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1 EINLEITUNG

Die Fahigkeit, den einfachen Zucker Glukose Uber die Plasmamembran zu
transportieren, ist ein Merkmal fast aller Zellen, vom einfachen Bakterium bis hin
zur hoch spezialisierten Saugerzelle. Glukose wird fur die Produktion von ATP
verwendet und fir die Bildung zuckerhaltiger Makromolekule (Newsholme und
Leech, 1985). Der Transport hydrophiler Zuckermolekule Uber den hydrophoben
Kern der Plasmamembran wird dabei von verschiedenen Mechanismen
gewahrleistet. In Bakterien wird Glukose z.B. mit Hilfe von Protonen-Symport-
Systemen, Substrat bindenden Transportern und Gruppentranslokations-
Systemen aufgenommen, wohingegen in Eukaryonten Na*-abhangige Cotrans-
porter und einfache Uniporter den Glukosetransport vermitteln (Walmsley et al.,
1998; Saier, 2000). Uniportersysteme werden auch als passive Carrier
bezeichnet, weil sie ein Substrat entlang eines Konzentrationsgradienten
energieunabhénig durch erleichterte Diffusion transportieren. Die HXT-Gene der
Hefe Saccharomyces cerevisiae und die GLUT-Gene der S&uger kodieren fir
Proteine, die Hexosen durch erleichterte Diffusion transportieren. Sie gehdren
einer groBBen Transporter-Superfamilie an (MFS, ,major facilitator superfamily®),
die z.B. verschiedene Kohlenstoffquellen oder Aminosauren transportieren, sich
aus 12 Transmembransegmenten zusammensetzen und aufgrund konservierter
Aminosaurereste und Motive zum Teil starke Homologien aufweisen (Marger und
Saier, 1993; Baldwin, 1993; Boles und Hollenberg, 1997; Kruckeberg, 1996;
Mueckler, 1994; Pao et al., 1998; Walmsley et al., 1998).

1.1 Hexosetransporter von S. cerevisiae

Die fakultativ anaerobe Hefe S. cerevisiae verwertet ein breites Spektrum an
Mono-, Di- und Oligosacchariden, Ethanol, Acetat, Glycerol, Pyruvat und Lactat.
Um den Zuckertransport Uber die Plasmamembran zu erleichtern, besitzt sie
verschiedene Proteine, deren Regulation dabei vom Hefestamm und der Verfig-
barkeit der einzelnen Zuckermolekile abhéangt. S. cerevisiae verwendet eine
Anzahl von Hexose-Monosacchariden wie Glukose, Fruktose, Mannose und
Galaktose als Substrate bzw. als Energie und Kohlenstofflieferanten. Dabei wird
die Glukose als Néahrstoff bevorzugt, was anhand des sehr komplex regulierten
Glukosemetabolismus deutlich wird. Die Hefe besitzt 34 Gene, die fur die
sogenannte Zuckerpermease-Familie kodieren, worunter 18 Gene speziell fur
Hexosetransporter-verwandte Proteine, HXT1-17 und GAL2, kodieren. Sequenz-
vergleiche ergaben konservierte Bereiche innerhalb der transmembranen Helices
und Unterschiede in der Sequenz und Lange der N- und C-terminalen cyto-
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plasmatischen Regionen (Kruckeberg, 1996). Die Hexosetransporter Hxt1-Hxt4,
Hxt6 und Hxt7 sind dabei derzeit am besten untersucht und far die Hefe
metabolisch relevant, sie katalysieren die Aufnahme von Glukose, Fruktose und
Mannose (Reifenberger, et al, 1995; 1997) und unterscheiden sich in ihrer
unterschiedlichen Affinitat fir Hexosen (Kruckeberg, 1996). In S. cerevisiae
wurden zwei Aufnahmesysteme beschrieben, ein konstitutiv, nieder-affines
System (hoher K, zwischen 15-20 mM) und ein Glukose-reprimiertes, hoch-
affines System (niedriger K, zwischen 1-2 mM). Beide Systeme setzen sich aus
mehreren Transportproteinen zusammen, wobei die Synthese der jeweiligen
Glukosetransporter je nach verfugbarer Glukosemenge durch eine regulierte HXT-
Genexpression gewahrleistet wird (Ozcan und Johnston, 1999). Die HXT1-Trans-
kription wird durch hohe Glukosekonzentrationen induziert, was darauf hindeutete,
daf3 es fur einen nieder-affinen Transporter mit hohem Kn,-Wert kodiert. Fur Hxt1
konnte ein Ky-Wert von 100 mM beschrieben werden (Reifenberger et al., 1997).
Die Expression von HXT3 wird sowohl durch niedrige als auch durch hohe
Glukosekonzentrationen induziert und es vermittelt in einer hxt-Nullmutante einen
Glukosetransport mit einer niedrigen Affinitdt und einem Kn-Wert von 60 mM.
Hxt1 und Hxt3 scheinen verantwortlich fur den Glukosetransport in Zellen, die mit
hohen Glukosekonzentrationen wachsen (Boles und Hollenberg, 1997;
Reifenberger et al., 1997; Ozcan und Johnston, 1999). Die Expression von HXT2,
HXT6 und HXT7 wird hingegen durch niedrige Glukosekonzentrationen induziert.
Es konnte fur Hxt6 und Hxt7 in einer hxt-Nullmutante ein K,-Wert von 1-2 mM
ermittelt werden. Im Fall von Hxt2 konnte eine biphasische Aufnahmekinetik
beobachtet werden mit einem Kn-Wert von 1,5 mM und 60 mM (Reifenberger et
al., 1997). Die transkriptionelle Regulation von HXT4 stimmt nicht mit der ange-
nommenen Funktion Gberein. Die Induktion durch niedrige Glukosekonzen-
trationen weist auf einen hoch-affinen Transporter hin, jedoch vermittelt HXT4 in
einer hxt-Nullmutante kein Wachstum auf niedrigen Glukosekonzentrationen (5
mM), sondern kodiert flr ein Protein mit einer intermediaren Affinitat fir Glukose
(Km= 9 mM). Uber die Funktion der anderen Hexosetransporter der Hefe, Hxt5
und Hxt8 bis Hxt17 ist bislang noch recht wenig bekannt (Boles und Hollenberg,
1997).

Der Metabolismus der Hefe unterliegt der sogenannten Katabolitrepression oder
Glukoserepression. Das bedeutet, daf3 in Anwesenheit von Glukose, unabhéngig
von der Sauerstoffverfugbarkeit, die Synthese der Enzyme fir die Disaccharid-
(Saccharose und Maltose) und Galaktoseverwertung, fir das Wachstum auf nicht
fermentierbaren Kohlenstoffquellen (Ethanol, Acetat, Glyzerol, Pyruvat und Lactat)
und die Entwicklung der Mitochondrien reprimiert sind (Carlson, 1998; 1999;
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Gancedo, 1998; Trumbly, 1992). Die Transkription der Glukose-reprimierten Gene
wird dabei durch die Bindung von Mig1, einem Zink-Finger Transkrip-
tionsrepressor, unterdrickt. Die Bindung von Mig1 an die Promotoren der Gene
rekrutiert die Ko-Repressoren Ssn6 und Tup1 an die DNA (Ostling et al., 1996;
Treitel und Carlson, 1995). Bei der Glukoseinduktion wird die Synthese der
Proteine stimuliert, die beim Glukosemetabolismus eine Rolle spielen, wie
Hexosetransportproteine und glykolytische Enzyme (Boles und Hollenberg, 1997;
Ozcan und Johnston, 1999).

1.1.1 Ein hexosetransport-defizienter Hefestamm

Die Hexosetransporter Hxt1-17 (auBer Hxt12), Gal2 und drei Mitglieder der
Maltosetransporter Familie (Agt1, Mph2, Mph3) sind in der Lage, Hexosen zu
transportieren. Um die Funktion der Hexosetransporter Familie in S. cerevisiae
naher studieren zu kénnen, wurde ein Hefestamm konstruiert (Wieczorke et al.,
1999), der in den Genen HXT1-17, GAL2, AGT1, MPH2, MPH3 deletiert war.
Dieser sogenannte ,hxt-Nullstamm®“ (EBY.VW4000) war nicht mehr in der Lage,
die Hexosen Glukose, Fruktose, Mannose und Galaktose aufzunehmen und somit
auch nicht mehr in der Lage, auf diesen Hexosen als einziger Kohlenstoffquelle zu
wachsen. Der ,hxt-Nullstamm® stellt ein optimales Expressionssystem dar, um
Hexosetransporter anderer Organismen heterolog zu exprimieren und zu
charakterisieren.

1.2 Glukosetransporter von Sdugern

Verschiedene Kinetiken, hormonelle Regulation und die Sensitivitdt gegentber
Inhibitoren lieBen lange Zeit vermuten, daB die Zuckertransportproteine der
verschiedenen Saugerzellen nicht identisch waren. Erst die Aufreinigung des
Glukosetransporters GLUT1 aus Erythrozyten im Jahr 1977 durch Kasahara und
Hinkle und die anschlieBende Klonierung und Sequenzierung (Mueckler et al.,
1985) fuhrte dazu, daB homologe Transporter aus anderen Geweben identifiziert
werden konnten. Bislang konnten 12 Glukosetransporter identifiziert werden, die
aufgrund ihrer Sequenzhomologie der GLUT-Familie zugeordnet und in Klassen
unterteilt werden konnten (Joost und Thorens, 2001; Joost et al., 2002). Die
Klasse | besteht aus den umfassend charakterisierten Glukosetransportern
GLUT1 bis GLUT4, die sich aufgrund ihrer gewebsspezifischen Distribution unter-
scheiden. Der Klasse Il gehéren der Fruktose-spezifische Transporter GLUT5 und
drei verwandte Proteine GLUT7, GLUT9 und GLUT11 an. Die Klasse Il ist
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charakterisiert durch das Fehlen einer Glykosylierungsstelle in der ersten
extrazellularen Linkerdoméane und durch das Vorkommen einer solchen Domane
in Loop 9. Zu den Transportern GLUT6, GLUT8, GLUT10 und GLUT12 der
Klasse Ill zahlt auch der Protonen-Myoinositol-Symporter HMIT. Ein Vergleich der
GLUT’s mit den Homologen in Hefe, C. elegans und in Drosophila (Doege et al.,
2000) deutet darauf hin, daB das Genom dieser Spezies die gleiche oder sogar
eine héhere Zahl an Zuckertransportfaszilitatoren umfaf3t, die eine signifikante
Ahnlichkeit zur GLUT-Familie aufweisen (Joost und Thorens, 2001). Die diversen
Klasse | GLUT s scheinen sich in Sdugern spezifisch entwickelt zu haben, da nur
ein Drosophila Homologes mit 35% Ubereinstimmung zu GLUT1 gefunden
werden konnte. Nahere Verwandte zu den Klasse Il GLUT’s 6 und 8 sind der
Hefe Inositoltransporter und der bakterielle Xylose und Arabinose-Protonen-
Symporter mit 28% identischen Aminoséuren (Joost und Thorens, 2001).

Die Hauptfunktion der Glukosetransporter in S&dugerzellen ist der Austausch von
Glukose Uber erleichterte Diffusion zwischen dem Blut und dem Zytoplasma der
Zelle, wobei sie zwischen den drei Glukose-Hauptorten, dem Blut, den extra-
zellularen Korperflissigkeiten und dem zellularen Zytoplasma vermitteln
(Mueckler, 1994). Die Charakterisierung einiger GLUT-Proteine durch Expression
in heterologen Systemen wie z.B. Xenopus-Oozyten (Baldwin, 1993; Gould et al.,
1991) oder Hefe (Kasahara und Kasahara, 1996; 1997) konnte die Erforschung
der Eigenschaften erleichtern, da die meisten Sdugerzellen mehrere unterschied-
liche Glukosetransporter exprimieren. Weitere Untersuchungen sind notwendig,
um die molekulare Funktion wie z.B. die Substratspezifitat, Affinitat, Regulation
der zellularen Lokalisierung und der Mechanismus des zellularen Traffickings der
noch wenig erforschten GLUT-Proteine zu klaren. Eine wichtige Frage, die es
derzeit zu klaren qgilt, ist, inwieweit sich Defekte im Kohlenstoffmetabolismus auf
Krankheiten in Sdugern auswirken.
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Tab. 1: Die Familie der Saugetier-Glukosetransporter (GLUT). Eine Ubersicht (iber das Vor-
kommen, Eigenschaften und Referenzen.

Transporter Distribution

Biologische Aufgabe

Referenz

GLUT1

GLUT2

GLUT3

GLUT4

GLUT5

GLUT6
(GLUT9)

GLUT7

GLUTS
(GLUTX1)

GLUT9
(GLUTX)

GLUT10

GLUT11
(GLUT10)

GLUT12

HMIT

Ubiquitér, vor allem in
Erythrozyten und Gehirn
(Blut/Hirn-Schranke)

Leber, pankreatische f3-
Zellen, Niere, Dinndarm

Gehirn (Neuronen)

Adipozyten, Skelettmus-
kelzellen, Herzmuskeln

Didnndarm-Schleimhaut

Gehirn, Milz; Leukozyten

bislang unbekannt

Hoden, geringe Anteile
auch in Muskelzellen und
Gehirn

ausschlieBlich in Niere
und Leber
Leber und Pankreas

Herz- und Skelettmuskel-
muskelzellen

Herz und Prostata

Gehirn

Genereller basaler Glukose-
transport; Transport tGber die
Blut/Hirn-Schranke

Intestinale und renale Ab-
sorption; pankreatische und
hepatische Kontrolle der
Glukose-Homeostasis

Aufnahme von Glukose in

die Neuronen des Gehirns

Glukosetransport in Zellen
Insulin-sensitiver Gewebe

Fruktose-Transporter

Nieder affiner Glukose-
transporter, evtl. Zucker-
Anionen-Transporter

pislang unbekannt, hat
Ahnlichkeit zu GLUT5

Glukosetransporter, durch

Fruktose inhibiert, evtl.
durch Insulin reguliert

Funktion bislang unbekannt

Funktion bislang unbekannt

Fruktosetransporter mit
geringer Affinitat fur
Glukose, evil. Regulation der
Glukosehomeostasis

Funktion bislang unbekannt

Inositoltransporter

(Mueckler et al., 1985;
Baldwin, 1993; Brown
2000; Mueckler, 1994)

(Fukumoto et al., 1988;
Baldwin, 1993; Brown,
2000; Mueckler, 1994)

(Kayano et al., 1988;
Baldwin, 1993; Brown,
2000; Mueckler, 1994)

(Fukumoto et al., 1989;
Baldwin, 1993; Brown,
2000; Mueckler, 1994)
(Kayano et al., 1990;
Baldwin, 1993; Brown,
2000;Mueckler, 1994)
(Doege et al., 2000;
Joost et al., 2001)
(Joost und Thorens,
2001)

(Doege et al., 2000;
Carayannopoulos et al.,
2000; Ibberson et al.,
2000)

(Phay et al., 2000)
(McVie-Wylie et al.,
2001)

(Doege et al., 2001)

(Rogers et al., 1998)

(Uldry et al., 2001)
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1.2.1 Ein Vergleich der homologen Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4

Die Séugerproteine GLUT1 und GLUT4 sind die wohl am besten erforschten und
charakterisierten Glukosetransporter der GLUT-Familie. GLUT1 ist die Glukose-
transporter-lsoform, die in fast allen menschlichen Zellen vorkommt und eine
zentrale Rolle im Metabolismus spielt. Der durch GLUT1 vermittelte Glukose-
transport findet vor allem in Erythrozyten statt, wo es mit einem Anteil von 6% das
am starksten vertretene Membranprotein ist, und in endo- und epithelialen Zellen,
welche zusammen die Blut/Gewebe-Schranke bilden (Takata et al., 1990;
Baldwin, 1993). Die GLUT1-Transporter aus Mensch, Ratte, Maus, Kaninchen
und Schwein bestehen alle aus 492 Aminosaureresten und besitzen mehr als
97% Sequenzhomologie (Mueckler et al., 1985; Birnbaum et al., 1986; Asano et
al.,, 1988; Kaestner et al,, 1989; Weiler Guttler et al., 1989). Untersuchungen
haben ergeben, dal3 GLUT1 eine breite Substratspezifitdt aufweist und neben
Hexosen auch Pentosen transportiert. Der Kn-Wert flur zero-trans Aufnahme-
messungen von Glukose bei einer physiologischen Temperatur von 37°C ergab
fur GLUT1 in menschlichen Zellen einen Wert von anndhernd 7 mM, womit der
Wert dicht an der durchschnittlichen Blutzucker-Konzentration von 5 mM liegt
(Lowe und Walmsley, 1986).

Der Glukosetransporter GLUT4, der mit 65% identischen Aminoséuren ein naher
Verwandter von GLUT1 ist, wird im Vergleich zu GLUT1 ausschlieBlich in insulin-
sensitivem Gewebe, wie Fett, Skelett- und Herzmuskeln exprimiert (James et al.,
1988; 1989; Olson und Pessin, 1996). In basalen, nicht durch Insulin stimulierten
Zellen, ist GLUT4 in tubulovesikularen Strukturen und in kleinen intrazellularen
Vesikeln im Zytoplasma verteilt lokalisiert (Klip et al., 1994; Kandror und Pilch,
1996; Olson und Pessin, 1996; Rea und James, 1997; Pessin et al., 1999).

1.2.2 Unterschiedliche Insulinsignalwege induzieren GLUT4-Translokation

In Abwesenheit von Insulin befindet sich der Hauptanteil des GLUT4 Proteins in
einem sogenannten ,steady-state“-Zustand im Inneren der Zelle. Dieser Zustand
wird durch eine geringe Recyclingrate bedingt, die fast 5-fach geringer ist als z.B.
die des Transferrinrezeptors (Tfr) (Tanner und Lienhard, 1987; Yang und Holman,
1993). Das Insulinsignal steigert die GLUT4 Exozytoserate um ein 5-Faches,
wahrend die Endozytoserate an der Zelloberfliche nur um ein 2-Faches verringert
wird (Jhun et al., 1992; Holman et al., 1994; Yeh et al., 1995).

Die durch Insulin stimulierte Translokation von GLUT4 aus den Speicher-
kompartimenten zur Plasmamembran ist ein Proze3 aus vielen Einzelschritten.
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Zuerst bindet Insulin an die Insulinrezeptoren der Zelle und die intrinsische
Proteinkinase der Rezeptor B-Untereinheit wird aktiviert. Es kommt zu einer Auto-
phosphorylierung des Insulinrezeptors und einer Phosphorylierung der Tyrosin-
reste verschiedener proximaler Proteine, wodurch zwei getrennte Signalwege
aktiviert werden (Saltiel, 2001). Neben dem PI3-Kinase Signalweg konnte auch
ein CAP/Cbl abhangiger Signalweg identifiziert werden, der bei der GLUT4
Translokation zur Plasmamembran eine Rolle spielt (Thurmond und Pessin,
2001). Beim PI3-Kinase Signalweg werden die Tyrosinreste der Insulin-Rezeptor-
Substrat Proteine (IRS) phosphoryliert, welche dann die PI3-Kinase aus dem
Cytosol an die Plasmamembran rekrutieren. Die PI3-Kinase phosphoryliert das
PIP2 der inneren Membran der Plasmamembran, wodurch die Serin/ Threonin-
Kinasen Akt und die atypischen PKC’s rekrutiert und aktiviert werden. Diese
Kinasen phosphorylieren wiederum weitere Molekule, die zu einer Abschnlrung
von GLUT4 Vesikeln fuhren, welche dann an die Zellperipherie gelangen (White,
1998; Oatey et al., 1999; Alessi, et al., 1997; Stokoe et al., 1997; Currie et al.,
1999; Hill, et al., 1999, Kohn et al., 1996). Es wird angenommen, daf3 der PI3-
Kinase/Akt-Signalweg die GLUT4 Vesikelabschniirung reguliert, aber nicht an der
Vesikelfusion mit der Zelloberflache beteiligt ist. Beim Cbl/CAP-Signalweg werden
Tyrosinreste des an den Insulinrezeptor gebundenen Proto-Onkoproteins Cbl
phosporyliert, was zur Assoziation des Adapterproteins CAP mit Cbl fihrt (Ahmed
et al., 2000; Ribon und Saltiel, 1997; Ribon et al., 1998). Der Cbl/CAP Komplex
dissoziiert vom aktivierten Insulinrezeptor und gelangt durch Bindung an das
Protein Flotillin zu Lipidraft-Doméanen in der Plasmamembran. Hierbei wird un-
abhangig von der Aktivierung der PI3-Kinase ein Signal fir die GLUT4 Translo-
kation vermittelt (Baumann et al., 2000; 2001).

Das Andocken und die Fusion der GLUT4 Vesikel mit der Plasmamembran weist
ahnliche Merkmale und identische Proteine wie die Vesikelabschnurung bei der
synaptischen Reizweiterleitung auf. Bei der GLUT4 Aufreinigung aus den
Speicherkompartimenten konnten ebenfalls die vesikel-SNARE Isoformen
Synaptobrevin (VAMP2) und Cellubrevin (VAMP3) isoliert werden (Cain et al.,
1992; Cheatham et al., 1996; Mastick und Saltiel, 1997; Olson et al., 1997; Martin
et al., 1998). In Skelettmuskelzellen konnten zwei verschiedene GLUT4 Speicher-
vesikelformen nachgewiesen werden, wobei die einen durch Insulin reguliert
werden und die anderen durch Bewegung und Muskelkontraktion (Aledo et al.,
1997; Ploug et al., 1998; Millar et al, 1999). Es wird angenommen, daf3 die
Synaptobrevin 2 enthaltenden GLUT4 Kompartimente durch Insulin reguliert und
die Cellubrevin 3 enthaltenden GLUT4 Kompartimente durch Bewegung bzw.
Muskelkontraktion, osmotischen Schock und GTPYS reguliert werden. Als target-
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SNARE Proteine fur die Insulin stimulierte GLUT4 Translokation wurden das
Syntaxin 4 und SNAP23 identifiziert (Volchuk et al., 1996; Olson et al., 1997; Rea
et al., 1998; Kawanishi et al., 2000). Syntaxin 4 ist Uber seine Transmembran-
domanen in der Plasmamembran lokalisiert und SNAP23 Uber zwei palmitylierte
Reste am N-Terminus. Weitere bislang bekannte und an der SNARE-Assoziation
beteiligte Proteine sind die SM-Proteine (Sec1/Munc18), Rab Effektorproteine,
Synip (Syntaxin 4 interagierendes Protein), Pantophysin und Cellugyrin und VAP-
23 (Thurmond und Pessin, 2001). Die Insulin stimulierte Translokation von GLUT4
aus den Speichervesikeln, aber nicht aus recycelnden Endosomen, kann durch
das Botulinus clostridium Toxin gehemmt werden, indem es zu einer spezifischen
Spaltung der v-SNARE und t-SNARE Komponenten fluhrt (Foran et al, 1999).
Inwiefern das mikrotubulare Zytoskelett eine Rolle bei der Insulin-stimulierten
GLUT4 Translokation spielt, ist noch weit unbekannt. Man postuliert derzeit, daf3
die GLUT4 Vesikel mit Hilfe des Kinesinmotors direkt zur Plasmamembran
geleitet werden oder die mikrotubuldren Strukturen die Speichervesikel in einem
,-Wartestadium® halten, bis es zu einem Insulinsignal kommt (Fletcher et al.,
2000).

Abb. 1: Das Modell zeigt die Beziehung zwischen dem PI-3 Kinase und dem CAP/Cbl-
Signalweg und der noch unbekannten Signalweiterleitung zu den GLUT4 Speichervesikeln
(GSV). Die Speichervesikel enthalten das v-SNARE Molekil (VAMP2) und die Plasmamembran
enthalt die t-SNARE Molekile SNAP23 und Syntaxin 4 (Syn4), plus das Syntaxin 4 bindende
Protein Munc18c, welches ebenfalls an der Vesikelfusion beteiligt ist.

+@ o GLUT4

o
: d i VAMP2
[ PKB PKC

Thurmond und Pessin (2001)
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Abb. 2: Modell der GLUT4 Translokation: 1) Vesikel Trafficking, 2) Andocken, 3) Halten, 4)
Fusion und die beteiligten Hilfsproteine.
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Thurmond und Pessin (2001)

1.2.3 GLUT4-Transportmotive

GLUT4 gehdrt zu einer kleinen Gruppe von Proteinen, die Uber den Sekretions-
weg transportiert, in spezifischen Kompartimenten nach dem Golgi gespeichert
werden und deren Translokation zur Plasmamembran durch Stimulation stark
reguliert ist bzw. die bei ausbleibender Stimulation wieder zu den Speicherkom-
partimenten zurlckkehren. Der Proze3 des GLUT4-Traffickings ist das Resultat
verschiedener Transportmotive innerhalb der N- und C-terminalen Doménen
(Lalioti et al., 2001). Hierzu z&hlen zum einen Dileucin- und Phenylalanin-Signale,
die haufig in solchen Membranproteinen gefunden wurden, welche im trans-Golgi-
Netzwerk sortiert oder durch Endozytose internalisiert werden. Zum anderen
scheint eine Folge aus sauren Aminoséaureresten und ein Tyrosinrest an der
Sortierung im Post-trans-Golgi-Netzwerk verantwortlich zu sein (Lalioti et al.,
2001). Die durch die Transportmotive bedingte zeitliche und prazise Abstimmung
von Retention und Trafficking deutet darauf hin, daf3 das Fett- und Muskelgewebe
die Glukosehomeostasie des kompletten menschlichen Kérpers kontrolliert.

Unabhéngige Studien haben gezeigt, daB eine auf Clathrin basierende
Machinerie, welche Membranproteine vom trans-Golgi-Netzwerk und der Plasma-
membran in das tubulovesikuldre System dirigiert, oft zwei strukturell unterschied-
liche Transportmotive erkennt, das sogenannte Phenylalanin/Tyrosin- und das
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Dileucin-Motiv (Chen et al., 1990; Collawn et al., 1990; Letourneur und Klausner,
1992; Matter et al., 1994). Trotz der strukturellen Unterschiede besitzen beide die
Fahigkeit, Clathrinadapter zur Membran zu rekrutieren, welche die Verpackung
der Membranproteine zum Transport in Clathrin beschichtete Vesikel einleiten.
Untersuchungen anhand von GLUT4/GLUT1- und GLUT4/Tfr-Chiméren haben
gezeigt, daB3 das C-terminale Dileucinmotiv den Transport vom trans-Golgi zu den
Endosomen reguliert und das N-terminale FsQQI-Motiv das GLUT4-Recycling von
der Zelloberflache zu den Speicherkompartimenten vermittelt (Melvin et al., 1999;
Palacios et al., 2001).

Tab. 2: In GLUT4 identifizierte Transportmotive und die Ubereinstimmung zu anderen
Membranproteinen.

Transport- Strukturelle Transportschritt Bestimmungsort
motivmuster Motive

YXX®/FXXD- &=L,IM\V,F Trans-Golgi Netzwerk Spate Endosomen, Lysosomen
(Guarnieri et al., 1993), basolaterale
Membran (Matter et al., 1994).

Plasmamembran Frihe Endosomen (Chen et al.,
1990; Collawn et al., 1990;
Letourneur und Klausner, 1992).

Friihe Endosomen Recycling zu Lysosomen (Melvin et
al. 1999; Palacios et al., 2001).

LL LI Folge aus sauren Trans-Golgi Netzwerk Benachbarte Speicher (Martinez-

LM oder basischen Arca et al., 2000), Prozessierungs
Resten aufwarts (Pieters et al., 1993) und Recycling
gerichtet Kompartimente, Lysosomen

(Letourneur und Klausner, 1992;
Sandoval et al., 1994) basolaterale
Membran (Matter et al., 1994).

Plasmamembran Frihe Endosomen (Aiken et al.,
Endosomen 1994) Recycling zum trans-Golgi
Netzwerk (Tikkanen et al., 2000).

C-terminale Post-trans-Golgi Endosomen (Nielsen et al., 2001)
Folge saurer Netzwerk und Speicherkompartimente
Aminosauren (Martinez-Arca et al., 2000) und

Prozessierung (Nielsen et al., 2001;
Xiang et al., 2000).

Bislang konnten zwei verschiedene Insulin-Signalwege identifiziert werden und
unterschiedliche Transportmotive innerhalb des GLUT4 Proteins, die Uber die
GLUT4 Translokation zur Plasmamembran Aufschluf3 geben. Es ist aber weiterhin
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ungeklart, inwiefern das Insulinsignal Uber die verschiedenen Signalwege zu den
GLUT4 Speicherkompartimenten gelangt und eine GLUT4 Vesikelverschmelzung
mit der Plasmamembran auslést. Mit Hilfe von Two-Hybrid-Interaktionsstudien,
Co-Immunopréazipitationsanalysen und Gradientenzentrifugation konnten weitere
Proteine gefunden werden, die direkt mit GLUT4 interagieren, deren Funktion im
Zusammenhang mit der GLUT4 Translokation aber noch unerforscht ist. Dazu
gehoren die schwere Myosinkette (3-Isoform) des menschlichen Herzmuskels, die
bifunktionelle glykolytische Fruktose-1,6-bisphosphataldolase aus menschlichen
Fettzellen, das Sentrin konjugierende Enzym Ubc9 aus Fettzellen der Maus und
das Adapterprotein Daxx aus menschlichen Herzmuskelzellen (Lee et al., 1997;
Kao et al, 1999; Giorgino et al, 2000; Lalioti et al., 2002). Ebenso konnten
Proteine identifiziert werden, die mit den GLUT4 Speichervesikeln direkt
assoziieren bzw. ebenfalls Bestandteile dieser Vesikel sind. Hierzu gehért das
GLUT4 Vesikel Markerprotein |IRAP (Insulin-Responsive-Aminopeptidase),
welches vollstandig mit GLUT4 in insulinsensitivem Gewebe kolokalisiert (Thoidis
und Kandror, 2001) und das insulin-sensitive kleine GTP-Bindeprotein Rab11,
welches das Vesikel Trafficking durch die recycelnden Endosomen zur Plasma-
membran kontrollieren soll und selbst durch Insulin zur Plasmamembran rekrutiert
wird (Ubré et al., 1993; Ullrich et al., 1996; Ren et al., 1998; Chen et al., 1998;
Kessler et al., 2000). Aus Untersuchungen in Hefe ist bekannt, da3 Rab Proteine
bei der Bildung des SNARE Komplexes bendtigt werden (Sogaard et al.,, 1994).
Es wurde gezeigt, dal3 die Kinase Akt-2 Proteine der GLUT4 Vesikel phosphory-
liert und es wird spekuliert, dal3 auch Rab11 phosphoryliert wird, welches dann die
Verbindung zwischen der Signalkaskade und der Vesikelfusion an der
Plasmamembran herstellt (Calera et al., 1998; Kupriyanova und Kandror, 1999;
Kessler et al., 2000).

Weitere noch unbekannte Proteine, die eine Verbindung zwischen den Insulin-
signalkaskaden und den GLUT4 Speichervesikeln herstellen, mussen identifiziert
werden, um den genauen Prozel3 der GLUT4 Translokation zur Plasmamembran
zu verstehen.

1.2.4 Durch Glukosetransportdefekte ausgeléste Krankheiten

Defekte im Glukosetransport scheinen sehr selten, auch wenn bis heute noch
nicht alle mdéglichen Defizienzen identifiziert wurden. Die Entdeckung der ersten
Mutationen in einem Gen, das flr einen Transporter der GLUT-Familie kodiert,
und einer damit verbundenen Stérung des Kohlenhydratmetabolismus, wurde
1949 durch Fanconi und Bickel gemacht (Fanconi und Bickel, 1949). Mutationen
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im GLUT2-Gen hatten unter anderem eine Akkumulation von Glykogen, eine
Glukose und Galaktose Intoleranz, Hypoglykédmie und ein gehemmtes Wachstum
zur Folge (Santer et al., 1997; 2002). Diese angeborene, &uBerst seltene
autosomal rezessive Stdrung ist in der Literatur unter dem Fanconi-Bickel-
Syndrom oder der Typ | Glykogenspeicherkrankheit bekannt. Kurze Zeit spéter
fand man Mutationen im GLUT1-Gen, die fur eine Beeintrachtigung des Glukose-
transportes an der Gehirn/Gewebe-Schranke verantwortlich waren (Klepper et al.,
1999). Diese autosomal dominante Stérung, die durch eine hohe Rate an
spontanen Neumutationen entsteht, ist auch als Glukosetransporter-Protein-
Syndrom (GTPS) bekannt (Seidner et al., 2000; Wang et al., 2000; Klepper et al.,
2001). Defekte der aktiven Na*/Glukose-Transporter SGLT1 und SGLT2 konnten
fur eine Glukose/Galaktose-Mangelabsorption und eine angeborene renale
Glukosurie verantwortlich gemacht werden (Brown, 2000). Neuere Unter-
suchungen haben gezeigt, dal3 auch in Knorpelzellen multiple Isoformen der
GLUT-Familie exprimiert werden und ein metabolisches Glukoseungleichgewicht
eine degenerative Stérung der Knorpelbildung bzw. eine Gelenkstérung zur Folge
hat (Mobasheri et al., 2002). Eine weiter Studie aus diesem Jahr konnte zeigen,
daf3 die Mitglieder der GLUT-Familie in Krebszellen oft Gberexprimiert vorliegen
und der erhdhte Energiebedarf fur die unkontrollierte Zellproliferation sogar dazu
fuhrt, da3 GLUT-Isoformen exprimiert werden, die unter normalen Bedingungen in
den jeweiligen Geweben nicht vorkommen (Medina und Owen, 2002).

