen erflllen. So ist beispielsweise das Protein Gsf2 fur den Export des nie-
deraffinen Glukosetransporters Hxt1 aus dem endoplasmatischen Retikulum
erforderlich (Sherwood und Carlson, 1999). Eine ahnliche Funktion konnte fur
Shr3 bei der Bildung spezifischer ER-Vesikel nachgewiesen werden, die im Rah-
men der Sekretion von Mitgliedern der Aminosaurepermease-Familie wie z.B.
Gap1 zur Plasmamembran auftreten (Gilstring et al., 1999). Dies deutet darauf
hin, da® manche Membranproteine in Hefe selektiv in spezifische Vesikel sortiert
und zur Plasmamembran sekretiert werden, wie es in Saugetierzellen auch flr
das GLUT4-Protein der Fall ist. Im Gegensatz zu den ER-standigen Proteinen
Gsf2 und Shr3 ist Fgy1 zwar an der Zelloberflache lokalisiert, kdnnte aber im
Rahmen der erwahnten Chaperon- oder ,Anker‘-Funktion die Fusion von unter
Umstanden gebildeten GLUT 1-haltigen Vesikeln mit der Plasmamembran regulie-
ren und somit auf die vollstandige Integration von GLUT1 in die Membran wirken.
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Moglicherweise ist Fgy1 fur die Ausubung dieser Funktion auch selbst in den
peripher an der Plasmamembran angelagerten Vesikeln lokalisiert (Abb. 21C).

Die entfernte Sequenzverwandtschaft von Fgy1 mit Myosinen und die Klonierung
von Ynl094w als Multicopy-Suppressor der fgy7-1-Mutation kdnnte auf eine Betei-
ligung des Zytoskeletts und des Vesikeltransports bei der funktionellen GLUT1-
Expression hindeuten. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal
Ynl094w in intrazellularen Vesikeln lokalisiert ist und Experimente von Bon et al.
(2000) deuten auf eine Interaktion mit den Proteinen Rvs167 und Rvs161 im Two-
Hybrid System hin, die eine Rolle in der Endozytose, dem Vesikeltransport, der
Organisation des Actin-Zytoskeletts und der Zellfusion spielen (Munn et al., 1995;
Sivadon et al., 1997). Als Teil eines groReren Proteinkomplexes bilden Rvs167
und Rvs161 ein strukturelles und funktionelles Heterodimer (Navarro et al., 1997).
Allerdings zeigte die Expression eines Fusionsproteins aus GLUT1 und GFP in
einem hxt-Stamm bei gleichzeitiger Uberexpression von Ynl094w keine Verande-
rung in der Plasmamembranlokalisierung, so dal3 eine Hemmung des GLUT1-
vermittelten Glukosetransports aufgrund einer erhohten Endozytoserate eher
unwahrscheinlich ist. Die Wirkung von Ynl094w erstreckt sich dabei sowohl auf
GLUT1 in einem hxt fgy7-1-Stamm, als auch auf aktive, mutante GLUT1-
Versionen in einer reinen hxt-Mutante, interessanterweise hingegen nicht auf die
Funktion der Hefe-Glukosetransporter Hxt2 und Hxt7. Denkbar ware, dal® spezifi-
sche Motive in der Aminosauresequenz von GLUT1 und moglicherweise auch in
der anderer heterologer Glukosetransporter zu einer Erkennung durch endogene
Hefefaktoren wie Ynl094w fiihren, wobei die Uberexpression dieser Faktoren die
Aktivitat der Fremdproteine inhibieren kdnnte.

Ziel der vorliegenden Dissertation war unter anderem, Faktoren zu identifizieren,
die einen generellen Einflud auf heterolog in Hefe exprimierte Glukosetransport-
proteine ausuben. Dies ist durch die Identifizierung von Fgy1 nur teilweise gelun-
gen. Wahrend die fgy1-1-Mutation den Glukosetransport durch GLUT1, GLUT3
(E. Boles, personliche Mitteilung) und, zusammen mit einer weiteren Mutation
fgy4X, auch durch GLUT4 in Hefe erlaubt, wiesen weitere Glukosetransporter,
beispielsweise aus Zebrafisch oder der menschliche Natrium-Glukose-Symporter
SGLT1, keine katalytische Aktivitat im fgy7-1-Stamm EBY.S7 auf (nicht gezeigt).
Dennoch bietet das etablierte System vielversprechende Madoglichkeiten, Uber
weitere Mutageneseexperimente und Suche nach genomischen oder intrageni-
schen Suppressormutationen auch die funktionelle Expression weiterer Glukose-
transporter aus anderen Organismen zu ermadglichen.
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4.4.2 Untersuchungen zur physiologischen Funktion von Fgy1