Man geht heute davon aus, daf3 die weitverbreitete Form des Typ Il Diabetes oder
der nicht Insulin-abhé&ngige Diabetes mellitus (NIDDM) ebenfalls durch Defekte im
Glukosemetabolismus hervorgerufen wird. Es konnte gezeigt werden, dal3 eine
Insulinresistenz durch reduzierte Glukoseaufnahme bei normaler Insulinkon-
zentration das Resultat polygener Defekte und duBBerer Faktoren ist (Czech, 1995;
Reaven, 1995; Kahn, 1994). In GLUT4-Uberexpressions und ,knocked-out“-
Experimenten mit Mausen konnte gezeigt werden, das eine reduzierte Expression
von GLUT4, eine verminderte Glukosetransportaktivitdt und eine Stérung der
Translokation von GLUT4-Speichervesikeln zur Plasmamembran mogliche
Ursachen fur eine verminderte Glukoseaufnahme sein kénnen (Eriksson et al.,
1992; Garvey et al, 1989; 1991). Da bislang keine Mutationen des humanen
GLUT4-Gens identifiziert werden konnten, fehlen die Beweise fir einen
Zusammenhang zwischen dem GLUT4-Polymorphismus und NIDDM (Bjorbaek et
al., 1994; Lesage et al.,1997).
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1.2.5 Heterologe GLUT-Expression in Hefe

Die Charakterisierung und Erforschung verschiedener S&uger-GLUT-Isoformen
konnte mit Hilfe transgener Mausemodelle (Katz et al, 1995; 1996) und
heterologer Expressionssysteme wie Xenopus Oocyten, Zellkulturen, Insekten-
zellen und Hefe durchgefuhrt werden (Baldwin, 1993; Mueckler, 1994; Kasahara
und Kasahara, 1996; 1997). Nachteile der heterologen Expressionssysteme
waren unter anderem eine verminderte Aktivitdt der heterolog exprimierten
Transporter, endogene Transporter, die intrazellulare Retention der Transport-
proteine und auch die Expression inaktiver Transporter.

Der Vorteil der Hefe als Expressionssystem bei der Erforschung heterologer
Proteine ist zum einen die schnelle Verdopplung und zum anderen eine leichte
Manipulierbarkeit des relativ kleinen, haploiden und bereits sequenzierten Hefe-
genoms (1,4x10” bp) und die funktionelle Ubertragbarkeit vieler grundlegender
Mechanismen auf &hnliche Mechanismen in héheren Eukaryonten, wie Signal-
kaskaden, Sekretionswege und der Kohlenstoff-Metabolismus. Die Verflugbarkeit
existierender Mutanten mit Defizienzen im Membrantransport (Zucker, Amino-
séuren, Lipide etc.) bietet sich fir die Analyse heterolog exprimierter Proteine
insofern an, als dafB man mit Hilfe von Komplementationstests sehr einfach die
Funktionalitdt der Proteine testen und mdgliche inhibierende Effekte, die durch
hefeeigene Faktoren bestimmt sein kénnen, durch die Herstellung weiterer Gen-
deletionen reduzieren kann. Oft sind heterologe Membrantransporter aufgrund
von Fehlfaltung oder unzureichender Modifikation inaktiv oder werden in Kompar-
timenten des sekretorischen Weges (ER, Golgi, sekretorische Vesikel) zurick-
gehalten und gar nicht an der Zelloberflache lokalisiert (Kasahara und Kasahara,
1996; 1997).

Die heterologe Expression der Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 wurde in
einer friheren Studie in einem Hefestamm untersucht, der keine endogenen
Hexosetransporter mehr besaf3 (siehe Abschnitt 1.1.1) (Wieczorke et al., 2002).
Um die heterologen Glukosetransporter funktionell zu exprimieren, waren
zusatzliche Mutationen in diesem Stamm notwendig. Trotz der GLUT1-Lokali-
sierung an der Plasmamembran, war der Transporter erst in einem fgy1-1-
Mutantenstamm funktionell. Die Funktion von Fgy1 (functional expression of glut1
in yeast) ist noch weitgehend unbekannt, man geht davon aus, daf es in der Hefe
als Hilfsprotein die Aktivitat von Plasmamembranproteinen reguliert (Wieczorke et
al., 2002). GLUT4 wurde in intrazellularen Strukturen zuriickgehalten und erst in
Ahxt fgy1-1 fgy4X Mutantenstdmmen funktionell in der Plasmamembran
exprimiert.
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1.3 EinfluB der Membrankomponenten auf Transportproteine

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dal3 die Membranzusammensetzung
der Zellen einen direkten EinfluB auf die Aktivitdt von endogenen Membran-
proteinen und heterolog exprimierten Plasmamembrantransportern hat (Saeki et
al.,, 1991; Krishnamurthy und Prasad, 1999; Kaur und Bachhawat, 1999). Es
konnte ebenfalls gezeigt werden, daf3 ein Mangel an Phosphatidyl-Ethanolamin
einen direkten EinfluB auf die Aktivitdt von Aminosauretransportern und auf die
Translokation der Can1 Permease zur Zelloberflache hat (Opekarova et al.,
2002). Die Bindung von Membranproteinen an sogenannte Lipidrafts spielt eine
wichtige Rolle bei der Translokation zur Plasmamembran (Bagnat et al., 2000).
Lipidrafts wurden zuerst in Sdugerzellen entdeckt, wo sie sich durch eine laterale
Assoziation von Sphingolipiden und Cholesterol bilden und als Plattform bei der
Sortierung von Proteinen und Lipiden dienen (Simons und van Meer, 1988;
Simons und lkonen, 1997). In Hefe setzen sich Lipidrafts aus Sphingolipiden und
Ergosterol zusammen und man geht davon aus, daB sie nur zur Zelloberflache
und nicht zur Vakuole dirigiert werden (Bagnat et al., 2000).

Biologische Membranen bestehen hauptsachlich aus Proteinen und Lipiden und
dienen der Zelle als hochselektive Permeabilitditsschranke. Sie besitzen
molekulare Pumpen und Kanéle, die die Molekll- und lonenzusammensetzung
des intrazellularen Mediums regulieren. Die drei Membranhauptlipide sind
Phospholipide, Glykolipide und Cholesterin. Phospholipide leiten sich von Glyzerin
oder dem komplexeren Sphingosin ab. Die sogenannten Phosphoglyzeride
bestehen aus einem Glyzerinrickgrat, zwei Fettsdureketten und einem
phosphorylierten Alkohol. Dabei hat die Lange der Fettsdureketten in den
Membranlipiden einen Einflu3 auf die Membranfluiditdt. Mdégliche Alkohol-
komponenten in Phosphoglyzeriden kénnen das Serin, Ethanolamin, Cholin,
Glyzerin oder Inositol sein. Glykolipide sind zuckerhaltige Lipide, bei denen die
Aminogruppe des Sphingosingeristes mit einer Fettsdure acetyliert ist.
Cholesterin kommt hauptsachlich in Eukaryonten vor und fehlt in den meisten
Prokaryonten. Man geht davon aus, daf3 es entstand als die Erdatmosphére aerob
wurde, da die Plasmamembran der eukaryontischen Zellen reich an Cholesterin
sind, wohingegen die Membranen der Organellen weniger von diesem neutralen
Lipid enthalten (Paltauf et al., 1992; Parks und Casey, 1995; Zinser und Daum,
1995). Prokaryonten regulieren die Fluiditat inrer Membranen durch Variation der
Doppelbindungszahl und der Lange der Fettsdureketten. Bei Eukaryonten ist das
Cholesterin der Hauptregulator der Membranfluiditdt. Es besteht aus einem
Steroidgerust mit einer Hydroxylgruppe an dem einen Ende und einem
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beweglichen Kohlenwasserstoffschwanz an dem anderen Ende. Das Hauptsterol
der Hefe und pathogener Pilze ist Ergosterol, welches dem Cholesterol in seiner
Struktur sehr &hnlich ist. Weshalb die Hefe Ergosterol statt Cholesterol in seine
Phospholipid-Bilayermembran einbaut, ist noch nicht geklart, man geht aber
davon aus, daf3 es eine Anzahl von Zellfunktionen effektiver ausfihrt als andere
Sterole. Einer der Hauptunterschiede zwischen Ergosterol und Cholesterol ist eine
Doppelbindung zwischen den C-Atomen 7 und 8, wodurch ein konjugiertes
Diensystem im B-Ring des Steroidgeristes gebildet wird. AuBerdem besitzt
Ergosterol eine ungesattigte Seitenkette mit einer Methylgruppe am C-24-Atom.

Ergosterol und seine Biosynthese sind bei der Bekdmpfung von Pilzerkrankungen
ein Hauptziel in der Entwicklung von Antifungiziden. Einige Wirkstoffe, zum
Beispiel polyene Antibiotika, blockieren gezielt die Ergosterolbiosynthese von
Pilzen, haben aber keinen EinfluB auf die Cholesterolsynthese des Wirts-
organismus. Eine der Hauptfunktionen von Ergosterol ist auch in Hefe die Erhal-
tung der Membranfluiditat gegentber auB3erlichen Einflissen, wie Mediumwechsel
und Temperaturschwankungen. Die Ergosterolsynthese ist ein aerober Prozef3,
der molekularen Sauerstoff und Ham erfordert (Parks und Casey, 1995). Die
Biosynthese vom Acetyl-CoA bis zum Squalen ist unabhéngig von Sauerstoff, die
weitere Synthese vom Squalen zum Ergosterol verlauft sauerstoffabhangig
(Abb. 3). Bei anaerobem Wachstum muf3 die Hefe das metabolisch aufwendig zu
erzeugende Ergosterol aus dem Medium aufnehmen. Im Vergleich zur Plasma-
membran befinden sich in den Membranen des endoplasmatischen Retikulums
und der Mitochondrien kaum Sterole (Zinser et al., 1993; Zinser und Daum, 1995).
Das ist ein Hinweis auf ein intrazellulares Trafficking der synthetisierten Sterole zu
den entsprechenden Kompartimenten. Untersuchungen haben gezeigt, daB das
Ergosterol, welches ca. 50% der Sterole in der Hefe ausmacht, nicht verestert in
der Plasmamembran integriert vorliegt. Die z.B. mit Fettsduren veresterten Sterole
bilden inaktive Speicherformen, die durch Hydrolyse wieder in freies Sterol und
Fettsduren gespalten werden kénnen. Diesen Vorgang macht sich die Hefe bei
der Membranbiogenese zu Nutze, wenn die Sterolsynthese z.B. durch auf3erliche
Einflisse gehemmt ist.

In S. cerevisiae bilden sogenannte Lipid-Partikel Speichereinschlisse fur Tri-
Acylglyzerole (TAG) und man geht davon aus, dal3 sie am Sterolmetabolismus
und Transport beteiligt sind (Leber et al., 1995b; Zinser und Daum, 1995). Die C-
24 Methyltransferase (Erg6), ein Schlisselenzym der letzten Schritte der
Ergosterolbiosynthese, konnte fast ausschlieBlich in Lipid-Partikeln nachgewiesen
werden (Gaber et al., 1989; Hardwick und Pelham, 1994). So konnte auch gezeigt
werden, daf3 Lipid-Partikel neben den Tri-Acylglyzerolen zu 50% aus veresterten
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Sterolen, wie Ergosterol und einigen Sterolintermediaten wie Zymosterol und
Fecosterol, bestehen, wohingegen Phospholipide oder Proteine in sehr geringen
Anteilen gefunden wurden.

Im Gegensatz dazu macht das Ergosterol 95% der freien Sterole der
Plasmamembran aus. Nach der Sterolsynthese in mikrosomalen Fraktionen,
werden die Sterole im Endoplasmatischen Retikulum mit Fettsauren verestert und
in Lipid-Partikeln gespeichert (Leber et al., 1995), bis sie an der Plasmamembran
wieder hydrolytisch gespalten werden. Ein ahnliches Modell wird far die Trans-
lokation von Cholesterolestern postuliert (Leber et al., 1995b).

Abb. 3: Die Sauerstoff abhédngigen und unabhéngigen Schritte der Ergosterolbiosynthese
und die beteiligten Gene.
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1.4 Das Split-Ubiquitin-System

Das Split-Ubiquitin-System wurde zum ersten Mal durch Johnsson und
Varshavsky beschrieben, um Proteininteraktionen in vivo nachzuweisen
(Johnsson und Varshavsky, 1994). Ubiquitin ist ein Polypeptid aus 76 Amino-
sauren, welches in einen N-terminalen Bereich (Nub: Aminosauren 1-37) und
einen C-terminalen Bereich (Cub: Aminosauren 35-76) unterteilt werden kann. Die
Ko-Expression des Nub- und des Cub-Bereichs als lbsliche, zytosolische
Polypeptide fuhrt zu einer Zusammenlagerung beider Fragmente zu einer nativen
Struktur, die als Substrat von der zytosolischen Ubiquitin-spezifischen Protease
(UBPs) erkannt werden kann. Ein Austausch der Aminoséure Isoleucin an
Position 13 im Nub gegen ein Glycin (Nub-G) setzt die Assoziation der beiden
Ubiquitinhalften soweit herab, dal3 eine Interaktion beider Halften nicht mehr von
alleine moglich ist. Erst wenn die Nub-G- und Cub-H&lften an Proteine fusioniert
werden, die miteinander interagieren, wird die Interaktion der Ubiquitinhélften
moglich. Ein an die Cub-Halfte fusioniertes Reporterprotein wird nach der Re-
Assoziation von der Ubiquitin-spezifischen Protease abgespalten und kann
spezifische Reportergene aktivieren. Eine modifizierte Version des Systems
wurde entwickelt, um Membranprotein-Interaktionen zu identifizieren, die mit dem
konventionellen Two-Hybrid-System in Hefe nicht méglich waren (Stagljar et al.,
1998; Stagljar und te Heesen, 2000). In diesem modifizierten Split-Ubiquitin-
System wurden Nub und Cub an membran-gebundene Proteine fusioniert. Ein
Reporterprotein ,PLV* bestehend aus Protein A (zur Detektion des Proteins mit
IgG), Lex A (DNA-Bindeprotein) und dem Transkriptionsaktivator VP16 wird
hierbei C-terminal an Cub fusioniert. Eine Assoziation der beiden Ubiquitinhalften
fuhrt zur Spaltung des PLV-Reporterproteins, welches in den Zellkern gelangt und
dort z.B. das p-Galaktosidase-Reportergen aktiviert. Die Interaktion zweier
Membranproteine kann durch enzymatische Messung der Aktivitdt der B-
Galaktsosidase gemessen werden.
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1.5 Das Ziel dieser Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte durch Klonierung und Charakte-
risierung von FGY4X ein hefeeigener Faktor identifiziert werden, der fir die
GLUT4-Retention in intrazellularen Strukturen in dem hier untersuchten Hefe-
stamm verantwortlich ist. Desweiteren sollte mit Hilfe des in der Hefe etablierten
Split-Ubiquitin-Systems nach Proteinen gesucht werden, die mit GLUT4 inter-
agieren. Dabei war von groBem Interesse, ob GLUT4 auch mit sich selbst und
aufgrund der groBen Homologie auch mit dem humanen Glukosetransporter
GLUT1 und den Hexosetransportern Hxt1 und Hxt9 aus Hefe interagiert. In
Interaktionstests mit einer cDNA-Genbank aus menschlichem Skelettmuskel-
gewebe sollte nach speziellen Saugerproteinen gesucht werden, die mdglicher-
weise mit GLUT4 interagieren. Die Charakterisierung der bereits bekannten mit
GLUT4 interagierenden Proteine wurde zum gré3ten Teil in Two-Hybrid-Anaylsen
und Coimmunoprazipitationstests durchgefihrt und beschrankte sich auf den
Interaktionsnachweis mit GLUT4-Proteindoménen (N- und C-Terminus). Das Split-
Ubiquitin-System bietet die Mdglichkeit eine Interaktion zwischen zwei
Membranproteinen und/oder einem Membranprotein und einem cytosolischen
Protein in seiner nativen Form nachzuweisen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Stdmme und Medien

2.1.1 Bakterienstdmme

Tab. 3: Escherichia coli (E. coli).

Stamm Genotyp Quelle/Referenz
DH5aF’ F’, @80dlacZAM15, A(lacZYA-argF), U169, deoR, recA1, Gibco BRL,
endA1, hsdR17(r¢ m"), supE44, X', gyrA96, thi-1, relA1 Gaithersburg/MD, USA

DH10B F’, mcrA A-(mrr hsdRMS-merBC), ©80dlacZAM15, AlacX74, Gibco BRL,
deoR, recA1, araA139, A(ara, leu)7697, galU, galK, ), rpsL,  Gaithersburg/MD, USA
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(Tef)]

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.

2.1.3 Hefestamme

Tab. 4: Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae).

Stamm Genotyp Quelle/Referenz

CEN.PK2-1C  MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° K.-D. Entian
(=VW1A) sucz

CEN.PK2-1C  MAT« leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° K.-D. Entian
(=VW1B) sucz

EBY109A MATa leut E. Boles, Dusseldorf
EBY109B MATa. leut E. Boles, Dusseldorf
EBY139A MATa E. Boles, Dusseldorf
L40 MATa trp1 leu2 his3 LYS2::lexA-HIS3 URAS3::lexA-LacZ (Vojtek et al., 1993)

YG673 MATa trp1 leu2 his3 LYS2::lexA-HIS3 URA3::lexA-LacZ (Stagljar et al., 1998)

WBP1::pRS305(Awbp1CubProtALexAVP16)
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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.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.VW4000 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 Amph2 Amph3 leu2-  (Wieczorke et al., 1999)
3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2

EBY.F4-(1-9) MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 fgy1-1 fgy41-49 leu2- (Wieczorke et al., 2002)
3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2

Tab. 5: Stamme von S. cerevisiae, die im Rahmen dieser Arbeit konstruiert wurden.

Stamm Genotyp Quelle/Referenz

EBY.S70 MATo. Ahxt1-17 Agal2 Aagﬂ Astl1 fgy1-1 leu2-3,112 ura3-52 diese Arbeit

(=SDY.010) trp1-289 his3-A1 MAL2-8 SUC2

SDY.013 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 fgy1-1 fgy41 leu2-3,112 diese Arbeit
ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2 lexA::lacZ::URA3

SDY.014 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 fgy1-1 fgy44 leu2-3,112 diese Arbeit
ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2 lexA::lacZ::URA3

SDY.015 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 fgy1-1 fgy47 leu2-3,112 diese Arbeit
ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2 lexA::lacZ::URA3

SDY.020 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 fgy1-1 ers1::kanMX leu2- diese Arbeit
3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° suC2

SDY.022 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 fgy1-1 erg4::kanMX leu2- diese Arbeit
3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° suC2

SDY.024 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 fgy1-1 erg5::kanMX leu2- diese Arbeit
3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° suC2

SDY.025 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 AstlT Amph2 Amph3 diese Arbeit
erg4::kanMX leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8°
sucz

SDY.026 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 fgy1-1 erg4::HIS3MX6 diese Arbeit
erg5::kanMX leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8°
sucz

SDY.028 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 fgy1-1 erg4::kanMX leu2- diese Arbeit

3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2
lexA::lacZ::URA3

SDY.029 MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 AstlT Amph2 Amph3 SUC2 diese Arbeit
erg5::kanMX leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8°
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2.1.4 Medien und Anzucht von Hefestammen

Vollmedium (YEP): 1% Hefeextrakt, 2% Bacto-Pepton,
Kohlenstoffquelle in der jeweils an-
gegebenen Konzentration.

Synthetisches Minimalmedium (YNB): 0,67% Yeast Nitrogen Base w/o
Aminoacids, pH 6,3, Aminosaure/
Nukleobase-Ldsung, Kohlenstoff-
quelle in der jeweils angegebenen
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 und Maltose verwendet, die mit dem
Medium autoklaviert wurden. Feste Nahrboden enthielten zusatzlich 1,8% Agar.
Zur Selektion auf plasmidhaltige Zellen wurde auf die Zugabe der entsprechenden
Aminosauren oder Nukleobasen verzichtet. Fir die Selektion auf Verlust eines
Plasmids mit URA3-Marker (ura’-Zellen) wurden YNB-Agarplatten benutzt, die
neben 0,44 mM Uracil zusétzlich 1 mg/ml 5-FOA enthielten (Boeke et al., 1984).
Die Selektion auf Geneticinresistenz wurde auf Vollmediumplatten mit 200 pg/ml
G418 durchgefihrt.

Die Anzucht der Hefezellen erfolgte bei 30°C.



Material und Methoden Seite 27

2.2 Plasmide

Tab. 6: Verwendete Plasmide.

Plasmid Quelle/Referenz Beschreibung

pUG6 (Guldener et al., 1996) DNA-Vorlage fur die Amplifizierung von DNA-
Fragmenten zur Deletion von Genen mit dem
loxP::kanMX::loxP-Selektionsmarker

pFA6a-HIS3MX (Guldener et al., 2002) DNA-Vorlage fir die Amplifizierung von DNA-
Fragmenten zur Deletion von Genen mit dem
HIS3-Selektionsmarker

YCplac33 (Gietz und Sugino, 1988)  CEN/ARS-Vektor mit URA3-Selektionsmarker

YCplac111 (Gietz und Sugino, 1988)  CEN/ARS-Vektor mit LEU2-Selektionsmarker

YEplac112 (Gietz und Sugino, 1988)  2u-Vektor mit TRP1-Selektionsmarker

YEplac181 (Gietz und Sugino, 1988)  2u-Vektor mit LEU2-Selektionsmarker

YEplac195 (Gietz und Sugino, 1988)  2u-Vektor mit URA3-Selektionsmarker

YCp50-HO E. Boles, Dusseldorf Plasmid fir die Expression der HO-Endonuklease
der Hefe in einem URAS3-Vektor

pSH47 (Guldener et al., 1996) Cre-Rekombinase hinter dem GAL2-Promotor der
Hefe; URA3-Selektionsmarker

p426MET25 (Mumberg et al., 1994) 2u-Expressionsvektor mit URA3-Selektions-
marker, MET25-Promotor und CYC1-Terminator

pLexA(ox5) (Rosenbaum, 1993) GAL1::lacZ Fusionsplasmid zur genomischen
Integration in das URA3-Gen, mit 5 /exA Opera-
torregionen -167 bp vor dem Transkriptionsstart

pNub-WT-ALG5  (Stagljar et al., 1998) 2pu-Klonierungsvektor fur die N-terminale Fusion
von Proteinen mit dem Ubiquitin-N-Terminus,
TRP1-Marker, CUP1-Promotor und -Terminator

pNub-G-ALG5 (Stagljar et al., 1998) wie pNub-WT-ALG5 mit mutiertem Ubiquitin-N-
Terminus (lle13Gly)

pRS305 (Stagljar et al., 1998) Insertionsvektor fiir die C-terminale Fusion von

(Awbp1CubProtA Proteinen mit dem Ubiquitin-C-Terminus plus

LexAVP16) Reporterprotein PLV, LEU2-Marker, kein Origin

pCPLV te Heesen, Zilrich 2u-Expressionsplasmid zur konstitutiven Expres-
sion des Fusionsproteins Cub-PLV, ADH1-Promo-
tor und -Terminator, LEU2-Marker

pRS313-STE2 (Johnsson und STEZ2 hinter dem CUP-Promotor und vor der Cub-

Varshavsky, 1994) RURA3 Gensequenz, CEN/ARS-Vektor mit HIS3-
Selektionsmarker

YEpH2-rGLUT1 (Wieczorke et al., 2001) GLUTT1 der Ratte hinter dem HXT2-Promotor in
2p-Vektor mit TRP1-Selektionsmarker und GAL2-
Terminator
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YEpH2-rGLUT4

(Wieczorke et al., 2001) GLUT4 der Ratte hinter dem HXT2-Promotor in

2u-Vektor mit TRP1-Selektionsmarker und GAL2-

Terminator

YEp4H7- (Wieczorke et al., 2001) GLUT1 des Menschen hinter dem verkulrzten

hsGLUT1 HXT7-Promotor in 2p-Vektor mit URA3- Selek-
tionsmarker und CYC17-Terminator

YEp4H7- (Wieczorke et al., 2001) GLUT4 des Menschen hinter dem verkUrzten

hsGLUT4 HXT7-Promotor in 2u-Vektor mit URA3- Selek-
tionsmarker und CYC1-Terminator

YEpKHXT7 (Krampe et al., 1998) HXT7 hinter verklrztem HXT7-Promotor in 2p-
Vektor mit URA3-Selektionsmarker und CYC1-
Terminator

pTHHXT9 (Hammacher, 2001) HXT9 hinter verkurztem HXT7-Promotor in 2p-
Vektor mit URA3-Selektionsmarker und CYC1-
Terminator

YCpFGY1- (Voss, 2001) FGY1 mit eigenem Promotor in CEN/ARS-

CubPLV Plasmid mit LEU2-Selektionsmarergen,
C-terminale Fusion mit CUBPLV

YCpCD147- (Makuc, 2002) CD147 des Menschen hinter verkiirztem HXT7-

CubPLV Promotor in CEN/ARS-Plasmid mit LEU2-Selek-
tionsmarkergen, C-terminale Fusion mit CUBPLV

Ylp5 (Botstein et al., 1979) Integrationsplasmid mit AMP"-Selektionsmarker

und URAS3-Selektionsmarker

Tab. 7: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide.

Plasmid

Beschreibung/Referenz

pNub-WT-hsGLUT4

pNub-G-hsGLUT4

pNub-WT-hsGLUT1

pNub-G-hsGLUT1

pNub-WT-HXT9

pNub-G-HXT9

pNub-WT-ERG4

pNub-G-ERG4

GLUT4 des Menschen gegen ALGS5 im pNub-WT-ALG5
ausgetauscht, N-terminale Fusion mit NUB

GLUT4 des Menschen gegen ALG5 im pNub-G-ALG5 ausgetauscht,
N-terminale Fusion mit NUB

GLUT1 des Menschen gegen ALG5 im pNub-WT-ALG5
ausgetauscht, N-terminale Fusion mit NUB

GLUT1 des Menschen gegen ALG5 im pNub-G-ALG5 ausgetauscht,
N-terminale Fusion mit NUB

HXT9 der Hefe gegen ALG5 im pNub-WT-ALGS5 ausgetauscht,
N-terminale Fusion mit NUB

HXT9 der Hefe gegen ALG5 im pNub-G-ALG5 ausgetauscht,
N-terminale Fusion mit NUB

ERG4 der Hefe gegen ALG5 im pNub-WT-ALG5 ausgetauscht,
N-terminale Fusion mit NUB

ERG4 der Hefe gegen ALG5 im pNub-G-ALGS5 ausgetauscht,
N-terminale Fusion mit NUB
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pNub-WT-UBC9

pNub-G-UBC9

pRShsGLUT4-CubPLV

YCpH7hsG4-CubPLV

YCpMet25hsG4-CubPLV

YCpFGYhsG4-CubPLV

YCpH7hsG1-CubPLV

YCpH7HXT9-CubPLV

YCpH7ERG4-CubPLV
YCpH7HXT1-CubPLV
YCpH7SHR3-CubPLV
pRShsG1-CubURA

pRSHXT9-CubURA

YEpGB1

YEpGB2

YEpGB3

YEpGB5

UBC9 des Menschen gegen ALG5 im pNub-WT-ALG5 ausgetauscht,
N-terminale Fusion mit NUB

UBC9 des Menschen gegen ALG5 im pNub-G-ALGS5 ausgetauscht,
N-terminale Fusion mit NUB

GLUT4 des Menschen mit verklrztem HXT7-Promotor von YEp4H7-
hsGLUT4 amplifiziert und gegen Awbp1 im Insertionsplasmid
pRS305(Awbp1-Cub-ProtA-LexA-VP16) ausgetauscht

GLUT4 des Menschen mit verklrztem HXT7-Promotor und C-termi-
naler Fusion von CubPLV von pRShsGLUT4-CubPLV amplifiziert und
Uber homologe RP/UP-HOM-Stellen in YCplac111 kloniert

MET25-Promotor von p426MET25 gegen verkiirzten HXT7-
Promotor in YCpH7hsG4-CubPLV ausgetauscht

FGY1-Promotor von YCpFGY1-CubPLV gegen verkirzten HXT7-
Promotor in YCpH7hsG4-CubPLV ausgetauscht

GLUT1 des Menschen mit verklrztem HXT7-Promotor von YEp4H7-
hsGLUT1 gegen GLUT4 mit verklrztem HXT7-Promotor in
YCpH7hsG4-CubPLV ausgetauscht

HXT9 der Hefe mit verkirztem HXT7-Promotor von pTHHXT9 gegen
GLUT4 mit verklrztem HXT7-Promotor in YCpH7hsG4-CubPLV
ausgetauscht

ERG4 der Hefe gegen GLUT4 in YCpH7hsG4-CubPLV ausgetauscht
HXT1 der Hefe gegen GLUT4 in YCpH7hsG4-CubPLV ausgetauscht
SHR3 der Hefe gegen GLUT4 in YCpH7hsG4-CubPLV ausgetauscht

GLUT1 des Menschen von YEp4H7-hsGLUT1 gegen STE2im
pRS313-STE2 ausgetauscht, hinter CUP-Promotor und vor der Cub-
RURA3 Gensequenz

HXT9 der Hefe von pTHHXT9 gegen STE2im pRS313-STE2 ausge-
tauscht, hinter CUP-Promotor und vor der Cub-RURA3 Gensequenz

Im Rahmen der Komplementation von fgy4X aus einer Hefe-
Genbank isoliertes und sequenziertes Plasmid mit den ORF’s CTRS3,
YLR412w, YLR423w und YLR414c des Chromosoms XlI; URAS3-
Selektionsmarker

Im Rahmen der Komplementation von fgy4X aus einer Hefe-
Genbank isoliertes und sequenziertes Plasmid mit den ORF’s TRP1,
GAL3 und SNO2 des Chromosoms IV; URA3-Selektionsmarker

Im Rahmen der Komplementation von fgy4X aus einer Hefe-
Genbank isoliertes und sequenziertes Plasmid mit dem ORF FGY1
des Chromosoms XIV; URA3-Selektionsmarker

Im Rahmen der Komplementation von fgy4X aus einer Hefe-
Genbank isoliertes und sequenziertes Plasmid mit den ORF’s
SSK22, SOL2, ERS1 und YCRO76c des Chromosoms lll; URAS-
Selektionsmarker
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YEpYLR411/412 Multicopy-Suppressorplasmid des Wachstums der GLUT4 exprimie-
renden fgy4-Mutante EBY.F4-7 auf Glukosemedium

YEpYLR411 Multicopy-Suppressorplasmid des Wachstums der GLUT4 exprimie-
renden fgy4-Mutante EBY.F4-7 auf Glukosemedium

2.3 Synthetische Oligonukleotide

Tab. 8: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide.

Oligo Sequenz (5— 3") Beschreibung
3’-LD-PCR TCGCCCGGAATTAGCTTGGCTGC Abwarts-Primer zu 5°-LD-PCR, homolog
AGGAATTCGATATCAAGCT zur Sequenz hinter ALG5
5°-LD-PCR GAAAATTCAAGACAAGGAAGGGA Aufwarts-Primer zur Klonierung von
TCCCTGGTGGG cDNA-Fragmenten als Fusion hinter

NUB in pNub-WT/G-ALG5

al-ERGS3 CATCGCAAGTTACGACGCGTT Aufwérts-Primer; Nachweis einer erg3-
Deletion

a4-ERG3 GCTCATAGTTGTTTATGGACG Abwarts-Primer zu a1-ERG3

al-ERG4 GCAAGTGATGTGCAAATTGTC Aufwarts-Primer, Nachweis einer erg4-
Deletion

a4-ERG4 CATTTACAAAACTGACCC Abwarts-Primer zu a1-ERG4

al-ERG5 CATCACAAGCAGCTGCTCGTT Aufwérts-Primer; Nachweis einer erg5s-
Deletion

a2-ERG5 CATACCATGTTTTAGTGTAAG Abwarts-Primer zu a1-ERG5

a3-ERG5 CTGCAGACATGGCCATGAAGA Aufwarts-Primer; Nachweis einer erg5-
Deletion

a4-ERG5 AACATCCTTCTTGGATTGCAA Abwarts-Primer zu a1-ERG5 und zu a3-
ERG5

al-ERG6 GATGCAACAGGGTAAGATCAG Aufwarts-Primer; Nachweis einer erg6-
Deletion

a4-ERG6 GCAAGAAATCCAATGGCTTTC Abwarts-Primer zu a1-ERG6

al-ERSH1 GGAGGGTCAGGATCTGGCTTTA  Aufwarts-Primer; Nachweis einer ers1-
Deletion

a4-ERSH1 GATTCCGTCAAACTTCCGATG Abwarts-Primer zu a1-ERS1

a1YLR143 GATTATGGGTTCGAATAGTAC Aufwérts-Primer; Nachweis einer ylr143-
Deletion

a4YLR143 CGAAAATAAAATTGATCACGC Abwarts-Primer zu a1YLR143

CUPGLT4URA1  GATATTAAGAAAAACAAACTGTAA Aufwarts-Primer zur Herstellung einer
CGAATTCATGCCGTCGGGCTTCC Fusion des humanen GLUT4 mit CUB
AACAGATA RURA3 (Homologie zum CUP-
Promotor)

CUPGLT4URA2 CAATCTTTGTTGATCTGGAGGGA Abwarts-Primer zu CUPGLT4URAT;
TACCGGTCGACCCCTCGACGTC Homologie zur CUB-Gensequenz im
GTTCTCATCTGGCCCTAA pRS313-STE2
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CUPhsGLUT1

CUPHXT7

CUPHXT9

ERG4Cub1

ERG4Cub2

FGY1hsG4

GLT4CUB1

GLT4CUB

GLT4NUB

GLT4NUB2

hsG1Cub

HXT1Cub1

HXT1Cub2

GATATTAAGAAAAACAAACTGTAA
CGAATTCATGGAGCCCAGCAGCA
AGAAGCTG

GATATTAAGAAAAACAAACTGTAA
CGAATTCATGTCACAAGACGCTG
CTATTGCA

GATATTAAGAAAAACAAACTGTAA
CGAATTCAAAAATGTCCGGTGTT
AATAATACA

ACAAAAACAAAAAGTTTTTTTAAT
TTTAATCAAAAAATGGCAAAGGAT
AATAGTGAGAAGCTGCAG

CTGGAGGGATCCCCCCCGACAT
GGTCGACCCCTCGACGAAAACAT
AAGGAATAAAGACGTAAGGGCA

CATTTTCAATTGTTCTGAAAGTGG
TTTGCGATGCCGTCGGGCTTCCA
ACAG

ACGCGTCGACGTAGGAACAATTT
CGGGCCCCTGC

ATTAAGTCGACGTCGTTCTCATC
TGGCCC

CAAGGAAGGGATCCCTGGTGGG
TCGACCATGATGCCGTCGGGCT
TCCAACAG

AATGATAATAATAACATAAAAATA
ATTACTTCAGTCGTTCTCATCTG
GCCC

GATCAATCTTTGTTGATCTGGAG
GGATACCGGTCGACCCCTCGAC
CACTTGGGAATCAGCCCCCAGG
GG

ACAAAAACAAAAAGTTTTTTTAAT
TTTAATCAAAAAATGAATTCAACT
CCCGATCTAATATCTCCTCAG

CTGGAGGGATCCCCCCCGACAT
GGTCGACCCCTCGACTTTCCTGC
TAAACAAACTCTTGTAAAATGG

Aufwarts-Primer zur Herstellung einer
Fusion des humanen GLUTT1 mit CUB
RURA3 (Homologie zum CUP-
Promotor)

Aufwarts-Primer zur Herstellung einer
Fusion von HXT7 mit CUBRURA3
(Homologie zum CUP-Promotor)

Aufwarts-Primer zur Herstellung einer
Fusion von HXT9 mit CUBRURA3
(Homologie zum CUP-Promotor)

Aufwarts-Primer zu Herstellung einer
Fusion von ERG4 mit CUBPLYV, bindet
am ERG4 Start (Homologie zu HXT7-
Promotor im YCpH7hsG4-CubPLV)

Abwarts-Primer zu ERG4Cub1, bindet
das Ende von ERG4 ohne Stopkodon
(Homologie zu CUB im YCpH7hsG4-

CubPLV)

Aufwaérts-Primer zur Herstellung einer
Fusion des humanen GLUT4 mit CUB
PLV (Homologie zum FGY1-Promotor in
YCpFGY1-CubPLV)

Aufwérts-Primer zur Klonierung einer
Fusion des humanen GLUT4 mit ver-
kirztem HXT7-Promotor in pRS305;
Sall-Site am 5 -terminalen Ende

Abwarts-Primer zu GLT4CUB1, bindet
das Ende des humanen GLUT4 ohne
Stopkodon; Sall-Site am 5’-terminalen
Ende

Aufwérts-Primer zur Herstellung einer
Fusion des humanen GLUT4
(Homologie zu NUB in pNub-WT/G-
ALGS5)

Abwarts-Primer zu GLT4NUB, bindet
das Ende des humanen GLUT4
(homolog zur Sequenz hinter ALG5)

Abwarts-Primer zu CUPhsGLUT1 und
zu p426H7-1, bindet das Ende des
humanen GLUT1 ohne Stopkodon
(Homologie zu CUB in pRS313-STE2
und in YCpH7hsG4-CubPLV)

Aufwérts-Primer zur Herstellung einer
Fusion von HXT1 mit CUBPLV, bindet
am HXT1 Start (Homologie zu HXT7-
Promotor im YCpH7hsG4-CubPLV)

Abwarts-Primer zu HXT1Cub1, bindet
das Ende von HXT1 ohne Stopkodon
(Homologie zu CUB im YCpH7hsG4-
CubPLV)




Material und Methoden

Seite 32

HXT7Cub

HXT9Cub

k2-kanMX

k3-kanMX

MetGlit4Cub1

MetGlt4Cub2

M1 3forward-
21(UP)

M13rev (RP)
M13pUC(-40)

NubERG4a

NubERG4b

NubGLT1a

NubGLT1b

NubHXT9a

NubHXT9b

Oligo(A)

Oligo(B)

GATCAATCTTTGTTGATCTGGAG
GGATACCGGTCGACCCCTCGACT
TTGGTGCTGAACATTCTCTTGTA

GATCAATCTTTGTTGATCTGGAG
GGATACCGGTCGACCCCTCGAC
GCTGGAAAAGAACCTCTTGTAGA
T

TTGTCGCACCTGATTGCCCG

TATGGAACTGCCTCGGTGAG

ATTAACCCTCACTAAAGG

GGAGCCTATCTGTTGGAAGCCC
GACGGCATGGGGGATCCACTAG
TTCTAGAG

GTAAAACGACGGCCAGT

AAACAGCTATGACCATG
GTTTTCCCAGTCACGAC

CAAGGAAGGGATCCCTGGTGGG
TCGACCATGATGGCAAAGGATAA
TAGTGAGAAGCTG

AATGATAATAATAACATAAAAATA
ATTACTCTAGAAAACATAAGGAA
TAAAGACG

CAAGGAAGGGATCCCTGGTGGG
TCGACCATGATGGAGCCCAGCA
GCAAGAAGCTG

AATGATAATAATAACATAAAAATA
ATTACTTCACACTTGGGAATCAG
CCCCCAG

CAAGGAAGGGATCCCTGGTGGG
TCGACCATGATGTCCGGTGTTAA
TAATACATCC

AATGATAATAATAACATAAAAATA
ATTACTTTAGCTGGAAAAGAACC
TCTTGTAG

GACAAGGAAGGGATCCCTGGTG
GGTCGACCATGCAGGCCGGG

GACAAGGAAGGGATCCCTGGTG
GGTCGACCATGAGGCCGGG

Abwarts-Primer zu CUPHXT7 und zu
p426H7-1, bindet das Ende von HXT7
ohne Stopkodon (Homologie zu CUB in
pRS313-STE2 und YCpH7hsG4-
CubPLV)

Abwarts-Primer zu CUPHXT9 und zu
p426H7-1, bindet das Ende von HXT9
ohne Stopkodon (Homologie zu CUB in
pRS313-STE2 und YCpH7hsG4-
CubPLV

Verifizierung von Gendeletionen, Binde-
stelle im kanMX-Gen

Verifizierung von Gendeletionen, Binde-
stelle im kanMX-Gen

Aufwarts-Primer zur Klonierung des
MET25-Promotors (Homologie zu
YCpH7hsG4-CubPLV vor HXT7-Pro-
motor)

Abwarts-Primer zu MetGlt4Cub1, bindet
am MET25-Promotor Ende(Homologie
zu GLUT4 in YCpH7hsG4-CubPLV)

Sequenzierprimer

Sequenzierprimer

Abwarts-Sequenzierprimer, bindet in
lacZ, -40 bp vor terminalem Repeat des
mTn3-lacZ/LEU2

Aufwérts-Primer zur Herstellung einer
Fusion von ERG4 (Homologie zu NUB in
pNub-WT/G-ALG5)

Abwarts-Primer zu NubERG4a, bindet
das Ende von ERG4 (homolog zur
Sequenz hinter ALG5)

Aufwérts-Primer zur Herstellung einer
Fusion des humanen GLUT1
(Homologie zu NUB in pNub-WT/G-
ALGS5)

Abwarts-Primer zu NubGLT1a, bindet
das Ende des humanen GLUT1
(homolog zur Sequenz hinter ALG5)

Aufwérts-Primer zur Herstellung einer
Fusion von HXT9 (Homologie zu NUB in
pNub-WT/G-ALG5)

Abwarts-Primer zu NubHXT9a, bindet
das Ende von HXT9 (homolog zur
Sequenz hinter ALG5)

Aufwarts-Primer zur cDNA-Synthese,
bindet die ss-cDNA am 3’-terminalen
Ende (Bindestelle fir 5-LD-PCR)

Aufwarts-Primer zur cDNA-Synthese,
Linkersequenz eine Base weniger als in
Oligo(A), sonst identisch
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Oligo(C)

Oligo(dT)

p426H7-1

RP-HOM

UP-HOM

S1-ERG3

S2-ERG3

S1-ERG4

S2-ERG4

S1-ERG5

S2-ERG5

S1-ERG6

S2-ERG6

S1-ERSH

S2-ERSH

S1YLR143

GACAAGGAAGGGATCCCTGGTG
GGTCGACCATGGGCCGGG

GGCTGCAGGAATTCGATATCAAG
CTTATTTTTTTTTTITTITTITTITTITTT
TTTTTTTTTVN

CTAGAGCTCGTAGGAACAATTTC
GG

TGTGAGCGGATAACAATTTCACA
CAGGAAACAGCTATGACCATG

CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA
CGTTGTAAAACGACGGCCAGT

ATGGATTTGGTCTTAGAAGTCGC
TGACCATTATGTCTTAGACTTCG
TACGCTGCAGGTCGAC

TCAGTTGTTCTTCTTGGTATTTGG
GTCGTTTTCATAGATTCTGCATA
GGCCACTAGTGGATCTG

ATGGCAAAGGATAATAGTGAGAA
GCTGCAGGTGCAGGGAGAGTTC
GTACGCTGCAGGTCGAC

CTAGAAAACATAAGGAATAAAGA
CGTAAGGGCAATGTTTACAGCAT
AGGCCACTAGTGGATCTG

ATGAGTTCTGTCGCAGAAAATAT
AATACAACATGCCACTCATTTCGT
ACGCTGCAGGTCGAC

TTATTCGAAGACTTCTCCAGTAAT
TGGGTCTCTCTTTTTGAAGCATA
GGCCACTAGTGGATCTG

ATGAGTGAAACAGAATTGAGAAA
AAGACAGGCCCAATTCACTTTCG
TACGCTGCAGGTCGAC

TTATTGAGTTGCTTCTTGGGAAG
TTTGGGAGGGGGTTTCGGCGCA
TAGGCCACTAGTGGATCTG

ATGGTGTCGTTAGACGATATACT
AGGTATCGTGTATGTTACGTCAT
GGTTCGTACGCTGCAGGTCGAC

CTACAGCGGGTACTCTGACGCCA
GATCATGGCCTCGAGATCGATAT
ACGCATAGGCACTAGTGGATCTG

ATGAAGTTTATAGCATTAATATCA
GGTGGGAAGGACTCGTTCGTAC
GCTGCAGGTCGAC

Aufwaérts-Primer zur cDNA-Synthese,
Linkersequenz eine Base weniger als
Oligo(B), sonst identisch

Abwarts-Primer zur cDNA-Synthese,
bindet Poly(A)-RNA (Homologie zur Se-
quenz hinter ALG5 in pNub-WT/G-
ALG5)

Aufwarts-Primer zur Klonierung des ver-
kirzten HXT7-Promotors, bindet -392 bp
vor dem Startkodon

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

Sugino (1988) beschriebenen Vektoren
Uber homologe Rekombination in Hefe

Abwarts-Primer zu RP-HOM

Aufwarts-Primer zur Amplifizierung eines
kanMX DNA-Fragments zur
Deletion von ERG3

Abwarts-Primer zu S1-ERG3

Aufwérts-Primer; Amplifizierung eines
kanMX DNA-Fragments zur Deletion von
ERG4

Abwarts-Primer zu S1-ERG4

Aufwérts-Primer fur die Amplifizierung
eines kanMX DNA-Fragments zur De-
letion von ERG5

Abwarts-Primer zu S1-ERG5

Aufwérts-Primer fur die Amplifizierung
eines kanMX DNA-Fragments zur Dele-
tion von ERG6

Abwarts-Primer zu S1-ERG6

Aufwérts-Primer fur die Amplifizierung
eines kanMX DNA-Fragments zur Dele-
tion von ERS1

Abwarts-Primer zu S1-ERS1

Aufwérts-Primer fur die Amplifizierung
eines kanMX DNA-Fragments zur Dele-
tion von YLR143
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S2YLR143

seq1cDNA

seg2cDNA

seqHIS

SHR3Cub1

SHR3Cub2

Ubc9-RT1

Ubc9-RT2

TTAGGAACGAATATGCAACCCAA
AGCGGTGTTCTTTACCACGGCAT
AGGCCACTAGTGGATCTG

GACCGGTAAAACCATAACATTGG

GTCACTTTAAAATTTGTATACAC

TTAGGATTTGCCACTGAGGTT

ACAAAAACAAAAAGTTTTTTTAAT
TTTAATCAAAAAATGTTCTCATAT
TCAGATTTCTGTTCTATCGG

CTGGAGGGATCCCCCCCGACAT
GGTCGACCCCTCGACTTTTTTGG
CGTTCTTCCTCTTTTGAGCACC

GACAAGGAAGGGATCCCTGGTG
GGTCGACCATGATGTCGGGGAT
CGCCCTCAGC

AATGATAATAATAACATAAAAATA
ATTACTTTATGAGGGGGCAAACT
TCTTCGC

Abwarts-Primer zu S1YLR143

Aufwarts-Sequenzierprimer, bindet im
NUB von pNub-Plasmiden

Abwarts-Sequenzierprimer zu
seq1cDNA

Verifizierung von Gendeletionen, Binde-
stelle im HIS3MX-Gen

Aufwarts-Primer zur Herstellung einer
Fusion von SHR3 mit CUBPLYV, bindet
am Start von SHR3 (Homologie zu
HXT7-Promotor in YCpH7hsG4-Cub
PLV)

Abwarts-Primer zu SHR3Cub1, bindet
das Ende von SHR3 ohne Stopkodon
(Homologie zu CUB in YCpH7hsG4-
CubPLV)

Aufwérts-Primer zur Herstellung einer
Fusion von mUBC9 (Homologie zu NUB
im pNub-WT/G-ALG5)

Abwarts-Primer zu Ubc9-RT1, bindet
das Ende von mUBC9 (homolog zur
Sequenz hinter ALG5)

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 verwen-
det (Hamacher, 2001). Es wurde ebenfalls eine S. cerevisiae miniTn3::lacZ::
LEU2-Bank mit chromosomalen Fragmenten im Vektor pHSS6 verwendet (Seifert
et al., 1986; Burns et al., 1994).

2.5 Chemikalien und Enzyme

Acros Organics
Braun-Melsungen
BTS

Caesar & Loretz
Calbiochem
Clontech

Difco
Fluka

Fruktose, Galaktose, Lysin, Maltose, Natriumacetat

Glasperlen 0,45 mm &
X-Gal

Glukose
G418/Geneticin

Advantage-GC 2 PCR-System, Human Skeletal Muscle Poly A*-RNA,
Powerscript Reverse Trasnkriptase System

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

Hexan, Kupfersulfat
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Fuiji

GibcoBRL
Janssen Chimica
J.T. Baker

Kodak
MBI
Merck

Millipore

MWG Biotech

New England Biolabs
Oxoid

PCR Inc. Florida
Pierce

Qiagen
Riedel-de-Haen

Roche

Roth

Seikagaku Kogyo Co. Ltd.

Serva

Sigma

Sigma ARK

Whatman

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

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

Rontgenfilme
Lambda-DNA

Adenin, Ammoniumperoxidsulfat (APS), Chloroform, DMF, EDTA, HCI,
Isopropanol, Leucin, Methanol, MgSQO,4, Na,HPO,, NaH,PO,, NaOH,
Nonadecan, Pyrogallol, TEMED, Twenn20, Uracil

Immobilon-N PVDF-Membran

Synthetische Oligonukleotide

Restriktionsendonukleasen, BSA

Agar, Pepton

5-FOA

SuperSignal ULTRA Chemiluminescent Substrate

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

Alkalische Phosphatase, Antimycin A, Expand High Fidelity PCR
System, Protease Inhibitoren “Complete”, T4-DNA-Ligase

Ampicillin, B-Mercaptoethanol, Bromphenolblau, Dithiothreitol (DTT),
Gel30 Acrylamid, Glyzerin, Glycin, Isopropanol, KCI, Saccharose,
PEG1000, PEG3350

Zymolyase

Ammoniumperoxidsulfat (APS), Albumin Bovine Fraction (BSA), CaCly,
Glycerin, Maltose, Natriumdodecylsulfat (SDS), Tween20, X-Gal

Antimycin A, Ampicillin, Cholesterol, Ergosterol, Ethidiumbromid, 2-
Desoxy-D-Glukose, Lithiumacetat, ONPG, Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF), PonceausS, “Prestained” Molekulargewichtsstandard, Tris-
Puffer

Synthetische Oligonukleotide
3 MM Papier

2.6 Antikorper

Im Rahmen dieser Arbeit verwendetete polyklonale Antikorper:

anti-Dpm1
anti-Pep12
anti-GLUT4

anti-Kaninchen IgG (H+L) Peroxidase Konjugat
anti-Maus IgG Peroxidase Konjugat

Molecular Probes
Molecular Probes
Calbiochem
Dianova

Roche
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2.7 Transformationen

2.7.1 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).

2.7.2 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 zun&chst fir 4h bei 30°C in flissigem
Vollmedium inkubiert und erst im Anschlu3 auf G418-haltigem Medium aus-
plattiert.

2.8 Praparation von DNA

2.8.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach der Methode der
alkalischen Lyse von Birnboim und Doly (1979), modifiziert nach Maniatis et al.
(1982). Zur Restriktionsanalyse wurden 200 ng der isolierten Plasmid-DNA in 20l
Gesamtvolumen enzymatisch geschnitten. Hochreine Plasmid-DNA  fur
Sequenzierungen und Klonierungen wurde mit dem Qiagen Plasmid Mini Kit nach
Angaben des Herstellers prapariert.

2.8.2 lIsolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Die Zellen aus einer stationdren Hefekultur (5 ml) wurden durch Zentrifugation
geerntet und in 400 pl Puffer P1 (Plasmid Mini Kit, Firma Qiagen) resuspendiert.
Nach Zugabe von 400 pl Qiagen Puffer P2 und 2/3 Volumen Glasperlen (& 0,45
mm) erfolgte ein Zellaufschlu3 durch finfminutiges Schitteln auf einem Vibrax
(Janke&Kunkel, Vibrax VXR) bei 4°C. Nach UberfUhrung von 0,5 ml Uberstand in
ein neues Reaktionsgefa3 wurden 0,25 ml Qiagen Puffer P3 hinzugegeben und
gemischt. Einer zehnminutigen Inkubation auf Eis folgte eine Zentrifugation fir 15
min mit 10000 rpm. Der Uberstand wurde erneut in ein neues Reaktionsgefal
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uberfuhrt und die DNA durch Zugabe von 0,75 ml Isopropanol bei Raum-
temperatur gefallt. Die DNA wurde im AnschluB3 durch Zentrifugation fir 30 min
mit 13000 rpm sedimentiert, das Sediment mit kaltem 70%igem Ethanol
gewaschen, getrocknet und schlieBlich in 20ul Wasser resuspendiert. 2pl dieser
DNA wurden fur die Transformation in E. coli eingesetzt.

2.8.3 lIsolierung genomischer DNA aus S. cerevisiae

Die Zellen aus einer stationdren Hefekultur (5 ml) wurden durch Zentrifugation
(13000 rpm) in einem Reaktionsgefa geerntet. Nach Zugabe von 250 pl einer
Lésung aus 0,1 M EDTA ( pH 7,5), 14 mM B-Mercaptoethanol und 150 pg/ml
Zymolyase zu dem Hefepellet muB3te die Suspension fir 2-3 h bei 37°C inkubie-
ren, dabei wurde zwischenzeitlich invertiert. Als sich die Zellen im Spheroblasten-
stadium befanden, wurden 50 pul eines Miniprap-Mixes (0,25 M EDTA, pH 8,5; 0,5
M Tris; 2,5% SDS) hinzu gegeben und der Ansatz far 30 min in einem Wasserbad
bei 65°C unter regelméaBigem Invertieren inkubiert. Nach Zugabe von 63 pl 5 M
KAc wurde erneut invertiert und der Ansatz fur 30 min auf Eis inkubiert. Im
Anschluf3 folgte ein Zentrifugationsschritt bei 4°C und 13000 rpm fir 10 min. Der
Uberstand wurde entnommen, in ein neues Reaktionsgefal3 tberfahrt und mit 720
pl eiskaltem 98%igem Ethanol durch Invertieren prazipitiert. Nach erneuter
Zentrifugation bei 4°C und 13000 rpm fiir 5 min wurde der Uberstand verworfen
und 130 pl RNAseA (1 mg/ml in Wasser geldst) zu dem noch nicht getrockneten
DNA-Sediment gegeben. Das Prézipitat I6ste sich bei 37°C, dies kann ca. 30 min
dauern, es kann auch leicht gevortext werden. Durch Zugabe von 130 pl Isopro-
panol und leichtem Invertieren wurde die DNA durch Zentrifugation bei 4°C und
13000 rpm flr 5 min reprazipitiert. Das Prazipitat wurde mit 70%igem kaltem
Ethanol gewaschen und anschlieBend an der Luft getrocknet. Durch Zugabe von
40 pl Wasser wurde die DNA bei 37°C resuspendiert. Die Ausbeute betrug ca. 10
pug DNA. Zur Kontrolle wurden 8 pl der genomischen DNA in einem 0,6%igen
Agarosegel aufgetrennt.

2.9 Enzymatische Modifikation von DNA

2.9.1 DNA-Restriktion

Sequenzspezifische Spaltungen der DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden
unter den vom Hersteller empfohlenen Inkubationsbedingungen Uber 2-3 Stunden
mit 2-5 U Enzym pro pg DNA durchgefiihrt. Es kamen Restriktionsendonukleasen
und Puffer der Firmen Roche, New England Biolabs und Gibco zum Einsatz.
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2.9.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die Dephosphorylierung von DNA-Enden erfolgte durch Zugabe von 1 U alka-
lischer Phosphatase (CIP) zum Restriktionsansatz und 30 minutiger Inkubation bei
37°C. Im AnschluB wurden die dephosphorylierten Fragmente durch elektro-
phoretische Auftrennung in einem Agarosegel aufgereinigt.

2.9.3 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem 20 pl Ansatz aus Vektor-
DNA, 2-5fachem molaren UberschuB 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 zugehérigen Puffer
wurden von den Firmen Roche oder Gibco BRL bezogen.

2.10 PCR-Amplifizierung von DNA

Die Polymerasekettenreaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 50 pl mit dem
.Expand High Fidelity PCR-System® (Roche) durchgeflihrt. Jeder Ansatz bestand
aus 1-10 ng Plasmid-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
Synthesezyklen eine Denaturierungsphase von 5 min vorgeschaltet, bevor die
Amplifizierung durch Zugabe der Polymerase gestartet wird. Die Bedingungen der
weiteren PCR-Schritte (Denaturierung, Annealing und DNA-Synthese) wurden wie
folgt gewéahlt:

1. Denaturierung 30-45 s, 95°C
2. Annealing 30-45 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
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Bei praparativen Ansatzen wurde im AnschluB an den letzten Syntheseschritt
zusatzlich eine um das Doppelte verlangerte Extensionsphase hinzugefugt. Die
Reaktionsprodukte wurden in einem Agarosegel Uberprift und bei Bedarf aufge-
reinigt. Dies erfolgte entweder mittels Isolierung aus einem Agarosegel (Abschnitt
2.12) oder durch Verwendung des ,QIAquick PCR Purification Kit“ der Firma
Qiagen nach den Angaben des Herstellers.

Fir eine PCR-Reaktion mit ganzen Zellen wurden anstelle von DNA als
Synthesevorlage ein bis zwei Hefekolonien (Volumen ca. 3 pl) mit einem sterilen
Zahnstocher von der Agarplatte abgenommen, in das Reaktionsgefal3 gegeben
und durch 2 min Erhitzen in der Mikrowelle aufgeschlossen. Im Anschluf3 wurden
die Ubrigen Komponenten des Ansatzes zugegeben.

2.11 Reverse Transkriptions-PCR von mRNA

Die reverse Transkriptions-PCR unterteilt sich in die ,First-Strand“ cDNA-Synthese
und die ,Long Distance® Amplifikations-PCR. Die ,First-Strand“ cDNA Synthese
wurde in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit dem ,,PowerScriptT'\’I Reverse
Transcriptase“ System (CLONTECH) durchgefuhrt. Jeder Ansatz bestand aus
250-1000 ng RNA (Human Skeletal Muscle Poly A* RNA; CLONTECH) als
Synthesevorlage, 2 mM dNTP-Mix, 5x First-Strand Buffer, 20 mM DTT, 1 U
Reverse Transkriptase und je 500 ng eines entsprechenden Oligo(dT)-Primers. In
einem Fall wurde noch 500 ng eines Verlangerungs-Oligonukleotids hinzugeben.

Die RNA, der Oligo(dT)-Primer und Wasser wurden vor der reversen Trans-
kriptionsreaktion fir 10-15 min bei 70-85°C in einem programmierbaren Thermo-
block erhitzt und danach sofort auf Eis abgekihlt, um mdégliche RNA-Sekundar-
strukturen zu entfernen. Nach Zugabe von Puffer, dNTP-Mix, DTT und Reverser
Transkriptase wurde der Ansatz fiur 15 min bei 25-30°C inkubiert, bevor die
eigentliche Reaktion fur 50-70 min bei 42-65°C ebenfalls in einem Thermoblock
stattfand. Ein zusatzlicher Verlangerungsprimer konnte nach ca. 10 min noch zu
der eigentlichen Reaktion hinzu gegeben werden. Die Reaktion stoppte bei 75°C
fur 15 min und wurde dann auf Raumtemperatur abgekuhlt. Durch Zugabe von 2
U RNAseH fur 20 min bei 37°C wurden die DNA:RNA-Hybride aufgeldst. 2 pl der
First-Strand cDNA wurden unverdunnt in die ,Long-Distance“ PCR eingesetzt.

Die ,Long-Distance” cDNA-Synthese wurde in einem Gesamtvolumen von 50pl
mit dem ,Advantage®-GC 2 PCR“System (CLONTECH) durchgefiihrt. Jeder
Ansatz bestand aus 100-200 ng First-Strand cDNA, 5x GC2 PCR Buffer, 5 M GC
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Melt, 50x dNTP Mix (jedes 10 mM), 50x Advantage-GC 2 Polymerase-Mix und
einem Mix aus den jeweiligen Oligonukleotiden (je 10 pM).

Die PCR-Reaktion wurde nach der ,Hot-start“-Methode in einem programmier-
baren Thermoblock der Firma Techne durchgefihrt. Bei dieser Methode wird den
Synthesezyklen eine Denaturierungsphase von 3 min vorgeschaltet. Der Tag-
Start-Antikdrper, der eine enzymatische Aktivitat der Polymerase wahrend des
Pipettierens verhindert, wurde bei 94°C denaturiert und die Polymerase wurde
aktiv. Die Bedingungen der weiteren PCR-Schritte (Denaturierung, und DNA-
Synthese) wurden wie folgt gewahlt:

1. Denaturierung 40s, 94°C

2. Synthese 1 min pro 1 kb zu amplifizierender DNA
6 min, 68°C (Produkte zwischen 5-9 kb)

3. Verlangerung 6 min, 68°C

Die Schritte 1 und 2 wurden 35 mal wiederholt. Die Reaktionsprodukte wurden in
einem Agarosegel Uberpraft und bei Bedarf aufgereinigt. Dies erfolgte entweder
mittels Isolierung aus einem Agarosegel (Abschnitt 2.13) oder durch Verwendung
des ,QlAquick PCR Purification Kit* der Firma Qiagen nach den Angaben des
Herstellers.

2.12 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten mit GréBen zwischen 0,2 und 20 kb
erfolgte 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 Essigséure, 2 mM EDTA) verwendet. Die DNA-Proben wurden vor dem
Auftragen mit 1/10 Volumen Blaumarker (0,2% Bromphenolblau, 25% Glycerin)
versetzt und die Nukleinsduren nach der Auftrennung durch UV-Bestrahlung (254
nm) sichtbar gemacht. Als Langen- und Konzentrationsstandard diente 1 pg mit
EcoRl und Hindlll geschnittene DNA des Phagen A.

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 Il
Gel Extraction Kit“ (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers isoliert.
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2.14 Sequenzierung von DNA

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

2.15 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit der Mikrobiuret-Methode nach Zamenhoff
(1957) bestimmt. Als Standard diente Rinderserumalbumin in Konzentrationen
von 0 bis 200 pg/ml. 0,5 ml Mikrobiuret-Reagenz (8 M NaOH; 0,2% Kupfersulfat)
wurde zu 1 ml wassriger, proteinhaltiger LOsung gegeben. Nach einer Inkuba-
tionszeit von 10 min bei Raumtemperatur wurden die Proben in Quarzklvetten bei
einer Extinktion von 290 nm im Photometer bestimmit.

2.16 Elektrophoretische Trennung 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 Gilycin 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.

2.17 Immunologischer Nachweis von Proteinen durch Western-Analyse

Im Anschlu3 an die elektrophoretische Auftrennung der Proteine in SDS-Poly-
acrylamidgelen 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 Uberpruift.
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Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation der Membran far 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 Primarantikbrper
(spezifische Verdunnung in 6 ml PBSTB) erfolgte je nach Antikérper bei Raum-
temperatur Uber Nacht. Danach wurde der Filter 2x mit PBS/Tween-Puffer
gewaschen und anschlieBend fur 2 h mit dem sekundaren Antikérper bei Raum-
temperatur inkubiert. Als Sekundéarantikérper wurde ein Goat Anti-Rabbit-1gG
(H+L) Peroxidase-Konjugat der Firma Dianova (1:10000 in PBSTB verdinnt) oder
ein Goat Anti-Mouse IgG Peroxidase-Konjugat der Firma Roche (1:12500 in
PBSTB verdunnt) eingesetzt und die Membran anschlieBend 3x mit PBS/Tween-
Puffer gewaschen. Der Nachweis der gebundenen Antikérper erfolgte durch eine
Peroxidase-katalysierte Chemilumineszenz-Reaktion nach Zugabe eines Chemi-
lumineszenz-Substrates (SuperSignal ULTRA Chemiluminescent Substrate, Firma
Pierce) und anschlieBende Detektion durch Auflegen eines Réntgenfilms.

2.18 Spezifischer Nachweis der Proteine Glut4, Pep12 und Dpm1

Der Antikérper gegen GLUT4 (Calbiochem) wurde 1:6000 verdinnt eingesetzt. Er
richtet sich gegen eine GLUT4-spezifische, aus zwolf Aminosduren bestehende
Sequenz im C-Terminus des Proteins. Der Antikdrper gegen das Pep12-Protein
(Molecular Probes) wurde 1:1500 verdinnt eingesetzt und der Antikbrper gegen
das Dpm1-Protein (Molecular Probes) wurde 1:120 verdinnt eingesetzt.

2.19 Zellfraktionierung durch Saccharosegradientenzentrifugation

Die Zellen einer 100 ml Hefekultur (ODgn0=0,5-0,8) wurden in einem Falcon-Tube
fur 8 min bei 2500 rpm zentrifugiert und das Zellsediment in 5 ml STED10 (10%
Saccharose; 10 mM Tris/HCI, pH 7,6; 1 mM EDTA; 1 mM DTT) ohne Proteasein-
hibitoren resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation fur 6 min bei 2500 rpm
wurde das Zellsediment in 250 pl STED10 mit Proteaseinhibitoren (0,2 mM
PMSF; Protease-Inhibitor ,Complete®, Firma Roche) resuspendiert und in ein
Reagenzglas uberfihrt. Nach Zugabe von Glasperlen (J 0,45 mm) bis zum
Meniskus der Flussigkeit wurde die Suspension fur 3 min auf einem Vibrax
geschuttelt. Nach Zugabe von 1 ml eiskalter STED10 L&sung mit Protease-
inhibitoren wurde der Ansatz gemischt und der Uberstand fiir 5 min mit 3000 rpm
bei 4°C zentrifugiert, um Glasperlen und Zelltrimmer zu sedimentieren. Der Uber-
stand wurde enthnommen und auf einen Saccharose-Gradienten gegeben.