Uber die physiologische Funktion von Fgy1 in Hefe ist bislang duerst wenig be-
kannt. Im Rahmen der durchgeflhrten Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dall eine fgy71-Deletion eine deutliche Reduzierung des Maltosetransports nach
sich zieht. Wahrend der Vnho-Wert der Maltoseaufnahme klar verringert ist, bleibt
der K-Wert unbeeinfluf3t. Dabei wirkt sich der Verlust der Fgy1-Aktivitat auch auf
die Maltose-Permeasen Mal1 und Agt1 aus, wenn diese Proteine unter der Kon-
trolle eines unabhangigen Promotors Uberproduziert werden. Diese Daten lassen
sich so interpretieren, dald Fgy1 eine stimulierende Wirkung auf den Transport
von Maltose ausubt (Abb. 22). Der Wegfall dieser Stimulation in einem fgy1-
Deletionsstamm konnte infolge einer beeintrachtigten Maltoseaufnahme zu dem
beschriebenen Wachstumsdefekt auf Maltosemedium flhren. Da sich dieser
Defekt jedoch nicht durch Erhéhung der Maltosetransportaktivitat komplementie-
ren lalt, deutet dies eher auf einen pleiotrophen Effekt der fgy7-Deletion in Bezug
auf die Lebensfahigkeit der Zellen auf Medium mit Maltose als Kohlenstoffquelle
hin. Zwar aullert sich der Verlust der Fgy1-Funktion in einem reduzierten Malto-
setransport, offenbar existieren jedoch weitere Auswirkungen der Deletion, die ein
Wachstum der Zellen auf Maltosemedium trotz Uberexpression der Maltosetrans-
portproteine nicht zulassen.

Daruberhinaus konnte eine erhohte Sensitivitat der fgy7-Mutanten gegenuber
Arsenat nachgewiesen werden. Da Arsenat als toxisches Phosphat-Analog wirkt
und beispielsweise Uber den Phosphat-Translokator Pho84 in die Zellen aufge-
nommen wird, weist dieser Phanotyp auf eine mdgliche Beeinflussung des Phos-
phataufnahmesystems durch Fgy1 hin. Als mdgliche Funktion von Fgy1 konnte
man nun annehmen, dal® der Translokator Pho84 unter Umstanden durch Fgy1
inhibiert wird, wobei beide Proteine an der Plasmamembran lokalisiert sind (Abb.
22). Der Wegfall des hemmenden Effektes auf Pho84 oder weitere Phosphat-
transporter in der fgy1-Mutante fuhrt moglicherweise zu einem erhdhten Einstrom
von Phosphat und somit auch von Arsenat in die Zellen. Auch Untersuchungen
von Lenburg und O’Shea (2001) deuten in Richtung einer Beteiligung von Fgy1
an der Phosphataufnahme bzw. deren Regulation. In einem Screen mit dem Ziel,
die Funktion der Cyclin-abhangigen Kinase (CDK) Pho85 naher zu untersuchen,
konnten die Autoren das FGY7-Gen aufgrund der synthetischen Letalitat einer
fgy1-Mutante mit pho85 isolieren und bezeichneten es mit EFR3 (PHO Eighty-
Five Requiring) bezeichnet. PHO85 kodiert fur eine nicht-essentielle Proteinkina-
se, die in die Regulation einer Vielfalt zellularer Prozesse involviert ist und deren
Substratspezifitat in Abhangigkeit von Interaktionen mit einer Reihe von Cyclinen
(wie Pho80, Pcl8 und Pcl10, Pcl1 und Pcl2) definiert wird. Je nach Cyclin wird
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durch den Pho85-Cyclin-Komplex beispielsweise die Expression von Genen ge-
hemmt, die durch Phosphatmangel induziert werden, durch Phosphorylierung von
Gsy2 (Glykogen-Synthase) die Glykogen-Akkumulation wahrend der Fermentation
gehemmt, oder aber auch der Zellzyklus reguliert (G1-Progression) (Huang et al.,
1996; Lenburg und O’Shea, 1996; Measday et al., 1997). Durch den Komplex aus
Pho85 und dem Cyclin Pho80 wird in Gegenwart von extrazellularem Phosphat
der Transkriptionsfaktor Pho4 phosphoryliert, der infolgessen aus dem Zellkern
exportiert wird. Als Reaktion auf Phosphat-Limitierung wird die Aktivitat von
Pho85-Pho80 durch Pho81, einer weiteren Komponente des Komplexes, inhibiert.
Pho4 liegt unphosphoryliert vor, wird in den Zellkern lokalisiert und induziert dort
zusammen mit einem weiteren Transkriptionsfaktor (Pho2) die Expression der
Gene PHOS5 (kodiert fur eine sekretorische saure Phosphatase) und PHO84
(Phosphat-Protonen-Symporter) sowie im Rahmen einer Feedback-Regulation
auch die Expression von PHO81 (Abb. 22) (Lenburg und O’Shea, 1996).