Material und Methoden Seite 43

Die Herstellung des Gradienten erfolgte nach Kélling und Hollenberg (1994) in
einem SW40-ZentrifugationsgefaB (Beckmann), indem 4 ml STED50 (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 GefaB wurde grindlich mit
Parafilm verschlossen und vorsichtig in eine horizontale Lage gebracht. Nach
dreistundiger Diffusion bei 4°C wurde der nun annahernd kontinuierliche Gradient
aufgerichtet und mit dem Zellextrakt Gberschichtet. Nach Zentrifugation fir exakt
14 h in einem Beckmann SW40-Rotor mit 114000 g wurden Fraktionen a 700 pl
vom Gradienten abgenommen. Aliquots wurden mit dem gleichen Volumen 2x
Probenpuffer (100 mM Tris/HCI, pH 6,8; 4 mM EDTA; 4% SDS; 20% Glyzerin;
0,02% Bromphenolblau) versetzt und hiervon wurden jeweils 25 pl elektropho-
retisch aufgetrennt (Abschnitt 2.16). Der spezifische Nachweis von Proteinen
erfolgte durch Western-Analyse (Abschnitt 2.17).

2.20 Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitat

2.20.1 Quantitative Enzymtests

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt der B-Galaktosidase erfolgte nach Miller
(1972). 5 ml Hefekultur wurden bei einer ODgpp von 2 geerntet und zweimal mit
kaltem Phosphat-Puffer (50 mM KiPO,4; pH 7,0) gewaschen. Der Zellaufschluf3
erfolgte nach Zugabe von 0,2 g Glasperlen (J 0,45 mm) und 5 min kraftigem
Schitteln auf einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) bei 4°C. Im Anschluf3
wurden je nach Zelldichte 0,2-0,5 ml kalter Phosphatpuffer zugegeben, gut
gemischt und die Glasperlen durch Zentrifugation fir 10 min mit 10000 rpm bei 4°
abgetrennt. Der von den Zelltrdmmern getrennte Rohextrakt wurde zur Protein-
bestimmung (Abschnitt 2.15) und far die Messung der Enzymaktivitat eingesetzt.

Die Enzymreaktion wurde bei 37°C in einem Gesamtvolumen von 1 ml lacZ-Puffer
(60 mM NaoHPOy4; 40 mM NaH2POg4; 10 mM KCI; 1 mM MgSOg4; 1 mg/ml ONPG;
pH 7,0) durchgefihrt und durch Zugabe des Rohextraktes gestartet. Nach
eintretender Gelbfarbung, spatestens aber nach 30 min Inkubation, wurde die
Reaktion durch Zugabe von 0,5 ml einer 1 M Na,COg3z-Lésung gestoppt. Die
Intensitat der Gelbfarbung wurde spektralphotometrisch bei 420 nm gemessen.
Der molare Extinktionskoeffizient von 2-Nitrophenol betrdgt unter diesen
Bedingungen 4,5x10° M em™.
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2.20.2 Qualitative Enzymtests (,X-Gal Overlay-Assay")

Die qualitative Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitéat erfolgte durch Lyse von
auf Agarplatten gewachsenen Zellen durch Uberschichtung mit heiBem Auf-
schluBpuffer (0,2% SDS; 2% DMF; 0,8 mg/ml X-Gal; 0,5% Agarose; 0,5 M
Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7,2). X-Gal wird von der B-Galaktosidase der aufge-
schlossenen Zellen zu einem blauen Farbstoff umgesetzt. Nach der Uber-
schichtung wurden die Platten bei 37°C inkubiert und die Blaufarbung
dokumentiert.

2.21 Kreuzung von Hefestdmmen, Tetradenanalyse und Bestimmung des
Paarungstyps

Die haploiden Kreuzungspartner wurden in flissigem 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 Ascuswénde durch Zugabe von 20 pl Zymolyasel6sung
(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. Fir die Bestimmung des Paarungstyps
wurden die zu prufenden Stamme wie beschrieben mit den Testerstdmmen
EBY.109A (MATa) und EBY.109B (MATa) gekreuzt und auf Minimalmedium
ausgestrichen. Zellen, die mit EBY.109A gekreuzt worden waren und Wachstum
auf Minimalmedium zeigten, gehérten dem Paarungstyp o an, bzw. solche nach
Kreuzung mit EBY.109B dem Paarungstyp a.

2.22 Gen-Deletion in S. cerevisiae

Die Deletion von Genen wurde, soweit nicht anders beschrieben, mit dem
loxP::kanMX::loxP/Cre-Rekombinase System durchgefihrt (Guldener et al., 1996;
Wach et al.,, 1994). Es beruht auf der Eigenschaft von Hefe, mit einer bestimmten
Frequenz homologe DNA-Bereiche miteinander zu rekombinieren. Dies wird
genutzt, um Uber gezielte homologe Rekombination von Markergenen in die
chromosomale DNA die gewlinschten Gene zu deletieren.
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In PCR-Reaktionen (Abschnitt 2.10) wurden zunédchst DNA-Deletionskassetten
synthetisiert. Neben einem von loxP-Erkennungssequenzen eingefalBten Geneti-
cin-Resistenzgen wiesen diese Fragmente an ihren Enden homologe Bereiche zu
den 5°- bzw. 3’-flankierenden Sequenzen des zu deletierenden Gens oder der zu
deletierenden DNA-Region auf. Diese mindestens 30 bp langen Bereiche
befanden sich bereits als “Anhang” an den Oligonukleotiden, die fur die PCR-
Reaktion eingesetzt wurden. Alternativ. wurden Gene mit einer HIS3::MX6-
Reporterkassette deletiert (Guldener et al., 2002) Nach Transformation der PCR-
Produkte in die Hefe (Abschnitt 2.7.2) erfolgte auf Vollmedium mit 200 mg/ml
G418 eine Selektion auf Geneticin-resistente Klone. Ebenso erfolgte nach
Transformation der HIS3::MX6-Kassette eine Selektion auf Medium ohne Histidin.
Die Deletionen wurden durch PCR-Reaktionen mit ganzen Zellen (Abschnitt 2.10)
unter Verwendung geeigneter Oligonukleotide verifiziert. Um den Geneticin-
Resistenzmarker bzw. das HIS3-Gen zu regenerieren, kann man die Zellen mit
einem Plasmid transformieren, welches das Gen fir das Enzym Cre-Rekombi-
nase hinter einem induzierbaren GAL2-Promotor tragt (Tab. 6: Plasmide). Nach
Inkubation der Transformanten fur 1-2 Tage auf Galaktose- oder Maltosemedium
werden die Kolonien auf G418-haltiges Medium bzw. auf Medium ohne Histidin
replikaplattiert und G418-sensitive Kolonien bzw. Histidin-auxotrophe Kolonien
isoliert. Die durch die Cre-Rekombinase vermittelte Exzision des kanMX-Gens
bzw. des HIS3MX-Gens wird dann in einer PCR-Reaktion mit den
entsprechenden Oligonukleotiden Uberpruft.

2.23 Klonierung von DNA-Fragmenten durch in vivo-Rekombination

Far die in vivo-Klonierung von DNA-Fragmenten in S. cerevisiae wurde zunachst
das zu klonierende Gen in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Die eingesetzten
Oligonukleotide besal3en spezifische 5°-terminale Anhdnge mit Homologie zu den
5°- und 3’-flankierenden Sequenzen des Integrationsbereichs im Zielvektor. Der
Vektor wurde durch Restriktion (Abschnitt 2.9.1) im Integrationsbereich linearisiert,
Uber ein Agarosegel gereinigt (Abschnitt 2.13) und zusammen mit dem PCR-
Produkt in die Hefe transformiert (Abschnitt 2.7.2). Die Zellen wurden im Anschlul3
auf synthetischem Selektivmedium mit 2% Glukose oder 1% Maltose ausplattiert.
FUr die Selektion auf den Auxotrophiemarker des Vektors wurde auf den Zusatz
der entsprechenden Aminoséuren 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 besaf3en. Die Plasmide wurden
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aus Hefe isoliert (Abschnitt 2.8.2), in E. coli amplifiziert (Abschnitt 2.7.1) und durch
eine darauffolgende Restriktionsanalyse Uberprift (Abschnitt 2.9.1).

2.24 Split-Ubiquitin System

Das Split-Ubiquitin-System wurde verwendet, um die Interaktion zweier Membran-
proteine bzw. eines Membranproteins und eines l6slichen Proteins nachzuweisen
(Stagljar et al., 1998). Im Gegensatz zum Two-Hybrid-System wird hier der
Nachweis einer Interaktion nicht nur mit Proteindomanen sondern mit ganzen
Proteinen durchgefliihrt, die sich zudem noch an ihrem tatséchlichen Wirkort
befinden kénnen. Die notwendigen Vektoren und Uberpriifungsstdamme wurden
freundlicherweise von Dr. Stephan te Heesen zur Verfigung gestellt. In einzelnen
Fallen muBten die Vektoren leicht modifiziert werden.

2.25 Praparation der Membransterole aus S. cerevisiae

Zellen einer 100 ml Hefekultur, die 49 h bei 30°C bis zur stationdren Phase
gewachsen waren, wurden so geerntet, da3 175 ODsggo-Einheiten in 5 ml 0,5 N
HCI resuspendiert wurden. Die Suspension wurde fir 20 min in 50 ml Falcon-
Tubes in einem Wasserbad gekocht. Nachdem die labilisierten Zellen auf Raum-
temperatur abgekuhlt waren, wurden wegen starker Hitzebildung nach und nach 3
g KOH-Plattchen hinzu gegeben. Nach Auflésung des KOH wurden 12,5 ml einer
methanolischen Pyrogallol-Lésung (0,25 g/l) hinzu gegeben. Als Extraktions-
standard wurden ebenfalls 10 pl einer Cholesterol-L6sung (10 mg/ml, geldst in
Chloroform/Methanol im Verhéltnis 4:1) zugegeben. Das Verseifungsgemisch
inkubierte fur 1 h und 45 min bei 70°C im Wasserbad. Nach Abkuhlung auf Raum-
temperatur wurden die Sterole 2x mit 20 ml Hexan extrahiert. Die kombinierten
Hexanphasen wurden in einem Rotationsverdampfer eingeengt und der Ruck-
stand 2x mit 1 ml Chloroform mit 0,2 g/l Nonadecan als internem Standard geldst.
Die geldsten Sterole wurden in Braunglasflaschen bei —20°C gelagert.

2.26 Gaschromatographische Analyse

Die GC-Analytik wurde mit einem Gaschromatographen (GC-17-A) der Firma
Shimadzu durchgeflihrt, ausgestattet mit einem Autoinjector AOC-17 (Shimadzu).
Es wurden folgende Bedingungen gewahlt. Als S&ule diente eine 25 m lange FS-
SE-52-CB-0.25 (CS-Chromatographie Service GmbH) mit einem Innendurch-
messer von 0,25 mm und einer Filmdicke von 0,22 ym, die mit einem Temperatur-
programm (150°C 2 min, 15°C/min bis 250°C, 250°C fur 30 min) im Split-Modus
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(8:1) gefahren wurde. Die Injektortemperatur betrug 270°C und die Detektor-
temperatur 300°C. Als Detektor diente ein Flammenionisationsdetektor (Empfind-
lichkeit 0) und das Tragergas war Helium.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Heterologe Expression des humanen Glukosetransporters GLUT4 in
einem hexosetransport-defizienten Hefestamm

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, konnte ein Hefestamm entwickelt werden,
der keine endogenen Hexosetransporter mehr besitzt (Wieczorke et. al., 1999).
Dieser Stamm EBY.18ga (MATa Ahxt1-17 Agal2 Aagt1 Astl1 leu2-3,112 ura3-52
trp1-289 his3-A1 MAL2-8° SUC2), der nicht mehr in der Lage war, auf Hexosen
als einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen, stellte ein optimales Expressions-
system fur die Charakterisierung von Glukosetransportern anderer Organismen
dar. Die funktionelle Expression der humanen Glukosetransporter GLUT1 und
GLUT4 in diesem hexosetransport-defizienten Hefestamm bedurfte allerdings
weiterer hefeeigener Mutationen (Wieczorke et. al., 2002). Eine zusétzliche
Mutation im Gen FGY1, die zur funktionellen Expression von GLUT1 flhrte,
reichte jedoch nicht aus, den Glukosetransporter GLUT4 in dem Stamm EBY.S7
(hxt” fgy1-1) funktionell zu exprimieren. Neun weitere Mutanten EBY.F4 (hxt” fgy1-
1 fgy4X) wurden isoliert, die neben der genomischen fgy1-1-Mutation zuséatzliche
Mutationen im Genom aufwiesen und die in der Lage waren, GLUT4 funktionell zu
exprimieren. Ein Ziel dieser Arbeit war es, die noch unbekannten fgy4X-
Mutationen zu charakterisieren.

3.1.1 Charakterisierung genomischer fgy41-49 Suppressormutanten

Die genomischen fgy4X-Mutationen der Stdmme EBY.F4(1-9) (MATa hxt fgy1-1
fgy41-49) sollten Uber Kreuzungsanalyse mit dem Ausgangsstamm EBY.S7 naher
charakterisiert werden. Da beide Stdmme den MATa Paarungstyp besafen,
wurde zuvor Uber Kreuzungsanalyse ein Stamm EBY.S7 mit MATa Paarungstyp
konstruiert. Dazu wurde der Stamm EBY.S7 (MATa hxt fgy1-1) mit dem Kkorres-
pondierenden parentalen Hefestamm EBY.18ga (MATo hxt) gekreuzt. Der
Stamm EBY.S7 wurde zur Selektion auf glukosehaltigem Medium ohne Uracil mit
einem Plasmid transformiert, welches den ORF (offener Leserahmen) fur den
Glukosetransporter GLUT1 und das URA3-Gen fir die Uracilsynthese trug.
Ebenso wurde der Stamm EBY.18ga zur Selektion auf Medium ohne Leucin zuvor
mit einem Plasmid transformiert, welches das LEU2-Gen trug, welches fir ein
Enzym der Leucinsynthese kodiert. Nach der Sporulation des heterozygot-
diploiden Stammes EBY.S7d (MATa/o. hxt fgy1-1/FGY1) konnte in der
anschlieBenden Tetradenanalyse ein EBY.S7 Mutantenstamm des Paarungstyps
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o isoliert werden. Nur die haploiden Sporen, die das fgy1-1 Allel und das GLUT1-
Plasmid besaf3en, konnten auf glukosehaltigem Medium wachsen.

Um zu zeigen, ob es sich bei den fgy4X-Mutationen um rezessive oder dominante
Mutationen handelte, wurden die Mutanten mit dem entsprechenden parentalen
Hefestamm EBY.S7 (MATo) gekreuzt. Die Stdmme EBY.F4(1-9) (MATa hxt fgy1-
1 fgy41-49) wurden zur Selektion auf glukosehaltigem Medium zuvor mit dem
Plasmid YEpH2-rGLUT4 transformiert. Von den aus der Kreuzung resultierenden
heterozygot-diploiden Stammen EBY.F4d(1-9) (MATa/a. hxt fgy1-1/fgy1-1 fgy4X/
FGY4) waren acht nicht mehr in der Lage auf Medium mit 0,2% Glukose zu
wachsen und zeigten auf 1% Maltosemedium mit 5 mM 2-DOG keine Sensitivitat
gegenuber dem toxischen Glukose-Analog. Ein diploider Stamm wuchs sichtbar
schlechter auf Medium mit Glukose als der korrespondierende haploide Stamm.
Nach der Aufnahme des fir die Zelle toxischen 2-DOG wird dieses zu 2-Desoxy-
Glukose-6-Phosphat umgewandelt. Es kann ebenfalls die Glukoserepression ver-
mitteln, aber nicht weiter vergoren werden. Die Toxizitat wird auf eine Hemmung
der Zellwandsynthese zurtckgefihrt (Bieley et al., 1972; Heredia et al., 1968). Es
handelte sich in acht Fallen um rezessive fgy4X-Mutationen und in einem Fall um
eine zum Teil dominante Mutation.

Abb. 4: Schematische Darstellung der Unterdriickung des rezessiven Allels fgy4X durch das
dominante Wildtypallel FGY4 und der dadurch vermittelten Rezessivitdt der heterozygot-
diploiden Stamme EBY.F4 gegeniiber dem toxischen Glukose-Analog 2-DOG. Das Wachstum
der Zellen wird durch die Maltose Aufnahme als Kohlenstoffquelle aus dem Medium gewahrleistet.
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3.1.2 Komplementation von fgy41-49 mit einer Genbank

Die in den Stdmmen EBY.F4(1-9) betroffenen rezessiven Allele fgy41-49 wurden
durch Komplementation mit einer Genbank charakterisiert. Jene GLUT4-Trans-
formanten der Stamme EBY.F4 (1/3/4/6/7), die sehr gute Transformationseigen-
schaften aufwiesen, wurden mit einer Genbank transformiert (siehe Abschnitt 2.4).
Die Transformanten wurden zunachst auf synthetischem Medium ohne
Tryptophan und Uracil mit 1% Maltose als Kohlenstoffquelle herangezogen, bevor
sie auf das gleiche Medium mit zusétzlich 5 mM 2-DOG replikaplattiert wurden.
Das in den fgy4X-Mutanten funktionell exprimierte GLUT4 vermittelte die
Aufnahme des toxischen 2-DOG, wodurch die Zellen auf Maltosemedium mit 2-
DOG nicht wachsen konnten. Enthalt das Plasmid der Genbank jedoch das zu
fgy4X korrespondierende Wildtyp-Allel, so wird die durch das rezessive fgy4X-
Allel vermittelte GLUT4-Aktivitdt durch das dominante Wildtyp-Allel wieder
unterdrickt. Besitzen die Zellen keinen funktionellen Glukosetransporter mehr,
wird das Wachstum durch die im Medium ebenfalls enthaltene Maltose gewéahr-
leistet und die Zellen sind gegenuber 2-DOG resistent. Das Wachstum der Zellen,
die nicht mehr sensitiv gegentber 2-DOG waren, wurde im Kontrollexperiment auf
Medium mit 0,2% Glukose getestet. Es zeigte sich, daf3 alle 2-DOG-resistenten
Klone nicht mehr auf Glukose als einziger Kohlenstoffquelle wachsen konnten.

Abb. 5: Schematische Darstellung der Komplementation der rezessiven Allele fgy4X mit
einer Genbank. Das dominante Wildtypallel FGY4X eines Genbankplasmids fiihrt zur Inhibierung
der durch GLUT4 vermittelten Glukoseaufnahme und vermittelt 2-DOG-Resistenz.

2-Desoxyglukose
funktioneller | I
GLUT4-Transporter Genbank

toxisch
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3.1.2.1 Isolierung und Charakterisierung verschiedener Genbankplasmide

Mit der im vorherigen Abschnitt beschriebenen Methode der Komplementation der
fgy4X-Mutanten mit einer Genbank konnten 4 verschiedene Genbankplasmide in
3 unabhéngigen Screens aus Hefe isoliert werden. Die Plasmide wurden
entsprechend ihrer Isolierung mit YEpGB1, YEpGB2, YEpGB3 und YEpGBS5
bezeichnet und die inserierten DNA-Fragmente durch Ansequenzierung beider
Seiten mit dem M13forward-21 und dem M13rev Primer identifiziert. Das Plasmid
YEpGB1 enthielt einen ca. 8,8 kb groBen Bereich genomischer DNA, der dem
Chromosom XIlI zugeordnet werden konnte. Folgende zum Teil noch unbekannte
Gene konnten identifiziert werden, CTR3 (YLR411w), YLR412w, YLR413w und
YLR414c. Das Plasmid YEpGB2 enthielt einen ca. 7,4 kb groBBen Bereich
genomischer DNA, der dem Chromosom |V zugeordnet wurde. In diesem Bereich
lagen die Gene TRP1, GAL3 und SNOZ2. Das Plasmid YEpGB5 enthielt einen ca.
8,9 kb groBen Bereich genomischer DNA, der dem Chromosom Ill zugeordnet
werden konnte. Die Gene SSK22, SOL2, ERS1 und YCRO76c wurden diesem
Bereich zugeordnet. Bei Plasmid YEpGB3 konnte bereits durch einfache
Restriktionskartierung gezeigt werden, daB es die gleichen DNA-Fragmente
aufwies, wie ein bereits durch R. Wieczorke in einem friheren Genbankscreen
isoliertes Plasmid, welches das Gen YNL094w (FGY1) trug. Durch Restriktions-
analyse und Konstruktion unterschiedlicher Subklone aller Genbankplasmide
konnten die im folgenden beschriebenen Gene fir die Komplementation der
fgy4X-Mutationen verantwortlich gemacht werden. Die zum Teil unbekannten
Gene des Plasmids YEpGB1 wurden Uber Restriktion aus dem Plasmid
geschnitten und durch Ligation in den episomalen Vektor YEplac195 kloniert.
AnschlieBend wurden die Plasmide mit dem Plasmid YEpH2-rGLUT4 in den
Stamm EBY.F4-7 kotransformiert und das Wachstum der Transformanten auf
synthetischem Medium mit 0,2% Glukose untersucht. Die Transformanten mit den
Plasmiden YEpYLR411/412 und YEpYLR411 zeigten kein Wachstum auf Medium
mit Glukose, wohingegen die Transformanten mit den Plasmiden YEpYLR413/414
und YEplac195 deutlich auf Medium mit Glukose wuchsen. Dieses Ergebnis
zeigte deutlich, daB die GLUT4-Transformanten in Anwesenheit des Gens
YLR411 (CTR3) nicht mehr auf glukosehaltigem Medium wachsen konnten. Da
das Gen CTRS3 fir einen hochaffinen Kupfertransporter kodiert, schien es sich in
diesem Fall um einen Multicopy-Suppressor zu handeln. Das bedeutet, durch eine
hohe Kopienzahl eines Gens bzw. des entsprechenden Proteins kann es zur
Unterdrickung zellularer Abldufe kommen, die zur Auspragung des gesuchten
Phanotyps flhren, auch wenn dieses Gen unter normalen Umstdnden nicht mit
dem gesuchten Phanotyp in Verbindung gebracht werden wurde. In diesem Fall
kénnte man spekulieren, dal3 die gesteigerte Synthese des Kupfertransporters zu
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einer vermehrten Translokation Uber die Vesikel des sekretorischen Weges
gefiihrt hat und die GLUT4-Translokation durch das Ubermaf an Kupfertransport-
proteinen unterdrickt wurde.

Von den Genen TRP1, GAL3 und SNOZ2 des Plasmids YEpGB2 konnte das
TRP1-Gen fur das Wachstumsverhalten der Transformanten auf glukosehaltigem
Medium verantwortlich gemacht werden. Wenn die Transformanten das Plasmid
YEpH2-rGLUT4 mit dem TRP1-Selektionsmarkergen verlieren, sich aber auf dem
Genbankplasmid, welches das URAS3-Selektionsmarkergen enthalt, zufallig das
TRP1-Gen befindet, so wachsen die Zellen nicht mehr auf Medium mit 0,2%
Glukose, da sie keinen Glukosetransporter mehr exprimieren. Sie kdénnen aber
auf maltosehaltigem Medium mit 2-DOG ohne Zusatz von Uracil und Tryptophan
wachsen, da sie die Gene URA3 und TRP1 auf demselben Plasmid tragen.

Dem Plasmid YEpGB3 konnte durch einfache Restriktionskartierung das Gen
FGY1 zugeordnet werden. Die GLUT4-Transformanten wuchsen mit dem
YEpGB3-Plasmid nicht auf glukosehaltigem Medium, da die fgy1-1-Mutation
durch das FGY1-Allel unterdriickt wurde, welche fir das Wachstum der
Transformanten mit GLUT4 zusétzlich notwendig ist.

Da die Funktion der meisten Gene des Plasmids YEpGB5 bereits bekannt waren,
schien das Gen ERS1 bzw. das entsprechende Protein im Vergleich zu den
anderen identifizierten Genen am wahrscheinlichsten fir die fgy4X-Komplemen-
tation verantwortlich zu sein. Ers1 ist ein integrales Membranprotein des endo-
plasmatischen Retikulums mit voraussichtlich 7 Transmembransegmenten,
welches in der Literatur als Suppressor der erd1-Mutation beschrieben wird. Aus
diesem Grund wurde das Gen ERS71 im Stamm EBY.S7 mit der kanMX-
Deletionskassette (Oligonukleotide S1-ERS1/S2-ERS2 und a1-ERS1/a4-ERS1)
deletiert und das Wachstum des Stammes EBY.S7 Aers1 (SDY.020) mit GLUT4
auf glukosehaltigem Medium untersucht. Der ers1-Deletionsstamm zeigte ebenso
wie der Stamm EBY.S7 mit GLUT4 ein schwaches Wachstum auf glukose-
haltigem Medium. Der Versuch hat deutlich gezeigt, daf3 das Gen ERS1 auf dem
Genbankplasmid YEpGB5 nicht fur die Komplementation der fgy4X-Mutationen
verantwortlich war. Aus diesem Grund wurden auch von dem Plasmid YEpGB5
Subklone erstellt. GLUT4-Transformanten, die zuséatzlich mit den Plasmiden
YEplacSSK22, YCplacYLR0O76/ERS1 und YEplacYLRO76/ ERS1 transformiert
wurden, zeigten deutliches Wachstum auf glukosehaltigem Medium und kein
Wachstum auf Medium mit 1% Maltose plus 2-DOG. Die Gene SSK22, YLR076
und ERS1 waren also nicht fur die Komplementation der fgy4X-Mutationen
verantwortlich. Das einzige Gen, welches nicht subkloniert werden konnte, war
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das Gen SOL2. Man geht davon aus, daf3 SOL2 sehr wahrscheinlich flur eine 6-
Phosphogluconolaktonase kodiert, was allerdings noch nicht eindeutig bestatigt
wurde. Es wére denkbar, dal3 es durch die Uberexpression von SOL2 durch das
Genbankplasmid zu einer Uberproduktion von 6-Phosphoglukonat gekommen ist,
welches sich toxisch auf die Zellen auswirkte (Lobo und Maitra, 1982) und die
Zellen deshalb nicht mehr in der Lage waren, auf glukosehaltigem Medium zu
wachsen.

3.1.83 Konstruktion von GLUT4-Suppressormutanten mit einer
Transposongenbank

Nachdem die Komplementation der fgy4X-Allele in den Stdmmen EBY.F4(1-9) mit
einer Genkbank auch nach mehreren Versuchen nicht die gesuchten Wildtyp-
Allele FGY4X hervorbrachte, wurden mit Hilfe einer Insertionsgenbank neue
fgy4X-Suppressormutanten erzeugt. Die Insertionsgenbank besteht aus
Plasmiden mit Hefe-DNA-Fragmenten, die in E. coli mit einem mini-Tn3::lacZ::
LEUZ2 Transposon mutagenisiert wurden (Seifert et al., 1986; Burns et al.,, 1994)
(Abbildung 6). Die mutagenisierte Hefe-DNA Sequenz wurde mit dem Restrik-
tionsenzym Nofl aus dem Vektor geschnitten und in den zu mutagenisierenden
Stamm transformiert. Nach der Transformation in einen EBY.S7 GLUT4-Transfor-
mantenstamm haben sich Fragmente der Genbank Uber homologe Rekombi-
nation in das Hefegenom inseriert. Die Transformanten (ca. 5000) wurden auf
synthetischem Medium mit 1% Maltose ohne Tryptophan und Leucin ausplattiert
und auf das gleiche Basismedium mit 1% Glukose ohne Tryptophan und Leucin
replikaplattiert. Es zeigte sich bei zwei GLUT4-Transformantenkolonien deutliches
Wachstum auf Glukosemedium. Fragmente der Transposongenbank waren in
Gensequenzen inseriert, deren Genprodukte sich inhibierend auf die GLUT4-
Translokation zur Plasmamembran bzw. die Transporteraktivitat auswirkten. Um
die ausgeschalteten Gene ndher zu charakterisieren, wurde ein zuvor
linerarisiertes Insertionsplasmid YIp5, welches fur Hefe (URA3-Gen) und E. coli
(AMP-Resistenzgen) selektierbare Gene tragt, in die Zellen der beiden positiven
Hefekolonien transformiert. Nach Insertion von Ylp5 (Uber homologe
Rekombination in das AMP-Gen des Bakterientransposons, wurde die gesamte
chromosomale DNA isoliert und mit dem Restriktionsenzym Nsil geschnitten.
Hierbei wurde auch ein Teil des Gens, in welches das Transposon sich inseriert
hatte, mit herausgeschnitten. Nach Zugabe einer T4-Ligase wurden die
zirkularisierten DNA-Fragmente in E. coli transformiert und die Zellen, die den
Vektor mit dem Gen fur Ampicillinresistenz trugen, wuchsen auf Medium mit
Ampicillin Zusatz. Die Plasmide wurden aus E. coli isoliert und mit einem
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M13/pUC-Sequenzierprimer, der im Transposon bindet, wurde die genomische
DNA, die ebenfalls mit herausgeschnitten wurde, ansequenziert. Die Sequenzie-
rung ergab, dal3 sich das Transposon in der einen Transformante in das Gen
YLR143w und in der anderen Transformante in das Gen ERG4 inseriert hatte. Die
Funktion des Gens YLR143w ist noch weitgehend unbekannt, das Gen ERG4
kodiert fur das letzte Enzym der Ergosterolbiosynthese. Ein Kontrollversuch sollte
nun zeigen, ob eine Deletion des Gens YLR143w bzw. des Gens ERG4 im
Stamm EBY.S7 wirklich zur funktionellen Expression des GLUT4 Gilukose-
transporters flhrt.

Abb. 6: Schematische Darstellung der homologen Rekombination einer bakteriellen
Insertionsgenbank in das Hefegenom. Nach Insertion eines weiteren Plasmids YIp5 wird die
chromosomale DNA isoliert, mit Nsil geschnitten und zirkularisiert. Mit einem entsprechenden
Primer kann ein Teil des chromosomalen DNA-Abschnitts, in den die Genbank sich inseriert hatte,
sequenziert werden.
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3.1.4 Deletion von YLR143w und ERG4

Die Deletion der Gene YLR143w und ERG4 wurde nach der in Abschnitt 2.22
beschriebenen Methode durchgefihrt. Fir die PCR-Synthese der kanMX-
Deletionskassetten wurden die Oligonukleotidpaare S1YLR143/ S2YLR143 und
S1-ERG4/S2-ERG4 bzw. fiir die Uberpriifung der Deletionen die Oligonukleotide
a1YLR143/a4YLR143; a1-ERG4/a4-ERG4 sowie k2kanMX/k3kanMX eingesetzt
(Tabelle 8). Die daraus resultierenden Stamme EBY.S7 Ayir143 und EBY.S7
Aerg4 (SDY.022) wurden zur Kontrolle mit dem Plasmid YEpH2-rGLUT4
transformiert und das Wachstum auf Medium mit 0,2% und 2% Glukose als
Kohlenstoffquelle untersucht. Deutliches Wachstum konnte nur im erg4-
Deletionsstamm beobachtet werden, welcher in weiteren Versuchen mit SDY.022
bezeichnet wird. Das ERG4-Gen kodiert flr eine Sterol-C-24(28)-Reduktase,
welche den letzten Schritt der Ergosterolbiosynthese katalysiert. Durch in vitro
Messungen der Erg4-Aktivitat in subzellularen Fraktionen und in vivo Fluores-
zenzmikroskopie konnte gezeigt werden, daB Erg4 eine Komponente des endo-
plasmatischen Retikulums ist und nicht in Lipidpartikeln vorkommt. Aufgrund der
angenommenen acht Transmembranregionen nimmt man an, dal3 Erg4 in der
Bilayermembran des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist. Eine Deletion
des ERG4-Gens hat zur Folge, dal3 der entsprechende Hefestamm kein
Ergosterol mehr produziert und es zu einer Akkumulation der Vorstufe Ergosta-
5,7,22,24(28)-Tetraen-3B-ol in der Zelle kommt (Zweytick et al., 2000). Da die
Expression von Erg4 nicht essentiell fir die Lebensfahigkeit von Hefezellen ist,
fuhrt eine Deletion des Gens auch nicht zur Sterolauxotrophie (Chen et al., 1991;
Lai et al, 1994; Lees et al, 1995). Ergosterol ist der Hauptbestandtteil der
Plasmamembran der Hefe und hat einen EinfluB auf die Membranpermeabilitat,
Fluiditdt und die Aktivitdt membrangebundener Proteine (Cobon und Haslam,
1973; Lees et al., 1979; 1989; Bard et al., 1978; Kleinhans et al., 1979).

3.1.5 Deletion weiterer ERG-Gene zur Klarung der Ergosterolfunktion

Es stellte sich nun die Frage, inwieweit sich eine Deletion des Gens ERG4 bzw.
ein Fehlen der Erg4 Sterolreduktase auf die Aktivitat von GLUT4 ausuben konnte.
Es wére denkbar, daf3 das Enzym Erg4 einen direkten Einflu3 auf den Transporter
GLUT4 ausibt bzw. auf seine Translokation zur Plasmamembran. Es wére aber
auch moglich, dal3 das Syntheseprodukt Ergosterol, welches Uber 90% des
Membransterols in der Hefe ausmacht, einen hemmenden EinfluB auf die
Funktion des GLUT4-Transporters in der Plasmamembran hat. Ob das Ergosterol
einen Einflu3 hat, wurde in einem erg5-Deletionsstamm untersucht, welcher
ebenfalls kein Ergosterol synthetisieren kann. ERG5 kodiert fir das vorletzte
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Enzym der Ergosterolbiosynthese und durch ein Fehlen dieses Enzyms akkumu-
liert sich die Sterolvorstufe Ergosta-5,7-Dienol in der Plasmamembran (Smith et
al., 1996). Sollte jedoch Ergosterol einen hemmenden EinfluB haben, miBte
GLUT4 in einem erg5-Deletionsstamm aktiv sein. Die PCR-Synthese der kanMX-
Deletionskassette wurde mit dem Oligonukleotidpaar S1-ERG5/S2-ERG5 durch-
gefiihrt und die Uberpriifung der Deletion mit den Oligonukleotiden a1-ERG5/a4-
ERG5; a2ERG5/a3ERG5 sowie k2kanMX/k3kanMX. Der GLUT4-Transporter war
in dem daraus resultierenden Stamm EBY.S7 Aerg5 (SDY.024) nicht aktiv. Dieser
Stamm produzierte zwar kein Ergosterol mehr, besal3 allerdings noch das Gen
ERG4, das fur die Sterolreduktase kodiert. Ein erg4erg5-Doppeldeletionsstamm
wurde konstruiert, um zu zeigen, ob vielleicht doch das Protein Erg4 einen
direkten EinfluB auf die GLUT4-Aktivitat hat. Die PCR-Synthese der HIS3MX-
Deletionskassette wurde mit dem Oligonukleotidpaar S1-ERG4/S2-ERG4 und
dem Plasmid pFA6a-HIS3MX als Vorlage durchgefuhrt. Die Deletion des ERG4-
Gens wurde in dem erg5-Deletionsstamm SDY.024 durchgefihrt und mit den
Oligonukleotiden seqHIS/a4-ERG4 Uberprift. Der erg4erg5-Doppeldeletions-
stamm zeigte Uberraschenderweise wieder Wachstum mit GLUT4 auf glukose-
haltigem Medium und wird im folgenden mit SDY.026 bezeichnet. Die Deletion der
Gene ERG3 und ERG6 mit den Oligonukleotiden S1-ERG3/S2-ERG3 und S1-
ERG6/S2-ERG6 war nach mehrfachen Versuchen nicht méglich. Die Uberpriifung
der Transformanten mit den Oligonukleotiden a1-ERG3/a2-ERG3 und a1-ERG6/
a4-ERG6 ergab in allen Fallen nur die Wildtypsituation. Das Wachstum der
verschiedenen Ergosterolmutanten mit GLUT4 auf Glukosemedium ist in der
nachfolgenden Tabelle dargestellt. Zum Vergleich wurde auch das Wachstum der
Mutanten mit GLUT1 getestet.

Tab. 9: Wachstumsverhalten der Stimme EBY.VW.4000, EBY.S7, SDY.022, SDY.024 und
SDY.026 auf synthetischem Komplettmedium ohne Tryptophan und mit 0,1% Glukose als
Kohlenstoffquelle. Die Zellen wurden fir 3 Tage bei 30°C inkubiert. (+) gutes Wachstum, (+/-)
méBiges Wachstum, (-) kein Wachstum.

Stamm Genotyp Plasmid Wachstum
0,1% Glukose

EBY.VW4000 hxt FGY1 YEplac112 -
YEpH2-rGLUT1 -
YEpH2-rGLUT4 -
EBY.S7 hxt” fgy1-1 YEplac112 -
YEpH2-rGLUT1 +
YEpH2-rGLUT4 -
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SDY.022 hxt fgy1-1 Aerg4 YEplac112 -
YEpH2-rGLUT1
YEpH2-rGLUT4

SDY.024 hxt fgy1-1 Aerg5 YEplac112 -
YEpH2-rGLUT1 +
YEpH2-rGLUT4 -

SDY.026 hxt fgy1-1 Aerg4Aerg5 YEplac112 -
YEpH2-rGLUT1 +
YEpH2-rGLUT4 +/-

Abb. 7: Wachstumsverhalten der Stamme EBY.S7, EBY.VW.4000, SDY.022, SDY.024,
SDY.026 auf Agarplatten mit synthetischem Komplettmedium ohne Tryptophan und mit 0,1%
Glukose als Kohlenstoffquelle. Die Zellen wurden fiir 3 Tage bei 30°C inkubiert.
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3.1.5.1 Gaschromatographische Analyse der Ergosterol-Deletionsmutanten

Um tatséachlich ausschlieBen zu kénnen, dal die Ergosterolmutantenstdmme kein
Ergosterol mehr produzieren, wurden die Membransterole der Ergosterol-
Deletionsmutanten und eines Wildtypstammes isoliert, verseift und gaschromato-
graphisch je nach Siedepunkt aufgetrennt (Abschnitt 2.25 und 2.26). Als interner
Standard wurde den lIsolaten bei der Praparation Cholesterol zugesetzt. Die
Auftrennung der Sterole ist in folgender Abbildung dargestelit.

Abb. 8: Gaschromatographische (GC) Auftrennung der aus Hefe isolierten Membransterole
nach Siedepunkt. Die flissigen Hefekulturen wurden fir 49 h bei 30°C auf einem Schiittel-
inkubator bis zur stationdren Wachstumsphase inkubiert. Es wurden 175 ODggo-Einheiten geerntet
und die Sterole daraus isoliert. GC beschrieben unter Abschnitt ,Methoden® A) Stamm EBY.S7 (rot)
im Vergleich zu Stamm SDY.022 (Aerg4) (grun). B) Stamm SDY.024 (Aerg5) (grun) im Vergleich zu
Stamm SDY.026 (Aerg4 Aergb) (rot). Peak 1: Squalen, 2: Cholesterol, 3: Ergosterol, 4: Ergosterol-
Vorstufe (Ergostatetraenol), 5: Ergosterol-Vorstufen (Ergostatrienol/Ergostadienol).

A)

B)

S SR e e M
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Abbildung 8 zeigt die gaschromatographische Auftrennung der Membransterole
der Stdmme EBY.S7, SDY.022, SDY.024 und SDY.026. Die Peaks 2
(Cholesterol) und 3 (Ergosterol) konnten mit Hilfe von entsprechenden Standards
zugeordnet werden, die Peaks 1 (Squalen), 4 und 5 wurden mit Hilfe von
vergleichbaren Chromatogrammen aus der Literatur zugeordnet (Le Fur et al.,
1999; Baudry et al, 2001; Gachotte et al., 2001; Darnet et al, 2001). Die
Chromatogramme belegen eindeutig, daf Ergosterol nur in dem Wildtypstamm
gebildet wurde, der alle Gene der Ergosterolbiosynthese besal3. Bereits die
Deletion eines der ERG-Gene fuhrt dazu, daf3 sich bestimmte Ergosterolvorstufen
ansammeln und das Endprodukt Ergosterol nicht mehr gebildet wird. Das
Chromatogramm des Stammes SDY.022 |48t sehr gut erkennen, daf3 durch die
Deletion des Gens ERG4 kein Ergosterol gebildet wurde, es jedoch zu einer
Akkumulation der direkten Vorstufe kam. Der erg5-Deletionsstamm und der
erg4erg5-Doppeldeletionsstamm zeigten fast identische Chromatogramme, auch
hier war eindeutig kein Ergosterol-Peak zu erkennen. Die Peaks der
akkumulierten Vorstufen zeigten eine leichte Verschiebung, was darauf hindeutet,
daf3 sich in diesen Stdmmen nicht die gleichen Ergosterolvorstufen ansammein.
Man héatte vermutet, daf3 sich in beiden Stdmmen Ergostatrienol ansammelt, da in
beiden Fallen ERG5 deletiert war. Wie bereits in der Literatur bestéatigt, verlauft
die Ergosterolbiosynthese nicht linear. Das bedeutet, dal3 das Ergostatrienol in
einem erg5-Deletionsstamm durch die Sterolreduktase Erg4 weiter zu
Ergostadienol umgewandelt wird (Smith et al., 1996). Dieser Versuch hat gezeigt,
daf3 es keinen direkten Einflu3 von Ergosterol auf GLUT4 gibt, da auch die erg5-
Deletionsmutante, in welcher GLUT4 nicht funktionell exprimiert wird, kein
Ergosterol bildet.

3.1.6 Intrazelluléare Lokalisierung von GLUT4

Nachdem die Lokalisierung des Transporterproteins GLUT4 bereits in friheren
Versuchen durch eine Fusion des grinfluoreszierenden Proteins GFP in intra-
zellularen Strukturen gezeigt werden konnte (Wieczorke 2001), sollte nun gezeigt
werden, wie sich die intrazellulare Lokalisierung bzw. Verteilung von GLUT4 in
einer erg4-Deletionsmutante verhalt. Hierzu wurden Fraktionierungsexperimente
durchgefihrt. Es wurden Zellextrakte aus Kulturen, die sich in der exponentiellen
Wachstumsphase befanden, mit Saccharosegradienten fraktioniert und das Ver-
teilungsmuster von GLUT4 mit dem der Markerproteine Dpm1 (Dolichol-P-Manno-
syltransferase) und Pep12 (endosomales Syntaxin) durch anschlieBendes
Western-Blotting verglichen. Dpm1 ist ein ca. 30 kDa grof3es Protein, welches in
der Hefe in der Membran des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist und
Pepi12 ist ein ca. 37 kDa groBes Protein der spaten Endosomen. Es wurden
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Zellextrakte des Stammes EBY.S7 und des Stammes SDY.022 mit dem Plasmid
YEpH2-rGLUT4 angefertigt und verglichen. Aus Abb. 9 wird ersichtlich, daf3 sich
die Verteilung von GLUT4 im Stamm EBY.S7 weitgehend mit der des Marker-
proteins Dpm1 deckt. Dies deutet auf eine Lokalisierung von GLUT4 in oder am
endoplasmatischen Retikulum hin. Im Stamm SDY.022 erkennt man eine deut-
liche Verschiebung der GLUT4-Fraktionen von Fraktion 13/14 bis hin zu Fraktion
18. Die Spuren 15 bis 18 zeigen Fraktionen hoéherer Dichte, in denen sich
Proteine der Plasmamembran (z.B. Pmal) akkumulieren. Die Verteilung von
GLUT4 bis hin zur Zelloberflache deckt sich mit der Tatsache, da3 GLUT4 im
Stamm SDY.022 funktionell exprimiert wird und dieser Stamm wieder in der Lage
ist, auf glukosehaltigem Medium zu wachsen. Die Beobachtung, da3 GLUT4 sich
im Stamm EBY.S7 in intrazellularen Strukturen akkumuliert, 143t die Annahme zu,
daf3 die funktionelle Expression des Transporters aufgrund einer Mi3lokalisierung
des Proteins verhindert wird. In friheren Fraktionierungsexperimenten konnte
gezeigt werden, daB GLUT1 sowohl im Stamm EBY.18ga als auch im Stamm
EBY.S7 mit dem Markerprotein Pma1 (Plasmamembran-ATPase) in den letzten
Fraktionen héherer Dichte kolokalisiert (Wieczorke 2001). Auch wenn GLUT1 in
einem FGY1-Wildtypstamm nicht funktionell ist, konnte mit diesem Experiment
gezeigt werden, daB das Transporterprotein sich an der Plasmamembran akku-
mulierte. Mit Hilfe eines densitometrischen Auswertungsprogramms konnte die
Verteilung der Proteine im Saccharosegradienten prozentual und somit graphisch
dargestellt werden.

Abb. 9: Fraktionierung von GLUT4 durch Dichtegradientenzentrifugation. A) Mittels SDS-
PAGE und Western-Analyse wurden die Fraktionen auf die Anwesenheit des Proteins GLUT4,
sowie der Markerproteine Pep12 und Dpm1 hin untersucht. Es wurden spezifische polyklonale
Antiseren gegen GLUT4, Pep12 und Dpm1 eingesetzt. B) Densitometrische Quantifizierung der

Westernblot-Signale. Die Western-Blots wurden eingescannt und die Signalintensitat wurde mit
dem Programm Scionlmage quantifiziert. Das starkste Signal wurde 100% zugeordnet.
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3.2 Interaktionsstudien mit Hilfe des Split-Ubiquitin-Systems (SUS)

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit sollte ein auf dem Split-Ubiquitin-System
basierender Genbankscreen in Hefe sein, in dem mit cDNA aus menschlichem
Skelettmuskelgewebe nach Proteinen gesucht werden sollte, die mit GLUT4
interagieren. In Two-Hybrid-Experimenten und mit Ko-Immunopréazipitations-
experimenten konnten bereits Proteine gefunden werden, die mit dem C-Terminus
von GLUT4 interagieren. Dazu gehért die Fruktose-1,6-bisphosphataldolase, das
Sentrin konjugierende Enzym Ubc9 und Daxx (death-associated protein), ein mit
dem Fas-Rezeptor und dem Typ || TGF-B Rezeptor assoziiertes Protein (Kao et
al., 1999; Giorgino et al., 2000; Lalioti et al., 2002). Weitere noch unbekannte mit
GLUT4 interagierende Proteine kénnten Aufschlu3 Uber die Vermittlung des
Insulinsignals an die vesikuldren GLUT4-Speicherkompartimente in Saugerzellen
geben.

Proteine und ihre jeweilige Aufgabe im zellularen Ablauf lassen sich am besten
untersuchen und verstehen, wenn man maogliche Interaktionspartner nachweisen
kann. Eine in der Hefe sehr beliebte Methode ist das Two-Hybrid-System flr die in
vivo Analyse von Protein-Protein-Interaktionen (Bartel und Fields, 1995), jedoch
ist diese Methode beschrankt auf die Analyse I6slicher Proteine bzw. Iéslicher
Proteindoméanen, da der Nachweis direkt im Zellkern stattfindet. Die Interaktion
zwischen integralen Membranproteinen 1aBt sich mit dieser Methode nicht
nachweisen, da sie nicht in den Zellkern gelangen kénnen. Eine gute Alternative
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stellt das Split-Ubiquitin-System dar (Johnsson und Varshavsky; 1994a; 1994b;
Varshavsky, 1997b; Stagljar et al., 1998). Ubiquitin ist ein konserviertes Protein
aus 76 Aminosauren, welches normalerweise als Abbausignal an den N-Terminus
von Proteinen fusioniert wird. Neu synthetisierte Ubiquitin(Ub)-Fusionsproteine
werden unmittelbar nach ihrer Synthese von den Ub-spezifischen Proteasen
(UBP’s) erkannt und hinter der letzten Aminosdure des Ubiquitins an der
Ubiquitin-Polypeptid-Verbindung geschnitten. Diese Reaktion erfordert allerdings
eine korrekte Konformation des Ubiquitins. Wird die C-terminale Halfte des Ub
(Reste 35-76, Cub) als Fusion mit einem Reporterprotein exprimiert (Cub-PLV), so
erfolgt die Abspaltung des Reporters nur dann, wenn in derselben Zelle die N-
terminale Haélfte des Ub (Reste 1-37, Nub) koexprimiert wird. Die Effizienz der
Reassoziation beider Ubiquitinhéalften wird herabgesetzt, wenn anstelle des
nativen Nub ausgesuchte Nub-Mutationen eingesetzt werden, die nur noch
schwach an Cub binden. Werden Cub und eine Nub-Mutante an zwei Proteine
fusioniert, die miteinander interagieren, erhéht sich die lokale Konzentration der
Ub-Peptide, die Reassoziation zum Ubiquitin wird geférdert und das
Reporterprotein  wird effizient vom Cub abgespalten. Ein mdgliches
Reporterprotein ist das PLV, das sich aus dem ProteinA, der DNA-Bindedoméne
LexA und dem Transkriptionsaktivator VP16 zusammensetzt. Das abgespaltene
PLV gelangt in den Zellkern und aktiviert dort z.B. lacZ- oder HIS3-Reportergene.
Die Interaktion kann dann durch Messung der B-Galaktosidaseaktivitat oder durch
Wachstum auf Medium ohne Histidin nachgewiesen werden.
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Abb. 10: Schematische Darstellung des ,,Split-Ubiquitin-Systems*“. Das System dient dem
Nachweis der Interaktion zweier Membranproteine bzw. eines Membranproteins mit einem cytoso-
lischen Protein. Die zu untersuchenden Proteine werden mit je einer Halfte des Ubiquitinmolekiils
fusioniert, wobei an die C-terminale Halfte ein Reporterprotein PLV (ProteinA, LexA, VP16)
fusioniert ist. Cub = C-terminale Ubiquitinh&lfte, Nub = N-terminale Halfte. Bei Interaktion der
Membranproteine wird die Reassoziation der Ubiquitinhalften von einer ubiquitinspezifischen
Protease (UBP) erkannt und das Reporterprotein abgespalten. Dieses gelangt in den Zellkern und
aktiviert dort Reportergene (z.B. lacZ-Gen, HIS3-Gen).

PLV

Reportergen: lacZ

Ein weiteres Reporterprotein ist das Hefeprotein Ura3, welches an der Uracil-
biosynthese beteiligt ist und an seinem N-Terminus mit einem Abbausignal
(Argininrest) versehen wird (RUra3p) (Wittke et al, 1999; 2000). Wird das
Reporterprotein nach erfolgter Reassoziation der Ubiquitinhalften abgespalten,
wird das Arginin am N-Terminus freigelegt und das RUra3 nach der N-End-Regel
effizient abgebaut (Varshavsky, 1997a). Die Zellen werden phanotypisch Uracil-
auxotroph und kénnen auf Nahrmedium ohne Uracil nicht mehr wachsen. Da 5-
Fluor-Orotsaure (5-FOA) von Ura3 in das toxische 5-Fluor-Uracil umgewandelt
wird, kehrt sich die Situation auf Medien, die 5-FOA enthalten, um. Eine
Reassoziation der Ubiquitinhalften fihrt zum Uberleben der Zellen, wahrend
Zellen, die hauptséchlich ungeschnittenes Cub-RUra3 enthalten, auf FOA-
haltigem Medium sterben.



Ergebnisse Seite 64

3.2.1 Etablierung und Optimierung des Split-Ubiquitin-Systems (SUS)

Die Uberpriifung und Etablierung des Split-Ubiquitin-Systems wurde in unserem
Labor zuvor mit GLUT4, GLUT1 und hefeeigenen Hexosetransportern durch-
gefuhrt. Hierfir war es notwendig, die bereits fir das System existierenden
Vektoren entsprechend zu modifizieren und fir den Nachweis geeignete
Hefestdmme zu konstruieren.

3.2.1.1 Konstruktion geeigneter Hefestdmme flir das SUS-System

Eine Voraussetzung fir den Interaktionsnachweis mittels des Split-Ubiquitin-
Systems war ein genetisch veranderter Hefestamm, der das jeweilige Reporter-
gen in das Genom integriert hatte. Ein GAL1::lacZ-Fusionsplasmid (pLexA(0x5)),
welches 167 bp vor dem Transkriptionsstart 5 /exA-Operatorregionen besitzt,
wurde zur Integration in das Hefegenom Uber eine Stul-Restriktionsstelle im
URA3-Gen linearisiert. Dieses linearisierte Integrationsplasmid wurde Uber
homologe Rekombination in den ura3-52-Locus der Hefestiamme EBY.F4-1,
EBY.F4-4, EBY.F4-7 und SDY.022 inseriert. Eine Interaktion konnte in diesen
Stdmmen insofern nachgewiesen werden, als daB das Reporterprotein PLV in
den Zellkern gelangen und dort durch Bindung an die lexA-Operatorregionen das
lacZ-Gen aktivieren konnte.

3.2.1.2 Konstruktion der SUS-Plasmide

Zum Nachweis der Interaktion mufBte ein Teil der Proteine N-terminal mit Nub
fusioniert und ein Teil C-terminal mit Cub-PLV bzw. Cub-RURAS fusioniert in der
Zelle vorliegen. Hierzu sind die fur das System urspringlich konstruierten
Vektoren, die uns freundlicherweise von Dr. Stephan te Heesen zur Verfigung
gestellt wurden, modifiziert worden. Das Gen ALG5 der Plasmide pNub-WT-ALG5
bzw. pNub-G-ALG5 sowie das mutierte Gen wbp1 des Insertionsplasmides
pRS305(Awbp1-Cub-ProtA-LexA-VP16) wurden in in vivo Klonierungen gegen die
Gene der zu untersuchenden Proteine ausgetauscht. Ein geeigneter CubURAS3-
Vektor war das Plasmid pRS313-STE2, welches freundlicherweise aus der
Arbeitsgruppe Kolling (Dusseldorf) zur Verfiigung gestellt wurde.

Das GLUT4-Gen wurde in einer PCR-Reaktion mit dem Oligonukleotidpaar
GLT4NUB/GLT4NUB2 und dem Plasmid YEp4H7-hsGLUT4 als Vorlage amplifi-
ziert. Die Primer binden im Bereich des Start- und Stopkodons des GLUT4-Gens
und besitzen homologe Sequenzen zum Promotor- und Terminationsbereich der
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Plasmide pNub-WT-ALG5 bzw. pNub-G-ALG5. Die PCR-Produkte wurden Gber
homologe Rekombination in der Hefe in die zuvor mit Xhol, Bglll und Sacl
geschnittenen und linearisierten Nub-Plasmide hinter deren CUP-Promotor
kloniert. Die so entstandenen Plasmide pNub-WT-hsGLUT4 und pNub-G-
hsGLUT4 wurden aus Hefe isoliert, in E. coli amplifiziert und Gberprift und fir
anschlieBende Interaktionstests verwendet. In einer zweiten PCR-Reaktion wurde
das GLUT4-Gen mit dem verklrzten HXT7-Promotor mit dem Oligonukleotidpaar
GLT4CUB1/ GLT4CUB und dem Plasmid YEp4H7-hsGLUT4 als Vorlage so
amplifiziert, dal3 es kein eigenes Stopkodon enthielt und direkt als Fusion ,in
frame® vor die Cub-PLV-Sequenz des Plasmids pRS305 kloniert werden konnte.
Das PCR-Produkt wurde mit Sall an seinen Enden geschnitten und tber Ligation
in den mit Xhol geschnittenen Vektor pRS305 kloniert. Das resultierende
Insertionsplasmid pRShsGLUT4-CubPLV sollte im LEUZ2-Selektionsmarkergen
geschnitten und Uber homologe Rekombination in den Leucin-Locus des Hefe-
genoms integriert werden. Da dies nach mehrfachen Versuchen nicht gelang,
wurde die komplette Sequenz HXT7hsGLUT4-Cub-PLV des Plasmids pRShs
GLUT4-CubPLV in einer PCR-Reaktion mit dem Oligonukleotidpaar RP-HOM/UP-
HOM amplifiziert und Uber homologe Rekombination in Hefe in das Centromer-
plasmid YCplac111, welches zuvor mit Kpnl/BamHI| geschnitten wurde, kloniert.
Das resultierende Plasmid YCpH7hsG4-CubPLV wurde aus Hefe isoliert, in E.
coli amplifiziert, Uber Restriktionskartierung uUberprift und far anschlieBende
Interaktionstests verwendet.

Der starke, konstitutive HXT7-Promotor (verkurzte Version ohne Mig1-Repressor-
bindestellen) im Plasmid YCpH7hsG4-CubPLV wurde gegen den regulierbaren
MET25-Promotor und den schwachen FGY171-Promotor ausgetauscht. In einer
PCR-Reaktion wurde der Bereich des MET25-Promotors mit dem Oligonukleotid-
paar MetGlt4Cub1/MetGlt4Cub2 und dem Plasmid p426 MET25 als Vorlage
amplifiziert. Die Primer hatten homologe Sequenzanhange zu dem Bereich vor
dem verkurzten HXT7-Promotor und dem GLUT4-Gen im Plasmid YCpH7hsG4-
CubPLV. Durch die Transformation des PCR-Produktes und des zuvor mit Kpnl
geschnittenen Plasmids YCpH7hsG4-CubPLV in den Stamm EBY.F4-4 entstand
Uber homologe Rekombination das Plasmid YCpMet25hsG4-CubPLV. Ebenso
sollte das GLUT4-CubPLV-Konstrukt von dem schwachen FGY1-Promotor
reguliert werden. In einer friheren Klonierungsreaktion wurde der verklrzte HXT7-
Promotorbereich und das GLUT4-Gen im Plasmid YCpH7hsG4-CubPLV gegen
das Gen FGY1 samt FGY1-Promotorbereich ausgetauscht und es entstand das
Plasmid YCpFGY1-CubPLV (D.Voss, 2001). Mit dem Oligonukleotidpaar
FGY1hsG4/CUPGLT4URA2 und dem Plasmid YCpH7hsG4-CubPLV als Vorlage
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wurde das GLUT4-Gen amplifiziert. Die Primer hatten homologe Sequenz-
anhange zu dem FGY1-Promotorbereich und dem CubPLV-Sequenzbereich des
Plasmids YCpFGY1-CubPLV. Durch Transformation des PCR-Produktes und des
zuvor mit Xhol/Xbal geschnittenen Plasmids YCpFGY1-CubPLV in den Stamm
EBY.F4-7 entstand durch homologe Rekombination das Plasmid YCpFGYhsG4-
CubPLV.

Da ein Teil der Oligonukleotide auch fur die Konstruktion geeigneter CubURAS3-
Plasmide verwendet werden konnte, wurden die CubPLV- und CubURAS-
Plasmide mit GLUT1 und HXT9 parallel konstruiert. In zwei PCR-Reaktionen
wurde mit den Oligonukleotidpaaren p426H7-1/hsG1Cub und CUPhsGLUT1/
hsG1Cub und dem Plasmid YEp4H7-hsGLUT1 als Vorlage das humane GLUT1-
Gen amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden entsprechend ihrer Sequenzanhange
Uber homologe Rekombination in dem Stamm EBY.F4-7 lexA::lacZ::URAS3 in das
zuvor mit Xhol geschnittene Plasmid YCpH7hsG4-CubPLV und in das zuvor mit
EcoRI geschnittene Plasmid pRS313-STE2 kloniert, aus Hefe isoliert, in E. coli
amplifiziert und Uberprift, so daB die Plasmide YCpH7hsG1-CubPLV und
pRShsG1-CubURA entstanden. Nach dem gleichen Prinzip wurde das hefe-
eigene HXT7-Gen mit den Oligonukleotidpaaren p426H7-1/HXT7Cub und
CUPHXT7/HXT7Cub und dem Plasmid YEpkHXT7 als Vorlage amplifiziert und in
die Cub-Vektoren kloniert. Nach der Isolation der Plasmide aus Hefe lieBen sich
diese nicht in E. coli amplifizieren. Ebenso wurde das hefeeigene HXT9-Gen mit
den Oligonukleotidpaaren p426H7-1/HXT9Cub und CUPHXT9/HXT9Cub und
dem Plasmid pTHHXT9 als Vorlage amplifiziert und in die Cub-Vektoren kloniert,
so daf3 die Plasmide YCpH7HXT9-CubPLV und pRSHXT9-CubURA entstanden.
Auf diese Weise wurde auch versucht, GLUT4 in das CubURA3-Plasmid zu
klonieren. Das GLUT4-Gen wurde mit dem Oligonukleotidpaar CUPGLT4URA1/
CUPGLT4URA2 von der Plasmidvorlage YEp4H7-hsGLUT4 amplifiziert und tber
homologe Rekombination in das Plasmid pRS313-STE2 kloniert. Nach der
Isolation aus Hefe und Amplifikation in E. coli konnte kein Plasmid YCphsG4-
CubURA isoliert werden.

Nachdem die CubPLV- und CubURA-Plasmide flr Interaktionstests der Glukose-
transporter GLUT1 und Hxt9 konstruiert waren, wurden entsprechende Nub-
Konstrukte erstellt. In einer PCR-Reaktion wurde mit dem Oligonukleotidpaar
NubGLT1a/NubGLT1b und der Plasmidvorlage YEp4H7-hsGLUT1 das GLUTT-
Gen amplifiziert. Das PCR-Produkt hatte homologe Sequenzanhénge und konnte
Uber Rekombination in dem Stamm EBY.F4-3 in das zuvor mit Xhol/Bgll/Sacl
geschnittene Plasmid pNub-G-ALG5 bzw. pNub-WT-ALG5 kloniert werden und
das ALG5-Gen ersetzen, so dal3 die Plasmide pNub-G-hsGLUT1 und pNub-WT-
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hsGLUT1 entstanden. Nach dem gleichen Prinzip wurde auch das HXT9-Gen in
einer PCR-Reaktion mit dem Oligonukleotidpaar NubHXT9a/NubHXT9b und der
Plasmidvorlage pTHHXT9 amplifiziert und in die Plasmide pNub-G-ALG5 bzw.
pNub-WT-ALG5 kloniert. Die Plasmide pNub-G-HXT9 und pNub-WT-HXT9
wurden aus Hefe isoliert, in E. coli amplifiziert und Uber Restriktionsanalyse
Uberpruft.

Zur Konstruktion geeigneter Erg4-Vektoren wurde das GLUT4-Gen im Plasmid
YCpH7hsG4-CubPLV und das Gen ALG5 in den Plasmiden pNub-G-ALG5 und
pNub-WT-ALG5 durch das ERG4-Gen ersetzt. In zwei PCR-Reaktionen wurde
ERG4 mit den Oligonukleotidpaaren ERG4Cub1/ERG4Cub2 und NubERG4a/
NubERG4b mit genomischer DNA als Vorlage amplifiziert. Die PCR-Produkte
wurden mit den zuvor linearisierten Plasmiden YCpH7hsG4-CubPLV bzw. pNub-
G-ALG5 und pNub-WT-ALG5 in den Stamm VWH1A transformiert und Uber
homologe Rekombination der entsprechenden Sequenzanhange wurden die
Plasmide YCpH7ERG4-CubPLV, pNub-G-ERG4 und pNub-WT-ERG4 kloniert.

Die Gene HXT1 und SHR3 wurden mit den Oligonukleotidpaaren HXT1Cub1/
HXT1Cub2 und SHR3Cub1/SHR3Cub2 in einer PCR-Reaktion mit genomischer
DNA als Vorlage amplifiziert und mit dem linearisierten Plasmid YCpH7hsG4-
CubPLV in den Stamm VW1A transformiert. Die Klonierung erfolgte Uber
homologe Rekombination, wobei das GLUT4-Gen gegen die entsprechenden
Gene ausgetauscht wurde. Die Plasmide YCpH7HXT1-CubPLV und
YCpH7SHR3-CubPLV wurden aus Hefe isoliert, in E. coli amplifiziert und Uber
Restriktionsanalyse Uberpruft.

Nach der Konstruktion der SUS-Plasmide wurden diese zum Teil auf
Funktionalitat Uberprift. Das bedeutet, die Glukosetransporter GLUT4, GLUT1,
Hxt9 und Hxt1 sollten trotz C- und N-terminaler Fusionen noch in der Lage sein,
Glukose zu transportieren. Die Funktionalitdt wurde mit unterschiedlichen
Glukosekonzentrationen gemessen, da die untersuchten Transporter verschie-
dene Substrataffinitaten besitzen.
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Tab. 10: Funktionalititstest der SUS-Plasmide, die Gene fiir Glukosetransporter tragen. Die
hexosetransport-defizienten Stdmme EBY.F4-7 und SDY.028 wurden mit den SUS-Plasmiden
transformiert und auf synthetischem Medium mit den angegebenen Glukosekonzentrationen
ausgestrichen. Die C- und N-terminalen Fusionen sollten die Transporteigenschaften nicht
beeinflussen. (-) kein Wachstum, (+) Wachstum, (++) sehr gutes Wachstum, (n.d.) nicht getestet.