Eine Deletion von PHO85 fuhrt zu dauerhafter Kernlokalisierung des Transkripti-
onsaktivators Pho4 und zieht dadurch die konstitutive Expression der Gene fur die
Phosphat-Bereitstellung und Aufnahme (PHOS5, PHO84) auch unter reprimieren-
den Bedingungen, also in Gegenwart von Phosphat, nach sich (Kaffman et al.,
1994; Timblin et al., 1996). Dies sollte zu einer stark erhdhten Phosphataufnahme
fuhren, die jedoch in einer pho85-Mutante noch keine letalen Auswirkungen flr
die Zellen zu haben scheint. Nimmt man als Funktion von Fgy1 eine Inhibierung
von Pho84 an, kdonnte bei einem gleichzeitigen Wegfall dieser Hemmung infolge
einer zusatzlichen fgy1-Deletion in einer pho85-Mutante die Aufnahme von Phos-
phat ein kritisches Mal} Uberschreiten oder aber die zusammen mit Phosphat
einstromenden Protonen zu einer letalen Stérung der Energiebilanz in der pho85
fgy1-Doppelmutante fuhren (Abb. 22). Aul3er der Entdeckung von Lenburg und
O’Shea (2001), dal3 eine Deletion von FGY1 zusammen mit PHO85 letal ist,
konnten die Autoren zeigen, daR dieser Phanotyp durch Uberexpression des
Cyclins Pho80 supprimiert werden kann. Man kann spekulieren, dal} infolge der
Uberproduktion andere Cyclin-abhangige Kinasen unspezifisch aktiviert werden
und einen gewissen Anteil von Pho4 als Substrat phosphorylieren kénnen. Dies
hatte wiederum eine Verringerung der Pho84-Bildung und somit der Phosphatauf-
nahme zur Folge, wodurch der P/H"-Einstrom auf ein subletales Niveau reduziert
und die pho85 fgy1-Doppelmutation supprimiert werden kdnnte.
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Abb. 22: Schematische Darstellung der zelluldren Antwort auf Phosphatmangel und maéglicher
Wirkungsweisen von Fgy1. In Abhangigkeit von der Verfligbarkeit von Phosphat wird die intrazellu-
lare Lokalisierung des Transkriptionsaktivators Pho4 Uber dessen Phosphorylierungszustand u.a.
durch die Kinase Pho85 mit ihrem assoziierten Cyclin Pho80 reguliert (siehe Text). Als Antwort auf
Phosphatmangel wird hierdurch die Expression der sekretorischen sauren Phosphatase Pho5
sowie des Phosphattransiokators Pho84 induziert. Fgy1 Ubt moglicherweise einen hemmenden
EinfluR auf die Funktion von Pho84 aus, wohingegen die Aktivitat von Maltosetransportern wie Mal1
oder Agt1 positiv beeinflufdt wird.