Stamm EBY.F4-7
Plasmide 0,2% Glukose 2% Glukose
YCpH7hsG4-CubPLV - -

YCpH7hsG1-CubPLV n.d. -
YCpH7HXT9-CubPLV n.d. ++
pNub-G/WT-hsGLUT4 + -
pNub-G/WT-hsGLUT1 ++ n.d.
pNub-G/WT-HXT9 ++ ++

Stamm SDY.028

Plasmide 0,2% Glukose 1% Glukose
YCpH7hsG4-CubPLV + -
YCpH7hsG1-CubPLV ++ ++
YCpH7HXT1-CubPLV - ++

Die Wachstumstests haben gezeigt, dal3 die N-terminale Fusion in den Nub-
Konstrukten keine negativen Auswirkungen auf die Glukosetransporteigen-
schaften von GLUT4, GLUT1 und Hxt9 hatte. Die Transformanten zeigten
eindeutig Wachstum auf glukosehaltigem Medium. Auch die C-terminale Fusion in
den Cub-Konstrukten hatte keinen negativen EinfluB auf die Glukosetransporter
Hxt9 und Hxt1 in den untersuchten Stdmmen. Die Glukosetransporteigenschaft
der GLUT1- und GLUT4-Cub-Fusionsproteine konnte nur im Stamm SDY.028
bestéatigt werden. Im Stamm EBY.F4-7 konnte mit den Plasmiden YCpH7hsG1-
CubPLV und YCpH7hsG4-CubPLV kein Wachstum auf Glukosemedium beob-
achtet werden.
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3.2.1.3 Unterschiedliche Hintergrundaktivitdt der Cub-Plasmide

Wahrend der Etablierung des Split-Ubiquitin-Systems konnte beobachtet werden,
daf3 bereits die Transformation des Plasmids YCpH7hsG4-CubPLV ohne die ent-
sprechenden Nub-Plasmide ausreichte, das lacZ-Reportergen zu aktivieren. Es
stellte sich die Frage, weshalb das Reporterprotein abgespalten werden konnte,
wenn es aufgrund eines fehlenden Nub-Konstruktes nicht zur Reassoziation
beider Ubiquitinhdlften kommen konnte. Es wéare denkbar, daf3 aufgrund des
starken HXT7-Promotors zu viele GLUT4-CubPLV-Fusionsproteine konstitutiv
exprimiert wurden und ein Teil der Proteine durch naturlichen Abbau in der Zelle
degradiert wurden. Dabei kbnnte es zur Freisetzung des Reporterproteins
gekommen sein, welches in den Zellkern gelangen und das lacZ-Gen aktivieren
konnte. Durch die Verwendung schwacherer bzw. regulierbarer Promotorbereiche
sollte die Hintergrundaktivitat bzw. ein Abspalten des Reporters ohne eine Cub/
Nub-Reassoziation vermieden werden. Die Hintergrundaktivitdt der GLUT4-Cub
PLV-Plasmide mit unterschiedlichen Promotorbereichen wurde sowohl qualitativ
mit X-Gal-Overlays (Daten identisch, daher nicht gezeigt) als auch quantitativ
bestimmt und mit der Hintergrundaktivitat der HXT9-CubPLV- bzw. GLUT1-
CubPLV-Konstrukte verglichen.

Abb. 11: Quantitative B-Galaktosidasemessung zur Bestimmung der Hintergrundaktivitat
verschiedener CubPLV-Plasmide in dem Stamm SDY.015. Die Zellen wurden 5 h bei 30°C in
synthetischem Komplettmedium mit 1% Maltose ohne Zugabe von Leucin rangezogen und wie in
Abschnitt 2.20.1 beschrieben behandelt Die Hintergrundaktivitat ist durch die erhdhte spezifische
Enzymaktivitat der B-Galaktosidase dargestellt und in mU/mg angegeben.

800

600+

400+

200+

spez. Enzymaktivitat
[mU/mg]

2 52 20 11
' — L& L&D Ay

YCpH7hsG4-  YCpFGY1hsG4- YCpMet25hsG4-  YCpH7hsGi-  YCpH7HXTO-
CubPLV CubPLV CubPLV CubPLV CubPLV




Ergebnisse Seite 70

Anhand der Ergebnisse der quantitativen Messung der -Galaktosidaseaktivitat ist
eindeutig zu erkennen, daf3 die Hintergrundaktivitat der Transformanten mit dem
Plasmid YCpH7hsG4-CubPLV mit 75 mU/mg am hdchsten ist. Obwohl der FGY1-
Promotor deutlich schwécher ist als der verkirzte HXT7-Promotor, ist auch in den
Transformanten mit dem Plasmid YCpFGYhsG4-CubPLV eine relativ hohe
Hintergrundaktivitdt zu beobachten. Die Transformanten mit dem regulierbaren
MET25-Promotor zeigten sowohl auf Medium mit als auch ohne Methionin die
gleiche geringe Hintergrundaktivitat, weshalb hier nur ein Ergebnis gezeigt ist.
Trotz des starken HXT7-Promotors waren die Hintergrundaktivitaten der Trans-
formanten mit den GLUT1- und HXT9-CubPLV-Plasmiden eindeutig geringer.

3.2.2 Interaktion zwischen GLUT-Transportproteinen

Es ist bereits mehrfach publiziert, dal3 Transportproteine, wie zum Beispiel die
Proteine der ABC-Transporter als Homodimere oder sogar als Homotetramere in
der Membran vorliegen und einen Transportkanal aus mehreren Untereinheiten
formen kdénnen. Es konnte bereits flr den Erythrozyten Zuckertransporter GLUT 1
gezeigt werden, dafB er einen allosterischen, oligomeren Komplex aus vier
GLUT1-Untereinheiten bildet (Hebert & Carruthers, 1991; 1992). Dabei wird die
GLUT1-Tetramerisierung durch eine einzelne intramolekulare Disulfidbricke
vermittelt (Zottola et al., 1995). Sollten die GLUT1-Transportproteine, wie in der
Literatur bereits dokumentiert, auch in der Hefe als Homodimere vorliegen, miBte
man eine Interaktion zweier GLUT1-Proteine mit dem Split-Ubiquitin-System
nachweisen kénnen. Ebenso sollte mit diesem System gezeigt werden, ob
vielleicht auch zwei GLUT4-Proteine miteinander interagieren und einen
homodimeren Transportkanal bilden.

3.2.2.1 Bestimmung der GLUT4/GLUT4-Interaktion

Zur Bestimmung der Interaktion zwischen zwei GLUT4-Proteinen wurden die
verschiedenen GLUT4-CubPLV-Plasmide zusammen mit den Nub-GLUT4-
Plasmiden in den Stamm EBY.F4-7 lexA::lacZ::URA3 (SDY.015) transformiert. Es
sollte getestet werden, inwieweit die unterschiedlichen Promotoren in den Cub-
Plasmiden die Interaktion beeinflussen konnten. Als Negativ- bzw. Hintergrund-
aktivitatskontrolle wurden die Cub-Plasmide ohne entsprechendes Nub-Plasmid
transformiert und als Positivkontrolle dienten die Nub-Plasmide mit der Wild-
typversion des Ubiquitins. Die Interaktion wurde zuerst mit X-Gal-Overlays (Daten
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nicht gezeigt) getestet und anschlieBend durch quantitative B-Galaktosidase-
messungen bestéatigt. Das Ergebnis ist folgendem Diagramm zu entnehmen.

Abb. 12: Quantitative p-Galaktosidasemessung zur Bestimmung der Interaktion zwischen
zwei GLUT4-Proteinen, die durch verschieden starke Promotorbereiche reguliert werden.
Durch die Farben der Balken sollen die unterschiedlichen Promotorbereiche der Cub-Plasmide
verdeutlicht werden (Orange = YCpH7hsG4-CubPLV, Violett = YCpFGYhsG4-CubPLV, Grin =
YCpMET25 hsG4-CubPLV). Die Zellen wurden 5 h bei 30°C in synthetischem Komplettmedium mit
1% Maltose ohne Zugabe von Leucin und Tryptophan rangezogen und wie in Abschnitt 2.20.1
beschrieben behandelt. Die Proteininteraktion ist durch die erhdhte spezifische Enzymaktivitat der
B-Galaktosidase dargestellt und in mU/mg angegeben.
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Der Vergleich zeigt deutlich, da3 die Konstrukte mit dem schwachen FGY1-
Promotor und dem regulierbaren MET25-Promotor fur weitere Tests nicht zu
verwenden waren. Die WT-Nub-Konstrukte schienen zwar schwach mit den Cub-
PLV-Konstrukten zu interagieren, aber die Positivkontrolle sollte sich deutlicher
von der Negativkontrolle hervorheben. Im Fall der Konstrukte mit dem konstitutiv
exprimierbaren HXT7-Promotor erkennt man zwar den héchsten Wert far die
Hintergrundaktivitat, aber vergleicht man diesen mit dem Wert der tatsachlichen
Interaktion von GLUT4 und dem der Positivkontrolle, so ist die Tatsache der
Hintergrundaktivitat in weiteren Tests zu vernachlassigen. Weitere Interaktions-
tests wurden aufgrund dieser Ergebnisse nur noch mit dem starken HXT7-
Promotor durchgefihrt.
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3.2.2.2 Bestimmung der GLUT1/GLUT 1-Interaktion

Zur Bestimmung der Interaktion zwischen zwei GLUT1-Proteinen wurde das
GLUT1-CubPLV-Plasmid zusammen mit den Nub-GLUT1-Plasmiden in den
Stamm EBY.F4-7 lexA::lacZ::URA3 (SDY.015) transformiert. Es sollte getestet
werden, ob die GLUT1-Transportproteine auch in der Hefe als Oligomere
vorliegen. Als Negativkontrolle wurde das Cub-Plasmid ohne entsprechendes
Nub-Plasmid transformiert und als Positivkontrolle diente das Nub-Plasmid mit der
Wildtypversion des Ubiquitins. Die Interaktion wurde zuerst mit einem X-Gal-
Overlay bestimmt und anschlieBend durch quantitative p-Galaktosidase-
messungen bestatigt.

Tab. 11: Ergebnis des qualitativen X-Gal-Overlays zu Bestimmung der Interaktion zwischen
zwei GLUT1-Proteinen in dem Stamm SDY.015. Als Positivkontrolle wurde das Plasmid
YCpH7hsG1-CubPLV mit dem Nub-Plasmid transformiert, welches die Wildtypversion des
Ubiquitins enthielt und als Negativkontrolle mit einem Tryptophan exprimierenden Plasmid.

Plasmide X-Gal-Farbreaktion
YCpH7hsG1-CubPLV + YEplac112 blau nach ca. 45 min
YCpH7hsG1-CubPLV + pNub-G-hsGLUT1 blau nach ca. 35 min
YCpH7hsG1-CubPLV + pNub-WT-hsGLUT1 blau nach ca. 25 min

Abb. 13: Quantitative p-Galaktosidasemessung zur Bestimmung der Interaktion zwischen
zwei GLUT1-Proteinen in dem Stamm SDY.015. Die Zellen wurden fir 5 h bei 30°C in
synthetischem Komplettmedium mit 1% Maltose ohne Zugabe von Leucin und Tryptophan
rangezogen und wie in Abschnitt 2.20.1 beschrieben behandelt. Die spezifische Enzymaktivitat ist in
mU/mg angegeben.
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Die Ergebnisse der quantitativen [B-Galaktosidase-Messung bestatigten die
Ergebnisse des qualitativen X-Gal-Overlays (Tabelle 11). Es besteht eine
schwache Interaktion zwischen zwei GLUT 1-Proteinen, wenn man die spezifische
Enzymaktivitat von 80 mU/mg mit der Enzymaktivitat der Negativkontrolle mit 20
mU/mg und mit der maximal méglichen Enzymaktivitdt von 1020 mU/mg der
Positivkontrolle vergleicht.

3.2.2.3 Bestimmung der GLUT4/GLUT 1-Interaktion

Nachdem die Interaktion zwischen zwei GLUT4-Proteinen und zwei GLUT1-
Proteinen untersucht wurde, stellte sich die Frage, ob aufgrund der starken
Homologie zwischen GLUT4 und GLUT1 evtl. auch hier eine Interaktion mdglich
ist. Die Interaktion zwischen GLUT4 und GLUT1 wurde ebenfalls quantitativ mit -
Galaktosidase-Assays bestimmt und dabei spielte es keine Rolle, ob man GLUT4
oder GLUT1 mit dem Reporterprotein fusionierte.

Abb. 14: Quantitative p-Galaktosidasemessung zur Bestimmung der Interaktion zwischen
GLUT4 und GLUT1 in dem Stamm SDY.015. Die Zellen wurden 5 h bei 30°C in synthetischem
Komplettmedium mit 1% Maltose ohne Zugabe von Leucin und Tryptophan rangezogen und wie in
Abschnitt 2.20.1 beschrieben behandelt. Die Proteininteraktion ist durch die erhéhte spezifische
Enzymaktivitat der B-Galaktosidase dargestellt und in mU/mg angegeben.
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Das Diagramm zeigt deutlich, daB auch zwischen GLUT4 und GLUT1 eine
schwache Interaktion gemessen werden konnte. Dabei hat es keine Rolle
gespielt, ob man GLUT4 oder GLUT1 mit dem CubPLV-Konstrukt fusioniert hat.
Eine Interaktion zwischen GLUT4 und GLUT1 kénnte auf die Bildung eines
heterodimeren Transportkomplexes in der Hefe hindeuten.
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3.2.3 Interaktion zwischen Hxt9 Transportproteinen

Nachdem mit Hilfe des Split-Ubiquitin-Systems eine schwache Interaktion
zwischen humanen Glukosetransportproteinen in der Hefe gemessen werden
konnte, sollte gezeigt werden, ob auch eine Interaktion zwischen hefeeigenen
Glukosetransportproteinen besteht. Hierzu wurde der Glukosetransporter Hxt9
untersucht. Die entsprechenden Cub- und Nub-Plasmide wurden in den Stamm
EBY.F4-7 lexA::lacZ::URA3 (SDY.015) transformiert und die Interaktion sowohl in
einem X-Gal-Overlay (Daten nicht gezeigt) als auch in einem quantitativen -
Galaktosidase-Assay untersucht. Das Ergebnis der Messung ist dem folgenden
Diagramm zu entnehmen.

Abb. 15: Quantitative p-Galaktosidasemessung zur Bestimmung der Interaktion zwischen
zwei Hxt9-Proteinen in dem Stamm SDY.015. Die Zellen wurden 5 h bei 30°C in synthetischem
Komplettmedium mit 1% Maltose ohne Zugabe von Leucin und Tryptophan rangezogen und wie in
Abschnitt 2.20.1 beschrieben behandelt. Die Proteininteraktion ist durch die erhéhte spezifische
Enzymaktivitat der B-Galaktosidase dargestellt und in mU/mg angegeben.
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Die Ergebnisse des B-Galaktosidase-Assays bestatigen eine schwache Interaktion
zwischen zwei Hxt9 Transportproteinen, wenn man die spezifische Enzymaktivitat
von 93 mU/mg mit der Enzymaktivitat der Negativkontrolle mit 11 mU/mg und mit
der maximal mdglichen Enzymaktivtat von 1046 mU/mg der Positivkontrolle
vergleicht. Die gemessene Interaktion ist vergleichbar mit der Interaktion, die
zwischen zwei GLUT1-Proteinen gemessen wurde (Abbildung 13).
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3.2.4 SUS-Nachweis mit dem RUra3-Reporterprotein

Die bereits gezeigten Interaktionen zwischen humanen Glukosetransportern und
dem Hxt9 Glukosetransporter der Hefe basierten auf enzymatischen Messungen
der p-Galaktosidaseaktivitdt. Eine Interaktion zwischen den untersuchten
Proteinen fuhrte zur Abspaltung des Reporterproteins PLV, welches anschlieBend
das lacZ-Reportergen im Zellkern aktivierte. Eine weitere Moglichkeit, Interak-
tionen mit dem Split-Ubiquitin-System nachzuweisen, basiert auf Wachstumstests.
Wenn man das RUra3-Reporterprotein an die Cub-Sequenz fusioniert, wird
dieses bei einer Interaktion abgespalten und abgebaut und die Zellen sind nicht
mehr in der Lage, auf Medium ohne Uracil zu wachsen. Im Kontrollexperiment
wachsen diese Zellen, bei denen es durch Interaktion zweier Proteine zur
Reassoziation der Ubiquitinhalften kommt, auf Medium mit Zusatz von 5-FOA.

3.2.4.1 Hintergrundaktivitédt der CubURAS3-Plasmide

Der Nachweis der Interaktion mit dem Ura3-Reporterprotein wurde fur die
Transporter GLUT1 und Hxt9 durchgefihrt werden. Die Konstruktion ent-
sprechender Cub-Plasmide ist in Abschnitt 3.2.1.2 beschrieben. Zur Uberpriifung
der Hintergrundaktivitdt wurden die Cub-URA3-Plasmide zuné&chst ohne ein ent-
sprechendes Nub-Plasmid in den Stamm EBY.F4-7 transformiert und auf
Selektivmedium ausgestrichen. Als Negativkontrolle wurde das Ausgangsplasmid
pRS313-STE2 und Plasmide ohne Split-Ubiquitin-Sequenzen transformiert. Das
Ergebnis der Wachstumstests ist in nachfolgender Tabelle gezeigt.

Tab. 12: Uberpriifung der CubURA-Plasmide auf Hintergrundaktivitit des Reporterproteins
Ura3 in dem Stamm EBY.F4-7. Die Transformanten wurden auf synthetischem Komplettmedium
mit 1% Maltose ausgestrichen, einmal mit Zusatz von FOA, einmal ohne Zugabe von Uracil. (-) kein
Wachstum, (++) sehr gutes Wachstum.

Plasmid 1% Maltose 1% Maltose
mit FOA ohne Uracil
pRShsGLUT1-CubURA - ++
pRSHXT9-CubURA - ++
pRS313-STE2 - ++

Der Wachstumstest hat gezeigt, daf3 alle Transformanten kein Wachstum auf
Medium mit FOA zeigten, was bedeutet, daBB in den Zellen das toxische FOA-
Uracil gebildet wurde und das Ura3-Reporterprotein nicht abgespalten wurde. Das
Ergebnis wurde auch durch das Wachstum auf Medium ohne Uracil bestatigt.
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3.2.4.2 Interaktion zwischen GLUT1/GLUT1 und Hxt9/Hxt9

Die mit quantitativen B-Galaktosidase-Assays gezeigte Interaktion zwischen zwei
GLUT1-Proteinen bzw. zwei Hxt9-Proteinen sollte nun auch durch Fusion der
Proteine an den Ura3-Reporter mit Wachstumstests bestatigt werden. Hierzu
wurden die Plasmide pRShsGLUT1-CubURA und pRSHXT9-CubURA sowohl
ohne als auch mit den jeweiligen Nub-Plasmiden in den Stamm EBY.F4-7
transformiert. Eine Interaktion konnte durch Wachstum auf entsprechendem
Selektivmedium bestatigt werden.

Tab. 13: Bestimmung der Interaktion zwischen zwei GLUT1- und zwei Hxt9-Proteinen in dem
Stamm EBY.F4-7 durch Wachstum auf synthetischem Medium mit 1% Maltose. Wachstum
auf Medium ohne Uracil bedeutet, daB das Reporterprotein Ura3 nicht abgespalten wird.
Wachstum auf Medium mit FOA-Zusatz bedeutet, da3 das Reporterprotein Ura3 abgespalten wird.
(+++) sehr gutes Wachstum, (++) gutes Wachstum, (+/-) schlechtes Wachstum, (-) kein
Wachstum.

Plasmide Wachstum
1% Maltose 1% Maltose
ohne Uracil mit FOA
pRShsGLUT1-CubURA + YEplac112 +++ -
pRShsGLUT1-CubURA + pNub-G-hsGLUT1 +/- -
pRShsGLUT1-CubURA + pNub-WT-hsGLUT1 - ++
pRSHXT9-CubURA + YEplac112 ++ -

PRSHXT9-CubURA + pNub-G-HXT9 - -
PRSHXT9-CubURA + pNub-WT-HXT9 - -
p423HXT7 + YEplac112 - ++

Der Wachstumstest bestétigte ebenfalls eine Interaktion zwischen zwei GLUT1-
Proteinen, da Wachstum der Transformanten mit dem mutierten GLUT1-Nub-
Konstrukt auf Medium ohne Uracil beobachtet werden konnte, das jedoch sehr
langsam war. Das Hintergrundwachstum ist damit zu begriinden, daf3 das Ura3-
Reporterprotein nicht in allen Zellen abgespalten und somit abgebaut wurde. Die
GLUT1-Interaktion hat sich nicht durch Wachstum der Transformanten auf
Medium mit FOA-Zusatz bestatigt.

Auch im Fall von Hxt9 bestatigte sich eine Interaktion durch Wachstumstests. Die
Transformanten, die das mutierte Hxt9-Nub-Plasmid enthielten, konnten nicht auf
Medium ohne Uracil wachsen. In diesen Zellen wurde das Ura3-Protein durch die
Interaktion zwischen zwei Hxt9-Proteinen abespalten und abgebaut. Die Inter-
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aktion konnte auch hier nicht durch Wachstum der Transformanten auf Medium
mit FOA bestétigt werden.

Da das Split-Ubiquitin-System mit dem Ura3-Reporterprotein weder im Fall von
GLUTH1, noch im Fall von Hxt9 bei Wachstum auf Medium mit FOA eindeutige
Ergebnisse zeigte, wurden die meisten Interaktionstests weiterhin durch den
Nachweis mit dem PLV-Reporterprotein durchgefihrt. Der Nachweis mit Hilfe des
Ura3-Reporterproteins stellte sich als nicht sensitiv genug heraus.

3.2.5 Erg4 Interaktionsstudien

Wie in Abschnitt 3.1.4 beschrieben, fuhrte eine zusatzliche Deletion des Gens
ERG4 im Stamm EBY.S7 dazu, daB der humane Glukosetransporter GLUT4
funktionell exprimiert werden konnte und der Stamm wieder auf Medium mit
Glukose als einziger Kohlenstoffquelle wachsen konnte. Weitere Deletionen der
Gene fir die letzten Enzyme der Ergosterolbiosynthese haben gezeigt, dafl3 nicht
ein Fehlen des Plasmamembransterols Ergosterol fur die Funktion von GLUT4
verantwortlich ist. Die Funktionalitdt von GLUT4 war immer dann gegeben, wenn
das Gen ERGH4 deletiert war. Diese Tatsache lief3 die Vermutung zu, dafi3 evtl. das
Protein Erg4, welches im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist, einen
direkten EinfluB auf die Translokation des Glukosetransporters zur Zelloberflache
haben kénnte. Mit Dichtegradientenzentrifugation konnte gezeigt werden, daf3
GLUT4 in einem Stamm ohne zuséatzliche erg4-Deletion zum Teil mit dem
endoplasmatischen Retikulum Protein Dpm1 kolokalisiert. Wenn Erg4 zusatzlich
eine regulatorische Funktion ausibt und direkt mit GLUT4 interagiert, sollte dies
ebenfalls mit dem Split-Ubiquitin-System nachzuweisen sein. Die notwendigen
GLUT4-Plasmide konnten aus friheren Tests verwendet werden, die Konstruktion
der entsprechenden Erg4-Cub- und Nub-Plasmide ist in Abschnitt 3.2.1.2
beschrieben.

Die GLUT4-Cub- und Nub-Plasmide wurden mit den entsprechenden ERG4-Cub-
und Nub-Plasmiden in den Stamm SDY.028 (hxt fgy1-1 Aerg4 lexA::lacZ::URA3)
transformiert und qualitative X-Gal-Overlays der Transformanten ergaben
folgendes Ergebnis.
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Tab. 14: Ergebnis des qualitativen X-Gal-Overlays zur Bestimmung der Interaktion zwischen
GLUT4 und Erg4 in dem Stamm SDY.028 (hxt fgy1-1 Aerg4 lexA::lacZ::URA3). Als Positiv-
kontrolle wurde das Plasmid pCPLV transformiert und als Negativkontrolle das Plasmid
YCpH7hsG4-CubPLV und YCpH7ERG4-CubPLV mit einem Tryptophan exprimierenden Plasmid.

Plasmide X-Gal-Farbreaktion
YCpH7hsG4-CubPLV + YEplac112 blau nach ca. 30 min
YCpH7hsG4-CubPLV + pNub-G-ERG4 blau nach 8 min
YCpH7hsG4-CubPLV + pNub-WT-ERG4 blau nach 8 min
YCpH7ERG4-CubPLV + YEplac112 blau nach ca. 1 h
YCpH7ERG4-CubPLV + pNub-G-GLUT4 blau nach ca. 1 h

YCpH7ERG4-CubPLV + pNub-WT-GLUT4 blau nach ca. 15 min
pCPLV + YEplac112 blau nach 8 min

Die Transformanten, die das GLUT4-CubPLV-Konstrukt mit den jeweiligen ERG4-
Nub-Plasmiden trugen, farbten sich nach ca. 8 min zeitgleich blau. Da die
entsprechende Negativkontrolle sich erst nach 30 min farbte und sich die Kolonien
mit dem mutierten Nub-Konstrukt ebenso schnell farbten wie die WT-Kontrolle, ist
dies ein Hinweis auf eine Interaktion zwischen GLUT4 und Erg4. Die
Transformanten, die das ERG4-CubPLV-Konstrukt mit den jeweiligen GLUT4-
Nub-Plasmiden trugen, farbten sich nicht zeitgleich blau. Die Kolonien mit dem
mutierten Nub-Konstrukt farbten sich ebenso wie die Negativkontrolle erst nach 1
h blau, wohingegen die Kolonien der WT-Kontrolle schon nach 15 min eine
Blauférbung zeigte. In diesem Fall kann man nicht von einer Interaktion zwischen
Ergd und GLUT4 ausgehen. Quantitative B-Galaktosidase-Assays sollten die
Ergebnisse des X-Gal-Overlays bestatigen.
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Abb. 16: Quantitative p-Galaktosidasemessung zur Bestimmung der Interaktion zwischen
GLUT4 und Erg4 in dem Stamm SDY.028. Die Zellen wurden 5 h bei 30°C in synthetischem
Komplettmedium mit 1% Maltose ohne Zugabe von Leucin und Tryptophan rangezogen und wie in
Abschnitt 2.20.1 beschrieben behandelt. Die Proteininteraktion ist durch die erhéhte spezifische
Enzymaktivitat der B-Galaktosidase dargestellt und in mU/mg angegeben.
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Auch der quantitative Interaktionsnachweis bestatigte eine Interaktion zwischen
GLUT4 und Erg4, wenn CubPLV an GLUT4 fusioniert vorlag. In den Fallen, wo
das CubPLV an Erg4 fusioniert war, kam es bereits bei der WT-Nub-Kontrolle nur
zu einer schwachen Induktion der -Galaktosidase, was darauf hindeutet, daf3 das
Erg4-CubPLV-Fusionsprotein evtl. falsch gefaltet in den Zellen vorlag und die
Cub- und Nub-Hélften nicht vollstdndig reassoziieren konnten. Weitere Inter-
aktionstests wurden daraufhin nur mit den pNub-ERG4-Plasmiden durchgefihrt.

3.2.5.1 Interaktionsnachweis zwischen Erg4 und GLUT1, Hxt9, CD147, Fgy1

Nachdem eine Interaktion zwischen Erg4 und GLUT4 nachgewiesen wurde, stellte
sich die Frage, ob Erg4 aufgrund seiner Lokalisierung im endoplasmatischen
Retikulum evtl. auch mit anderen Plasmamembrantransportproteinen interagiert
oder ob die Interaktion mit GLUT4 sehr spezifisch ist. Es ware gut moglich, daf3 es
nicht zu einer wirklichen Interaktion zwischen Erg4 und GLUT4 kommt, sondern
eine Reassoziation der beiden Ubiquitinhalften aufgrund der rdumlichen N&he
zustande kommt, wenn GLUT4 das endoplasmatische Retikulum auf dem Weg
zur Plasmamembran passiert. Diese Vermutung sollte auch in Interaktionstests
mit den Glukosetransportern GLUT1 und Hxt9 untersucht werden. Zur Kontrolle
sollte eine Interaktion zu Proteinen untersucht werden, die keine Transport-
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proteine waren und nicht in der Plasmamembran lokalisiert waren. Es wurde die
Interaktion von Erg4d mit dem Protein CD147 und zu Fgy1 untersucht. Das
humane Protein CD147 und das hefeeigene Protein Fgy1 besitzen vermutlich
eine Transmembrandomé&ne und man geht davon aus, daB sie in der Zelle
moglicherweise Hilfsfunktionen ausiben (Kirk et al, 2000) Quantitative B-
Galaktosidasemessungen wurden mit folgenden Konstrukten durchgefihrt.

Abb. 17: Quantitative p-Galaktosidasemessung zur Bestimmung der Interaktion zwischen
Erg4 und GLUT1, Hxt9, Fgy1l und CD147 in dem Stamm SDY.028. Die Zellen wurden 5 h bei
30°C in synthetischem Komplettmedium mit 1% Maltose ohne Zugabe von Leucin und Tryptophan
rangezogen und wie in Abschnitt 2.20.1 beschrieben behandelt. Die Proteininteraktion ist durch die
erhéhte spezifische Enzymaktivitat der B-Galaktosidase dargestellt und in mU/mg angegeben.
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Die Ergebnisse des quantitativen B-Galaktosidase-Assays zeigten deutlich, dafi3
auch eine Interaktion zwischen Erg4 und den Glukosetransportern GLUT1 und
Hxt9 besteht. Interessant war die Tatsache, dal3 keine Interaktion zwischen Erg4
und den Hilfsproteinen CD147 und Fgy1 gemessen werden konnte. Um zu klaren,
ob Erg4 generell mit Transportproteinen interagiert, wurden weitere Tests
durchgefuhrt.

3.2.5.2 Erg4 Interaktionsnachweis mit Hxt1 und Shr3

Nachdem eine Interaktion zwischen Erg4 und zwei Plasmamembrantransport-
proteinen nachgewiesen werden konnte, sollten weitere Proteine getestet werden.
Es wurden weiterhin der hefeeigene, niederaffine Glukosetransporter Hxt1 und
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das hefeeigene Hilfsprotein (Chaperon) Shr3, ein integrales Membranprotein des
endoplasmatischen Retikulums, das aus vermutlich 4 Transmembrandoméanen
besteht, untersucht. Fur Shr3 werden verschiedene Aufgaben in der Zelle
postuliert. Es soll an der Proteinfaltung, dem Transport kleiner Molekule und dem
Vesikeltransport beteiligt sein und vor allem wird es benétigt, um AS-Permeasen
zur Zelloberflache zu dirigieren (Ljungdahl et al, 1992; Kuehn et al., 1996;
Gilstring et al., 1996; 1999) Die Konstruktion der notwendigen Plasmide ist in
Abschnitt 3.2.1.2 beschrieben. Die entsprechenden Cub- und Nub-Plasmide
wurden in den Stamm SDY.028 transformiert und die Interaktion durch die
Messung der 3-Galaktosidase bestimmt.

Abb. 18: Quantitative p-Galaktosidasemessung zur Bestimmung der Interaktion zwischen
Erg4d und Shr3 bzw. Hxt1 in dem Stamm SDY.028. Die Zellen wurden 5 h bei 30°C in
synthetischem Komplettmedium mit 1% Maltose ohne Zugabe von Leucin und Tryptophan
rangezogen und wie in Abschnitt 2.20.1 beschrieben behandelt. Die Proteininteraktion ist durch die
erhéhte spezifische Enzymaktivitat der B-Galaktosidase dargestellt und in mU/mg angegeben.
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Das Protein Shr3 des endoplasmatischen Retikulums schien zwar mit Erg4 zu
interagieren, allerdings zeigte sich eine sehr hohe Hintergrundaktivitat. Kaum
Hintergrundaktivitdit war bei dem Hxt1-Cub-PLV-Fusionsprotein zu messen,
weshalb die hier gezeigte spezifische Enzymaktivitdt von 669 mU/mg eindeutig
auf eine Interaktion von Hxt1 mit Erg4 schlieBen lief3.

Aufgrund der Tatsache, daB Erg4 nicht nur mit GLUT4, sondern auch mit den
Glukosetransportern GLUT1, Hxt9 und Hxt1 interagierte, stellte sich nun die
Frage, ob die Aktivitdt von GLUT4 tatséachlich durch eine direkte Interaktion mit
Erg4 inhibiert wird. Sollte die Erg4 Sterolreduktase neben seiner katalytischen
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Funktion auch eine regulatorische Funktion auf die GLUT4-Translokation
auslben, dann stellt sich die Frage, warum die Translokation der Transporter
GLUT1, Hxt9 und Hxt1 nicht ebenfalls durch direkte Interaktion mit Erg4 inhibiert
wird.

Es konnte nicht eindeutig bewiesen werden, ob das Protein Erg4 eine
inhibierende Wirkung auf die GLUT4-Funktion bzw. seine Translokation zur
Zelloberflache hat, oder ob die Sterolzusammensetzung der Plasmamembran die
Transporteraktivitdt negativ beeinfluf3t.

3.2.6 Entwicklung einer cDONA-Genbank zur Suche nach mit GLUT4 inter-
agierenden Proteinen

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe von cDNA aus menschlichem
Skelettmuskelgewebe nach Proteinen zu suchen, die mit GLUT4 interagieren.
GLUT4 wird in Sdugern vorwiegend in Skelettmuskel- und Fettzellen exprimiert,
wo es solange in intrazellularen Vesikeln gespeichert wird, bis es durch ein Insulin
vermitteltes Signal, daB auf noch weitgehend ungeklarte Weise von der Zell-
oberfliche zu den GLUT4-Speicherkompartimenten geleitet wird, zu einer
vermehrten Einlagerung des Transporters in die Plasmamembran kommt. Die
Entdeckung weiterer mit GLUT4 interagierender Proteine kdnnte kléaren, in wieweit
die GLUT4-Translokation durch das Insulinsignal beeinfluBt wird und wie sich
weitere Faktoren wie z.B. Muskelbewegung auswirken (Aledo et al. 1997, Ploug et
al. 1998, Millar et al. 1999). Hierzu wurde die Hefe als Expressionssystem
verwendet, da mit Hilfe der in Hefe etablierten Methode des ,Split-Ubiquitin-
Systems* (siehe Abschnitt 3.2) die Interaktion des Membranproteins GLUT4 mit
anderen Membranproteinen und auch cytosolischen Proteinen nachgewiesen
werden kann. In friheren Versuchen konnte in Two-Hybrid-Experimenten mit
einer cDNA-Bank aus Fettzellen der Maus gezeigt werden, daf3 das Sentrin
konjugierende Enzym mUbc9 mit dem C-Terminus von GLUT4 und GLUT1
interagiert (Giorgino et al., 2000). Aus diesem Grund sollte mit der Split-Ubiquitin-
Methode zuerst eine Interaktion zwischen GLUT4 und UBC9 nachgewiesen
werden, bevor mit einer Genbank nach unbekannten Proteinen gesucht werden
sollte.

3.2.6.1 Konstruktion geeigneter Vektoren

Das Protein UBC9 sollte mit der N-terminalen Halfte und GLUT4 entsprechend mit
der C-terminalen Halfte des Ubiquitins fusioniert werden, damit eine Interaktion
durch Reassoziation der Ubiquitinhalften und der damit verbundenen Freisetzung
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des Reporterproteins nachgewiesen werden konnte. Das Plasmid YCpH7hsG4-
CubPLV konnte aus friheren Versuchen verwendet werden. Die Plasmide pNub-
G-UBC9 und pNub-WT-UBC9 wurden wie folgt kloniert.

Die Poly(A¥)-RNA aus menschlichem Skelettmuskelgewebe (CLONTECH) wurde
zuerst in entsprechende cDNA umgeschrieben. In einer ,First-Strand“ cDNA-
Synthese (Abschnitt 2.11) wurde mit dem Oligonukleotid Ubc9-RT2 und der
Poly(A")-RNA als Vorlage durch Zugabe von reverser Transkriptase einzel-
strangige cDNA geschrieben. Der Primer hat die RNA im Bereich des UBC9-
Stopkodons gebunden und hatte einen homologen Anhang zu dem Plasmid
pNub-G-ALG5 bzw. pNub-WT-ALG5. In einer ,Long-Distance” PCR-Reaktion
(Abschnitt 2.11) wurde mit dem Oligonukleotidpaar Ubc9-RT1/Ubc9-RT2 und der
einzelstrangigen cDNA aus der ,First-Strand“ cDNA-Synthese doppelstrangige
UBC9-cDNA amplifiziert. Der Primer Ubc9-RT1 hat die cDNA im Bereich des
UBC9-Startkodons gebunden und hatte einen homologen Anhang zu der Nub-
Sequenz in dem Plasmid pNub-G-ALG5 bzw. pNub-WT-ALG5. Die PCR-Produkte
aus unabhangigen PCR-Reaktionen wurden mit den Nub-Plasmiden, die zuvor mit
Sacl/Bglll/Xhol geschnitten wurden, in den Wildtypstamm VW1B (MATw)
transformiert und Uber homologe Rekombination sollte das Gen ALG5 durch
UBC9 ersetzt werden. Die Transformanten wurden entsprechend des Plasmid-
markers fir die Tryptophansynthese auf synthetischem Medium mit 1% Maltose
ohne Tryptophan ausplattiert. Anstelle einer Plasmidpraparation aus Hefe wurden
die Transformanten anschlieBend durch Replikaplattierung mit dem Stamm
SDY.028 (MATa hxt fgy1-1 Aerg4 lexA::lacZ::URA3), welcher zuvor mit dem
Plasmid YCpH7hsG4-CubPLV transformiert wurde, gepaart. Die heterozygot-
diploiden Kolonien wurden nach einer weiteren Replikaplattierung auf
entsprechendes Selektivmedium ohne Tryptophan und Leucin mit X-Gal Uber-
schichtet. Nach ca. 30 min konnten blau geférbte diploide Kolonien beobachtet
werden, was ein direkter Hinweis auf eine Interaktion zwischen GLUT4 und UBC9
war. Zur Kontrolle wurden auch Transformanten mit dem Plasmid pNub-WT-
hsGLUT4 und dem Plasmid YEplac112 mit dem Stamm SDY.028 gepaart. Die
Negativkontrolle zeigte erst nach 35-40 min und die Positivkontrolle bereits nach
10 min blaue Kolonien. Die blau geféarbten Kolonien wurden den Kolonien der
Ursprungsplatte zugeordnet. Aus den Ursprungskolonien wurden die Plasmide
isoliert, in E. coli amplifiziert und Uber Restriktionsanalyse Uberprift.
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3.2.6.2 UBC9-Interaktionstest mit GLUT4 und GLUT1

Aufgrund der Two-Hybrid-Ergebnisse sollte eine Interaktion zwischen UBC9 und
GLUT4 bzw. GLUT1 auch im Split-Ubiquitin-System nachzuweisen sein. Die
Ergebnisse des quantitativen B-Galaktosidase-Assays sind nachfolgend dar-
gestellt.

Abb. 19: Quantitative p-Galaktosidasemessung zur Bestimmung der Interaktion zwischen
UBC9 und GLUT4 bzw. GLUT1 in dem Stamm SDY.028. Die Zellen wurden 5 h bei 30°C in
synthetischem Komplettmedium mit 1% Maltose ohne Zugabe von Leucin und Tryptophan
rangezogen und wie in Abschnitt 2.20.1 beschrieben behandelt. Die Proteininteraktion ist durch die
erhéhte spezifische Enzymaktivitat der B-Galaktosidase dargestellt und in mU/mg angegeben.
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Die erhdhten spezifischen Enzymaktivitdten zeigten, daB sowohl zwischen UBC9
und GLUT4 als auch zwischen UBC9 und GLUT1 verglichen mit den Negativ-
kontrollen eine leichte Interaktion vorhanden war. Aufgrund des positiven Tests
mit dem menschlichen UBC9, sollte nach dem gleichen Prinzip eine menschliche
cDNA-Bank konstruiert werden.

3.2.6.3 Konstruktion einer cDONA-Bank

Die cDNA-Bank wurde nach der Anleitung der ,MATCHMAKER Two-Hybrid
Library Construction & Screening procedure” der Firma CLONTECH erstellt. Die
Poly(A")-RNA wurde wie in Abschnitt 2.11 beschrieben mit dem Oligonukleotid
Oligo(dT) zuerst in einzelstrangige cDNA umgeschrieben. Der Primer bestand aus
einer Folge von 30 Thymidinen, die komplementar an die Poly(A)-Sequenz am 3'-
Ende der RNA gebunden hat, und einem homologen Anhang zu dem Plasmid
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pNub-G-ALG5. Die Tatsache, daB die reverse Transkriptase das synthetisierte
cDNA-Produkt am Ende jeweils noch um 3-5 Cytidinreste verlangert, wurde
insofern genutzt, da3 wahrend der ,First-Strand® cDNA-Synthese noch ein
weiteres Oligonukleotid zu dem Ansatz gegeben wurde. Dieses Oligonukleotid
enthielt an seinem 3°-Ende drei Guanosinreste, die komplementar an die drei
Uberstehenden Cytidine des synthetisierten RNA:DNA-Hybrids binden sollten.
Nachdem das zweite Oligonukleotid die RNA am 5°-Ende somit kunstlich
verlangert hatte, sollte die reverse Transkriptase den bereits synthetisierten
cDNA-Strang nach Vorlage des zweiten Oligonukleotids weiter synthetisieren. Das
zweite Oligonukleotid hatte ebenfalls einen homologen Anhang zu dem Nub des
Plasmids pNub-G-ALG5. Weil es mdéglich sein konnte, dal3 die cDNA-Synthese
aufgrund von RNA-Sekundérstrukturen vorzeitig abbricht und die cDNA-Bank
vielleicht nur aus unvollstadndigen offenen Leserastern (ORF’s) bestehen konnte,
sollte auf jeden Fall sichergestellt sein, da3 auch die Synthese bzw. Interaktion
von Proteindomanen maglich ist. Aus diesem Grund und weil die Poly(A*)-RNA’s
eine untranslatierte 5-Region (UTR) unbestimmter Lange besitzt wurden drei
verschiedene cDNA-Synthesen durchgefuhrt, in denen sich das spéater hinzu
gegebene Oligonukleotid (Oligo(A), Oligo(B), Oligo(C)) in der Sequenz zwischen
dem homologen Anhang und den drei Guanosinresten am 3°-Ende jeweils um
eine Base unterschied. Somit wurde gesichert, daf3 sich vollstdndige sowie
unvollstdndige ORF’s korrekt in den Leserahmen einflgen konnten und die
Fusion von Nub an korrekt translatierte Proteine und Proteindoméanen moglich
war. Die so erzeugte cDNA wurde dann in einer ,Long-Distance” PCR-Reaktion
mit dem Oligonukleotidpaar 5-LD-PCR/3-LD-PCR amplifiziert, Gber Sdulen der
Firma Qiagen gereinigt und in einem Agarosegel Uberpruft. In allen Féllen zeigte
sich ein diffuser cDNA-Streifen, der im Vergleich zum GréBenstandard von 0,2 bis
1 kB reichte. Die PCR-Produkte wurden tber homologe Rekombination in dem
Wildtypstamm VW1B (MATo) in das Plasmid pNub-G-ALG5 kloniert. Die
Transformanten wurden wie in Abschnitt 3.2.6.1 beschrieben mit dem Stamm
SDY.028 gepaart, der zuvor mit dem Plasmid YCpH7hsG4-CubPLV transformiert
wurde. Die heterozygot-diploiden Kolonien wurden nach einer weiteren
Replikaplattierung auf entsprechendes Selektivmedium mit X-Gal Uberschichtet.
Aus den 13 Kolonien, die sich schneller als die Negativkontrolle
(Hintergrundaktivitat) blau farbten, wurden die Plasmide isoliert und in E. coli
amplifiziert.
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Abb. 20: Schematische Darstellung der Konstruktion einer cDNA-Bank. In einer ,First-Strand“
cDNA-Synthese wird Poly(A")-RNA mit entsprechenden Oligonukleotiden durch reverse Trans-
kription in einzelstrangige cDNA umgeschrieben. In einer ,Long-Distance“ PCR-Reaktion wird die
einzelstrangige cDNA mit entsprechenden Oligonukleotiden, die homologe Anhénge zu dem Ziel-
vektor besitzen, zu doppelstrangiger cDNA amplifiziert. Uber homologe Rekombination in Hefe
werden die PCR-Produkte in den Zielvektor kloniert.
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In einer PCR-Reaktion sollte zuerst mit dem Oligonukleotidpaar seq1cDNA/
seq2cDNA geprift werden, welche der isolierten Plasmide tatsachlich cDNA-
Fragmente enthielten. Vier der 13 isolierten Plasmide wurden mit dem Oligo-
nukleotid seq1cDNA ansequenziert und die Sequenzen mit bekannten Sequenzen
der Datenbank verglichen. Das Plasmid pNub-G-C16.4 enthielt ein 228 bp groBes
cDNA-Insert, welches mit dem fiir den C-Terminus kodierenden Bereich des Gens
APOBEC1 ubereinstimmte. APOBEC1 kodiert fur die katalytische Untereinheit
des Apolipoproteins B mRNA editierenden Enzyms. Es ist ein RNA-Bindeprotein,
welches in der Zelle am Lipid-, Fettsédure- und Sterolmetabolismus beteiligt ist. Die
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cDNA war nicht in den Leserahmen der Nub-Sequenz eingefugt, so dafi kein Nub-
APOBEC1-Fusionsprotein entstehen konnte. Das Plasmid pNub-G-B25.2 enthielt
ein ca. 500 bp groBes cDNA-Insert, welches in 40 Basen mit dem fir den C-
Terminus kodierenden Bereich des Gens FPGS Ubereinstimmte. FPGS kodiert flr
eine Folylpolyglutamatsynthase, jedoch hatte sich die cDNA ebenfalls nicht in den
Leserahmen der Nub-Sequenz eingeflgt, so dal3 kein Nub-FPGS-Fusionsprotein
gebildet werden konnte. Das Plasmid pNub-G-B25.1 enthielt ein 140 bp groB3es
cDNA-Insert, welches keinem bekannten Gen der Datenbank entsprach. Es
konnten lediglich &hnliche Sequenzen in menschlichen mitochondrialen Klonen
gefunden werden. Hierbei bestand Ahnlichkeit zu Untereinheiten der Cytochrom-
C-Oxidase, zur ATP-Synthase 6 und zu NADH-Dehydrogenase Untereinheiten.
Die cDNA war auch hier nicht in den Leserahmen eingefiigt. Das Plasmid pNub-
G-3.17.1 enthielt ein 200 bp groBes cDNA-Insert, welches in 76 Basen mit dem
fur den C-Terminus kodierenden Bereich des Gens FHL3 Ubereinstimmte. FHL3
kodiert fur eine Skelettmuskel LIM-Doméne, jedoch war auch dieses cDNA-Insert
nicht im Leserahmen eingefligt. Es zeigte sich, daB sich die cDNA in keinem der
untersuchten Plasmide in den Leserahmen der Nub-Sequenz integriert hatte. Die
beobachtete Blaufarbung der Transformanten im X-Gal-Overlay war also durch
eine Interaktion zwischen GLUT4 und kurzen Nub-Fusionspeptiden hervorgerufen
worden, die bei der Translation der nicht korrekt in den Leserahmen integrierten
cDNA’s entstanden waren. Die Tatsache, daf3 sich bei den X-Gal-Overlays einige
Kolonien schneller blau farbten, kann auch darin begriindet sein, daf3 einige Nub-
Fusionsproteine evil. eine toxische Wirkung auf die Zellen austubten und das X-
Gal schneller von der freigesetzten B-Galaktosidase in den blauen Farbstoff
umgewandelt werden konnte.

3.2.6.4 GLUT4-Interaktionsnachweis mit Skelettmuskelproteinen

Die Plasmide, die nach dem X-Gal-Overlay ebenfalls aus positiven Kolonien
isoliert und nicht sequenziert wurden, sind in quantitativen B-Galaktosidase-
Assays Uberpuft worden. Erst wenn sich auch in diesem Interaktionstest eine
deutliche Interaktion bestatigt hatte, waren die Plasmide sequenziert worden.
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Abb. 21: Quantitative p-Galaktosidasemessung zur Bestimmung der Interaktion zwischen
GLUT4 und Proteinen bzw. Proteindomédnen aus menschlichem Skelettmuskelgewebe in
dem Stamm SDY.028. Verschiedene pNub-G-cDNA-Plasmide aus Transformanten, die sich im X-
Gal-Overlay blau farbten, wurden getestet. Die Plasmide wurden mit ,cDNA(x)“ entsprechend ihrer
Isolierung bezeichnet. Als Negativkontrolle wurde das Ausgangsplasmid pNub-G-ALG5
transformiert. Die Zellen wurden 5 h bei 30°C in synthetischem Medium mit 1% Maltose ohne
Zugabe von Leucin und Tryptophan rangezogen und wie in Abschnitt 2.20.1 beschrieben
behandelt. Die Proteininteraktion ist durch die erhdhte spezifische Enzymaktivitit der f3-
Galaktosidase dargestellt.
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Die B-Galaktosidasemessung zeigte deutlich, daB sich die gemessenen spezi-
fischen Enzymaktivitdten der Transformanten mit verschiedenen isolierten und
retransformierten pNub-cDNA-Plasmiden nicht von der Negativkontrolle (letzter
Balken) unterschieden. In allen Féllen konnte ebenfalls nur die Hintergrund-
aktivitat der verschiedenen Konstrukte gemessen werden. Das Ergebnis der X-
Gal-Overlays konnte durch die quantitative Messung der B-Galaktosidaseaktivitat
nicht bestatigt werden. Nachdem bereits ann&hernd 9.000 Transformanten im X-
Gal-Overlay untersucht wurden, sind weitere Transformationen der cDNA-Bank
notig, um Integrationskandidaten zu isolieren. Es sollte mdglich sein, Kolonien zu
finden, die sich im X-Gal-Overlay positiv verhalten bzw. sich noch schneller und
deutlicher blau farben als die Negativkontrolle. Mit dieser Methode ist es durchaus
moglich, Proteine oder Proteindoménen zu finden, die mit GLUT4 interagieren.
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4 DISKUSSION

4.1 Konstruktion eines GLUT4-exprimierenden Hefestammes

Die ersten Untersuchungen bezuglich der heterologen Expression von Glukose-
transportern aus Saugetieren in Hefe wurden Mitte der Neunziger Jahre von
Kasahara und Kasahara durchgefuhrt (Kasahara und Kasahara, 1996; 1997).
Hierzu wurde ein S. cerevisiae-Stamm verwendet, dessen Glukosetransportergen
HXT2 und das SNF3-Gen, welches flur einen Glukosesensor kodiert, deletiert
waren. Die Deletion von SNF3 fiuhrte dazu, dal3 die meisten hoch- und
intermediar-affinen Glukosetransporter nicht mehr induziert wurden. Lokalisie-
rungsexperimente mittels Immunofluoreszenz-Mikroskopie haben jedoch gezeigt,
daB die Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 aus Ratte in intrazellularen
Strukturen der Hefe zurlickgehalten werden und nicht zur Zelloberflache trans-
loziert werden. Um zu testen, ob die in Hefe heterolog exprimierten Glukose-
transporter dennoch Glukosetransportaktivitat aufweisen, wurden Liposomen aus
den Membranfraktionen des verwendeten Hefestammes rekonstituiert und der
Glukosetransport in zero-trans Influx-Messungen mit radioaktiver Glukose
gemessen. Fur GLUT1 konnte ein K,-Wert von 3,5 mM und fir GLUT4 von 12
mM bestimmt werden (Kasahara und Kasahara, 1996; 1997). Die Vermutung, daf3
die Glukosetransporter-lsoformen aufgrund fehlender Glykosylierung in der Hefe
inaktiv vorlagen, konnte somit widerlegt werden (Kasahara und Kasahara, 1996;
1997). Eine Erklarung fur die Retention der Glukosetransporter aus S&ugetieren
kénnte auch der EinfluB endogener Hefefaktoren sein, die die Transporter-
Translokation zur Zelloberflache verhindern.

Weitere Experimente zur Charakterisierung der Glukosetransporteigenschaften
und der Lokalisierung der Glukosetransporter aus Saugetieren wurden in einem
Hefestamm durchgefiihrt, der keine endogenen Hexosetransporter (hxt) mehr
besitzt (Wieczorke et al., 1999; 2002). Die Expression der Glukosetransporter
GLUT1 und GLUT4 aus Mensch und Ratte in einem hexosetransport-defizienten
Hefestamm (hxt) hat jedoch gezeigt, daf3 die heterolog exprimierten Glukose-
transporter das Wachstum des Hefestammes auf Glukose als einziger Kohlen-
stoffquelle nicht wieder herstellen konnten (Wieczorke et al., 2002). GFP-
Fusionen der Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 haben die Ergebnisse von
Kasahara und Kasahara in dem hxt-Stamm nur fir GLUT4 bestatigt. Es konnte
gezeigt werden, dal3 GLUT1 in dem hxt-Stamm an der Zelloberflache lokalisiert
und daB GLUT4 in intrazellularen Strukturen zurtckgehalten wird. Bei der Suche
nach GLUT1- und GLUT4-Suppressormutanten konnte durch UV-Mutagenese
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eine hefeeigene fgy1-1-Mutation (,functional expression of GLUT1 in yeast)
identifiziert werden, die zur funktionellen Expression von GLUT1 im hxt-Stamm
fuhrte. Wahrend flr die funktionelle Expression des Wildtyp-GLUT1 eine einzelne
genomische Mutation im FGY171-Gen ausreicht, wird fur GLUT4 eine weitere
Mutation bendtigt, die die intrazellulare Retention des Transporters aufhebt.
Wahrend der Suche nach spontanen Suppressoren des Glukosetransportdefektes
von GLUT4-exprimierenden hxt fgy1-1-Zellen konnten Mutanten isoliert werden,
die mit fgy4X (functional expression of GLUT4 in yeast; X steht fir die
unterschiedlichen FGY4-Allele oder unterschiedliche betroffene Gene von 1 bis 9)
bezeichnet wurden und in Kombination mit der fgy7-1-Mutation auch die
funktionelle Expression von GLUT4 in Hefe erlauben.

4.1.1 Charakterisierung der fgy4X-Mutationen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daf es sich bei acht von neun
fgy4X-Mutationen um rezessive Mutationen handelte. Die rezessiven Allele fgy41-
49 sollten durch Komplementation mit einer Genbank identifiziert werden. Es
konnten vier GLUT4-Transformanten isoliert werden, die in Wachstumstests durch
Komplementation mit einem Genbankplasmid Resistenz gegentber dem
toxischen Glukoseanalog 2-DOG aufwiesen und nicht mehr in der Lage waren,
auf glukosehaltigem Medium zu wachsen. Nach der Sequenzierung der
entsprechenden Genbankplasmide wurden die identifizieten Genbereiche sub-
kloniert. In einem Fall konnte das Gen CTR3, das flr einen hoch-affinen Kupfer-
transporter kodiert, als Multicopy-Suppressor fur die Komplementation verantwort-
lich gemacht werden. Es ist gut méglich, daf3 durch eine vermehrte Expression
des Kupfertransporters eine Uberlastung des Sekretionsweges zu einer
Blockierung der GLUT4-Sekretion gefuhrt hat und durch das Fehlen eines
funktionellen Glukosetransporters in der Plasmamembran kein Wachstum der
Zellen auf glukosehaltigem Medium mehr moéglich war. Auf einem weiteren
Genbankplasmid konnte das TRP1-Gen fir das Wachstumsverhalten der Trans-
formanten auf glukosehaltigem Medium verantwortlich gemacht werden. Wenn es
in den Transformanten zum Verlust des GLUT4-Plasmides gekommen ist,
welches ein TRP1-Gen als Selektionsmarker tragt, und das Genbankplasmid,
welches ein URAS3-Selektionsmarkergen enthélt, zufallig ein TRP1-Gen tréagt,
waren die Zellen nicht mehr in der Lage auf glukosehaltigem Medium zu wachsen,
da sie keinen funktionellen Glukosetransporter mehr exprimierten. Das Wachstum
auf Maltosemedium ohne Tryptophan und ohne Uracil wurde dann alleine durch
das Genbankplasmid gewéhrleistet, welches sowohl das URAS3-Selektions-
markergen als auch ein TRP1-Gen enthielt. Ein anderes Genbankplasmid enthielt
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das FGY1-Gen, welches die fgy1-1-Mutation der Transformanten unterdriickte,
weshalb die Zellen nicht mehr auf glukosehaltigem Medium wachsen konnten. Die
fgy1-1-Mutation ist eine Voraussetzung fur die funktionelle Expression der
Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4. Von den identifizierten Genen SSK22,
SOL2, ERS1, YCRO76c des letzten Genbankplasmides konnten bis auf SOL2 alle
Gene subkloniert werden. Es zeigte sich jedoch, daf3 keines der subklonierten
Gene fur den Wachstumsdefekt der GLUT4-Transformanten verantwortlich
gemacht werden konnte. Aus diesem Grund konnte nur das Gen SOL2 fir den
Wachstumsdefekt der GLUT4-Transformanten verantwortlich sein. SOL2 kodiert
sehr wahrscheinlich fur eine 6-Phosphoglukonolaktonase, die an der Umwandlung
von 6-Phosphoglukonolakton zu 6-Phosphoglukonat beteiligt ist. Eine Uber-
expression von SOL2 durch das Genbankplasmid kénnte zur Uberproduktion des
fur die Zelle toxischen 6-Phosphoglukonats gefuhrt haben, was in diesem Fall
dazu gefuhrt hat, daB die Zellen nicht mehr in der Lage waren, auf
glukosehaltigem Medium zu wachsen (Lobo und Maitra, 1982).

4.1.2 Identifizierung eines endogenen Hefefaktors, der die funktionelle GLUT4-
Expression inhibiert

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe einer Insertionsgenbank (Transposon-
genbank) zwei hxt fgy1-1 fgy4X-Mutanten isoliert, die in der Lage waren, mit
GLUT4 wieder auf Glukosemedium zu wachsen. Genfragmente der Transposon-
Genbank hatten sich in einem Fall spontan in das Gen ERG4 und in dem anderen
Fall spontan in das Gen YLR143w integriert, wodurch die jeweiligen Gene
inaktiviert wurden. Die Deletion der Gene ERG4 und YLR143w im fgy1-1-
Mutantenstamm hat gezeigt, daB nur das ERG4-Genprodukt einen negativen
EinfluB auf die GLUT4-Translokation zur Zelloberflache bzw. auf die Funktionalitat
von GLUT4 hatte. Weshalb die Deletion von YLR143w in einem fgy1-1-
Mutantenstamm nicht den gleichen Phanotyp wie die Transposon-Insertions-
mutante hervorgebracht hat und zur funktionellen Expression von GLUT4 gefihrt
hat, kdnnte unterschiedliche Griinde haben. Zum einen kdénnte eine zusatzliche
Mutation im hxt fgy7-1-Mutantenstamm in Wirklichkeit daflir verantwortlich
gewesen sein, daB die ylr143w-Insertionsmutante mit GLUT4 Wachstum auf
Glukosemedium zeigte. Zum anderen ist es auch méglich, daB sich parallel zur
Transposoninsertion in YLR143w noch ein weiteres Genfragment in ein
zusatzliches Gen inseriert hat, dessen Genprodukt tatsachlich einen EinfluB auf
die GLUT4-Translokation auslbt, aber welches in der Analyse nicht identifiziert
wurde.
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ERG4 kodiert fur eine Sterol-C-24(28)-Reduktase, welche den letzten Schritt der
Ergosterolbiosynthese katalysiert. Eine Deletion des ERG4-Gens fuhrt dazu, daf3
der jeweilige Hefestamm kein Ergosterol mehr produziert und die Vorstufe
Ergosta-5,7,22,25(28)-Tetraen-33-ol in der Zelle akkumuliert (Zweytick et al.,
2000). Ergosterol ist mit ca. 89.5 % das Hauptsterol in der Plasmamembran der
Hefe und fur die Membranpermeabilitat, Fluiditdt und Aktivitdt von Membran-
proteinen verantwortlich (Cobon und Haslam, 1973; Lees et al., 1979; 1989; Bard
et al.,, 1978; Kleinhans et al.,, 1979; Zweytick et al., 2000). Es stellte sich die
Frage, ob das Ergosterol in der Hefemembran evtl. einen negativen EinfluB3 auf
die GLUT4-Funktionalitat bzw. die Translokation zur Zelloberflache haben konnte,
da das Hauptsterol der Sé&ugerzellen das verwandte, aber strukturell unter-
schiedliche Cholesterol ist (Abb. 22). Ebenso konnte nicht ausgeschlossen
werden, daf3 Erg4, welches in der Membran des endoplasmatischen Retikulums
lokalisiert ist, einen direkten EinfluB auf die GLUT4-Translokation vom endoplas-
matischen Retikulum zur Zelloberfliche hat. Saccharosedichte-Gradienten-
Experimente zeigten, da3 GLUT4 in einem ERG4-Wildtypstamm zum gréB3ten Teil
mit dem endoplasmatischen Retikulum Markerprotein Dpm1 kolokalisierte, was
darauf hindeutet, da GLUT4 am oder im endoplasmatischen Retikulum zurtick-
gehalten wird. In einem erg4-Deletionsstamm konnte eine deutliche Verschiebung
von GLUT4 zu Fraktionen hoéherer Dichte beobachtet werden, in denen sich
Proteine der Plasmamembran (z.B. Pma1l) akkumulieren. Zur Klédrung dieser
Fragen wurde die GLUT4-Funktionalitédt ebenfalls in einer erg5-Deletionsmutante
und einer erg4erg5-Doppeldeletionsmutante Uberprift. ERG5 kodiert fur eine C-
22-Steroldesaturase, welche den vorletzten Schritt der Ergosterolbiosynhtese
katalysiert. Ebenso wie ERG4 ist auch ERGS5 nicht essentiell fir die Hefe, da
sowohl bei einer erg4- als auch einer erg5-Deletion die akkumulierten Sterolinter-
mediate in die Hefemembran eingelagert werden. Obwohl weder die erg5-
Deletionsmutante noch die Doppeldeletionsmutante kein Ergosterol mehr
produzierten, was anhand von gaschromatographischen Analysen bestatigt
wurde, zeigte sich nur in der erg4erg5-Doppeldeletionsmutante mit GLUT4
Wachstum auf glukosehaltigem Medium. Dieses Ergebnis hat deutlich gezeigt,
dal3 sowohl das Hauptsterol Ergosterol als auch das in einer erg5-Deletions-
mutante gebildete Ergosta-5,7-dienol einen negativen EinfluB auf die GLUT4-
Translokation haben mussen.

Mit Hilfe von Split-Ubiquitin-Interaktionstests konnte sowohl eine Interaktion
zwischen Erg4 und GLUT4 nachgewiesen werden als auch eine ebenso starke
Interaktion zwischen Erg4 und dem humanen Glukosetransporter GLUT1 und den
hefeeigenen Hexosetransportern Hxt1 und Hxt9. Da weder die Funktionalitdt noch
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die Translokation der Transporter GLUT1, Hxt1 und Hxt9 in einem ERG4-
Wildtypstamm negativ beeinfluB3t werden, kann man davon ausgehen, daf3 die
Interaktion zwischen Erg4 und den untersuchten Membrantransportproteinen nicht
spezifischer Natur ist, sondern allein durch die Tatsache zu begriinden ist, daf3 die
Transportproteine auf ihrem Weg durch das endoplasmatische Retikulum und bei
der Bildung sekretorischer Vesikel in die raumliche Néhe des dort lokalisierten
Erg4 gebracht werden und es somit zur Interaktion kommt.

Nachdem die Ergebnisse gezeigt haben, dal3 sowohl Ergosterol als auch Ergosta-
dienol einen direkten Einflu auf GLUT4 haben mussen, die Sterolreduktase Erg4
jedoch keinen direkten EinfluB auf GLUT4 zu haben scheint, stellte sich weiterhin
die Frage, weshalb GLUT4 in einem erg4- bzw. einem erg4 erg5-Deletionsstamm
funktionell exprimiert wurde, in einem erg5-Deletionsstamm jedoch nicht. Wie
bereits in der Literatur beschrieben, verlauft die Ergosterolbiosynthese nicht linear.
Das bedeutet, auch wenn die Deletion eines ERG-Gens zur Akkumulation eines
Sterolintermediates fuhrt, kann dieses dennoch von den Enzymen, die in der
Ergosterolbiosynthese folgen, weiter umgesetzt werden. In diesem Fall bedeutet
es, daf3 die in einem erg5-Deletionsstamm akkumumulierte Sterolzwischenstufe
Ergostatrienol durch die Sterolreduktase Erg4 weiter zu Ergostadienol
umgewandelt wird (Smith et al., 1996). Wenn man die Sterolintermediate der
Plasmamembranen der verschiedenen erg-Deletionsmutanten vergleicht, so fallt
auf, daB GLUT4 immer dann funktionell exprimiert wird, wenn die Sterol-
seitenkette eine Methylengruppe am C-24 Atom aufweist (Abb. 23). In einer erg4-
Deletionsmutante ist das Hauptsterol der Plasmamembran Ergostatetraenol und
in einer erg4erg5-Doppeldeletionsmutante ist Ergostatrienol das Hauptsterol.

Abb. 22: Strukureller Unterschied zwischen dem Hauptsterol ,,Ergosterol“ der Hefe und dem
Hauptsterol ,Cholesterol“ in Saugerzellen. Ein Hauptunterschied ist die zusétzliche
Methylgruppe am C-24-Atom im Ergosterol.

22
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Abb. 23: Darstellung der letzten enzymatischen Schritte der Ergosterolbiosynthese. Die
Ergosterolbiosynthese verlauft nicht strikt linear, das bedeutet, in einer erg5-Deletionsmutante wird
das Zwischenprodukt Ergostatrienol von der Sterolreduktase Erg4 zu Ergostadienol umgewandelt.
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Es ist gut modglich, daB die GLUT4-Transportproteine bei der Bildung der
sekretorischen Vesikel am endoplasmatischen Retikulum (ER) durch eine direkte
Bindung an die Methylengruppe der Sterolseitenkette an die Sterolintermediate
Ergostatetraenol bzw. Ergostatrienol, deren Synthese durch ER-lokalisierte
Enzyme erfolgt, zur Plasmamembran gelangen. Das wirde auch bedeuten, daf3
die Methylgruppe der Sterolseitenkette im Fall von Ergosterol und Ergostadienol
zu einer Hemmung der GLUT4-Translokation fuhrt, falls keine Bindung Uber die
Methylgruppe an GLUT4 mdglich ist. Diese Annahme wird gestltzt durch die
Vorgénge des Proteintransports in Sdugerzellen und die Beteiligung sogenannter
Lipid-Rafts an der Vesikelbildung und Translokation von Proteinen zur Plasma-
membran, wo es zu einer direkten Interaktion zwischen Cholesterol und
Membranproteinen kommt. Es konnte gezeigt werden, dafB3 Cholesterol die
Funktion integraler Membranproteine durch direkte Bindung beeinflussen kann.
Transportproteine wie der Serotonintransporter (SERT) oder der GABA-Trans-
porter (GAT) zeigten bei einer verminderten Cholesterolkonzentration in der Zelle
eine deutliche Reduzierung der Substrataffinitdt und der maximalen Transportrate
und auch Rezeptorproteine wie der Transferrin-Rezeptor oder der Nikotin-
Acetylcholinrezeptor wurden negativ beeinfluBt (Scanlon et al., 2001; Shouffani
und Kanner, 1990; Nunez und Glass, 1982; Narayanaswami und McNamee,
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1993; Fernandez-Ballester et al, 1994). Ebenso wie die Translokation und
Aktivitat einiger S&ugerproteine durch die Bindung an Cholesterol beeinfluB3t
werden kann, wéare es auch vorstellbar, da3 das Ergosterol in der Hefe eine
ahnliche Aufgabe bei Hefeproteinen Ubernimmt. Dann kdénnte es ebenfalls
moglich sein, daf3 Sdugerproteine vielleicht eine spezielle Erkennungssequenz fur
die Cholesterolbindung besitzen, die jedoch nicht von Ergosterol erkannt wird.