Die Tatsache, dal® die FGY171-Expression selbst offenbar nicht durch Phosphat
reguliert wird (Ogawa et al., 2000), sowie die im Rahmen dieser Arbeit festge-
stellten Befunde zur Aufnahme von Maltose und moglicherweise auch Phosphat
deuten darauf hin, da® Fgy1 unter Umstanden eine generellere Rolle bei der
Steuerung der Funktion von Membrantransportproteinen in Hefe spielen kénnte.
Interessanterweise gehoért Pho84 ebenfalls der Zuckerpermease-Familie an und
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ist nah mit den Mitgliedern der Maltosepermease-Familie und den beiden Protei-
nen Ybr241 und Ygl104 verwandt (vergl. Abb. 1), die ihrerseits wiederum in eini-
gen Bereichen partielle Ahnlichkeit zu den GLUT-Proteinen der Saugetiere auf-
weisen (E. Boles, personliche Mitteilung). Dies ist ein starker Hinweis darauf, daf}
gemeinsame Sequenzelemente dieser Proteine eine Rolle bei der Regulation der
Transportfunktion durch Fgy1 spielen konnten.

Eine FGY1-Deletion scheint in dem von Lenburg und O'Shea (2001) verwendeten
Hefestamm nicht letal zu sein. In Abhangigkeit vom genetischen Hintergrund und
der eingesetzten Kohlenstoffquelle zeigten sich auch in den im Rahmen dieser
Arbeit durchgeflhrten Untersuchungen abweichende Phanotypen der verwende-
ten Stamme. Wahrend die Deletion von FGY7 im Stamm CEN.PK zu einer au-
Rerst starken Beeintrachtigung des Wachstums auf Medium mit Maltose oder
Glukose fuhrte und auf Medium mit Ethanol letale Auswirkungen hatte, wurde das
Wachstum von fgy7-Mutanten im Stamm W303 auf Glukose- und Ethanolmedium
lediglich leicht eingeschrankt, wohingegen kein Wachstum auf Medium mit Malto-
se als Kohlenstoffquelle mdglich war. Die Grinde fur die beobachteten Wachs-
tumsunterschiede sind bislang unbekannt. Um weitere Informationen Uber eine
mogliche Funktion von Fgy1 zu erhalten, wurde mit Hilfe einer Genbank nach
Multicopy-Suppressoren gesucht, die den klaren Wachstumsdefekt einer fgy1-
Deletion im W303-Stammhintergrund auf Maltosemedium wiederherstellen kon-
nen. Neben einer vollstandigen und einer N-terminal verkurzten Version von
FGY1 konnten Uber diesen Ansatz drei weitere Gene isoliert werden, die bei einer
Uberexpression das Wachstum der Afgy71-Zellen auf Maltosemedium ermégli-
chen: ICT1, YKLO51w und UBA1. Uber das Gen ICT1 liegen bislang aufRer einer
erhohten Kupfertoleranz von ict7-Nullmutanten keine naheren Befunde vor (Entian
et al., 1999). Das Genprodukt weist weder strukturelle Ahnlichkeiten zu bekannten
Proteinen noch Transmembrandomanen auf und liefert somit keinerlei Anhalts-
punkte, die Rluckschlisse auf die Wirkung von Fgy1 zulassen wirden. Interes-
santerweise besitzt das ebenfalls bislang uncharakterisierte Protein YkIO51w in
seiner Struktur mit hoher Wahrscheinlichkeit sechs Transmembrandomanen, was
auf eine Rolle als Transportprotein hinweisen konnte. Auch das gleichfalls als
Multicopy-Suppressor isolierte UBA7-Gen |at nicht unmittelbare Ruckschlisse
auf die Funktion von Fgy1 zu. Als Komponente des Ubiquitin-Systems der Hefe
(Ubiquitin-aktivierendes Enzym, E1; McGrath et al., 1991) liegt die Vermutung
nahe, dal die Uberproduktion von Uba1 die Degradation unbekannter Proteine
initiiert, infolge deren Abbaus ein Wachstum der Zellen auf Maltosemedium wie-
der ermdglicht wird.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde die Hefe S. cerevisiae als neues
heterologes System fur die Expression und Charakterisierung von Hexosetrans-
portern aus anderen Organismen etabliert. Grundlage hierfur war die Konstruktion
eines Hexosetransport-defizienten Hefestammes (hxt” mph’), in dem neben allen
Proteinen der Hexosetransporterfamilie auch die Glukose- und Saccharose-
transportierenden Agt1-, Mph2- und Mph3-Proteine durch Gendeletionen zerstort
wurden.

Um die heterologen Saugetier-Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 in einer
funktionell aktiven Form an der Plasmamembran zu exprimieren, muf3ten mit Hilfe
eines genetischen ,Screening“-Verfahrens zusatzliche Mutationen in den hxt” mph’
Stamm eingefuhrt werden. Obwohl GLUT1 bereits im parentalen Stamm an der
Zelloberflache lokalisiert werden konnte, vermittelte das Protein die Glukoseauf-
nahme nur nach einer Mutation in einem als FGY17 (,functional expression of
GLUT1 in yeast®) bezeichneten Locus. Daruberhinaus konnten Mutationen inner-
halb der zweiten Transmembrandomane von GLUT1 isoliert werden, die das
Protein in eine ,aktive“ Form konvertieren. GLUT4 wurde in intrazellularen Struktu-
ren zurlckgehalten, konnte aber durch Mutationen in verschiedenen, als FGY4X
bezeichneten Loci an die Zelloberflache lokalisiert werden. Fur die Glukosetrans-
portaktivitat war jedoch weiterhin eine zusatzliche Mutation in FGY1 erforderlich.

Die menschlichen Glukosetransporter konnten mittels zero-trans Glukoseaufnah-
memessungen mit intakten Hefezellen kinetisch charakterisiert werden. Fur
menschliches GLUT1 wurde ein K., von 3,2 mM und far GLUT4 von 12,6 mM
bestimmt. Diese Transportaktivitdten wurden durch Cytochalasin B inhibiert.

Das FGY1-Gen konnte als das bislang nicht naher charakterisierte Gen YMR212¢c
identifiziert werden. Eine Zerstorung des carboxyterminalen Bereichs des in der
Plasmamembran lokalisierten Proteins ermdglichte die funktionelle Expression
von GLUT1 und GLUT4. Dem zytoplasmatisch-lokalisierten C-Terminus konnte
eine Funktion bei der Inhibierung der GLUT1-Aktivitat in Hefe zugeordnet werden.
Eine vollstandige Deletion von FGY1 resultierte in Abhangigkeit vom genetischen
Hintergrund des verwendeten Stammes und der Kohlenstoffquelle in einem leta-
len Phanotyp bzw. einer deutlichen Beeintrachtigung des Wachstums. Es wurde
eine stark reduzierte Aktivitat der Maltosetransporter Mal1 und Agt1 sowie eine
erhdohte Arsenatsensitivitat einer Afgy7-Mutante festgestellt. Die Daten deuten
darauf hin, dal® die physiologische Funktion von Fgy1 die Regulation der Aktivitat
von spezifischen Membrantransportproteinen der Hefe ist.
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7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Ade Adenin

AK Antikorper

Ala Alanin

Amp Ampicillin

Arg Arginin

ARS Autonom replizierende Sequenz

AS Aminosaure

Asp Aspartat

Asn Asparagin

ATB-BMPA 2-N4-(1-Azi-2,2,2-Trifluoroethyl)Benzoyl-1,3-bis(D-Mannosyloxy)-2-
Propylamin

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CDK Cyclin-abhangige Kinase

CEN Centromersequenz

Ci Curie

cpm Zerfalle pro Minute

2-DOG 2-Desoxyglukose

DMF Dimethylformamid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleotid

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

g Gramm

GIn Glutamin

Glu Glutamat

h Stunde

His Histidin

IPTG Isopropyl-B-D-Thiogalaktopyranosid

KAc Kaliumacetat

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

Leu Leucin

LiAc Lithiumacetat
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optische Dichte bei 600 nm
offener Leserahmen
Polyacrylamidgel-Elektrophorese
Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglykol
Phenylmethylsulgonylfluorid
Prolin

Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute
Sekunde

Saccharomyces cerevisiae
Natriumdodecylsulfat

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
Trockengewicht
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tryptophan

temperatursensitiv

Einheit der Enzymaktivitat

Uracil

Ultraviolett

Wildtyp

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-3-D-Galaktosid
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