In Sadugerzellen spielen Lipid-Rafts eine groBe Bedeutung bei der Protein-
sortierung, Vesikelformation, Vesikeltranslokation, dem Andockproze3 und der
Fusion von sekretorischen Vesikeln. Lipid-Rafts sind dynamische Lipid-Doméanen,
die mit Cholesterol und Sphingolipiden angereichert sind. Diese Mikrodoméanen
kbnnen durch Protein-Protein-Interaktion oder Protein-Lipid-Interaktion selektiv
Proteine aufnehmen und wieder entlassen (lkonen, 2001). Man geht davon aus,
daf3 Lipid-Rafts auch selektiv die apikale Protein- und Lipid-Lokalsierung in
Epithelzellen vermitteln (Simons und Ikonen, 1997). Es zeigte sich, daf3 Lipid-
Rafts an der vesikotubuldren Verschmelzung beteiligt sind und diese viel starker
bei der Sekretion als Vermittler zwischen dem ER und dem Golgi-Komplex
operieren als die bisher vermuteten sekretorischen Vesikel. Tubulare Strukturen
sind auch beteiligt am intra-Golgi-Transport, am retrograden Golgi-ER-Transport
und am Transport zwischen dem Transgolginetzwerk (TGN) und der Plasma-
membran (Lippincott-Schwartz et al., 2000; Polishchuk et al., 2000). Eine Protein-
Oligomerisierung wird ebenfalls durch die Assoziierung mit intrazellularen
Membran-Lipid-Rafts vermittelt und erleichtert (Marchand et al., 2002). Membran-
proteine kdnnen in drei Kategorien unterteilt werden, jene, die hauptséachlich in
Rafts vorkommen, jene, die in der ungeordneten ,flissigen“ Phase der Membran
lokalisiert sind, und solche, die sich standig in und aus Rafts bewegen.
Konstitutive Raft-Proteine sind z.B. GPIl-verankerte Proteine, doppelt-acetylierte
Proteine, wie die Tyrosinkinasen der Src-Familie, G,-Untereinheiten der hetero-
trimeren G-Proteine, Cholesterol-gebundene und palmitylierte Proteine, sowie
Transmembranproteine, wie z.B. einige Transport- oder Sensorproteine (Simons
und Toomre, 2000). Die Entfernung des Cholesterols aus Rafts, zum Beispiel mit
Hilfe von Komplexbildnern, flhrt zur Dissoziation der meisten Proteine aus den
Rafts und zum Verlust der Proteinfunktionalitdt. Es konnte gezeigt werden, daf3
Signalproteine in Rafts in einer ,off*-Phase gehalten werden und erst nach
Zusammenschlu3 mehrerer Rafts zu einer groBen Plattform auf Proteine des
gleichen Signaltransduktionsweges treffen, wodurch sie dann aktiviert werden
(Simons und Ehehalt, 2000). Hieran beteiligt sind auch sogenannte ,Caveolae“
Strukturen, die durch kleine Oberflacheneinschlisse in einigen Zellen, wie z.B.
Fettzellen, Endothelzellen und Muskelzellen, an der Plasmamembran entstehen.
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Man nimmt an, daB diese Caveolae-Strukturen durch eine Anhaufung von Rafts
an der Zelloberflache gebildet werden und die Polymerisierung mit Hilfe von drei
Caveolinproteinen eingeleitet wird (Kurzchalia und Parton, 1999; Drab et al,
2001).

Abb. 24: Mechanismen des Raft-Clusterings. a) Kleine Rafts (orange) in der Plasmamembran,
die nur wenige Proteine enthalten. b) Raftdom&nen durch Zusammenlagerung gewachsen,
wodurch es zur Durchmischung der Proteine kommt. Raft-Zusammenlagerung wird geférdert durch
(I) extrazelluldre Liganden, Antikdrper oder Lektine, (ll) innerhalb der Membran durch Oligo-
merisierung, oder (lll) durch zytosolische Argentien (Zytoskelett-Elemente, Adapterproteine). Raft-
Clustering erfolgt an der Plasmamembran und intrazelluldr, z.B. im endosomalen Lumen.
Ligandenbindung oder Oligomerisierung veradndern Proteinverteilung in oder aus den Rafts.
Gesteigerte Raft-Affinitat eines Proteins und seine Aktivierung innerhalb der Rafts (z.B. Phospho-
rylierung durch Kinasen der Src-Familie [gelb]) kann eine Kaskade von Ereignissen auslésen, oder
eine weiter Raft-Zusammenlagerung. (Simons und Ehehalt, 2002).
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In einem Paper aus diesem Jahr wurde gezeigt, da3 mehr als 70% der an der
GLUT4-Vesikelfusion beteiligten v-SNARE-Proteine (VAMP2) und ca. 35% der t-
SNARE-Proteine (SNAP-23 und Syntaxin 4) in Fettzellen mit den Plasmamem-
bran-Lipidrafts assoziiert sind (Chamberlain und Gould, 2002). Diese Studie hat
ebenfalls gezeigt, dal3 eine Insulinstimulation keinen Effekt auf die Plasmamem-
bran-Raft-Assoziierung von SNAP-23 und Syntaxin 4 hatte, jedoch die VAMP2-
Insertion in die Plasmamembran-Rafts induziert hat. Lipid-Rafts sind eine wichtige
Plattform fur die GLUT4-Vesikelfusion und man nimmt an, daf3 solche Rafts eine
Verbindung zwischen dem Insulinsignal und dem Membrantransport herstellen
(Chamberlain und Gould, 2002).



Diskussion Seite 97

Ahnlich wie fir Saugerzellen beschrieben (Harder und Simons, 1997; Anderson,
1998; Brown und London, 1998), scheint es auch in der Hefe durch die Assozi-
ation zwischen Ergosterol und Sphingolipiden zur Bildung sogenannter ,Lipid-
Rafts“ zu kommen, die als Plattform fur die Rekrutierung und die Internalisierung
spezifischer Proteine dienen (Munn et al., 1999). Im Gegensatz zu Saugerzellen,
wo die Bildung der Lipid-Rafts im Golgi-Komplex stattfindet, werden diese in
Hefezellen bereits im endoplasmatischen Retikulum (ER) gebildet (Bagnat et al.,
2000). Die Ergebnisse der Saccharosegradienten-Experimente deuten darauf hin,
daf3 die GLUT4-Translokation auch in Hefe ebenfalls Uber Lipid-Rafts gesteuert
sein kénnte, da GLUT4 in einem ERG4-Wildtypstamm mit dem ER-Marker Dpm1
kolokalisiert, was darauf hindeutet, daB GLUT4 am ER zurickgehalten wird. Es
ware moglich, daB es bei der Bildung der Lipid-Rafts im ER zwischen dem
Ergosterol der Hefe und GLUT4 nicht zu einer Interaktion kommt, und GLUT4 aus
diesem Grund nicht Uber die Lipid-Rafts zur Plasmamembran transloziert wird. Es
ware auch denkbar, daf3 sich die Lipid-Rafts in einer erg4- und einer erg4erg5-
Deletionsmutante aus den Ergosterolvorstufen Ergostatrienol oder Ergostatetra-
enol zusammensetzen, es zu einer direkten Interaktion Uber die Methylengruppe
der Sterolseitenkette mit GLUT4 kommt und die Translokation zur Plasmamem-
bran somit ermdglicht wird.

In Saugerzellen wird GLUT4 ebenfalls in intrazellularen Strukturen zurtckge-
halten, jedoch ist diese Retention nicht mit der GLUT4-Retention in Hefe ver-
gleichbar. Die Glukosetransportproteine werden in Fett- und Muskelzellen nach
der Synthese in speziellen Speicherkompartimenten angereichert und erst durch
ein Insulinsignal, welches eine Signalkaskade auslést, kommt es zur vermehrten
GLUT4-Translokation zur Plasmamembran. Man geht davon aus, daf3 in Sauger-
zellen die Bildung der Lipid-Rafts erst nach dem Insulinsignal an der GLUT4-
Translokation zur Zelloberflache beteiligt sind. Beim Vergleich der GLUT4-Trans-
lokation in S&uger- und Hefezellen ist also zu berucksichtigen, dal3 die GLUT4-
Translokation in Hefe ohne ein Insulinsignal eingeleitet wird und die Hefe keine
spezifischen GLUT4-Speichervesikel besitzt.

Es stellt sich allerdings die Frage, weshalb der humane Glukosetransporter
GLUT1 auch in Zellen, die Ergosterol als vorrangiges Membransterol enthalten,
nicht intrazelluldr zurickgehalten wird und weshalb die humanen Glukose-
transporter GLUT2, 3 und 5 weder in einer fgy1-1-Mutante noch in einer fgy1-1
Aerg4-Mutante funktionell exprimiert werden kénnen (Daten nicht gezeigt). Es ist
nicht auszuschlieBen, dal3 die Hefe weitere endogene Faktoren besitzt, die die
funktionelle Expression der Glukosetransporter GLUT2, 3 und 5 negativ beein-
flussen. Um die genauen Ablaufe der Sterol-GLUT4-Interaktion bei einer evil.
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Bildung von Lipid-Rafts im endoplasmatischen zu verstehen und zu bestétigen,
ware der nachste Schritt die Deletion des ERG6-Gens in einer fgy1-1-Mutante.
ERG6 kodiert fur eine C-24-Sterolmethyltransferase, welche den Schritt vom
Zymosterol zum Fecosterol katalysiert und welche durch das Hinzufligen einer
Methylengruppe an das C-24-Atom in der Sterolseitenkette verantwortlich ist.
Sollte es tatsachlich bei der Bildung von Lipid-Rafts im ER zu einer Interaktion
zwischen GLUT4 und der Methylengruppe in der Sterolseitenkette der Ergosterol-
intermediate kommen, durfte GLUT4 in einer erg6-Deletionsmutante durch das
hier entstehende Zymosterol nicht gebunden werden und auch nicht zur Zellober-
flache transloziert werden. Wenn GLUT4 in einer erg6-Deletionsmutante nicht
funktionell exprimiert werden kann, dirften weitere Saccharosegradient-Experi-
mente Aufschlu3 Gber den Grad der GLUT4-Retention geben. Ebenso kénnten in
diesem Zusammenhang weitere Saccharosegradienten-Experimente auch Auf-
schluf3 Uber den Grad der GLUT4-Retention bzw. Translokation in einer erg5- und
einer erg4erg5-Deletionsmutante geben. Die Eigenschaft der Lipid-Rafts, in
Dichtegradienten in Form von Detergenz-unldslichen Glykolipid-angereicherten
Komplexen (DIGs) zu schweben, bietet die Méglichkeit, sie durch Isolation aus
Hefe auf ihre Zusammensetzung zu Uberprifen (Bagnat et al,, 2000). In einem
erg4- und einem erg4erg5-Deletionsstamm sollte man nach der oben beschriebe-
nen Theorie GLUT4 als ein Bestandteil der DIGs in anschlieBenden SDS/PAGEs
charakterisieren kdbnnen, in einem erg5-Deletionsstamm hingegen nicht.

4.2 Interaktion zwischen GLUT4 und homologen Transportproteinen

Es ist schon seit langerer Zeit bekannt, daf3 die Aktivitat einiger Proteine durch die
Bildung makromolekularer Proteinkomplexe beeinfluBt und reguliert wird. Man
kennt homooligomere und heterooligomere Komplexe (Wes et al., 1999; Veenhoff
et al., 2002; Reinders et al., 2002). Mit Hilfe des in Hefe etablierten Two-Hybrid-
Interaktionssystems konnten systematisch oligomere Strukturen I8slicher Proteine
nachgewiesen werden (lto et al., 2000, 2001; Schwikowski et al., 2000). Da dieses
System jedoch auf den Nachweis der Interaktion |6slicher Proteine bzw. auf
Proteindoméanen begrenzt ist, wei3 man noch wenig Uber die Interaktion von
Membranproteinen und die Bildung mdglicher oligomerer Komplexe. Es konnte
jedoch bereits gezeigt werden, daf3 Chlorid- und Kaliumkanéale als Dimere und
Tetramere in der Membran existieren (Ludewig et al., 1996) und auch fir einige
bakterielle Transporter I6slicher Substanzen konnte eine Oligomerisierung nach-
gewiesen werden (Heuberger et al., 2002; Veenhoff et al., 2002).
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Ein bereits sehr gut untersuchter Metabolittransporter ist der humane Erythro-
zyten-Transporter GLUT1. Studien haben gezeigt, da3 dieser als Homotetramer
bzw. als Dimer aus Dimeren in der Plasmamembran vorliegt und der Status jeder
einzelnen Untereinheit EinfluB auf die anderen Untereinheiten hat, wodurch die
Funktion des Glukosetransporters kontrolliert wird (Hebert und Carruthers, 1992;
Zottola et al., 1995; Hamill et al.,, 1999). Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe
des in der Hefe etablierten und modifizierten Split-Ubiquitin-Systems (SUS) die
Interaktion zwischen zwei identischen Glukosetransportproteinen und auch
zwischen unterschiedlichen Glukosetransportproteinen untersucht. Es stellte sich
namlich die Frage, ob der humane Glukosetransporter GLUT1, der in der Hefe
funktionell exprimiert werden kann, hier ebenfalls als Oligomer vorliegt und ob
dies auch fur GLUT4 qilt. Die in dieser Arbeit zu untersuchenden Proteine wurden
mit je einer Halfte des Ubiquitinmolekiils fusioniert, wobei an die C-terminale
Halfte von Ubiquitin (Cub) noch zusatzlich ein Reporterprotein fusioniert wurde.
Durch Interaktion der zu untersuchenden Proteine wurden der N-terminale Teil
(Nub) und der C-terminale Teil (Cub) in rAumliche Néhe gebracht, so dal3 wieder
ein natives Ubiquitinmolekll entstehen konnte. Das Ubiquitinmolekldl wurde von
einer Ubiquitin-spezifischen Protease erkannt, welche dann das Reporterpotein
,PLV* oder ,RUra3" abgespalten hat. Das Reporterprotein ,PLV“ gelangte in den
Zellkern und aktivierte dort ein spezifisches Reportergen, in diesem Fall das lacZ-
Gen. Die Expression des lacZ-Gens wurde zuerst qualitativ mit Hilfe von X-Gal-
Overlays und anschlieBend quantitativ durch Messung der Aktivitdt der -
Galaktosidase bestimmt. Das nach der Interaktion der Ubiquitinhélften abge-
spaltene Reporterprotein ,RUra3“ wurde anschlieBend sofort nach der ,N-End-
Rule® in der Zelle abgebaut, so daf3 die Zellen Uracil-auxotroph wurden und nicht
mehr in der Lage waren, auf Medium ohne Uracil zu wachsen. In SUS-Tests
konnte gezeigt werden, daf3 eine schwache Interaktion zwischen zwei GLUT1-
und auch zwischen zwei GLUT4-Proteinen besteht, die im prozentualen Vergleich
identisch ist. Aufgrund der starken Homologie zwischen den Glukosetransport-
proteinen GLUT1 und GLUT4 war es ebenfalls denkbar, dal3 es auch zur Bildung
heterodimerer Transportkomplexe kommen kann. Auch in diesem Fall konnte
durch SUS-Tests eine schwachen Interaktion zwischen GLUT1 und GLUT4
bestatigt werden. Es stellte sich jedoch die Frage, ob eine in Hefe gezeigte
Interaktion zwischen GLUT1 und GLUT4 auch in S&ugerzellen physiologisch
signifikant sein kann, da beide Glukosetransporter-Isoformen in dem selben
Gewebe exprimiert werden. Es wird derzeit spekuliert, daf3 die Bildung heterologer
Transportkomplexe eine zuséatzliche Dynamik und Flexibilitdét in Bezug auf die
Regulation des Stofftransportes haben kénnte (Reinders et al., 2002). Allerdings
ist zu bemerken, daB die Interaktion deutlich starker ist, wenn das GLUT1-Protein
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C-terminal mit dem Cub-PLV-Protein und das GLUT4-Protein N-terminal mit dem
Nub-G-Protein fusioniert ist. Eine mogliche Erklarung hierfur ist, daB eine N-
terminale Fusion an GLUT4 nicht zum Verlust der Funktionalitdt fuhrt, was
bedeutet, dal der Transporter zur Plasmamembran transloziert wird und dort mit
GLUT1 oder sich selbst interagieren kann. Eine C-terminale Fusion an GLUT4
kann zum einen durch moégliche Fehlfaltung zur Degradation und gleichzeitig zum
Verlust der Funktionalitdt fuhren, was auch die starke Hintergrundaktivitat in
diesen Tests erklaren wurde. Zum anderen es ist aber auch mdglich, dal3 die
Cub-Bindestelle durch Faltung des Fusionsproteins nicht mehr frei fur die Nub-
Hélfte zuganglich ist und es hierdurch zu einer schwacheren Interaktion kommt. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 unterschiedliche GLUT-Transporter
miteinander interagieren und im Vergleich dazu konnten Reinders et al. in Split-
Ubiquitin-Interaktions-Versuchen in Hefe mit pflanzlichen Suc-Transportern
zeigen, daf3 auch unterschiedliche Suc-Transporter miteinander interagieren. Es
wird spekuliert, dal3 die Bildung heterooligomerer Komplexe eine zusétzliche
Dynamik und Flexibilitat in Bezug auf die Regulation des Saccharose-Transportes
bedeutet (Reinders et al,, 2002). Ebenso konnte eine schwache Interaktion
zwischen Sut2 und dem verwandten Hexosetransporter Stp1 gezeigt werden
(Reinders et al., 2002). In dieser Arbeit zeigte sich eine schwache Interaktion
zwischen GLUT4 und den verwandten Glukosetransportern Hxt1 und Hxt9. Diese
Ergebnisse haben gezeigt, daf3 strukturell verwandte Mitglieder einer Superfamilie
ebenfalls in der Lage sind, miteinander zu interagieren, wenn auch in einem
geringeren Ausmalf3. Es ist gut méglich, daB die schwachen Interaktionen durch
die Ko-Existenz der Proteine in dem selben Zellkompartiment zustande kommen,
was auch die Interaktion zwischen dem ER-lokalisierten Erg4 mit verschiedenen
Transportproteinen erklaren wirde. Die Kollision von Membranproteinen, die nicht
Teil eines Komplexes sind, aber im selben Zellkompartiment lokalisiert sind,
konnte schon friher am Beispiel von Proteinen des endoplasmatischen
Retikulums in Hefe gezeigt werden (Wittke et al., 1999). Die derzeit viel diskutierte
Bildung von Lipid-Rafts als groBe Membrankomplexe, die an der
Proteintranslokation beteiligt sind, koénnte ebenfalls eine Erklarung fur die
schwache Interaktion aufgrund rdumlicher N&he sein (Simons und Toomre, 2000).

Mit Hilfe des Split-Ubiquitin-Systems konnte zuséatzlich gezeigt werden, daf3
zwischen GLUT4 und Fgy1 keine direkte Interaktion besteht. Eine fgy1-1-Mutation
ist zwar eine Voraussetzung fir die funktionelle Expression des humanen
Glukosetransporters GLUT4 in Hefe, allerdings scheint sich Fgy1 nicht durch
direkte Interaktion auf die Funktionalitdt bzw. Translokation von GLUT4 auszu-
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wirken. Die tatsachliche Funktion von Fgy1 bei der funktionellen Expression von
GLUT1 und GLUT4 ist noch weitgehend unbekannt.

4.3 Vor- und Nachteile des SUS-Systems

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Split-Ubiquitin-System (SUS) zum
Nachweis der Interaktion zwischen Membranproteinen wurde urspringlich zum
Nachweis der in vivo Interaktion zwischen zytosolischen Proteinen von Johnsson
und Varshavsky entwickelt (Johnsson und Varshavsky, 1994). Spater wurde es
verwendet, um Interaktionen zwischen Proteinsignalsequenzen und einem Mit-
glied der ER-Translokationsmachinerie aufzudecken (Dunnwald et al., 1999), um
nach Proteinen in der direkten Umgebung von Membranproteinen zu suchen
(Wittke et al., 1999), um die Interaktion zwischen transkriptionellen Regulatoren
zu studieren (Laser et al., 2000; Rojo-Niersbach et al., 2000) und um die
Faltungsmechanismen I8slicher Proteine zu bestimmen (Raquet et al., 2001). Es
diente ebenfalls dazu, die Interaktion zwischen Membranproteinen zu studieren,
da dies mit dem konventionellen in Hefe etablierten Two-Hybrid-System nicht
moglich war (Stagljar et al.,, 1998; Stagljar und te Heesen, 2000). Die Wahl der
jeweiligen Reporterproteine kommt auf die Art des Interaktionsnachweises an, da
es sowohl bei der Verwendung des Reporterproteins ,PLV* als auch mit ,RUra3“
Vor- und Nachteile gibt, was sich im Rahmen dieser Arbeit eindeutig heraus-
gestellt hat. Der Vorteil des Reporterproteins PLV war, daB3 eine Interaktion
zwischen zwei Proteinen bereits durch X-Gal-Overlays mit den Transformations-
Agarplatten nachgewiesen werden konnte. AuBerdem konnte die Stérke der Inter-
aktion durch die quantitative Messung der Aktivitat der B-Galaktosidase bestimmt
werden und mit anderen Proteinen verglichen werden. Ein Nachteil des Reporter-
proteins PLV ist, dal3 es z.B. durch Fehlfaltung, wie es fur GLUT4 angenommen
wurde, zur Degradation des mit dem Cub-PLV-fusionierten Proteins kommen
kann, wodurch es ebenfalls zur Freisetzung des PLV und einer Expression des
lacZ-Gens kommen kann. Die Starke der Hintergrundaktivitat 1Bt sich mit
einfachen X-Gal-Overlays nicht bestimmen, hierzu sind quantitative Messungen
der B-Galaktosidase besonders wichtig. Der Vorteil des RUra3-Reporterproteins
ist die Tatsache, da3 man eine Interaktion zwischen zwei Proteinen bereits durch
einfache Wachstumstests auf Agarplatten nachweisen kann oder die Wachstums-
geschwindigkeit in Flussigmedium pro Minute messen kann. Findet keine Inter-
aktion zwischen den zu untersuchenden Proteinen statt, wird das Ura3-Protein als
Fusionsprotein gebildet und die Zellen sind in der Lage, Uracil selbst zu
synthetisieren und auf Uracil-freiem Medium zu wachsen. Bei einer Interaktion
wird das Ura3-Protein abgespalten und abgebaut und die Zellen kénnen im
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Kontrollexperiment auf Medium mit FOA wachsen. FOA (Fluor-Orotsaure) wird
dem Medium als Indikator zugegeben, da es in Zellen, die Ura3 synthetisieren, in
das toxische Fluor-Uracil umgewandelt wird, und diese Zellen dann auf Medium
mit FOA nicht mehr wachsen kénnen. Der Nachteil des RUra3-Reporterproteins
ist, da3 man nur zwischen Wachstum und Nicht-Wachstum unterscheiden kann,
also auf Interaktion oder Nicht-Interaktion schlieBen kann. Im Fall von Protein-
degradation wird das Ura3-Protein ebenfalls abgebaut und man kann durch
einfache Wachstumstests nicht eindeutig zwischen Hintergrundaktivitét und
tatsachlicher Interaktion unterscheiden. Der Interaktionsnachweis mit dem RUra3-
Reporterprotein hat sich im Rahmen dieser Arbeit als nicht sensitiv genug heraus-
gestellt und bot auch nicht die Moglichkeit, zwischen Interaktionen verschiedener
Proteine zu vergleichen.

Insgesamt ist das Split-Ubiquitin-System nur begrenzt einsetzbar, da die N- und
C-terminalen Bereiche der zu untersuchenden Proteine sich im Zytoplasma
befinden missen, um eine Interaktion zwischen den Ubiquitinhalften zu ermég-
lichen. AuBerdem durfen die N- und C-terminalen Fusionen sich nicht negativ auf
die Proteinfaltung auswirken, da es sonst zur Proteindegradation kommen kann
oder zur Proteinretention, was sich in der reduzierten Funktionalitdt der Proteine
widerspiegelt.

4.4 Entwicklung einer cDNA-Genbank aus humaner Skelettmuskel-RNA

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein auf dem SUS-System basierender Genbank-
screnn entwickelt, mit dem nach S&ugerproteinen gesucht werden sollte, die mit
GLUT4 interagieren. In friheren Versuchen konnten bereits in Two-Hybrid-
Analysen und mit Co-Immunoprazipitationstests Proteine identifiziert werden, die
mit dem N- oder C-Terminus von GLUT4 interagieren, deren Funktion im
Zusammenhang mit der GLUT4-Translokation aber noch weitgehend unerforscht
ist (Lee et al.,, 1997; Kao et al., 1999; Giorgino et al., 2000; Lalioti et al., 2002). Es
sollte moéglich sein, weitere Proteine aus S&ugerzellen zu identifizieren, die eine
Verbindung zwischen den Insulinsignalkaskaden und den GLUT4-Speicher-
vesikeln herstellen, um den genauen Prozel3 der GLUT4-Translokation in S&duger-
zellen nach einem Insulinsignal zu verstehen. Hierzu wurde menschliche Skelett-
muskel Poly(A)-mRNA in einer reversen Transkriptionsreaktion in entsprechende
cDNA umgeschrieben und durch in vivo Rekombination in Hefe an den N-termi-
nalen Bereich des Ubiquitins (Nub) fusioniert. In einem Kontrollexperiment wurde
zuerst die bereits in der Literatur beschriebene Interaktion zwischen GLUT4 und
UBC9 untersucht, um die Funktionalitat des Systems zu testen. Es konnte durch
SUS-Tests bestétigt werden, da3 das menschliche UBC9 (Sentrin-konjugierendes
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Enzym) mit GLUT4 interagiert, was gleichzeitig die Funktionalitdt des Systems
bestatigte. Nach der Ko-Expression des GLUT4-Cub-PLV-Konstruktes mit der
Nub-cDNA-Genbank in Hefe sollte mit Hilfe von qualitativen X-Gal-Overlays
bereits anhand der Transformanten gezeigt werden, ob es zu einer Interaktion
zwischen GLUT4 und S&ugerproteinen kommt. Durch die starke Hintergrund-
aktivitdt des GLUT4-Cub-PLV-Konstruktes farbten sich jedoch bereits nach 20
Minuten alle Kolonien, die mit X-Gal Uberschichtet wurden, blau, was die Identi-
fizierung der Kolonien erschwerte, die sich aufgrund von Interaktion zwischen
GLUT4 und einem S&ugerprotein blau farbten. Ein weiteres Problem, daf3 bei der
Konstruktion der cDNA-Genbank auftrat, war die Tatsache, daf3 bei der reversen
Transkription der RNA zu cDNA nur sehr kleine cDNA-Fragmente entstanden
sind, die eine maximale GroéBe von 1 kb aufwiesen. Ein Grund hierfir kénnten
RNA-Sekundarstrukturen gewesen sein, die dazu gefuhrt haben, daf3 die reverse
Transkriptase die Transkription vorzeitig beendet hat. Nach der Sequenzierung
einiger Plasmide aus Klonen, die ein positives Signal hervorriefen und einem
Vergleich der Sequenzen mit der Datenbank hat sich gezeigt, daB die inserierte
cDNA far die C-terminalen Bereiche einiger Sdugerproteine kodierte. Da die
cDNA-Fragmente in keinem der untersuchten Plasmide in den Leserahmen der
Nub-Sequenz eingeflugt waren, waren nicht die Polypeptide translatiert worden,
fur die die nach der Sequenzierung identifizierten cDNA’s eigentlich kodieren. Da
die isolierten und sequenzierten Plasmide aber im X-Gal-Overlay zu einem
positiven Ergebnis geflhrt hatten, waren scheinbar Zufallspeptide entstanden, die
mit GLUT4 interagiert haben. Es ist auch nicht auszuschlieBen, daB die
entstandenen S&ugerpeptide evtl. eine toxische Wirkung auf die Hefe hatten,
weshalb sich einige Kolonien aufgrund der eher freigesetzten B-Galaktosidase im
X-Gal-Overlay schneller blau farbten und nicht aufgrund von Interaktion mit
GLUT4. Die Zahl der in dieser Arbeit Uberpriften Transformantenkolonien reicht
jedoch noch nicht aus, um eine Aussage Uber die Effizienz dieses cDNA-Gen-
bankscreens machen zu kdnnen. Hierzu missen noch weitere GLUT4-Transfor-
manten mit der Genbank transformiert werden, und diese auf eine Interaktion
zwischen GLUT4 und einem Saugerprotein hin untersucht werden. Literaturdaten
belegen, da3 man mindestens 10° oder mehr unabhéngige cDNA-Klone unter-
suchen muf3, um eine Aussage uber die Effizienz der Genbank machen zu
kénnen und um auch relativ seltene Proteine in dem Screnn zu bericksichtigen
(Sambrock und Russell, 2001).



Zusammenfassung Seite 104

5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 besitzen zentrale Funktionen im Glukose-
metabolismus des Menschen. GLUT4 wird in insulin-sensitiven Geweben wie Muskel- und
Fettzellen exprimiert, in intrazellularen Vesikeln gespeichert und nach einem Insulinsignal
vermehrt zur Zelloberflache transloziert. Defekte im Glukosemetabolismus in insulin-
sensitiven Geweben sind u.a. die Ursache fir den Typ Il Diabetes mellitus.

Um GLUT4 genauer charakterisieren sowie in zellbasierten ,High-throughput Screening-
assays” nach Wirkstoffen zur Beeinflussung der GLUT4-Transportfunktion suchen zu
kénnen, sollte der Glukosetransporter in einem hexosetransport-defizienten Hefestamm
exprimiert werden. Dabei stellte sich heraus, daB GLUT4 in Saccharomyces cerevisiae im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) zurlGckgehalten und nicht zur Plasmamembran
transportiert wird. Transposon-Mutageneseexperimente offenbarten, daf3 erst durch eine
Zerstdérung des ERG4-Gens, welches flr das letzte Enzym der Ergosterolbiosynthese im
ER kodiert, die Retention von GLUT4 im ER aufgehoben wird. Im Gegensatz zum
Cholesterol in humanen Zellmembranen ist in der Hefe Ergosterol das hauptsachliche
Membransterol. Weitere Modifikationen im Sterolmetabolismus der Hefe deuteten darauf
hin, daB3 eine spezifische Struktur der Seitenkette des Sterolgrundgeriistes notwendig ist,
um GLUT4 den Transport zur Plasmamembran zu ermdéglichen. Andererseits interagierte
das GLUT4-Protein im Split-Ubiquitin-Interaktionssystem direkt mit dem Erg4-Protein der
Hefe. Da Erg4 aber auch mit den hefeeigenen Hexosetransportern Hxt1 und Hxt9
interagierte, jedoch keinen negativen EinfluB auf deren Translokation hat, scheint eine
direkte Retention von GLUT4 durch Erg4 auszuschlie3en zu sein.

Mit Hilfe des im Rahmen dieser Arbeit etablierten und optimierten Split-Ubiquitin-Systems
sollte eine mdgliche Oligomerisierung der GLUT-Proteine gezeigt werden, wie sie fur
GLUT1 in Saugerzellen bereits beschrieben ist. Es konnte eine Interaktion zwischen
GLUT4-Proteinen, zwischen GLUT1-Proteinen und auch zwischen GLUT4 und GLUT1
nachgewiesen werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, daB das auf die GLUT4-
Funktionalitét inhibitorisch wirkende hefeeigene Fgy1-Protein nicht direkt mit GLUT4
interagiert.

Es wurde eine auf dem Split-Ubiquitin-System basierende cDNA-Fusionsgenbank aus
menschlichen Muskelzellen konstruiert und damit nach mit GLUT4 interagierenden
humanen Proteinen gesucht. Es konnten jedoch bislang keine spezifisch interagierenden
Proteine gefunden werden. Die Funktionalitit des Systems konnte durch eine
Verifizierung der bereits bekannten Interaktion zwischen GLUT4 und UBC9, einem
Sentrin-konjugierenden Enzym aus Skelettmuskelzellen, bestatigt werden.
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